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Inulinbestimmung in fluorocarbonhaltigen Emulsionen 

Die B e s t i m m u n g  yon  I n u l i n  in  f luo roca rbonha l t ige i l  
E m u l s i o n e n  k a n n  m i t  Hi l fe  der  h e r k 6 m m l i c h e n  pho to -  
m e t r i s c h e n  M e t h o d e n  n i c h t  du rchge f t i h r t  werden,  well  
die L i c h t e x t i n k t i o n ,  w e n n  die zu u n t e r s u c h e n d e  Fliissig- 
ke i t  F l u o r o c a r b o n  en th~l t ,  d u r c h  die E igenabso rp t io i l  
dieses Stoffes ver/~ndert  wird,  N a c h  der  h ie r  beschr iebene i l  
Me thode  wi rd  dieses H i n d e r n i s  d u r c h  Ausf~Lllung des 
F luo roca rbons  u n d  B e s t i m m u n g  des Inu l in s  im ~ b e r -  
s t a n d  umgangen .  

Methodik. 1. Hers te l lu l lg  e iner  F luo roca rbonemul s ion .  
Auf l6sung  y o n  I n u l i n  zu e iner  K o n z e n t r a t i o n  yon  0,3 
g/100 ml  in Ringer .  5 g Polyoxypropylenpolyoxy , , t thy le i l  
(Pluroll ie F 68) ( W y a n d o t t e  Chemicals  Corp. W y a n d o t t e ,  
Michigan)  werden  in 50-60 mI  dieser  L6sung  gel6st u n d  
auf  100 ml  V o l u m e n  m i t  derse lben  Fl i i ss igkei t  aufgeffillt .  
Zu 80 ml  d a v o n  werden  20 ml  F l u o r o c a r b o n  F C 4 3  (3M 
D e u t s c h l a n d  G m b H ,  Hildell)  h inzugef i ig t  u n d  d u t c h  
Bescha l lung  emulgier t .  

2. B e s t i m m u n g  yon  Inu l in .  I n  ein Reagenzglas  h i n t e r -  
e i nande r  e i np ipe t t i e r e n  u n d  Ilach j eder  Zugabe  sch i i t t e ln :  
a) 0,2 ml  der  E m u l s i o n ;  b) 1,0 ml  Alkohol  abs . ;  c) 1,0 ml  
N a O H  0,1 N;  d) 8,0 ml  e iner  0 ,5%igen  Z n S Q - L 6 s u n g .  
Ansch l iessend  5 m i n  lang bei  4000-5000 r p m  zentr i fu-  
gieren. 0,4 ml  aus  dem  l~be r s t and  in ein 2. Reagenzglas  

Tabelle I 

Probe Vol. Gefundenes Erwartetes % 
Nr. der Probe Fluorocarbon Fluorocarbon 

(ml) (ml) (inl) 

1 0,5 0,100 0,100 100,0 
2 1,0 0,195 0,200 97,6 
3 1,5 0,293 0,300 97,8 
4 2,0 0,395 0,400 98,9 
5 2,5 0,490 0,500 98,0 
6 0,5 0,100 0,100 100,0 
7 1,0 0,200 0,200 100,0 
8 1,5 0,298 0,300 99,5 
9 2,0 0,395 0,400 98,7 

10 2,5 0,495 0,500 99,0 

p i p e t t i e r e n ;  dazu  1 m l  e iner  0 ,1%igen  a lkohol i schen  
Resorz in l6sung  uild 3 ml  37%iger  HC1 geben. 8 m i n  
lang  bei  80 ~ inkub ie ren .  N a c h  Abkf ih lung  auf  Z immer -  
t e m p e r a t u r  wi rd  in 1 cm d icken  K i i v e t t e n  gegen e inen  
Lee rwer t  bei  436 v m  abgelesen.  

3. B e s t i m m u n g  yon  F luo roca rbon .  E ine  2. Emul s ions -  
p robe  wi rd  in ein Reagenzg las  p i p e t t i e r t  u n d  m i t  Alkohol  
abs.  u n d  a q u a  dest .  im  Verh~Lltnis 1:3:3 behande l t .  N a c h  
Zen t r i fug ie ren  s a m m e l t  s ich das  in  de r  P r o b e  e n t h a l t e n e  
F l u o r o c a r b o n  auI  d e m  B o d e n  des Reagenzglases  an. 

Ergebnisse. F l u o r o c a r b o n b e s t i m m u n g .  I n  der  Tabel le  I 
werden  die aus  10 Messungen  g e w o n n e n e n  W e r t e  in  
a b s o l u t e n  Mengen  u n d  in % der  zu e r w a r t e n d e n  Volu-  
m i n a  angegeben.  Gemessen  w u r d e n  ProbeI1 yon  jeweils  
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 u n d  2,5 ml.  

I n u l i n b e s t i m m u n g .  Die Inu l i i lwer te  aus  3 Ser ien m i t  
jeweils  3 P roben ,  die d u r c h  V e r d f i n n u n g  der  E m u l s i o n  m i t  
H~O im Verh~ l tn i s  1:1 bzw. 1:2 he rges te l l t  wurden ,  s ind 
ill de r  Tabe l le  I I  zusammenges t e l l t .  W i r d  das  in  j eder  
P r o b e  ge fundene  I n u l i n  in  abso lu t e r  Menge  gegen das  
V o l u m e n  der  w/issrigen P h a s e  in  d e m  dazugeh6r igen  
E m u l s i o n s a n t e i l  auf  e inem K o o r d i n a t e n s y s t e m  einge- 
t ragen ,  so erh/ i l t  m a n  eine d u t c h  das  K o o r d i n a t e n z e n -  
t r u m  ve r l au fende  Gerade  (Figur).  Die Inu l inmel lge  in 
e iner  S t a l l d a r d p r o b e  im Wasse r  (300 mg/100  ml) ohne  
P luron ic  u n d  ohne  F luorocarbo i l  - jeweils  P r o b e  4 der  
Tabel le  I I .  - fgll t  auf  dieselbe Gerade  wie die W e r t e  der  
P r o b e n  1 bis 3 (Figur  A ) .  

Diskussion. Das I n u l i n  u n d  die a l lderen  in der  w~Lssri- 
gen P h a s e  gel6s ten Stoffe k 6 n n e n  n u r  d a n n  b e s t i m m t  
werden,  w e n n  diese P h a s e  q u a n t i t a t i v  e r fass t  wird.  D u t c h  
die Behand lu l l g  der  E m u l s i o n  m i t  Alkohol  wi rd  das  
emulg ie r t e  F l u o r o c a r b o n  ausgef~tllt, u n d  sein V o l u m e n  
k a n n  gemessen  werden.  Der  V o t u m e n a n t e i l  a l lderer  in  der  
w/issrigen P h a s e  en tha l t e i l e r  Stoffe wi rd  d a d u r c h  n i c h t  
erfasst .  M6gl icherweise  b e w i r k t  de r  Alkohol  die F luoro-  
carbon-AusfXllung,  weft die L6s l i chke i t  des E m u l g a t o r s  
im Alkohol  gr6sser  is t  als im  Wasse r  1. Die L i c h t e x t i n k -  
t ion  in den  Emul s io l l sp roben  k a n n  n a c h  den  i ib l ichen  
p h o t o m e t r i s c h e n  M e t h o d e n  n i c h t  b e s t i m m t  werden,  well  

x L. R. SCItl~IOLKA, Fedn. Proe. 29, 1717 (1970). 

Tabelle II. 

Serie Probe Extinktion Volumen der w~issrigen Phase Erwartete Inulinmenge Gefundene Inulinmenge Ino/InE x 100 
Mr. X (ml) (mg) InE (mg) InG 

I 1 0,120 0,1546 0,4638 0,4705 101,4 
2 0,064 0,0773 0,2319 0,2509 108,1 
3 0,041 0,0516 0,1548 0,1607 103,8 
4 0,153 0,2000 0,6000 0,6000 

II 1 0,144 0,1546 0,4638 0,4670 100,6 
2 0,071 0,0773 0,2319 0,2300 99,1 
3 0,046 0,0516 0,1548 0,1490 96,0 
4 0,185 0,2000 0,6000 0,6000 

III 1 0,160 0,1546 0,4638 0,4680 101,0 
2 0,079 0,0773 0,2319 0,2310 99,7 
3 0,052 0,0516 0,1548 0,1520 98,5 
4 0,205 0,2000 0,6000 0,6000 

Als Volumen der w~issrigen Phase wird das theoretische zu erwartende Volumen der Emulsionsprobe nach Abzug der Fluorocarbon- und 
Pluronicvolumen angenommen. Die Inulinmenge wird mit Hilfe des Standards (Probe 4) der jeweiligen Serie errechnet. Die zu erwartende 
Inulinmenge wird aus der Inulinkonzentration und dem Volumen der jeweiligen Emulsionsprobe erreehnet. Extinktion x: Mittelwert aus je- 
wells 2 am Photometer abgelesenen Extinktionswerten. 
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ein u n b e k a n n t e r  Ante i l  des L ich tes  durch  das emulgier te  
F luorocarbon  absorb ie r t  wird.  Nach  der  Ausf/il lung dieses 
Stoffes m i t  dem Alkohol  wurde  zuerst  versucht ,  das 
Inul in  im U b e r s t a n d  zu b e s t i m m e n ;  es gelang jedoch 
n i c h t ,  well der Alkohol  auch  das Inul in  zur Ausf~illung 
br ingt ,  wenn  w/issrige Inul in l6sungen d a m i t  in e inem 
Verh&ltnis h6her  als 1:2 behande l t  we rdenL  U n t e r  den 

versch iedenen  Verfahren,  die zur Verme idung  der  Inul in-  
ausf~illung e rp rob t  wurden,  erwies s ich als zuverl~issigste 
die Zugabe yon  ve rd i inn te r  N a O H  3 oder  N a O H  mi t  
ZnSO4 ~ in den un te r  Method ik  angegebenen  Konzenf ra -  
t ionen.  Die wei te ren  me thod i schen  Schr i t te  mi t  dem 
1Fberstand stel len eine Modif ika t ion  des Ver fahrens  yon 
HUBBARD und  LooMIs dar  5. 
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Abszisse: Wasservo]umen der Emulsionsproben. Ordinate: Inulin- 
menge der Emulsionsproben. Die Gerade wird durch Ein~ragung der 
Werte aus dem Volumen der w~issrigen Phase und der Inulinmenge 
(Tabelle II) hergestellt. /.~ Inulinmenge einer Standardprobe ohne 
Fluorocarbon und ehne Pluronie. 

Summary. A m e t h o d  for the  q u a n t i t a t i v e  de t e rmina t i on  
of inulin in f luorocarbon emuls ions  is presented .  I t  
consists  in the  p rec ip i t a t ion  of the  f luorocarbon wi th  
e thy l  alkohol, and  color imetr ic  de t e rmina t i on  of the  
inulin in t he  s u p e r n a t a n t  af ter  hydrol is is  of the  polysac-  
char ide  and reac t ion  wi th  resorcin.  
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A Radio immunoassay  for Deoxycorticosterone in Human Peripheral P lasma 
Using Sephadex LH-20 Chromatography 

A rad io immunoassay  for m e a s u r e m e n t  of deoxycor t i -  
cos terone  (DOC) in h u m a n  plasma,  which  is accurate ,  
precise, sensi t ive and  re la t ive ly  simple, has  been  devel-  
oped. 

DOC is an act ive  s teroid  ho rmone  p roduced  by  the  
adrena l  cor tex  which  p romo te s  the  r eabsorp t ion  of 
sodium by  the  renal  tubule  and d iminishes  sod ium 
concen t ra t ion  of sweat ,  sal iva and  in tes t ina l  secret ions.  
Clinical repor t s  have  no ted  DOC overp roduc t ion  in some 
disease processes  1-a. Excess ive  DOC is p roduced  in some 
adrena l  d isorders  caused by  e leva ted  ACTH or b y  
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A typical standard curve for DOC. The percent free of DOC-1,2-aH 
is plotted as a function of the amount of unlabeled DOC. 

neoplasia,  and m a y  lead to  hype r t ens ion  and  hypoka le -  
mia.  

Var ious  me t h o d s  have  been  deve loped  based  on the  
double  isotope t echn ique  for m e a s u r e m e n t  of DOC 
secret ion and excre t ion  in man4;  however ,  excessive 
volumes  of p la sma  (10-30 ml) are required.  A sens i t ive  
compet i t ive  b ind ing  assay for DOC was  repor ted~;  and  
DOC was de tec tab le  in 40% of no rma l  people.  A 
DOC rad io immunoassay  involv ing  ex t rac t ion  of 2-3 ml  
of p l a sma  wi th  d i ch lo rome thane  and  pur i f ica t ion  by  
pape r  c h r o m a t o g r a p h y  has been  pub l i shed  recent ly .  
R a d i o i m m u n o a s s a y  is carr ied out  af ter  e lut ion t h ro u g h  
silica ge16, L This  t echn ique  has  p roven  to be tedious.  
A short ,  s imple  r a d i o i m m u n o a s s a y  for p la sma  DOC wi th  
adequa te  accuracy,  sens i t iv i ty  and specif ic i ty  to  measure  
levels of DOC in h u m a n  per iphera l  p l a sma  is descr ibed  
below. This  m e t h o d  involves  ex t r ac t ion  wi th  dichloro-  
m e t h a n e  and  pur i f ica t ion  by  Sephadex  LH-20 co lumn 
c h r o m a t o g r a p h y  followed by  r ad io immunoassay .  

P repa ra t i on  of DOC- 3- ( 0 - c a r b o x y m e t h o x y ) - o x i m e  
(DOC-3-oxime) conjuga te  and  p roduc t ion  of ant i sera  
was previous ly  repor ted  by  our l abo ra to ry  s. 
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