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Reésumeé
Description d’un mode opératoire amélioré pour le dosage de quantités d’arsenic de
’ordre du microgramme. Aprés désagrégation de I’échantillon a sec avec du nitrate de
magnésium l’arsenic est extrait de la fagon usuelle — aprés réduction — par le diéthyl-
ammoniumdiéthyldithiocarbamate dans un entonnoir a séparation. L’extrait organique est
ensuite détruit par oxydation et ’arsenic transformé, en une étape, en complexe bleu d’As
et de Mo. Puis on mesure au spectrophotométre I’intensité de la coloration pour un maxi-
mum d’absorption situé a 840 mm et en déduit la teneur en As en se référant a une courbe
d’étalonnage.
Summary
Description of an improved method for the determination of micrograms of Arsenic.
The sample is opened up in the dry state with magnesium nitrate; after reduction, As
is extracted with diethylammoniumdiethyldithiocarbamate, transformed — in one step —
into the blue As — Mo — complex and spectrophotometrically determined.
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Uber eine enzymatische Glycerinbestimmung in Traubensaft
und Wein
Von K. Mayer und Ingrid Busch, Eidg. Versuchsanstalt Widenswil

Im Zusammenhang mit Untersuchungen an Girsubstraten interessierte uns eine
einfache, fiir die routinemiflige Handhabung geeignete Glycerinbestimmung. Nach-
dem wir seit einiger Zeit zum quantitativen L-Apfelsiurenachweis in Wein und
Obstsdften mit gutem Erfolg eine enzymatische Methode! verwenden, lag uns
daran, wenn mdoglich auch diese Verbindung mit einer dhnlich einfachen und spe-
zifischen Methode zu erfassen.

Wihrend rein chemische Glyzerinbestimmungen in der Literatur recht hiufig
beschrieben sind — diese Methoden erfordern durchwegs einen groflen Arbeitsauf-
wand und liefern gelegentlich eher unsichere Ergebnisse —, existieren {iber enzyma-
tische Glyzerinbestimmungen nur wenige Angaben. Dies vor allem deshalb, weil
die fiir den enzymatischen Glycerinnachweis erforderlichen Enzyme bis vor kurzem
noch nicht erhiltlich waren. Erst seit einiger Zeit konnen die bendtigten biolo-

Verwendete Abkiirzungen:

DPN:  Diphosphopyridinnukleotid

DPNH: Diphosphopyridinnukleotid reduziert
ATP: Adenosintriphosphat

ADP: Adenosindiphosphat
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gischen Reagentien in Form hochgereinigter, verhiltnismiflig stabiler Handelspra-
parate im Handel bezogen werden.

Die bisher beschriebenen enzymatischen Glycerinnachweise beruhen auf der
Verwendung des «optischen Tests» nach Warburg?; hierbei werden die Reaktionen
DPN+ —— DPNH bzw. DPNH —— DPN+ als Indikatorreaktionen be-
niitzt und spektrophotometrisch ausgewertet. Kreutz® bestimmte Glycerin in Neu-
tralfetten und Phospholipiden unter Einsatz von Glycerokinase, Pyruvatkinase
und Lactatdehydrogenase nach folgendem Prinzip (Summenreaktion):

Glycerin + Phospho-enolpyruvat + DPNH + Ht —— L(-)-Glycerin-Il-
Phosphat + Lactat + DPN*,

Eine von Wieland* beschriebene Methode basiert auf der Zweistufenreaktion
GK

1) Glycerin + ATP L(-)-Glycerin-1-Phosphat + ADP

GDH

2) L(-)-Glycerin-1-Phosphat + DPN Dihydroxyacetonphosphat + DPNH

-+
Reaktion 1) wird dabei durch das Enzym Glycerokinase (GK), Reaktion 2) durch
a-Glycerophosphatdehydrogenase (GDH) katalysiert. Boltralik und Noll*> be-
stimmten Glycerin mit der prinzipiell gleichen Methode wie Wieland; diese Au-
toren verwendeten jedoch zusitzlich Albumin als Schutz gegen eine rasche Inakti-
vierung der Glycerophosphatdehydrogenase; ferner wurde bei Reaktionsende
DPNH durch Aethanolzusatz stabilisiert.

Es gelang uns trotz zahlreicher Versuche nicht, mit der von Wieland empfoh-
lenen Methode befriedigende Ergebnisse zu erhalten; meist wurden nur etwa 80 %o
des eingesetzten Glycerins wiedergefunden. Bei der darauffolgenden Uberpriifung
des von Boltralik et al. beschriecbenen Verfahrens lieflen sich dagegen rasch akzep-
table Werte erzielen und zwar sowohl in wisserigen Losungen wie auch in Trauben-
saft und Wein.

Prinzip

Unter geeigneten Bedingungen katalysieren die beiden Fermente Glycerokinase
und o-Glycerophosphatdehydrogenase die Phosphorylierung von Glycerin zu
L(-)-Glycerin-1-Phosphat und die darauffolgende Dehydrierung zu Dihydroxyace-
tonphosphat. Die Dehydrierung von Glycerin-1-Phosphat durch die DPN-abhin-
gige Glycerophosphatdehydrogenase dient dabei als Indikatorreaktion: die gebil-
dete DPNH-Menge ist der vorhandenen Glycerinmenge dquivalent und lifit sich
spektrophotometrisch einfach erfassen. Voraussetzung fiir den quantitativen Ab-
lauf der Reaktionen innerhalb einer kurzen Zeitspanne (z. B. 60 min.) ist die Ver-
lagerung des Reaktionsgleichgewichts auf die rechte Seite. Man arbeitet deshalb
bei pH 9,1 und fangt das anfallende Dihydroxyaceton durch Hydrazin ab. Gemifl
den Versuchen von Boltralik et al. erweist sich ferner ein Zusatz von Rinderalbu-
min als vorteilhaft, da hiedurch eine vorzeitige Zerstérung der Glycerophosphat-
dehydrogenase durch Hydrazin verhindert wird. Schliefflich wirkt ein Zusatz
von Aethanol (50 °/0) bei Reaktionsende stabilisierend auf das entstandene DPNH.
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Experimentelles

Reagentien und Loésungen

1. Albumin (Rinder-Serumalbumin, kristallisiert [Fa. Sigma Chemical Comp.,
St. Louis, USA)]: 12,5 mg/ml.

2. Adenosintriphosphat (ATP [Fa. C. F. Boehringer & Soechne GmbH, Mannheim,
Deutschland*]): 50 mg/ml, mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

3. Diphosphopyridinnukleotid (DPN, freie Siure [Fa. Boehringer]): 66 mg/ml,
mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

4. Hydrazinhydrat (pur. [Fa. Siegfried, Zofingen]): 2 g/10 ml, pH mit HCI auf
9,1 eingestellt. '

5. KF-2H.O (z. A. [Fa. J.T. Baker Chemical Comp., Phillipsburg, USA]):

235 mg/10 ml.

MgCl, - 6 H.O (z. A. [Fa. Merck AG, Darmstadt, Deutschland]): 20 mg/10 ml.

Glycerokinase (aus Candida mycoderma [Fa. Boehringer]).

Glycerophosphatdehydrogenase (aus Skelettmuskel [Fa. Boehringer]).

el

Die Reagentien 1, 2, 3, 7 und 8 sind in der Kilte auzubewahren.

Arbeitsweise

In kleine Reagensrohrchen werden einpipettiert: je 0,1 ml der Reagentien 1-6,
0,1 ml Probelosung (enthaltend hochstens 100 pg Glycerin), je 0,1 ml der beiden
Enzyme (7,8), dest. H.O ad 1 ml (0,28 ml). Die Rohrchen werden geschwenkt,
wihrend 60 min. bei 37 ° C im Wasserbad inkubiert, worauf 9 ml Aethanol
(50 Vol. %) einpipettiert werden. Nach griindlichem Durchmischen wird die op-
tische Durchlissigkeit der Proben in Glaskiivetten von 1 ¢m Schichtdicke bei A =
340 my. gegen dest. H:O gemessen. Eine Blindprobe, deren Reaktionsgemisch an-
stelle der Enzyme 0,02 ml H:O enthilt, wird ebenfalls bestimmt.

Bei der Berechnung des erfaiten Glycerins miissen der Extinktionskoeffizient
fiir DPNH (6,22 - 10® cm?/Mol bei 340 mp.) und der Verdiinnungsgrad der Probe
beriicksichtigt werden; es ergibt sich:

e A E*-0,1-100
uMole Glycerin in 0,1 ml Probe = e
<l A E 0,1 - 100 - 92,1
bzw. u.g Glycerin in 0,1 ml Probe — 5

*) AE = E probe — E Blindprobe

Fiir die im folgenden beschriebenen Versuche mit Substraten verschiedenen
Glyceringehaltes verwendeten wir Glyzerin z. A. (Merck), das durch Destillation
praktisch wasserfrei erhalten wurde.

* Schweizer Vertretung: Fa. Laevosan AG, Ziirich.
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A. Glycerinbestimmungen in wisserigen Losungen

Wir tberpriiften die Methode vorerst an verschiedenen wisserigen Glycerin-
l16sungen. Aus einer Anzahl Bestimmungsserien wird nachstehend ein fiir diese Ver-
suche typisches Ergebnis wiedergegeben.

Tabelle 1
Glycerinbestimmungen in wdsserigen Losungen
Glycerin ’
vorgelegt Glycerin gefunden
1.g/0,1 ml A E 340 my, 1.g/0,1 ml /o
5 0,033 7,4 148,0
10 0,064 9.5 95.0
25 0,166 24,6 98,4
50 0,327 48,4 96,8
75 0,490 72,6 96,8
100 0,640 94,8 94,8
125 0,792 14743 93,8

Die im Bereich 10-100 p.g/0,1 ml erhaltenen Werte diirfen als akzeptabel be-
zeichnet werden; der durchschnittliche Fehler betrug 3,6 °/o. Bei Glyceringehalten
hingegen von unter 10 pg und iiber 100 p.g/0,1 ml wird der Nachweis, wie sich bei
verschiedenen Parallelversuchen bestitigte, ungenau.

B. Glycerinbestimmungen in Traubensaft und Wein

Einige Bestimmungen an Handelstraubensdften ergaben, daf diese Getrinke bis
zu 800 mg Glycerin/1 enthielten. Wir zogen deshalb vor, unsere Versuche mit
einem frisch abgeprefiten, filtrierten Saft weifler Trauben, dessen Glyceringehalt
unter 10 mg/1 lag, durchzufiihren. In Tabelle 2 ist wiederum ein fiir eine ganze An-
zahl derartiger Bestimmungen typisches Resultat aufgefiihrt.

T abelle 2
Glycerinbestimmungen in Traubensaft verschiedenen Glyceringebalts
Glycerin
E340 my, AE u.g/0,1 ml %o wieder gefunden
Traubensaft 0,113

+ 10 pg Glycerin 0,181 0,068 10,07 100,7
+ 25 pg Glycerin 0,280 0,167 24,7 98,8
+ 50 p.g Glycerin 0,438 0,325 48,6 97,2
+ ' 75 ug Glycerin 0,600 0,487 72,1 96,1
+ 100 pg Glycerin 0,760 0,647 95,8 95,8
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Der mittlere Fehler betrug in obigem Versuch 2,5 %; die erhaltenen Werte
konnen somit wiederum als befriedigend betrachtet werden. Es geht daraus, wie
auch aus dem Ergebnis einer ganzen Anzahl ahnlicher Messungen hervor, dafl die
Bestimmung durch keine traubensafteigenen Substanzen gestort wird. Bei einem
weiteren Versuch setzten wir dem gleichen Traubensaft neben 50 p.g Glycerin/0,1 ml
noch je 1 g 2,3-Butylenglykol, Sorbit und Mannit sowie 300 mg SO, pro Liter —
letzteres unmittelbar vor der Bestimmung — zu. Es lieflen sich 48,7 ug Glycerin/0,1
ml (entsprechend 97,4 %/o der vorgelegten Glycerinmenge) nachweisen. Daraus er-
gibt sich, dafy diese Substanzen nicht storten.

Schlief8lich iiberpriiften wir die Methode an verschiedenen Weinen. Bei einem
Versuch mit zwei Getrdnken, die bereits 6,45 (Rotwein) bzw. 8,0 g (Weilwein)
Glycerin pro Liter enthielten, wurde nach Verdiinnung 1 : 10 mit Wasser Glycerin
so dosiert, dafl pro 0,1 ml 20 bzw. 50 ug Glycerin zusatzlich vorlagen. Als Blind-
proben dienten die verdiinnten Rot- bzw. Weiflwein enthaltenden Reaktionsgemi-
sche ohne zugesetztes Glycerin. Das Ergebnis ist in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3
Bestimmung von zugesetztem Glycerin in 2 Weinen (10fach verdiinnt)
. Glycerin
E 340 my, AE 1.g/0,1 ml /o
Rotwein 0,685 = ,
+ 20 pg Glyc./0,1 ml 0,818 0,153 i (575 98,5
+ 50 pg Glyc./0,1 ml 1,020 0,335 49,6 99,2
Weillwein 0,565 =
+ 20 pg Glyc./0,1 ml 0,700 0,135 20,0 100,0
+ 50 pg Glyc./0,1 ml 0,385 0,320 47 4 94,8

Der durchschnittliche Fehler lag somit in diesem Versuch — wie auch bei an-
deren dhnlichen Messungen an Weifl- und Rotweinen — unter 5 %o. Daraus darf
geschlossen werden, dafl die angewendete Bestimmung auch in Wein spezifisch und
ungestort verlauft.

Unsere Erfahrungen mit dieser Methode lassen sich dahinzusammenfassen, dafl in
den gepriiften Substraten regelmiflig mindestens 95 %o des eingesetzten Glycerins
wieder nachgewiesen werden konnte. Bei 50 p.g/0,1 ml {ibersteigenden Konzentra-
tionen waren gelegentlich noch etwas bessere Ausbeuten erwiinscht gewesen, in-
dessen gelang es weder durch Verdoppelung der Enzym- und DPN-Mengen noch
durch Anderung der Inkubationsdauer, glinstigere Ergebnisse zu erzielen.

Der Reaktionsverlauf mit zwei Glycerinkonzentrationen wird durch Abbil-
dung 1 veranschaulicht. Zwei Reaktionsgemische wurden aufeinanderfolgend direkt
im auf 37 ° C gehaltenen Kiivettenraum des Photometers inkubiert; so ergab sich die
Moglichkeit, den Verlauf der DPN-Reduktion wie auch das Ergebnis A E gra-
phisch festzuhalten.

301



et e e —g-——
e By ey i 51
EEEE = 5
iR i f - S
. J— — [ ! — ! L
o 1 : ' : 18-
Rt s T ! : =i o
e ‘ 5
e A i i :
T ! ! = s
i : £ }lg { ][ -.. : : : o,_—
p T o S
i £ : = =5 ATEE -
—= 1S 18 = : 3 Y
i 1 ' _% 2
: ]g > | = 2 -18_ & &
s 2 =1 E )
L e e e g S B B S e SR P e e e e e e S S o S Eyg
e , B 10 mnS

Abbildung 1

Enzymatische Glycerinbestimmung in Traubensaft
Spektrophotometer: Beckman DB Schreibgerit: Beckman Recorder

Kiivettenansatz: (2 ml Reaktionsvolumen)
Je 0,1 ml Albumin, MgCly, KF, Hydrazinpuffer, DPN, ATP (Konzentration siche vorher)
1,26 ml dest. H,O

* 0,1 ml Probelésung (20%oiger Traubensaft mit5 [Kurve 1] bzw. 10 p.g Glycerin [Kurve 2])
0,02 ml Glycerophosphatdehydrogenase
0,02 ml Glycerokinase (im Zeitpunkt «E» einpipettiert)

* Die in diesen Ansitzen vorliegenden Glycerinkonzentrationen (5 bzw. 10 yg/2 ml) ent-
sprechen den vorherigen (s. Tabellen 1—3) Meflkonzentrationen 25 bzw 50 yg/10 ml.

Der Verlauf der Reaktionskurven 1 und 2 zeigt, dafl die vorgelegten Glycerin-
mengen vollstindig erfaflit wurden. Es ergibt sich nach 12 min. Reaktionsdauer:

Kurve 1:
Glycerin vorgelegt: 5 wg/2 ml
Glycerin gefunden: A E{ = 0,172 entspr. 5,07 p.g/2 ml
(= 25,45 p.g/10 ml = 101,8 %/0)
Kurve 2:
Glycerin vorgelegt: 10 pg/2 ml
Glycerin gefunden: A E1 = 0,340 entspr. 10,07 p.g/2 ml

(= 50,35 p.g/10 ml = 100,7 %/o)

Zusammenfassung

Eine einfache, von Boltralik et al.A fiir biologische Substrate vorgeschlagene Glycerinbe-
stimmung wird auf ihre Anwendbarkeit in Traubensaft und Wein iiberpriift. Bei der auf einer
enzymatischen Phosphorylierung und Dehydrierung beruhenden Zweistufenreaktion wird
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die daran gekoppelte DPN+-Reduktion spektrophotometrisch ermittelt. Die sehr spezi-
fische Methode gestattet, 10—100 p.g Glycerin/0,1 ml Traubensaft, Wein bzw. deren wiis-
serigen Verdiinnungen genau zu erfassen. Bei Glycerinbestimmungen in Wein (Glycerin-
gehalt normalerweise 2—10 g/l) empfiehlt sich der Einsatz 10- bis 20fach verdiinnter Pro-
ben, damit die quantitative Erfassung gesichert ist und die Messung im giinstigen Skala-
bereich erfolgt.

Résumé

On a examiné I'application au jus de raisin et au vin de la méthode enzymatique
simple de Boltralik et al. pour le dosage de la glycérine dans les substrats biologiques.
Cette méthode, qui est spécifique, repose sur la phosphorylation de la glycérine et la
déshydrogénation du produit phosphorylé, en présence de DPN. Le DPNH formé, qui
correspond a la glycérine présente, est dosé par spectrophométrie. On peut ainsi doser
avec une erreur moyenne de 3,6 %o, de 10 & 100 pg de glycérine dans 0,1 ml de jus de
raisin ou de vin. Pour des concentrations en glycérine plus élevée (le vin en contient
normalement de 2 & 10 g/l) il convient de diluer I’échantillon de 10 & 20 fois.

Summary

Examination of the application to grape juice and wine of the enzymatic method
described by Boltralik et al. for the determination of glycerol in biological substrates. This
method is specific for glycerol and it has been found to give good results when applied
to grape juice and wine.
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