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stoff. Die Gewebe werden  in bohnen-  bis k i r schengrogen  
Stricken e ingebracht .  Durch  die sofortige Zerkle inerung 
wird das Einfr ie ren  wesent l ich  beschleunigt .  Es  resul t ie r t  
ein fiir die Gef r ie r t rocknung sehr  geeignetes  pulverf6rmi-  
ges Material  yon  groBer Oberfl~che. Auf den Mahlbecher  
einer  hoch tour igen  Labora to r iumssch lagmi ih le  (IKA) a 
wird  s t a t t  des Deckels ein Plast ikgef~g mi t  quad ra t i s chem 
Querschni t t  (yon ca. 750 em a Inhal t )  mont ie r t .  Der  Pla-  
s t ikbecher  h a t  abge runde te  K a n t e n  und  eine H6he  yon  
ca. 150 mm.  Das un te re  E n d e  geht  in e inen Zyl inder  yon 
30 m m  H6he und  50 m m  Durchmesse r  fiber. Das Gef~13 
h a t  oben  eine runde  0 f f n u n g  yon  ca. 50 m m  Durchmesser .  
Das Schlagmesser  h a t  rechteckige F o r m  (LAnge 55 mm, 
Brei te  10 mm, Dicke 1,5 ram). Die E n d e n  des Rechteckes  
s ind leicht  verj ringt und  hochgebogen.  Das Messer ist  dem 
Mahlbecher  so angepal3t, dab zwischen der  W a n d u n g  und  
dem Messerende ca. 1 m m  Zwischenraum bleibt .  

Die A p p a r a t u r  wird mi t  wenig flrissigem St ickstoff  vor- 
gekiihlt .  Nach  Anste l len  der  Mrihle wird St ickstoff  nach-  
gefrillt. Die Gewebest t icke werden  einzeln e ingeworfen 
und  der  v e r d a m p f t e  St icks toff  durch  Nachg iegen  ersetzt .  
Die Menge des St ickstoffes  ist so zu w~hlen,  dab der  zen- 
t rale  Wirbe l  bis zum Messer he run te r  reicht .  Bef inde t  sich 
zuviel St ickstoff  in dem Mahlbecher ,  s c h w i m m e n  die ein- 
geworfenen Gewebestr icke im Stickstoff ,  ohne yon  dem 
Messer erfal3t zu werden.  Die r icht ige Dosierung des 
St ickstoffes  b i lde t  keine besondere  Schwierigkeit ,  da 

durch  die obere Offnung der  Mahlvorgang  leicht zu beob-  
ach ten  ist. Die Gefahr  des Herausspr i t zens  des St ickstof-  
fes b e s t eh t  nur  be im Anlaufen  der  Miihle. Es  1/il3t sich 
durch  Auf legen eines Mull tupfers  auf die obere (3ffnung 
leicht  verh indern .  I s t  der  Mahlvorgang  beendet ,  gieBt 
m a n  den Inha l t  des Mahlbechers  u n t e r  Nachspt i len  mi t  
f r i schem St ickstoff  q u a n t i t a t i v  in ein Meines Dewargef~13. 
Nach  Absi tzen  des gef rorenen Gewebepulvers  dekan t i e r t  
m a n  den t ibe rs tehenden  klaren St ickstoff  und b r ing t  das 
Pu lve r  mi t  dem Dewargef~tl3 in die Gefr ie r t rocknungsan-  
lage 4. 

Summary .  A new un i t  for the  rap id  freezing of t issues 
in l iquid n i t rogen  is descr ibed.  
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t~ber die Spezif i tf i t  der <(TEE-Methode~> zur  
q u ant i ta t i ven  B e s t i m m u n g  v o n  Ascorb ins{ iure  
und  G e s a m t - V i t a r n i n - G  i m  f r i s chen  P f l a n z e n -  

m a t e r i a P  

Frir pf lanzen-  sowie ern~hrungsphysiologische  Unte r -  
suchungen  fiber das Sys t em Ascorbins/ ture (AS) und  
Dehydroascorb ins~ure  (DAS) oder  fiber den Vi tamin-C-  
W e r t  (Vitamin C = AS + DAS) des f r ischen Pf lanzen-  
mater ia l s  muss  die angewende te  B e s t i m m u n g s m e t h o d e  
(1) eine gute  Stabf i is ierungsm6glichkei t  er lauben,  so dass 
die Gefahr  der  Oxyda t ion  yon  AS zu DAS w~hrend  der  
Aufa rbe i tung  und  der  B e s t i m m u n g  we i tgehend  ausge- 
scha l te t  we rden  kann,  (2) eine hohe Empf ind l i chke i t  und  
Spezifi t~t  aufweisen,  (3) frir Rout ine-  und  Ser ienbest im-  
mungen  geeignet  sein. I m  R a h m e n  frriherer Un te r -  
suchungen  tiber die AS und  das V i t amin  C ~,3 h a b e n  wir 
mehrere  Me thoden  s tud ie r t  und  einige exper imente l l  
riberprtift .  Die sogenann te  ((TEE-Methode~> nach  TILL- 
MANS4 und  EMMERIE und  VAN t~CKELENS, die yon 
FRANKE ~ beschr ieben  wurde,  erwies sich Iiir unsere 
Zwecke als besonders  geeignet  (Ti t ra t ion mi t  2,6-Di- 
cb lo rpheno l indopheno l  LDIPJ). Es  wurde  viel fach be- 
haup te t ,  dass  die B e s t i m m u n g  yon  AS mi t te l s  D I P  
unspezif isch wiire, da andere  reduzierende  Stoffe,  deren  
Redoxpo ten t i a l e  innerha lb  des Bereiches yon  AS (-- 0,081 
V) und  D I P  (+ 0,217 V) liegen, mi t e r fa s s t  werden  k6nn- 
ten.  Zu diesen Stoffen, die im fr ischen P f l anzenmate r i a l  
v o r k o m m e n  k6nnen,  gehSren Reduk ton ,  Gluta th ion ,  
Cystein, Pyrogallol ,  Brenzcatechin ,  Hydroch inon ,  Gerb- 
stoffe (Tannin) und reduzierende  Zucker.  Obwohl  SEY- 
BOLD und  MEHNER ~ und  andere  (Li te ra tur  bei  FRANKE 6) 
die Spezifit i i t  der  Methode  wiederhol t  gepri i f t  haben,  
f f ihr ten wir  e rneu t  eine Prr ifung dutch ,  um die Einw/ inde  

Titration verschiedener reduzierender Stoffe mit DIP 

Verbrauchte n/1000 DIP/10 ml (~ 4-6 Werte) 

Konzentration A Konzentration B 
10 mg Reinsub- 1 mg Reinsub- 
stanz/10 ml (10 -3) stanz/10 ml (10 4) 
- - P E  + PE - -PE  + PE 

PE (10 ml) 0,59 0,34 
Glutathion 0,03 0,58 0,05 0,35 
Cystein - 0,63 0,05 0,35 
Pyrogallol - 0,60 0,32 b 0,35 
Brenzkateehin 0,03 0,58 0,03 0,34 
Hydrochinon 1,06 0,78 0,32 ~ 0,35 
Tannin 0,03 0,58 0,02 0,34 
Glucose 0,02 0,58 0,02 0,34 
Fructose 0,01 0,59 0,02 0,34 
AS 11,24 a 11,70 

Mit 2%iger HPO 3 LSsung hergestellt. Titrationswert far die Kon- 
zentration 10-~: b 0,02, o 0,03, a 1,13. 
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zu entkr~iften. Dabe i  w u r d e n  die in F rage  k o m m e n d e n  
St6rs tof fe  d i rek t  m i t  D I P  t i t r ie r t ,  was  in der  L i t e r a t u r  
b i she r  n o c h  n i ch t  besch r i eben  wurde .  D a  R e d u k t o n  bei  
r a s c h e m  Arb e i t en  n i c h t  m i t e r f a s s t  wird 8 u n d e s  ausser -  
d e m  im H a n d e l  s chwer  zug/ tngl ich  ist ,  wu rde  da r a u I  
ve rz ich te t ,  es in die U n t e r s u c h u n g e n  a u f z u n e h m e n .  Die 
oben  g e n a n n t e n  S u b s t a n z e n  w u r d e n  in re ine r  F o r m  (ge- 
16st in HPO3) bzw. als Zusa t z  z u m  P f l a n z e n e x t r a k t  (PE) 
gegen  D I P  t i t r ier t .  

Un se r e  E rgebn i s se  bes t / i t igen  noch  e i n m a l  e indeu t ig  
die Spezifi t / i t  der  Me thode  (Tabelle).  E s  m u s s  a l le rd ings  
wiederho l t  werden ,  dass  diese U n t e r s u c h u n g e n  n u r  a n  
P r o b e n  au s  f r i s chem P f l a n z e n m a t e r i a l  du rchge f i i h r t  wor-  
den  s ind  u n d  die Me thode  a u c h  n u r  dafi ir  gilt. Fi ir  ande re  
F~ille, z u m  Beispiel  B e s t i m m u n g  yon  AS  im  P f l anzen -  
m a t e r i a l  aus  K o n s e r v e n  oder  in g e k o c h t e n  P r o b e n  usw. ,  
in den en  wei tere  r eduz ie rende  Stoffe in grOsseren Menge n  
a u f t r e t e n  k 6 n n en ,  mi i ss te  die Spezif i t~t  g e s o n d e r t  gepri i f t  
we rden  9,10. 

Summary. T h e  fol lowing subs t ances ,  w h i c h  occur  
n a t u r a l l y  in p lan t s ,  do no t  in te r fe re  w i t h  t he  t i t r a t i o n  of 

ascorbic  acid w i t h  2 , 6 - d i c h l o r o p h e n o l i n d o p h e n o l  (D IP ) :  
r educed  g l u t a t h i o n e ,  cys te in ,  pyrogal lole ,  b r e nz c a t e c h in ,  
h y d r o c h i n o n e ,  t a n n i n ,  g lucose a nd  f ruc tose .  Th i s  is also 
t r ue  for t he  t i t r a t i o n  w i th  D I P  of h i g h  unpbys io log i ca l  
c o n c e n t r a t i o n s  of t he se  s u b s t a n c e s  d i sso lved  in  HPO~ 
solut ion.  
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A N e w  Method  for A s s a y  of R a d i o a c t i v e  D i m e t h y l  
Sul fox ide  and i ts  Metabo l i t e ,  D i m e t h y l  Sul fone  

Table I. Precision and accuracy of deternfination of DMSO and 
DMSOa 

COTTON an d  FRANCIS 1 m a d e  an  ex t ens ive  s t u d y  of DMSO 
m e t a l  complexes  of d i m e t h y l  su l foxide  (DMSO). "With added, 
SnC14 a wh i t e  insoluble  c o m p l e x  is f o rmed  h a v i n g  t he  #g 
compos i t i on  2 D M S O .  SnC14. However ,  LINDQVIST 2 ob- 
se rved  no complex  f o r m a t i o n  be tween  SnC14 and  d i m e t h y l  100 
sul fone  (DMSO2) , and  we h a v e  conf i rmed  th i s  obse rva -  75 
t ion.  Since DMSO 2 is a me tabo l i t e  of DMSO in m a n  a nd  50 
a n i m a l s  a-5, it  occurred  to us t h a t  t h i s  difference in be- 25 
hav i o r  of DMSO a n d  DMSO 2 t o w a r d  SnC14 m i g h t  be use-  
ful as a m e a n s  of e s t i m a t i n g  each  s u b s t a n c e  in m i x t u r e s  
of the  two. A l t h o u g h  rad ioac t ive  DMSO a n d  D M S O  2 m a y  
be s e p a r a t e d  and  e s t i m a t e d  by  pape r  or t h i n - l a y e r  chro-  
m a t o g r a p h y  4,6, the  m e t h o d  descr ibed here  s eemed  to 
possess  an  i n h e ren t  a d v a n t a g e  in i ts  s impl ic i ty .  Separa-  
t ion  a n d  e s t i m a t i o n  of the  c o m p o u n d s  b y  gas  c h r o m a -  
t o g r a p h y  (HUCKER, MILLER, a n d  HOCHBERG ~) is less Added 
s imple  b u t  essent ia l  for ana lys i s  of non - r ad ioac t ive  DMSO, 
samples .  /~g 

Th e  p rocedure  used  was  as follows. Al iquo t s  of s t a n d -  
ard so lu t ions  of D M S O  and  DMSO 2 in ch lo ro fo rm were 

100 
d i lu ted  to  7 ml  w i th  ch lo roform in 15-ml g lass - s toppered  50 
cen t r i fuge  tubes .  R a d i o a c t i v i t y  in a 0.2 ml  a l iquo t  was  25 
m e a s u r e d  b y  l iquid sc in t i l la t ion  s p e c t r o m e t r y .  0.1 m l  of 
non - r ad ioac t ive  D M S O  was  added ,  t he  c o n t e n t s  m i x e d  
well, followed b y  add i t i on  of 0.1 ml  of SnC14. Af te r  
t h o r o u g h  mix ing ,  t he  t u b e  was  cent r i fuged,  a n d  the  radio-  
a c t i v i t y  in 0.2 ml  was  measu red .  T h e  resu l t s  are  show n  in 
Table  I. R e c o v e r y  of DMSO was  r ep re sen t ed  b y  t he  dif- 
ference in c /m in  before a n d  af te r  p rec ip i ta t ion .  D M S O  2 
r e m a i n s  v i r t u a l l y  una f f ec t ed  by  SnC14 and  hence  t h e  
c /min  before a n d  a f te r  p rec ip i t a t ion  were nea r l y  the  same.  

T h e  D M S O  a n d  D M S O  2 c o n t e n t  of m i x t u r e s  was  s imi-  
lar ly  ca lcula ted .  R e s u l t s  of these  ana ly se s  are  s h o w n  in 
Tab le  II.  If  m i x t u r e s  of r ad ioac t ive  D M S O  and  D M S O  2 
h a v i n g  a DMSO c o n t e n t  t h a t  is apprec iab ly  h ighe r  t h a n  
t h a t  of D M S O  2 are used,  as was  t he  case here,  t he  c o u n t s  
a f t e r  p rec ip i t a t ion  m u s t  be correc ted  for the  sma l l  % of 
DMSO r e m a i n i n g  in solut ion.  

DMSO DMS02 DMSO 2 
found S , added, remain- 
/zg /~g ing ~,/~g 

97.9 • 2.1 50 44.6 -= 1.7 
72.7 i 0.5 25 22.6 i 1.3 
48.9 -~ 0.3 10 9.0 i 0.8 
24.6 • 0.2 5 4.3 ~ 0.5 

Average of 5 determinations • standard deviation. 

Table I•. Precision and accuracy of determination of DMSO and 
DMSO~ in mixtures 

Found 
DMSO 2 DMSO, DMSO2, 
#g ~g~ ~g~ 

25 103.0 • 1.5 25.3 :~ 1.9 
10 49.7 ~ 1.7 9.9 • 0.8 
5 25.8 ~- 0.7 5.2 ~ 0.3 

Average of 5 determinations -4- standard deviation. 
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