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stoff. Die Gewebe werden in bohnen- bis kirschengroBen
Stiicken eingebracht. Durch die sofortige Zerkleinerung
wird das Einfrieren wesentlich beschleunigt. Es resultiert
ein fiir die Gefriertrocknung sehr geeignetes pulverférmi-
ges Material von groBer Oberfliche. Auf den Mahlbecher
einer hochtourigen Laboratoriumsschlagmiihle (IKA)3?
wird statt des Deckels ein Plastikgefi3 mit quadratischem
Querschnitt (von ca. 750 cm? Inhalt) montiert. Der Pla-
stikbecher hat abgerundete Kanten und eine Héhe von
ca. 150 mm. Das untere Ende geht in einen Zylinder von
30 mm Hohe und 50 mm Durchmesser iiber. Das Gefdf
hat oben eine runde Offnung von ca. 50 mm Durchmesser.
Das Schlagmesser hat rechteckige Form (Linge 55 mm,
Breite 10 mm, Dicke 1,5 mm). Die Enden des Rechteckes
sind leicht verjiingt und hochgebogen. Das Messer ist dem
Mahlbecher so angepaBBt, da zwischen der Wandung und
dem Messerende ca. 1 mm Zwischenraum bleibt.

Die Apparatur wird mit wenig fliissigem Stickstoff vor-
gekiihlt. Nach Anstellen der Miihle wird Stickstoff nach-
gefiillt. Die Gewebestiicke werden einzeln eingeworfen
und der verdampfte Stickstoff durch NachgieBen ersetzt.
Die Menge des Stickstoffes ist so zu wihlen, daB der zen-
trale Wirbel bis zum Messer herunter reicht. Befindet sich
zuviel Stickstoff in dem Mahibecher, schwimmen die ein-
geworfenen Gewebestiicke im Stickstoff, ohne von dem
Messer erfaBt zu werden. Die richtige Dosierung des
Stickstoffes bildet keine besondere Schwierigkeit, da

Uber die Spezifitit der «TEE-Methode» zur

quantitativen Bestimmung von Ascorbinsiure

und Gesamt-Vitamin-C im frischen Pflanzen-
material?

Fiir pflanzen- sowie erndhrungsphysiologische Unter-
suchungen iiber das System Ascorbinsiure (AS) und
Dehydroascorbinsdure (DAS) oder iiber den Vitamin-C-
Wert (Vitamin C = AS + DAS) des frischen Pflanzen-
materials ‘muss die angewendete Bestimmungsmethode
(1) eine gute Stabilisierungsmoglichkeit erlauben, so dass
die Gefahr der Oxydation von AS zu DAS wéhrend der
Aufarbeitung und der Bestimmung weitgehend ausge-
schaltet werden kann, (2) eine hohe Empfindlichkeit und
Spezifitdt aufweisen, (3) fiir Routine- und Serienbestim-
mungen geeignet sein. Im Rahmen fritherer Unter-
suchungen iiber die AS und das Vitamin C23 haben wir
mehrere Methoden studiert und einige experimentell
iiberpriift. Die sogenannte «TEE-Methode» nach Tirr-
Mans? und EmMERIE und VAN ECKELENS, die von
FrRANKE® beschrieben wurde, erwies sich fiir unsere
Zwecke als besonders geeignet (Titration mit 2,6-Di-
chlorpbenolindophenol [DIP]). Es wurde vielfach be-
hauptet, dass die Bestimmung von AS mittels DIP
unspezifisch wire, da andere reduzierende Stoffe, deren
Redoxpotentiale innerhalb des Bereiches von AS (— 0,081
V) und DIP (+ 0,217 V) liegen, miterfasst werden koénn-
ten. Zu diesen Stoffen, die im frischen Pflanzenmaterial
vorkommen konnen, gehdren Redukton, Glutathion,
Cystein, Pyrogallol, Brenzcatechin, Hydrochinon, Gerb-
stoffe (Tannin) und reduzierende Zucker. Obwohl SEv-
BoLD und MEHNER? und andere (Literatur bei FRANKE®)
die Spezifitit der Methode wiederholt gepriift haben,
fiihrten wir erneut eine Priifung durch, um die Einwidnde
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durch die obere Offnung der Mahlvorgang leicht zu beob-
achten ist. Die Gefahr des Herausspritzens des Stickstof-
fes besteht nur beim Anlaufen der Miihle. Es 148t sich
durch Auflegen eines Mulltupfers auf die obere Offnung
leicht verhindern. Ist der Mahlvorgang beendet, gieBt
man den Inhalt des Mahlbechers unter Nachspiilen mit
frischem Stickstoff quantitativ in ein kleines Dewargefa8.
Nach Absitzen des gefrorenen Gewebepulvers dekantiert
man den iiberstehenden klaren Stickstoff und bringt das
Pulver mit dem Dewargefi3 in die Gefriertrocknungsan-
lage?.

Summary. A new unit for the rapid freezing of tissues
in liquid nitrogen is described.
M. BEurENns, H. HAaN und W.NEU
Abteilung fity Zell- und Gewebechemie am Physiologisch-

chemischen Institut dev Justus Liebig-Universitit,
Giessen (Deutschland), 28. Juni 1966.

3 Janke und Kunkel K.G., 7813 Staufen i. Br., Deutschland.
4 Dem Verband der Chemischen Industrie und der Deutschen. For-
schungsgemeinschaft danken wir fiir die Bereitstellung der Mittel.

Titration verschiedener reduzierender Stoffe mit DIP

Verbrauchte #/1000 DIP/10ml (& 4-6 Werte)

Konzentration B
1 mg Reinsub-
stanz/10 m! (10~%)

Konzentration A
10 mg Reinsub-
stanz/10 ml (10-3)

& —PE + 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» 0,35
Brenzkatechin 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 11,244 11,70

= Mit 2%iger HPO, Losung hergestellt. Titrationswert fiir die Kon-
zentration 10~%: » 0,02, ¢ 0,03, 41,13,

1 Ein Teil der vorliegenden Untersuchungen wurde im Rahmen
einer grosseren Arbeit? durchgefiihrt.

2 M. M. Er-FouLry, Dissertation Miinchen (1963).

3 A. AmBErGER und M. M, Ei-Fourv, Z. Pifl-Ernihr. Diing.,
Bodenk. 705, 37 (1964).

4 J. TiLLmans, Z. Lebensmittelunters. n. Forsch. 54, 33 (1927).

5 A. EmMERIE und M. vax EcKELEN, Z. Vitaminforsch. 6, 150 (1937).

8 W. FRANKE, in Moderne Methoden der Pflanzenanalyse (Ed.
K. PaecH und M. U. Tracy; Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-
Heidelberg 1965), Bd. 11, p. 95.

7 A. SevBoLp und H. MEHNER, Sitzungsber. d. Heidelberger Akad.
d. Wiss., Math.-Naturw. Kl. (Springer-Verlag, Heidelberg 1948).
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zu entkriften. Dabei wurden die in Frage kommenden
Storstoffe direkt mit DIP titriert, was in der Literatur
bisher noch nicht beschrieben wurde. Da Redukton bei
raschem Arbeiten nicht miterfasst wird® und es ausser-
dem im Handel schwer zugénglich ist, wurde darauf
verzichtet, es in die Untersuchungen aufzunehmen. Die
oben genannten Substanzen wurden in reiner Form (ge-
16st in HPO;) bzw. als Zusatz zum Pflanzenextrakt (PE)
gegen DIP titriert.

Unsere Ergebnisse bestdtigen noch einmal eindeutig
die Spezifitit der Methode (Tabelle). Es muss allerdings
wiederholt werden, dass diese Untersuchungen nur an
Proben aus frischem Pflanzenmaterial durchgefiihrt wor-
den sind und die Methode auch nur dafiir gilt. Fiir andere
Fille, zum Beispiel Bestimmung von AS im Pflanzen-
material aus Konserven oder in gekochten Proben usw.,
in denen weitere reduzierende Stoffe in grosseren Mengen
auftreten konnen, miisste die Spezifitit gesondert gepriift
werden %10,

Summary. The following substances, which occur
naturally in plants, do not interfere with the titration of

A New Method for Assay of Radioactive Dimethyl
Sulfoxide and its Metabolite, Dimethyl Sulfone

CortoN and Francis! made an extensive study of
metal complexes of dimethyl sulfoxide (DMSO). With
SnCl, a white insoluble complex is formed having the
composition? DMSO - SnCl,. However, LINDQVIST? ob-
served no complex formation between SnCl, and dimethyl
sulfone (DMSQ,), and we have confirmed this observa-
tion. Since DMSQ, is a metabolite of DMSO in man and
animals3-5, it occurred to us that this difference in be-
havior of DMSO and DMSO, toward SnCl, might be use-
ful as a means of estimating each substance in mixtures
of the two. Although radioactive DMSO and DM SO, may
be separated and estimated by paper or thin-layer chro-
matography %, the method described here seemed to
possess an inherent advantage in its simplicity. Separa-
tion and estimation of the compounds by gas chroma-
tography (HUckeEr, MILLER, and HOCHBERG') is less
simple but essential for analysis of non-radioactive
samples.

The procedure used was as follows. Aliquots of stand-
ard solutions of DMSO and DMSO, in chloroform were
diluted to 7 ml with chloroform in 15-ml glass-stoppered
centrifuge tubes. Radioactivity in a 0.2 ml aliquot was
measured by liquid scintillation spectrometry. 0.1 ml of
non-radioactive DMSO was added, the contents mixed
well, followed by addition of 0.1 ml of SnCl,. After
thorough mixing, the tube was centrifuged, and the radio-
activity in 0.2 ml was measured. The results are shown in
Table I. Recovery of DMSO was represented by the dif-
ference in c¢/min before and after precipitation. DMSO,
remains virtually unaffected by SnCl, and hence the
¢/min before and after precipitation were nearly the same.

The DMSO and DMSO, content of mixtures was simi-
larly calculated. Results of these analyses are shown in
Table II. If mixtures of radioactive DMSO and DMSO,
having a DMSO content that is appreciably higher than
that of DMSO, are used, as was the case here, the counts
after precipitation must be corrected for the small %, of
DMSO remaining in solution.
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ascorbic acid with 2, 6-dichlorophenolindophenol (DIP):
reduced glutathione, cystein, pyrogallole, brenzcatechin,
hydrochinone, tannin, glucose and fructose. This is also
true for the titration with DIP of high unphysiological
concentrations of these substances dissolved in HPO,
solution.

M. M. Er-FouryM

Landwirtschaftliche Versuchsstation dev BASF,
6703 Limburgerhof (Deutschland), 22. Juwi 1960.

8 G. WENDLAND, Arch. Pharm. 285/286, 169 (1952/1953).

9 Herrn Professor Dr. Ep. Hormann und Herrn Professor Dr. A.
AMBERGER danke ich fiir ihre Unterstiitzung sowie die zahlreichen
wertvollen Anregungen und Ratschlige.

10 Herrn Professor Dr. W. FRANKE, Bonn, sei fiir die kritische Durch-
sicht des Manuskriptes vielmals gedankt.

1L Present address: National Research Center,
Physiology, Cairo-Dokky, U.A.R.

Unit of Plant

Table 1. Precision and accuracy of determination of DMSO and

DMSO,
DMSO DMSO DMSO, DMSO,
added, founda, added, remain-
ug 1223 ng ing®, ug
100 97.9 4 2.1 50 44.6 4 1.7
75 72.7 4+ 0.5 25 226+ 1.3
50 48.9 + 0.3 10 9.0 4 0.8
25 24.6 4+ 0.2 5 43+0.5

» Average of 5 determinations 4 standard deviation.

Table II. Precision and accuracy of determination of DMSO and
DMSO, in mixtures

Added Found

DMSO, DMSO, DMSO, DMSO,,

ug ue ug*® ug*®

100 25 103.0 + 1.5 2534+ 1.9
50 10 49.7 + 1.7 9.9 + 0.8
25 5 25.8 4+ 0.7 524 0.3

= Average of 5 determinations 4 standard deviation.
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