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153. Zur kolorimetrisehen Bestimmung von Vitamin A, Vitamin D und 
p-Carotin unter besonderer Berueksiehtigung des Vitamin D 

von P. B. Mtlller. 
(16. VI. 47.) 

Die physiko-chemische Bestimmung des Vitamin D erfolgt heute 
fast ausschliesslich spektrometrisch durch Messung der Lichtabsorp- 
tion des Vitamin D im U. V. bei 2650 A oder kolorimetrisch unter 
Zugrundelegung der Caw-Price-Reaktion. I n  Naturprodukten wird 
die spektrometrische Bestimmungl-s) des Vitamin D im U. V. durch 
zahlreiche Begleitstoffe gestort, so dass diese Methode nur fur ganz 
reine Praparate in Frage kommt. Auch die kolorimetrische Bestim- 
mungsmethode mit SbC13g-11) ist fur allgemein analytische Zwecke 
noch zu wenig spezifisch. 

Das gleiche gilt auch fur andere Farbreaktionen, -\vie z. B. die 
Reaktion von Vitamin D mit AICl, und Pyrogallol12), die TorteZZi- 
Jaffd-Reaktion mit Brom in CHC1313)14) und die Reaktion mit Glycerin- 
dichlorhydrin und A~etylchloridl~). Alle diese Verfahren sind aber 
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rn Qegenwart von T'erunreinigungen, wie sie in jedem mturlichen 
Untersuchungsmaterial vorkommen, so unsicher, dass Vitamin D 
heute meistens noch mit dem langwierigen und umsttindlichen bio- 
logischen Verfahren ausgewertet wird. Ahnliche Schwierigkeiten gel- 
ten auch fur die physiko-chemischen Bestimmungen von Vitalmin A 
und von /?-Camtin. 

Die Ausarbeitung neuer oder die Verbesserung bekannt cr physiko- 
chemischer Methoden zur Bestimmung von Vitamin D ist in der 
letzten Zeit von verschiedenen Seiten erneut an die Hand genommen 
aorden. H .  9chaZteggerl) beschrieb kiirzlich ein Bestimmungsver- 
fahren, welches auf der Fiihigkeit verschiedener Sterine beruht, mit 
gewissen Aldehyden (Anisaldehyd u. a. m.) in Gegenwart von starken 
SBuren (Perchlorsiiure), stark farbige Carbeniumsalze zu bilden. J .  B.  
de Witt und JI. X. #'uZZivan2) empfehlen zur Herstellung des SbC1,- 
Reagenses an Stelle von CHC1, Athylenchlorid und zur Trennung 
der Sterine von Vitamin A ein chromatographisches Verfahren unter 
Verwendung Tron Magnesia, und Diatomeenerde als Adsorptionsmittel. 

Um die Genauigkeit der SbC1,-Bestimmungen von Vitamin B zu 
erhohen, wurden verschiedene Vorschliige gemacht, z.  13. : Einfiihrung 
thines Korrekturfaktors bei Anwesenheit von T'itamin A und Carotin- 
oiden, Reinigung durch Verseifung des Untersuchungsmaterials und 
Eestimmung des T'itamin D ini IJnverseifbaren, Zerstorung der 
Verunreinigungen im Unverseifbaren mit ~~aleinsiiure-an2iydrid, 
Abtrennung gewisscr Verunreinigungen auf chromatographischem 
Wege3)4). 

Es zeigt sich aber auch, dass das SbC1,-Reagens nicht immer 
gleichmassig reproduzierbare Ergebnisse gibt, wenn es nach den in 
der Literatur angegebenen Vorschriften hergestellt ~ i r d ~ ) ~ ) .  

Fur ein Priiparat, das neben Vitamin D noch Vitamin A und 
/?-Carotin enthiilt, bestehen theoretisch zur Bestimmung der 3 Kom- 
ponenten folgende 2 Moglichkeiten : Entweder jedes der 3 Vitamine 
einzeln aus dem Gemisch quantitativ zu isolieren und fur sieh mit 
einer geeigneten Reaktion zu bestimmen, oder aus eineni Gemisch 
der 3 Vitamine jede einzelne Komponente mit einer spezifischen 
quantitativen Renktion zu ermitteln. 

Exper. 2, 27 (1946); Helv. 29, 285 (1946). 
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Da aber r~ eder die Trennungsverfahren noch die fur die einzelnen 
Komponenten bekannten Restimmungsmethoden diesen Anforde- 
rungen entsprechen, habe ich diese Aufgabe durch Konibination der 
beiden analytischen Prinzipien der praktischen Losung zugefiihrt . 

Zur T r e n n u n g  u n d  Re in igung  wird das friiher beschriebene 
chromatographische Verfahrenl) niit genau standardisiertem A1?,0,2) 
benutzt. Darnach werden in einer mehrschichtigen Adsorptions- 
kolonne aus versehieden aktivem R1,0, Vitamin A-Alkohol und 
Vitamin 1) quantitativ von Vitamin A-Ester und B-Carotin getrennt 
und gleichzeitig von storenden Verunreinigungen befreit. Die Tren- 
nung von Vitamin A-Ester und B-Carotin erfolgt nach vorgangiger 
Yerseifung des Vitamin A-Esters durch abermalige Chromatographie. 

Die Vitamin A-Alkohol -Vitamin D-Fraktion enthalt bisweilen 
noch Verunreinigungen, welche die Vitamin D-Auswertung storen. 
Die storenden Verbindungen lassen sich durch Verseifurig und aber- 
malige Chromatographie entfernen. Enthalt das Untersuchungsmate- 
rial wenig Titamin D und vie1 Lipoide oder andere Verbindungen. 
welche stark eluierend wirken, so empfiehlt es sich, dasselbe vor der 
Chromatographie in Methanol zu losen, von den bei O o  C sich ab- 
scheidenden Anteilen abzutrennen und nur den in Xtethanol gelosten 
Anteil zu rtrwenden. 

Die B r s t i m m u n g  v o n  V i t a m i n  il u n d  V i t a m i n  D erfolgt 
kolorimetrisch mit SbC1, an Hand von Testkurven, die rnit reinen, 
krystallisierten Praparaten aufgestellt worden sind. Dabei wird be- 
rucksichtigt, dass die Reaktion von Vitamin A rnit SbC1, zeit- und 
temperaturabha,ngig ist, dass die etwas trage Beaktion des Titamin D 
rnit SbCl, eine Reaktionstemperatur von etwa 25O C erfordert und 
dass bei der Vitamin D-Auswertung rnit SbC1, ein kleiner, ganx be- 
stimmter Anteil von eventuell anwesendem Vitamin A-Alkohol rnit 
erfasst wirci. - Grossere Mengen Vitamin A konnen jedoch auch 
spektrophotometrisch im U. V. ausgewertet werden3). 

Die B e s t i m m u n g  v o n  B-Csro t in  erfolgt durch direkte stufen- 
photometrisehe Messung3). 

Bei der Bestimmung des Vitamin D-Gehaltes von pharmazeu- 
tischen Kombinationspriiparaten und Nahrprodukten werden bis- 
weilen noch Verunreinigungen mit erfasst, die innerhalb der Messzeit 
zu einer langsamen Extinktionszunahme der auszuwertenden Losung 
fuhren. Diese Fehlerquelle lasst sich ausschalten, wenn bei der Be- 
stimmung der zeitliche Verlauf der Extinktion in der im experimen- 
tellen Teil naher beschriebenen Weise berueksichtigt wird. 

Der vorstehend beschriebene Analysengang ist in Figur 1 sclie- 
matisch dargestellt. 

1) P. H. ilfuller, Helv. 27, 443 (1944). 
2) P. B. MiiZZer, Helv. 26, 1945 (1943) und 27, 404 (1944). 
3) P. B. Miilkr, Helv. 27, 443 (1944). 
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Untersuchungsmaterial 
(evtl. Vorreinigung) 

I 
Ldsung in Petrolather 

1175 

I I 
Chromatogr. in der 5-teiligen Kolonnel) 

Aktivitaten: Tabelle I, Kolonne 2 
Chromatographie in 

Aktivitat: Tab. 1. 
Kolonne 5 

der 3-teiligen KolonnPL) 

I 
I I I 

(2. Adsorpt.-Schicht) 
Vit. A-Alkohol  + Vit. (DL; I&) 

zur weiteren Rei- 
nigung: 1 

Bestimmung mit 
SbCI,; Filter S. 61 

Verseif ung 

(4. Adsorpt . - Schirht ) 
V i t a m i n  A-Ester ,  
(+ B-Carotin evtl. 
nicht quantitativ) 
Bei Abwesenheit 
von B-C'arotin 
(1 Sormalfall) 

1 
Bestimmung niit 

SbCI, ; 
Filter 8. 61 

(2. Adsor&-Schicht) 
- Caro t i n  

Bestimmung durch 
direkte Messung ini 

Stufenphotoineter 
niit Filter S. 47 

(ohne SbCl,) 

I n  Gegenwart von I 
sehr vie1 Verunrei- Chromatogr. in der Bei Anwesenheit von 

nigungen: Verseifung 3-teilig. Kolonnel) p-Carotin : Verseifung 
und abermalige Aktivitat : Tab. 1, und Chromatographie 

Chromatogr. wie bei Kolonne 3 wie bei Vitamin 1) 

.1 Vitamin D 

Bestimmung niit SbCl,; 
Filter 8.50 

Fig. 1 .  

Die Trennung mehrerer Vitamine wird vorteilhaft in der .5-teili- 
gen Adsorptionskolonne, die Reinigung einex einzelnen Anteiles in der 
3-teiligen Kolonne ausgefuhrt. Die hierzu benotigten Aktivitiitswerte 
der einzelnen Adsorptionssehichtcn sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 

Die Einstellung der versehiedenen Al,O,-Praparate auf die zur 
Chromatographie benotigten Aktii-itatsgrade erfolgt auf kalorime- 
trischem Wege3). Sie kann aber aueh empirisoh mit j3-carotin, einein 
Vitamin A-Ester-Praparat und dem daraus dureh Verseifung rlar- 
gestellten Vitamin A-Alkohol vorgenommen werden. Das genaue 
Verfahren wird im experimentellen Teil beschrieben. 

l) Entwicklung mit 350 cm3 Petrolather. 
2, Entwicklung mit 120 cm3 Petrolather. 

P. B. Miiller, Helv. 26, 1946 (1943) und 27, 10-1 (1944). 
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Tabelle 1. 

Ldsorptions- 
schicht, 

B-Carotin 
Q in cal. Q in cal. Q in cal. Q in cal. 

A1,0, - Merck 

2 I 3 

I. obrrste 4 4 50 50 
2. 11 11 56,5 .i4,0 
3. 50 83,5 83,5 83,5 
4. ,563 
5. initerst? 83.5 

A1.,0, - Seuhausen 

1. oberste 42 

3. 7V.8 70,8 70,s 
1. 48,3 
5. initerste 70,s 

-. 9 46 :5 z i . 3  1 i5 
_II 

D i e S p ez i f i t  a t d e s B e s t i  m m u  n g  s v erf a h r e n s. 
Nit keinem bis heute bekannten physiko-chemischen Vitamin- 

halysen-Verfahren gelingt es, sehr iihnliche, z. B. stereoisomere 
Tlerbindungen, in  jedem Falle quantitativ zu trennen und zu bestim- 
Inen. Chemische und physiko-chemische Auswertungen von ganz un- 
Swkannten TTntersuchungsmaterialieii sind daher besonders vorsichtig 
zu interpretieTen. Dies ist, vor allem tlann notwendig, wenn, wie im 
Falle der T-itaminanalyse, nur die biologisch wirksame Verbindung 
int eressiert . 

Fur p-Carotin ist die Xoglichkeit einer Beeinflussung der Unter- 
suchungen durch stereoisomere Verbindungen erwiesen. In Tranen 
ond den daraus hergestellten Konzentraten, Hochkonzentraten sowie 
Vitamin A- und D-haltigen Pharmazeutika und Handelsprodukten 
wurde eine Beeinflussung der Auswertungen durch stereoisomere oder 
a ndwe Verbindungen bisher nich t f estges tellt . 

Trotzdem ist es ratsam, physiko-chemische Vitamin A- und 
D-Analysen vorsichtig und kritisch auszuwerten. Jedenfalls nimmt 
die Sicherheit solcher Auswertungen xu, wenn mit verschiedenen Aus- 
m ertungsverfahren nbereinstimmung erzielt wird. Am sichersten sind 
daher physiko-chemische Vitamin A-Auswertungen, wenn mittels des 

I )  Siehe Anmerkungen Kgur 1, S. 1175. 
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Gar.r-P,ricr!-Verfahrens bei 610 mp und der spektrophotometrischen 
Methode im U. 7'. bei 328 mp iibereinstimmende Ergebnisse erhalten 
werden und wenn zugleich das chromatographische Trennungs- und 
Reinigungsverfahren bei der qualitativen fluoromet,rischen Uber- 
priifung die typische Vitamin A-Fluoreszenz und eine normale und 
vollstandige Abtrennung des Vitamin A von den Verunreinigungen 
erke,nnen liess. Ergeben die beiden Auswertungsverfahren unterschied- 
liche Werte, so isf in Betracht zu ziehen, dass jedenfalls die dem niedri- 
geren Wert cntsprec,hende biologisehe Aktivit,at mit grosser Wahr- 
scheinlichkeit vorhanden ist, dass das ausgewertete Priiyarat moglicher- 
weise aber noch eine etwas hohere Wirksamkeit entfalten kan,n, 
welche suf die nicht mit erfassten Vitamin A-ahnlichen Verbindungen 
( Stereoisomeren) zuruckzufuhren ist. Mit einer grosseren biologischen 
Wirksamkeit als dem hoheren der beiden physiko-chemischen Werte 
entspricht, kann jcdoc'h kaum gerochnct werden. 

Schliesslich sei noch darauf hingewiesen, dass za,hlreiche Vitamin- 
praparate Hemmsubstanzen der SbC1,-Reaktion enthalten. Diese 
werden bei tier Reinigung duwh Chromatogra,phie bzw. Yerseifung 
und Chromatograyhie ent'fernt. 

Experimente l ler  T e i l .  
1. Reagenzien u n d  Appara te .  

Die zur chromatographkchen Trennung und Reinigung benotigten Reagenzien 
und Apparate sowie die zur Bestinimung notwendigen Instrumente sind schon friiher 
beschrieben worden'). Nachfolgend werden daher lediglich die Abanderungen nnd Er- 
ganzungen hierzu angefiihrt. 

-4 1,O, - P r a p a r a  t e  z u r  C hronia  t o g r a p  h ie  (ails A1,0, ,,Neuhausen") mit fol- 
genden Aktivitaten: Q == 3,6 cal. ; Q = 9 cal. ; Q = 12 cal. ; Q = 46 cal. ; Q = 48,3 cal. 
und Q = 70,8 cal. (= max. aktiviert). 

Wenn die E i n s t e l l u n g  der verschieden aktiven Al,O,-Praparate und des Petrol- 
athers zur Entwicklung der Chromatogramme nicht mit der kalorimetrischen Methode,) 
erfolgen kann, so empfehle ich folgendes Verfahren: 

Zur Chromatographie von V i t a m i n  A - E s t e r  konnen die Akt,ivitiiten der A1,0,- 
Praparate mit p-Carotin getestet werden. Ausgehend von maximal aktiviertem A1,0, 
werden durch Zusiitze von 0,5, 1, 2, 3, 4 und 5% Wasser usw. verschieden stark des- 
aktivierte Al,O,-Praparate hergestellt. Zu einer ersten Orient,ierung werden diese in 
ca. 5 cm hohen Schichten in das grosse Adsorptionsrohr (52 cm IIohe, 2,5 cm 0) ein- 
gefiillt, und zwar so, dass die Aktivitaten von oben nach unten zunehmen. Nun werden 
ca. 0,6 mg p-Carotin kryst. gelost in ca. 10 om3 Petroliither auf die Kolonne gebracht und 
festgestellt, in welcher Schicht das ,6-Carotin bei der Entwicklung niit 350 em3 Petrol- 
ather zuriickgehalten wird. Die zur Chromatographie benotigten Bktivitatsgrade der 
Vitamin A-Ester- und der dariiber gelagerten Adsorptionsschicht werden dann so ein- 
gestellt, dass 0,6 mg ,6-Carotin bei der Chromatographie in der 3-schichtigen Kolonne 
(27 ern Hohe, 2,5 cm 0) nach Durchfluss von 75 Petrolather eben vollsthndig von 
der obersten 9 ern langen Adsorptionsschicht in die mittlere Schicht vordringen und 
nach Durchfluss von 350 om3 Petrolather gerade eben beginnen von der 9 cm langen 
nlittleren in die unterste maximal aktivierte Adsorptionsschicht iiberzntreten. Dieser 

l) P. B. Muller, Helv. 27, 443 (1944). 
2, P. R. Muller, Helv. 26, 1945 (1943) und 27, 404 (1944). 
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Moment wird ani besten an der feinen, blassgelben Zone erkannt, die sich in der 3. Ad- 
sorptionsschicht auszubilden beginnt,. Eine eventuell noch verfeinerte Nacheinstellung 
kann nun durch 2-malige Chromatographie von einem Vitamin A-Ester-Praparat erfolgen. 
Bei der 2. Chromatographie von 10000-20000 i. E. Vitamin A-Ester mit 350 em3 Lo- 
snngsmittel muss sich die gesamte, im u. V.l) hellgrun fluoreszierende Menge in der 
rnittleren Adsorptionsschicht befinden. Die oberste Schicht darf in der ganzen unteren, 
an die mittlere Schicht angrenzenden Halfte lceipe grun fluoreszierenden Anteile mehr 
aufweisen, und die griiu fluoreszierende Zone der mittleren Adsorptionsschicht darf noch 
iiicht in die unterste Schicht ubertreten. 

Zur Einstellung des Alnminiumoxyds fur  die Chromatographie von Vi t  ani in  A - 
Alkohol  u n d  V i t a m i n  D wird zunachst eine 5000-20000 i. E. Vitamin A-Ester ent- 
sprechende Menge eines Vitamin A-Konzentrates auf Vitamin A-Ester chromatographiert, 
der gereinigte Vitamin A-Ester verseift und als Vitamin A-Alkohol zusammen mit dem 
Unverseif baren cxtrahiert. Die Standardisiernng der Al,O,-Praparate erfolgt dann mit 
(:a. 5000 i. E. dieses Vitamin A-Alkohols chromatographisch, analog wie zuvor mit P-Caro- 
tin, jedoch nnter dcr U. V.-Lampe durch Beobachtung der dunkelgrunen Fluoreszenz dcs 
Vitamin A-Blkohols. 

Hierzu werden im vorhinein schon wesentlich weniger aktive Al,O,-Prhparate be- 
nutzt,. Die Akt)ivit&t der mittleren Adsorptionsschicht sol1 hier so eingestellt werden, dass 
sie nach der Entwicklung mit 350 em3 Petrolather von ca. 30000 i. E. Vitamin A-Alkohol 
mir ca. zur Halfte ansgefiillt ist, damit unter denselben Bedingungen auch ca. 30000 i.E. 
Vitamin U noch quantitativ zuriickgohalten werden. - Die Chromatographie des Vit- 
amin D. welches sich im Cliromatogranim praktisch wie Vitamin A-Alkohol verhllt, 
erfolgt blind, da es nicht fluoresziert. 

Die anf diese Weise eingestellten Aktivititsgrade gelten nur fur  das verwendete 
Al,O,-Praparat und den hierzu benutzten Petrolather. 

Die ,,Adsorptionskapazit&t" von Al,O,-Praparaten verschiedener Provenienz und 
sogar von solchen, die aus verschiedenen Fabrikationen ein und derselben Firma stammen, 
ist verschieden gross. Unter optimalen analytischen Bedingungen sollten aber von der 
gesamten mittleren Adsorptionsschicht 10000-30000 i. E. Vitamin A-Ester bzw. 20000 
bis 30000 i. E. Vitamin A-Alkohol oder Vitamin D zuruckgehalten werden. 

Gereinig t es  Chloroform : 1000 em3 Narkosechloroform werden nacheinander 
3mal mit 500- 1000 em3 Wasser, 2 ma1 mit 500 em3 1-n. HC1 und wieder 3mal mit Wasser 
ausgeruhrt. Zwischen den einzelnen Operationen ist die wasserige Losung immer mog- 
lichst gut abzutrennen. Schliesslich wird mit 40 g P,O, iiber Kacht oder bei nicht sofor- 
tigem Gebrauch der Losung auch langere Zeit getrocknet. Von dem SO vorgereinigten 
CHCI,, von dem auch grossere Vorratsmengen nach dieser Vorschrift hergestellt werden 
kiinnen, wird jeweils eine kleinere Vorratsnienge filtriert, destilliert und insbesondere zur 
Entfernung von Phosgen mit 25 g Entfsrbungskohle pro 1000 em3 CHCl, uber Nacht 
stehcn gelassen. Spatestens 2 Stunden vor Gebrauch wird eine kleinere Mengc hiervon 
abfiltriert und nochinals wie zuvor mit 15-20 g Kohle/1000 em3 CHCI, behandclt. Von 
dieser Losung, die auch langere Zeit, mindestens aber 2 Stunden iiber Kohle stehen 5011. 
wird jeweils die pro Tag benotigte Menge des gereinigten CHCl, abfiltriert und destilliert. 
(Achtung vor Feuchtigkeitsaufnahme bei der Destillation). 

R e g e n e r i e r u n g  d e s  CHC1,: Das Chloroform kann BUS den verschiedenen Ver- 
suchspartien : den Versuchsansatzen, dem Reagens und den fertig bestimmten Proben 
wieder regeneriert werden. Hierzu werden die Abfallosungen 1 ma1 destilliert und das 
CHCl, wie zuvor mit Wasser, 1-n. HCl und wieder mit Wasser gewaschen, mit P,O, 
getrocknet und mit, Entfarbungskohle behandelt. Es empfiehlt sich aber, das regenerierte 
CHCl, vor der Behandlung mit 1-n. HCl 6mal mit Wasser auszuriihren. 

Acety lch lor id :  Sdp. 5 1 O  C, frisch destilliert. 

1) Phyloralainpe mit vorgeschaltetem Nickeloxyd-Glasfilter. 
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ShCl , -Reagens  i n  CHCI,: SbC1, pro anal. wird in kleine Stucke zerstossen und 
iiber P,O, ini Vakuum getrocknet. Zur Herstellung des R,eagens werden 100 ctna gcrri- 
nigtes CHCI, in einen Erlenmeyer mit Schliffstopfen gegeben, 22 g (I 0.5 g) des getrock- 
neten SbC1, hinzugewogen, der Erlenmeyer verschlossen und zur Losung des SbCl, leicht 
erwarmt. Von dieser Losung werden 100 em3 durch ein Faltenfilter in einen 100 cm3- 
Messkolben filtriert und mit 2 emz3 frisch destilliertem Acetylchlorid (Sdp. 51" C) ver- 
setzt und grmischt. Das Reagens i d  langere Zeit haltbarl). Fur genaue Nessungen, ins- 
besondere von kleinen Mcngen Vitamin I) neben Vitamin 8-Alkoho1, empfehle ich aber, 
stets frisches Reagens zu verwenden. 

Den P e t r o l a t h e r  I1 u n d  111') zur Eluirrung drr Adsorbate verwendr ich heute 
mit einem Znsatz yon loo/" absolutein Athanol. 

Der P e t r o l s t h e r  IV2) ist entbehrlich. E r  wird nur fur das spelitrophotometrische 
Auswertungsverfahren im U. V. benotigt. 

Athanol i sche  Knl i lauge  zur Verseifung der Praparate: Es nird eine 5-11. Stha- 
nolische Kalilauge mit ca. 10:; Wasser verwendet. 

Das Hilger'sche A-Vitanieter  und der Q u a r z s p e k t r o g r a p h  fiir die Auswer- 
bungen im U. V. sowie das hierzu benotigte P la t tenausw-er tungsgera t .  siud entbehr- 
lich. Ningegen ist das Stufenphotometer mit folgrnden Filtern auszurusteri : S. 47 (fiir 
p-Carotin), S. 50 (fur Vitamin D) irnd S. 61 (fiir Vitamin A4). 

11. A4ufstel lnng d e r  S t a n d a r d k u r v c n .  
Die S t a n d a r d k u r v e n  z u r  V i t a m i n  A - A u s w e r t u n g  sind iuit krystallisierten 

Vitamin A-Acetat- und - Succinat>-Praparaten aufgestellt und nach Verseifung dieser Pra- 
parate mit reinem Vitamin A-Alkohol uberpriift worden. Da die Vitamin A-Auswertunp 
bei 610 m p  temperaturabhangig ist, wurde je eine Testkurve fur  200 uiid fur 2.50 C auf- 
gestellt, und zwar zur Messung der versnderlichen Reaktionslosungen bei 610 nip und 
1 cm Schichtdicke, nach genau 1 Minute. Die erhaltenen Testwerte sind in Tabelle 2 
und die entsprechenden Testkurven in Fig. 2 zusammengestellt. Da fur die Vitamin D- 
Auswertung auch noch die Vitamin A-Extinktionen bei 500 m,u riach 30 und 120 Sekunden 
interessieren, werden diese Werte daselbst mit angefuhrt. 

Tabelle 2. 
Zusammenste l lung  d e r  Mi t te lwer te  v o n  E&Cti 11, s, 5o 

v on  r e  i ne  m , k r y s t a 11 is  i e r t e ni Tr i t' a mi n A - A1 k o h o 1 u n d 
V i t a m i n  A - E s t e r  bei  20 u n d  25O C. 

Ablesg. n. 60"l 

I 0,27 

1,17 ' 1,58 I 

1 , X X  1 2,09 I 

_ _  ~ - ~ 

I 

I 0~34 

-~ - 
120" 

0,035 
0,06 
0,09 
0,12 
0,155 
0,19 

Ableag. n. 60" 

0,255 
0,595 
1,09 
1,49 
1,79 
2,o 

120" 

0,035 
0,060 
0,105 
0,150 
0,195 
0,24 

l) C. H. Nie ld ,  W. C .  Russell, A.  Zitnwer/ i :  The Spectrophotometric Determination 

z, P .  B. Miiller, Helv. 27, 423, (1944). 
of Vitamins D2 and D,, J. Biol. Chem. 136, 53 (1940). 
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Fig. 2 .  

Standardkurve der SbC!l,-Reaktion mit Vitamin A 
(Ausgefiihrt mitt 1 em3 Testlosung + 4 em3 Reagzns) 

Testkurvcn, die niit, chromatographisch-spektrophotometrischl) ausgewert,eten 
nicht krgstallisiert,en Vitamin -4-Ester und -Alkohol-Praparaten (Tranc, Konzentrate, 
Hochkonzentrate) aufgestellt worden sind, wiesen in ihrem Verlauf eine kleine Abwei- 
chung von diesen Standardkurven auf. Daraus muss geschlossen werden, dass die SbCL- 
Reaktion mit versehiedenen Vit,amin A-Praparaten nicht ganz einheitlich verlauft oder 
dass gewisse Begleitstoffe, welche durch das Reinigungsverfahren nicht quantitativ ah- 
getrennt werden konnten, die SbC1,-Reaktion wechselnd, wean auch nur sehr wenig, 
beeinflussen. Da nun zwischcn der internationalen Einheit und der gewjchtsmassigen 
Sngabe yon Vitamin A noch keine feste Beziehnng besteht, babe ich die fur  den Um- 
rechnungsfaktor 1600 aufgestelltc i. E.-Skala in der Weise Fig. 3 beigegeben, dass diese 
Abweichungen im praktischen Suswertungsgebiet (bis zu einer Extinktion von ca. 1,5) 
moglichst klein sind. Die mittleren Abweichungen der nach beiden Testkurven erhaltenen 
Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt. 

I )  Unirechnungsfaktor 1600 (2. Internationnler Vitaminkongress 1934). 
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Tabelle 3. 
Abweichungen d e r  an  H a n d  d e r  S t a n d a r d k u r v e n  e r m i t t e l t e n E r g e b n i s s e  v o n  
denjen igen ,  d ie  m i t  d e n  T e s t k u r v e n  d e r  n i c h t  k r y s t a l l i s i e r t e n  V i t a m i n  A -  

I 
1.6 
I S  
1,4 
1.3 
1 2  
Ll 

1.0 

09 
0,8 

0,7 
0,6 

P r a p a r a t e  e r r e c h n e t  worden  s ind.  

- Mittel der Ablesungen zwischen 
- 1 Min. 45 Sek und 2 Min. 15 Sek. 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- / 

Abweichung 
~ ~~~ ~~ 

bei der Messung i o n  

O,l6 
0,31.5 
0,6O 

1 ; '  
14 1 :: I 1,lO 

1,75 
395 
7 

21 60 I 1,505 
28 80 1,81 
35 100 2,035 

0 
0 

_. ~ 

- 4,5 
- 2 3  

0 
+1 
+ 1 3  
+ 4,5 
+ 7,5  

Die S t a n d n r d k u r v e n  zur V i t a m i n  D - A u s w e r t a n g  sind rnit verschiedenen 
krystallisierten Vitamin D,-Prsparaten, einem Vitamin D2-3,5-dinitro-benzoesaure-ester- 
und einem Vitamin D,-Prhparat aufgestellt worden. Die Reaktion von Vitamin D mit 
8bC1, ist riahezu temperaturunabharigig, und die erhaltenen Farbungen sind inner- 
halb des Auswertungsintervalls von 30 bis 120 Sekunden praktisch konstant. Die erhal- 
tenen Testwerte fur 500 m p  uiid 1 cm Schichtdicke sind in Tabelle 4 zusammengestellt; 
die entsprechende Testkurve ist in Fig. 3 wiedergegeben. 
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Tabelle 4, 
Zusammenstel lung d e r  Mi t te lwer te  v o n  E;.'; von  re inen ,  k r y s t a l l i s i e r t e n  

V i t a m i n  D - P r a p a r a t e n .  

295 7 
5 ;f 

10 ;I 

20 7J 
30 7 
40 7 
'50 7' 

E i n n a g e n  a n  
vit.  D, (Calciferol) 1 i. E. D 

100 
200 
400 
800 

1200 
1600 
2000 

Werte Ton E;,': 
(20O C) nach 2 Min. 

0,10 
0,18 
0,36 
0,685 
0,985 
1,275 
1,535 

Bei 26O und 3 1 O  C und nach 
30 Sekunden wurden praktirch 
diesel ben Werte erhalten. Fur 
Auswertungen nach 30 Sekun- 
den ist hierzu aber eine Reak- 
tionstemperatur von 250 C not- 
wendig 

111. Die Bes t immung von  Vi t amin  A ,  
Vi tamin  D u n d  #I-Carotin. 

1. V o r b e r e i  t u n g d e s U n t e r s u c h u n g s m a t e r i a 1 s. 
Die nachstehenden vorbereitenden Operationen ergeben die spa- 

t er zur chromatographischen Trennung und Reinigung gelangende 
Losung I. 

a )  Bur Vitamin A-Bestinimung in  Olen werden bis maximal 
0,.5 g, zumeist 0,1-0,2 g Material in ca. 10 em3 Petrolather zur Chro- 
niatographie gelost. 

b) Piir die Vi tamin  D-Hest immung in  Olen gelten dieselben 
Einwagen. 

c)  Bei sehr  kleinen Vi tamin  D-Gehal ten  wird eine grossere 
Menge 01 (z. B. 5 g) 5mal je 1 Minute unter GO,-Atmosphare rnit ca. 
4 Teilen siedendem Methanol ausgeschuttelt, nach Kuhlung auf 
Zimmertemperatur auf ein bekanntes Volumen (2. B. 100 ern3) auf- 
gefiillt, der Extrakt 2 Stunden im Kuhlschrank bei 0--2O C stehen 
gelassen, kalt filtriert, das Filtrat auf Zimmertemperatur gebracht 
und ein aliquoter Teil davon im Vakuum unter Spulung rnit abso- 
lutcm N, eingedampft und mit ('a. 10  ern3 Petroltither zur Chroniato- 
graphie aufgenommen. 

d) Zur Vitamin AID-Best immung in  f e t t a rmen ,  fes ten  
Materialien (DragBes) werden 1-5 g Untersuchungsmaterial in1 
Xorser verrieben, 5mal je 1 Minute mit 5-7 Teilen Petrolather + 
10 yo Athanol durch Aufruhren und Abeentrifugieren der festen An- 
teile und Dekanticrung des Petrolathers eutrahiert, die vereinigten 
Extrakte 3mal mit Wasser ausgeschuttelt und, wenn notwendig, wie 
oben eingedampft und rnit Petrolather aufgenommen. Bisweilen emp- 
fiehlt es sich, diese Extraktion nach Losung des Untersuchungs- 
materials in Wasser oder in verdunnter Sodalosung vorzunehmen. 
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e) Zur Vi t amin  A/D-Bes t immung  i n  f e t t r e i chen ,  h a r t e n  
Mater ia l ien  ( T a b l e t t e n )  wird eine bestimmte Nenge Unter- 
suchungsmaterial zerkleinert, mit 2 Teilen wasserfreiem Natriuni- 
sulfat homogen verrieben und 5mal je 1 Minute mit 9-10 Teilen 
Petrolather + 10 yo Athanol extrahiert. Die Extraktion erfolgt die 
ersten 3 Male zweckmassig durch Ausschutteln im Schutteltrichter, 
Absitzenlassen und Dekantieren, die letzten 2 Male durch Aufriihren 
und Abzentrifugieren der festen Anteile im Zentrifugenbecher. Die 
vereinigten Extrakte werden wie oben eingedampft und mit CR. 10 em3 
Petrolather zur Chromatographie aufgenommen oder ini Falle c )  zur 
Vitamin D-Bestimmung mit Methanol ausgezogen nnd weiter ver- 
fahren, wie unter c) beschrieben wurde. 

3.  Chromatographie  u n d  Verseifung des  T'ntersuchungs- 
ma te r i a l  s. 

Betreffend Herstellung und Vorbereitung der Adsorptionskolon- 
nen, die Technik der Chromatographie und der Verseifung, die Eluie- 
rung und die Einengung dw Eluate siehe fruhere "Itteilnngl). 

Die chromatographische Reinigung der Losung I oder eines ali- 
quoten Teiles davon mit maximal 20000-30000 i. E. Vitamin A- 
Ester, 30000 i. E. Vitamin A-Alkohol oder Vitamin D bzw. mit 
0,6 mg /?-Carotin erfolgt nach dem in Fig. 1 aufgestellten Schema und 
unter Verwendung der in Ta,belle 1 angefiihrten Adsorptionskolonnen. 

Zur Reinigung von Vitamin A-Alkohol, Vitamin A-Ester und von 
B-Carotin genugt in der Regel eine 1-malige Chromatographie. Zur 
Reinigung von Vitamin D ist dieses kurze Verfahren ausreichend, 
wenn die Praparate, wie z. B. Lebertran und dessen Konzentrate, 
keine stiirenden lipoiden Verbindungen enthalten. Im  allgemeinen 
empfiehlt es sich aber, die Reinigung von Vitamin D-haltigem Unter- 
suchungsmaterial durch Chromatographie, Verseifung des eluierten 
Adsorbates, Extraktion und abermalige Chromatographie des Unver- 
seifbaren xu vervollstiindigen. Dieses Verfahren fiihrt in der Regel 
zum Ziele. In  den im allgemeinen Teil erwiihnten Ausnahmefallen, 
wo aber aueh dieses Verfahren noch zu keiner ausreichenden Reini- 
gung der zur Auswertung gelangenden Losungen fuhrt, wird vor der 
Verseifung Xmal chromatogra,phiert. In  Gegenwart von vie1 eluieren- 
den Anteilen wird dann bei der Chromatographie, welche der Ver- 
seifung vorausgeht, zweckmiissig ein etwas aktiveres Al,O,-Praparat 
zur Adsorption des Vitamin D (2. Adsorptionssehicht) verwendet. 
Hierzu hat sich eine Mischung aus zwei Teilen 2 und einem Teil 3 
der in Tabelle I, Kolonne 2 angegebenen Adsorptionspraparate be- 

l) P. B. Muller, Helv. 27, 443 (1944). 



1184 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

wahrt. I n  Zweifelsfallen kann die gunstigste Aktivitat der Adsorp- 
tionsschicht fur Vitamin D, wie bei der Standardisiemng der Al,O,- 
I'raparate beschrieben wurde, nach Zusatz von etwas Vitamin A- 
Alkohol unter der U. V.-Lampe festgelegt werden. 

Die Entwicklung der Vitamin A- und D-Chromatogramme erfolgt 
mit 350 em3 Petrolather I, diejenige der ,!l-Carotin-Chromatogramme 
mit 120 em3 Petrolather I. Die Eluierung der Vitamin A- und Vit- 
amin D-Adsorbate wird mit 250 em3 Petrolather 11, diejenige der 
p-Carotin-Adsorbate mit 250 em3 Petroliither 1 x 1  durchgefuhrt. Die 
Verseifung der Praparate erfolgt wie fruher beschriebenl) mit 5-n. 
Bthanolischer ROH rnit ca. 10  yo Wassergehalt. 

3. B e s t i m m u n g  u n d  d u s w e r t u n g  d e r  gere in ig ten  Losungen.  

Zur stufenphotometrischen Auswertung werden die zur Trockne eingedampften 
Eluate mit gereinigtem CHCl, aufgenommen, in ein 25 cm3-Messkolbchen ubergefiihrt und 
auf 25 em3 aufgefiillt. Bei kleinen Vitamingehalten werden die Eindampfriickstande mit, 
soviel CHC1, aufgenommen, dass in 1 om3 Losung noch cine zur Bestimmung ausreichende 
Nenge Vitamin enthalten ist (= Losung 11). 

Die Bestimmung erfolgt mit einer so grossen Menge Losung 11, dass die Versuche, 
wenn immer moglich, im gunstigsten Teil der Standardkurven, d. h. zwischen E;,'Z bzw, 6o 

:= 0,2--1,5 (Fig. 2 und 3) ausgewertet werden konnen. Diese Menge, maximal aber 
1 om3 Losung IT, wird in ein 5 ems - Messkolbchen gegeben, wenn notwendig mit 
CHCl, auf 1 emY erganzt, das Kolbchen mit 4 em3 Reagens zur Marke aufgefiillt, 2mal 
geschwenkt,, die Reaktiouslosung in einc 1 cm-Messkuvette gegeben nnd diese sofort mit 
einem Glasplattchcn bedeckt. Die Auswertung erfolgt nach den unten angegebenen 
Richtlinien. 

Bei sehr kleinen Vitaminmengen wird die SbCI,-Renktion direkt im Eindampfkolb- 
chen ausgefiihrt,. Dazu wird das Kolbchen mit einem Glasschliffstopfen verschlossen, der 
Trockenriickstand durch Schwenken des verschlosscnen Kolbens mit 1 em3 CHCl, auf- 
genornmen, 4 cm3 Reagens zugegeben, kurz geschwenkt nnd die Reaktionslosung mit 
einer Pipette in die 1 cm3-Messkiivette gegeben. 

Die Bestimmung der Extinktion der Reaktionslosung erfolgt also immer niit 1 om3 
Lnsung I1 oder einer mit CHCl, auf 1 cm3 Losung ergiinzten kleineren Menge I1 + 4 om3 
Reagms in genau 5 cm3 Gesamtlosung bei 1 cm Schichtdicke mittels dem Stufenphoto- 
meter, unter Heriicksichtigung der unten angegebenen Ablesungszeiten und Korrekturen. 

Zur B e s t i m m u n g  v o n  V i t a m i n  A (Alkohol und Ester) wird die Extinktiorr 
der Reaktionslosung bei 810 m p  (Filter S. 61) nach genau 60 Sekunden gemessen, die 
Temperatur der Reaktionslosung sofort nach der Messung auf 1 0  C genau bestimmt und 
die bei X" C ermittelte Extinktion auf die niichstliegende Testbedingung (200 oder 250 C) 
umgerechnet. Die Unirechnung crfolgt in der Weise, dass die abgelesene Extinkt.ion urn 
den Wert vcrgrossert oder verkleinert wird, der sich fur  den gegebenen Temperatur- 
uriterschied (von X0 C und 20° bzw. 25O C) aus dem Extinktionsunterschied berechnen 
Iasst, der im Bereich der ermittelten Extinktion fur  50C aus den Standardkurven fur 200 
und 25" C (Fig. 2 )  abgelesen werden kann (siehe Beispiel). Bus den Standardkurven Fig.2 
kann danii der in der vorgelegten Menge Losung I1 bestinimte Vitamin A-Gehalt in y 
oder in i. E. (Umrechnungsfaktor 1600) abgelesen werden. 

L, P. B. X u Z k r ,  Helr. 27, 443 (1941). 
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Zur B e s t i m m u n g  v o n  V i t a m i n  D ( D 2  u n d  D3) wird die Extinlction der min- 
destens 20° C warmen Reaktionslosung bei 500 m,u (Filter S. 50) nach 2 Minuten gc- 
messen. Losungen, deren Extinktion nach der 30. Sekunde laufend zunimmt, werden bei 
min. 25O C nach genau 30 und 60 Sekunden gemessen und der Extinktionszuwachs zwi- 
schen der 30. und 60. Sekunde von dem nach 30 Sekunden ermittelten Wert in Abzug 
gebracht. Aus der Standardkurve Fig. 3 kann dann der in der vorgelegten Menge Lii- 
sung I1 bestimmte Vitamin D-Gehalt in y oder in i. E. abgelesen werden. 

Zur B e s t i m m u n g  v o n  V i t a m i n  D n e b e n  V i t a m i n  A ( -Alkohol )  wird die 
Extinktion der Reaktionslosung bei 610 m p  nach 60 Sekunden und diejenige bei 500 m p  
nach 120 Sekunden gemessen, oder, wenn notwendig, das Vitamin D wie zuvor bei 25O C 
nach 30 und 60 Sekunden und Vitamin A zwischen der 60. und 70. Sekunde oder in 
einer 2. Probe nach 60 Sekunden bestimmt und die Temperatur der Reaktionslosung nach 
beendeter Messung ermittelt. 

Zur Auswertung der Messung wird zuniichst der Vitamin A-Gehalt wie zuvor er- 
mittelt und die darauf zuriickzufiihrende Extinktion bei 500 mp a m  der den Messbedin- 
gungen am nachsten liegenden Standardkurve fiir 20 oder 25O C abgelesen. Nach der 
Umrechnung (analog wie beim Vitamin A), in diesem Falle aber auf die Versuchstempe- 
ratur Xo C, wird der errechnete, dem Vitamin A zukommende Extinktionswert von der 
Gesamtextinktion der Vitamin D-Bestimmung abgezogen (siehe Beispiel). Die Ermitt- 
lung des Vitamin D-Gehaltes erfolgt dann, eventuell nach Beriicksichtigung des Extink- 
tionsganges der Reaktionslosung, wie zuvor, an Hand der Vitamin D - Standardkurve 
Fig. 3 (siehe oben). 

Die Bes t imniung v o n  @-Carot in ,  dessen Losungen nach der 1. chromatogra- 
phischen Reinigung auf Grund der Gelbfarbung im Stufenphotomet,er mit dem Filter 
S. 47 ausgewertet werden, erfolgt wie friiherl) beschrieben wurde. 

Zur B e s t i m m u n g  v o n  /3-Carotin u n d  v o n  V i t a m i n  A - E s t e r  n e b e n e i n a n d e r  
werden die Anteile durch Verseifung und anschliessende Chromatographie getrennt und 
dann einzeln bestimmt, wie oben angegeben wird. 

4. F e h l e r b r e i t e  u n d  E r f a s s b a r k e i t s g r e n z e  d e r  Illethode. 

lOYk, weun 
man die vom venvendeten Al,O,-Praparat abhiingigen Versuchsverluste bei der Aus- 
wertung einkalkuliert und wenn beriicksichtigt wird, dass die Al,O,-Mischungen zur 
Chromatographie von Vitamin A-Alkohol und Vitamin D nicht alter als 2 Tage sein 
diirfen. Die Versuchsverluste sind fur ein gegebenes Al,O,-Praparat einmal experimentell 
zu bestimmen. 

Die F e h l e r b r e i t e  bzw. Genauigkei t  der Bestimmungen betragt 

I m  gegebenen Falle betragen sie: 

A1 0 ,-Ne u h a u se n (1. S e ndung) .  
Vi tamin  A-Alkohol-Bestimmung 
V i t a m i n  A-Ester-Bestimmung 

= loo/, pro Chromatogramni 
= 10% pro Chromatogramni 

= 10% pro Chromatogramm 
V i t a m i n  D-Bestimmungz) -= 6% pro Chromatogranim 

=: 10% pro Chromatogramm 

dito Bestimmung durch Verseifung und 
Chromatographie auf Vitamin A-Alkohol 

dito Bcstimmung durch Chromatographie, 
Verseifung uud Chromatographie 

/3-Carotin 

I )  P. B. iifiiZEer, Helv. 27, 413 (1944). 
2) I n  Gegenwart von Verunreinigungen, welche zu einer laufenden Extinktions- 

zunahme der Losung zwischen der 30. und 120. Sekuude fuhren, ist die Genauigkeit etmas 
kleiner. Bei kleinen Vitamin D-Gehalten ist mit einer Streuung von & 50 i. E. zu rechnen. 

75 
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Ale 0 ,-Neu hau  s en. 

Chromaxographie in der 
Vit. A-Ester- spez. @-Carotin- 

Kolonne I Kolonne 

1-malige Chromatographie 
von 10 y 

50 Y 
100 y 
300 y 
600 y 

2-malige Chromatographie 
mit Verseifung von 600 y - 

A1,0, -- Merck. 
1-malige Chromatographie von 6 y :  Verlust = 2094 

von 60 y :  Verlust = 10% 
von 300 y :  Verlust = 5"4 

Diese Verluste sind auf mindestens & 5% genau reproduzierbar. 

IV. Beispiele. 
V i t a m i n  A - E s t e r - B e s t i m m u n g  (Normalfa l l ) .  

Reinigung : I -malige Chromatographie. 
Einwage: 1 g 01 pro 50 em3 Petrolather (I). 
Chromatographiert: 5 c,S I = 100 mg 01. Diese werden nach dem Einengen auf 25 om3 

Bestimmung Ton 1 om3 I1 (4 mg 01) mit 4 om3 Reagens im Stufo bei 22' C: 

Auswertung : 

aufgefiillt (11). 

E;,': (22' C) == 0,66. 

EX.': bei 22' C = 0,66 

El cnl bei 20' C = 0 , 6 6 + - - 2 - -  = 0,66+0,02 = 0,68, 

Aus der Standardkurve Fig. 2 ermittelte Vitamin A-Menge = 8 y bzw. 23 i. E. A 

Vitamin A-Ester-Gehalt (100%) = 2220 rig hzw. 6400 i. E. Ajg. 
Vitamin  D-Bes t immung in Qegenwart von Vitamin A-ALkohol ~ m d  nicht ab- 

0 0 5 r 2  
8.61 5 

pro 4 mg entspr. 2000 y bzw. 5750 i. E. A/g = 90% erfasstes Vitamin -4. 

trennbaren Verunreinigungen (seltener, komplizierter Fall). 
Reinigung: Chromatographie, Verseifung, Chromatographie. 
Einwage und Chromatographie : Wie oben. 
Bestimmung von 1 cm3 I1 (= 4 mg 01) mit 4 em3 Reagens im Stufenphotometer bei 250 C: 

Ek,':; (27' C) = Ablesung nach: 
30" 60" 
0,63 0,68 
-~~ ~ 

Auswertung.  
,,Extinktionsgang" zwischen der 30. und 60. Sekunde: 

A E:,';: 27' C (60"- 30") = 0,68 - 0,63 = 0,05. 
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Tabelle 5. 
Z u s a m m e n s t e 1 1 u ng d e r A n a l y s e ner  g e b n i s s e v on 3 U n t e r  s u c h u n g e n. 

1187 

riicht bestirnmbar' (12300j2) 
- I 

1 675 

iiicht bestimmbar 1620 
625 - 

Reinigungsverfahren 

~ Ergebnisse in i. E./g 

chrornatographisch-spektro- 
photometrisches Verfahren 

chromatograph.- 
stufenphotometr. 

Verf ahren 

Y r a p a r a t  1. S o l l g e h a l t :  Vit.A-60000-7O000 i.E./g,Vit. D=l5000 i.E./g 

Xicht gereinigt, direkt bestimmt 
lmal chromatographiert : 

Vit. A-Allrohol/Vitamin D . 
Vitamin A-Ester . . . . . 

Chromatograph. - verseift - 
chromatographiert : 

Vit. A-Alkohol/Vitamin D . 
Vitamin A-Ester . . . . . 

115000 

4 340 
66600 

1735 
62 400 

(4000000)2) 1 97000 
1 

(70000)2) 1 1760 
__ 1 67000 

(54200)2) 1780 
~ 64000 __ 

P r a p a r a t  2. Sol lgeha l t  unbekannt .  (gelagert 'es  P r a p a r a t ) :  

Nicht gereinigt, direkt bestimmt 
linal chromatographiert : 

Vit. A-Alkohol/Vitamin D . 
Vitamin A-Ester . . . . . 

Chromatograph. - verseift ~ 

chromatographiert : 
Vit. il-AlkoholiVitamin D . 
Vitamin A-Ester . . . . . 

420000 

47 700 
~ 

15 200 
- 

3563)/ 16200 

1720 

4 ' 950 
655 1 - 

P r a p a r a t  3. Sol lgeha l t :  Vit. A ~ 2000 i. E./g; Vit. D = 500 i. E./g: 

Xicht gereinigt, dirikt bestimmt 
a) Vorreiiiigurig mit Methanol, 
Chromatograph. - verseift - 
chromatographiert : 

nicht bestimmbai 

Vit. S-AlkohollVitamin D . 'nicht bestimmbar~ 
dito 2nial chromatographiert 
vor der Verseifung 

Pit. A-Alkohol/Vitaniin D . nicht bestimmbarl 
b) Direkt chromatographiert 
1 ma1 chromatographiert : I 

Chromatograph. - verseift ~ 1 
chromatographiert : 

Vitamin A-Ester . . . . . ' - 

Vitamin A-Ester . . . . . ~ 

- 

I -- 

1 4003 

13 

13 

2 040 

1990 

6 500 

480 

505 

- 

- 

Umrechnungsfaktor = 3 600. 
2, Xur zu Demoiistrationszwecken berechnet. Die diesen Werten zugrunde liegenden 

5 ,  Heinmsubstanzen der SbC1,-Keaktion zugegen. 
Absorptionsspektrcn lassen deutliche Mengen von Verunreinigungen erkennen. 
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Um diesen approximativen Extinktionswert ist die Messung der Vitamin BID- 
Losung nach 30 Sekunden zufolge der mit erfasstenverunreinigungen zu hoch ausgefallen. 

Ek,cg (27O C 30”) fur die reine Vitamin AID-Losung = 0,63 -0,05 = 0,58. 

Die init erfasste Menge Vitamin A-Alkohol wird wie oben ermittelt (= 8 y )  und der 
darauf zuriickzufiihrende Extinktionswert bei 500 mp, 25O C und nach 30 Sekunden wird 
aus Fig. 2 abgelesen. E r  betragt: 

E‘,.’; (25’ C, 30”) = 0,025, 

nnd weist bei der Versuchstemperatur von 27O C folgenden Wert auf : 
0,01 x 2 

E l  cm (27O C, 30”) L 0,025+.- = 0,025+ 0,004 = 0,03l). S. 50 3 

Der dem reinen Vitamin D zukommende Extinktionswert betragt daher : 

E’,,‘; = 0,58 - 0,03 = 0,55. 

Ans der Standardkurve Fig. 3 ermittelter Vitamin D-Gehalt = 15,75 y bzw. 
630 i. E. D/4 mg ent,spr. 3938 ;I bzw. 157500 i. E. Dig = 90% erfasstes Vitamin D. 

V i t a m i n  D - G e h a l t  (100%) = 437 mg/g hzrv. 175000 i. E. Dig. 

Auf die Wiedergabe des weitliiufigen Versuchsprotokolles wird verzichtet. Hingegen 
werden zur Demonstration der Wirksamkeit des Reinigungsverfahrens und der Spezifitat 
der Methode nachfolgend noch 3 Untersuchungen angefiihrt, und zwar: 1. Eine Unter- 
suchung eines Vitamin A/D-Konzentrates; 2. eine Untersuchung eines Lebertrans und 
3. eine Untersuchung eines Vitamin-Kombinationsprbparates auf der Basis von Fett 
und Trockenmilch. 

Die Auswertung der 3 Untersuchungen erfolgte sowohl nach dem stufenphoto- 
metrischen Verfahren als auch nach der friiher beschriebenen spektrophotometrischen 
Nethode2). 

Praparat 1 stellt den Normalfall dar, Praparat 2 enthalt einen Hemmstoff der SbC1,- 
Reaktion; bereitet in1 iibrigen aber keine Schwierigkeiten bei der Bestimmung3) ; Pra- 
parat 3 stellt den typisch komplizierten Fall dar, der durch Kombination aller Moglich- 
keit>en anzugehen ist,. 

A n h a n g .  

I n  der letzten Zeit wurde das Vitamin A-Auswertungsverfahren mit Glycerin- 
dichlorhydrin und Acetylchlorid in der Literatur ofters erwbhnt. Die nberpriifung dieses 
Verfahrens hat im wesentlichen folgendes ergeben: 

1. Das Glycerin-dichlorhydrin-Reagens roagiert wie das SbC1,-Reagens haufig 
mit verschiedenen Beimengungen der Vitamin A-Praparate. Die S pezif i  t a  t beider 
Farbreaktionen ist ungefahr gleich gross. I n  bciden Fallen ist eine Reinigung des Unter- 
suchiingsmaterials unumganglich notw-endig. 

2. Der V o r t e i l  des neuen Reagens liegt in der rclativ guten Bestandigkeit der Farb- 
reaktion zwischen dcr S. und 10. Minute (im Dunkeln!) und in der geringeren Empfind- 

I )  Fur die Praxis sind die Ablesungs- und Berechnungs-Genauigkeiten auf & 0,01 
rollstandig ausreichend. Bei kleinercn ’\’itamin A-Gehalten eriibrigt sich daher diese 
Berechnung . 

’) Y. R. MuZZer, Helv. 27, 443 (19441. 
3, Der einzige Fall von vielen hundert Analysen, der nach dcr Chromatographie 

noch cinen Heminungsfaktor der SbCI,-Keaktion aufwies; er ist aber nicht reproduziert 
worden. 
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lichkeit auf kleinere Temperaturschwankungen. Zwischen + 1 5 O  und 4- 30° C tritt fur je 
lo C Temperaturerhohung eine Extinktionszunahme von ca. 0,50/, ein. 

Hingegen tritt bei starker Belichtung der Reaktionslosung oder bei liingerem S b -  
lesen im Stufenphotometer eine deutlich wahmehmbare Verblassung der Farbung ein. 

3. Der N a c  h t e i l  des Glycerin-dichlorhydrin-Reagens liegt in der geringeren Emp- 
findlichkeit : Die Farbreaktion mit Vitamin A ist nur ca. '/3 so stark wie die von Vitamin A 
und SbCI,. Dadurch fiillt der Ablesefehler der stufenphotometrischen Nessungen ausser- 
ordentlich stark ins Gewicht (siehe Fig. 4). Geniigend genaue Mcssungen sind nur mit 
Mikrokiivetten moglich. Die mit 5 cm-Mikrokuvetten aufgestellte Standardkurve zur 
Vitamin A-Auswertung mit 1 cm3 Testlosung+ 4 em3 Glycerin-dichlorhydrin (wie oben 
fur die Auswertung mit SbC1, beschrieben wurde) bei 550 m,u und 5 ern Schichtdicke 
zwischen der 3. und 10. Minute und bei 200 C wird durch Fig. 5 dargestellt. Fur Mess- 
temperaturen zwischen + 1 5 O  und + 30" C sollte der Temperatureinfluss auf Grund der 
Angabe unter 2. beriicksichtigt werden. Wegen der Lichtempfindlichkeit der Reaktions- 
losungen sind diese bis zur Messung bei gediimpftem Licht oder im Dunkeln stehen zu 
lassen. Die Messung hat so rasch als moglich, mindestens aber innerhalb 30 Sekunden zu 
erfolgen. 

Besondere Aufmerksamkeit bedarf die Herstellung des Reagenses, da  leicht zu 
wenig aktive Praparate erhalten werden. Die Wirksamkeit ist in jedem Falle zu kon- 
trollieren. 

Zur Vitamin D-Auswertung ist das Glycerin-dichlorhydrin-Reagens wegen der zu 
geringen Empfindlichkeit nicht geeignet. 

I I  

1.4 - 

I 
I 

I 
I 

1.2 - 

10 20 40 60 80 100 120 140 160 I80 200 

(Beziiglieh der gewichtsrnassigen Gehaltsangabe vgl. Fig. 2). 
10 20 40 60 80 100 120 140 160 I80 200 

(Beziiglieh der gewichtsrnassigen Gehaltsangabe vgl. Fig. 2). 

- i. E. Vit. A 

Fig. 4. 
Standardkurve der * Glycerin-dichlorhydrin-Reaktion mit Vitamin A. 

Aufgestellt mit 4 cm3 Reagens + 1 em3 Testlosung eines stufenphotometrisch mit SbCl, 
u. spektrophotometrisch im U. V. (Umrechnungsfaktor 1600) getesteten natiirlichen 

Vit. A-Ester-Hochkonzentrates (800 000 i. E./g). 
(Temperatureinfluss : Extinktionszunahme = 0,50/6/1° Temperaturerhohung.) 
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(Beziiglich der gewichtsmijssigen Gehaltsangahe vgl. Fig. 2 )  

Fig. 5. 
Standardkurve dcr Glycerin-dichlorhydrin-Reaktion mit Vitamin A. 

Ausfuhrung siehe Figur 4. 

Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der 
F. Hoffmann-La Roche & Go. AG., Basel. 

154. Action de la soude eaustique SUP la cellulose en 
atmosphere exempte d’oxygene 

par A. Banderet et B. Rgnby. 
(17 VI 47) 

I. 
Introductioib 

On admet actuellement que la cellulose est constituee par des 
groupes anhydro-/?-glucose lies en 1,4 par des ponts semicyclo-ac6ta- 
liques. Par ailleurs on sait que, de ces chafnons glucose, un certain 
nombre peuverit &re modifies j en particulier le groupe alcool primaire 
en 6 peut &re oxyde. 




