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Aus dem 2]lax-Planck-Institut fiir Erniihrungsphysiologie, Dortmund 

Eine f l uo rome t r i s che  B e s t i m m u n g  des Vitamins C 
in  N a h r u n g s m i t t e l n  

Y o n  U R s ~ s  IMHOI~I~ 

iV[it 1 Abbfldung mid 1 Tabelle 

(Eingegangen am 23. ffuli 1964) 

Die Methode yon Ro~-Ku~THER (1) beruht darauf, dab alas rotbraune 
2,4.Dinitrophenylhydrazon der Ascorbinsi~ure in Schwefels/~ure gelSst un4 
photometriert wird. In reinen ascorbinsiiurehaltigen LSsungen, in pharma- 
zeutischen Zubereitungen, im Blur und im Ham last sich diese Methode gut an- 
wenden. Anders ist es in Substanzgemischen, wo die Ascorbins/iure neben vielen 
organischen Substanzen vorliegt, die ebenfalls Carbonylgruppen enthalten. Um 
StSrnngen dutch sie auszuschalten, reduzieren Ro~ und KUETHSR evtl. vor- 
handene vitaminwirksame Dehydroascorbins/im'e mit Schwofelwasserstoff und 
bestimmen nun ausschliel~lich die Diketogulons//ure und andere Substanzen mit 
Aldehyd- bzw. Ketogruppen ( nicht Vitamin C-Substanzen). Die gleiche LSsung 
wird mit Brom oxydiert und die Summe der Vitamin-Substanzen plus Nicht- 
Vitamin-C-Substanzen, die mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin eine rot-braune 
F/~rbung geben, gemessen. Die F/@bung der Nicht-Vitamin-C-Substanzen wird 
nachher rechnerisch abgezogen. 

Dieses Verfahren schliott Fehler ein: Dtu'ch die Oxydation mit Brom ent- 
stehen wieder neue Carbonylgruppen, die ein gef/irbtes Osazon bflden. Datum 
versuchen neuerdings verschiedene Autoren die einzelnen Osazone durch Papier- 
bzw. Diinnschiehtchromatographie zu trennen (2). Ein weiterer Naehteil ist 
folgender: Bei einigen Analysenproben- besonders bei frischen Pflanzen, die 
viel/~therisches 01 enthalten, oder bei fettreicher Nahrung- wurde nach Zu- 
fiigen tier zum L6sen der Hydrazone verwendeten Schwefels/iure ein Tell des zur 
0xydation verwendeten Broms frei, das wahrscheinhch an Doppelbindungen 
angelagert war. Die zu priifende LSsung war durch das Brom stark braun ge- 
f//rbt; bei der Messung win'de dann ein zu hoher Vitamin C-Gehalt vorgeti~useht. 

Um allen diesen Schwierigkeiten und FehlermSghchkeiten aus dem Wege zu 
gehen, wurde ein neues Prinzip zur Bestimmung des Vitamins C herangezogen. 
Da sich an unserem Institut die fluorometrische Bestimmung kleinster Sub- 
stanzmengen bew/ihrt hatte (Vit. B1, Vit. B~, Vit. Be, Biopterin) lag es nahe, 
ffir das Vitamin C eine//hnliche Methode auszuarbeiten. 

In einer Arbeit yon OGAWA (3) wird darfibor berichtet, dab Dehydroascor- 
bh~s//ure mit o-Phenylendiamin gekuppett ein blaufluoreszierendes Kondensa- 
tionsprodukt gibt. Die Fluoreszenz kann im Fluorometer gemessen werden; 
1 y/ml sind noch sichtbar. 

Die Messung der Fluoreszenz des Kuppelungsproduktes von Dehydroascor- 
bins/iure mit o-Phenylendiamin nach papierchromatographischer Trennung ist 
die Gruncllage fiir die neue Bestimmm~gsmethode des Vitamins C. Dabei erwies 
sich die photofluorometrische Bestimmung nach K _ a / S ~ , R - W n , D ~  (4) als 
auterordentlich brauchbar. 
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Methodik 

Aseorbins~ure - in 1% Ox~lsgure gel6st - wird mig 2,6-Dichlorphenol-Indophenol- 
15sung zur Dehydroascorbins~ure oxydiert  (5). Das Indophenol  ist ein mildes Oxydations- 
mittel ,  das die Ascorbinsgurc quant i t a t iv  in Dehydroascorbinsiiure umwandelt ,  die in 
saurer Lbsung und bci mbglichst tiefer Tempera tur  stabil ist. Ers t  in alkalischer Lbsung 
bildet sich unter  Aufspaltung des Laktonringes die Diketogulonsiiure. Die Dehydroascor- 
binsgure wird auf  Chromatographiepapier  aufgetropft ;  das Chromatogramm absteigend in 
einem sauren Lbsungsmittel  entwicke]t. Die Dehydroaseorbinsiure  zersetzt  sich wii~hrend 
des Chromatographierens n icht ;  wiirde man  Ascorbinsgure auftropfen, so kbnnte  diese 
leicht oxydiert  werden. Nach dem Entwickeln des Chromatogramms wird diescs mit  einer 
o-Pheny]endiaminlbsung bespr0ht.  Das o-Phenylendiamin wird an die Dchydro~scorbin- 
sbure gekuppelt ;  das Kuppelungsprodukt  fluoresziert s tark hellblau bci einem pz~-Wert yon 
3,5. Bei cinem pH unter  3 vcrschwindet  die Fluoreszenz unter  der UV-Lampe,  bei eiuem plz 
fiber 5 zcigt sich eine gelbe Fluoreszenz. 

Um den blaufluoreszierenden Fleeken vom iiberschfissigen Reagenz zu trennen,  muB 
das Chromatogramm in einer zweiten Richtung entwickelt  werden. Der Fleeken wird dann  
auf  einem Streifen konzentr ier t  und die Fluoreszenz anschlieSend photographisch best immt.  

Reagenzien: 

1%ige OxalsEurc in aqua desk. gel6st 
0,18 n Sehwefelss 
:4ther DABs 

Indophenolreaffenz : 
0,1 g 2,6-Dichlorphenol-indophenol werden in 50 ml aqua dest. yon 50 ~ C gel6st. Nach 

dem Abkiihlen ffillt man mit  aqua  dest. auf  100 ml aufi Das 1-r kann  im Kiihlschrank 
vier Wochen lang aufbewabr t  werden. 

o-PhenylendiaminlSsung : 
0,1 g o-Phenylendiamin werden in einen 100 ml Mel3kolben gegeben. Hierzu ffigt man  

eine Mischung yon ]0 m] 0,18 n SchwefelsEure und 40 ml aqua dest. Nach AuflSsen der Sub- 
stanz ffillt man mit  Alkohol absolut, auf  100 ml auf. Die LSsung muir stets friseh berei tet  
werden; im Dunkcla  aufbewahr t  ist sie einige Stunden hMtbar.  Bei Gelbwcrdcn der LSsung 
ist sie zu verwerfen. 

LaufmiUel fi~r das Chromatogramm: 
Isopropanol - 0,036 n Sehwefelss im Verh~ltnis 4:1.  

Laufmittel zum Konzentrleren des Fleclcens: 
Natriumsulfat lbsung - Methanol im Verb~ltnis 2:1.  

Natriumsulfat158ung: 
35 g Natr iumsulfa t  werden ad 1000 ml aqua dest. gel6st. Nach dem Auflbsen wird die 

Lbsung mi t  einigen Tropfen Schwefels~ure auf  pH 3,5 gebracht.  

Chromatogra~hiepapier: - Maeherey und  Nagel - MN 2214 FF.  

A naIysengang : 

Die zu untersuchende Substanz (z.B. Erdbeeren) wird folgendermal~en aufgearbeitet .  
Die Erdbeeren werden gewasehen, abgetroeknet  und vom Blfitenstiel befreit;  dann  

werden sie zerschnit ten und  ohne Zusatz yon Wasser mit  dem ESGE-Stabmixer  (,,Zauber- 
s tab")  in C02-Atmosph~re zerkleinert. Danach wird mbgHchst sehne]l - unter  Vermeidung 
des Zutr i t ts  yon Luftsauerstoff - der Erdbeerbrei  in einen 100 ml-Me~kolben eingewogea 
und sofort mi t  l%iger  OxMs~ure ad 100 ml aufgefiillt. Die Einwaage r ichter  sich nach dem 
voraussichtlichen Vitamin C-Gehalt;  bei Erdbeeren waren es ca. 10 g. Die K61behen werden 
5 Minuten lang kri~ftig gesehiittelt, um die Aseorbins~ure herauszul6sen. Danaeh  zentri- 
fugiert man das Fruehtfleisch ab. Die klare fiberstehende Lbsung wird in einen 500 ml 
Erlennmyerkolben filtriert; in diese Lbsung leitet man bis zur S~ttigung ca. 15 M_inuten lang 
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Schwefelwasserstoff ein, um evtl. vorhandene Dehydroascorbins~ure zu Ascorbins~ure zu 
reduzieren. Der iiberschiissige Schwefelwasserstoff wird mi t  C02 ausgeblasen. Von der 
AnalysenlOsung werden bei :Erdbeeren 20 ml im Vakuum auf  dcm Wasserbad bel 40 ~ C bis  
fast  zur Trockene eingeengt. 

Bei reinen AscorbinsgurelSsungen l~f~t man  die Substanz bis zur Trockene einengen, 
um sie dann  in einer best. Menge aqua dest. aufzunehmen.  Bei Na turprodukten  ha t  der 
Ri icks tand ein zu gro$es Eigenvolumen;  beim Aufnehmen mi t  einer bes t immten l~enge 
aqua dest. wiirden ungenaue Werte  entstehen.  Daher  spfilt man  bei Nahrungsmit te l -  
analysen den Destillationsrdcks~and quant i t a t iv  mi~ aqua desk. in ein MeBk61bchen/ibcr 
und  fiillt auf  das bes t immte Volumen auf;  bei den Erdbeeren wird auf  10 ml aufgefiiUt. 

~ / ~ ; , ~ ; t ~ ,  - 
randung 

/ 

fO&schen - ~,~-  

Abb. 1. Konzentrierung des fluoreszierenden Fleckens auf der ausgescbnittenen Papicrzunge. I. Papierzunge 
vor der Konzentrierung. lI. Paplerzunge nach der Konzentrierung. A. Fluorcsziercnder Flecken. 

Nach gutem Durchschii t teln werden die Proben in Zentrifugcngl/iser gefiillt, ca. I]4 Stunde 
lang in den Eisschrank gestellt und  anschlieSend zentrifugiert.  Von der fiberstetmnden 
Fliissigkeit werden 4 ml in einen spitzen Scheidetrichter gegbben und mi t  einer der ge- 
sch~tzten Vi tamin C-Menge entsprechenden IndophenollSsung - bei den Erdbeeren sind es 
4 ml - versetzt.  Nach gutem Durchschii t teln liiBt man das Indopheno130 Sekunden auf  die 
Substanz wirken;  danach  wird iiberschtissiges Indophenolreagenz mi t  Ather  ausgeschfit- 
telt .  Nach Abtrcnnen der ~_therschicht sammelt  m an  die klare, w/s Analyseifl6sung in 
spitzen ZentrifugenglSsern; naeh  ~/2 sti indigem Aufbewahren  im Eisschrank wird sie zentri- 
fugiert. Bei einigen Analysen bildet sich auf  der LSsung ein H/iutehen, das dann  noch ab- 
filtriert werden mu$. Von der k]aren w~l~rigen Ana]ysenlSsung werden bei den Erdbeeren 
0,2 m! auf  Chromatographiepapier  aufgetropft  und  unter  Einwirkung yon N 2 in der  Appara- 
fur  nach KRAU~ und WXL])EMA~N (4) getrocknet.  

Das Chromatographiepapier - MN 2214 F F  - ha t  eine GrSSe yon 60 • 60 em. Die Auf- 
tropfstelle befindet sich 8 cm vom unteren und  l0 cm vom linken Rand.  Zum Einh/ingen in 
die Chromatographiewarme werden vom unteren Rand  6 cm umgekniekt .  Ansch| ieSend 
wird das Chromatogramm zweiseitig absteigend in dem angegebenen LSsungsmittel  ent- 
wickelt. Hierzu werden Chromatographiek~sten 80•  50•  80 cm verwendet.  Nach der 1. 
Richtung wird der Bogen in einen Trockenschrank yon 7,2 cbm bei einer Temperatur  yon 
60 ~ C getrocknet.  Das Clrromatogramm besprl iht  man nun  mi t  der o-PhenylendiaminlOstmg 
(mittcls  einer Glasspriih/tasche), bis es gut  durchfeuchtet  ist und  t rocknet  es wieder, t t ier-  
auf  wird der Bogen um 90 ~ gedreht,  6 cm des unteren  Randes wieder umgeknickt  und  in 
dem gleichen LSsungsmittel nochmals chromatograpltier~ und  getrocknet.  Die Entwick-  
lung fiir das Chromatogramm in der ersten und  zweiten Richtung betri~gt ca. 16 Stunden.  
Da bei der Entwicklung des Chromatogramms jetzt  eine andere Substanz vorliegt (n~mlich 

10 
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das Kuppclungsproduk~), ist der RF-Wert ein andercr. Under der UV-L,~mpe (Hanauer 
Analysen-Stablampe PL 335) ist das Vitamin C-Kuppelungsprodukt als hellbl~u fluores- 
zierendcr Flecken deutlieh zu sehen. Der ICF-Wert betr~gt in der 1. Laufrichtung 0,58 und 
in der 2. Laufriehtung 0,90. 

Zur Konzengrierung des Fleckens A wird dieser mit Bleistift umzeiehnet, ~us dem Bogen 
ein Streifen her~usgeschnitten (Abb. 1) und der Flecken aufsteigend zur Spitze hin mit dem 
Laufmittel Natriumsulf~t-Mei,hanol chromutographiert und ~nschliel]end bei 60 ~ C wieder 
getrocknet. 

Naeh dem Trocknen des Streifens wird der Flecken im UV-Licht mit Bleistift markiert, 
ausgeschnitten, photogr~phier~ und gemessen wie bei WILDEMANN (4) ~ngegeben. 

Die Menge an Ascorbinsiiure and Dehydroascorbins~ure soll in dem zu messcnden 
FJeeken 2,5 7 bis 20 y betragen. 

Au[stellung der Eichku,'ve: 

10,00 mg Ascorbins~ure p. a. werden eingewogen und in etw~s 1 proz. Oxals~ure ge- 
15st. Nach quangitutivem Oberspiilen in einen 100 ml Mel~kolben wird mit Oxals~ure bis 
zur M~rke aufgeffillt. 

Von dicser LOsung werden 5, 10, 15 und 20 ml im Vakuum eingeengt wie bei der Voll- 
analyse beschricben; das Einleiten yon Schwefe[wasscrstoff criibrigt sich. 

Der Riickstand wird in l0 m] aqua dest. aufgcnommen; weitere Aufarbeitung wie bei 
der Vollanalyse. Jc 4 ml der Ascorbins~urel6sung werden mit 4 ml IndophcnollSsung oxy- 
dicrt. Je 0,2 ml werden auf Chromatogr,~phiepapier ~ufgetropft; cntsprechend 5, 10, ]5 und 
20 ~). Die Fluoreszenz yon 2,5 y Aseorbins~ure ist ~uf dem Papier noch gut zu erkennea. 

Ergebnisse trod Diskussion 

I n  Tab. 1 sind die Ergebnisse der Vitamin C-Best immung in 24 verschiede- 
hen Produk ten  angegeben. I n  drei weiteren k~uflichen Produkten ,  n/hnlieh 
Kkschensaf t  (Ju~gborn),  Holundersaf t  (Eden), Meerett ichsaft  (Kneipp) wuMe 
aueh bei starker Konzent ra t ion  nicht  die geringste Spur  gefunden. Aus den an- 
gegebenen Daten Iqr. 52 bis 63 wurde die St reuung 4- s berechnet, und auf  den 
Mittelwert = 100 bezogen. Es  ergab sieh ein Variabilitiitskoeffizien$ yon  
• 7,5%. Die gr5$te St,reuung wurde mi$ ~= 7 ,6% beim Sanddornsaf t ,  die 
kleinste mit  i 6,32% bei selbst hergest,ellt,em Meerret~iehsaft gefunden. Die 
Streuung der Eiehkurve (reine Aseorbins~ure) bet, rug _~ 8,4%. 

Mit der hesehriebenen Methode l~Bt sieh in Nahrungsmitt ,eln und  in Nah-  
J~ngsgemischen das Gesamt,-Vit,amin C - also Ascorbh~siiure plus Dehydroaseor-  
b inss  Andere Vitamfil C unwh'ksame Redukt ionsmit te l  wie 
DiketogulonsKure und 15sliche Kohlenhydra te  werden nicht  erfal~t; mittels der 
Papierchromatographie  werden diese st,Srenden Substanzen abgetrennt .  Da  die 
Aseorbinsiiure in der oxydier ten F o r m  und sps in tier zweiten l~ieht.ung als 
ein Kuppe lungsprodukt  auf  dem Papier  vorliegt, besteht  nieht die Gefahr, dab 
die Aseorbinsiiure w~hrend des Chromatographierens  oxydier t  wird. Es  ist 
d a t u m  nieht nStig, ein Ant ioxydans  zuzusetzen. 

Die Bestimmungsergebnisse der neuen Methode liegen meist etwas tiefer als 
n~eh RoE-KUETHEIr (z.:B. B~nanen, l~habarber);  in einigen F'~llen s t immen 
beide Werte  iiberein (Endivien, Wein t rauben  hell). Bei den CitrlJs-Friiehten 
liegen die Werte  naeh der papierchrom~tographischen Methode bedeutend 
hSher. I n  Produkten ,  in denen frfiher eine Bes t immung nieht mSglich war (z. B. 
Walniissen, Pet,ersihe), konnten  gesicherte Ergebnisse erhalten werden. 
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Tabelle 1. Gehalt yon iN-ahrungsmitteln an Vitamin C in Milligrammprozent 
(Aseorbins~ure plus Dehydroaseorbinsi~ure) 

Nr. 

1 
2 
3 

4 
5 

6 
7 
8 

9 
10 
11 

12 
13 
14 

15 
16 
17 
18 

19 
20 

21 
22 
23 

24 
25 
26 

27 
28 

29 
3O 

31 
32 

33 
34 
35 

36 
37 
38 

l~ahrungsmittel 

:Bananen I 
Bananen II 
Bananen II 

Weintrauben bl. I 
Weintrauben bl. I I  

Weintrauben hell I 
Weintrauben hell I 
Weintrauben hell I I  

Toma~en 
dieselbe Sorte 
dieselbe Sorte 

Zwetschgen I 
Zwetschgen II  
Zwetschgen II  

~pfel - Boskop 
dieselbe Sorte 
dieselbe Sorte 
dieselbe Sorte 

2[pfel - Cox-0range I 
~pfel - Cox-Orange I 

Birnen (Gute Luise) I 
Birnen I I  
Birnen I I  

Clementinen 
dieselbe Sorte 
dieselbe Sorte 

Navel-Apfelsinen . 
Navel-Apfelsinen 

Zitronen I 
Zitronen I I  

Walnfisse I 
Walniisse I 

Rhabarber I 
Rhabarber I I  
Rhabarber ILl 

Erdbeeren I 
Erdbeeren II 
Erdbeeren III 

14,0 
10,8 
12,3 

2,8 
1,9 

3,7 
4,4 
6,2 

11,6 
10,8 
12,0 

10,6 
9,2 

11,0 

26,0 
26,4 
18,6 
18,6 

22,5 
19,4 

8,3 
12,2 
9,2 

86,0 
96,0 
94,4 

104,4 
130,0 

97,5 
110,0 

4,4 
4,1 

4,9 
5,7 
5,2 

69,6 
46,0 
49,0 

gefundene ~enge in mg % 

13,7 
10,3 
11,3 

2,1 
1,4 

3,8 
4,8 4,3 4,5 
6,9 6,9 6,7 

12,8 
12,0 11,6 
13,6 

10,2 8,7 11,2 
10,8 8,6 
10,6 11,0 

27,5 23,5 25,0 
22,2 22,2 25,2 
18,9 22,5 22,8 
20,7 20,8 22,5 

23,5 
20,0 17,5 

6,3 6,4 6,8 
11,5 10,5 10,9 
9,8 10,8 

04,0 86,0 106,0 
92,0 94,0 96,0 
96,0 

I00,0 04,0 100,0 
40,0 145,0 

99,0 90,0 87,0 
10,0 126,0 

3,1 3,8 3,3 
3,6 4,14 

5,2 5,6 4,4 
5,7 5,8 6,8 
4,4 4,1 4,0 

66,4 65,0 67,0 
52,0 47,0 55,2 
48,7 

Werte nach Mtttel- ROB- 
Weft ]~UETHER 
rag% mg% 

13,85 20,3 
10,55 12,2 
11,8 15,0 

2,45 6,1 
1,65 7,6 

3,75 3,7 
4,5 4,0 
6,6 6,5 

12,2 
11,5 
12,8 

10,2 16,5 
9,2 

10,9 19,2 

25,4 29,5 
24,0 
20,7 
20,7 

23,0 17,5 
18,9 

6,9 
11,2 13,1 
9,9 

95,5 51,0 
94,5 55,0 
95,2 

102,1 
138,0 75,0 

91,5 66,0 
115,0 70,0 

3,8 
3,9 

5,0 9,8 
6,0 10,4 
4,4 

67,0 93,5 
50,0 60,0 
48,8 47,5 

10" 
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Tabdle I (Fortsetzung) 

Werte nach 
Nitbel- RoE- 

Nr. Nahrungsmittcl gefundene Ncnge in regal0 wert KIIETa~I~ 
in mg ~ mg ~/a 

39 
4O 

4I 
42 

43 
44 

45 
46 

47 
48 

49 
50 

51 

52 

53 
54 
55 

56 
57 
58 

59 
60 
61 
62 
63 

Kirsehen I 
Kirschen II  

MShren I 
M6hren I 

Petersilie I 
Petersilie I I  

Feldsalat I 
Feldsalat I I  

Endiviensalat I 
Endiviensalat I I  

Gemischte Wochen- I 
nahrung einer Vp. I I  

Johannisbeermarmelade 

Johannisbeersaft 
(schwarz) I 
derselbe Salt I 
derselbe Salt I 
derselbe Saft I 

Meerrettichsaft I 
derselbe Salt I 
derselbe Salt I 

Sanddornsaft I 
derselbe Salt I 
derselbe Saf~ i 
derselbe Saft I 
derselbe Saft I 

9,4 
8,9 

6,0 
10,8 

~76,0 
188,0 

152,0 
190,0 

16,1 
13,3 

53,3 
87,5 

62,0 

23,5 
22,5 
23,~ 
27,G 

5,8 
6,1 
5,~ 

650,s 
650,( 
660,s 
590,( 
700,( 

8,5 
1O,0 

6,0 
11,0 

.)80,0 
184,0 

123,0 
180,0 

16,3 
14,5 

66,7 
97,5 

60,0 

25,6 
25,3 
27,2 
22,8 

5,4 
5 6,3 
5 5,~ 

650,( 
650,( 
680,( 
57O,( 
720,( 

9,5 

5,8 
9,9 

268,0 
220,0 

120,0 
182,0 

16,5 
13,3 

58,7 

26,2 

26,(] 

5,2 
6,C 

655,( 
620,( 
670,( 

8,0 

6,2 
13,2 

116,0 
164,0 

23,8 

23,3 

5,5 

670,( 

8,9 
9,1 

6,0 
11,2 

274,0 
197,0 

128,0 
179,0 

16,3 
13,7 

59,5 
92,5 

61,0 

24,~ 
23,c~ 
25,~ 
24,~ 

5,4 
6,( 
5,~8 

650,00 
642,00 
670,00 
580,00 
710,00 

13,5 
17,5 

8,5 
12,5 

104,0 

17,5 

100,0 
85,0 

:Die ]Y~ethode eignet  sich aueh zur  Vi tamin  C-Bes t immung im Serum oder 
P l a sma  des Blutes.  

Zur Bestimmung werden 5 ml Serum mit 1 ml 10 proz. Oxalsgure versetzt; anschlie- 
Bend werden unter stetem l~fihren die 4fache Menge ~thanol (mit CO~ ges~ittigt; darf mit 
~ther vergiillt sein) hinzugefiigt, um das EiweiB auszufgllen. :Danach l~Bt man die Probe 
30 Minuten im Eisschrank stehen und zentrifugiert den Niederschlag ab. Der ti.thanol- 
extrakt wird im Vakuum auf dem Wasserbade bei 40 ~ C bis zur Trockene eingeengt; der 
~fickstand wird in 5 ml aqua dest. aufgenommen, 15 Minuten lang in den Eissehrank ge- 
stellt, dann zentrifugiert. Von der fiberstehenden Flfissigkeit werden 4 ml mit 0,2 ml Indo- 
phenollSsung..versetzt, 30 Sekunden stehengelassen und mit ~ther geschiittelt. Naeh Ab- 
trennen der Atherschicht wird die w~flrige L6sung nochmals in den Eisschrank gestellt und 
zentrifugiert. AnschlieBend werden 0,6 ml auf Chroma~ographiepapier aufgetropft. 

Zur Bestimmung im Plasma werden ca. 20 ml Blur mit 2 ml Natriumoxalatl6sung (1,5 
proz.) verse$zt, in den Eisschrank gestellt und vorsichtig zentrifugiert. Das Plasma wird 
dann abgehebert und wie das Serum welter aufgearbeitet. 
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Die Methode  ist  n ich t  zur  Ascorbins /~urebes t immung im H a r n  anwendbar .  
Die  Ca rboxy lg ruppen  der  Dehydroasco rb insgurc  reagieren  wahrscheinl ich  mat 
den N H e - G r u p p e n  des Harns tof fs  un t e r  B i ldung  eines neuen  Komplexes ,  so daI] 
eine Reak t ion  mi t  o -Pheny lend i amin  n ich t  erfolgen k a n n ;  ; Ascorbinss  in 3 
proz.  Harns tof f l6sung gelSst, g ib t  mi t  o - P h e n y l e n d i a m i n  ke in  f iuoreszierendes 
K u p p e l u n g s p r o d u k t .  Versuche,  vor  de r  O x y d a t i o n  der  Ascorbia~s'~ure den H a r n -  
stoff  zu ent fernen ,  s ind noch im Gange.  

I n  ~llen F/ i l len zeigt  sich naeh  dem Besprengen  mi t  o - P h e n y l e n d i a m i n  au f  
d e m  P a p i e r b o g e n  aui~er d e m  f luoreszierenden I ( u p p e l u n g s p r o d u k t  de r  Dehydro -  
aseorbins/ iure  noch ein s t a rk  b lau  f luoreszierender  :Flecken yon e inem K u p -  
p e l u n g s p r o d u k t  des Reagenzes  mi t  Oxalsi~ure. Die Oxalsgure  s t a m m t  aus  d e m  
E x t r a k t i o n s m i t t e l ,  urn die Ascorbins~ure  vor  der  O x y d a t i o n  zu sehfitzen. Der  
R F - W e r t  is t  in der  1. R i e h t u n g  0,9; in der  2. R i c h t u n g  0,7. 5{an kSnn te  die 
Methode  also auch zur  Oxa l s~urebes t immung  anwenden,  wenn man  oxals/~ure- 
freie E x t r a k t i o n s m i t t e l  verwende t .  E i chku rven  win 'den noch n ich t  aufgeste l l t .  

~ a e h d e m  die Methode  fer t igges te l l t  w~r, wurden  der  Autor in  die Arbe i t en  
yon  O~AWA und  KII~mCA (6) zug~nglich ; diese beiden J a p a n e r  haben  eine i~hn- 
Hche Methode  ausgearbe i te t .  D a  nur  die Zusammenfas sung  engliseh ist,  konn t e n  
genauere  Deta i l s  de r  A r b e i t  n i ch t  e r k a n n t  werden.  Es  scheint ,  dal] nur  die  
Dehydroasco rb ins s  b e s t i m m t  wurde.  

Zusammen]assung 

Es wird eine kombinierte papierchromatographische und fluorometrische Mcthodc zur 
Bestimmung yon Ascorbins~ure und Dehydro~scorbins~ure angegeben. Die Methode ar- 
beitet in einem Bereich yon 2,5-25 t~g mit eincr Genauigkeit yon ~ 8%. 
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