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153. Zur kolorimetrischen Bestimmung von Vitamin A, Vitamin D und
g-Carotin unter besonderer Beriicksichtigung des Vitamin D
von P. B. Miiller,
(16. VI. 47.)

Die physiko-chemische Bestimmung des Vitamin D erfolgt heute
fast ausschliegslich spektrometrisch durch Messung der Lichtabsorp-
tion des Vitamin D im U. V. bei 2650 A oder kolorimetrisch unter
Zugrundelegung der Carr- Price-Reaktion. In Naturprodukten wird
die spektrometrische Bestimmung!-8) des Vitamin D im U. V. durch
zahlreiche Begleitstoffe gestort, so dass diese Methode nur fiir ganz
reine Priparate in Frage kommt. Auch die kolorimetrische Bestim-
mungsmethode mit SbCl,°-11) ist fiir allgemein analytische Zwecke
noch zu wenig spezifisch.

Das gleiche gilt auch fir andere Farbreaktionen, wie z. B. die
Reaktion von Vitamin D mit AICl; und Pyrogallol®?), die Tortelli-
Jaffé-Reaktion mit Brom in CHCl318)14) und die Reaktion mit Glycerin-
dichlorhydrin und Acetylchlorid®). Alle diese Verfahren sind aber
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in Gegenwart von Verunreinigungen, wie sie in jedem natiirlichen
Untersuchungsmaterial vorkommen, so unsicher, dass Vitamin D
heute meistens noch mit dem langwierigen und umstidndlichen bio-
logischen Verfahren ausgewertet wird. Ahnliche Schwierigkeiten gel-
ten auch fiir die physiko-chemischen Bestimmungen von Vitamin A
und von g-Carotin.

Die Ausarbeitung neuer oder die Verbesserung bekannter physiko-
chemischer Methoden zur Bestimmung von Vitamin D ist in der
letzten Zeit von verschiedenen Seiten erneut an die Hand genommen
worden. H. Schaltegger') beschrieb kiirzlich ein Bestimmungsver-
fahren, welches auf der I'dhigkeit verschiedener Sterine beruht, mit
gewissen Aldehyden (Anisaldehyd u. a. m.) in Gegenwart von starken
Siuren (Perchlorsidure), stark farbige Carbeniumsalze zu bilden. J. B.
de Witt und M. X. Sullivan?) empfehlen zur Herstellung des SbCl,-
Reagenses an Stelle von (HCl, Athylenchlorid und zur Trennung
der Sterine von Vitamin A ein chromatographisches Verfahren unter
Verwendung von Magnesia und Diatomeenerde als Adsorptionsmittel.

Um die Genauigkeit der Sb(l;-Bestimmungen von Vitamin B zu
erhohen, wurden verschiedene Vorschlige gemacht, z. B.: Einfithrung
eines Korrekturfaktors bei Anwesenheit von Vitamin A und Carotin-
oiden, Reinigung durch Verseifung des Untersuchungsmaterials und
Bestimmung des Vitamin D im Unverseifbaren, Zerstérung der
Verunreinigungen im Unverseifbaren mit Maleinsdure-anhydrid,
Abtrennung gewisser Verunreinigungen auf chromatographischem
Wege3)4).

Es zeigt sich aber auch, dass das SbCl;-Reagens nicht immer
gleichmissig reproduzierbare Ergebnisse gibt, wenn es nach den in
der Literatur angegebenen Vorschriften hergestellt wird5)®).

Fiir ein Prédparat, das neben Vitamin D noch Vitamin A und
f-Carotin enthilt, bestehen theoretisch zur Bestimmung der 3 Kom-
ponenten folgende 2 Moglichkeiten: Entweder jedes der 3 Vitamine
einzeln aus dem Gemisch quantitativ zu isolieren und fiir sich mit
einer geeigneten Reaktion zu bestimmen, oder aus einem Gemisch
der 3 Vitamine jede einzelne Komponente mit einer spezifischen
quantitativen Reaktion zu ermitteln.
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Da aber weder die Trennungsverfahren noch die fiir die einzelnen
Komponenten bekannten Bestimmungsmethoden diesen Anforde-
rungen entsprechen, habe ich diese Aufgabe durch Kombination der
beiden analytischen Prinzipien der praktischen Losung zugefiihrt.

Zur Trennung und Reinigung wird das frither beschriebene
chromatographische Verfahren) mit genau standardisiertem Al,032)
benutzt. Darnach werden in einer mehrschichtigen Adsorptions-
kolonne aus verschieden aktivem Al,O, Vitamin A-Alkohol und
Vitamin D quantitativ von Vitamin A-Ester und g-Carotin getrennt
und gleichzeitig von stérenden Verunreinigungen befreit. Die Tren-
nung von Vitamin A-Hster und g-Carotin erfolgt nach vorgingiger
Vergeifung des Vitamin A-Esters durch abermalige Chromatographie.

Die Vitamin A-Alkohol — Vitamin D-Fraktion enthéilt bisweilen
noch Verunreinigungen, welche die Vitamin D-Auswertung storen.
Die storenden Verbindungen lassen sich durch Verseifung und aber-
malige Chromatographie entfernen. Enthilt das Untersuchungsmate-
rial wenig Vitamin D und viel Lipoide oder andere Verbindungen,
welche stark eluierend wirken, so empfiehlt es sich, dasselbe vor der
Chromatographie in Methanol zu losen, von den bei 0° C sich ab-
scheidenden Anteilen abzutrennen und nur den in Methanol geldsten
Anteil zu verwenden.

Die Bestimmung von Vitamin A und Vitamin D erfolgt
kolorimetrisch mit Sb(l; an Hand von Testkurven, die mit reinen,
krystallisierten Priparaten aufgestellt worden sind. Dabei wird be-
riicksichtigt, dass die Reaktion von Vitamin A mit SbCl; zeit- und
temperaturabhingig ist, dass die etwas trige Reaktion des Vitamin D
mit SbCl; eine Reaktionstemperatur von etwa 25° C erfordert und
dass bei der Vitamin D-Auswertung mit SbhCl, ein kleiner, ganz be-
stimmter Anteil von eventuell anwesendem Vitamin A-Alkohol mit
erfasst wird. — Grossere Mengen Vitamin A konnen jedoch auch
spektrophotometrisch im U. V. ausgewertet werden?).

Die Bestimmung von g-Carotin erfolgt durch direkte stufen-
photometrische Messung?).

Beil der Bestimmung des Vitamin D-Gehaltes von pharmazeu-
tischen Kombinationspriparaten und Néihrprodukten werden bis-
weilen noch Verunreinigungen mit erfasst, die innerhalb der Messzeit
zu einer langsamen Extinktionszunahme der auszuwertenden Losung
fithren. Diege Fehlerquelle ldsst sich ausschalten, wenn bei der Be-
stimmung der zeitliche Verlauf der Extinktion in der im experimen-
tellen Teil niher beschriebenen Weise beriicksichtigt wird.

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

1) P. B. Miiller, Helv. 27, 443 (1944).
?) P. B. Miller, Helv. 26, 1945 (1943) und 27, 404 (1944).
3) P. B. Miiller, Helv. 27, 443 (1944).
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Untersuchungsmaterial
(evtl. Vorreinigung)

Lésung in Petrolather

l |
Chromatogr. in der 5-teiligen Kolonne?) Chromatographie in
Aktivitaten: Tabelle 1, Kolonne 2 der 3-teiligen Kolonne?)
Aktivitat: Tab. 1,
Kolonne 5

| | |

(2. Adsorpt.-Schicht) (4. Adsorpt.-Schicht) (2. Adsorpt.-Schicht)

Vit. A-Alkohol + Vit.D (D,; D,) Vitamin A-Ester p-Carotin
zur weiteren Rei- (+ p-Carotin evtl.
l nigung: nicht quantitativ)
Bei Abwesenheit
Bestimmung mit von f-Carotin
SbCIs, Filter S. 61 (== Normalfall) \
Bestimmung durch
direkte Messung im
Verseifung Bestimmung mit Stufenphotometer

mit Filter S. 47

ShCly;
> (ohne SbCly)

Filter 8. 61

In Gegenwart von
sehr viel Verunrei- Chromatogr. in der
nigungen: Verseifung 3-teilig. Kolonne!)
und abermalige Aktivitit: Tab.1,
Chromatogr. wie bei Kolonne 3
Vitamin D

Bei Anwesenheit von
p-Carotin: Verseifung
und Chromatographie
wie bei Vitamin D

Bestimmung mit SbCly;
Filter 8. 50

Fig. 1.

Die Trennung mehrerer Vitamine wird vorteilhaft in der 5-teili-
gen Adsorptionskolonne, die Reinigung eines einzelnen Anteiles in der
3-teiligen Kolonne ausgefiihrt. Die hierzu bendtigten Aktivitdtswerte
der einzelnen Adsorptionsschichten sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Die Einstellung der verschiedenen Al,Q,-Priparate auf die zur
Chromatographie benétigten Aktivititsgrade erfolgt auf kalorime-
trischem Wege?). Sie kann aber auch empirisch mit g-Carotin, einem
Vitamin A-Ester-Priparat und dem daraus durch Verseifung dar-
gestellten Vitamin A-Alkohol vorgenommen werden. Das genaue
Verfahren wird im experimentellen Teil beschrieben.

1) Entwicklung mit 350 cm?® Petrolither.
%) Entwicklung mit 120 cm? Petroliather.
3) P. B. Miiller, Helv. 26, 1945 (1943) und 27, 404 (1944).
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Tabelle 1.
Aktivitit des Al,O41)

Zur Trennung von Zur Reinigung von

Adsorptions- Vit. A-Alkohol bzw. | vi, A-Alkohol | Vit. A-Ester | p-Carotin

. Vit. D (Dp; D;) von | vit. D (D.: D
schicht Vit. A-Ester bzw. ! (D23 Ds)

B-Carotin
Q in cal. Q in cal. Q in cal. Q in cal.
AlLO; — Merck
Kolomne 1 2 | 3 | 4 | 5
1. oberste 4 4 50 50
2. 11 11 56,5 54,0
3 50 83,5 83,5 83,5
1. 56,5
5. unterste 83.5

Al,0, — Neuhausen

1. oberste 3.5 3.5 42 42
2. 9 9 48.3 46
3. 42 70,8 70,8 70,8
4. 48,3

5. unterste 70,8

Die Spezifitit des Bestimmungsverfahrens.

Mit keinem bis heute bekannten physiko-chemischen Vitamin-
Analysen-Verfahren gelingt es, sehr #hnliche, z. B. stereoisomere
Verbindungen, in jedem Falle quantitativ zu trennen und zu bestim-
men. Chemische und physiko-chemische Auswertungen von ganz un-
bekannten Untersuchungsmaterialien sind daher besonders vorsichtig
zu interpretieren. Dies ist vor allem dann notwendig, wenn, wie im
Falle der Vitaminanalyse, nur die biologisch wirksame Verbindung
interessiert.

Fur g-Carotin ist die Moglichkeit einer Beeinflussung der Unter-
suchungen durch stereoisomere Verbindungen erwiegen. In Tranen
und den daraus hergestellten Konzentraten, Hochkonzentraten sowie
Vitamin A- und D-haltigen Pharmazeutika und Handelsprodukten
wurde eine Beeinflussung der Auswertungen durch stereoisomere oder
andere Verbindungen bisher nicht festgestellt.

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

1) Siehe Anmerkungen Figur 1, S§.1175.
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Carr- Price-Verfahrens bei 610 myu und der spektrophotometrischen
Methode im U. V. bei 328 myu iibereinstimmende Ergebnisse erhalten
werden und wenn zugleich das chromatographische Trennungs- und
Reinigungsverfahren bei der qualitativen fluorometrischen Uber-
priifung die typische Vitamin A-Fluoreszenz und eine normale und
vollstindige Abtrennung des Vitamin A von den Verunreinigungen
erkennen liess. Ergeben die beiden Auswertungsverfahren unterschied-
liche Werte, so ist in Betracht zu ziehen, dass jedenfalls die dem niedri-
geren Wert cntsprechende biologische Aktivitdt mit grosser Wahr-
scheinlichkeit vorhanden ist, dass das ausgewertete Priparat moglicher-
weise aber noch eine etwas hohere Wirksamkeit entfalten kann,
welche auf die nicht mit erfassten Vitamin A-dhnlichen Verbindungen
(Stereoisomeren) zuriickzufithren ist. Mit einer grosseren biologischen
Wirksamkeit als dem hoheren der beiden physiko-chemischen Werte
entspricht, kann jedoch kaum gerechnet werden.

Schliesslich sei noch darauf hingewiesen, dass zahlreiche Vitamin-
priparate Hemmsubstanzen der SbCl;-Reaktion enthalten. Diese
werden bei der Reinigung durch Chromatographie bzw. Verseifung
und Chromatographie entfernt.

Experimenteller Teil.
I. Reagenzien und Apparate.

Die zur chromatographischen Trennung und Reinigung benétigten Reagenzien
und Apparate sowie die zur Bestimmung notwendigen Instrumente sind schon friiher
beschrieben worden'). Nachfolgend werden daher lediglich die Ab&nderungen und Er-
gianzungen hierzu angefiihrt.

Al,0,-Priparate zur Chromatographie (aus Al,O; ,,Neuhausen®) mit fol-
genden Aktivititen: Q = 3,5 cal.; Q = 9cal.; Q = 42 cal.; Q = 46 cal.; Q = 48,3 cal.
und Q = 70,8 cal. (= max. aktiviert).

Wenn die Einstellung der verschieden aktiven Al,O4-Priparate und des Petrol-
dthers zur Entwicklung der Chromatogramme nicht mit der kalorimetrischen Methode?)
erfolgen kann, so empfehle ich folgendes Verfahren:

Zur Chromatographie von Vitamin A-Ester kénnen die Aktivititen der AlLO,-
Priparate mit g-Carotin getestet werden. Ausgehend von maximal aktiviertem AlO,
werden durch Zusitze von 0,5, 1, 2, 3, 4 und 5%, Wasser usw. verschieden stark des-
aktivierte Al,Oj-Praparate hergestellt. Zu einer ersten Orientierung werden diese in
ca. 5 cm hohen Schichten in das grosse Adsorptionsrohr (52 cm Hohe, 2,5 cm &) ein-
gefiillt, und zwar so, dass die Aktivititen von oben nach unten zunehmen. Nun werden
ca. 0,6 mg f-Carotin kryst. gelost in ca. 10 em?® Petrolather auf die Kolonne gebracht und
festgestellt, in welcher Schicht das §-Carotin bei der Entwicklung mit 350 ¢m?® Petrol-
sther zuriickgehalten wird. Die zur Chromatographie bendtigten Aktivititsgrade der
Vitamin A-Ester- und der dariiber gelagerten Adsorptionsschicht werden dann so ein-
gestellt, dass 0,6 mg g-Carotin bei der Chromatographie in der 3-schichtigen Kolonne
(27 ¢cm Hohe, 2,5 cm @) nach Durchfluss von 75 cm3 Petrolither eben vollstindig von
der obersten 9 c¢cm langen Adsorptionsschicht in die mittlere Schicht vordringen und
nach Durchfluss von 350 cm3 Petrolather gerade eben beginnen von der 9 cm langen
mittleren in die unterste maximal aktivierte Adsorptionsschicht iiberzutreten. Dieser

1) P. B. Miller, Helv. 21, 443 (1944).
2) P. B. Miller, Helv. 26, 1945 (1943) und 27, 404 (1944).




1178 HELVETICA CHIMICA ACTA.

Moment wird am 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 cm? Lo-
sungsmittel muss sich die gesamte, im U. V.1) hellgriin fluoreszierende Menge in der
mittleren Adsorptionsschicht befinden. Die oberste Schicht darf in der ganzen unteren,
an die mittlere Schicht angrenzenden Hailfte keine griin fluoreszierenden Anteile mehr
aufweisen, und die grim fluoreszierende Zone der mittleren Adsorptionsschicht darf noch
nicht in die unterste Schicht {ibertreten.

Zur Einstellung des Aluminiumoxyds fiir die Chromatographie von Vitamin A-
Alkohol und Vitamin D wird zunéchst 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
Unverseifbaren extrahiert. Die Standardisierung der Al O,-Priaparate erfolgt dann mit
ca. 5000 i. K. dieses Vitamin A-Alkohols chromatographisch, analog wie zuvor mit g-Caro-
tin, jedoch unter der U. V.-Lampe durch Beobachtung der dunkelgriinen Fluoreszenz des
Vitamin A-Alkohols.

Hierzu werden im vorhinein schon wesentlich weniger aktive Al,O,-Praparatc be-
nutzt. Die Aktivitit der mittleren Adsorptionsschicht soll hier so eingestellt werden, dass
sie nach der Entwicklung mit 350 cm? Petrolather von ca. 30000 i. E. Vitamin A-Alkohol
nur ca. zur Halfte ausgefiillt ist, damit unter denselben Bedingungen auch ca. 30000 i. E.
Vitamin D noch quantitativ zuriickgehalten werden. — Die Chromatographie des Vit-
amin D, welches sich im Chromatogramm praktisch wie Vitamin A-Alkohol verhalt,
erfolgt blind, da es nicht fluoresziert.

Die auf diese Weise eingestellten Aktivititsgrade gelten nur fiir das verwendete
Al,O5-Praparat und den hierzu benutzten Petrolither.

Die ,,Adsorptionskapazitatc von Al,O,-Priparaten 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 zuriickgehalten werden.

Gereinigtes Chloroform: 1000 cm? Narkosechloroform werden nacheinander
3mal mit 500 —1000 cm?® Wasser, 2 mal mit 500 cm® 1-n. HCl und wieder 3mal mit Wasser
ausgeriihrt. Zwischen den einzelnen Operationen ist die wisserige Losung immer mog-
lichst gut abzutrennen. Schliesslich wird mit 40 g P,0O; iiber Nacht oder bei nicht sofor-
tigem Gebrauch der Lésung auch langere Zeit getrocknet. Von dem so vorgereinigten
CHCI;, von dem auch grossere Vorratsmengen nach dieser Vorschrift hergestellt werden
konnen, wird jeweils eine kleinere Vorratsmenge filtriert, destilliert und insbesondere zur
Entfernung von Phosgen mit 25 g Entfirbungskohle pro 1000 ¢cm3 CHCI, iiber Nacht
stehen gelassen. Spitestens 2 Stunden vor Gebrauch wird eine kleinere Menge hiervon
abfiltriert und nochmals wie zuvor mit 15—20 g Kohle/1000 cm® CHCI, behandclt. Von
dieser Losung, die auch lingere Zeit, mindestens aber 2 Stunden iiber Kohle stehen soll,
wird jeweils die pro Tag benotigte Menge des gereinigten CHCI; abfiltriert und destilliert.
(Achtung vor Feuchtigkeitsaufnahme bei der Destillation).

Regenerierung des CHCl;: Das Chloroform kann aus den verschiedenen Ver-
suchspartien: den Versuchsansitzen, dem Reagens und den fertig bestimmten Proben
wieder regeneriert werden. Hierzu werden dic Abfallosungen 1mal 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
CHCI; vor der Behandlung mit 1-n. HCl 6mal mit Wasser auszuriihren.

Acetylchlorid: Sdp.51° C, frisch destilliert.

1) Phyloralampe mit vorgeschaltetem Nickeloxyd-Glasfilter.
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SbCl,-Reagens in CHCly: SbCl, pro anal. wird in kleine Stiicke zerstossen und
iber P,0; im Vakuum getrocknet. Zur Herstellung des Reagens werden 100 cm? gerei-
nigtes CHCI; in einen Erlenmeyer mit Schliffstopfen gegeben, 22 g (+ 0,5 g) des getrock-
neten SbCl; hinzugewogen, der Erlenmeyer verschlossen und zur Losung des SbCl, leicht
erwiarmt. Von dieser Losung werden 100 c¢cm3 durch ein Faltenfilter in einen 100 cm®-
Messkolben filtriert und mit 2 cm? frisch destilliertem Acetylchlorid (Sdp. 51° C) ver-
setzt und gemischt. Das Reagens ist langere Zeit haltbar!). Fir genaue Messungen, ins-
besondere von kleinen Mengen Vitamin D neben Vitamin A-Alkohol, empfehle ich aber,
stets frisches Reagens zu verwenden.

Den Petroliather IT und 111%) zur Eluierung der Adsorbate verwende ich heute
mit einem Zusatz von 10% absolutem Athanol.

Der Petrolather IV2) ist entbehrlich. Er wird nur fir das spektrophotometrische
Auswertungsverfahren im U. V. benotigt.

Athanolische Kalilauge zur Verseifung der Priparate: Es wird eine 5-n. dtha-
nolische Kalilauge mit ca. 10% Wasser verwendet.

Das Hilger’sche A-Vitameter und der Quarzspektrograph fiir die Auswer-
tungen im U. V. sowie das hierzu benétigte Plattenauswertungsgerit sind entbehr-
lich. Hingegen ist das Stufenphotometer mit folgenden Filtern auszuriisten: S, 47 (fiir
S-Carotin), 8. 30 (fir Vitamin D) und 8. 61 (fir Vitamin A).

II. Aufstellung der Standardkurven.

Die Standardkurven zur Vitamin A-Auswertung sind mit krystallisierten
Vitamin A-Acetat- und -Suceinat-Praparaten aufgestellt und nach Verseifung dieser Pri-
parate mit reinem Vitamin A-Alkohol iiberpriift worden. Da die Vitamin A-Auswertung
bei 610 my temperaturabhangig ist, wurde je eine Testkurve fiir 20° und fiir 25° C auf-
gestellt, und zwar zur Messung der veriinderlichen Reaktionslosungen bei 610 my und
1 em Schichtdicke, nach genau 1 Minute. Die erhaltenen Testwerte sind in Tabelle 2
und die entsprechenden Testkurven in Fig. 2 zusammengestellt. Da fir die Vitamin D-
Auswertung auch noch die Vitamin A-Extinktionen bei 500 m nach 30 und 120 Sekunden
interessieren, werden diese Werte daselbst mit angefiihrt.

Tabelle 2.

. ; carte - 1 cm
Zusammenstellung der Mittelwerte von ES. 51 1. S, 50

von reinem, krystallisiertem Vitamin A-Alkohol und
Vitamin A-Ester bei 20 und 25° C.

‘ Werte von Ez‘(‘)‘; W s 50 bei:
Vitamin A- |~ e TRt -
Alkohol [ . ; e _
, sel | 8. 50 os6L | S0
‘Ablesg.n.60”| 307 | 1207 |Ablesg.n.60”] 30" 1207
3 i 021 - oo | oz — | oo
7,5 ; 064 | — | 005 | 05395 | - 0,060
15 CL17T 005 | 0,09 1 1,09 . 006 | 0105
95 | 158 | — | o012 | 149 L — 0,150
30 1,88 0085 | 0155 | 179 | 010 | 0,195
37.5 ) 209 | 012 ) 019 | 20 | 013 | 024
i | |

1) C.H. Nield, W.C. Russell, A. Zimmerli: The Spectrophotometric Determination
of Vitamins D, and D,, J. Biol. Chem. 36, 73 (1940).
2y P. B. Miller, Helv. 27, 443, (1944).
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Standardkurve der SbCl,-Reaktion mit Vitamin A
(Ausgefithrt mit 1 c¢m?® Testlosung + 4 em® Reagens)

Testkurven, die mit chromatographisch-spektrophotometrisch!) ausgewerteten
nicht krystallisierten Vitamin A-Ester und -Alkohol-Priparaten (Trane, Konzentrate,
Hochkonzentrate) aufgestellt worden sind, wiesen in ihrem Verlauf eine kleine Abwei-
chung von diesen Standardkurven auf. Daraus muss geschlossen werden, dass die ShCl,-
Reaktion mit verschiedenen Vitamin A.Priparaten nicht ganz einheitlich verliuft oder
dass gewisse Begleitstoffe, welche durch das Reinigungsverfahren nicht quantitativ ab-
getrennt werden konnten, die SbCly-Reaktion wechselnd, wenn auch nur sehr wenig,
beeinflussen. Da nun zwischen der internationalen Einheit und der gewichtsmissigen
Angabe von Vitamin A noch keine feste Beziehung besteht, habe ich die fiir den Um-
rechnungsfaktor 1600 aufgestelltc i. E.-Skala in der Weise Fig. 2 beigegeben, dass diese
Abweichungen im praktischen Auswertungsgebiet (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.

') Umrechnungsfaktor 1600 (2. Internationaler Vitaminkongress 1934).
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Tabelle 3.

Abweichungen der an Hand der Standardkurven ermittelten Ergebnisse von
denjenigen, die mit den Testkurven der nicht krystallisierten Vitamin A-
Praparate errechnet worden sind.

Abweichung
bei der Messung von
Vitamin.A Elsc(?ll (2000) %
v ‘ i. E. .
1,75 5 1 o1 | _a3
3,5 10 | 0,315 -2.5
7 20 ' 0,60 0
14 40 } 1,10 +1
21 .60 | 1506 +15
28 © 80 L8l | 445
35 w00 | 2,035 +7.5
i i

Die Standardkurven zur Vitamin D-Auswertung sind mit verschiedenen
krystallisierten Vitamin D,-Praparaten, einem Vitamin D,-3,5-dinitro-benzoesiure-ester-
und einem Vitamin D,-Praparat aufgestellt worden. Die Reaktion von Vitamin D mit
SbCly ist nahezu temperaturunabhingig, und die erhaltenen Firbungen sind inmuer-
halb des Auswertungsintervalls von 30 bis 120 Sekunden praktisch konstant. Die erhal-
tenen Testwerte fiir 500 my und 1 em Schichtdicke sind in Tabelle 4 zusammengestellt;
die entsprechende Testkurve ist in Fig. 3 wiedergegeben.

Jem
ES. 50

ner Mittel der Ablesungen zwischen
151 1 Min. 45 Sek. und 2 Min. 15 Sek.

141
131
121
L
101
09}
081
07t
06}

o5 /
04F
03¢+
02}
o1t

s 1 15 20 25 30 35 40 45 50 7

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 7800 2000 iE.
Fig. 3.

Standardkurve der SbCly-Reaktion mit Vitamin D.

} Vit. D
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Tabelle 4.
Zusammenstellung der Mittelwerte von EIS.C;I(; von reinen, krystallisierten
Vitamin D-Praparaten.
Einwagen an Werte von EISC;I)
Vit. D, (Calciferol) | i. E. D | (20° C) nach 2 Min.
25y 100 0,10 Bei 26° und 31° C und nach
5 v 200 0,18 30 Sekunden wurden praktisch
10 » 400 0,36 dieselben Werte erhalten. Fiir
20 v 800 0,685 Auswertungen nach 30 Sekun-
30 v 1200 0,985 den ist hierzu aber eine Reak-
40 o 1600 1,275 tionstemperatur von 25¢ C not-
50y 2000 1,535 wendig

ITI. Die Bestimmung von Vitamin A,
Vitamin D und g-Carotin.

1. Vorbereitung des Untersuchungsmaterials.

Die nachstehenden vorbereitenden Operationen ergeben die spé-

ter zur chromatographischen Trennung und Reinigung gelangende
Losung I.

a) Zur Vitamin A-Bestimmung in Olen werden bis maximal
0,5 g, zumeist 0,1—0,2 g Material in ca. 10 cm3 Petrolidther zur Chro-
matographie gelost.

b) Fiir die Vitamin D-Bestimmung in Olen gelten dieselben
Einwagen.

¢) Beisehr kleinen Vitamin D-Gehalten wird eine grossere
Menge Ol (z. B. 5 g) bmal je 1 Minute unter CO,-Atmosphére mit ca.
4 Teilen siedendem Methanol ausgeschiittelt, nach Kihlung auf
Zimmertemperatur auf ein bekanntes Volumen (z. B. 100 ¢m?3) auf-
gefiillt, der Extrakt 2 Stunden im Kiihlschrank bei 0—2° C stehen
gelassen, kalt filtriert, das Filtrat auf Zimmertemperatur gebracht
und ein aliquoter Teil davon im Vakuum unter Spiilung mit abso-
lutem N, eingedampft und mit ca. 10 cm3 Petrolather zur Chromato-
graphie aufgenommen.

d) Zur Vitamin A/D-Bestimmung in fettarmen, festen
Materialien (Dragées) werden 1—5 g Untersuchungsmaterial im
Morser verrieben, 5mal je 1 Minute mit 5—7 Teilen Petrolither +
109, Athanol durch Aufriihren und Abzentrifugieren der festen An-
teile und Dekanticrung des Petroldthers extrahiert, die vereinigten
Extrakte 3mal mit Wasser ausgeschiittelt und, wenn notwendig, wie
oben eingedampft und mit Petrolither aufgenommen. Bisweilen emp-
fiehlt es sich, diese Extraktion nach Losung des Untersuchungs-
materials in Wasser oder in verdiinnter Sodalésung vorzunehmen.
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e) Zur Vitamin A/D-Bestimmung in fettreichen, harten
Materialien (Tabletten) wird eine bestimmte Menge Unter-
suchungsmaterial zerkleinert, mit 2 Teilen wasserfreiem Natrium-
sulfat homogen verrieben und 5mal je 1 Minute mit 9—10 Teilen
Petrolither + 109, Athanol extrahiert. Die Extraktion erfolgt die
ersten 3 Male zweckmiissig durch Ausschiitteln im Schiitteltrichter,
Absitzenlassen und Dekantieren, die letzten 2 Male durch Aufrithren
und Abzentrifugieren der festen Anteile im Zentrifugenbecher. Die
vereinigten Extrakte werden wie oben eingedampft und mit ca. 10 em?
Petroliather zur Chromatographie aufgenommen oder im Falle ¢) zur
Vitamin D-Bestimmung mit Methanol ausgezogen und weiter ver-
fahren, wie unter c¢) beschrieben wurde.

2. Chromatographie und Verseifung des Untersuchungs-
materials.

Betreffend Herstellung und Vorbereitung der Adsorptionskolon-
nen, die Technik der Chromatographie und der Verseifung, die Eluie-
rung und die Einengung der Eluate siehe frithere Mitteilung?).

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 p-Carotin erfolgt nach dem in Fig. 1 aufgestellten Schema und
unter Verwendung der in Tabelle 1 angefithrten Adsorptionskolonnen.

Zur Reinigung von Vitamin A-Alkohol, Vitamin A-Ester und von
B-Carotin geniigt in der Regel eine 1-malige Chromatographie. Zur
Reinigung von Vitamin D ist dieses kurze Verfahren ausreichend,
wenn die Priparate, wie z. B. Lebertran und dessen Konzentrate,
keine storenden 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 zu vervollstindigen. Dieses Verfahren fithrt in der Regel
zum Ziele. In den im allgemeinen Teil erwihnten Ausnahmefillen,
wo aber auch dieses Verfahren noch zu keiner ausreichenden Reini-
gung der zur Auswertung gelangenden Loésungen fiihrt, wird vor der
Verseifung 2mal chromatographiert. In Gegenwart von viel eluieren-
den Anteilen wird dann bei der Chromatographie, welche der Ver-
seifung vorausgeht, zweckmissig ein etwas aktiveres Al,O,-Priparat
zur Adsorption des Vitamin D (2. Adsorptionsschicht) verwendet.
Hierzu hat sich eine Mischung aus zwei Teilen 2 und einem Teil 3
der in Tabelle 1, Kolonne 2 angegebenen Adsorptionspriparate be-

1y P. B. Miller, Helv. 27, 443 (1944).
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wihrt. In Zweifelsfillen kann die giinstigste Aktivitdt der Adsorp-
tionsschicht fiir Vitamin D, wie bei der Standardisierung der AlLO,-
Praparate 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 em? Petrolither I, diejenige der g-Carotin-Chromatogramme
mit 120 em?® Petroldther I. Die Eluierung der Vitamin A- und Vit-
amin D-Adsorbate wird mit 250 c¢m? Petroldther II, diejenige der.
B-Carotin-Adsorbate mit 250 em? Petrolidther I1T durchgefiihrt. Die
Verseifung der Praparate erfolgt wie frither beschrieben!) mit 5-n.
dthanolischer KOH mit ea. 10 %, Wassergehalt.

3. Bestimmung und Auswertung der gereinigten Lésungen.

Zur stufenphotometrischen Auswertung werden die zur Trockne eingedampften
FEluate mit gereinigtem CHCI,; aufgenommen, in ein 25 ecm3-Messkolbcehen iibergefiihrt und
auf 25 ecm?® aufgefillt. Bei kleinen Vitamingehalten werden die Eindampfriickstdnde mit
soviel CHCI; aufgenommen, dass in 1 em? Lisung noch eine zur Bestimmung ausreichende
Menge Vitamin enthalten ist (= Losung IT).

Dic Bestimmung erfolgt mit einer so grossen Menge Losung 11, dass die Versuche,

wenn immer moglich, im giinstigsten Teil der Standardkurven, d. h. zwischen Eéicg; bzw. 50

== 0,2--1,5 (Fig. 2 und 3) ausgewertet werden koénnen. Diese Menge, maximal aber
1 em® Losung IT, wird in ein 5 em?®-Messkolbchen gegeben, wenn notwendig mit
CHCL, auf 1 em?® ergénzt, das Koélbchen mit 4 cm? Reagens zur Marke aufgefiillt, 2mal
geschwenkt, die Reaktionslosung in eine 1 cm-Messkiivette gegeben und diese sofort mit
einem Glasplittchen bedeckt. Die Auswertung erfolgt nach den unten angegebenen
Richtlinien.

Bei sehr kleinen Vitaminmengen wird die SbCl;-Reaktion direkt im Eindampfkélb-
chen ausgefiihrt. Dazu wird das Koélbchen mit einem Glasschliffstopfen verschlossen, der
Trockenriickstand durch Schwenken des verschlosscnen Kolbens mit 1 em?® CHCI, auf-
genommen, 4 cm?® Reagens zugegeben, kurz geschwenkt und die Reaktionslésung mit
einer Pipette in die 1 cm3-Messkiivette gegeben.

Die Bestimmung der Extinktion der Reaktionslsung erfolgt also immer mit 1 cm?®
Losung IT oder einer mit CHCl, auf 1 cm? Losung ergédnzten kleineren Menge IT + 4 em?
Reagens in genau 5 cm? Gesamtlosung bei 1 em Schichtdicke mittels dem Stufenphoto-
meter, unter Beriicksichtigung der unten angegebenen Ablesungszeiten und Korrekturen.

Zur Bestimmung von Vitamin A (Alkohol und Ester) wird die Extinktion
der Reaktionslosung bei 610 my (Filter 8. 61) nach genau 60 Sekunden gemessen, die
Temperatur der Reaktionslosung sofort nach der Messung auf 1° C genau bestimmt und
die bei X° C ermittelte Extinktion auf die nachstliegende Testbedingung (20° oder 25° C)
umgerechnet. Die Umrechnung erfolgt in der Weise, dass die abgelesene Extinktion um
den Wert vergrossert oder verkleinert wird, der sich fir den gegebenen Temperatur-
unterschied (von X° C und 20° bzw. 25° C) aus dem Extinktionsunterschied berechnen
lasst, der im Bereich der ermittelten Extinktion fiir 5°C aus den Standardkurven fiir 20°?
und 25° C (Fig. 2) abgelesen werden kann (siehe Beispiel). Aus den Standardkurven Fig.2
kann dann der in der vorgelegten Menge Losung II bestimmte Vitamin A-Gehalt in 3
oder in i. E. (Umreehnungsfaktor 1600) abgelesen werden.

Y P. B. Miller, Helv. 27, 443 (1944).
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Zur Bestimmung von Vitamin D (D, und D,) wird die Extinktion der min-
destens 20° C warmen Reaktionslésung bei 500 my (Filter 8. 50) nach 2 Minuten ge-
messen. Losungen, deren Extinktion nach der 30. Sekunde laufend zunimmt, werden bei
min. 25° 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 La-
sung II bestimmte Vitamin D-Gehalt in ¢ oder in i. E. abgelesen werden.

Zur Bestimmung von Vitamin D neben Vitamin A (-Alkohol) wird die
Extinktion der Reaktionslosung bei 610 my nach 60 Sekunden und diejenige bei 500 my
nach 120 Sekunden gemessen, oder, wenn notwendig, das Vitamin D wie zuvor bei 25° 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 Reaktionslésung nach
beendeter Messung ermittelt.

Zur Auswertung der Messung wird zundchst der Vitamin A-Gehalt wie zuvor er-
mittelt und die darauf zuriickzufithrende Extinktion bei 500 my aus der den Messbedin-
gungen am néchsten liegenden Standardkurve fiir 20 oder 25° C abgelesen. Nach der
Umnrechnung (analog wie beim Vitamin A), in diesem Falle aber auf die Versuchstempe-
ratur X° 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 Bestimmung von f§-Carotin, dessen Losungen nach der 1.chromatogra-
phischen Reinigung auf Grund der Gelbfirbung im Stufenphotometer mit dem Filter
S. 47 ausgewertet werden, erfolgt wie frither!) beschrieben wurde.

Zur Bestiminung von f-Carotinund von Vitamin A-Esternebeneinander
werden die Anteile durch Verseifung und anschliessende Chromatographie getrennt und
dann einzeln bestimmt, wie oben angegeben wird.

4. Fehlerbreite und Erfassbarkeitsgrenze der Methode.

Die Fehlerbreite bzw. Genauigkeit der Bestimmungen betrigt + 109, wenn
man dic vom verwendeten Al,O4-Priparat abhingigen 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 &lter als 2 Tage sein

diirfen. Die Versuchsverluste sind fiir ein gegebenes Al,O;-Priparat einmal experimentell
zu bestimmen.

Im gegebenen Falle betragen sie:

Al,0;—Neuhausen (1. Sendung).

Vitamin A-Alkohol-Bestimmung = 109% pro Chromatogramm
Vitamin A-Ester-Bestimmung = 109% pro Chromatogramm
dito Bestimmung durch Verseifung und
Chromatographie auf Vitamin A-Alkohol = 109% pro Chromatogramm
Vitamin D-Bestimmung?) == 59, pro Chromatogramm
dito Bestimmung durch Chromatographie,
Verseifung und Chromatographie = 10% pro Chromatogramm

f-Carotin

Yy P. B. Miller, Helv. 27, 443 (1944).

2) In Gegenwart von Verunreinigungen, welche zu einer laufenden Extinktions-
zunahme der Losung zwischen der 30. und 120. Sekunde fiihren, ist die Genauigkeit etwas
kleiner. Bei kleinen Vitamin D-Gehalten ist mit einer Streuung von -- 50 i. E. zu rechnen.

75
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Al,0,—Neunhausen.

Chromatographie in der
Vit. A-Ester- |spez. (-Carotin-
Kolonne Kolonne
1-malige Chromatographie
von 10 y 40—50%, 40—509,
50 y 359%, 359,
100 y 359, 359,
300 y 209, 209,
600 y 209, 209,
2-malige Chromatographie
mit Verseifung von 600 y 409%, 409,

Al,0, — Merck.
1-malige Chromatographie von 6 y: Verlust = 209,
von 60 y: Verlust = 10%,
von 300 y: Verlust = 5%
Diese Verluste sind auf mindestens + 5% genau reproduzierbar.

IV. Beispiele.

Vitamin A-Ester-Bestimmung (Normalfall).
Reinigung: 1-malige Chromatographie.
Einwage: 1 g Ol pro 50 cmn?® Petrolather (I).
Chromatographiert: 5 cm? I = 100 mg Ol. Diese werden nach dem Einengen auf 25 cm?
aufgefiillt (I1I).
Bestimmung von 1 cm?® 11 (4 mg Ol) mit 4 cm? Reagens im Stufo bei 22° C:
Eé‘céri (229 C) = 0,66.
Auswertung:

EL M bei 22° C = 0,66
. . 0,05 x 2

E§ G bei 200 C == 0,66+ ———— = 0,66+0,02 == 0,68,

Aus der Standardkurve Fig. 2 ermittelte Vitamin A-Menge = 8 y bzw. 23 i. E. A
pro 4 mg entspr. 2000 y bzw. 5750 i. B. A/g == 909, erfasstes Vitamin A.

Vitamin A-Ester-Gehalt (100%) = 2220 y/g bzw. 6400 i. E. A/g.

Vitamin D-Bestimmung in Gegenwart von Vitamin A-Alkohol und nicht ab-
trennbaren Verunreinigungen (seltener, komplizierter Fall).
Reinigung: Chromatographie, Verseifung, Chromatographie.
Finwage und Chromatographie: Wie oben.
Bestimmung von 1 cm?® 11 (= 4 mg O1) mit 4 cm?® Reagens im Stufenphotometer bei 270 C:

Ablesung nach 60"'—70”
1 -
ESC(?I1 27 C) = 0,61
Elscfa (27° C) = Ablesung nach:
30”7 60"

0,63 0,68

Auswertung.
»Extinktionsgang® zwischen der 39. und 60. Sekunde:
AELR 270 C (607 —30") = 0,68—0,63 = 0,05,
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Tabelle 5.

Zusammenstellung der Analysenergebnisse von 3 Untersuchungen.

Ergebnisse in i. E./g

|
‘ . chromatograph.- |
Reinigungsverfahren l chromatographisch-spektro- 1
gung i photometrisches Verfahren
\ Verfahren

‘ stufenphotometr.
-

f Vitamin A") | Vitamin D | Vit. A) | Vit. D

Praparat 1.Sollgehalt: Vit. A =60000—70 000 i. E./g, Vit. D =15000 i. E./g
\

Nicht gereinigt, direkt bestimmt . 115000 (4000000)2) 97000 420000
1mal chromatographiert: ‘
Vit. A-Alkohol/Vitamin D . | 4340 ©(70000)%) 1760 47700
Vitamin A-Ester . i 66600 | — 67000 —
Chromatograph. — verseift — | [
chromatographiert: ‘:
Vit. A-Alkohol/Vitamin D ! 1735 " (54200)2) 1780 15200
Vitamin A-Ester . | 62400 — 64000 —

Priparat 2. Sollgehalt unbekannt (gelagertes Priparat):

Nicht gereinigt, direkt bestimmt i 1390 (130000)%) 356%) 16200
1mal chromatographiert: i
Vit. A-Alkohol/Vitamin D . |nicht bestimmbar,  (12300)2) 22 1720
Vitamin A-Ester . . . . . 675 | — 330%) —
Chromatograph. — verseift — | ‘
chromatographiert:
Vit. A-Alkohol/Vitamin D . |nicht bestimmbar 1620 4 950
Vitamin A-Ester . . . . . 625 — : 655 —

Praparat 3. Sollgehalt: Vit. A = 2000 i. E./g; Vit. D == 500 i. E./g:

Nicht gereinigt, direkt bestimmt |nicht bestimmbarl 14003)3 6500
a) Vorreinigung mit Methanol,
Chromatograph. — verseift — i
chromatographiert: |
Vit. A-Alkohol/Vitamin D . :nicht bestimmbar : 13 480
dito 2mal chromatographiert “
vor der Verseifung ‘
Vit. A-Alkohol/Vitamin D . nicht bestimmbar | 13 |
b) Direkt chromatographiert
1mal chromatographiert:

o
<
513

i
Vitamin A-Ester ‘, — 2040 | —
Chromatograph. — verseift — |
chromatographiert: |
Vitamin A-Ester ‘

|
|
|
|
— 1990 ; —

1) Umrechnungsfaktor = 1600.

2) Nur zu Demonstrationszwecken berechnet. Die diesen Werten zugrunde liegenden
Absorptionsspektren lassen deutliche Mengen von Verunreinigungen erkennen.

3) Hemmsubstanzen der SbCl;-Reaktion zugegen.
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Um diesen approximativen Extinktionswert ist die Messung der Vitamin A/D-
Losung nach 30 Sekunden zufolge der mit erfassten Verunreinigungen zu hoch ausgefallen.
ElS e (27° € 30”) fiir die reine Vitamin A/D-Lésung = 0,63 — 0,05 = 0,58.

Die mit erfagste Menge Vitamin A-Alkohol wird wie oben ermittelt (= 8 ) und der

darauf zuriickzufiihrende Extinktionswert bei 500 mg, 25° C und nach 30 Sekunden wird
aus Fig. 2 abgelesen. Er betragt:

EL°m (250 C, 30) == 0,025,

8. 50
und weist bei der Versuchstemperatur von 27° C folgenden Wert auf:
. ,01 % 2
EL“;I(; (27°C, 30”) = 0,025+ 20% = 0,025+ 0,004 = 0,03").

Der dem reinen Vitamin D zukommende Extinktionswert betrigt daher:
EL % = 0,58-0,03 = 0,55.
Aus der Standardkurve Fig. 3 ermittelter Vitamin D-Gehalt = 15,75 ¢ bzw.
630 i. E. D/4 mg entspr. 3938 y bzw. 157500 i. E. D/g == 909% erfasstes Vitamin D.

Vitamin D-Gehalt (100%) = 437 mg/g bzw. 175000 i. E. D/g.

Auf die Wiedergabe des weitliufigen Versuchsprotokolles wird verzichtet. Hingegen
werden zur Demonstration der Wirksamkeit des Reinigungsverfahrens und der Spezifitit
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-Kombinationspriparates auf der Basis von Fett
und Trockenmilch.

Die Auswertung der 3 Untersuchungen erfolgte sowohl nach dem stufenphoto-
metrischen Verfahren als auch nach der frither beschriebenen spektrophotometrischen
Methode?).

Praparat 1 stellt den Normalfall dar, Praparat 2 enthalt einen Hemmstoff der SbCl-
Reaktion; bereitet im iibrigen aber keine Schwierigkeiten bei der Bestimmung®); Pri-
parat 3 stellt den typisch komplizierten Fall dar, der durch Kombination aller Moglich-
keiten anzugehen ist.

Anhang.

In der letzten Zeit wurde das Vitamin A-Auswertungsverfahren mit Glycerin-
dichlorhydrin und Acetylchlorid in der Literatur 6fters erwihnt. Die Uberpriifung dieses
Verfahrens hat im wesentlichen folgendes ergeben:

1. Das Glycerin-dichlorhydrin-Reagens reagiert wie das SbCl;-Reagens hiufig
mit verschiedenen Beimengungen der Vitamin A-Praparate. Die Spezifitat beider
Farbreaktionen ist ungefahr gleich gross. In beiden Féllen ist eine Reinigung des Unter-
suchungsmaterials unumgénglich notwendig.

2. Der Vorteil des neuen Reagens liegt in der relativ guten Bestandigkeit der Farb-
reaktion zwischen der 5. und 10. Minute (im Dunkeln!) und in der geringeren Empfind-

1) Fiir die Praxis sind die Ablesungs- und Berechnungs-Genauigkeiten auf 4 0,01
vollstindig ausreichend. Bei kleineren Vitamin A-Gehalten eriibrigt sich daher diese
Berechnung.

2y P. B. Miller, Helv. 27, 443 (1944).

3) Der einzige Fall von vielen hundert Analysen, der nach der Chromatographie
noch cinen Hemmungsfaktor der SbCl,-Reaktion aufwies; er ist aber nicht reproduziert
wordert.
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lichkeit auf kleinere Temperaturschwankungen. Zwischen: + 15° und + 30° C tritt fiir je
1° G Temperaturerh6hung eine Extinktionszunahme von ca. 0,59, ein.

Hingegen tritt bei starker Belichtung der Reaktionslosung oder bei lingerem Ab-
lesen im Stufenphotometer eine deutlich wahrnehmbare Verblassung der Farbung ein.

3. Der Nachteil des Glycerin-dichlorhydrin-Reagens liegt in der geringeren Emp-
findlichkeit : Die Farbreaktion mit Vitamin A ist nur ca. 4 so stark wie die von Vitamin A
und SbCl;. Dadurch fillt der Ablesefehler der stufenphotometrischen Messungen ausser-
ordentlich stark ins Gewicht (siehe Fig. 4). Geniigend genaue Messungen sind nur mit
Mikrokiivetten méglich. Die mit 5 cm-Mikrokiivetten aufgestellte Standardkurve zur
Vitamin A-Auswertung mit 1 cm3 Testlosung+4 cm® Glycerin-dichlorhydrin (wie oben
fiir die Auswertung mit SbCl; beschrieben wurde) bei 550 my und 5 ecm Schichtdicke
zwischen der 3. und 10. Minute und bei 20¢ C wird durch Fig. 5 dargestellt. Fiir Mess-
temperaturen zwischen + 15° und + 30° C sollte der Temperatureinfluss auf Grund der
Angabe unter 2. beriicksichtigt werden. Wegen der Lichtempfindlichkeit der Reaktions-
I6sungen sind diese bis zur Messung bei gedimpftem Licht oder im Dunkeln stehen zu
lassen. Die Messung hat so rasch als méglich, mindestens aber innerhalb 30 Sekunden zu
erfolgen.

Besondere Aufmerksamkeit bedarf die Herstellung des Reagenses, da leicht zu
wenig aktive Priparate 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.
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10 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
(Beziiglich der gewichtsmdssigen Gehaltsangabe vgl. Fig. 2).
Fig. 4.
Standardkurve der’Glycerin-dichlorhydrin-Reaktion mit Vitamin A.

i.E Vit A

Aufgestellt mit 4 cm® Reagens + 1 em® 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 = 0,5%,/1° Temperaturerhohung.)
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« 30°C (5~7. Min.
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, 200C
207 ° 750 ¢
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(Beziiglich der gewichtsméssigen Gehaltsangabe vgl. Fig. 2)

Fig. 5.
Standardkurve der Glycerin-dichlorhydrin-Reaktion mit Vitamin A.
Ausfiihrung siehe Figur 4.

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

154. Action de la soude caustique sur la cellulose en
atmosphére exempte d’oxygeéne
par A.Banderet et B. Ranby.
(17 VI 47)
1.
Introduction

On admet actuellement que la cellulose est constituée par des
groupes anhydro-fg-glucose liés en 1,4 par des ponts semicyclo-acéta-
liques. Par ailleurs on sait que, de ces chainons glucose, un certain
nombre peuvent étre modifiés; en particulier le groupe alcool primaire

en 6 peut étre oxydé.





