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Selbstverstandlich erlauben die vorliegenden Werte
noch keine eindeutigen SchluBfolgerungen. Immerhin
sollte die hier vorgestellte Methode aufgrund ihrer
Einfachheit und VerlaBlichkeit sehr bald zu neuen
oder detaillierteren Vorstellungen iiber die Jodstoff-
wechseldynamik fithren und auch in der Diagnostik
von Schilddriisenerkrankungen von Nutzen sein.
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Verbesserte mikrochemische Jodbestimmung von Schilddriisenhormonen

K. Horn, R. LaxDparAF, T. RunL und P. C. ScriBa*

I1. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen (Komm. Dircktor: Prof. Dr. M. M. Forell)

Eingegangen am 5. Mai 1970

Improved Microchemical Determination of Iodine in Thyroid Hormones. A manual and a semiautomatic micro-
determination of iodine for the measurement of iodotyrosines and iodothyronines is presented. The procedure
involves reductive dehalogenization of the iodoamino acids by CuSO,-activated zine powder and colorimetric
determination of iodide by the Ce(IV)/As(III) reaction in the range of 0.5—4.0 ng iodide/ml.

Zusammenfassung. Berichtct wird iiber eine manuelle und eine automatisierte Mikrojodbestimmung, mit
deren Hilfe es moglich ist, Schilddriisenhormone und verwandte Jodaminosiduren nach reduktiver Dehalo-
genierung mit kupferaktiviertem Zinkstaub mikrochemisch mit Hilfe der Ce(IV)/As(III)-Reaktion in einem

Bereich von 0,5—4,0 ng/ml zu messen.

Einleitung
Sandell u. Kolthoff [8] berichteten erstmals 1934
uber den katalytischen Effekt von anorganischem

* Mit Unterstutzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft, SFB 51.

Jodid auf die Reaktion zwischen 4-wertigem Cer und
3-wertigem Arsen in verd. Schwefelsiure, wodurch
es moglich wurde, geringe Mengen von anorganischem
Jod nachzuweisen. Heute wird allgemein dem Jodid
eine pseudokatalytische Tunktion zugeschrieben,
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wie sie zuerst von Dubravéic [4] 1955 formuliert

wurde.
2 CelV ) 2J—)C AsY
2 Celll «F C Jy AslII,

Die Geschwindigkeit der Reduktion des gelben
Ce(IV) zum farblosen Ce(III) ist ein MalB fiir die
Konzentration an anorganischem Jodid. Aber auch
organische Jodverbindungen wie z.B. Schilddriisen-
hormone und verwandte Jodaminosauren iiben eine
ahnliche Wirkung auf die Ce(IV)-Reduktion aus [1,
2,7). Die Starke der pseudokatalytischen Wirkung
der einzelnen Jodaminosduren ist aber nicht nur von
der Anzahl der Jodatome, also dem Jodgehalt, son-
dern auch von der Stellung der Jodatome im jeweili-
gen Molekiil abhangig. Als gesichert kann heute an-
genommen werden, daf3 die Reaktion iiber eine Frei-
setzung des Jodatoms aus der organischen Bindung
lauft, wofiir z. B. eine Hydroxylgruppe in ortho-
Stellung zum Jodatom als essentiell angenommen
wurde [2]. Unser Bestreben war es, die Unterschiede
der ,katalytischen‘ Wirksamkeit der einzelnen Jod-
aminosduren, bezogen auf ihren Jodgehalt, auszu-
gleichen, um somit alle zu untersuchenden Jod-
verbindungen auf eine Jodideichkurve beziehen zu
kénnen und dadurch gleichzeitig die Steilheit der
Eichkurve und hiermit die Empfindlichkeit des
Nachweises verbessern zu kénnen.

Ausarbeitung des Verfahrens

Abb.1 zeigt, dal von frischen Losungen von MIT,
DIT, T; und T, nur ein Bruchteil des Jodgehaltes
direkt, d. h. ohne Vorbehandlung mit aktiviertem
Zinkstaub nachweisbar ist. Ils kommt allerdings in

E
1500 — T3-Lésungen
e S
>a ===8== _OTO\
1000 \. ~a O==--0- 1T T oo trisch
““““ -0 24 Std.

. .
500 \o \A\'\.

‘-
\.
\ ~a 14 Tage

or .\
0 J”

100%™ 7 T T T T T T

0 05 10 15 20 30 L0
ng Jod/ml

Abb.1. Jodnachweis in Jodaminosiiuren mit der Ce(IV)/
As(IIT)-Reaktion ohne vorherige Dehalogenierung

K. Horn, R. Landgraf, T. Ruhl und P. C. Scriba:

Losungen der Jodaminosduren schon spontan zur
Dejodierung der aromatischen Ringe, besonders in
alkalischem Milieu [3]. Auch durch AufschlieBung der
Molekiile mit Hilfe der alkalischen oder sauren Ver-
aschung gelingt es, die Jodatome quantitativ ab-.
zuspalten; hierbei treten aber, besonders beim
Arbeiten mit sehr geringen Mengen, leicht crhebliche
Jodverluste auf [6].

Wenig aufwendig und sehr gut reproduzierbar ist
das hier beschriebene Verfahren der katalytischen
Reduktion [10]. Hierbei wird organisch gebundenes
Halogen durch nascierenden Wasserstoff freigesetzt:

RQOH+4H Zny RQ + HJ + H0

J H

Als Hydrierungskatalysator verwendeten wir kup-
fer-aktiviertes Zink, dessen Aktivitit gegeniiber aro-
matischen Verbindungen grofer als die reinen Zinks
ist, und zwar in stark alkalischem Milieu, um den ent-
stehenden Jodwasserstoff zu binden. Das freigesetzte
Jodid konnte dann mit einer modifizierten Mikrojod-
bestimmung nach Malkin [6] nachgewiesen werden.
Die Dejodierung der Jodaminoséduren mit Hilfe der
katalytischen Reduktion erfolgt dabei nahezu voll-
standig. Die Eichkurven fir T, und T; sind jetzt
praktisch identisch mit der Jodideichkurve (Abb.2),
was auch fir die Jodtyrosine MIT und DIT gilt.
Die katalytische Wirkung von Kaliumjodid- und
Thyroxinlésungen jeweils gleichen Jodgehalts er-
geben bei Vergleich der Extinktionen auf Abszisse
und Ordinate cine Gerade mit der Regression b = 0,96
(Korrelationkoeffizient » = 0,999).

Die steigende Zahl der anfallenden Proben machte
eine Automatisierung der Jodbestimmung erforder-
lich. Das unten beschriebene Verfahren erlaubt die
Bestimmung von 0,5—4,0ng Jodid mit einem
Variationskoeffizienten von < 59/,.

Arbeitsvorschrift
I. Manuelle Methode

@) Reagentien. 1. Kupferaktivierter Zinkstaub. 0,3 g Zinkstaub
(p-a. Merck) werden mit 7 ml 4°/,iger Cu(II)-sulfatlésung
versetzt, kriftig geschiittelt und auf einer Nutsche griindlich
mit Aqua bidest. gewaschen.

2. 0,03 N Cer(IV)-ammoniumsulfatlosung. 1,90 g (NH,),-
Ce(SO,), - 2 H,O (p.a. Merck) werden in 10 ml Aqua bidest.
geldst, 10 ml konz. H,S0, zugegeben und mit Aqua bidest.
ad 100 ml aufgefullt.

3. 0,2 N arsenige Siure. 9,89 g As,O; und 7,0 g NaOH-
Plitzchen werden in 200 ml Aqua bidest. gelést und in der
Kalte 500 ml 7 N Hy,SO, und Aqua bidest. ad 1000 m! zu-
gegeben.
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Abb.2. Jodnachweis in Jodaminosiuren
nach Dehalogenierung durch kupferakti-
vierten Zinkstaub

4. Siuregemisch. 40,0 ml 2 N HCI zu 250 ml 7 N H,SO,,
mit Aqua bidest. ad 1000 ml.

3. Stammlésungen gleichen Jodgehalts von KJ, MIT
= Monojodtyrosin, DIT = Dijodtyrosin, T, = Dijodthyro-
nin, T; = Trijodthyronin, T, = Thyroxin, alle Substanzen
von Fluka AG, Buchs.

Entsprechende Einwaagen wurden in 1 N NaOH bzw. KJ
in Aqua bidest. gelost und mit 1 N NaOH entsprechend
weiterverdiinnt.

w0
ng Jod/ml

b) Methode. 1 ml Standardlésung der Jodaminosiduren
(2 0,5—4 ng Jod/ml) werden mit ca. 5 mg kupferaktiviertem
Zinkstaub versetzt und 60 min bei 40°C geschiittelt. Nach
Zentrifugieren werden jeweils zu 0,25 ml Uberstand (3fach-
Bestimmung) 0,25 ml Sduregemisch und 0,5 ml arsenige
Sdure zugegeben. Nach 10 min Inkubation bei 40°C werden
dem Ansatz 0,1 ml Cer(IV)-ammoniumsulfatlésung zugesetzt
und nach weiteren 60 min Inkubation bei 40°C in einer
Durchlaufkiivette im Photometer Eppendorf bei 405 nm
abgelesen.
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Abb.3. FlieBdiagramm bei der automati-
COLORIMETER SCHREIBER sierten Jodbestimmung

18 7. Anal. Chem., Bd. 252



270 Horn, Landgraf, Ruhl und Scriba: Verbesserte mikrochemische Jodbestimmung von Schilddriisenhormonen

1 ngJ/mli

05 1+ 2 3 4 3 2

Abb. 4. Jodideichkurve im Bereich von 0,5—4.0 ng/ml hei der
automatisierten Mikrojodbestimmung

I1. Automatisierte Methode

a) Reagentien. 1. Kupferaktivierter Zinkstaub. Siehe oben
manuelle Methode.

2. 0,05 N Cer(1V)-ammoniumsulfatlosung. 3,663 g (NH,),-
Ce(S0,), - 2 Hy,O (p.a. Merck) werden in 10 ml Aqua bidest.
gelost, 10 ml konz. Hy,SO, zugegeben und mit Aqua bidest.
ad 100 ml aufgefullt.

3. 0,2 N arsenige Siure. Siche oben, manuelle Methode.

4. Séiiuregemisch. 40 ml 60°/,ige HCIO, werden 100 ml
65%/,iger HNO, zugegeben und mit 0,1 N HCl ad 1000 ml
aufgefillt.

9. Stammlosung. Siehe oben, manuelle Methode.

6. Spillésung. 1 N NaOH (p.a. Merck).

b) Methode. Von der Technicon-PB'*I-AutoAnalyzer-Ein-
heit werden Probennehmer, Pumpe 11, Heizbad, Colorimeter
und Schreiber verwendet. Das FlieBdiagramm ist in Abb.3
aufgezeigt: Die mit kupferaktiviertem Zinkstaub vor-
behandelte Probe (s.o.) wird jeweils mit Sauregemisch,
arseniger Saure und Cer(IV)-ammoniumsulfatlosung ge-
mischt. Nach 15 min Verzogerung im Heizbad bei 70°C
wird bei 410 nm die Transmission gemessen.

Abb.4 zeigt eine typische Jodideichkurve bei einer Fre-
quenz von 30 Proben/h bei Probennahmezeit zu Spiilzeit
wie 1:2,

Diskussion

Die wesentlichen Vorteile dieses wenig aufwendigen
Verfahrens liegen in seiner hohen Empfindlichkeit.
Der Vergleich der hier beschriebenen Mikrojod-
bestimmung mit der PB!¥’I-Bestimmung nach saurer
oder alkalischer Veraschung [5,9] zeigt eine etwa
50fach héhere Empfindlichkeit bei sehr guter Repro-
duzierbarkeit (Variationskoeffizient = VK < 59/,).
Durch geringe Modifikationen der Konzentration der
Cer(IV)-Losung, der Temperatur und Inkubations-
zeit kann leicht ein anderer Empfindlichkeitsbereich
eingestellt werden. Hierdurch wird es méglich, geringe
Jodkonzentrationen in kleinen Untersuchungsproben,
wie sie z. B. in Tierversuchen oder bei Extraktionen
anfallen, mikrochemisch nachzuweisen.
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