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ryptophan, die Muttersubstanz des Hetero-auxins T (F. Kogl), dem bei Wachstumsvorgangen groBe Bedeutung 
zukommt, laBt sich nach den iiblichen Methoden gut be- 
stimmen, so lange in reinen waBrigen Losungen gearbeitet 
wird. In  triihem und gefarbtem pflanzlichen Material sind 
aber weder colorimetrisch noch gravimetrisch brauchbare 
13rgebnisse zu erzielen. Das Tryptophan mu13 daher von 
storenden Substanzen getrennt werden. Adsorption kommt 
nicht in Betracht, da ihr eine Hydrolyse des pflanzlichen 
EiweiBes vorausgehen m a ,  die, ob sauer oder alkalisch 
gearbeitet wird, mit Tryptophanverlusten verbunden ist. 

Nach F. L i e b e d )  und auch nach J .  Tillmans, P. Hirsch 
u. F .  Stoppe12) sollen bei der ,,Xanthoproteinreaktion" nu r  
Tyrosin und Tryptophan zu gelben Farbstoffen nitriert 
werden. Diese Varbreaktion geben nicht nur die freien, 
sondern auch die in das EiweiB eingebauten Aminosauren. 
Die Bestandigkeit des aus dem Tyrosin gebildeten Farb- 
stoffes (0-Nitro-tyrosin) ist von Tillmans u. Mitarb. be- 
ziiglich Temperaturabhangigkeit und Salpetersauremenge 
bereits untersucht3). Wir iiberpriiften das Tryptophan- 
Nitrierungsprodukt in gleicher Richtung und fanden, da13 
es sich durch gute Bestandigkeit auszeichnet. 

Diese Versuche veranlafiten uns, die Xanthoprotein- 
reaktion, die schon bei direkter Nitrierung mit Salpeter- 
same eintritt, unter Zusatz von Schwefelsaure vorzu- 
nehmen und gleichzeitig die Konzentration der Salpeter- 
saure zu erhohen. Hierdurch werden alle Begleitsubstanzen 
zerstort, und es kommt nur die klare gelbe Losung des Ni- 
trierungsproduktes zur Messung. Die rnit und ohne Schwefel- 
saurezusatz erhaltenen Nitrierungsprodukte zeigen gleiche 
Farbe und Reaktionen, wie sie von Tillmans, Hirsch u. 
Stoppel beschrieben wurden4). Sonach beruht unsere 
Tryptophanbestimmung auch auf der als Xanthoprotein- 
reaktion bezeichneten Nitrierung. 

An einer grooeren Anzahl eiweifiaufbauender Sub- 
stanzen (Glykokoll, Alanin, d-1-Phenylalanin, Cysteinchlor- 
liydrat, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Lysindichlorhydrat, 
Arginin, Asparagin, Prolin, Oxyprolin, Ornithin, Cystin, 
Leucin, d-I-Isoleucin, d-1-Valin, d-1-Serin, Histidin, Kreatinin, 
Betain, Putrescin, Glutathion, Colamin, Cholinchlorid, 
Harnstoff, Thioharnstoff, Guanidin, Methylamin, P-Phenyl- 
athylamin, Histamindichlorhydrochlorid), die keine Far- 
bung geben, wurde ferner festgestellt, daB au13er 
Tryptophan und Tyrosin noch D i ox y p  h e n y 1 a l a  n in  , 
d-1- Me t h ioni  n und T yr  a min die Xanthoprotein- 
reaktion schon in der Kalte geben. Bringt man aber 
die Losungen fur 1 h in ein kochendes Wasserbad, so 
werden alle Suhstanzen bis auf das Tryptophan-Nitrie- 
rungsprodukt, das farbschwacher wird, vollstandig entfarbt. 

l )  Biochem. Z. 146, 534 [1924]. 
z, Ebenda 198, 379 [1928]. 
,) Der Farbstoff wird beim Kochen wie auch mit groljeren 

Mengen Salpetersaure zerstort. 
4, Mit n/lo-HNO, tritt iioch keine Reaktion ein, wohl aber bei 

n / 5  und starkerer Salpetersaure. Es scheint sich bei Tillmans 
um einen Druckfehler zu handeln. 

An einigen Substanzen, wie Cystein, OXypTOh, P-Phenyl- 
alanin und Glutathion, war nach dem Erhitzen eine schwache 
Gelbfarbung festzustellen, die praktisch ohne Bedeutung 
sein diirfte, da die Farbung nur etwa 0,5% einer gleichen 
Menge Tryptophan betragt6). Die vorwiegend in Pflanzen 
vorkommenden gef arbten Substanzen (Chlorophyll, Car o- 
tinoide, Anthocyane und Flavone) werden beim Kochen 
mit dem Oxydationsgemisch restlos entfarbt. Der-Zusatz 
von 50-70%ig. Schwefelsaure ist ohne Einflufl auf die 
Farbe. Mit steigenden Salpetersauremengen nimnit nacli 
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Abb. 1. Einflul3 der Salpetersaurenienge auf den Farbwert des 
Tryptophan-Nitrierungsproduktes in 50-70%iger Schwefelsaure 
(5 ems) nach 60 min Erhitzen (der Farbwert niit 2 cm3 HNO, ist 

gleich 100 gesetzt). 

Abb. 1 die Farbstarke nur wenig ab6) ; die prozentuale Farbab- 
nahme ist von der Tryptophannienge unabhangig (Tabelle 1).  

Tnbel le  1. 

Koehzelt (100.) und der angewandten Menge Tryptophan. 
Abhhnglgkelt der Farbsthrke des Tryptophan-Nltrierun~sproduktes van der 
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Zusatzversuche von Tryptophan zu Gemiisen ergaben, daB 
Reaktionen, die bei der Zerstorung der Proben durch das 
Oxydationsgemisch stattfinden, keine Anderung des Farh- 
wertes verursachen. 

SchlieBlich sei noch auf den interessanten Kurvenverlauf 
der Abnahme der Farbstarke aufmerksam gemacht (Abb. 2). 
Beim Erhitzen beginnt schon in den ersten Minuten 
der Farbwert stark zu sinken, nach etwa h nimmt die 
Farbstarke nur mehr langsam weiter ab. Vermutlich ent- 
stehen bei der Xanthoproteinreaktion aus Tryptophan zwei 
gefarbte Korper, von denen einer beim Kochen zersetzt 

K, Die Farbung konnte auch auf Verunreinigungen in den Pra- 
paraten zuriickzufiihren sein. 

E, Nehmen wir an, daO zur Zerstorung der organischen Substanz 
1 cms 25%ige Salpetersaure verbraucht wird, so wiirde der Farbwert 
der Probelosung gegeniiber der Standardlosnng (beide wurden mit 
3 cms Salpetersaure angesetzt) um etwa 3% hoher liegen. 
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wird, wahrend der andere gegen Hitze verhaltnisma13ig 
bestandig ist. 

.4bb. 2. Abnalinie der Varbstar ke des Tryptophan-Nitrierungs- 
produktes heim Kochen (1 0O0) unter den unten heschriehcnen 

.4 rheitshcdingungen. 

Aus den soeben beschriebenen Versuclien ergahen sich 
die Bedingungen fur die Tryptophanbestimmung in pflanz- 
lichem Material. Die Ergebnisse an einigen bisher unter- 
suchten Proben sind in Tabelle 2-4 gebracht. 

Mit dem Verfahren, das fur die Gesanittryptophan- 
bestimmung beschrieben wird, konnen auch freies  und  ge- 
bundenes  Tryptophan fu r  s ich bestimmt werden. Dazu 
wird z. B. in Gemusebrei die Trennung niit Trichloressig- 
same durchgefiihrt und im Niederschlag wie im Filtrat das 
Tryptophan bestimmt. Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, 
entspricht das in beiden Anteilen gefundene Tryptophan 
dem in einein anderen Teil der Probe gefundenen Gesamt- 
tryptophan. 

Diese Versuche ernioglichen nicht nur das Verhaltnis des 
freien zu gebundenem Tryptophan festzustellen, sondern sie 
zeigen auch, da13 mit der von uns modifizierten Xantho- 
proteinreaktion tatsachlich das gesnmte Tryptophan he- 
stitnmt wird. 

Die Bestimmung des Gesamt-Tryptophans. 
Sic. ist am genauesten. wenn eine Tryptophannienge (0 , j  bis 

.i nig) zur Messung kommt, die 0,1-0,3 g Trockensubstanz der 
Probe entspricht. I'iir die Untersuchung z. 13. ron Keimpflanzen 
jicniigt demnach etwa 1 g Prischsubstanz. 

Steht geniigend Substanz zur Verfugung, so wird inan, unl 
einen guten Durchschnitt zii erhalten, die Xanthoproteinreaktion 
zweckinaljig in einer groWeren Probe ausfiihren. Fur die Bestimmung 
selbst entnininit man aliquote Teile davon. die obigen Angahen 
cntsprechen. 

Es sol1 nun die Uestinimung mit 10 g eines Gemusebreies voii 
ctwa 10°/o Trockensubstanz beschrieben werden. Zu dem in cin 
gro Wes Reagensglas oder in ein Erlenmeyerkolbchen eingewo- 
genen Rrei 1al3t man aus einer Burette unter vorsichtigem 
Schiitteln 40 cms des Oxydationsgemisches (100 cms 700/,ige 
Schwefelsaure, reinst, und 60 cms 25%ige Salpetersaure, reinst) 
in feinem Strahl zuflieWen. Es ist wichtig, daD die Reaktion 
langsam beginnt ; man lal3t die Losung dnher zuerst 10 min bei Raum- 
temperatur stehen, dann bringt man sie in ein siedendes Wasserbad 
(1 h) und schwenkt sie von Zeit zu Zeit um. Nach dem Abkuhleti 
wird durch ein befeuchtetes I%lanhandfilter (Schleicher und Schiill 
Nr. 58g5) in einen MeDkolben von SO cm3 Inhnlt filtriert und mit 
70%iger Schwefelsaure so lange nachgewaschen. 11is die I'liissigkeit 
bei Marke 50 steht. I n  einem Teil der Losung wird nun im PuZ/v;c/:- 
Stnfenphotometer linter Benutzung des Filters S 43 nnd einer 3-cm3- 
Kiirette das Tryptophan (lurch Extinktionsmessung hestimmt. 

Abb. 3. Lcichkurve tles Tryptophan-?;itrierun~sprc~~liiktes nacli 
60 min Erhitzen hei looo. Kiivette 3 cm3, Filter S 43, 50 an3 T,osun~. 

%ur Rerechnung des Tryptophans verwendet inan die Eich  - 
k u r v e  in Abb. 3. Aus der auf der Photometertronimel abgelesenen 
Extinktion (Ordinate) ergiht sich die entsprechende Menge Trypto- 
phan (in mg) auf der Abscisse. Die Eichkurve gilt nur fur die be- 
schriebenen Arbeitsbedingungen. Da sie gleichzeitig die Abnahme 
des Farbwertes enthalt, ermoglicht sie auf der Ahscisse die absoluten 
Tryptophanmengen abzulesen. 

Da der Zusatz der Schwefelsaure (in den Grenzen von 50 bis 
7 0 % )  keinen EinfluD auf den Farbwert hat, so kijnnte in gleicher 
Weise auch mit Trockensubstanz (Proteinen usw.) gearbeitet werden. 
IJm aber eine zu heftige Reaktion des Oxydationsgemisches mit 
trockener Substanz zu vermeidh, die zu Tryptophanverlusten 
fiihren konnte, schlemmt man die Probe rorher in 9 cm3 Wnsser auf 
und fiihrt dic nestimmung wie heschriehen dnrch 

Die Bestimmung des gebundenen und freien Tryptophans. 
Zur Trennung der beiden Anteile werdeii 10 g des fein zer- 

kleinerten E'flanzenbreis niit 50 cmS 5 yoiger Trichloressigsaurelosung 
in der Kalte versetzt, gut durchgemischt und nach 112 h zentrifugiert. 
Den Ruckstand wascht man im Zentrifngenglas 2mal mit 50 cm3 
lyoiger Trichloressigsaure aus und spiilt ihn mit 8 cms Wasser 
quantitativ in ein Erlenmeyerkolbchen, in deni nun das gebundene 
Xleich dem Gesamttryptoplian bestimmt wird. 

In  der abgegossenen Trichloressigsaurelosung, die das freir 
Tryptophan enthalt, kann es z. B. in Rlumenkohl, der nach Tabelle 4 
0,019 yo enthalt, nach Einengen tler Losung auf 10 cm* (Vakunm 100O) 
\vie oben bestimmt werden. 

In anderen Proben, wie z. n. Spinat (Tabelle 4), in dem rer- 
IialtnismiiBig wenig freics Tryptophan gefunden wtrde, mul3 niit 



einer groDereii Probe gearbeitet werden. In eiiiexu MeDkolben 
(200 cms) werden 100 g Pflanzenbrei rnit lO%iger Trichloressigsaure 
bis zur Marke versetzt. Nach gutem Durchschiitteln wird nach 11 
zentrifugiert. Von der iiberstehenden Fliissigkeit werden 100 cmJ. 
die freies Tryptophan aus 50 g Frischsubstanz enthalten. im Vakuum 
bei looo auf 10 cm8 eingeengt und das Tryptophan, wie beschriebeu, 
bestimmt. Da beim Einengen die Konzentration der Trichloressig- 
saure auf 50% steigt, wurden Kontrollen rnit reinen Tryptophan- 
losungen durchgefiihrt, es konnte dabei festgestellt werden, dalJ 
Trichloressigsauremengen bis zu 50 %, keinen EinfliilJ auf die Rr- 
stimmung hahcn. 

Zusammenfassung. 
Bei Versuchen, das Tryptophan in pflanzlicheni 

Material nach einigen in der Literatur empfohlenen Ver- 
fahren zu bestimmen, konnten wir feststellen, da13 diese 
zwar fur die waiBrigen und farblosen Losungen benutzt 
werden konnen, sich aber fur gefarbtes Pflanzenmaterial 
nicht eignen. 

Es wurde eine colorimetrische Bestimmungsmethode 
fur frisches wie auch fur trockenes Pflanzenmaterial aus- 
gearheitet. die auf der ,,Xanthoproteinreaktion" bernht. 

Die Arbeitsbedingungen wurden so gewahlt, daB alle bisher 
untersuchten Substanzen, die die Bestimmung beeinflussen 
konnten, gleichzeitig zerstort werden, also auch die gelb 
gefarbten Nitrierungsprodukte, die aus Tyrosin, Dioxy- 
phenylalanin, d-1-Methionin und Tyramin entstehen. Dies 
wird erreicht, wenn die Xanthoproteinreaktion rnit einem 
Oxydationsgemisch (Schwefelsaure + Salpetersaure) in der 
Hitze durchgefiihrt wird. Dabei hellt sich der aus dein 
Tryptophan gebildete Farbstoff auf; da aber die Farb- 
starke, die zu Beginn verhaltnismaBig rasch abnimnit, 
spater annahernd unverandert bleibt, laat sich das Trypto- 
phan mit einer Genauigkeit von f 5% bestinimen. 

Wenn die Arbeitsvorschrift eingehalten wird, nimmt die 
Farbstarke entsprechend der Tryptophanmenge gleichma13ig 
ab, und die abso lu t e  Tryptophanmenge kann an einer 
einmal init Hilfe der Extinktion aufgestellten Eichkurve 
direkt in Milligramm abgelesen werden. 

AuSer dem Gesamttryptophan kann auch das freie und 
das gebundene Tryptophan nach vorheriger Trennung der 
beiden Anteile hestimmt werden. [A. 1.1 

Samariums Die Abtrennung und Reindarstellung des 
aus Gemisdrender seltenen Erden durch Reduktion zu Samarium(I1)-chlorid 
Voii Dozeizt Dr.-I91g A L F R E D  RRT'KT,., I n s t .  f .  p h y s i l r a l .  C h e m i r  (Jr1, t 7 n i v e v s i t k t  Fre iba t rg  

ur Gewinnung von reinen Samariumverbindungen geht Z man ublicherweise von den schwer kristallisierenden 
Endlaugen der Animon- oder Magnesium-Doppelnitrate aus, 
die bei der Darstellung der Ceriterden Lanthan bis Neodym 
anfallen. Diese enthalten neben etwas Neodym als Haupt- 
hestandteile Samarium und Gadolinium, ferner Europium 
und die bei der Natriumsulfatfallung mitgegangenen 
Yttererden. Urbain u. Lacombe') erleichterten die Reinigung 
des Samariums durch Einfiihrung des rnit den seltenen 
Erdammon- oder Magnesiumnitraten isomorphen Wismut- 
doppelnitrates, dessen Loslichkeit zwischen den Samarium- 
und Gadoliniumverbindungen liegt . Durch diese Ein- 
schiebung wurden die in ihrer Liislichkeit so ahnlichen 
Elemente auseinandergedrangt, und man konnte nun nach 
zahlreichen fraktionierten Kristallisationen eine technisch 
durchfuhrbare Abtrennung des Samariums erzielen. 

Samarium war das erste Element der seltenen Erden, 
an dem Matigmnz) zeigen konnte, da13 bei manchen Erden 
auch bestandige zweiwertige Verbindungen gebildet werden. 
In der Folgezeit fand man noch beim Europium und 
Ytterbium dieselbe Fahigkeit, die fur die Reindarstellung 
dieser Elemente grol3e Bedeutung erlangt hat. Aus friiheren 
Untersuchungen ist bekannt, daB Samarium in der zwei- 
wertigen Oxydationsstufe den Erdalkalien sehr nahe- 
stehende Verbindungen besitzt, die jedoch auhrs t  
unbestandig sind . Diese Eigenschaft lie13 die V e r w e n - 
dung des  Valenzwecbsels fu r  p r a p a r a t i v e  Zwecke 
beinahe aussichtslos erscheinen. Tatsachlich findet man im 
Schrifttum nur eine einzige kurze Angabea), die vorschlagt, 
im Erdchloridgemisch das Samarium durch Wasserstoff bei 
heller Rotglut zu reduzieren, hierauf die Chloride in Wasser 
aufzulosen, wobei das Samarium( 11)-chlorid unter Wasser- 
stoffentwicklung in basisches 111-Chlorid ubergeht . ktzteres  
zerfdlt in das losliche Chlorid und unliisliche Hydroxyd, 
das durch Filtration von den begleitenden Erdeq getrennt 

I) 0. Urbaim u. H .  Lacombe, C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 185, 
792 [1903]; siehe ferner W .  Prandfl. Z. anorg. allg. Chem. 2$8, 
321 [1938]. 

*) C.  MatGnon u. E. Cazea, C. R. hebd. SPances Acad. Sci. 
140, 83 [1906]. 

3, 1'. W. Sektaod, J. Amer. chem. ,%c. 67. 1145 r1935j. 

werden kann. Auf diese Weise wird ein Drittel des vor- 
handenen Samariums abgeschieden, doch steht die erzielte 
Reinheit in keinem Verhaltnis zu der schwierigen Reduktion, 
so daB Selwood der fraktionierten Kristallisation weiter den 
Vorzug gibt. 

Vor langerer Zeit hatte ich Versuche unternonimen, 
uni zu sehen, wieweit die Unterschiede in den durch 
Noddack u. Bruk14) bestiinmten Reduktions- und Ab- 
scheidungspotentialen der seltenen Erden fur eine Trennung 
nutzbar gemacht werden konnen. Zur Orientierung wurden 
unter den verschiedensten Bedingungen Mischchloride 
(10% Sm, 64% Gd, Spur Eu, Rest Yttererden) der 
Elektrolyse an Quecksilberkathoden untenvorfen, wobei in 
sehr geringer Ausbeute Erdamalgame gebildet wurden. 
Entgegen der envarteten Anreicherung der mit dem kleinsten 
Abscheidungspotential ausgestatteten Yttererden wurde das 
schwieriger abzuscheidende Samarium als Hauptbestandteil 
(95%) aufgefunden. fjbereinstimniend mit den Erfahrungen 
von Hopkins u. Mitarb. war aus waBrigen 1,osungen auf 
elektrolytischem Wege eine fur praparative Zwecke zu- 
friedenstellende Amalgambildung nicht zu erreichen. 

Nun wurde der von den amerikanischen Forschern5) 
rnit Erfolg angewandte Umsatz  von  Amalgamen mi t  
se l tenen  Erdchlor iden  i n  absolu ta lkohol i scher  
Losung auf seine Verwendbarkeit gepruft. Schon bei der 
Reindarstellung des Europiums6) wurde die Beobachtung 
gemacht, da13 sich bei der Elektrolyse in Gegenwart von 
Strontiumsulfat unter ungunstigen Bedingungen an der 
Quecksilberkathode Strontiumamalgame bildeten, die ihrer- 
seits rnit den seltenen Erdchloriden in Reaktion traten. 
Diese rnit Mischchloriden erhaltenen Umsetzungsprodukte 
wurden z. T. in dasStrontiumsulfat eingebaut ; die Ergebnisse 
waren jedoch so uniibersichtlich und schwer reproduzierhar, 
daB sie fur praparative Zwecke nicht in Betracht kamen. 
Hingegen bedienten sich Hollp,ck u. Noddack7) dieser 
Reaktion, um mit Hilfe von reinen Sulfaten den Nachweis 
der Existenz zweiwertiger Erdverbindungen zu erbringen. 

4, W .  Noddack u. A. &?&, diese Ztschr 60, 362 [1937]. 
G, 1). H. Weal u. B. S. Hopkins, J. Amer. chem. SOC. 67, 2185 

') L Hollrct 11 If'. Nodrlnrt, r1)cnrIa 50, 819 r1937; 
i 19351. 6, A. Bruk2, diese Ztschr 49, 159 1 1036l 
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