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S t e t t e r : Enzymatische Mikroanalyse des Fluor-Ions. 
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[Aus rlcm Chemkchen Institiit der Universitat Bonn.] 
. (Eingegangen am 25. F’ebruar 1948.) 

Die starke Schiidigung der Kartoffelphosphatase durch das Fluor- 
Ion wurdc in  ihrer Abhiingigkeit vom PH, der Temperatur, der Fer- 
nientkonzcntration und der Substratkonzentration untersucht. Durch 
Variation diemr Faktoren gelang es, die Fluor-Empfindlichkeit des 
Ferments erheblich zu steigern und den EinfluB des griiOten Teils 
der andercn Tonen weitgehend auszusrhalten. ER wurde so ein Mikro- 
nachweis drs P- gefunden. der darauf beruht, daO die F--Schildi- 
bmg bei PH 3.8 ein Maximum zeigt; die Rmpfindlichkeit betragt 
0.02 y/ccrn. Fcrnw wurde eine Mikrobestimmung fiir F- ausgear- 
boitet, die PR gmtattct, F--Mengcn von 0.05-1 y rnit einer Gemuig- 
keit von &0.001-0.01 y je nach dem Bereich der Eichkurve zu be- 
ntimmen. Die Genauigkcit auf eingcwogenco EL bezogen betriigt 
-1%. Sbiirend wirken vor allem die lonen Tiof+, Al+++, Be++ und 
MOO,--. Die S t o r u y  durch Al+++ und TiO-+ wurde dadurch aus- 
geschaltct, daB dcm Ferment von vornherein eine grouere Mcnge 
A+++ und TiO+T zugcsetzt wurdc. Die Anwendung dieser Mikro- 
bestimmungsmethode fur P- auf die Bestimmung des F- im Trink- 
wasser uqd im pflanrlichen uqtl tierisrhcn Material wird beschrieben. 

Die starke Schiidigung, die das F bei den Fermenten aus der Gruppe der 
Esterasen bewirkt, legt den Gedanken nahe, eine Nachweis- und Bestimmungs- 
methtde 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 grol3er Teil 
anderer Tonen ebenfalls einen starken EinfluB auf die Esterasen ausubt und 
auBerdem die verschiedensten organischen Verbindungen eine Beeinflussung 
dieser Fermente ergeben, ist dieser Nachweis in der vorgeschlagenen Form nur 
mit grol3tem Vorbehalt als spezifisch fur F zu bezeichnen. 

Die von E. PfankuchP) entdeckte Kartoffelphosphatase ist ebenfalls sehr 
empfindlich gegen P ; sie kann durch fraktionierte Tanninfallung nach der 
Methode von B. Hel fe r ich  und H. Ste t te rs )  sehr leicht in Form von halt- 
beren Trockdnpriiparaten gewonnen werden. A u ~ h  dieses Ferment ist gegen- 
uber den verschiedensten Ioneneinfliissen sehr empfindlich. Es bestand nun 
die Absicht, einen spezifischen qualitativen Nachweis fur F .  auf Grund der 
Schiidigung des Ferments dmch das F auszuarbeiten und die Beeinflussung 
des Ferments durch F quantitativ ad erfassen, um mit Hilfe der sich daraus 
ergebenden Kurve umgekehrt eine quantitative Erfassung der F -Menge zu 
ermoglichen. Hierzu aber war es n’iitig, den gr6Bten l’eil des Einflusses der 
fremden Ionen soweit auszuschalten, daB eine Storung einer F -13estimmung 
nicht mehr eintritt. %u diesern Zweclc wurde versucht, durch h d e r u n g  der 
Spaltungsbedingungen eine Steigerung der Empfindlichkeit des Ferments 
gegeniiber F zii erreichen. Es wurde der EinfluB der Temperatur, des PH, 
der Fermentkonzentration und der Substratkonzentration untersucht. Als Be- 
stimmungsmethode wurde die genaue und bequem durchfiihrbare jodometri- 

I )  Journ. biol. C‘hern. 4, 149 [1908]. 
3, A. 568, 234 [1947]; N O ,  191 [l948]. 

?) Ztschr. physiol. Chcm. 841, 34 [1936]. 
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sche Bestin3niung des aus Phenylphosphat abgespdtenen Phenols in der von 
Hel fer ich  und S t e t  t el-?) beschriebenen Forin gewiihlt. Der Spaltungsansatz 
betriigt 4.00 ccni (2.00 ccni Substrut-Puffer-Lijsung + 1 .OO ccm der F -haltigen 
Liisung k 1.00 ccni Ferment-lliisung). -21s Vergleichsnnsatz wird an Stelb von 
1.00 ccm der zu bestiminenden Liisung 1 ccm bidestilliertes Wasser angewandt. 
Der Ionen-EinfluB wird in % Schiidigung gemessen, wobei unter % Schadi- 
gung die Abnnhme der Spaltung unter dem EinfluB der zugesetzten Ionen 
zu verstehen ist, ausgedriickt in der Spaltung des Vergleichsansatzes 
ohne Ionenzusutz, z.B. : Spultnngsgrud des Vergleichsansatzes (Jodverbrauch 
ri.00 ccm) 100.0% ; Spaltungsgrad des -4nstttz8s unter Ionenzusatz (Jodver- 
brauch 3.00 ccm). 60.0%; Schiidigung = 40.0%. 

Da die Kartoffelphosphatclse in1 Gegensltte zy vielen anderen Fermenten 
gegen den EinfluB der Waserstoff-Ionen-Konzentration VerhiiltnismiiBig un- 
einpfindlich ist, ist es moglich die Fernientwirkung auch weit auBerhalb des 
qptiinalen pHBereiches von 5.2 (bei hoherwertigen Priiparaten bis zu PH 6.2 
verschoben) zu verfolgen. Eine -4banderung des pH-Werts ergab eine starke 
Steigerung der Ernpfindlichkeit des Fernienta gegeniiber F beim cbergang 
zu niedrigenpwWecten,wobei bei p~ 3.8 ein deutliches Maximum der SchMi- 
gung huftrat. Zugleich verschwindet eingroBer Teil des Einflusses der anderen 
Ionen. Dieses Empfindlichkeits-Masimuni bei PH 3.8 ist spezifisch fur F . 

Die Veriindemng der Temperutur zeigt eSne deutliche Zunahme der F - 
Schiidigung niit sinliender Tenipelotur. Bei eiiier Substratkonzentration von 
0.1-0.05 mol .  liegt ebeiifalls eiii Maximum der Schiidigung. Die Erhohung 
der Fermentkonzentration ergibt dagegen eine nur geringe Abnahme der Schii- 
digung, wiihrend der Spaltungsgrad fast ohne EinfluB auf den Schiidigungs- 
grad ist. 

Als gunstigster pH-West fiir die Bestimniung des F wurde p~ 4.1 gewahlt, 
da bei 'dem an sich giinstigeren pH-Wert von 3.8 eine zu starke Heeinflussung 
des Ferments durch kleine Mengen von Al-' ff, Be' + und MOO, - eintritt. Die 
Spaltungsteniperatur betragt 20° bei einer Subatratkonzentration von 'Izo 
ntol. und einer Spaltungszeit von 2 Stdn. Die Fernientmenge wird so gewiihlt, 
d& der Spaltungsgrad unter den angegebenen Hedingungen etwa l l y $  be- 
triigt; die$ entspricht einer Fernientmenge von etwa 1.5 P.E. 

Da eine Menge von 0.5 y F- R I S  mittlere Hestiinmungsmenge angenommen 
uird, wurde der Einfluli einer' groSeren Anzahl von Ionen auf das Ferment in 
einer Menge von 100 y gleioh der 200-fhchen Menge der mittleren zu bestimmen- 
den F -Mengeunterdengew&hlten Bedingungen untersucht. In  den nieistenFii1- 
len kann die angegebene Menge an Fremd-lonen urn das Vielfache iiberschrit- 
ten werden, ohne daB eine Beeinflussong des Perinen@ eintritt. Sie betragt in 
nianchen Fiillen .das mehr uls 2000-fache der mittferen Bestimmungsmenge 
des I?-. In ttllen Fiillen, in denen beabsichtigt ist, das k-- i, Ggw. groBerer 
Sfengen Frenid-Ionen als hies angegeben zu bestinmen, empfiehlt es sich, fur 
dus betreffende Ferinelitpriiparat durch einige Spdtnngsansiltze unter Zugabe 
steigender Mengkn des betreffenden Ions die Tolemnzgrenze zu bestimmen. 
Unter Toleranzgrenze sol1 die hlenge an Frenid-Ionen verstanden werden, die 

----- ____ 
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eben noch lieine 13eeinflussung der Fermentwirkung unter den geiviihlten Spal- 
tungsbedingungen ergibt. 

Prr! Spdtungsatisntz Iizw. 1 .(JO c c m  drr  zu bcstimmcnden Liisunp ergelwn k i n e  St.ii- 
iusg in caincr 3fengc. 

his 100 y: I+, %-LIT-, SH,--, K+, Rh', C'Y'-, Ng++, Ca++,. Sr++. H t I + d ,  Y + I - ' - ,  I,;I+++. 
C'et tf, c4rl .+,  hfn-++', C!o-k+,  Nit+, C'u k+, Agf, Zn+f, C'd-7, TI+, &I++, I%+.+, SIiO', T3i"+. 

S20i-- ,  Kieselslure, Essigsiiure. Osalsiiure, W'cinsiiure, ( 'itron.ensiiurt., 
('I-, Rr-, J-. co:,- -, so,---, No:j-, C'R'--, Iw3---, C!1O3-, C'IO,-, so:<--, s- -, s20s--. 

biu 5 O y :  JJe++, Hg++, Hgl-, %r+l+.+, U ~ T ,  Thf--f--, POd---, A\~O:<-- - ,  
bis 25y: I+++-', TI+++, Sn!+ '* .  As(),----, 

his 2.6 y : A1 +++, Re++, I\IoO,-. --, 
bis 1 y: TiO+-C. 
NO,-- niacht (lit. jodometrisi~he Hestimmung ttnintigl ich. 
St6rcnd wirken vor alleni TiO+-+, Alk++, Ret+ und Mo(14--, wtqn ihrc Ncngc. Ulict- 

tlcr ohea angegebenen 'roleranzgrenxe 1.iegt. 1Xe Storung durch Alf'vf, die in  einer Akti- 
vierung besteht, ]%lit sich dadurrh aussrhalten, den man der Ferment-Lijsung von vorn- 
liercin einc gGBcrc Mcnge AI+++ zusetzt und dir  Eichkurve fur diesen Fall gesondci-t 
Imtimmt. Die Enipfindlirhkeit des Ferments gegenuher F- sinkt i s  dirscm E'all~ auf 
die Halftc bis ein Ilrittel; 100 y Al+++ wirken nicht mchr stiirend. 

.Die Stijrung durch Ti0 '+ kann durch Zusotz griinerer Mengen Ammon.iiinioxalat be- 
scitigt werdtm. I T S  envies sich jedoch als vorteilhafter. auch i s  diesem F d e  clcr Prrment- 
Losung von vornhcrein Titanammoniumoxalat, OTi(O,C-CO,.KR,)Z .H,O, -1- Ammo- 
niumoxalat zuzusetzen und die Eirhkurve auch hier gesondert zu bestimmen. Die To- 
leranz gegenuber Ti()++ betragt in diesem 13'aIle 25 y Titan. Die lhpfindlirhkeit des Fer- 
ments gcgen.uher F- ist in diesem Fdle n.icht erniodrigt. Fur den selteieren Fall der 
gleichzeitipn Aswesenheit von groneren Mcngen Titan und Alumin.ium kaqn die Eich- 
kurve untcr vorherigem Zusatz von Titan und Aluminium bestimmt serden. 

Der Mikronachweis des F gestsltet sich so, daB'man die P '-Schii,digung 
des Permentsbei PH 3.5, 3.8 und 4.1 bestimmt und zugleich den Schiidigungs- 
grad einer mit Schwefelsiiure abgerauchten Probe ermittelt. Ein Maximum 
der Schiidigimgbei PH 3.8 iind ein Verschuinden oder Kleinerwerden der Schii- 
digung in der abgerduchten Probe zeigt F' an. Die Empfindlichkeit des Nach- 
weises betriigt 0.02 ylccm. I n  vielen Flillen kann tuit dem Xachu-eis zugleich 
die quantitative Bestimmung erfolgen. 

Zur quantitativen Mikrobestimmung des F- wird fur des betreffende Fer- 
mentpriiparat eine Eichkurve mit Hilfe von Losungen mit bekanntem F--Ge- 
halt ermittelt. Der MeBbereichumfaBtFluorid-Konzentrat,ionen von 0.05 y/ccm 
bis 1 y/ccm. Die Genauigkeit der Bestimmung betriigt hO.001-0.01 y/ccm 
bei Durchfiihrung als Doppelbestimmung je nach dem MeBbereich der Kurve. 
Bezogenauf eingewogenes F-betragt der maximale Fehler f 1 %. Der besondere 
Vorteil dieser Bestimmungsmethode beruht darauf, daB man durch Verande- 
rung der Spaltungsbedingungen ed in der Hand hat, die Methode auch ganz 
speziellen Bediirfnissen anzupassen. So ergibt sich z.B. die Xoglichkeit, auch 
kleinere Mengen P als 0.05 y/ccm quantitativ zu erfassen, wenn man die Be- 
stirnmung bei PH 3.8 durchfiihrt. In diesem Falle gelingt es, Mengen yon 0.02 
bis 0.1 y/ccm mit einer Genauigkeit von hO.001 y zu bestimmen, wobei aller-, 
dings die vorhandenen Mengen an Al+++, Be++ und MOO,++ nicht groBer als 
1.5 y sein diirfen. 

bis 15.:: co, t !. 2 ,  4 7 
I..() - -- 
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Der Zeitbedarf dieser Bestimmung betragt 3 Stdn. Der Arbeitsbedarf ist dagegen 
klein. So kann ein einzelner an einem Arbeitstage leicht 20 Doppelbestimmungen duTch- 
fuhren. Die Aufarbeitung von 1 1 Kartoffelsaft ergibt cine Ferinentniengc, die fur etwa 
1000 Einzelbestimmungen ausreicht. 

Der Anwendungsbereich dieser Methode erstreckt sich anf die Bestimmung 
von ionogenem Fluor. Organisch gebundenes Fluor muB nach einer der iibli- 
chen Mikroverbrennungsmethoden in ionogene Form iiberfiihrt werden. Das 
in den Komplexen AlF, ~ - ,  SiF6-- und TiF6-- gebundene Fluor kann 
ohne Zerstorung des Komplexes nach, dieser Methode bestimmt werden. Das 
in Form von BF, vorliegende Fluor kann eist nach Zerstorung des Kom- 
plexes in1 alkalischen Milieu bestimmt werden. 

Besonders einfach gestaltet sich die Bestinimung des F- in1 Trinkwasser. 
Die Bestimmung kann in diesem Falle ohne Vorbebndlung (Konzentrierung) 
erfolgen. Als storepde Ionen kommen Al+++, TiO++ und Fe+++ in Betracht. 
In  den meisten Fiillen liegt die Menge dieser Ionen allerdings unter der Tole- 
ranzgrenze, wie der qualitative Nachweis des Fluors zeigt. Auch fur 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 fur 
die Bestimmung anderer Ionen, u.U. auch unter Verwendung anderer Fermente 
benutzt werden kann, sol1 noch gepriift werden. 

Hrn. Professor R. Helfer ich spreche ich fur die Ermbglichung dieser Arbeit und die 
in jeder Weise gewahrte Unterstutzung meinen tiefempfundenen Dank aus. Ein weiterer 
Dank gilt dem Knratorium des Liebig-Stipendiums fur die zutcil gewordene Unterstut- 
zung. 

Beschreibung der Vcrsuche. 
B e s t i  m in u ng s m e t h o d i k. 

Berwendete  Losungen: ‘i5 naol. und m o l .  Dinatriumcitrat-Lbsung, mol. 
Citronensaure-Losung, 7.5-proz. Kaliumcarbonat-Lbsung, 5 n H,SO,, etwa 1/50 n J (Titer- 
einstellung unnotig), n Na,S,O,. Samtliche Puffer-Losungen wurden rnit bidestilliertem 
Wasger angesetzt ; die Losungen rnit Citronensaure wurden unter kleinen Mengen Toluol 
aufbewahrt. 

Subs t r a t -Puf fe r -  Losung. Losung A: 2.14 g Mononatrium-phenylphosphat (nach 
Helfer ich und Ste t te r j ) )  in 100 ccm mol. Citronensiiure-L6sung; Losung B: 2.14 g 
Mononatrium-phenylphosphat in  100 ccm 1/5 mol. Dinatrimeitrat-Losung. 

FurAnsatz p~ 3.5: 8 Tle. Losung A + 2 Tle. Losung B, 
fur Ansatz PH 3.8: 6.5 Tle. Losung A + 3.5 Tle. Losung B, 
fur Ansatz PH 4.1: 5 Tle. Losung A + 5 Tle. Losung B. 

Bei Verwendung anderer Salze der Pbenylphosphorsaure andern sich die Zahlen ent- 
sprechend. Die Losungen kiinnen einige Wochen unter Toluolzusatz im Eisschrank auf - 
bewahrt werden. 

Dars te l lung  der  Fernienttrockenpriiparate von 20-100 P.E./mg: 3 g des Prii- 
parats aus der fraktionierten Acetonfallung nach Helfer ich und S te t t e r3 )  werden in ’ 

150 ccm mol. Dinatriumcitrat-Losung gelost und eine Losung von 0.2 g Natriumsulfit 
in wenig Wasser hinzugegeben. Unter ofterem Umschutteln und Zerdrucken der groljten 
Teilchen wird die Lijsung 3 Stdn. stehengelassen und dann durch ein Faltenfilter abfil- 
triert (infolge schlechten Biltrierens Zeitbedarf von mehreren Stdn.). Zum Filtrat werden 
darauf 4 ccm 2-proz. Tannin-Losung (bei eiweiareichen spaten Sorten bis zu 10 ccm) unter 
gutem Umruhren zugegeben. Nach 20 Min. wird der Niederschlag abzentrifugiert und 
mehrmals rnit wenig Waeser gewaschen. Dieser Niederschlag ist praktisch fermentfrei 
und wird verworfen. Die weiteren Pallungen werden mit je 4 ccm Tannin-Losung durch- 
gefuhrt, bis das Filtrat auf weiteren Tanninzusatz keinen Niederschlag mehr ergibt. Die 
Fallungen werden mit wenig Wasser gewaschen; die letzte Fallung enthalt praktisrh das 
ganze Ferment. Sie wird durch mehrmalige Behandlung mit Aceton tanninfrci crhalten. 

I 
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3.56 
3.75 
3.8G 
4.10 
4.51 
5.21 

Nach dem Trockncn in1 Vakuumexsiccator stcllt das Ferincntpdparat ein weiks  Ibis 
graues t’ulvcr dar, dcssrn Aktivitiit j e  nach dcr ICnrtoffcboitc zwisrhen 20 und 100 P.E/ 
mg lie@. Die dufbewahrung crfolgt iin Exsiccator iiber Natriunlhydroxyd. Auf cine Ver- 
wendmg hiihciwertiger Prjiparatc wnrde vrnichtet, dn dicse nur gcringc Hultbarlicit 
aufweisrn. 

F c r m r n t  -T,iisung: Einc nbgewogcqe Mengc ~crmeiittrockenpriipurat wird rnit sovirl 
ntol. ninatriuincitrat- sun^ versetzt, dnU in jc 1.00 rcm einc Fcrmeqtmenge vorhan- 

dcn ist, die unter den Spaltun@bedingungen ctwa 1.5 n ~ g .  Yheeol abspaltet (etwa 15 P.E.). 
Die Losung w i d  2 8 th .  im 100-Tlicrmostaten uiktcr iiftercm 1-mschutteln aufbcwahrt und ’ 
&an abfiltrirrt; dieses Filtrat hleibt 48 Stdn. zur Bestimmuw bmutxbar. Die Hewtel- 
lung der Y(’c.rment-J&ung hat  mit besondcwr Sorgfalt 211 erfolgcn; clir Zeit ist unbcdingt 
cinzuhaltcn. 

S p a l t u n g s a n s a t z :  2.00 ccm Substrat-Puffer-Lijsun~ 2- 1.00 con tler zu untc~uclicti- 
den F--Iialtigen JAsung bzw. 1.00 ccm bidcst. Wasser zum Vergleichsansatz werden in  
einen 50 ~ ~ - ~ r l e n i n c ~ ~ , r - ~ o l ~ c n  einpipettitrt und i n  cinen 200-Thermostaten gehracht. 
Nach 10 Min. wird dic ebenfab im Theimostatcn rorgewkrmtc E%rmrnt-lBsung ( 1.00 ccni) 
einpipettiert uncl fiir einc Rofortige Durchmischung gesoigt. Ks rrweist sich 111% zwcck- 
miioig, die Zugabc der Fwment - Losung iin genaurn Abstund roil 3 Nin. vomi- 
nehmen. Nach dcm VemchlieBcn mit eineni Gummistupfen wird durch drehende Heuw 
gung,in gencigtcr l ~ g c  die Wand des Kiilbchcns gleichmiil3ig benetzt. X’ath 120 Min. 
wird mit 5 ccin 7.li-proz. Kaliumcarbonat-ldsiing abpcstoppt. Sofort qach der Durch- 
mischung werden 10.00 ccm $1 J zupegc.ben und nach 23 Min. mit 3 ccm 5 11 H,SO, 
angcsiiucrt. Xacb dem Ansiiuern wild sofort mit H / ~ ”  Ka,S,O, unter Benutzung einw 
10 ccm-Mikrobiirctk! zuriicktitriert. Die Cenauiplrcit der Brstiminung hiingt ganz wescnt- 
lich von dcr genauen Ei&altiriig diescr Hestiminu~psvorsclirift ab. Auch hicr sintl die 
Zeiten unbedingt cinzuhalten. Hat  man mit tler Apwcscnhcit von Thalhiurn oder grb0crcn 
Mengcn Eisen zii rechnen, HO hat dic Titration unttv Einlciteg von Kohlcntlioxyd ZII 
erfolgen. 

Blindproben: 1.) 2.00 ccm Substrut-l’uffer-TAsiin,n i 3.00 rcm Kaliunicarbonat- 
liisung, % u p b e  yon 10.00 ccm Jod-JAsung und anschlie5cnd 1.00 ccm E’rrmcnt-Usung. 
2.) 2.00 ccni Siibstrat-Pdft?r-Liisung + 1.00 c a n  der zu ugtersuclienden I?--haltigen Lb- 
Rung + 5 ccm Kaliumcarbonat-Usung, Zugabe von 10.00 ccm Jod-Liisung und anschlica- 
lend I .OO ccni Fcrment-l,osugg. Ein Aufbcwahrcn der Rlindproben unter den gleichen 
Bedingungen wie die cigentlirhen Spaltringsansiltze eriibrigt Hich, wie durch zahlieiche 
Koqtrollen festgestellt wurdc. I)as AnRiiucrn mit 3 12 H,SO, hat auch bier nncli grwu 
25 Min. zu rrfolgm. 

pa-Abhiingigkci t  d c r  I+-Schiidigunp: Die Ansiitxe betrugen 4.00 cem (9.00 CCIU 
Substrat-Puffer-I~sun~ + 1.00 ccni der F--hciltigcn Liisung + 1.00 crm Ferment-Lijsunp). 
I)er Spaltungsgrad wurde durch Verjindcrong drr Zrit etwn glritli gron gehnltm. 

- 
Jodvcrbr . 

1-ergleichsansatz 

2.85 2.W 
2.71 2.71 
3.08 3.09 
3.21 3.29 
3.13 3.13 
3.42 3.40 

Tufel 1. Abhiiiigiglieit dcr P - S c h i i d i g  - 
paltungs. 

grad 

iig YO i n  p ~ .  0 3  111 

Jodrcrbr. bei 
Zusatx r o n  J.’- 

. -. . .- 

1 .(i3 1 .(i3 
1.43 1.47 
1 .(i!) 1.72 
2.03 2.00 
2 3  2.53 
3.13 3.11 

Tafel 2. Teni pc ru t u r a b hiingig k e i t dc r J*’- - S c hii d i g u 11 g. Spultungsgracl tlurcli 
Variation dcr Leit etwa gleich grofi, p~ 4.10,O.S mg Fcnncnt, 0.722 y I?. - -. - - 

Temperatur: 1 100 I 15O I 20° 1 25” 1 :ioo 



Nr. 6/19481 Stet t e r : Enzumathche Mikroanaluse des Fluor-Ions. 537 

Tafel 3. Variation de r  Subs t ra tkonzent ra t ion .  Temp. 100, PH 4.10, Ferment- 
Loisuw 18 P.E./ccmc 0.722 y F-. 

Substratkonzentration: I 0.4 mol. I 0.2 mol. I 0.1 mol. I 0.05 mol. 10.025 mol. 

Schiidigung: I 19.10,6 I 25.0?() I 30.174, I 27.996 I 26.7% 
Tafel 4. Variation der  Fermentkonzcntration. 
Temp. 200, PH 4.10, Spaltungsgrad etwa gleich grol3, 

Ferment-Ltisung 18 P.E./ccm, 0.722 *( P . 
Ferment-&sung unverd. 27.8% Schadigung 
Ferment-&sung verd. 1 : 1 29.6% ,, 
Ferment-Liisung verd. 1 : 3 
-- _____ _ _  

31 .7yh 

Xachweis des F-: EE wrrden je 2 Spaltungmnsiitze (1 Ansatz mit bidest. Wasser 
und 1 Ansatz niit der zu untersuchcsden Ldsung) bei PH 3.5, 3.8 und 4.1 angesetzt. Die 
zu untemuchesdc L8Bung wild ilach Priifung auf gi6Bere Mengeq Al+++, Be++ und 
XoO, in der entsprechenden Verdumuw zugegeben. Die Spaltungszeit wird so variiert, 
daB uugefiihr ein gleicher Spaltungsgd erreicht wird; Zeitverhiiltnia etwa 4 : 2 : 1. Ein 
Teil der zu udkrnuchendcn &sung w i d  mit Schwefelsaure im Platintiegel abgeraucht 
und in der gleichen Verdumung bei pH 3.8 oder 4.2 bestimmt. Ein Maximum der Scha- 
digung bei PH 3.8 und die Aufhebung oder das Kleiserwerden der Schadigung in der abge- 
rauchten Probe zeigt F- an. Bei Anwesenheit von stiirenden Mengen Al+++, Be++ und, 
MOO,-- tritt keis Maximum der Schiidimg auf. Die abgerauchte Probe zeigt in. diesem 
Falle eine Aktiviemg gegenuber dem Vergleichsansatz. Tritt infolge der Gegenwart grb- 
Derer Mengen stiirender Ionen kein deutliches Maximum der Schiidigung auf, so ist das 
Klcinerwerden der Schiidigung in dcr abgcrauchten Probe heweisend. 

Quaqt i ta t ive  Bestimmung des F-: Zur Mikrobrstimmung werden 1-6 mg der 
zii ustensuchenden Probo in einem 1000 ccm-MeOkolbcn unkr Verwendung von bidest 

Tafel5. Eichkurven f u r  2 verschiedene Eermentprii 

Y F -  

- 
1.182 
1.034 
0.887 
0.739 
0.551 
0.444 
0.296 
0.148 
0.074 

- 
1.1112 
1.034 
0.887 
0.739 

0.591 
0.444 
0.296 
Oil48 
0.074 

- 

- 
Jodverbrauch in ccm i Syaltung 

Friip. I: 18 P.E./mg, PH 4.1; Zeit: 120Min. 
4.80 4.81 4.80 
3.09 3.11 
3.23 3.22 
3.37 3.38 
3.53 3.54 
3.73 3.74 
3.94 3.94 
4.18 4.15 
4.45 4.45 
4.62 4.64 

Prap. 11: 34 P.E./m 
5.50 p.51 5.51 
3.18 3.17 
3.35 3.32 
3.53 3.55 
3.75 3:76 
5.54 5.56 8.55 
4.06 4.06 
4.33 4.31 
4.66 4.65 
5.03 5.02 
5.27 5.24 

1(k3.0yo 
64.6:; 
67.24;) 
70.30,,, 
73.69; 
77.696 

86.80,0 
92.7% 
96.476 

82.1Y0 

100.0% 
57.69; 
60.5o/b 
64.2% 
68.0y0 

7?.8q0 
7?.80/b 

90.59; 
94.774, 

loo.o~o 

83.904 

Wasser gel&t. 1.00 ccm dieser Liisung w i d  dam zur Bestimmung 
waage wird 80 gewiihlt, daS je 1 ccm 0.1-1 y EL enthalten ist. Zur Eil 
priiparate d e  awlysenreines Natriumfluorid verwkndet . .Es werd 

, r a t e .  

Schiidigung 

- 
35.40,; 

Z9.70,." 
32:80,; 

26.4o/b 
22.4?0 
17.9% 
13.2% 

3.6% 
7.3% 

- 
42.4% 
39.50/6 
35.8% 
32.0% - 
27.2% 

16.1y0 
22.2% 

9.5% 
5.370 

mnutzt. Die Ein- 
mg der Ferment- 

etwa 2mg Na- 



triumfluorid cingewogen und in  einem I000 ccm-?&Rkolben uherfuhrt. Durrh entsprr- 
chende Verdunnung werdes verschiedene, Konzcntrationen an F- hergestellt. 1 n den 
meisten Fallen genugt es, fur  ein Fmmentpriiparat die Kichkurve bis 1 y einmal durcli 
Hestimmiing von etwa 8 Kurvonpuskt.cn genau festzulegen. Fur eine u.U. spiikre Sach- 
cichung komnit man mit der Halfte der Kurvenpunkto aus. Es empfiehlt sich, eincm 
groRen Vorrat an  hidcst. Wasser herzustcllen. und alle Liisuyen, in groDerer. Menge unzu- 
setzen, urn cine Konst.anz der Versuchslicdingunge~ fur dio ein.zelnen Restimrnungeii zii 
gcwiihrleikten. N w h  dem Ncuansetzen von. Liisungen mid3 mit einer Ihsung von bckann- 
tern F--(:ehalt die. unveranderte Lnge der Kurve kontrolliert werden.. Rei einer fest- 
gestellten Venchiebung ist die Kurve neu zu bentimmeq. Handelt cs Hich um I’roben. 
h i  denen der Gehalt an fremden Ionen nirht bekan.nt ist, so hat mit der.quan.titatireii 
Restimmung der qualitative Nnchweis zugleich zu erfolpen. Storende Mcngen an fremden 
loiion machen sich durch eino Breinflussung des Ferments i n  der ahgerauchtcn l’rolic* 
hemerkbar. wobei A1 k t f ,  Be1 7 und MOO,-- eine Alctivierung des Ferments Iiewirkcri: 
Hat man mit griincren Mengcn hoherwertiger Ionen. zu rechncn oder sind C’rO,-- untl 
MnO,- rorhandm, so muU dip zu best.imnirnde Tlisunp vorher rcduziert werden. 

T%fel 6 .  1‘:iclikurvc u n t c r  Z u s a t z  ron .Aluminium.  
I k r  Suljstrat-Puffer- Liisung wurdcn 0,s mg Alun:iniuin(llI)-sulf~t./~clii zugesetzt. 

Fermcntprilparat I. 

., 1:- I .Jotlvc*rl)ra ur h in cc m ! Srliiidipung 

1.18, 
I .031 
0.887 
0.739 
0.591 

0.444 
0.296 
0.148 
0.Oi.l 

- 

4.95 
3.91 
3.99 
4.1 1 
4.23 
4.36 
5.00 
4.51 
1.68 
4.83 
4.93 

I 
I 
I 
I 

i 
4335 4.% 
3.91 
4.01 
4.11 
4.23 
4.3.5 
5.01 5.00 
4 . x  
4.67 
4.82 
4.95 

as I Y 
f’- 

Ahbild. Kichkurvvn f u r  2 verschiedeqe  Fermen.tpriiparctto. 

1.: i t  hku  r ve un  t e r  Ti  t a n  -Z usa t z  : 1)er Substrat-Puffer-Lijsung nurdeq 0.15 in?  
‘I‘itanammosiumoxalat -t 1.0 mg Ammoniumoxalat/ccm zugesetzt. Die Menge des Yw- 
meqtpraparats miiD um etwa erhijht werden. Die Iiurve entspricht mit gwingen A l i -  
wc.ichnngen dcr Kurw ohnc Zusatz von Titan. 
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Eic l ikurve  u n t e r  Z u s a t z  Von Aluminium u n d  Titan: Es uvrden 0.5 mg Alu- 
minium(II1)-sulfat + 0.15 mg Titanammoniumoxalat + 1 mg Ammoniumoxalat/ccm des 
Substrat -Puffer-Gemisches zugesetzt. Die Kurve entspricht bis auf geringe ilbweiohungen 
der Kurve mit Aluminium-Zusatz. 

Bes t immung v o n  F- i n  Wasser :  Man priift niit der Nachweisreaktion auf P-. 
Tritt in  der mit Schwefelsaure abgt-rauchten I'robe keino Beeinflussung der Fcrment- 
wirkung ein, dann sind keiiie sttjrenden Mengcn an fremden Ionen vorhanden und die 
quantitative I3estimmung kann in  diesem Falle mit dem Nachweis zugleich erfolgen. Tritt 
in der abgerauchteg Probe eilze Aktivierung ein, so ist Aluminium i n  storender Mengc 
vorhanden. Die Bestimmung muR i n  diesem Falle rnit Hilfe der Eichkurve untm Alu- 
minium-Zusatz erfolgen. Bei einer Schildigung in der abgrrauchten h o b o  mu13 auf sto- 
rendc Mengen von Fe+++ (starke Blaufarbung mit Tannin) und Titan gcpruft werdcm. Die 
Probe muR gegebenehfalls reduziert oder die Eichkurve unter Titan-Zusatz gewiihlt wer- 
den. Zur Reduktion wurdeq 1 mg metallisches Calcium/ccm angewandt, nachdem zuvor 
die entsprechende *Mengc Salzsaure zugegeben worden war. Die Volumenanderung mu U 
dabei beriichichtigt werden. Durch eine Bestimmung mit synthet. fluorfrciem Wasser, 
das durch Verbrennen von reinem Wessemtoff in einer Quamapparatur urzeugt w i d ,  iiber- 
zeuge man sich davon, d a R  der P--(:ehalt des hidest. WasRera unterhalb der Nachweis- 
barkeitsgrenu, liegt. 1st das nicht der Fall, so hat  die Festlegung der Eichkurvr unter 
Vcrwendung von synthet. Wasser zu erfolgen. 

Tafel 7. Hes t immung yon P- in Wasser. 

l'erwendung des Fermentpraparates 11. 

kcine Schiidi&ng 

0.8?6 Aktivierung 

1) Leitungswasser 
Bonn . . . . . . . . . . . 

I I ) Leitungswasser 
Siegburg . . . . . . . . 

Vorwend. der -41-Kurve 
Ferment-l'raparat 1 

0.181 -; F-,'ccni 

0.061 y P-/ccm 

B e s t i m m u n g  d e s  E'- i n  pf lanz l ichem u n d  t ie r i schem Mater ia l :  Der Auf- 
schlul3 kann nach einem der iiblichen Veraschungsvcrfahren crfolgen. Es wurde in der 
Hauptsache nach dem Voraschungsverfahren von H. v. Zehmen') gearbeitet. Die Ein- 
waage betriigt 5I)-500,mg Trockensubstanz; Zugabe von 20-100 mg Calciumoxyd. Nach 
der Aufnahmc i n  der abgemessenen Menge bidest. Wasser (je nach der gewiinschtcnver- 
diinnung 1@--100 ccm) wird mit Schwefelsiiure neutralisiert. In der Fdge wird so ver- 
fahren wie bei der F--Bextimmung im Wasser. 

B e s t i m m u n g  d e s  F- i m  m e n s c h l i c h e n  B l u t :  Es wurden 220 mg einge- 
wogen, nach der Veraschung in  10 rcm bidest. Wasser aufgenommen und zentrifugiert; 
darauf wurde die %sung neutralisiert. 

B e x t i m m u n g  m i t  d e m  F e r m e n t p r i i p a r a t  11. 
-- - 

I)H 3.5 1 p~ 3.8 1 p~ 4.1 I ohgerauchtc Probe pH 4.1 1 Cef * -- - - _. _ _  _- __ __ - 
0.39; 1 1.2% 1 0. i% j keine Schiidigung 1 0.013 y/ccm = 0.14 y F- 

Vergleichsweise wurdcn von H. H a r t r n a n n .  15. C 'hytrrk und R. Ammon5)27-74 ? 

Dies entspricht einem P--Gehalt von 63.7 y P- Oh. 

B-yo und von K. K r a f t  und R. M a y a )  59-108 -( F-/lOO ctm gefunden. 
- -- 

O )  Angew. C'hem. 57, 159 [1944]. 
e, Ztschr. physiol. C'11c.m. 246, 242 [193i]. 

j) Ztschr. pliysiol. C'hem. 1 6 ,  -52 119401. 
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19.42yF-+ 10mgHorsiiurc.. . . . .  
4 8 . 5 4 y P i  100 mgZn-Acetat+100 

mgMgSO, .......... 
70.92yF-+ 7 mgNH,SCS . . . . . .  

102.8 y F- 50 mg MnCI, t 70 mg 
Pb(XO,), ........... 

Analysenbeispi cle.  
~- _____ ~ 

Ferment-Praparat I. Gegcbtne Menge auf 100 ccm aufgefiillt; 1 ccm zur Best. gegeben. 
I Jodverbrauch in ccm 1 . . . .  

4.93 4.93 4.48 4.46 9.3% 19.3;. 

4.93 4.93 3.98 3.98 19.3% 4 8 . 7 ~  
4.81 4.82 3.59 3.68 2.5.60,b 7 0 . 7 ~  

4.81. 4.82 3.27 3.25 32.3% 1 0 1 . 3 ~  

Gegcbes 

Ferment-I’riiparat IT. 
14.57yF- t 5mgK,AsO, ........ 
38.84yF- ~2mgAI,(SO,), ...... 
47.18 -; EL i 50 mg F’e(NH,)2(S0,) * 

.3.5.41 y F- I- 200 mg KCr(SO,), . 
6H,O ............. 

50.17yF- t 7 mgHgC1, ......... 
12 H,O ............ 

9.3% 1 4 . 5 ~  
20.0% 3 9 . 0 ~  

23.3% 4 7 . 5 ~  

I 
Sbut. 

CaF, ........................... 
BaF,’. .......................... 
(NH,),TiFB ..................... 
(NH,),AIE’, ..................... 
(!&(OH), ...................... 

KBF, nach Rindampfen mit 20 m g  

Einwaage 

1.425mg 
1.478mg 
1.063 mg 
1.079 mg 

1.480 mg 

Schiidigung 

30.43/, 
17.2% 
27.9% 
28.67; 

33.80,; 

48.7% 
21.7% 
57.6% 
58.5% 

o/ ,  FIuor 

48.3% 
21.5% 
57.2% 
58.60/, 

ber. gef. 

91. Sigurd Olsen: cber eine Untersuchung in der Dreikohlenstolfreihe 
nnd zwei neue Wege zur Synthese des (flycerins*). 

(Unter Mitarbeit von Lnise l i i ihn  und C l a u s - D i e t r i c h  Friedberg.) 
[Aus dem Chemischen Institut der Uqiversitat Gijttingen.1 

E ngegangen am 5. Februar 1948.) 

In E’ortfuhrurzg einer frfiheren Untersucl~ulzg uber die Umsetzung 
von Formaldehyd mit Athylen in Gegenwart von Eisessig und 
Schwefelsaure wird gezeigt, daO das dabei entstehende Trimethylen- 
glykol-diacetat auf zwei Wegen in Glycerin iiberfuhrbar ist. Im Zu- 
sammenhsng hierrnit werden die Moglichkeiten und Bedingungen 
eriirtert, unter denen cine Chlorierung des Tripethylenglykol-cri e- 
t a b  zu Carbonylverbindusgeq der Dreikohlenstoffreihe fuhrt. 

\Vie bekrnnt, ist es geluqgeq, durch Oxydation voii Paraffin zu hohrren Fett- 
aaurcn - und durch _ _  dereq Vereaterung mit Glycerin zu Fetten zu gelangcn. Ein vollsynthe- 

*) Voqctrageq auf der Tagusg der Gesellschaft Deutscher Chemiker i. d. Hrit. ZOW 
in Bonn am 7. Oktohcr 1947; vergl. Vortragsref. Angew.Chem. 60, 59 [1948J 




