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SUMMARY

Betermination of vitamin B; and its isomers in D, resins and in mixtures with vitamin
A acetate

Vitamin Dj; and its isomers, prepared from 7-dehydrocholesteroi by photo-
chemical reaction, can be separated and quantitatively determined by high-pressure
liguid chromatography on aluminium oxide using chloroform as the eluting agent.
The determination of small amounts of vitamin D, in an excess of vitamin A acetate
can be achieved by the same method.

EINLEITUNG

Vitamin Dj; (Cholecalciferol} (I) wird technisch durch Bestrahlen von 7-
Dehydrocholesterin (Provitamin D3} (II) mit kurzwelligem UV-Licht hergestellt. Da-
bei entstehen je mach Temperatur und Bestrahlungsbedingungen ausser Vitamin D;
eine Reihe von isomeren Nebenprodukten, deren Struktur weitgehend aufgeklart ist
{Tabelle I).

Ein neueres Schema der bei der Bestrahlung aufiretenden Isomerisierungsvor-
ginge ist bei Lit. I beschrieben.

Fiir die Analyse von derartig komplex zusammengesetzten Gemischen ist im
igemeinen eine chromatographische Trennung erforderlich. Zwar kann unter be-
s mmten Voraussetzungen Vitamin D; und Privitamin D; nach Maskierung des
T chysterins mit Maleinsdureanhydrid colorimetrisch mit Hilfe des Nield-Reagenzes
(t »Cl;) bestimmt werden?, doch erhdlt man dabei keine Information iiber die Menge
d 5 restlicher Ausgangsmaterials und der mitentstandenen Fotoisomeren.

Fiir die Trennung der Isomeren wurden die Dinnschichtchromatographie
(z 3. Lit. 3-6), die kiassische Sdulenchromatographie®~!* und die Gaschromatogra-
. 2! gingesetzt. Fiir die Bestimmung von Vitamin D; neben Vitamin A (bzw. seinen

emn} wurde in neuerer Zeit die Hochdruck-Fliissischromatographie herangezo-
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Vitamin D; und seine Fotoisomeren verandern sich an der Luft, am Licht und
in ler Wirme. Resonders Tachysterin ist sehr oxydationsempfindlich und geht an der
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TABELLE: B
STRUKTURFORMELN VON VITAMIN D UND SEINEN ISOMEREN o
‘ CH; CH: CH: CH: CH;
! / I .
D;-Reihe: R = CH-CH,-CH.-CH--CH D,-Reihe: R = CH-CH=CH-C-CH
i. N {
CH; CH.
Nummer Struktur Name
e §
i 2
i Vitamin D -
¥ Provitamin P
(7-Dehvdrocholesterin bzw. Ergosterin)
CHs?
I
V\/
| = ) )
j111 H\c P ~, Tachysterin
o ]
=
!
o4 ’
v Eumisterin
v i \l B Pravitamin D
} rad =
SN
|




1 ESTIMMUNG VON VITAMIN D, UND SEINEN FOTOISOMEREN 449

ARELLE I (Fortsetzung}-

- Iummer  Struktur ' Name

: TR
. =
: /jﬁ; Pyrocalciferof
HO =

VI Isopyrocalciferol
L’j214
Suprasteroi [
VI Suprasterol IT
VI Suprasterol L
X Toxisterole A und B
X Photopyroczaleiferol
7]
X" CHz) Photoisopyrocalciferol

HO &

L 7 in hohermolekulare sauerstofireiche Produkte Giber. Ahnliches gilt in weniger
st rkem Masse fiir Pravitamin D; (Lit. [, S. 143). Wegen dieser Empfindlichkeit der
zt wrennenden Substanzen sind die Dinnschicht- und die Gaschromatographie von
ve'nherein nicht optimal. Am wenigsten sind diese Verbindungen bei der schnellen
E chdruck-Flissigchromatographie gefihrdet. .

Bei Verwendung des in kommerziellen Chromatographen Ublichen UV-
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Photometerdetektors entfilit die fir Vitamin D; relativ spezifische aber schwer I?e-
herrschbare Farbreaktion mit dem Nield'schen Reagenz, die bei den meisten Fiﬁsszg:—
chromatographiemethoden zur Endbestimmiung von D; verwendet wird. Das Maxi-
mum der UV-Absorption ver Vitamin D; liegt bei 267 nm. Wird diese Wellenlange
am Detektor eingestellt, so absorbieren noch stark die Verbindungen I-VHund IX A,
VTII absorbiert nicht und tritt daher im Chromatogramm nicht auf. Die in iiirer Kon-
stitution nicht genau bekannten Toxisterole IX A und B kommen selbst bei starker
Uberbelichtung nur in sehr geringer Menge (~0.1 %) vor, so dass sie hier ausser Be-
tracht bleiben kdnnen.

EXPERIMENTELLES UND ERGEBNISSE

Zur quantitativen Analyse von Vitamin D; durch Hochdruck-Flissigchroma-
tographie ist eine gute Abtrennung von den Fotoisomeren erforderlich. Besonders die
vollstindige Trennung von Tachysterin, die bei der Dinnschichtchromatographie
meistens nicht gelingt, ist hier ein Kriterium fiir die Brauchbarkeit des Systems. Wir
erhielten die besten Trennungen an Aluminiumoxid mit dthanolfreiem Chloroform
als Elutionsmittel {siehe Fig. I).

Fir die Zuordnung der Peaks zu den einzelnen Isomeren standen folgende
Substanzen zur Verifigung: Vitamin D; rein (E. Merck, Darmstadt, B.R.D.}, 7-
Dehydrocholesterin (Merck), Lumisterin; (Roth, Karlsruhe, B.R.D.), Pravitamin P,
(Gleichgewichtsgemisch aus 899, D; und 20% Prévitamin D, aus D, in Tetrachior-
kohlenstoff in 2 h bei 77° erhalten) und Pyrocalciferol; (durch Erhitzen von D; 18k
auf 180° im Einschmelzrohr unter Stickstoff als Hauptkomponente erhalten).

Die Peaks von II, IV und V auf dem Chromatogramm wurden durch Zusdize,
der Peak von Tachysterin wurde durch UV-Spektroskopie der entsprechenden Eluat-
fraktion im Mikromassstab identifiziert.

Das gieiche Chromatographiesystem wie fiir die Bestrahlungsprodukte kann
fir die Bastimmung von Vitamin D; neben viel Vitamin A-Acetat verwendet werden.
Dabei kann das Verhéltnis der beiden Vitamine bis etwa 1:100 variieren.

Die beiden Vitamine liegen nebeneinander oft in Gelatine-hiikrokapseln vor,
die vor der Analyse aufgeschlossen werden miissen. Da schon bei leicht erhéhter
Temperatur D in fllissigem A-Acetat geldst vorliegen diirfte, ist beim Aufschluss jede
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Fig. l: Chromatogramm eines Vitamin D.-Harzes. Sivle: %9cm x 3 mm Edelstahl;: Siulenfiill-
material: _Merc_kosorb A:‘:o:{ T, 5 #m; Elutionsmitiel: Chloroform; Durchfiuss: 24 mi/h. [ — 7-De-
hydrocholesterin; 2 = Vitamin Ds: 3 = Tachystering; 4 — Lumisterin.: § — Pravitamin Ds.
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rig. 2. Chromatogramm eines Vitamin D;—Vitamin A-Acetatgemisches aus Gelatine Mikrokapseln.
vedingungen und Peaks wie bei Fig. L.

grossere thermische Belastung zu vermeiden, um eine Verschiebung des Verhaltnisses
D;:Pravitamin D; zu verhindern. In besonderern Fillen, wenn der *‘potential content™
bestimmt werden soll und der Peak von Pravitamin D; nicht auswertbar ist, kann es
zweckmdssig sein, das Verhiltnis bei einer definierten Temperatur bis zum Gleichge-
wicht zu verschiében, um dann aus dem D;-Gehalt auf den “potentizl content™ zu
schiiessen. Dazu stehen Tabellen zur Verfiigung's. Fig. 2 zeigt eine Trennung von
wenig D; neben viel A-Acetat.

Chromatographiesystem

Fin Siemens Hochdruck-Flissigchromatograph S 200 P mit Photometerdetek-
tor PM4 CHR und Transmissions—Extinktionswandler wurde mit einem pneumati-
schen Hamilton-Einschleusventil (5 ul} ausgeristet. Alle Tremnungen wurden mit
einer 30 cm-Siemens-Edeistzhisiule (Innendurchmesser 3 mm), die mit Aluminium-
oxid Merckosorb Alox T, 5 pm, gefiillt war, durchgefithrt. Das Fiillen der Siule ge-
schah nach der “Balanced density slurry method™ mit Dijodmethan-Dioxan. Nach
dam Fiillen wurde die Siule zundchst mit Cyclohexan gewaschen. Beim Umstellen
auf Chloroform (dthanolfrei von Héchst, Héchst, B.R.D.) muss zwischen das L8sungs-
mittelvorratsgefiss (Tropftrichter mit Schliffkern) und die Pumpe eine Vorsdule aus
Cilas (40 x 3.5 cm mit Schliffhiilse oben) geschaltet werden, die mit Kieselgel 60
( ferck) 230-400 mesh gefiilit ist. Dadurch sollen Spuren von Wasser und Athanol
e tfernt werden, ohne dass eine Phosgenbildung zu beflirchten ist, die bei reinem
€ +loroform sehr schnell eintritt. Der Durchfluss wurde auf etwa 24 ml/h eingestellt,
w ~zu ein Druck von 50-100 bar erforderlich war. Am Detektor wurde die Empfind-
li 1keit 1 (= 1 Extinktionseinheit bei Vollausschiag), die Wellenldnge 4 = 267 nm
v i die Bandbreite von 20 nm eingestellt. Die Papiergeschwindigkeit am Schreiber
b rug 2.5 cm/min uand die Spannungseinstellung 10 mV.

D -chfiihrung der Analyse

T Die Bestrahlungsprodukte von 7-Dehydrocholesterin liegen im allgemeinen als
H :ze vor. Diese kdnnen direkt eingewogen werden, ebenso Lésungen in fetten Olen
(E dnussal, Corndl, Sojabohnendt). Die Einwaage wird so gewahlt, dass in der Probe-
16 ing etwa 30 mg D; in 10 mi enthalten sind. Die Einwaage wird erst uamittelbar
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vor dem Aufiragen auf die Siule in Chloroform gel6st, da sich beim Stehen éie Zu-
sammensetzung der Lésung Zndert. .

Liegen Gelatine-Mikrokapseln vor, so “werden diese durch Behandeln mmt
warmem Wasser aufgeschlossen. Dazu werden z.B. 1.5 g Probe (entsprechend ‘2.5—5
mg D3} in einem 500 mi-Messkolben mit 11 mi Wasser versetzt. Der Koibemnlfalt
wird unter Stickstoff auf dem Dampfbad geschittelt, bis alle Korner zerfallen sind
und eine milchige Emulsion entstanden ist (1-2 min}. Dann wird schnell abgekiihit,
mit 160 m! Athanol und 100 m! Diathylither, peroxidfrei, versetzt, gut durchge-
schiittelt und mit Diathylither zur Marke aufgefiillt. Nach einstlindigem Stehen wer-
den 300 mi der iiberstehenden Fiissigkeit abpipettiert und im Rotationsverdampfer
im Vakuem zur Trockeme eingedampft. Der Eindampfrickstand wird in 10 mi
Chloroform gelSst.

Von der frisch hergestellten Probe- bzw. Aufschlussidsung werden 5 gl mit
Hilfe des Hamilton-Finschleusventils ohne Abbau des Druckes in der Chromato-
graphen eingeschleust. Der Durchfiuss wird wihrend der Chromatographie auf 0.1
ml/h genauv gemessen. Der erste Peak (¥;) erscheint nach etwa 4 min, der [etzte nach
etwa 20 min. Bei nachiassender Wirksamkeit der Vorsdule riicken IV und V zusammen
und k&nnen bei ciner bestimmiten, sich einstelfenden Aktivitit der Trennsidule zu
-einem einkeitlich erscheinenden Peak zusammenfallen. In diesem Fall muss die Vor-
siule frisch gefiilit werden. Die Auswertung kann durch Planimetrie der Peakfiichen
oder durch Computerintegration erfolgen.

Eichung

Die Eichung wird zweckmdissigerweise vor jeder grdsseren Analysenserie durch-
gefihrt. Dazo werden jeweils etwa 30 mg Vitamin I3, rein (auf 0.1 mg genau abge-
wogen) in 10 ml Chloroform gel@st. Die EichlSsung wird wie die ProbelSsung ein-
geschieust und chromatographiert. Dieser Vorgang wird noch zweimal mit neuen
Einwaagen wiederholt.

Da die Eichsubstanz einheitlich ist, kGnnen diese Einschleusungen im Abstand
von 15 min erfoigea. Die Fliachen der erhaitenen Eichpeaks werden wieder durch
Pianimetrie oder durck Computerintegration ermittelt. Das Eichergebnis wird in
“Flacheneinheiten’ pro mg Einwaages angegeben. Von den drei Messwerten wird der
Mittelwert gebildet (= Eichfaktor fi). Die Differenz der einzelnen Werte zum Mittel-
wert soll unter 1 9] des Mittelwertes lisgen. Der Durchffuss beim Eichlauf wird auf 0.1
mi/h genau gemessen.

Berechmumg
Die Berechnung des Vitamin D;-Gehaltes erfolgt nach folgender Gleichung

e . s . FP‘DP'G'EGG
% Vitamin D, o Do fo
Dabet bedeuten
Fp = Peakfliche D; der Probe
Ep = Einwaage der Probe in mg
fe = Eichfaktor D,
Bp = Durchiluss beim Chromatogramm der Probe
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D¢ = Durchiluss beim Eichchromatogramm
a = Volumfaktor; ¢ = 1 bei direkter Finwaase ¢ = 3 ~ 1.67 bei Mikro-
~ E3
kapselaufschiuss.

Die Peaks von I bis V werden zundchst mit dem Eichfaktor £ von Vitamin D, aus-
sewertet. Dieses Ergebnis muss fiir II bis V noch mit einem spezifischen Faktor korri-
rert werden. Fir diese vier Verbindungen wurden vorldufige Korrekturfaktoren er-
nitteft: I, 1.20; T, 0.87; IV, 2.8 und V, 2.1.

Reproduzierbarkeit

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurde ein Vitamin D;—Cholesterin-
complex (Molverhiitnis 1:1} verwendet.

Cholesterin, das bei der Chromatographie abgetrennt wird, absorbiert bei
A = 267 nicht und ist daher auf dem Chromatogramm nicht sichtbar. Bei zehn D;-
Bestimmungen wurden folgende Werte erhalten: Mirttelwert: 44.29; Standardab-
weichung: 0.59,; Variationskoeffizient: 1.09/; Gr8sste Abweichung: 0.6%,.

ZUSAMMENFASSUNG

Vitamin D; und die hei seiner fotochemischen Herstellung aus 7-Dehydro-
cholesterin zwangsidufig mit entstehenden Isomeren kénnen durch Hochdruckfiiissig-
chromatographie an Aluminiumoxid mit Chloroform als Elutionsmittel getrennt und
quantitativ bestimmt werden. Nach der gleichen Methode ist die Bestimmung von
Vitamin D; neben viel Vitamin A-Acetat maglich.
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