
einfachsten Falles, d. h. bei der kinetischen Energie Null 
und fur den untersten Grundzustand des betrachteten 
Bruchstucks ermitteln IaBt. 

Schliel3lich kommt bei AP-Messungen an mehratomigen 
Molekeln haufig hinzu, daR eine gewisse Ionensorte bei 
zwei oder mehreren ganz verschiedenen Dissoziationspro- 
zessen entstehen kann. Nicht irnmer liegen die AP-Werte 
dieser Ionensorte bei den verschiedenen Dissoziations- 

prozessen so weit auseinander, dal3 sie in der Kurve fur  den 
Ionenintensitatsanstieg auch deutlich zu trennen sind. Ein 
gunstiger Fall ist in Bild 9 dargestellt. Bei der Dissoziation 
von H,S entsteht S+ sowohl bei der Dissoziation zu Sf + 
H, aIs auch zu S+ + 2 HI%). Der letztere ProzeB hat  ver- 
mutlich einen erheblich hoher liegenden AP-Wert. Die 
Trennung der AP-Werte der beiden Prozesse ist hier gut 
moglich. Eingeg. am 1. Juni 1953 [A 5131 

Methode zur quantitativen Photometrie 
im kurzwelligen UV und Anwendung zur Analyse 

von Nucleotiden und Nucleosiden 
Von Dr. K U R T  W A L L E N F E L S  und W A L T E R  C H R I S T I A N  

Aus d e n  biochemischen Laboratorium Tutzing der C .  F .  Boehringer & Soehne GmbH. Mannheim-Waldhof 

Fur Messungen im kurzwelligen UV (A-260 mp) kann bei Verwendung einer Quecksilberniederdruck- 
lampe mit Hilfe eines Schott-Filters und eines Strahlungsfangers, der  aus einer Leuchtstoffschicht besteht, 
die Wellenlange 253,7 mp isoliert werden, so daO quantitative Messungen in diesem Bereich durch- 

gefuhrt werden konnen. 

Fur die Arbeiten rnit Nucleinsauren, Nucleotiden, Nu- 
cleosiden, Purinen und Pyrimidinen ist die spezifische Eigen- 
schaft dieser Verbindungen, ein ausgepragtes M a x i  m u  m 
d e r  L i c h t a b s o r p t i o n  bei etwa 260 m p  zu besitzen, von 
ganz besonderer Bedeutung. Der Messung der Extinktion 
dieser Bande ist wegen der Schnelligkeit und Einfachheit 
fur die quantitative Bestimmung der genannten Verbin- 
dungen stets der Vorzug zu geben, wenn sie prinzipiell 
moglich ist. Wahrend man im langwelligen UV und im 
sichtbaren Bereich des Spektrums durch Kombination von 
geeigneten Spektrallampen rnit Filtern eine Reihe definier- 
ter Linien isolieren und fur die quantitative Photometrie 
benutzen kann, gab es bisher fur das kurzwellige haufig 
benotigte UV (1 - 260 mp) keine solche einfache Moglich- 
keit. Fur das quantitative Arbeiten in diesem Bereich war 
daher ein kostspieliger Monochromator erforderlich. Wir 
mochten uber eine Methode berichten, rnit der es mit ein- 
fachen Mitteln gelingt, im kurzwelligen UV zu photome- 
trieren, und einige Anwendungsbeispiele der Methode geben. 

Prinzip der Methode 
Es wurde eine Q u e c k s i l b e r - N i e d e r d r u c k l a m p e  als 

Lichtquelle, welche die Linie 253,7 mF in moglichst hoher 
Intensitat emittiert, und ein fur diese Wellenlange mog- 
lichst spezifischer S t r a h l u n g s f a n g e r  verwendet. Als 
Lichtquelle eignet sich z. B. eine Rohre, wie sie fur die 
[taumentkeimung vertrieben wird. Bild 1 zeigt die In- 
tensitaten der verschiedenen Linien, welche von der Ent- 
keimungslampel) emittiert werden. Wir benutzen eine 
Mineral-Light-Lampe der U.V.Prod.Inc.South Pasadena 

loo?/, 

(California). Ein S c h o t t - F i l t e r  UG 5 schaltet aus dem 
Licht dieser Lampe das langwellige UV und sichtbare Licht 
weitgehend aus. An storenden Wellenlangen sind dann 
noch die Linien 303, 313 und 334 mp enthalten. Die Aus- 
schaltung dieser Linien gelingt vollstandig durch eine rnit 
einer L e u c h t s t o f f s c h i c h t  uberzogene Glasplatte, wobei 
der Leuchtstoff so gewahlt wurde, daD er durch die Linie 
253,7 mp sehr stark, durch die Linien 303, 313 und 334 
aber nicht in nennenswertem Umfang angeregt wird. Bild 2 
zeigt das Absorptions-(Anregungs-)Spektrum eines Zn- 
(SiO,),-Leuchtstoffs rnit MnO,-ZusatzZ). Die Absorption 

n 

Bild 2 
Absorptions- und Emissionsspektrum des Leuchtstoffes z 1 1  I / I  I I  I I  II I , I I ,  

- 6 01 I_ 

betragt bei 300 mp nur noch etwa 1 yo derjenigen bei 
260 mp. In der Leuchtstoffschicht wird nun das kurz- 
wellige UV in sichtbares Licht umgewandelt. Das Emis- 
sionsspektrum des Leuchtstoffes ist ebenfalls in Bild 2 
dargestellt. Das voni Leuchtstoff emittierte Licht passiert 
~- 
*) Dr. Klasens, Eindhoven, danken wir fur seine Unterstutzung. 

y 240  2 8 0  320  360  400 4 4 0  480  6 2 0  560 6 0 0  

Amp -+ 
Bild 1 

Spektrale Verteilung der Entkeimungslampe 

___ 
1) phillps TUV 15 W. ~i~ Wirksamkeit der Entkeimungslampe 

beruht ja auf einer moglichst intensiven Strahlung im Bereich 
der maximalen Absorption der Nucleinsauren. 
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die Glasschicht, auf welcher der Leuchtstoff angebracht ist, 
ungeschwacht, wahrend das nichtabsorbierte UV der 
genannten Wellenlangen in der Glasplatte und einem zur 
Sicherheit noch eingefugten Farbglasfilter vollstandig ab- 
sorbiert wird. Das S e k u n d a r l i c h t ,  welches Leuchtstoff 
und Filterkombination liefern, ist also das ausschlierjliche 
Produkt der absorbierten Strahlung von der Wellenlange 
253,7 mp, so dalj die quantitative Messung dieses Sekun- 
darlichtes die Intensitat des mit der Wellenlange 253,7 mp 
in die Leuchtstoffschicht eingestrahlten Lichtes zu be- 
stimmen erlaubt. 

Bild 3 stellt die Anordnung dar, wie wir sie fur die Ab- 
sorptionsmessungen beniitzen. 

0,158 
0,268 
0,456 
0,775 
1,318 

Bild 3 
Versuchsanordnung. a )  Mineral-Light-Lampe b) Lampengehause, 

c) Schott-Filter UG 5, d)  Absorptionskuvette, 
e) Leuchtstoffplatte, f) Sperrfilter, g) Photozelle, 

h) Galvanometer 

-_ 
0,073 92,6 
0,120 89,6 
0,205 89,8 
0,345 89,2 

I 0,586 88,8 

Herstellung der Leuchtstoffplatte 
Leuchtstoff S 173) oder Zn(SiO,), + Mn von Philips') werden in 

einer Losung von Subitogen in Chloroform suspendiert und mit 
einem Zerstauber, wie man ihn zum Bespriihen von Papierchro- 
matogrammen beniitzt, auf eine Glasplatte langsam aufgesprdht, 
bis eine gleichmallige, jedoch diinne Schicht entstanden ist. Nach- 
dem das Losungsmittel vollstandig verdunstet ist, ist die Leucht- 
stoffplatte gebrauchsfertig. 

348 
702 
850 
297 

283 
~ 152 

Quantitative Messungen 

A d e n i n - E i c h k u r v e :  Bild 4 und Tab. 1 zeigen, dai3 
die Extinktion zwischen 10 yo und 90 yo Lichtabsorption 
der Adenin-yonzentration proportional ist, d. h. die In- 
tensitatsmessung wird durch kein Fehlerlicht, das langer- 
wellig als 300 mu ist, gestort4). 

Tab. 2 gibt eine Zusammenstellung der Extinktionen 
verschiedener Adenin-Verbindungen und anderer Basen. 

n/10 HCI 
n/10 HCI 
n/10 HCI 
n/10 HC1 
n/10 HCI 
n i l 0  HCI 
n/10 HCI 
n/10 NaOH 

Icm3icm me1 
Konz. 

[mg/crn3].10-" 

Tabelle 1 
Extinktion von Adenin bei verschiedenen Konzentrationen 

rn c mg Adenin/cm. 
Bild 4. Extinktion von Adenin 

Bestimmung der Komponenten eines Leberhydrolysates') 
1.) E l e k t r o p h o r e s e :  10 mnl3 Leberextrakt werden als 

Streifen auf ein Papierband von 4.30 cm in der Mitte auf- 
getragen und bei pH 5,5 und 400 V der Elektrophorese un- 
terworfen. Die bei 254 mp absorbierenden Stoffe lassen 
sich durch die Mineral-Light-Lampe lokalisieren, sie wan- 
dern als schmales Band, getrennt von den iibrigen Be- 
standteilen des Extraktes. Das bei 254 mp absorbierende 
Band wird ausgeschnitten und mit 3 cm3 nil0 HCI extra- 
hiert. Nucleosid-Gehalt: d = 0,5 cm, log 

10 mm3 Extrakt enthalten eine 14 y Adenosin entspre- 
chende Menge von spezifisch absorbierenden Stoffen, wel- 
che durch anschlierjende Papierchromatographie identifi- 
ziert werden konnen. 

2.) P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e :  Drei bei 254 mp ab- 
sorbierende Streifen aus Elektropherogrammen werden 
mehrmals mit Wasser extrahiert, die vereinigte Losung 
wird eingedampft und der Ruckstand in 50 mm3 Wasser 
aufgenommen. Die Gesamtmenge wird durch mehrmali- 
ges Aufbringen von je 5 mm3 auf den Startpunkt des 

= 0,103. 
J Z E 4  

Substanz 1 Summenformel 1 Molgewicht 1 Losungsmittel 1 I &25a 

Adenin ......................... 
Adenosin ....................... 
Adenosin-5-phosphat') ........... 
Adenosin-Diphosphat-Ba') ........ 
Adenosin-Tripho~phat-Ba~) ....... 
Adenyl-thiomethylpentose') ....... 
Hefenukleinsaure (Merck) 
Guanosin ....................... 
Xanthin ........................ 

Tabelle 2. Extinktionen verschiedener 

89,8 
49,3 
38,3 
19,7 
15,8 
45,9 
11,3 
42,2 
25,4 
48,4 

17,0.103 
13,2.l O3 
1 3,3.103 
13,Ei.l O3 
13,4.103 
1 3,6.IO3 

11,9.103 
38,6.103 

7,4.103 

3, Von Prof. A. Schleede, Ladenburg a. N., freundlicherweise zur 

4) Zur Abweichung de t  molaren Extinktion des Adenins vgl. die 
Verfugung gestellt. 

*) Wir danken Prof. F .  Weygand, Tubingen, fur  dieses Praparat. 
Verschiebune dleser Bande: 0. Warburg, W. Chrlsflan u. A. ') Praparat der Deutschen Laevosan Gesellschaft, C. F. Boehringer 

Praparate der Schwarz Laboratories lnc. New York. 

Griese, BiocKem. 2. 282, 157 [1953]. u. Soehne G. m. b. H. u. Co. 
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Chromatogramms gebracht und mit dem Losungsmittel 
(n-Butanol, Wasser, Ameisensaure) chromatographiert. 

Die Lokalisation mittels der Mineral- 
Light-Lampe zeigt vier Flecken, Bild 5, 
welche ausgeschnitten werden. Nach 
Extraktion rnit je 3cm3 n/10 HCI werden 
dieExtinktionen (d=0,5cm)fur254mp 
gemessen, Tab. 3. 

I n  demselben Chromatogramm wurde 
zum Vergleich Adenosin aufgetragen. 
Nach der chromatographischen Ver- 
teilung ergab sich nur ein Fleck, welcher 
ausgeschnitten und mit n i l0  HCI extra- 
hiert wurde. Die Extinktionsmessung 
zeigte Ubereinstimmung zwischen der 
im Adenosinfleck bestimmten und der 
aufgetragenen Menge. Die Mengen der 
einzelnen Komponenten wurden als 
Adenosin gerechnet. Nach Identifi- - zierung eines Fleckes und Beniitzung 

Startpunkt des dieser Substanz entsprechenden 
E-Wertes laOt sich leicht die wirkliche mm 

Papierchromato- im Gemisch enthaltene Menge einer 

@ ' 

@ 3  

f a 2  
@ I  

Bild 5 

gramm eines Leberextraktes einzelnen Komponente errechnen. 

Fleck I log 1 c[y/cms] 

1 0,030 1,22 
2 0,030 1,22 
3 0,221 8,98 
4 0,089 3,61 

y AdenosinlFleck 

3,66 
3,66 

27,O 
10,s 

J. Amer. Chem. Soc. 72,  4273 [1950]. 

Z u s c h r i f t e n  

Aufgetragen wurden 2,5 cm3 einer Hefeextraktfraktion, 
die rnit Wasser auf 100 cm3 verdunnt waren. Es wurde 
mit Wasser, n/lO Essigsaure, n/10 Ameisensaure, 0,02 n 
NaCl + 0,Ol n HCI, 0,2 n NaCl + 0,Ol n HCl und 1 n HC1 
eluiert und die Fraktionen mittels eines automatischen 
Kollektors in Mengen von je 12,5 cm3 gesammelt. In  die- 
sen wurden nach geeigneter Verdunnung die Extinktionen 
fur die Wellenlange 254 mp gemessen, Bild 6. Die jeweils 

Elutionskurve einer Hefeextraktion 

einem Maximum der Elutionskurve entsprechenden Frak- 
tionen wurden vereinigt und papierchromatographisch 
oder durch biologischen Test identifiziert. Durch Beniit- 
zung der in Tab. 2 angegebenen E-Werte 1aBt sich die im 
Hefeextrakt enthaltene Menge der einzelnen Basen bzw. 
Nucleotide ermitteln. 

Eingeg. am 18. Juni 1953 [A 5101 

Extraktion organischer Gifte aus Leichenteilen 
rnit Ultraschall 

Von Dip1.-Chem. W .  K A T T E und Prof. Dr. habil. W .  S P E C  H T 
Aus d e m  Bayerisehen Landeskriminalamt Miinehen 

In Anlehnung a n  andere bereits grol3technisch angewandte 
Ultraschallextraktionen wurde versucht, aus entsprechend vor- 
bereitetem Organmaterial Giftstoffe zu isolieren. Hierzu wurden 
die fein zermahleuen Leichenteile zuuachst bei entsprechendem 
pH fermentativ (Pepsin, Trypsin und Lipase) gespalten und vor 
allem die beim Verfahren nach Stas-Otto vielfach storenden Be- 
gleitstoffe wie EiweirSe und Fette weitgehend abgebautl? ". Die 
zumeist diinufliissigen AufschlurSlosungen wurden einmal d i r e  k t ,  
zum anderen uach Zusatz der 4-5-fachen Menge Alkohol bei 
40-42 OC 1 h beschallt. Daneben liefen unter gleichen Bedingun- 
gen Kontrollansatze, die nicht mit Ultraschall behandelt wurden, 
aber auch solche, die ohne fermentative Vorbehandlung in alko- 
holischem Milieu Ultraschallwirkung ausgesetzt wurden. Als 
Schallquelle diente ein Quarzschwinger, dessen Schallkopf eine 
Gesamtleistung von ca. 45 Schallwatt erzeugte und bei einer Fre- 

l )  W .  Koll: Der Nachweis des Strychnins in Organen. Naunyn- 
Schmiedebergs Archiv f .  exp. Path. u. Pharm. Bd. 162 ,  H. 1/3 
[1931]. 

2, A. Maver u. P .  Droomann: ..Die Anwendbarkeit der Peosin- 
verdauung als Aufschlufiverfahren fur den Nachweis oigan. 
Gifte". Dtsch. Apotheker-Ztg., Sudd. Apotheker-Ztg. Nr. 44, 
S. 836-837 [1952]. 

quenz von 1000 kHz arbeitete. Nach der Schalleinwirkung wur- 
den die Ansatze zentrifugiert und die Losungen weiter bearbeitet. 
Die mit Ultraschall behandelten Proben waren deutlich klarer 
und leichter aufzubereiten als die entsprechenden Kontrollan- 
satze. Ferner waren die durch Ultraschallextraktion erhaltenen 
Kristallisate sichtlich reiner und die Ausbeuten wesentlich hoher, 
als bei den entsprechenden Kontrollversuchen. Es gelang sogar, 
leicht zersetzliche Barbitursaure-Derivate - wie Evipan - durch 
Ultraschallextraktion in  wagbarer Menge zu isolieren und durch 
Schmelzpunktbestimmung zu identifizieren. Die mit Ultraschall 
behandelten Proben wiesen G i f t a u s b e u t e n  auf, die bei 50-90 "/, 
- bezogen auf die enthaltene Giftmenge - lagen, wahreud die 
Kontrollansatze nur t3-50 "/, des jeweiligen Giftstoffes zu isolieren 
gestatteten. Die im Ultraschallverfahren ausgemittelten Kristalle 
waren teilweise 80 rein, daO sie direkt zur Schmelzpunktbestim- 
mung herangezogen werden konnten. Die Ultraschallbehandlung 
der ublichen Stas-Otto-Ansatze allein, insbesondere aber das kom- 
binierte Verfahren der Ferment- und Ultraschallbehandlung bietet 
vor allem auch bei alkalisch reagierenden Pflanzengiften den Vor- 
teil der hoheren Giftausbeute und einer aufiergewohnlich h o h e n  
R e i n h e i t  der erhaltenen Kristalle. Die neuen Verfahrenswege 
weisen zusatzliche Vorziige gegeniiber der bisherigen Arbeits- 
weise auf und verkiirzen die iibliche Methode wesentlich. 

Nach AbschluB der umfangreicheu Versuchsreihen wird iiber 
die Ergebnisse und deren Deutung a n  gleicher Stelle ausfiihrlich 
beriohtet. 

[ Z  801 Eingeg. am 6. August 1953 
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