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90. Hermann Stetter: Enzymatische Mikroanalyse des Fluor-Ions.

[Aus dem Chemischen Institué der Universitit Bonn.]
. (Eingegangen am 25. Februar 1948.)

Die starke Schiidigung der Kartoffelphosphatase durch das Fluor-
Ton wurde in ihrer Abhiingigkeit vom pyy, der Temperatur, der Fer-
mentkonzentration und der Substratkonzentration untersucht. Durch
Variation dieser Faktoren gelang es, die Fluor-Empfindlichkeit des
Ferments erheblich zu steigern und den EinfluB des griBten Teils
der anderen Tonen weitgehend anszuschalten. Es wurde so ein Mikro-
nachweis des F— gefunden, der darauf beruht, daB die ¥—-Schiidi-
gung bei py 3.8 ein Maximum zeigt; die Empfindlichkeit betrigt
0.02 v/eem. Ferner wurde eine Mikrobestimmung fiir ¥~ ausgear-
beitet, die es gestattet, F--Mengen von 0.05~1 y mit einer Genauig-
keit von +0.001—0.01 v je nach dem Bereich der Eichkurve zu be-
stlmmen Die Genaulgkelt auf eingewogencs - bezogen betrigt

194, Stérend wirken vor allem die Yonen TiO++, Alt++, Bet+ und
\IoO,—“ Die Storung durch Al+++ und TiO++ wurde dadurch aus. -
geschaltet, daB dem Ferment von vornherein eine groéflere Menge
Altt+ und TiO*+ zugesetzt wurde. Die Anwendung dieser Mikro-
hestimmungsmethode fiir F~ auf die Bestimmung des F— im Trink-
wasser und im pflanzlichen und tierischen Material wird beschrleben

Die starke Schd,dlgung, die das F bei den Fermenten aus der Gruppe der
Esterasen bewirkt, legt den Gedanken nahe, eine Nachweis- und Bestimmungs-
methode des Fluor-Ions auf dieser Grundlage auszuarbeiten. Bereits 1908
wurde von S. Amberg und A.S. Loevenhart') ein Nachweis des F in
Lebensmitteln mit Hilfe von Lipasen vorgeschlagen. Da nuri ein groBer Teil
anderer Tonen ebenfalls einen starken Einfluf auf die Esterasen ausiibt und
auBerdem die verschiedensten organischen Verbindungen eine Beeinflussung
dieser Fermente ergeben, ist dieser Nachweis in der vorgeschlagenen Form nur
mit gréBtem Vorbehalt als spezifisch fiir F zu bezeichnen.

Die von E. Pfankuch?) entdeckte Kartoffelphosphatase ist ebenfalls sehr
empfindlich gegen F ; sie kann durch fraktionierte Tanninfillung nach der
Methode von B. Helferich und H. Stetter?) sehr leicht in Form von halt-
baren Trockenpriparaten gewonnen werden. Auch dieses Ferment ist gegen-
liber den verschiedensten Ioneneinfliissen sehr empfindlich. Es bestand nun
die Absicht, einen spezifischen qualitativen Nachweis fir F~ auf Grund der
Schidigung des Ferments durch das F auszuarbeiten und die Beeinflussung
des Ferments durch F ' quantitativ zu erfagsen, um mit Hilfe der sich daraus
ergebenden Kurve umgekehrt eine quantita.tive Erfassung der F -Menge zu
ermoglichen. Hierzu aber war es notig, den groBten Teil des Einflusses der
fremden Tonen soweit auszuschalten, daB eine Stérung einer F-Bestimmung
nicht mebr eintritt. Zu diesem Zweck wurde versucht, durch Anderung der
Spaltungsbedingungen eine Steigerung der Empfindlichkeit des Ferments
gegeniiber ¥ ' zu erreichen. Es wurde der EinfluB der Temperatur, des pyy,
der Fermentkonzentration und der Substratkonzentration untersucht. Als Be-
stimmungsmethode wurde die genaue und bequem durchfiihrbare jodometri-

1y Journ. biol. Chem. 4, 149 [1908]. 2) Ztschr, physiol. Chem. 241, 34 [1936].
3) A. 548, 234 [1947]; 560, 191 [1948).
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sche Bestimmung des aus Phenylphosphat abgespaltenen Phenols in der von
Helferi¢ch und Stetter?) beschriebenen Forin gewiihlt. Der Spaltungsansatz
betrigt 4.00 ccm (2.00 cem Substrat-Puffer-Losung + 1.00 cem der F -haltigen
Losung + 1.00 cem Ferment-Losung). Als Vergleichsansatz wird an Stelle von
1.00 cem der zu bestimmenden Lisung 1 cem bidestilliertes Wasser angewandt.
Der Ionen-EinfluB wird in % Schidigung gemessen, wobei unter % Schadi-
gung die Abnahme der Spaltung unter dem EinfluB der zugesetzten Ionen
zu verstehen ist, ausgedriickt in "% der Spaltung des Vergleichsansatzes
ohne Tonenzusatz, z.B.: Spaltungsgrad des Vergleichsansatzes (Jodverbrauch
5.00 cem) 100.0%; Spaltungsgrad des Ansatzés unter Ionenzusatz (Jodver-
brauch 3.00 cem). 60.0% ; Schidigung = 40.0%.

Da die Kartoffelphosphatase im Gegensatz zu vielen anderen Fermenten
gegen den EinfluB der Wasserstoff-Tonen-Konzentration verhiltnismaBig un-
empfindlich ist, ist es méglich die Fermentwirkung auch weit auBerhalb des
optimalen py-Bereiches von 5.2 (bei hoherwertigen Priparaten bis zu py 6.2
verschoben) zu verfolgen. Eine Abinderung des py-Werts ergab eine starke
Steigerung der Empfindlichkeit des Ferments gegeniiber F~ beim Ubergang
zu niedrigen py-Wetten, wobei bei pyy 3.8 ein deutliches Maximum der Schidi-
gung auftrat. Zugleich verschwindet eingrofler Teil des Einflusses der anderen
Tonen. -Dieses Empfindlichkeits-Maximui bei pg 3.8 ist spezifisch fir F .

Die Verinderung der Temperatur zeigt eine deutliche Zunahme der F -
Schidigung mit sinkender Temperatur. Bei einer Substratkonzentration von
0.1-0.05 mol. liegt ebenfalls ein Maximum der Schidigung. Die Erhohung
der Fermentkonzentiration ergibt dagegen eine nur geringe Abnahme der Schii-
digung, wihrend der Spaltungsgrad fast ohne EinfluB auf den Schadlgungs-
grad ist.

Als giinstigster py-Wert fiir die Bestimmung des F wurde pyy 4.1 gewihlt,
da bei dem an sich giinstigeren py-Wert von 3.8 eine zu starke Beeinflussung
des Ferments durch kleine Mengen von Al1++, Be*+ und MoO, ~ eintritt. Die
Spaltungstemperatur betrigt 20° bei einer Substratkonzentration von 1/,,
mol. und einer Spaltungszeit von 2 Stdn. Die Fermentmenge wird so gewihlt,
da8 der Spaltungsgrad unter den angegebenen Bedingungen etwa 119% be-
trigt; dies entspricht einer Fermentmenge von etwa 15 P.E.

" Da eine Menge von 0.5 y F~ als mittlere Bestimmungsmenge angenommen
wird, wurde der Einfluli einer' groBeren Anzahl von Tonen aufdas Ferment in
einer Menge von 100y gleich der 200-fachen Menge der mittleren zu bestimmen-
den F' -Menge unter den gewihlten Bedingungenuntersucht. Inden meisten Fil-
len kann die a.ngegebene Menge an Fremd-lonen um das Vielfache iiberschrit-
ten werden, ohne daB eine Beeinflussung des Ferments eintritt. Sie betrigt in
manchen Fillen ‘das mehr als 2000-fache der nuttferen Bestimmungsmenge
des ¥~. In allen Fillen, in denen beabsichtigt ist, das F~ i. Ggw. groBerer
Mengen Fremd-Ionen als hier angegeben zu bestimmen, empfiehlt es sich, fiir
das betreffende Fermentpriparat durch einige Spaltungsansiitze unter Zugabe
steigender Mengen des betreffenden Ions die Toleranzgrenze zu bestimmen.
Unter Toleranzgrenze soll die Menge an Fremd-Ionen verstanden werden, die
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eben noch keine Beeinflussung der F ermentmrl\ung unter den gewiihlten Spal-
tungsbedingungen ergibt.

Pro Spaltungsansatz bzw. 1.00 cem der zu bestimmenden Lasung ergeben keine Sti-
rung in einer Menge

bis 100 v: Lit, Nat, NH, %, K+, Rb?, (st Mgt+, Cat+,- Srtt, Bn“ , Y Latts,
Cett, Crtt, M+, Cott, Nit+, Catt, Agr, Zntr, Cdr, TI+, Sn++, Ph++, ShO*, Bi*++,
(1=, Br=, J=.C0,~ ~, SO,~~, NO,~, (K=, BO,~==, C10,~, C10,~, S0,~~, 8=, 8,0,~.
85,0577, Kieselsiure, Essigsidure, Oxalsiiure, Weinsiure, ('itronensiiure,

bis 50+v: Fett, Hgt+, Hgh, Zett++, Urr, Thret+, PO~~~ AsO,~~ -,

bis 25+: Fet++, Th+++, Spt+++ AgO,~~-, '

bis 15+v: VO, * 5, VO~ -,

bis 2.5 v: Al*++, Bett, MoO," -,

bis 1y: TiO*+H, )

NO,~ macht die jodometrische Bestimmung unmaglich.,

* Storend wirken vor allem TiO+4, Al+++, Bet+ und MoO,~~, wenn ibre \lcni..o iher
der oben angegebenen 'l‘oleranzgren/e liegt. Die Stérung durch Al+ rt, die in einer Akti-
vierung besteht, lifit sich dadurch ausschalten, dall man der l*crment Losung von vorn-
herein eine groBere Menge Alt++ zusetzt und die Eichkurve fiir diesen Fall gesondert.
bestimmt. Dic Empfindlichkeit des Ferments gegenitber F- sinkt in diesem Falle auf
die Halfte bis ein Drittel; 100 v Alt++ wirken nicht mehr storend.

Die Storung durch TiO*+ kann durch Zusatz griBerer Mengen Ammoniumoxalat he-
seitigt werden. Es erwies sich jedoch als vorteilhafter, auch in diesem Falle der Ferment-
Losung von vornherein Titanammoniumoxalat, OTi(0,C-C0O,-NH,),-H;0, + Ammo-
niumoxalat zuzusetzen und die Eichkurve auch hier gesondert zu besummen Die To-
leranz. gegeniiber TiOT+ betrigt in diesem I alle 25 y Titan. Die Empfindlichkeit des Fer-
ments gegeniiber ¥— ist in diesem Falle nicht erniedrigt. Fiir den selteneren Fall der
gleichzeitigen Anwesenheit von gréferen Mengen Titan und Aluminium kann die Eich-
kurve unter vorherigem Zusatz von Titan und Aluminium bestimmt werden.

Der Mikronachweis des F ' gestaltet sich so, daB man die ¥ -Schiidigung
des Yermentsbei pyy 3.5, 3.8 und 4.1 bestimmt und zugleich den Schidigungs-
grad einer mit Schwefelsiure abgerauchten Probe ermittelt. Ein Maximum
der Schiidigungbei pzr 3.8 und ein Verschwinden oder Kleinerwerden dér Schi-
digung in der abgerauchten Probe zeigt F~ an. Die Empfindlichkeit des Nach-
weises betrigt 0.02 y/cem. In vielen Fillen kann mit dem Nachweis zugleich
die quantitative Bestimmung erfolgen.

Zur quantitativen Mikrobestimmung des F~ wird fiir das betreffende Fer-
mentpriparat eine Eichkurve mit Hilfe von Losungen mit bekanntem F~-Ge-
halt ermittelt. Der MeBbereichumfaft Fluorid-Konzentrationen von 0.05 y/cem
bis 1+y/cem. Die Genauigkeit der Bestimmung betrigt +0.001-0.01 y/ccm
bei Durchfithrung als Doppelbestimmung je nach dem MeBbereich der Kurve.
Bezogen auf eingewogenes F~betrigt der maximale Fehler +£1%,. Der besondere
Vorteil dieser Bestimmungsmethode beruht darauf, daB man durch Verinde-
rung der Spaltungsbedingungen es in der Hand hat, die Methode auch ganz
speziellen Bediirfnissen anzupassen. So ergibt sich z.B. die Moglichkeit, auch
kleinere Mengen F~als 0.05 yy/ccm quantitativ zu erfassen, wenn man die Be-
stimmung bei pg 3.8 durchfithrt. In diesem Falle gelingt es, Mengen von 0.02
bis 0.1 y/cem mit einer Genauigkeit von +0.001 y zu bestimmen, wobei aller--
dings die vorhandenen Mengen an A1+++ Bet+t und MoO,*+ nicht groBer als
1.5 v sein diirfen.
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Ner Zeitbedarf dieser Bestimmung betrigt 3 Stdn.. Der Arbeitsbedarf ist dagegen
klein. So kann ein einzelner an einem Arbeitstage leicht 20 Doppelbestimmungen durch-
fithren. Die Aufarbeitung von 1 - Kartoffelsaft ergibt eine Fermentmenge, die fiir etwa
1000 Einzelbestimmungen ausreicht. '

Der Anwendungsbereich dieser Methode erstreckt sich anf die Bestimmung

‘von ionogenem Fluor. Organisch gebundenes Fluor muB nach einer der ibli-
chen Mikroverbrennungsmethoden in ionogene Form {iberfithrt werden. Das
in den Komplexen AlF, ~, SiFy ~ und TiFy ~ gebundene Fluor kann
ohne Zerstorung des Komplexes nach, dieser Methode bestimmt werden. Das
.in Form von BF,” vorliegende Fluor kann erst nach Zerstsrung des Kom-
' plexps im alkalischen Milieu bestimmt werden. ‘

Besonders einfach géstaltet sich die Bestimmung des F~ im Trinkwa_bssef.
Dje Bestimmung kann in diesem Falle ohne Vorbehgndlung (Konzentrierung)
erfolgen. Als storende Tonen kommen Alt++, TiO++ und Fet++ in Betracht.
In den meisten Fillen liegt die Menge dieser Ionen allerdings unter der Tole-
ranzgrenze, wie der qualitative Nachweis des Fluors zeigt. Auch fiir die Bestim-
mung von F~ in tierischem und pflanzlichem Material eignet sich eines der
iiblichen Veraschungsverfahren. Ein besonderer Vorteil liegt in dem geringen
Substanzbedarf. ) _

Inwieweit diese neue Methodik der enzymatischen Mikroanalyse auch fiir
die Bestimmung anderer Ionen, u.U. auch unter Verwendung anderer Fermente
benutzt werden kann, soll noch gepriift werden. ' '

Hrn. Professor B. Helferich spreche ich fiir die Ermoglichung diéser Arbeit und die

in jeder Weise gewihrte Unterstiitzung meinen tiefempfundenen Dank aus. Ein weiterer

" Dank gilt dem Kuratorium des Liebig-Stipendiums fiir die zuteil gewordene Unterstiit-.
zung. : . .
Beschreibung der Versuche.

Bestimmungsmethodik.

Verwendete Losungen: !/; mol. und 1/, mol. Dinatriumcitrat-Losung, !/ mol.
Citronensiure-Losung, 7.5-proz. Kaliumcarbonat-Losung, 5 » H,SO,, etwa 1/, n J (Titer-
einstellung unnétig), /;, » Na,S,0;. Simtliche Puffer-Losungen wurden mit bidestilliertem
Wasser angesetzt; die Losungen mit Citronensdure wurden unter kleinen Mengen Toluol
aufbewahrt. :

Substrat-Puffer- Lésung. Losung A: 2.14 ¢ Mononatrium-phenylphosphat (nach
Helferich und Stetter?®)) in 100 cem Y/, mol. Citronensiure-Lisung; Losung B: 2,14 g .
Mononatrium-phenylphosphat in 100 cem '/, mol. Dinatriumecitrat-Losung. '

Fiir Ansatz py 3.5: 8 Tle. Losung A +.2 Tle. Ldsung B,
fir Ansatz py 3.8: 6.5Tle. Losung A + 3.5 Tle. Lésung B,
: fiir. Ansatz py 4.1: 5 Tle. Losung A + 5 Tle. Losung B.

Bei Verwendung anderer Salze der Phenylphosphorsiure éndern sich die Zahlen ent-
sprechend. Die Losungen konnen einige Wochen unter Toluolzusatz im Eisschrank auf-
bewahrt werden. : : :

Darstellung der Fermenttrockenpriaparate von 20~-100 P.E./mg: 3 g des Pri-
parats aus der fraktionierten Acetonfillung nach Helferich und Stetter®) werden in ~
150 cem Y/, ) mol. Dinatriumecitrat-Losung geldst und eine Losung von 0.2 g Natriumsulfit
in wenig. Wasser hinzugegeben. Unter 6fterem Umschiitteln und Zerdriicken der grofiten
Teilchen wird die Losung 3 Stdn. stehengelassen und dann durch ein Faltenfilter abfil-
triert (infolge schlechten Filtrierens Zeitbedarf von mehreren Stdn.). Zum Filtrat werden
-darauf 4.ccm 2-proz. Tannin-Lésung (bei eiweiBreichen spiten Sorten bis zu 10 cem) unter
gutem Umrithren zugegeben. Nach 20 Min. wird der Niederschlag abzentrifugiert und
mehrmals mit wenig Wasser gewaschen. Dieser Niederschlag ist praktisch fermentfrei
und wird verworfen. . Die weiteren Fillungen werden mit je 4 cem Tannin-Losung durch- -
gefiihrt, bis das Filtrat auf weiteren Tanninzusatz keinen Niederschlag mehr ergibt. Die
Fallungen werden mit wenig Wasser gewaschen; die letzte Fillung enthilt praktiseh das
ganze Ferl;n,en_t. Sie wird durch mehrmalige Behandlung mit Aceton tanninfrei erhalten.
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Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator stellt das Fermentpriiparat ein weilles bis
graues Pulver dar, dessen Aktivitit je nach der Kartoffelsorte zwischen 20 und 100 PE/
mg liegt. Dic Aufbewahrung erfolgt im Exsiccator tiber Natriumhydroxyd. Auf cine Ver-
wendung hoherwertiger Priiparate wurde verzichtet, da diese nur geringe Haltbarkeit
aufweisen. :

Ferment-Yoésung: Eine abgewogene Menge Fermenttrockenpriparat wird mit soviel
1/,0 mol. Dinatriumcitrat- Lésung versetzt, daB in je 1.00 cem eine Formentmenge vorhan-
den ist, dic unter den Spaltungsbedingungen ctwa 1.5 mg. Phenol abspaltet (etwa 15 P.E.).
Die Losung wird 2 Stdn. im 20°-Thermostaten unter éfterem Umschiitteln anfbewahrt und
dann abfiltriert; dieses Filtrat bleibt 48 Stdn. zur Bestimmung benutzbar. Die Herstel-
lung der Ferment-Losung hat mit besonderer Sorgfalt zu erfolgen; die Zeit ist unbedingt
cinzuhalten. :

Spaltungsansatz: 2.00 ccm Substrat-Puffer-Losung 2- 1.00 cem der zu untersuchen-
den ¥F—-haltigen Lésung bzw. 1.00 ccm bidest. Wasser zum Vergleichsansatz werden in
einen 50 cem-Erlenmeyer-Kolben einpipettiert und in einen 20°-Thermostaten gebracht,.
Nach 10 Min. wird die ebenfafls im Thermostaten vorgewirmte Ferment-1:gsung (1.00 ccm)
einpipettiert und fiir eine. sofortige Durchmischung gesorgt. Es erweist sich ala zweck.
miiBig, die Zugabe der Ferment.Losung im genauen Abstand von 3 Min. vorzu-
nchmen. Nach dem VerschlieBen mit einem Gummistopfen wird durch drehende Bewe-
gung in gencigier Lage die Wand des Kolbchens gleichmiBig benetzt. Nach 120 Min.
wird mit 5 ccm 7.5-proz. Kaliumearbonat-Losung abgestoppt. Sofort nach der Durch-
mischung werden 10.00 cem /., 2 J zugegeben und nach 25 Min. mit 3 cem 5 n H,80,
angesiuert. Nach dem Ansiuern wird sofort mit »/,y Na,8,0, unter Benutzung einer
10 cem-Mikrobiirette zuriicktitriert. Die Genauigkeit der Bestimmung hiingt ganz wesent-
lich von der genauen Einhaltung dieser Bestimmungsvorschrift ab. Auch hier sind die
Zeiten unbedingt einzuhalten. Hat man mit der Anwesenheit von Thallium oder griBeren
Mengen Eisen zu rechnen, so hat die Titration unter Einleiten von Kohlendioxyd zu
-erfolgen.

Blindproben: 1.) 2.00 cem  Substrat-Puffer-Losung 4. 5.00 cem Kaliumearbonat-
Losung, Zugabe von 10.00 cem Jod-Lisung und anschlieBend 1.00 cem Ferment-Lisung.
2.} 2.00 cem Substrat-Puffer-Lisung + 1.00 ccm der zu untersuchenden ¥--haltigen Lo-
sung + 5 ccm Kaliumcarbonat-Losung, Zugabe von 10.00 cem Jod-Losung und anschlie-
Bend 1.00 cem Ferment-Losung. Ein Aufbewahren der Blindproben unter den gleichen
Bedingungen wie die eigentlichen Spaltungsansitze eriibrigt sich, wie durch zahlreiche
Kontrollen festgestellt wurde. 1as Ansiuern mit 52 H,8O, hat auch hier nach genau
25 Min. zu erfolgen.

P-Abhingigkeit der F~-Schiadigung: Die Ansiitze betrugen 4.00 cem (2.00 cem
Substrat-Puffer-Ldsung + 1.00 cem der F--haltigen Losung + 1.00 cem Ferment-Losung).
Der Spaltungsgrad wurde durch Veriinderung dev Zeit etwa gleich groB gehalten.

Tafel 1. Abhéingigkeit der ¥~-Schiidigung vom py. 0.5 mg Ferment, 20°, 1.21 v k'~

Jodverbr. Spaltungs-: Jodverbr. bei Spaltu_hgs-{ Schi-
Pn Vergleichsansatz grad | Zusatz von ¥ grad | digung
.56 285  2.86 100°;, 163 1.63 57.197 42.9%,
3.75 251 271 » 1.45 147 53.8%, 46.29,
3.86 3.08 3.09 »” 1.69 1.72 55.3%, 44.7%
4.10 321 3.23 » 203 200 62.6%; 37.49%,
4.51 313 315 . 256 2.53 81.09 19.0%;,
5.21 3.42 340 » 313 312 91.8% 8.49%,

Tafel 2. Temperaturabhiingigkeit der }--Schiidigung. Spaltungsgrad durch
Variation der Zeit etwa gleich grofl, py 4.10, 0.5 mg Ferment, 0.722 v ¥,

Temperatur: 100 150 i 200 250 300

Schidigung: 31.4Y;, 30.7% - ‘ 28.5% | 25.00, 20.3%,
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Tafel 3. Variation der Substratkonzentration. Temp. 20°, py 4.10, Ferment-
Losung 18 P.E./cem,; 0.722 v F-.

Substratkonzentration: ! 0.4 mol. [ 0.2 mol. | 0.1 mol. ‘0.05 mol.|0.025mol.
Schidigung: 19.1% | 25.0% 30.1%, ] 219% | 26.7%

Tafel 4. Variation der Fermentkonzentration.
Temp. 20°, py 4.10, Spaltungsgrad etwa gleich grof},
Ferment-Lisung 18 P.E./ccm, 0.722 + F-,

Ferment-Losung unverd. i 27.8%, Schadigung
Ferment-Losung verd. 1:1 | 29.6% »
Ferment-Losung verd. 1: 3 31.7% »

Nachweis des F-: Es werden je 2 Spaltungsansitze (1 Ansatz mit bidest. Wasser
und 1 Ansatz mit der zu untersuchenden Losung) bei py 3.3, 3.8 und 4.1 angesetzt. Die
zu untersuchende Loésung wird nach Prifung auf groBere Mengen Alt++, Bet+ und
MoO,* in der entsprechenden Verdiinnung zugegeben. Die Spaltungszeit wird so variiert,
daB ungefiihr ein gleicher Spaltungsgrad erreicht wird; Zeitverhiltnis etwa 4:2:1. Ein
Teil der zu untersuchenden Lésung wird mit Schwefelsiure im Platintiegel abgeraucht
und in der gleichen Verdiinnung bei pyy 3.8 oder 4.1 bestimmt. Ein Maximum der Schi-
digung bei py; 3.8 und die Aufhebung oder das Kleinerwerden der Schidigung in der abge-
rauchten Probe zeigt F— an. Bei Anwesenheit von storenderi Mengen Al+++, Bett und
MoO~~ tritt kein Maximum der Schidigimg auf. Die abgerauchte Probe zeigt in diesem
Falle eine Aktivierung gegeniiber dem Vergleichsansatz. Tritt infolge der Gegenwart gro-
Berer Mengen stirender Jonen kein deutliches Maximum der Schidigung auf, so ist das
Kleinerwerden der Schiidigung in der abgerauchten Probe heweisend.

Quantitative Bestimmung des F—: Zur Mikrobestimmung werden 1-6 mg der
zu untersuchenden Probe in einem 1000 ccm-MeBkolben unter Verwendung von bidest

Tafel 5. Eichkurven fiir 2 verschiedene Fermentpriparate.

v F- Jodverbrauch in cem | Spaltung | Schidigung
Priip. I: 18 P.E./mg, py 4.1; Zeit: 120 Min.

— 480 481 4.80 100.0% —
1.182 3.09 3.1l 64.6%, 35.4%,
1.034 323 322 67.20;, 32:8%,
0.887 337 3.38 7039, 29.79,
0.739 353 3.54 73.69%, 26.49,
0.591 373 372 77.6%, 22.49
0.444 394 394 82.19, 17.9%,
0.296 418 415 86.8%, 13.29,
0.148 445 445 92.79, 7.3%,
0.074 4.62  4.64 96.49, 3.6%,

Priip. I1I: 34 P.E./mg

— 550 551 551 100.0% —
1.182 318 ‘317 57.6%, 42.4%,
1.034 335 3.32 60.5%, 39.5%,
0.887 3.53 355 64.29, 35.8%,
0.739 375 375 68.0%, 32.0%,

— 554 556 5.55 100.0%, —
0.591 406 4.06 72.89, 27.29,
0.444 433 431 77.8%, 22.29,
0.296 466 4.65 83.99, 16.19,
0:148 503 5.02 90.5%, 9.5%,
0.074 521 524 94.7%, 5.3%,

Wasser gelost. 1.00 com dieser Lisung wird dann zur Bestimmung benutzt. Die Ein-
waage wird so gewiihlt, daB je 1 ccm 0.1-1y F- enthalten ist. Zur Eichung der Ferment-
priiparate wurde analysenreines Natriumfluorid verwendet. Fs werden etwa 2mg Na-
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triumfluorid ecingewogen und in einem 1000 ccm-MeBkolben iiherfithrt. Durch entspre-
chende Verdiinnung werden verschiedene- Konzentrationen an F- hergestellt. In den
meisten Fillen geniigt es, fiir ein Fermentpriparat die Eichkurve bis 1 vy einmal durch
Bestimmung von etwa 8 Kurvenpunkten genau festzulegen. Fir eine u.U. spitere Nach-
cichung kommt man mit der Hilfte der Kurvenpunkte aus. Es empfiehlt sich, einen
groBlen Vorrat an bidest. Wasser herzustellen und alle Losungen in groBerer. Menge anzu-
setzen, um eine Konstanz der Versuchshedingungen fiir die einzelnen Bestimmungen zu
gewiihrleisten. Nach dem Neuansetzen von Lisungen mufl mit einer Losung von bekann-
tem F--Gehalt die unverinderte Lage der Kurve kontrolliert werden. Bei einer fest-
gestellten Verschiebung ist die Kurve neu zu bestimmen. Handelt es sich um Proben,
bei denen der Gehalt an fremden Ionen nicht bekannt ist, so hat mit der-quantitativen
Bestimmung der qualitative Nachweis zugleich zu erfolgen. Stérende Mengen an fremden
Tonen machen sich durch eine Beeinflussung des Ferments in der abgerauchten Probe
hemerkbar, wobei Alt++, Bev und MoO,~— cine Aktivierung des Ferments bewirken:
Hat man mit groBeren Mengen hoherwertiger Ionen zu rechnen oder sind CrQ,~~ und
MnO,~ vorhanden, so muf} dic zu bestimmende Lisung vorher reduziert werden.

Tafel 6. Richkurveunter Zusatz von Alaminium.
Der Substrat. Puffer- Losung wurden 0.5 mg Aluminium(11I)-sulfat/cem zugesetat.
Fermentpriiparat I.

v - Jodverbrauchin cem ! Schiidiguny
| 195 497 495 —
1.182 391 391 21.00,,
1.034 399 401 19.2°,
0.887 411 411 17.00;,
0.739 423  4.23 14.6¢,
0.591 436 435 12.00,
—_ 500 501 5.00 —
0.444 451 452 9.7Y%
0.296 4.68 4.67 6.3%,
0.148 485 4.82 3.39
0.074 495 495 1.09%,
%
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Abbild. Eichkurven fiir 2 verschiedene Fermentpriparate.

Eichkurve unter Titan-Zusatz: Der Substrat-Puffer-Losung wurden 0.15 my
Titanammoniumoxalat -+ 1.0 mg Ammoniumoxalat/ccm zugesetzt. Die Menge des Fer-
mentpraparats mufl um etwa !/, erhéht werden. Die Kurve entspricht mit geringen Ab-
weichungen der Kurve ohne Zusatz von Titan.
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Eichkurve unter Zusatz von Aluminium und Titan: Es wurden 0.5 mg Alu-
minjium(III)-sulfat + 0.15 mg Titanammoniumoxalat + 1mg Ammoniumoxalat/ccm des
Substrat -Puffer-Gemisches zugesetzt. Die Kurve entsprichti bis auf geringe Abweichungen
der Kurve mit Aluminium-Zusatz.

Bestimmung von F~ in Wasser: Man priift mit der Nachweisreaktion auf ¥-.
Tritt in der mit Schwefelsiure abgerauchten Probe keine Beeinflussung der Ferment-
wirkung ein, dann sind keine stérenden Mengen an fremden Ionen vorhanden und die
quantitative Bestimmung kann in diesem Falle mit dem Nachweis zugleich erfolgen. Tritt
in der abgerauchten Probe eine Aktivierung ein, so ist Aluminium in storender Menge
vorhanden. Die Bestimmung muf in diesem Falle mit Hilfe der Eichkurve unter Alu-
minium-Zusatz erfolgen. Bei einer Schidigung in der abgerauchten Probe muB auf sto-
rende Mengen von Fe+++ (starke Blaufiarbung mit Tannin) und Titan gepriift werden. Die
Probe muB gegebenenfalls reduziert oder die Eichkurve unter Titan-Zusatz gewahlt wer-
den. Zur Reduktion wurden 1 mg metallisches Calcium/cem angewandt, nachdem zuvor
die entsprechende ‘Menge Salzsiure 7ugegeben worden war. Die Volumeninderung muf}
dabei beriicksichtigt werden. Durch eine Bestimmung mit synthet. fluorfreiem Wasser,
das durch Verbrennen von reinem Wasserstoff in einer Quarzapparatur erzeugt wird, iiber-
zeuge man sich davon, daB der F~-(iehalt des bidest. Wassers.unterhalb der Nachweis.
barkeitsgrenzo liegt. Ist das nicht der Fall, so hat die Festlegung der Eichkurve unter
Verwendung von synthet. Wasser zu erfolgen .

Tafel 7. Bestimmung von F~ in Wasser.

Verwendung des Fermentpriparates 11.

PH 3.5 P 38| pr4] abgeraﬁu hllie1 Probe Gef.
1) Leitungswasser
Bonn ........... 6.19; 111.37%,110.1%;, keine Schidigung 0.162 + F~/cem
:()ri{i%i%%i%w:s:urve 1.49% | 2.19, | 3.8% 0.8%; Aktivierung
Ferment-Priparat { 0.6%, 0.061 v F~/cem

Bestimmung des F~ in pflanzlichem und tierischem Material: Der Auf.
schluB kann nach einem der iiblichen Veraschungsverfahren erfolgen. Es wurde in der
Hauptsache nach dem Veraschungsverfahren von H. v. Zehmen?') gearbeitet. Die Ein-
waage betriigt 50—500 mg Trockensubstanz; Zugabe von 20—100 mg Calciumoxyd. Nach
der Aufnahme in der abgemessenen Menge bidest. Wasser (je nach der gewiinschten Ver-
diinnung 10100 ccm) wird mit Schwefelsiure neutralisiert. In der Folge wird so ver-
fahren wie bei der F—-Bestimmung im Wasser.

Bestimmung des F~ im menschlichen Blut: Es wurden 220 my einge-
wogen, nach der Veraschung in 10 com bidest. Wasser aufgenommen und zentrifngiert;
darauf wurde die Losung neutralisiert.

Bestimmung mit demn Fermentpriiparat IT.

PH 3.3 ’ pg 3.8 | pyél l abgerauchtc Probe py 4. l V Gef.

0.3%, ] 1.29, - 0.7% i keine bchudlgung | 0.013 v/ccm 014 Y ¥

" Dies entspricht einem F~-Gehalt von 63.7 v F- 0.

Vergleichsweise wurden von H. Hartmann, E. Chytr ck und R. Ammaon?)27-74 ~
¥~ 9% und von K. Kraft und R. May G) 50108 ~+ F=/100 ¢em gefunden.

%) Angew. Chem. 57, 159 [1944]. ) Ztschr. physiol. Chem. 265, 52 [1940].
%) Ztschr. physiol. Chem. 246, 242 [1937].
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Analysenbeispiele.

Ferment-Priparat L Gegebene Menge auf 100 ccm aufégf—iillt; 1 ccgl—z;r Best. gegeben.

i Jodverbrauch in ccm Schadi
‘ - chadi- |,
Gegeben | Vergleichs- l Best..Ansatz| _ung Gefunden
| Ansatz
9.71 v F-+ 50 mg CuSO, ....... 4.93 4.93 4.69 4.70 4.89, 98y
19.42 y F~+ 10 mg Borséure. ... .. 493 4.93 4.48 4.46 9.3% 19.3+
48.54 v F~ + 100 mg Zn-Acetat+100
mgMgSO, .......... 493 493 | 3.98 398 | 193% | 487y
7092vyF- 4 Tmg NH,SCN ...... 481 482 | 3.59 3.58 | 25.6% | 70.7v
102.8 v F--+ 50 mg MnCl,+ 70 mg
Pb(NO,), ..... PR 4.81. 4.82 327 325 | 323% {1013y
+ Ferment-Priparat II.
1457y F-+ 5mg K AsO,........ 5.63 5.62 5.10 5.10 9.3% | 145y
3884y F-+ 2mg Al,(SO,); .. .... 5.63 5.62 451 449 | 20.0% | 39.0y
47.28 v ¥+ 50 mg Fe(NH,),(SO,)- -
6H,O ............. 5.63 5.62 4.31 4.32 23.3% | 415y
50.17yF~+7mgHgCly ......... 546 546 | 4.14 412 | 2449 | 504y
55.41+ F- + 200 mg KCr(S0,), - '
12H,0 ............ 546 546 | 4.04 402 | 262% | 55.7v
Fermentpriparat I, vorheriger Zusatz von Aluminjum.
-38.84vF—+ 60mg Al,(SO,); ...... i 5.05 5.07 ] 463 4.63 | 8.59% 385y
4854y F-+ 100 mg Na,SO; ...... 505 507 = 4.54 4.54 | 10.3% : 484+
Ferment-Priiparat II. ‘
l % Fl
Sbst. Einwaage | Schidigung ‘o 20O
‘ ber. gef.
CaFy . oooviiiii i 1.425 mg 30.49%, 48.7% 48.3%
BaF, ..ot 1.478 mg 17.29, 21.7% 21.59%,
(NH,),TiFg ....cvvvinniiinnan.. 1.063 mg 27.9% 57.69, 57.2%,
(NH)AIFg ..ovvvieaieene 1.079 mg 28.69%, 58.5%, 58.69%,
KBF, nach Eindampfen mit 20 mg
Ca(OH)y . oooviiiiiiiii e 1.480 mg 35.8% 60.49%, 59.9%;,
2

91. Sigurd Olsen: Uber eine Untersuchung in der Dreikohlenstoffreihe
und zwei neue Wege zur Synthese des Glycerins*).

(Unter Mitarbeit von Luise Kiihn und Claus-Dietrich ¥riedberg.)

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Gattingen.]
K ngegangen am 5. Februar 1948.)

In Fortfiihrung einer fritheren Untersuchung iiber die Umsetzung
von Formaldehyd mit A'thylen in Gegenwart von Eisessig und
Schwefelsiure wird gezeigt, daB das dabei entstehende Trimethylen-
glykol-diacetat auf zwei Wegen in Glycerin iiberfithrbar ist. Im Zu-
sammenhang hiermit werden die Mdoglichkeiten und Bedingungen
erirtert, unter denert eine Chlorierung des Trimethylenglykol-diace-
tats zu Carbonylverbindungen der Dreikohlenstoffreihe fithrt.

Wie bekannt, ist es gelungen, durch Oxydation .von Paraffin zu héheren Fett-
siuren und_d_l}rch deren, Veresterung niit (Rlycerin zu Fetten zu gelangen. Ein vollsynthe-

—-»*; Vorgetragen auf der Tagung der Gesellschaft Deutscher Chemiker i. d. Brit. Zone
in Bonn am 7. Oktoher 1947; vergl. Vortragsref. Angew. Chem. 60, 59 [1948].






