Sonderabdruck
us ,,Biochemische Zeitschrift'* 306, 71, 1940.
Verlag von Julius Springer, Berlin W 9

Bestimmung des Inulins im Harn und _L&'tx BRYYI4 x\
mit Hilfe des Stufenphotometers. = “g,.
. Von \E‘:’?j, ~§
Ella B. Hatz und Ladislaus Szécsényi-Nagy. W y

(Aus der Medizinischen Klinik der Kénigl. Ungar. Franz Josef-Universita
Szeged, Ungarn.)

(Eingegangen am 27. Juni 1940.)
Mit 1 Abbildung im Text.

An Hand von Clearence-Untersuchungen mit Inulin zeigte sich
das Bediirfnis nach einer Methode, die eine méoglichst schnelle und genaue
Bestimmung des Inulins im Harn und Blut ermdéglicht.

Wie bekannt, ist das Inulin ein Polysaccharid, welches bei der
Hydrolyse zu Fructose abgebaut wird. Zur quantitativen Bestimmung
wird im allgemeinen dieses Verhalten des Inulins herangezogen, indem
die nach dem hydrolytischen Abbau erhaltene Menge der Fructose
irgendwie (z. B. durch Messung des Reduktionsvermdogens) ermittelt
wird. — Unsere Methode fuBt auf der Seliwanoffschen Probe, die be-
kannterweise darin besteht, daf} eine salzsaure Losung der Fructose
mit Resorcin gekocht eine rote Farbung, bzw. bei groflerer Konzentration
einen in Alkohol lgslichen roten Niederschlag liefert. — Unseren Er-
wartungen gemil dnderte sich die Intensitit des Farbtones gleichsinnig
mit der Konzentration der Fructose, so daf3 sich aus der mit Hilfe des
Stufenphotometers ermittelten Intensitit der Rotfarbung die Menge
der Fructose bzw. des Inulins berechnen lafit.

(. Diill konnte zwar feststellen, dafl bei dem mittels Mineralsiduren
durchgefiihrten hydrolytischen Abbau des Inulins die Fructose nicht in
ihrer ganzen Menge unverindert bleibt, sondern aus ihr verschiedene
Umsetzungsprodukte entstehen, doch gefihrdet dieser Umstand die
Richtigkeit unseres Bestimmungsprinzips keinesfalls. Man muf} sich
namlich vor Augen halten, daf} die entstandene Fructose sofort mit
dem anwesenden Resorcin reagiert und somit andere Reaktionen aus-
geschlossen werden.

Unsere Versuche zeigten jedoch, dafl der Verlauf der Farbreaktion
von der Menge des angewandten Resorcins nicht unabhéngig ist; man
muB also die unten angegebene Konzentration strengstens einhalten,
da bei der Ermittlung der Kurve — mit deren Hilfe die Berechnung
der Inulinmenge erfolgt — diese Resorcinkonzentration gewéihlt bzw.
fiir am giinstigsten gefunden wurde.

Zur Entfernung der Eiweille bzw. anderer reduzierender, nicht
zuckerartiger Substanzen wurde die Fallung nach Fujita mit Cadmium-
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hydroxyd herangezogen, die auch bei der Fructosebestimmung von
"R. W. Martin angewendet wurde. Es zeigte sich jedoch, dafl — besonders
 aus dem Harn — all diejenigen Substanzen, die bei der Resorcinprobe
eine Farbung ergaben, mit Cadmiumhydroxyd nicht vollstindig aus-
gefallt werden konnten. Wir gingen deshalb so vor, dafi, wir mit dem
vor der Inulinbelastung (Zufuhr intravends) entnommenen Blut bzw.
entleerten- Harn die Reaktion durchfiihrten und dann bei der eigent-
lichen Bestimmung die so gewonnene Losung als Kompensations-
flissigkeit anwendeten. '

Erforderliche Reagenzien.

1. 13,0 g CdSO, werden in.63,5ccm n/l Schwefelsiure geldst
und die Lésung mit dest. Wasser bis auf 1000 ccm erganzt

2. n/1 NaOH-Lésung.

3. 259,ige Salzsiure, die auf 100 cem 0,75 g Resorcin pro anal.
enthalt.

4. 96 9 iger Alkohol.

Vor allem wurde die der Berechnung zugrunde gelegte Kurve
ermittelt, und zwar so, dafl auf die Abszisse die Extinktionswerte,
' auf die Ordinate die Inulinmengen in mg-
Werten aufgetragen wurden. Die zu den
150 einzelnen Konzentrationen gehérenden
' Punkte der Kurve wurden so bestimmt,

100

daB die durch Resorcinsalzsiure erzeugte

950 ' Rotfarbung im Stufenphotometer oOfter
' nacheinander gemessen und der Mittel-
00,07; 9725 4208 G306 76 wert  dieser Messungen eingezeichnet
iz};/"‘f” wurde. Auf diese Weise wurde die In-

tensitdt der Farbreaktion von 0,25, 0,50,
1,0, 1,5 und 2,0 mg Inulin-(in 15 ccm) bestimmt. Jede einzelne Messung
wiederholten wir sieben- bis-achtmal, und zwar wie folgt: In je ein
Reagensréhrchen mit eingeschliffenem . Glasstopsel, das genau bei 10
und 15 ccm markiert war, wurden der Reihe nach 0,25, 0,50, 1,0, 1,5
" und 2,0 cem einer 0,1 %igen Inulinlésung eingefiihrt und nachher jeder
Ansatz zuerst- mit 4 cem Resorcinsalzsiurelgsung, danach bis zur
10-ccm-Marke mit dest. Wasser versetzt und durchgeschiittelt. Nun
tauchte man das Réhrchen auf genau 10 Minuten in ein lebhaft

siedendes Wasserbad, kithlte nach der Hydrolyse ab, fiillte bis zur
~ 15-ccm-Marke mit Alkohol auf, schiittelte durch und nahm sofort die
Messung im Stufenphotometer vor. Zur Messung wurden 5-mm-
Kiivetten und das Farbfilter S 43 angéwendet; als Kompensations-
fliissigkeit diente dest. Wasser. Die so ermittelte Kurve ist aus oben-
stehender Abbildung ersichtlich.
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Bestimmung im Serum und Harn.

1cem Serum bzw. Harn wurde mit 2 cem dest. Wasser, 8 ccm
Cadmiumsulfatisung und 1ccm n/l NaOH-Lisung versetzt. Man
schiittelte durch, lieB einige Minuten stehen und filtrierte durch ein
trockenes Filter. Aus dem Filtrat wurden 6 cem in eines der oben
beschriebenen Rdéhrchen pipettiert, der Ansatz mit 4 cem Resorcin-
salzsdurelosung versetzt und griindlich durchgeschiittelt. Nun tauchte
man das Réhrchen genau 10 Minuten lang in ein lebhaft siedendes
Wasserbad, kiihlte hernach ab und fiillte mit Alkohol bis zur 15-ccm-
Marke auf. Die Farbintensitit der so gewonnenen gelblithroten Losung
wurde unter Anwendung einer 5-mm-Kiivette und des Farbfilters S 43
im Stufenphotometer gemessen. Als Kompensationsfliissigkeit diente
eine Losung, die nach gleicher Aufarbeitung einer vor der Inulinbelastung
entnommenen Blutprobe bzw. entleerten Harnprobe gewonnen wurde.
Die den erhaltenen Extinktionswerten entsprechenden Inulinmengen
kénnen in mg-Werten mit Hilfe obiger Kurve graphisch ermittelt
werden. Multipliziert man diesen Wert mit 100, so erhidlt man den
Inulingehalt des Serums bzw. Harns in mg-9.

Die Zuverlassigkeit unserer Methode haben wir nacligewiesen,
indem wir dem Serum bzw. Harn bekannte Mengen Inulin zusetzten
und nach Entfernung des Eiweifles die Bestimmung des Inulins nach
der frilher angegebenen Weise durchfiihrten. Gléichzeitig wurde die
Resorcinsalzsiurereaktion auch beim mit Inulin nicht versetzten Serum
bzw. Harn durchgefiihrt und die so gewonnene Lésung als Kom-
pensationsfliissigkeit angewendet. Unsere diesbeziiglichen Versuchs-
ergebnisse sind in der untenstehenden Tabelle zusammengefal3t':

. Serum Harn
Inulin in mg Inulin in mg -
zugesetzt l gefunden - . zugesetzt gefunden
0,25 027 0,25 0,23
0,50 0,62 0,50 0,50
0,75 0,76 0,75 0,78
1,00 1,00 1,00 0,97
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