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A kumarin fluorometrikus meghatirozasa
Lange-rendszerii fényelektromos koloriméterrel
és a modszer alkalmazasa a somkéréd
kumarintartalmanak meghatirozisara

FERENCZ VILMOS és I/-'ERES LILLA

Agrokémiai Kutatd Intézet Biokémiai Osztdlyu, Budapest

Allattenyésztésiink fejlesztésének elgfeltétele takarmanybazisunk emelése.
Ezt a célt szolgaljak azok az erdfeszitések, amelyeket noévénynemesitéink a kumarin- .
szegény somkoré termelése érdekében kifejtenek (6). Ezen munkanak hazankban
igen nagy akadalyat jelentette egy olyan sorozatvizsgalatra alkalmas gyors, pontos
és megbizhaté kumarin meghatérozisi médszer hianya, amely lehetévé teszi
a szilkséges nagyszami vizsgalat elvégzését. Az irodalombél ismeretes médszerek
(1., 3., 4.) részben koriilményességitk miatt, (5) részben a kivant kiilsnleges
fluorométer hidnya miatt a célnak nem feleltek meg, A fluorometrikus médsger
leegyszerisitett, szubjektiv, formiban wvalé elbiraliasa a tapasztalatok szerint
csupan tajékoztatd vizsgalatokra alkalmas és ezért a nemesitdk igényeit nem elé-
giti ki. Kiilon nehézséget jelentett a névényben a kumarinon kiviil 1évé fluoresz.
kalé anyag jelenléte, amely gyakran megtévesatd eredményre vezetett.

Ezen nehézségeken igyekeztiink segiteni amikor a fluorometrikus médszert
a Lange-rendszeri fénvelektromos fotométerrel tettiik gyorsan és pontosan ki-
értékelhetdvé.

A modszer alapja az az elsGizben Ufer (7) altal leirt, majd Slatensek
¢ Washbrun-tél kvantitativ médszeriil alkalmazott(5) reakeis, amely foly-
tan a kumarin alkédli-ligok jelenlétében kumarinsavva, illetdleg annak UV-fény-
ben sargiszild fluoreszcencidt mutaté alkali-s6java alakul At.
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A gerjesztett fluoroszcens-fény intenzitasa azonos koriilmények kozott aranyos
a kumarintartalommal.

A fluoreszcens-fény mérését, valamint a nsvényekben még el§forduld, — rész-
ben ismeretlen — fluoreszkalé anyagok zavaré hatdsanak kikiszobslését a kovet-
kezd midon oldottuk meg :

A Lange-rendszerii kétcellds fényelektromos fotométer égdjét egy OSRAM
Hg-spektrallimpaval kicserélve a lencséket eltavolitottuk, és a nagyobb érzékeny-
stg érdekében a késziilék galvanométere helyett egy 108 amp. érzékenységii
titkrds galvanométert haszniltunk. Az iivegkiivettak helyett (atboesajt 3400A-ig)
egy, az UV-fényt kevésbé elnyeld 2mm-es »Plexi-Glas«-hal kéeziilt atfolves kitvettat
készitettiink, (atboesajt 2800 A-ig) amelyet megfeleld fémtokba faglalva két
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tivegsziird kozott alkalmaztunk. A Hg-lampa felsli oldalon egy a lathaté fényt
kisziirs (3600—2800 A kozott ateresztd), a cella felgli részén pedig az UV-fény,
valamint az idegen fluorescens-fény kiszlirésére alkalmas zoldessarga szini szilivGt
alkalmaztunk. Ez utébbi céljira a fénykeépészetben hasznilatos UV-sziir6k meg-
felelnek.

Osszehasonlité (standard) oldatként — késébb targyalandé okbdl — cél-
szertt a fenti szinsziir6k kozott elhelyezett uriniiveget alkalmazni, ennek hidnya

esetén azonban atfolyés kiivettiban gyakran cserélt standard oldatok hasznalhaték.
A késziilék szerkezetét és mitkodési elvét az alabbi vazlat szemlélteti :

1. dabra
A keészilleke vazlata
K = kiivetta, U = urdniiveg, L = Hg gz lampa, G = galvanométer, C = fényelem (szeléncella)

25 e

A Hg-limpa fényéb6l a 2—2° szinsziir6k a lathaté részt kiszirik és az UV-
sugarak az oldatot ill. urdniiveget gerjessztik. Az 1—1" szinszilir6kon csupin a
fluoreszcens fény jut at, mely a cellikban fotodramot kelt; ezek kiilonbségét a
galvanométer kilengése méri.

A mérés keresztitlvitele a kétcellas fényelektromos késziiléknél szokisos
médon tdrténik :

Az uréniiveget a mérendd oldat fluoreszcencidjinak megfeleléen a cellatol
kelld tavolsagra helyezziik el. Ezen tavolsag beillitasa a mérés folyaman varhats
legtoményebb kumarinoldattal térténik, Ggy hogy azt a masik cella ellé allitva
a galvanométer kitérése 0 értéket mutasson. Az oldat eltavolitdsa utdn a fényrekeszt
szabélyozé korong segitségével az urdniiveg (vagy standard-oldat) altal mutatott
kitérést felfelé kerekitve egy tizes vagy szazas skalarészre allitjuk. A kitérésnek
ezt a nagysagit a mérés folyaman t5bbszor ellenérizni kell és eltérés esetén a fény-
rekesz nyflasanak valtoztatisival az eredeti értékre szabalyozzuk.

A médszer kiprébilisa modell oldatokkal

A standard oldatok készitése Holly (7) szerint a kovetkez§ mddon tor
ténik :

10 mg kumarint oldunk enyhe melegités kézben kb. 700 ml deszt. vizben,
és miutdn hozzdadunk 16 ml 40%:-o0s natronlugot, 1 literre toltjiikk. Ezen torzs-
oldatbél megfeleld higitassal koncentriciés sorozat készithetd. Higité oldatként
1 literben 16 ml 40%-o0s natronlugot tartalmazé oldat hasznilandé.

A torzsoldat kouzvetleniil az elkészités utdn csak fokozatosan veszi fel a
maximalis fluoreszcencia mértékét (kb. 2,5 6ra), napfényen tartva azonban fél
éra utan hasznalhaté.
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A somkérobol térténé kumarin meghatarozasanal virhaté koncentricios
hatarok kozstt urdniiveggel szemben a 2. abran feltiintetett koncentricios
gorbét nyertiik.

1. tdblazat 2. 1dbldzat
A koncentriciés girbe A mérés reprodukalhatésiga ugyanazon, torzsoldathsl készitett
adatai koncentracié sorozatnal
() @) 0] I . (@) -
Kumarin kone. | Galv. kitérés : S Galvanométer-kitérés
__gammajml skalacgység Higitds 1. II, [ T, 1T, ’
0.2 10 Lo.... 10 10 13 10
gg ig - 30 29 27 30
14 65 3. ... 45 42 44 15
1.8 83 | T 60 55 55 62
2,0 91 5 iinns 83 80 80 80

A fenti adatokat harom mérés 4tlagaban, maximalisan L 2 skalaegység
eliéréssel kaptuk, ami a mellékelt koncentriciés gorbéhsl leolvashatéan az
1 gamma/ml feletti régiéban az 59%-o0s hiba alatt van.

A mérés pontossigara jellemz8 az egyazon térzsoldatbél készitett 4 koncentra-
ciés sorozat kitlinden egyez6 mérési adatai (2. tablazat).

A 2 gamma/ml koncentraciéig az oldatok maximalis fluoreszeencia értékét
(gerjedési id6) pillanatok alatt felveszi, mig 2—3 gamma/ml kézétt 0,5 percet,
3 gamma/ml felett pedig 1 percet kell varni a leolvasas elétt.

A tdrzsoldat és a koncentriciés sorozat sitét helyen tartva 6 napon beliil
lényeges viltozast nem mutat (1. 3. tablazat).

3. tablazat
A sbtét helyen tartott térzsoldat viltezdsa 0—6 nap kizitt

) Nap (2)
Higitis 0 : & ¢
Galvanométer-kitérés (3) -
| A . 10 10 10 LI
P msvanegy 30 30 28 28
F R 45 43 42 13
A e | 65 62 62 61
B Rorsnmmne s 83 80 80 79
[ 91 90 90 88

Az UV-fény hatasinak kitett oldat fluoreszcencidja azonban mar rovid idég
alatt is érezhetden viltozik, estkken. Ennek oka a kumarinnak UV-fény hatisara
torténd kumarinsavva, majd kumarinni valé visszaalakulisa.

Ez a tény teszi célszeriivé az uraniiveg standardként valé alkalmazasat.
Ennek hidnyiban pedig a mérends oldattal egyidében cserélt ésszehasonlits
oldat haszndlatat.

Az oldat fluoreszcencidjanak mértékét a hémérséklet 15—40 C° kozott érez-
heten nem valtoztatja (I. 5. tablazat).

¥
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4. uibldzat
Az UV fény hatisara kitett oldat f]uoreszcenciéjénak valtozisa 0—15 pere kozott

m | Pere (2) | o Pere (2)
Higftds 0 5 i 10 . 15 11 Higitas 0 | 5 | 10 | 15
| Galvanométer-kitérés (3) - Gulvanometer-kitérés (3)
| [RR—— ‘ 100 98 96 95 4. .... 130 128 127 125
2 i i 105 100 100 98 ||5..... 138 135 133 132
121 118 | 115 114 |j6, ... 150 145 143 143
5. tabldzat 6. tdbldzat
A fluoreszeencia valtozasa 15—40 “C kozott A fluoreszcencia viltozdsa a NaOH
koncentracigjaval
G5 i wtaei s we 15 0 30|40 NaOH-koncentrécié (1) [0,01n| 0,1n{0.5n}1 n

9
Calvanométer-kitérés (1) .| 22 | 22 |23 |24 Galvanométer-kitérés (2)] 4 | 105 | 140 '150

Az oldat NaOH koncentriciéja a fluoreszcencia mértékét lényegesen be-
folyésolja :

20 gamma kumarin 20—20 ml kiilénbsz6 normalitisi NaOH oldatban
oldva a 6. tablizathban kiozélt értékeket adja.

Az isszehasonlité vizsgalatoknal tehat elengedhetetlen a NaOII pontos
adagolasa. A mellékelt gorbe alapjan célszertinek latszik a Holly-féle standard
oldat normalitisat 0,16-rél 0,5-re emelni.
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2. dbra 3. dbra
Koncentricios girhe a kumarin meghataro- A floureszeensz-fény intenzitdsanak
zisihoz 0—2 gamma/ml koncentricié kézott viltozdsa NaOH koncentricioval

A médszer alkalmazisa a somkéré kumarintartalmanak meghatarozasara

A fenti moédszer novényi anyagokon valé kiprébalasa, tenyészedényekben
termesztett 2 honapos somkéré (M. lilotus albus) novényeket haszniltuk, melyek-
hez magot a Sopronhorpicsi Kisérleti Gazdasagtdl kaptunk.
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Vizsgalat targyava tettilk a kumarin-értékek reprodukalhatésagat a ketté-
vagott levelek két része kozott, valamint a kiillonbbz6 magassagbhan 1év levelek
kumarintartalmat hasonlitottuk éssze.

A nivények vizsgilatra valé el6készitésére a Slatensek-Washbrun (5)
mdbdszert alkalmaztulk.

6mm ¢ dugéfiréval kivagott zold levélkarikat, amelynek szarazanyaga
jo megkozelitéssel 1 mg, kémesdvel 1 ml 409%-0s NaOH-val leéntve, lazan
ledugaszolva, 2 éran 4t vizfiirdén melegitettiink. (Ha sziikségesnek mutat-
kozott, kzben deszt. vizzel kb. az eredeti térfogatra feltsltsttiik). Azutan 50 ml-es.
mérdlombikba feltsltve, az oldatot 20 6rdn 4t wvildgos helyen 4llni hagytuk,
majd mértiik.

Hét darab — szemre egyforma névény — gyikerétsl szamitott masodik leve-
1ébdl vett két minta kiilon-kiilon vizsgalva, 3 mérés 4atlagaban a 7. tablazatban
feltiintetett eredményeket adta.

Ezen adatok jol megfelelnek az irodalomban kézslt 19 kérilli értékeknek.

Ugyanazon névények kilonbozd magassighan 1évé leveleit megvizsgilva
egyontetiien az alsé levelek kumarintartalma alacsonyabbnak bizonyult a fels§
levelekéinél.

Tiz névény étlagdban a 8. tablazatbhan feltiintetett értékeket kaptuk.

7. tdablazat 8, tablazat
7 nbvény gyikerétél szamitott misodik levelé- Ugyanazon névények kiilinbozé magas-
bol vett 2 minta vizsgilati ecedménye sighan 1évé leveleinek kumarintartalma
w | o ) ) ) e | e
Novény (,alv-anomrler-k ”"'r“‘ Atlar Kumarin- Gytkértil szamitott : Galvanométer- | Kumarin,
o I 1. minta | IL minta | gamim./ml leveél | kitérés | gamma/ml
| | ! |
Lo 10 | 105 | 1025 0,20 | 5 | 015
2.0 135 | 13 13,25 0,23 3 - ; i
3. .| 13 | 14 | 13-‘5 0123 s sasssaveress | 15 I 0,23
4.0 2 | 19,5 l 1975 | 0.31 S, 23 0,35
% W 14 | 15 14,5 0,25 -
6.. 15 | 165 | 1575| 027 L 2 0.39
T+ A% | 135 | 13 0.23 S e ’ 31 . 0,44

A magasabban iil§ levelek novekv6 kumarentartalmat mar Slatensek (1) is
megallapitotta,

A nivényi anyagokkal végzett fenti vizsgilatok igazoljak a modelloldatokkal
tapasztalt tényt, hogy az ismertetett mérési midszer kivaloan alkalmas a nivények
kumarintartalmanak meghatarozasiara. Egy mérés idgdtartama maximalisan 1
perc. s igy sorozatvizsgalatok végzésére is alkalmas, ’

Osszefoglalas

A somkdré kumarintartalmanak meghatarozasira a Lange-rendszerti fény-
elektomos kolorimétert hasznéltuk (1. dbra). A késziilék iiveglencséit eltavolitva,
az egyik kiivetta tartéba egy Plexi-Glasbol késziilt atfolyés kiivettat (K), a
mésikba urdn iiveget (U) helyestink. Mindkettének a Hg-géz lampa (L) feldli
oldalira egy a lathaté fényt kisziir (2-2°), a cella (c-¢’) felé esé oldalira pedig
cgy zoldes sarga szinl szinsziirt (1-1°) alkalmaztunk. Galvanométerként egy
10— Amp. érzékenységli miiszert haszndltunk. A mérést a fényelektromos
fotométereknél szokasos médon végezve modell oldatokban meghataroztuk :

1. 0—2 ~/ml koncentricié kozdtt a standard gérbét (2. &bra),
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2. hogyareprodukilhatésig mértéke kielégits és a hiba 59 alatt van (2. tabl.),

3. hogy a térzsoldat 6 napon beliil valtozist nem szenved (3. tablazat),

4. hogy az UV-fény hatdsira kitett oldat mar 15 perc alatt is lényeges,
valtozast mutat és ezért az urdniiveg staxadard hasznalata szﬁkséges (4. téhlézat),

5. hogy a fluoreszcencia mértéke 15—40° C kazotti hdmérsékleten Iényegesen
nem valtozik (5. tablizat),

6. hogy a fluoreszcencia mértéke a Na OH koncentraciéval né (3. abra).

A médszert Slatensek-Washburn (5) szerint a névényre alkalmazva az
irodalmi adatokkal jol megegyezd értéket nyertiink.

Erkesett : 1952. december 1.
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®JAYOPOMETPUUECKOE ONPENEJEHUE KYMAPHHA C IIOMOMNbIO $OTO3JIEK-
TPUYECKOr0 KOJIOPUMETPA CHCTEMBI JIAHTE W INPUMEHEHME 3TOrC0O
CMOCOBA [JIs1 OOPEJNEJIEHHSI COLEP)XAHHUSA KYMAPHUHA B JOHHHKE

B. depenn u JI. Bepew

Orgen Buoxumuu  Arpoxumuueckoro Hayuno-Hecenenosaresekoro Hucruryra,
Byranemr

BoB Ogw

Hasi onpepenents cofepykants KyMapHHa B JIORHMKE IPHMEHEH HAMM (hOT 02 IEKT PHUECKH i
Ko.70pumerp chetembr Jlanre (pucyHoi 1). ITocle  ypaneHHs CTeKTAHHBIX JIMH3 ANNApaTa B aep-
JKATeb OfHOH KIOBETbl MBI TIOJIOYKHIH IpoTeKany10 Kioery H3 Ilnexcu-I'nasa (K), a B apyrod

ypasoBoe creryio (U). Ha cropony jgamnet (L) napa Hg oGonx Jepykaresiel MBl OPHMEHSAIH
BHIMMBIH CBeT sajepikamui guabTp (2— 2, a Ha cTOpoRy Kamephl (c—c‘) — UBeTHOH (HIBTD
3€TeHOBATO-XeAToro meera (1—1°). B Kauecroe rajbBaHOMeTpa HCIOJB30BAH HAMH npubop ¢
YV ECTBHTENLCTEIO 1078 amm.

HMayepenne IpoHsBe[cHO HAMH B 00PasumoOBRIX PAacTBOPAX MO cmocody, IIPHMEHEHHOMY IIPH
(hoTosTeKTpHUECKHX (oToMerpaX. Mol ompeflennin : 1. CraHgapTHy 0 KpHBYI0 B HpejenaX KOH-
yeHtpauun 0- 2 p/ml (pucynox 2.). 2. YUro cremeHb peipomyKTHBHOCTH Y AOBJIETBOPHTEIBHA
W owHiKa cocTaBager ‘meubme 59, (taGamua 2), 3. Uro ocHOEHCH pacTBop B TeueHHe 6
AHeH He nojBepraerca uameHeHWwo (Tabamua 3.). 4. Uro pacrsop mog geifcTBuem cpeta YB yKe
B TeueHHe 15 MHHYT IOKAShIBACT 3HAUHTENLHOC W3MeHeHHE W IO3TOMY HeoOXOMIMO TIPHMENATH
VPAHOBOE CTEKJI0 B KadgecTHe craHaapra (rabaumna 4). 5. Yro cremeHb (uIyopecueHuHH He
M3MCHFAETCS B SHAWMTEJILHOH Mepe IIPH Temmepatype 15—40°C (taGamua 5). 6. Yro crement
(h1yOpeCLUEHIIHH [OBBIMAECTCA 110 MCPe yBeNHYeHHsT NPHmeHsemoH KoHmeHerpauun NaOH
(pHeynok 3).

Mpumenns aror merop no Cratencek—BaGypH-y K pacTCHHSM, MBI MOMY YHIH BEJTHUHHB,
XOpOmo COBIIAfalomHKe ¢ JIHTePATY PHBIMH [JAHHBIMH.

Ta6auna 1, Nannsle KOHNEHTpanuoHHOH KpHBoi. (1) KouuenTpauus KYyMapHHa
7 ml, (2) Orbpoc raJbBaHOMETPA : eIHHHIA INKAJILL.

Tabanma 2. PenpogyKTHBHOCTL MGMEPEHHS NIPH CePHH KOHUEHTDALMH, H3TOTOBJICH-
HOH B TAKOM >Ke OCHOBHOM pacTBope. (1) PaaBegenue. (2) Cepus orGpoca rajbBaHOMeTpa.

Tadauna 3. MameHeHHe OCHOBHOTO pacTBOpa, COXPAHSAEMOTO HA TeMHOM MECTe B
teuenne 0—6 pmeit. (1) Paseepenue. (2) Yepes cyrxm. (3) Orbpoc raibBaHomerpa.

Tat6aumna4, MameHeHHe {1y opecueHIHA pacTBOpa Iof fielicrBHem cBeta YB B Teuenue
0 15 munyr. (1) Passenenne. (2) Yepes munyty. (3) OrGpoc raabBaHoMeTpa.



AGROKEMIA TS TALAJTAN Tom. 2. No. 1. 71

Tabanuwa 5. MaMeHeHHe QuryopeclleHi mpH TeMmbeparype 15—-40° C. (1) Orbpoc
ra;iLBaHOMeTpA,

TaGauua 6. WsMevenne (IyopecueHUMH 110 Mepe KoHueHTpamuu NaOH. (1) Kon-
uenrpaunsa NaOH. (2) Or6poc raabBaloMerpa.

Tabauna 7, Pesyabrar HecjcgoBauHs 2 00pasuoB, BsaTHX W3 BTOPOFO JIHCTA,
cuurast OT KopHa 7 pacrenuil. (1) Pacrenue. (2) 1. ofpasett. (3) I1. ofpasen. (4) B cpeguen. (2)
Oripoc ranpBaHomerpa y obpasuos [, u II. (3) B cpeanem. (4) Kymapru y/ml.

Tabmuua 8 Comepwanue KyMmapWHa JHCTheB PASHOFO DPACIIONOMEHHS 3THX JKe pac-
tenmi. (1) Jlner 1 -5, cuurast ot kopus. (2) Or6poc rambsanomerpa. (3) Kymapun y/ml.

Pucynox 1. Cxema amnapara.

Preyunox 2. KonuenTpauHonHas KpHBaf ANA ONPC/elleHHS KyMapHHa B MNpefesax
KOHUEeHTpauuH 0--2 p/ml. OpguHata : or@poc raibBaHOMETPA @ e HHHOA wKAgel, Afciucea ;
K\ MapHH ¥/ml,

Pucymok 3. MameHellHe HMHTCHCHBHOCTH CBeTA ()J1yOpecreHDMH IO Mepe KOHLEH-
Tpauua NaOH. Oppaunata : orGpoc rajbBAHOMETpPA : e[MHMUA wmKagsl, Afcupcca : KOHUEHTpa-
uusg NaOH.

Fluorometric Determination of Coumarin by Lange Photoelectric Colorimeter,
and Application of this Method in Establishing the Coumarin Content of
Sweet Clover

V. FERENCZ and L. VERES
Agrochemical Research Institute, Section for Biochemistry, Budapest
Summary

A Lange-type photoelectric colorimeter was used for the determination of coumarin content
in sweet clover (Fig. 1), The glass lenses of the apparatus were removed, a streaming cuvette (K)
of plexiglas was placed in one of the cuvette holders, and an uranium glass standard (U) in the
other, Colour filters absorbing visible light rays (2—2") were applied at the side of cuvettes facing
mercury vapour lamp (L), whereas greenish yellow filters were placed (1—1°) at the cuvette sides
facing the cell (c—¢’). The sensitivity of the galvanometer applied ranged 10-® amp.

Measurement carried out in model solutions by the methods usual at photoelectric photo-
meters pave following results :

1. the standard eurve (Fig. 2) was established for concentrations from 0 to 2 p /ml;

2. that the degree of reproducibility is satisfying and the error ranges below 5%, (Table 2):

3. that no changes occur in the composition of the stock solution within 6 days (Table 3);

4, that considerable changes occur in the composition of the solution when treated for 15
minutes with ultraviolet rays, thus it is essential to use a standard of uranium glass (Table 4);

5. that the degree of fluorescence does not change essentially in a temperature range from
15 to 40° C (Table 5); ’

6. that the degree of fluorescence increases with the rising concentration of sodium hydroxide
applied (Fig. 3).

When this method was applied on plants according to Slatensek-Washburn (5), the values
obtained were in good agrecement with data of literature,

Table 1. Data of concentration cuvve. (1) Concentration of coumarin, y [ml. (2) Unit of
scule : galvanometer reading.

‘able 2. Reproducibility, in a series of solutions of various concentration, prepared from

the same stock solution. (1) Dilution (2) Galvanometer readings.

Table 3. Changes in stock solution stored in darkness for a period from 0 to 6 days. (1)
Dilation. (2) Number of days (3) Galvanometer reading.

Table 4. Changes in fluorescence of solution exposed for 0 to 15 minutes to ultraviolet
ravs, (1) Dilution. (2) Minutes. (3) Galvanometer reading,

"able 5. Changes in fluorescence at a temperature of 15 to 40° C. (1) Galvanometer reading.

Table 6. Correlation of change of fluorescence with concentration of sodium hydroxide. (1)
Sodium hydroxide concentration, (2) Galvanometer reading.

Table 7. Results of investigation of 2 samples taken from second leaves (ealculated strting
with the root) of 7 plants. (1) Plant. (2) Galvanometer reading, Samples, I and IL, (3) Average.
(}y Coumarin, y/ml
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Table 8. Coumarin content in leaves of £he same plant, taken from different levels. (1
Leaf no. 1. no. 5: calculated starting with the root., (2) Galvanometer reading. (3) Coumarin, y/ml.

Fig. 1. Diagram of apparatus.

_ Fig. 2. Working curve for the determination of coumarin, concentration range 0—2 9/ml,

Ordinate : Galvanometer reading : unit of scale. Ahscisga : coumarin, y/ml.

Fig. 3. Change of intensity of fluorescent light with increasing sodium hydroxide
concenrations. Ordinate : Galvanometer readings : unit of scale. Abscissa » sodium hydroxide
concentration. E

Fluorometrische Bestimmung des Cunmmarins mittels einem photoelektrischen
Kolorimeter, System Lange, ferner die Anwendung dieser Methode zur
Bestimmung des Cuxmarins im Steinklee

V. FERENCZ und L. VERES
Biochemische Abteilung der Agrochem jschen Forschungsinstitute, Budapest
Zusammenfassung

Der Cumaringehalt des Steinklees wurde . mittels einem photoelektrischen Kolorimeter.
System Lange, (Abb. 1) bestimmt. Nach Entfermung der Glaslinsen des Apparates wurde eine
Durchflusscuvette (K) aus Plexi-Glas in den einen, und ein Standard aus Uranglas (U) in den anderen
Cuvettenhalter eingesetzt. Bei der dem Quecksilberdampflampe (L) entgegengesctzten Scite der
Cuvetten wurden Lichtfilter angewendet, welche das sichtbare Licht absorbicren (2—27), withrend
an der — der Zelle (c—c’) entgegengesetzten-Seite ein griinlich-gelbes Lichtfilter (1—1I) gesetzt
wurde. Die Empfindlichkeit des Galvanometers betrug 10—8 Amp,

Die in Modellésungen in der bei photoelektrischen Kolorimetern iiblichen Weisc vollgefiihrten
Messungen ergaben ;

1. eine Standardkurve fiir Konzentrationen 0—2 y/mi (Abb. 2),

2. dass die Mecthode geniigend reproduzierbare Werte mit unter 5% Dbleibenden Fehler
liefert (Tabelle 2),

3. dass keine erheblichen Umwandlungen in der Stammlsung binnen 6 Tagen bestehen
(Tabelle 3), N

4. dass die Losung unter den Einfluss von ultravioletter Bestrahlung in 15 Minuten erheblich
umgewandelt wird, darum ist es nitig, ein Standard aus Uranglas zu beniitzen (Tabelle 4),

5. dass keine wesentlichen Unterschiede in den Fluoreszenzwerte zwischen Temperatur-
grenzen 15—40° C bestehen (Tabelle 5).

g 6. dass der Iluorcszenzwert mit wachsenden NaOH-Konzentrationen auch wiichst (Abb. 3).

Die Anwendung dieser Methode an Pflanzen nach Slatensck-Washburn (5) gab mit den
Literaturangaben gut iibereinstimmende Daten. °

Tabelle I. Angaben der Konzentrationskurve, (1) Konzentration des Cumarins, p/ml (2)
Galvanometer-Ausschlag:  Skaleneinheit.

Tabelle 2. Reproduzierbarkeit der Messung in Losungen verschiedener Konzentration,
aus derselben Stammlasung hergestellt. (1) Verdiinnung, (2) Calvanomctcr-Ausschlag.

Tabelle 3. Umwandlung einer Stammlésung in 0—6 Tagen in Finsternis gelagert. (1) Ver-
diinnung. (2) Anzall der Tagen. (3) Ga]vanumeter-Ausschlag.

Tabelle 4. Anderung der Fluoreszenzwerte ciner Losung duch ultravioletter Bestrahlung
fiir 0—15 Minuten. (1) Verdimnung. (2) Minuten. (3) Calvanometer-Ausschlag. -

Tabelle 5. Anderung der Fluoreszenz zwischen Temperaturwerte 15—409 (. (1) Galvano-
meter-Ausschlag,

Tabelle 6. Anderung der Fluoreszenz mit Konzentrationsinderung von NaOH. (1) NaOTi-
Konzentration. (2) Galvanometer-Ausschlag.

Tabelle 7. Untersuchungsdaten von zwei Mustern aus 7 Pflanzen, genommen aus den von
Wurzel gerechnet zweiten Blittern. (1) Pflanze, (2) Galvanometer-Ausschlag  bei Mustern T und I1
(3) Durchschnittswerte. (4) Cumaringehalt. y/ml,

Tabelle 8. Cumaringehalt in den Blittern derselben Pflanze, gesammelt aus verschiedener
Héhe. (1) 1—5. Blate, gerechnet vom Wurzel. (2) Galvanometer-Ausschlag (3) Cumaringehalt ¥/ml.
Abb, 1. Skizze des Apparates. i :

Abb. 2. Konzentrationskurve fiir dic Cumarinbestimmung in den Konzentrationsgrenzen
0—2 ¢/ml. Ordinate : Galvanometer-Ausschlag: Skaleneinheit. Abscisse - Cumarin, y/ml.

Abb. 3. Intensititsinderung des Fluoreszenz-lichtes mit der Konzentration der Natron-
lauge. Ordinate: Galvanometer-Ausschlag: Skaleneinheit. Abscisse: Konzentration der Natronlauge.



