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Ein Beitrag zur Durchführung der Phosphataseprobe
mit Natrium-p-Nitrophenylphosphat

Von E. Siegenthaler
(Aus dem Laboratorium der Verbandsmolkerei Bern)

Einleitung

Die Verwendung von Natrium-p-Nitrophenylphosphat zur Durchführung des
Phosphatasetestes bietet den Vorteil, dass kein zweites Reagens zum Nachweis
der Spaltprodukte verwendet werden muss. Unter Einwirkung der Phosphatase
wird die Natrium-p-Nitrophenylphosphat-Verbindung u.a. in Phosphorsäure
und p-Nitrophenol gespalten. Nitrophenol ist ein pH-Indikator und im Bereich
des pH-Wertes der Phosphatasereaktion (10,0) intensiv gelb gefärbt. Eine bei der
Durchführung der Phosphataseprobe nach kürzerer oder längerer Zeit auftretende

Gelbfärbung zeigt demnach die Gegenwart von Phosphatase bzw. einen
ungenügenden Pasteurisationseffekt an. Neben der äusserst einfachen
Durchführung der Probe seien als weitere Vorteile die hohe Empfindlichkeit und das
Vorliegen der Resultate nach relativ kurzer Zeit genannt. Gerade letztere Eigenschaft

ist für die Betriebskontrolle von sehr grossem Wert, da sie gestattet, die
Kontrolle so zu organisieren, dass die Dispositionen der Kontrollstelle zu einem
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Zeitpunkte getroffen werden können, da die pasteurisierten Ausgangsprodukte
noch nicht weiter verarbeitet sind.

Nun ist leider die Verbindung p-Natrium-Nitrophenylphosphat relativ
unstabil. Nach kürzerer oder längerer Lagerung wird p-Nitrophenol freigesetzt
und dann weisen auch einwandfrei pasteurisierte Proben eine Gelbfärbung auf.
Dies erschwert eine zuverlässige Beurteilung wesentlich und dürfte der Hauptgrund

sein, dass diese an sich sehr ideale Phosphataseprobe in den
Betriebslaboratorien noch nicht grössere Verbreitung gefunden hat.

Eine einfache Methode
zur Reinigung von Natrium-p-Nitrophenylphosphat

Die in der Literatur ') beschriebenen Methoden zur Reinigung dieser Substanz
sind verhältnismässig kompliziert und nicht ohne weiteres in jedem Laboratorium
durchführbar. Um wieder eine Kristallisation herbeiführen zu können, darf das
Salz nur in organischen Lösungsmitteln gelöst und gereinigt werden 2). Ein sehr

guter Reinigungseffekt wird erzielt, indem das gelöste Salz durch Aktivkohle
filtriert wird.

Zum Zwecke der Phosphataseprobe ist es aber nicht unbedingt erforderlich,
das Salz nach erfolgter Reinigung wieder zu kristallisieren. Indem man auf die
Kristallisation verzichtet, wird der Reinigungsvorgang so vereinfacht, dass er in
jedem Labor ohne weiteres und mit einem Minimum an Zeitaufwand
durchgeführt werden kann.

Eine auf diesen Überlegungen entwickelte Reinigungsmethode, wie sie im
Betriebslabor der Verbandsmolkerei Bern mit Erfolg gehandhabt wird, ist wie
folgt durchzuführen:

Um einen Liter Substratpuffer herzustellen, werden 0,25 g Natrium-p-Nitrophenylphosphat

puriss z.A.*) in einem 100 cm3-Becherglas in ca. 50 cm3 Pufferlösung

(nach Aschaffenburg und Mullen oder Andersen und Vestesen) gelöst.
Färbt sich die Lösung gelb, so ist freies p-Nitrophenol zugegen. In diesem Falle
muss die Lösung gereinigt werden. In einem Filterrohr nach Allihn (Filter G4)
wird ca. 2 cm hoch Aktivkohle aufgeschichtet. Durch diese Filterschicht wird
nun die Lösung unter Anwendung von Vakuum filtriert. Das vollkommen klare
und farblose Filtrat kann dann mit der Pufferlösung vermischt werden. Der
Effekt dieser Reinigung ist so gut, dass der Substratpuffer, wenn er in brauner
Flasche und kühl aufbewahrt wird, bis zu vierzehn Tagen verwendbar bleibt. Die
Filterschicht kann so lange verwendet werden, als die Reinigungswirkung
genügend ist.

Für die Herstellung der Pufferlösungen sei auf die Arbeit von Ritter *)
verwiesen.

*) In der Schweiz beziehbar durch die Firma Fluka AG, Chemische Fabrik, Buchs SG.
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Zusammenfassung

Es wurde eine einfache Methode zur Reinigung von Natrium-p-Nitrophenylphosphat
beschrieben. Durch die einfache Reinigungsmöglichkeit wird der Nachteil der Unstabili-
tät des Natriump-Nitrophenylphosphat-Salzes weitgehend aufgehoben, so dass diese

an sich sehr ideale Phosphataseprobe vermehrt zur Untersuchung herangezogen werden
kann. Neben der einfachen Untersuchung und hohen Empfindlichkeit wird besonders für
Betriebslaboratorien auf den Wert des Vorliegens der Resultate schon nach kurzer
Bebrütungszeit hingewiesen.

Résumé

Le p-nitrophénylphosphate de sodium, utilisé dans un excellent essai de la
phosphatase, est une substance qui n'est pas très stable et qui libère du p-nitrophénol au bout
de quelque temps. On décrit une méthode simple de purification du p-nitrophénylphos-
phate de sodium permettant de le débarrasser, par passage de sa solution sur du charbon
actif, du p-nitrophénol formé.

Summary

Sodium p-nitrophenylphosphate can be easily purified, that is freed from any p-
nitrophenol present, by filtering its solution through activated charcoal. This chemical
is used in an excellent phosphatase test.
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