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EXPERIENTIA 29/12

Inulinbestimmung in fluorocarbonhaltigen Emulsionen

Die Bestimmung von Inulin in fluorocarbonhaltigen
Emulsionen kann mit Hilfe der herkémmlichen photo-
metrischen Methoden nicht durchgefithrt werden, weil
die Lichtextinktion, wenn die zu untersuchende Fliissig-
keit Fluorocarbon enthidlt, durch die Eigenabsorption
dieses Stoffes verdndert wird. Nach der hier beschriebenen
Methode wird dieses Hindernis durch Ausfillung des
Fluorocarbons und Bestimmung des Inulins im- Uber-
stand umgangen.

Methodik. 1. Herstellung einer Fluorocarbonemulsion.
Auflésung von Inulin zu einer Konzentration von 0,3
g/100 m! in Ringer. 5 g Polyoxypropylenpolyoxyéthylen
(Pluronic F 68) (Wyandotte Chemicals Corp. Wyandotte,
Michigan) werden in 50-60 ml dieser Ldsung geldst und
auf 100 ml Volumen mit derselben Fliissigkeit aufgefiillt.
Zu 80 ml davon werden 20 ml Fluorocarbon FC43 (3M
Deutschland GmbH, Hilden) hinzugefiigt und durch
Beschallung emulgiert.

2. Bestimmung von Inulin. In ein Reagenzglas hinter-
einander einpipettieren und nach jeder Zugabe schiitteln:
a) 0,2 ml der Emulsion; b) 1,0 ml Alkohol abs.; ¢) 1,0 ml
NaOH 0,1 N; d) 8,0 ml einer 0,5%igen ZnSO,-Losung.
Anschliessend 5 min lang bei 4000-5000 rpm zentrifu-
gieren. 0,4 ml aus dem Uberstand in ein 2. Reagenzglas

pipettieren; dazu 1 ml einer 0,1%igen alkoholischen
Resorzinlésung und 3 ml 37%iger HCl geben. 8 min
lang bei 80°C inkubieren. Nach Abkiihlung auf Zimmer-
temperatur wird in 1 cm dicken Kiivetten gegen einen
Leerwert bei 436 pm abgelesen.

3. Bestimmung von Fluorocarbon. Eine 2. Emulsions-
probe wird in ein Reagenzglas pipettiert und mit Alkohol
abs. und aqua dest. im Verhiltnis 1:3:3 behandelt. Nach
Zentrifugieren sammelt sich das in der Probe enthaltene
Fluorocarbon auf dem Boden des Reagenzglases an.

Evgebnisse. Fluorocarbonbestimmung. In der Tabelle I
werden die aus 10 Messungen gewonnenen Werte in
absoluten Mengen und in 9, der zu erwartenden Volu-
mina angegeben. Gemessen wurden Proben von jeweils
0,5;1,0;1,5; 2,0 und 2,5 ml.

Inulinbestimmung. Die Inulinwerte aus 3 Serien mit
jeweils 3 Proben, die durch Verdiinnung der Emulsion mit
H,O im Verhiltnis 1:1 bzw. 1:2 hergestellt wurden, sind
in der Tabelle IT zusammengestellt. Wird das in jeder
Probe gefundene Inulin in absoluter Menge gegen das
Volumen der wissrigen Phase in dem dazugehérigen
Emulsionsanteil auf einem Koordinatensystem einge-
tragen, so erhdlt man eine durch das Koordinatenzen-
trum verlaufende Gerade (Figur). Die Inulinmenge in
einer Standardprobe im Wasser (300 mg/100 ml) ohne
Pluronic und ohne Fluorocarbon — jeweils Probe 4 der
Tabelle II. — fallt auf dieselbe Gerade wie die Werte der

Tabelle I Proben 1 bis 3 (Figur /).
Diskussion. Das Inulin und die anderen in der wissri-
Probe Vol. Gefundenes Erwartetes % gen Phase geldsten Stoffe kénnen nur dann bestimmt
Nr. der Probe Fluorocarbon Fluorocarbon werden, wenn diese Phase quantitativ erfasst wird. Durch
(ml) (ml) {ml) die Behandlung der Emulsion mit Alkohol wird das
emulgierte Fluorocarbon ausgefillt, und sein Volumen
1 0,5 0,100 0,100 100,0 kann gemessen werden. Der Volumenanteil anderer in der
2 1,0 0,195 0,200 97,6 wassrigen Phase enthaltener Stoffe wird dadurch nicht
3 1,5 0,293 0,300 97,8 erfasst. Moglicherweise bewirkt der Alkohol die Fluoro-
4 2,0 0,395 0,400 98,9  carbon-Ausfillung, weil die Léslichkeit des Emulgators
5 2,5 0,490 0,500 98,0 im Alkohol grésser ist als im Wasserl, Die Lichtextink-
6 0,3 0,100 0,100 1000 tion in den Emulsionsproben kann nach den iiblichen
g i:g 8:583 8:?88 188:(; photometrischen Methoden nicht bestimmt werden, weil
9 2,0 0,395 0,400 08,7
10 2,5 0,495 0,500 99,0
1 L. R. ScuMoLKA, Fedn. Proc. 29, 1717 (1970).
Tabelle I1.
Serie Probe Extinktion Volumen der wissrigen Phase Erwartete Inulinmenge Gefundene Inulinmenge Ing/Ing X 100
Nr. X (ml) (mg) Ing (mg) Ine
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
11 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
111 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 wissrigen 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 errechnet. Extinktion x: Mittelwert aus je-
weils 2 am Photometer abgelesenen Extinktionswerten.
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ein unbekannter Anteil des Lichtes durch das emulgierte
Fluorocarbon absorbiert wird. Nach der Ausfidllung dieses
Stoffes mit dem Alkohol wurde zuerst versucht, das
Inulin im Uberstand zu bestimmen; es gelang jedoch
nicht, weil der Alkohol auch das Inulin zur Ausfidllung
bringt, wenn wassrige Inulinlésungen damit in einem
Verhiltnis hoher als 1:2 behandelt werden? Unter den
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Abszisse: Wasservolumen der Emulsionsproben. Ordinate: Inulin-
menge der Emulsionsproben, Die Gerade wird durch Eintragung der
Werte aus dem Volumen der wissrigen Phase und der Inulinmenge
(Tabelle 1I) hergestellt. /\ Inulinmenge einer Standardprobe ohne
Fluorocarbon und chne Pluronie.
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verschiedenen Verfahren, die zur Vermeidung der Inulin-
ausfillung erprobt wurden, erwies sich als zuverldssigste
die Zugabe von verdiinnter NaOH?® oder NaOH mit
ZnS0,* in den unter Methodik angegebenen Konzentra-
tionen. Die weiteren methodischen Schritte mit dem
Uberstand stellen eine Modifikation des Verfahrens von
HussarDp und Loomis dar®.

Summary. A method for the quantitative determination
of inulin in fluorocarbon emulsions is presented. It
consists in the precipitation of the fluorocarbon with
ethyl alkohol, and colorimetric determination of the
inulin in the supernatant after hydrolisis of the polysac-
charide and reaction with resorcin.
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A Radioimmunoassay for Deoxycorticosterone in Human Peripheral Plasma

Using Sephadex LH-20 Chromatography

A radioimmunoassay for measurement of deoxycorti-
costerone (DOC)} in human plasma, which is accurate,
precise, sensitive and relatively simple, has been devel-
oped.

DOC is an active steroid hormone produced by the
adrenal cortex which promotes the reabsorption of
sodium by the renal tubule and diminishes sodium
concentration of sweat, saliva. and intestinal secretions.
Clinical reports have noted DOC overproduction in some
disease processes'—3, Excessive DOC is produced in some
adrenal disorders caused by elevated ACTH or by
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A typical standard curve for DOC. The percent free of DOC-1,2-8H
is plotted as a function of the amount of unlabeled DOC.

neoplasia, and may lead to hypertension and hypokale-
mia.

Various methods have been developed based on the
double isotope technique for measurement of DOC
secretion and excretion in man?; however, excessive
volumes of plasma (10-30 ml) are required. A sensitive
competitive binding assay for DOC was reported®; and
DOC was detectable in 409%, of normal people. A
DOC radioimmunoassay involving extraction of 2-3 ml
of plasma with dichloromethane and purification by
paper chromatography has been published recently.
Radioimmunoassay is carried out after elution through
silica gel® 7 This technique has proven to be tedious.
A short, simple radioimmunoassay for plasma DOC with
adequate accuracy, sensitivity and specificity to measure
levels of DOC in human peripheral plasma is described
below. This method involves extraction with dichloro-
methane and purification by Sephadex LH-20 column
chromatography followed by radioimmunoassay.

Preparation of DOC-3-(0O-carboxymethoxy)-oxime
(DOC-3-oxime) conjugate and production of antisera
was previously reported by our laboratory$.
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