
SUMMARY 

Vitamin Ds and its isomers, prepared from 7-dehydrochoksteroi by photo- 
chemical reaction, can be sepamted and quarrtitatively determined by high-pressure 
liquid cbrumatography on atuminiua oxide using chloroform as the eIuting agent. 
The determination of small amounts of vitamin D3 in an excess of vitamin A acetate 
GUI be achieved by the same method. 

Vitamin Di (ChoIecalciferot) (f) wird technisch duxh Bestralzien VOEL 7- 
Dehydrocholesterin (Provitamin D3) (li) tit kurzwelligem UV-Licht hergestelrt. Da- 
bei entstehen je nach Temperatur und Bestrab:un~bedin~n~e~ ausser Vitamin Dj 
eine Reihe van isomeren Nebenprodukcen, deren Struktur weitgehend aufgeklgrt ist 
(Tabelfe r). 

Ein neueres Schema der bei der Bestrahfung auftretenden fsomerisierungsvor- 
g’inge ist bei Lit. 1 beschrieben. 

F& die _AnaI,vse van derartig kompfex zusammengesetzten Gemischen ist im 
:’ igerneinen eke chromatographische Trennun, = erforderlich. Zwar kann unter be- 
s mmten Voraussetzungeen Vitamin D3 und Prbuitamin D3 nach Maskierung des 
1. chysterius mit MaIeins~ureanhydrid coforimetrisch mit HiIfe des Meld-Reagenzes 
i: ICI,) bestimmt werdeuz, doch erh.& mars dabei keine Information Gber die Menge 
d T rest&hen &,xsgangsmateriafs und der mitentstandenen Fotoisomeren. 

Fiir die Trennuna der Isomeren wurden die Dilnnschichtchromatographie 
0 3. Lit_ 3_6), die Hassische S~ulenchromato~phie6-‘l und die Gaschromatogra- 
F: -P ein~esetizt. L J%r die &&mmung van Vitamio D3 neben Vitamin A (bnv. seinen 

- E- .SII) *aide &I neuerez- Z&t die Kochdruck-Fliisslgchromatog~p~e herangezo- 
gc I==_ 

V&n& D3 uud seine Fotoisomeren verandern sich aa der Luft, am Licht und 
in ler Wirmp_ Besonders Tzchysterin ist sehr oxydationsempfindlich und geht an der 
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Photometerdetektors errtf%Et die f13r Vitamin DS re~ativ q&fiscfIe aber schwer be- 
he_rtchbare Farbre&tion mig dem Niefd’s&m Rea+snz, die bei den meisten FliisSk- 

chromatogrzxphiemethodten zur &dbes&nm&g van DS verwerrdet wird. DaS !-&xi- 
mum der UV-Absorption vun Vitamin D, Iiegt bei 267 LTM. Wird diese ~e~e~~nge 
am DeQMor eingesEeM, so absorb&en nach stark die VerbindungeE IX-Vff und.E a. 
VIII absorjiert oichc und tr& daher im Chromatogramm nicht auf_ Die in. ihrer Ken- 
stirution nicht geenau bekannten TotisteroIe IX A und B kommcn sdbst bei starker 
Uberbelichrung nur in sehr geringer Menge C--O. f %) vor, so dass sie hier ansser Be- 
tracht bleiben kbnnen. 

EXPEEZMENTELLES UND ERGEBNISSE 

Zur quantitativen ~~~aiyse van Vitamin Dj durch Hochdruck-FliZssigchroma- 
tograp-tie ist eine gute Abtrennung VOR den FOtOisOMeren erforderiich. Besorrders die 
volfst%dige Trenmng van Tachysterin, die bei der D&mschichtchromatographie 
meistens r,icht gelin& Ist hier ein Kriterium fiir die Brauchbzxrkeit des ~y.S~e~S. !x’iF 
erhielten die besten Trennungen an Ahzminiumoxid mit %hanOffFeieM Chloroform 
als Elutionsmittel (siehe Fig. 1). 

F6? die Zuordnung der Peaks zu den einzelnen Isomeren standen foEgende 
Substanzen ZUF Verf@ung: Vitamin D3 rein (E. hkrck, &ZrmShadt, B.R.D.1, 7- 
Dehydrocholesterin (LMerck), Lumisteria, (Roth, Karlsruhe, 3.R.D.): PrWtamin DS 
(GIeichgewichtsgemisch aus 80% D3 und 20% Pr&&tmin D3 aus D3 in Tetrachfor- 
koHfeost& in 2 h bei 77’ erhalten) und Pyrocafciferot, (Lurch Erhitzen von D3 18 h 
auf 180” im Einschmelzroirr unter Stickstoff als Hauptkomponente e&&en). 

Die Peaks von II, IV und V auf dem Chromatogramm wxden durch Zus&ze, 
der Peak von Tachystetin wurde durch UV-Spektroskopie der eatsprechenden EIuat- 
fraktion i& Mikromassstab identifiziert. 

Das gleiche Chromatographiesystem wie f6r die Bestrahhmgsprodukie kann 
f6r die Bestimmung vod Vitamin D, nebe~ vief Vitamin A-Acetat verwendet werden. 
Dabei kann das VerhdEtnis der beiden Vitamine bis etiva 1 :fQo var&ren. 

Die beiden V&amine liegen neberreinander oft in Gelatine-RfikrokapseIn vor, 
die vor der A~alyse aufgeschiossen WP~&I rkksen. Da schon bei Ieicht erhijhter 
Temperatur D3 in fl6ssigem A-Acetai geIijst vorliegen dfirfte, ist beim A&&ussjede 



Fig. 2. Chro~to~amn; &IXS Vitamin D3-Vitamin A-Aetatgemisches aus GeIatine Mikrokapseln. 
:&ingungeen uzd Peaks w<e bei Fig. I. 

gr6sse~ thermische Belastung zu vermeiden, urn eine Verschiebung des Verhbltrfisses 
D3 :PrZ&amin D3 zu verhindem. In besonderen Fdflen, wenn der “poEential content” 

besdmmt werden solI und der Pezk VOR PrNtamin Dj nicht auswertbar ist, kann es 
zweckm%sig se& das VerhZltnis bei einer definierten Temperatur bis zum Gleichge- 
wicht zu verschiiiben, urn dam aus dem D,-Gehaft arrf den “potentizl content” zu 
schIiessen. Daze stehen Tabellen zur Verfiigung Is_ Fig. 2 zeigt eine Trennung van 
wenig D, neben vie1 A-Acetat. 

Ein Siemens Hocfrdruck-Fl~i3si~cchrom2to~~ph S 200 P mit Fhotometerdetek- 
tar PM4 CHR und Transmissions-Estlnktiorrswand~er wrrrde mit einem pneumati- 
schen KamiTton~EinschIeusve~~I (5 pl) arrsgerEstet_ Alle Trennungeen wurden mit 
einer 30 cm-Siemens-Edeistahris2ule (Innendurchmesser 3 mm), die mit Aiffminium- 
oxid Mexkosorb AEox T, 5 pm, gefii’,It war, durchsefGhrt_ Das FliIIen der Sgule ge- 

s&ah nach der “B&ux~~ density slurry method” mit Dijodmethan-Dioxan. Nach 
6-m FiZZlen wurde die SBuIe zungchst mit Cyclohexan gewaschen. Beim UmsteELen 
auf Chloroform (Zthanotfrei van HBchst, Hachst, B.R.D.) muss zwischen das Liisung- 
R~ittelvorratsgefZiss (Tropftrichter mit Schlimern) und die Pumpe e&e VorsZule aus 
Colas (40 x 3.5 cm tit SchlifRiiIse oben) geschaltet werden, die mit Kieselgel 60 
(I ‘!erckj 23m me& _eefiiUt ist. Dadurch sotlen Spuren van Wasser und Ethanol 
e rfemt we&en, ohne dass eine Phosgeenbildung zu befiirchten ist, die bei reinem 
c xloroform sehr schneII eintritt. Der DurchArrss wurde auf etwa 24 ml/h eingestellt, 
if TZT ein Dru& van 50-l&3 bar erforderlich war. Am Detektor wurde die Empfind- 
ii -~keit 1 (= I ExGnktionsei&eit ‘bei VoflausschIag), die VC’eTlen&Ise ;! = ‘767 nm 
ti- < die &&b&e you 20 nm eiqesterlt, Die Papiergeschwindigkeit ilM Schreiber 
bi rug 2.5 cm/mir, nnd die SpannungseinsteRmg IO mV. 

fl ~C&Zhrmg der Atzaiyse 
c . 

Die &&-&~~n~spro&&e VOR 7-Dehydrochofesterin Iiegen im a@emeinen als 
E ?ze var. Diese k(jncen direkt eingewogen werden, ebenso Liisnngen in fetten &en 
(E dnuss6if,~Com~l, SojabohnenGlj. Die Einwaage wird so gewZh!t, dass in der Probe- 
16 mg etwa 30 mg D3 in 10 ml e&h&en sind. Die Einwaage wird erst unmitte~bar 



Liegen G&tine-MikrokapseIn vor, so ‘x_verden d&e dareh Behand& tit 
warmem Wzsser atipc%asseo. ~azrs werden z.3. 1.5 g Probe (enspreche=d U-5 
mg I&) in einem 500 mZ-Mes&olben tit Z l ml Wzsser versetzt. Der Kofbe&&& 
wird urmter Stickstoff auf dem Dzmpfbad gesch&eIt, his srlle IGrner zerfalfen sind 
ugd eine m&h&e Em&ion e&stzmden ist (r-2 min). Dann wird schnell abgekGNt, 
mit lG0 ml &IZSIOI IXICI I&I ml ~ihthyf%her, peroxidfrei, versem, gut darchge- 
schSteIt und mit DiShyIBthet zur Ma&e zufgefi2Ilt. Xzch einst6ndigem Stehen wer- 
den 300 ml der cberstehenden FfGssiglceit abpipetiert rend im Rotationsverdampfer 
im Vakuun mr Trockeixe eingedzmpft. Der Eindzmpfriickstand wird in IG mi 
Chloroform gel&t. 

Van der frisch hergeste&en Probe- bzw. Aufschlrassfiisung werden 5~~1 mit 
Hilfi des K~miIto~-Einsc~errsve~~s ohne Abbau des Dnrckes in den Chmmato- 
graphen elngesc’h!eusb. Der Drrrc’hBrrss wird w%rend der Chromatographie auf 0.1 
ml/h geenau gemessen. Der erste Fe& (V,) erscheint nzch etwa 4 min, der Eetzte aach 
etwa 20 min. Bei nacfrfassender Wirksamkeir. der Vorsbule rEcken IV und V zusammen 
und k&men bei einer bestimnten, sich einstelienden AkttivitZt der Trennsdule zu 
ei%ern einrireitlich erscheinenderr Pczk zrtszm~enfatfen. En diesem F& muss die Yor- 
slide frisch gefclft werden. Die Auswertrmg kann durch PIanimetrie der PeakAZchen 
oder durch Computerinte_ation erfolgen. 

Die !&hung wird zwec’kmdssigerweise vorjeder gr6sseren Anzlysenserie durch- 
g&&t. Daze werden jewells etwa 30 mg Vitzmin DS rein (auf 0.1 mg seznau abge- 
wogen) in 10 ml Chloroform gee18st. Die Eichliisung wird wie die Probelijsung ein- 
~eschleust und chromatographiert. Dieser Yorgang wird noch zweimal mit neuen 
Einwaagen wiederholt. 

Da die Eichsabstanz einheitlich ist, k&men diese Einsc’nieusrmgen im Abstmd 
VOII 15 mio erfo&n. Die FIIchen de? erha&enen Eichpeaks werden wieder drrrch 
!&nimetrie oder drrrch Comprrrerintegrztion er-m&felt. Das Eichergebnis wird in 
“FlSicheneinheiten” pro m g Einwaage angegeben. Vat den drei Messwerten wird der 
Mitteelwert gebildet (= Eichfaktorf,). Die DiKerenz der einzefnen Werte zum Mittet- 
wert soI1 unter f O? des Mittefwertes liegeen. Der Durchfluss beim Eictrfauf wird auf (f. I 
ni,& genm gemessem. 

Die Berechnung des Vitamin D,-Gehaltes erfolgt neck fotgender Gfeichung 

Dabei bedeuten 
Fp = PeakBBche D3 der Prohe 
I$ = Einwaage der Frobe in mg 
& = Eiehffaktor Ds 
BP = I>urch%~ss -b&m Chromatogramm der Probe 



Die Peaks WIT E his V werden zundchst mit dem Eichfaktorf, yen vi~tin D, ZLZLS- 
;ewertet Dih~ Ergebnis muss fiir 11 bis V nach mit einem spezifisc’hen F&q_tor kos- 
$ert werden. Fiir diese vier Verbindungen wurden vorEg&ge Korrekrm-fzktoren er- 
nitteft: II, 1.20; ILf, 0.87; IV, 2.8 und V, 3.L. 

Zur f_hrprirCung der Reproduierbarkeit wnrde ein Vitamin D3-Cholesterin- 
z~mplex (IvIoiuerhZiltnis E : 1) uerwendet. 

Choresterin, dzs bei der Chromatographie zbgetrennt wird, absorbfert bei 
,1= 267 nicht und ist daher arrf dem Chrcmatogramm nichr sichtbar. Bei zehn Ds- 
3estimmungen wurden folgende Werte erhaften : Mirtetwerr : 44.2 % J Standardab- 
xeichung: US 0/O; Vari~tianskoefnt: 1.0 yO; GrCisste Abwelchung: 0.6 7;. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Vitamin ID3 urtd die bei sefner fotochemischen HersteeE!ung aus 7-Dehydro- 
cholesterin nvangsI8uf;g mft encstehenden fsomeren kannen durch HochdruckfIiissig- 
chromatographie zn Aluminiumoxid mir Chloroform ats EIutionsmitteI getrennt und 
quarrtitativ bestimm’r werden. Nach der gleichen Methode ist die Bestimmrm,a VGII 

Sitznin D, Eeben vieI Vitamin A--4cetzt m6glich. 


