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The following abbreviations are used: 
FAD = flavinadenindinucleotide 
FMN = flavinmononucleotide 
Rib. -- riboflavine 
ATP = adenosintriphosphate 

F. NAVAZlO and N. SIHPRANDI 

Institute o/ Biological Chemistry, University o/ Rome, 
1february 18, 7955. 

Riassunto 
Gli autori  hanno determinato il FAD e la frazione 

FMN + Rib. nel fegato di ra t t i  normali  e diabetici  da 
allossana. I1 FAD 8 stato t rova to  diminui to  in modo 
significativo nei diabetici. Somministrando r iboflavina 
+ A T P  si ot t iene un aumento  dei valori del FAD.  
Questi  valori  restano quasi immuta t i  somminis t rando 
r iboflavina da sola. 

P R O  L A B O R A T O R I O  

Zur Mikroabsorptionsspektralanalyse 
i m  sichtbaren Spektralgebiet u n d  i m  U V  1 

Die lVIikroabsorptionsspektralanalyse, insbesondere 
im UV, ist in den letzten Jahren wesentlich yon CAS- 
PERSSON 2 ZU einem wichtigen experimentel len Hilfs- 
mit tel  fiir biologische und biochemische Fragestellun- 
gen entwickelt  worden. Die bisher iiblichen Ger~te zur 
MikroabsorptionsspektralanMyse haben sich aus dem 
Mikroskop entwickelt,  wobei entweder die gew0hnliche 
Mikroskopierlampe durch einen Monochromator  er- 
setzt oder ein yon einem Mikroskopobjektiv entworfenes 
Bild des Objektes auf einen Spektrometerspal t  geworfen 
wird ('vgl. zum Beispiel 2), Entsprechend der mikroskopi- 
schen Praxis wird hiebei das Objektfeld meist nach den 
Prinzipien des t(Shlerschen Strahlenganges ausgeleuch- 
tet. In neuerer Zeit werden Spiegelobjektive zur Mikro- 
absorptionsspektralanalyse herangezogen a, welche dureh 
ihre Achromasie die Einstel lung und Just ierung der 
Mikrospektrometer  erleichtern. 

In der vorliegenden Arbeit  wird gezcigt, dass die Ver- 
wendung von Quarzobjekt iven in einer an sich bekann- 
ten optischen Anordnung gewisse Vorziige bietet,  die 
gerade durch die sonst ungtinstig beurtei l te  Nicht-  
achromasie dieser Objekt ive  bedingt  sind. Wir haben 
dabei die yon v. ROHR berechneten Zeiss-Objektive mit  
den Aper turen  0,2, 0,35 und 0,85 (Glyzerinimmersion) 
verwendet .  Bekannt l ich ist in einem Get / i t  zur Spektral-  
analyse der messbare Ext inkt ionsbereich durch den An- 
teiI an ~dalsehem Licht~ begrenzt : an Prismenfassungen, 
Blenden und Geh~iuse gestreutes Licht  fremder Wellen- 
iSngen gelangt zur Photometr iere inr ichtung und l~sst die 
Ext ink t ion  zu niedrig erscheinen. Bei Geriiten zur mikro- 
skopischen Spektralanalyse mit  K6hlerscher Beleuch- 
tung t r i t t  noch eine zus~tzliche, andersartige Erniedri-  
gung des Messbereiches auf: 

Das mikroskopisehe Objekt  liegt in einem gleieh- 
m'~ssig ausgeleuchteten Gesichtsfeld. Es kann daher 
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Strahlung neben dem zu untersuchenden Objekt  im 
Objckt iv  gestreut werden und so das Messergebnis ver- 
f/ilschen. Der letztere Fehler ist zu beseitigen, wenn 
man s ta t t  dcr K6hlerschen Bclcuchtungsanordnung (ffir 
mikroskopi~che Beobachtung gr6sserer Fl~ichen ge- 
dacht) eine Lichtsonde ~ihnlich wie im Mikroskop- 
photometer  zur Beleuchtung des interessierenden Objekt  
teilcs w/ihlt, die durch ein Mikroskopobjektiv gebildet 
werden kann, welches den Monochromatorspalt  direkt  
im Objekt  abbildet.  Zum Erzielen einer guten Abbi ldung 
muss sich der Monochromatorspal t  in ungefiihr der 
normalen Tubusl~inge von diesem Objekt iv  entfernt  be- 
finden. Gleichzeitig hat  man den Vorteil, mit relat iv 
engen Blenden (also spektralreinem Licht) und einem 
Monochromator  kleiner 0f fnung t rotz  guter Intensit~its- 
ausbeute arbeiten zu k6nnen, da der Monochromator  nur 
noch ein kleines Fl~chenelement  und nicht  das gesamte 
Gesichtsfeld intensiv ausleuchten muss. Ein weiterer 
wesentlicher Vorteil  wird durch die Beseit igung aniso- 
t roper  Beleuehtungsaper tur  einer K6hlerschen Anord- 
nung mit  Monochromator  gewonnen, auf  deren st6ren- 
den Einfluss insbesondere bei Messungen im polarisier- 
ten Licht  LOTHY 1 hinwies und die auf der "Wirkung des 
Monochromatorspaltes als Aper turblende beruht.  Als 
Beleuchtungsaper tur  verwenden wir die Objekt ivaper tur ,  
welche durch geeignete Wahl  des Beleuchtungsobjektives 
beliebig einstellbar ist. 

Ferner  konnten wir zeigen, dass auch der Einfluss yon 
spektralunreinem Licht weitgehend auszuschalten ist, 
wenn nichtachromatische Mikroskopobjektive zur Be- 
leuchtung und zur Abbildung verwendet  werden. Durch 
eine Blende in der Okularebene ist das Bild des Mono- 
ehromatorspal ts  oder einer an seiner Stelle befindliehen 
Blende das Bild des zu untersuchenden 0bjektes  gleich- 
zeitig auszublenden. D i e  Kombinat ion Beleuchtungs- 
und Abbi ldungsobjekt iv  mit  Monochromator-  und 
Okularblende wirkt  dann als Linsenmonochromator ,  
wobei diese Monochromatisierung bei geeigneter Wahl  
yon Objekt iven und ]Blenden ffir Ubersichtsmessungen 
sogar den vorgesetzten Monochromator  entbehrlieh 
macht.  Mit diesem erh~ilt man Ergebnisse, die sonst 
nur mit  dem Doppelmonochromator  erzielt werden 
k6nnten. ]3ei einfacherem Aufbau wird die Naeh- 
monochromatis ierung ohne IntensitXtseinbusse erzielt, 
find es sind keine zus~itzlichen brechenden, beugenden 
oder spiegelnden Fl~chen erforderlieh. 

Fiir gute Monochromatorwirkung sollte das Bild 
der Monochromatorblende und der Okularblende m6g- 
tichst gleich gross sein; was allerdings eine sehr sorg- 
f~iltige Jus t ierung der optischen Anordnung in die opti- 
sche Achse bedingt, fiir die wir (ebenso wie fiir die Auf- 
nahme der Fokusierungskurve der Objektive) ein licht- 
elektrisches Einstel lverfahren verwendet  haben. Mit auf  
Quarzbl~ttchen aufgedampften Spal t tes tobjekten yon 
0,05 mm wird der maximale  Lichtdurchlass bei Abbil- 
dung des Spal t tes tobjektes  lichtelektrisch best immt.  Bei 
geordneten Ver~inderungen der Just ierbedingungen ge- 
s ta t te t  das Verfahren in sehr sicherer VCeise eine Prtifung 
der Einstel lungen und ist dem Einstel lverfahren mit  
Fluoreszenzeinstellung fiberlegen. 

Die Erh6hung des Extinktionsbereiches ist gcrade bei 
Ger/iten zur Mikrospektralanalyse sehr wil lkommen. Bei 
festen mikroskopischen Objekten (zum Beispiel Kri- 
staIIen) ist der Absorptionskoeffizient h~ufig so hoch, 
d a s s e s  allgemein Schwierigkeiten bereitet,  gentigend 
dfinne Objekte zur Untersuchung zu finden. Es sei bier 
auch auf die an sich bekannte Tatsache hingewiesen, 
dass Quarzobjekt ive grunds~tzlich ftir Untersuchung 

1 H, LOTHY, Pflfiger's Arch. 253, 477 (1951). 
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der Anisotropie der Lichtabsorpt ion mit  polarisiertem 
Licht  geeigneter sind als Spiegelobjektive, da ihr Strah- 
lengang wegen der nicht abgedeckten Zentratzone geo- 
metriseh fibersiehtlicher ist und gleicbe Vergr6sserungen 
mit  kleinerer Gesamtaper tur  erreicht werden k6nnen. 
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Abb. 1. Strahlengang im Mikroskopspektrometer. 

M6gen diese Vorteile bei s treuenden Objekten mit  klei- 
nem Dichroismus (wie sie hiiufig in der Biologic vor- 
liegen) yon nicht  zu grosser Bedeutung sein, so sind sic 
ffir die Untersuchung yon klaren Objekten mit  starker 
Absorptionsanisotropie (wie sic Nristalle darstellen) von 
erhebtichem Interesse, Quarzobjekt ive sind nur ffir eine 
einzige \Vellenl~inge korrigiert  (zum Beispiel 275 m#), 
Doeh reieht selbst im sichtbaren Gebiet (436 m]~) die 
sph~irische Korrektur  aus, um zumindest  in der N/ihe der 
optischen Achse ausreichende Sch/irfe zu erhalten. 

zelle mit  Sekund/irelektronenvervielfacher und Quarz- 
fenster befindet, dessen Str6me dutch einen Gleiehstrom- 
verstXrker verst~trkt und in einem Drehspul ins t rument  
abgelesen werden. Ein pr/iziser Mikrometerschli t ten ge- 
s t a t t e t  das Aus- und Einsehwenken des Pr~tparates auf 
0,5 12 genau. Als Lichtquelle kann wahlweise eine Queck- 
silberhochdruck- oder eine \Vasserstoffpunktl ichtlampe 
Verwendung linden. Fiir  Messungen im polarisierten 
IAcht kann ein mit  Glyzerin gekit tetes polarisierendes 
Prisma vor die Okularphotozelle gebracht  werden. 
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Abb. 3. Absorptionskurven einer Einschlussverbindung yon p-Ni- 
trophenol in Zinkhydroxyd in: linear polarisierten Lieht. Verschieden 

dlcke Kristalle. 
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Abb. 2. Durchl~issigkcitskurven ties durch das Mikroskopspektro- 
meter gebildeten Nachmonochromators. 

Abbildung 1 zeigt das Prinzip der von uns verwende- 
ten Apparatur .  Der Austr i t tspal t  S: eines Git termono- 
ehromators  wird dutch das Objekt iv  Q: im Objekt  0 ab- 
gebildet;  das Ob~ektiv Q2 bildet seinerseits das Objekt  
und das Spaltbild im einstellbaren OkutarspaIt  S 2 ab, 
hinter  wetchem sich in tiblicher Anordnung eine Photo-  

Abbildung 2 gibt einen Oberblick iiber die mono- 
chromatis ierenden Eigenschaften einer Quarzobjekt iv-  
kombinat ion mit  den Aperturen 0,2 (Kondensorobjek- 
tiv), 0,35 (Abbildungsobjektiv) und einer SpaltgrOsse 
von 14 # × 28 #. Die Halbwertsbrei te  der Durchl~ssig- 
kei tskurven betr/igt weniger als 10 m/~ t rotz  der re la t iv  
grossen Ausblendungsspalte.  

In Abbildung 3 sind schliesslich die dichroitischen Ab- 
sorpt ionskurven yon 2 verschieden dicken t(ristallen 
einer Einschlussverbindung yon p - Nitrophenol in  
Zn(OH) ~ als Beispiel wiedergegeben; man erkennt,  dass 
bis zu Ext inkt ionen  von fiber 3 die charakteris t ischen 
Zfige der Absorpt ionskurven erhalten bleiben. Die Lage 
des elektrisehen Vektors zur Achse des Kristalls ist 
eingezeichnet. 
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S u m m a r y  

A new ins t rument  for the U.W, spectrometry  of 
microscopic preparations,  which uses quartz  objectives 
not  only for magnification, but  also for monochromati-  
zation, permits  measurements  up to extinct ions E of 
more than 2. 


