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Zur Bestimmung des Vitamins C in pilanzlichem Material
mittels Dichlorphenol-indophenol

Von P. B. Miiller

(Mitteilungen aus den wissenschaftlich-analytischen Laboratorien der
F. Hoffmann-La Roche & Co. AG.)

Allgemeiner Teil

Die chemische Bestimmung des Vitamins C erfolgt heute fast ausschliesslich
mit oxydimetrischen Methoden')?). Am hédufigsten angewendet wird die Titration
mit Jod, mit Dichlorphenol-indophenol®) und das Methylenblauverfahren?).

Die Titration mit Jod kommt wegen der zu grossen Unspezifitat nur fir
reine Ascobinsaurelosungen in Frage. Das Methylenblauverfahren, dem von allen
oxydimetrischen Methoden die grosste Spezifitat zugesprochen wird, erfordert
eine spezielle Beleuchtungs- und Kihleinrichtung und das Einhalten von nicht
sehr leicht reproduzierbaren Versuchsbedingungen. Aus diesem Grunde wird
heute das dusserst einfache Dichlorphenol-indophenol-Verfahren weitaus am
meisten angewandt.

Die Bestimmung des Vitamins C mittelst Dichlorphenol-indophenol beruht
auf der Fahigkeit dieses Chinonimidfarbstoffes, die reduzierte Form des Vita-
mins C, d. h. die 1-Ascorbinsdure (I) zu Dehydroascorbinsdure (II) zu oxydieren,
wobei das Dichlorphenol-indophenol selbst in die farblose Leukoverbindung
uibergeht.
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| | | |
HOCH:—~CHOH—HC C=0 HOCH:— CHOH—-HC C=0
R Pty
O O
I Il

Bei der quantitativen Ermittlung des Vitamins C in pflanzlichen Extrakten
wird dieser Vorgang durch die Anwesenheit verschiedener reduzierender Sub-
stanzen — Gerbstoffe und andere phenolische Substanzen, Sulfhydrylderivate
(Cystein, Glutathion) und andere Schwefelverbindungen (Sulfite, Thiosulfat),
I'errosalze — beeintrichtigt. Auch Zersetzungsprodukte, die sich beim Erhitzen
und scharfen Trocknen von Kohlehydraten bilden (Redukton, Reduktinsaure,
Caramelstoffe), konnen stérend wirken. Zur Ausschaltung dieser unspezifischen
reduzierenden Stoffe (im Folgenden als RS bezeichnet) sind verschiedene Ver-
fahren in Vorschlag gebracht worden.
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1. Die fraktionierte Titration

Sie griindet sich auf die Beobachtung, dass ein Teil der RS (vor allem
‘Schwefelverbindungen und Ferrosalze )®) in saurer Losung nicht oder dann we-
sentlich langsamer mit Dichlorphenol-indophenol in Reaktion treten als die
Ascorbinsaure. Durch rasches Titrieren kann der stérende Einfluss dieser Ver-
bindungen weitgehend ausgeschaltet werden. Man kann auch eine abgemessene
Menge Dichlorphenol-indophenol im Uberschuss zugeben und den nicht redu-
zierten Farbstoff nach 10 Sekunden mit Ather extrahieren und bestimmen.

Der Endpunkt der Ascorbinsdureoxydation kann auch durch potentiometri-
sche®), konduktometrische, polarimetrische?) oder photometrische®) Verfolgung
der Titrationskurve ermittelt werden. Eine grossere Genauigkeit gegeniiber dem
zuvor beschriebenen Titrationsverfahren kann dadurch aber kaum erreicht wer-
den, da die Redoxpotentiale der verschiedenen Verbindungen zu nahe beiein-
ander liegen. Zudem verlangen diese physiko-chemischen Verfahren besondere
Apparaturen und eine besondere Messtechnik, die nicht in jedem Laboratorium
zuginglich sind. Des weiteren wird durch diese direkte Titration Dehydro-
ascorbinsaure, die im pflanzlichen Untersuchungsmaterial und den daraus her-
gestellten Extrakten in wechselnder Menge vorhanden sein kann, nicht miterfasst.

2. Die Entfernung der unspezifischen Reduktionsstoffe mit Mercuriacetat

Uan Eckelen und Emmerie®?) fanden, dass sich die wesentlichen RS, ins-
besondere Sulfhydrylverbindungen und Gerbstoffe, vor der Titration mit Mer-
curiacetat ausfallen lassen, wahrend die Ascorbinsdure in Losung bleibt. Das in
der Losung verbliebene iiberschiissige Hg wird mit HeS als HgS abgeschieden,
wobei gleichzeitig Dehydroascorbinsdure, welche in den pflanzlichen Extrakten
vorgebildet war oder sich bei der Behandlung mit Hg-Acetat gebildet hat, in
Ascorbinsaure tbergeht. v. Fellenberg!®) hat dieses Verfahren noch dadurch ver-
bessert, dass er das pflanzliche Material in saurer Lésung zerkleinert und ex-
trahiert, wodurch vermieden wird, dass die bei der Zerkleinerung eventuell frei
werdenden oxydierenden Fermente, Ascorbinsaure zu Dehydroascorbinsiure
oder sogar tiber diese Stufe hinaus oxydieren. Von den sub. 1 erérterten direkten
Titrationsverfahren unterscheidet sich diese Methode dadurch, dass sie die vor-
gebildete Ascorbinsaure zusammen mit der Dehydroascorbinsaure, die ebenfalls
biologisch wirksam ist, erfasst.

Durch das Verfahren mit Quecksilberacetat konnen aber immer noch nicht
alle RS ausgeschaltet werden. Insbesondere werden Redukton und Reduktin-
saure!?)!!) nicht ausgefallt. Ferner ist es moglich, dass bei der Behandlung mit
Schwefelwasserstoff neben der Dehydroascorbinsdure auch andere Stoffe (z. B.
Disulfide) reduziest werden, was bedingt, dass neben Ascorbinsaure und den
vorgebildeten RS noch sekundare unspezifische reduzierende Stoffe RS’ entstehen,
welche bei der Titration zu hohe Werte vortauschen'?).
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3. Die Bestimmung der unspezifischen Reduktionsstoffe nach Oxydation der
Ascorbinsaure durch Ascorbinsdureoxydase

Nach dem Verfahren von Tauber und Kleiner'®) wird zunachst die Gesamt-
heit der das Dichlorphenol-indophenol entfarbenden Substanzen, also die Summe
von Ascorbinsaure A -+ RS bestimmt. In einer besonderen Probe wird die As-
corbinsaure durch die sogenannte Ascorbinsdureoxydase zu Dehydroascorbin-
saure oxydiert, worauf sich die verbleibenden RS mit Dichlorphenol-indophenol
getrennt ermitteln lassen. Die Differenz der beiden Titrationswerte ergibt die
Menge der im Pflanzenextrakt vorgebildeten Ascorsinsdure A, lasst aber die
allfallig vorhandene Dehydroascorbinsdure D unberticksichtigt. Das Verfahren
kann zu hohe Ascorbinsaurewerte liefern, wenn die Pflanzenextrakte Redukton
und Reduktinsdure enthalten, welche von der Ascorbinsaureoxydase ebenfalls
oxydiert werden!?)'4)'), Die Oxydation dieser Verbindungen durch Ascorbin-
saureoxydase setzt aber erst ein, wenn keine unveranderte Ascorbinsaure mehr
vorhanden ist und verlduft dann weniger rasch als die von Ascorbinsdure. Auf
dieser Feststellung entwickelten Diemair und Zerban'®) ein Verfahren zur Be-
stimmung der Ascorbinsdure neben Redukton und Reduktinsaure.

Solange es sich nicht um die Bestimmung des Vitamins C in gedorrtem oder
durch Hitze verandertem pflanzlichem Material'®)!7) handelt, treten tbrigens
Redukton und Reduktinsdure oder Caramelsubstanzen kaum stérend in Erschei-
nung, da diese Substanzen nach verschiedenen Feststellungen!!)!®) in frischem
Material nicht vorhanden sind.

Ich habe mir nun die Aufgabe gestellt, unter Berticksichtigung der erdrterten
Erkenntnisse zu einem oxydimetrischen Verfahren zu gelangen, welches gestattet,
durch Titration mittelst Dichlorphenol-indophenol in Pflanzenmaterial sowohl
das in Form von Ascorbinsaure wie Dehydroascorbinsdure vorliegende Vitamin C
ohne die unspezifischen reduzierenden Stoffe zu erfassen. Sie lasst sich in relativ
einfacher Weise folgendermassen 16sen:

Analysengang

In einem aliquoten Teil a der Extraktprobe wird durch direkte Titration
mit Dichlorphenol-indophenol der gesamte Reduktionswert ermittelt, welcher
sowohl die vorgebildete Ascorbinsiure A wie die unspezifischen reduzicrenden
Stoffe RS umfasst. In einem aliquoten Teil b wird die Ascorbinsaure durch Be-
handlung mit Ascorbinsaureoxydase oxydiert, worauf mit Dichlorphenol-indo-
phenol die verbleibenden wunspezifischen reduzierenden Substanzen RS titriert
werden. a — b ergibt die vorgebildete Ascorbinséiure A.

Eine weitere Extraktmenge wird mit HeS behandelt, wodurch vorgebildete
Dehydroascorbinsidure D in Ascorbinsdure tibergeht. Nach dem Verjagen des
HaS wird in einem Teil (¢) direkt mit Dichlorphenol-indophenol titriert, wodurch
vorgebildete Ascorbinsiure A + vorgebildete Dehydroascorbinsiure D + un-
spezifische reduzierende Stoffe RS + RS’ erfasst werden. In dem anderen Teil
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der Losung (d) erfolgt die Titration mittelst Dichlorphenol-indophenol erst nach
vorgangiger Oxydation mit Ascorbinsaureoxydase. Der sodann ermittelte Re-
duktionswert umfasst sowohl die vorgebildeten unspezifischen reduzierenden
Stoffe RS wie diejenigen von RS’, welche sich unter der Einwirkung des HaS
nachtraglich eventuell gebildet haben. Die Differenz c—d ergibt die Summe der
praformierten Ascorbinsiure A + priformierte Dehydroascorbinsiure D (=
Gesamt-Ascorbinsdurewert).

Um zu moglichst gleichmassigen Extraktproben zu gelangen, bediente ich
mich mit Vorteil der unter der Bezeichnung «Turmix» von der Electro-Norm
AG. Murten eingeftihrten Zerkleinerungs- und Mischmaschine. Mit Hilfe dieses
Apparates ist es moglich, grossere Mengen Pflanzenmaterial in saurem Milieu
und in wenigen Minuten so weitgehend zu zerkleinern, dass gleichzeitig auch
eine vollstindige Extraktion des Materials gewahrleistet ist. Bei der Verarbeitung
grosserer Pflanzenproben werden naturgemass die verschiedenen Pflanzenteile
(Wurzeln, Blatter, Stengel, Fruchtfleisch, Schale, Kerngehduse usw.), welche
unter sich einen oft recht unterschiedlichen Vitamin C-Gehalt aufweisen!?),
gleichmassiger erfasst. Die rasche Zerkleinerung, welche die Verarbeitung von
100—200 g innerhalb 3 Minuten gestattet, schliesst eine Zersetzung von Vitamin
C praktisch aus. Indem man fiir stark saure Reaktion sorgt, lasst sich auch ver-
meiden, dass Ascorbinsaure durch die beim Zerkleinern des Pflanzenmaterials
{rei werdenden Oxydasen zu Dehydroascorbinsaure oxydiert wird.

Sind die erhaltenen sauren Extrakte stark gefédrbt, so ist eine direkte Titra-
tion mit Dichlorphenol-indophenol nicht moéglich. In solchen Fillen ermittelt
man den Reduktionswert, indem man den Extrakten einen Uberschuss an Dichlor-
phenol-indophenollosung zusetzt, das tberschiissige Dichlorphenol-indophenol
mit peroxydfreiem Ather”) extrahiert und die im Ather aufgenommene Menge
Dichlorphenol-indophenol colorimetriert.

Experimenteller Teil

Materialien

Gerdte und Apparate: Biirette 25 ccm, /20 cem geteilt; Uollpipetten: 3 4 1 ccm,
1 a 2 ccm; Stabpipette: 1 a 5 ccm (Y10 com geteilt); Messzylinder: 2 4 100 cem, 2 4 200
cem, 1 a 500 ccm; Messkolben: 2 a 500 ccm; Erlenmeyer: 8 4 300 ccm, 2 a 100 cem, 2 a
25 ccm; Glastrichter: 2 a 10—12 cm @, 1 a 8 cm @ ; Faltenfilter: 24 cm @ ; Reagens-
glaser: 10 genau gleiche (Jenaer); Schiitteltrichter: 3 a 250 ccm; Glasrohre; Schlauch;
1 Kipp’scher Apparat; 1 doppelt durchbohrter Gummistopfen mit Einleitungsrohr mit
Hahn und mit einem Gliihrohrchen zum Verschliessen der 2. Bohrang, passend auf 300
ccm Erlenmeyer; 1 Reagensglasgestell; 2 Wasserbéder; 2 Dreifiisse; 1 Brenner; 2 Stative

*) Bei Verwendung eines spezifisch schwereren Losungsmittels als Wasser, z. B.
CHCIs, konnte eine eventuelle Nachtitration noch etwas praktischer durchgefiihrt wer-
den. Die Farbtiefe von Dichlorphenol-indophenol ist aber in Ather wesentlich grosser

als in CHCls (sie ist auch ca. doppelt so gross wie in Wasser), wodurch die Genauigkeit
der Colorimetrierung erhoht wird.
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mit 5 mittelgrossen Klammern mit Muffen; 1 Filtertuch; 1 Hackmaschine; 1 Zuriistungs-
messer, rostirei; 1 Zenirifuge (3500 U/Min.) mit Einsatzbechern (je ca. 100—150 ccm);

1 Turmix-Maschine: Modell C, hergestellt durch die Electro-Norm AG., Murten.
Sie besteht im wesentlichen aus einem Elektromotor von 240 Watt fiir 8000 — 14 000 U/
Min. und einem abnehmbaren Glasbecher von 1 Liter Inhalt. Mittels eines rost- und fett-
freien Speziallagers, das im Boden des Becherglases eingelassen ist, kann ein messer-
artiges, rostfreies Einsatzstlick tiber eine elastische Kupplung angetrieben werden. Bei
der Tourenzahl der Maschine wird das Untersuchungsmaterial vollstindig zertriimmert
und die Membranen der Zellen zerstort. Da die Zerkleinerung stets in Gegenwart von
Flissigkeit erfolgen muss, wird das Untersuchungsmaterial dabei gleichzeitig auch extra-
hiert und homogenisiert.

Um das Zerkleinerungsgefdss begasen zu konnen, wurde der obere Rand plan ge-
schliffen und das Gefass mit einer aufgeschliffenen kleinen Glasglocke, die mit 2 Ein-
fiihrungsschliffen von 1 bzw. 4 cm ¢ versehen ist, bedeckt. Durch den 1 cm-Schliff wird
ein Begasungsrohr mit Hahn eingefiihrt, wahrend der 4 cm-Schliff zur Beschickung des
Gefisses dient. Er wird mittels eines Schliffstopfens, der ein kurzes, 8 mm-Ableitungsrohr
triagt, verschlossen. Der ganze Deckelaufbau ist so gehalten, dass keine toten Raume ent-
stehen.

Chemikalien und Reagenzien: Eisessig ; ev. 1n-HCl; 25%ige NaOH ; 5°vige Pb-
Acetatlosung mit 0,25 %o Eisessig ; Ather, peroxydfrei; HCI conc. techn. (1 : 1 mit H20
verdunnt); Oktylalkohol; Calciumcarbonat (pulv.); Schwefeleisen; Lyphanrcagenspapier
(pH 5—6); Filterpapierstreifen; COz2 (aus Bombe).

Ascorbinsiureoxydaselosung: Zur Herstellung einer gut wirksamen Losung werden
junge Gurken ca. '/2 cm dick, Kirbisse 1—2 cm dick abgeschalt und zerschnitten, die
Gurken bzw. Kirbisschalenschnitzel in der Fleischhackmaschine zerkleinert, mittels Fil-
tertuch von Hand oder in der Filterpresse ausgepresst und der Pressaft zentrifugiert
oder filtriert. Klare Pressiafte konnen auch so gewonnen werden, dass man die Schnitzel
gefriert (z. B. im CO2-Schnee) und dann 24 Stunden im Kiihlschrank auftauen lasst. In
Ermangelung frischer Gurken und Kiirbisse kann durch Auftauenlassen von Birds-eye-
Gefriersalatgurken wahrend 24 Stunden im Kithlschrank und Dekantierung des aus-
getriebenen Saftes eine hinreichend wirksame Ascorbinsdureoxydaselosung gewonnen
werden. Es ist vorteilhaft, sich von der Wirksamkeit des Pressaftes in einem Versuch
mit reiner Ascorbinsdure (nach der genauen Versuchsvorschrift, siche weiter unten) zu
uberzeugen. 1 ccm Pressaft soll mindestens 1 mg Ascorbinsdure in 100 ccm wisseriger
Acetatpufferlosung vom pH 5,2—5,5 (aus 2,5 ccm Eisessig + 25 %oiger NaOH) beim
ruhigen Stehen in einem 250 ccm Erlenmeyer an der Luft und bei Zimmertemperatur in
15 Minuten quantitativ oxydieren.

0,1 %hoige Ascorbinsdure-Testlosung: 10 mg Ascorbinsiure «Roche» werden in ca.
50 ccm dest. Wasser, das mit 1 ccm Eisessig angesduert wurde, gelost und ad 160 ccm
verdiinnt. Das Wasser ist in einer Glasapparatur zu destillieren und kurz vor Gebrauch
noch einmal auszukochen. — Die Ascorbinsdure-Testlosung dient zur Titerstellung der
Dichlorphenol-indophenollésung und ist jeweils kurz vor Gebrauch herzustellen.

0.2 Yhoige Dichlorphenol-indophenollosung: 0,2 g Dichlorphenol-indophenol werden
mit 100 ccm siedendem Wasser gelost, im Messkolben auf 1000 cem aufgefillt und fil-
triert.

Zur Titerstellung werden 50 ccm dest. Wasser mit 1 ccm Eisessig angesiuert und
mit 0,2 ccm der 0,2 %oigen Dichlorphenol-indophenollésung versetzt (Vergleichslosung).
Nun werden 10 ccm der 0,1 %oigen Ascorbinsdure-Testlosung mit 1 cem Eisessig versetat,
mit 40 ccm dest. Wasser verdiinnt und mit der Dichlorphenol-indophenollésung so lange
titriert, bis die Farbung der Vergleichslosung erreicht ist. Aus dem Ergebnis dieser
Titration minus 0,2 ccm errechnet sich der Faktor der Dichlorphenol-indophenollosung
auf bekannte Weise.
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Beschreibung des Bestimmungsverfahrens

1. Zerkleinerung und Extraktion des Untersuchungsmaterials

100—200 g des in Stiicke zerschnittenen Untersuchungsmaterials werden in
den zuvor mit 200 ccm 30 %oiger Essigsdure + 5 Tropfen Oktylalkohol beschick-
ten und mit CO2 begasten Turmixbecher eingetragen und bei Zimmertemperatur
und unter Fortsetzung der Begasung wihrend 3 Minuten zerkleinert und extra-
hiert. Eine eventuelle Schaumbildung wird mit 2 Tropfen Oktylalkohol zerstort,
der Extrakt quantitativ in einen 500 ccm-Messkolben iibergefiihrt, mit Wasser ad
500 ccm aufgefiillt, gemischt und filtriert oder zentrifugiert (= Loésung 1). Von
diesem Filtrat bzw. Zentrifugat wird im allgemeinen eine 20 g Untersuchungs-
material aliquote Menge Losung nochmals mit Wasser ad 500 ccm verdinnt
(= Losung 2).

Wie in einer spateren Publikation gezeigt wird, kann die Zerkleinerung und Ex-
traktion an Stelle der 30 %oigen Essigsiaure auch mit 1n-HCI ausgefithrt werden. In die-
sem Falle wird die Losung 2 vor dem Auffillen auf 500 cm® noch mit 12,5 cm® Eisessig
versetzt und die Salzsdure mit (einer aliquoten Menge) 25 %iger NaOH bis zur leicht
kongosauren Reaktion der Losung abgestumpft.

2. Die Bestimmung der vorgebildeten Ascorbinsiure und der Gesamtascorbin-
saure

a) Bestimmung der vorgebildeten Ascorbinsiure A

Bestimmung von A+ RS: 100 ccm der Losung 2 werden, wie sub ¢ beschrie-
ben wird, direkt mit Dichlorphenol-indophenol titriert.

Bestimmung der RS: 100 ccm der Losung 2 werden in einem 300 ccm-Erlen-
meyer mit 25 %iger NaOH-Losung auf pH 5,2—5,5 eingestellt (Prifung mit
Lyphanreagenspapier), mit (in der Regel) 1 ccm Ascorbinsaureoxydaselosung
aus frischen Gurken oder Kiirbissen versetzt (von Losungen aus Gefriergurken
werden in der Regel 1 ccm Pressaft pro 25 mg®o A + RS bendtigt), kurz ge-
schwenkt, 15 Minuten bei Zimmertemperatur an der Luft stehen gelassen und
nach erneutem Ansauern mit 2 ccm Eisessig, wie sub ¢ beschrieben wird, titriert.

Auswertung der Titrationsergebnisse: (A + RS) — RS = A (Berechnung
siche sub 3).

b) Bestimmung der vorgebildeten Ascorbinsaure A + vorgebildete Dehydro-
ascorbinsiure D («Gesamtascorbinsdiure»)

Bestimmung von A + D + RS + RS’: 220—230 ccm Losung 2 werden mit
4 Tropfen Oktylalkohol versetzt, mit ca. 4,5 g (entspr. ca. 2 ccm) festem Calcium-
carbonat auf pH 5,2—5,5 gebracht, filtriert oder zentrifugiert und 202 ccm Fil-
trat in einen 300 ccm-Erlenmeyer mit doppelt durchbohrtem Gummistopfen und
Einleitungsrohr mit Hahn gegeben. Der Erlenmeyer wird 1 Minute mit HeS ge-
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spiilt, mit einem Glasstab oder Glithrohrchen verschlossen und, immer in Ver-
bindung mit dem HzS-Kipp-Apparat, 1 Minute energisch geschittelt. Dann wird
der Hahn des Einleitungsrohres geschlossen, der Ansatz 2 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen, der Schwefelwasserstoff im siedenden Wasserbad
und unter energischer COz2-Spiilung ausgetrieben (Priifung mit Pb-Acetatpapier),
die Losung unter COz2-Spiilung im kalten Wasserbad gekiihlt und mit Wasser ad
200 ccm erganzt. Nun wird die Losung in 2 gleiche Teile geteilt, die eine Halfte
unter COz ca. 15 Minuten stehen gelassen, mit 2 ccm Eisessig angesauert und, wie
sub ¢ beschrieben wird, titriert.

Die Ansauerung mit Eisessig hat in dieser Probe im gleichen Moment wie
bei der Bestimmung der RS + RS’ zu erfolgen, so dass beide Losungen zwischen
Teilung und Ansduerung genau gleich lang stehen.

Bestimmung von RS + RS’: Die zweiten 100 ccm Losung dieses Ansatzes
werden, wie sub a beschrieben wurde, nocheinmal auf das vorgeschriebene pH
von 5,2—55 gepriift (dieses soll jetzt stimmen und darf nicht mehr geandert
werden), mit Ascorbinsdureoxydase versetzt, 15 Minuten stehen gelassen, mit
2 cem Eisessig angesduert und, wie sub ¢ beschrieben wird, titriert.

Auswertung der Titrationsergebnisse:

(A +D +RS+RS) — (RS + RS) = A + D (Berechnung s. sub 3)
(A+D)—A =D

¢) Die Titration der Ansitze

Liegen wenig gefdrbte, vor allem nicht stark rot gefarbte Losungen vor, so
werden die nach den zuvor beschriebenen Verfahren erhaltenen Ansitze direkt
mit der 0,2 %oigen Dichlorphenol-indophenollosung titriert. Dazu wird die Ver-
suchslosung zu zwei gleichen Teilen (ca. 50 ccm) in zwei 100 ccm-Erlenmeyer
gegeben und die eine Halfte so lange titriert, bis gegeniiber der nicht titrierten
Losung bei Zugabe von 0,20 ccm Dichlorphenol-indophenollésung eine deutliche
FFarbvertiefung nach Rot eben noch 10 Sekunden bestehen bleibt. Dann wird die
zweite Halfte in einem Male mit 0,5 ccm weniger Losung titriert und, wenn not-
wendig, wie zuvor bis zur Farbtiefe des 1. Teils, mit je 0,20 ccm nachtitriert. Hat
sich inzwischen die 1. Lésung wieder entfarbt, so soll nun die 2. Losung eine
mindestens 10 Sekunden bestehende, leichte Farbvertiefung gegeniiber der ent-
farbten Losung aufweisen. Der verdoppelte Wert dieser 2. Titration liefert das
richtige Ergebnis.

Liegen stark rot gefdrbte oder sehr dunkle Liésungen vor, so wird die ge-
samte Menge der essigsauren Losung eines Versuchsansatzes in einen 250 ccm-
Schiitteltrichter gegeben, zur Entfernung von dtherléslichen Farbstoffen 1—2 mal
mit peroxydfreiem Ather extrahiert (der letzte Atherauszug soll farblos sein),
dann mit der mutmasslichen Menge Dichlorphenol-indophenollésung in einem
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Male versetzt und sofort kurz, aber energisch geschwenkt. Sofort nach dem Um-
schwenken wird vorsichtig mit 40 ccm peroxydfreiem Ather tberschichtet, die
Versuchslosung damit zwischen der 10. und 20. Sekunde nach dem Reagenszusatz
ausgeschiittelt und zur Abtrennung des Athers stehen gelassen. Dadurch wird
tiberschiissiges, nicht reduziertes Dichlorphenol-indophenol aus der wasserigen
Losung extrahiert, so dass der zugefiigte Uberschuss dann im Vergleich mit einer
Testverdiinnungsreihe ermittelt werden kann (s. weiter unten).

Bleibt der abgetrennte Ather farblos, so wurde die Titration nicht zu Ende
gefithrt. In diesem Falle werden mit einer Pipette 2 ccm Dichlorphenol-indo-
phenollésung aufgenommen, die Pipette aussen abgerieben, rasch durch die
Atherschicht hindurchgestossen und dem wasserigen Versuchsanteil abermals in
einem Male eine gewisse Menge Dichlorphenol-indophenollosung zugefiigt. Nach
dem Schwenken wird wie zuvor, zwischen der 10. und 20. Sekunde, ausgeschiittelt.
Dies wird so oft wiederholt, bis sich der Ather leicht rot gefarbt abtrennt. Nach
ca. 2—5 Minuten Stehen wird der wasserige Anteil bis zur Grenze der eventuellen
leichten Emulsion abgelassen, zurTrennung der Emulsion einigeTropfen Athanol
zugefiigt, geschwenkt, 1—2 Minuten stehen gelassen, moglichst scharf abgetrennt,
der Ather in einen 50 ccm Messzylinder tibergefithrt, auf 50 ccm mit Ather auf-
gefillt, in einem 100 ccm-Erlenmeyer gemischt, 10 ccm davon in ein Reagensglas
gefillt und der Uberschuss an Dichlorphenol-indophenol durch Vergleich mit
Testlosungen ermittelt.

Zur Herstellung der Testverdiinnungsreithe werden 2 ccm Dichlorphenol-
indophenollosung zu ca. 10 ccm leicht essigsaurem Wasser gegeben, mit 40 ccm
peroxydfreiem Ather extrahiert und der Atherextrakt ad 50 ccm ergéanzt (= Lo-
sung a). Davon werden folgende Testlosungen in gleichartigen Reagensgldsern

hergestellt:
Dichlorphenol-

Indophenol Ather
10 ccm a entsprechend = 2 ccm / 50 ccm
8 ccm a ad 10 cem Ather » = 1,6 ccm / 50 ccm
6 com a ad 10 cem 7 = » = 1,2 ccm / 50 ccm
4 ¢céma-ad 10 cemi’ » » = 0,8 ccm / 50 ccm
2. cem a ad 10 ech » » = 0,4 ccm / 50 ccm

Diese 5 Reagensgldser werden am zweckmaissigsten vor einem durchschei-
nenden, weissen Schreibmaschinenpapier so in ein Reagensglasgestell eingesetat,
dass das die Untersuchungslésung enthaltende Reagensglas zum Vergleich je-
weils zwischen zwei Testgldser gehalten werden kann. Die einfache Vorrichtung
wird am besten von hinten beleuchtet (Tageslicht vom Fenster her oder kiinst-
liches Licht). Da der zwischen 2 Testwerten liegende Mittelwert noch sicher ge-
schiatzt werden kann, erfolgt auch die Auswertung durch dieses Vergleichsver-
fahren auf 0,2 ccm der 0,2 %oigen Dichlorphenol-indophenollésung genau.
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8. Berechnung der Uersuche und Genauigkeit der Bestimmungen

Berechnung: Einwage (bei der 2. Verdinnung) = 20 g/ 500 ccm Losung.
Davon werden pro Bestimmung 100 ccm, entsprechend 4 g Einwage genommen.
Wenn der Verbrauch an 0,2 %oiger Dichlorphenol-indophenollésung vom Faktor
= 1 (also 10 ccm Reagens = 1 mg Ascorbinsaure) X ccm betragt, so errechnet

sich das Ergebnis in mg®/o wie folgt:

10- 4 4

= mg%o Ascorbinsaure.

Beispiel™*):

Einwage zur Zerkleinerung und Extraktion (= Losg.1) = 100 g Unters'material
Einwage an Losg. 1 zur 2.Verdiinnung = 100 ccm entspr. = 20 g Unters'material

Verbrauch an 0,2 %oiger Dichlorphenol-indophenollésung vom Faktor = 1:

Vorgebildete Ascorbinsdure A -+ Verunreinigungen RS = 4,8 ccm
Verunreinigungen RS dieser Losung = 0,8 ccm
Vorgebildete Ascorbinsaure A + vorgebildete Dehydroascorhin-

saure D + Verunreinigungen RS + RS’ = 0,2 ccm
Verunreinigungen RS + RS’ dieser Losung = 1,2 ccin

Uorgebildete Ascorbinsiure A:

A + RS = 4,8 ccm
RS = 0,8 ccm

A=40ccm = (4,0:4) - 10 = 10 mg°o

Uorgebildete Ascorbinsaure A + vorgebildete Dehydroascorbinsiure D
= «Gesamtascorbinsdure»:

A+ D+ RS + RS =92 ccm
RS 4+ RS = 1.2 ccm

A+ D =80ccm = (8,0:4) - 10 = 20 mg%

Uorgebildete Dehydroascorbinsiure D:
D= (A+D)— A = 20 mg’ — 10 mg%% = 10 mg%o

*) Die Werte von RS und RS’ bedeuten die durch diese Verunreinigungen vorge-
tauschte Ascorbinsaure.

Durch die Berechnung der Versuche als Differenz von zwei Titrationsergebnissen:
z.B. A = (A + RS) — RS fillt der durch die Ubertitration im Titrationsendpunkt
bedingte Fehler weg. Wenn aber der effektive Wert von RS oder RS + RS’ ermittelt
werden sollte, ist die zur Ubertitration benétigte Menge Dichlorphenol-indophenol, wie
bei der Titerstellung dieser Losung beschrieben wurde, zu beriicksichtigen und vom ex-
perimentell gefundenen Wert RS bzw. RS + RS’ abzuziehen. Zur Ubertitration von
100 ccm Lésung werden im allgemeinen 0,4—0,6 ccm der 0,2 %oigen Dichlorphenol-indo-
phenollésung benotigt.
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Genauigkeit der Bestimmungen:

Aus der in der Vorschrift angegebenen Genauigkeit der Titrationen auf 0,2 ccm der
0,2 %oigen Dichlorphenol-indophenollsung errechnet sich die Genauigkeit bzw. Streuung
der Einzelbestimmung auf abs. + 20 y Ascorbinsdure. Da die Einzelbestimmung nach
der Vorschrift mit 4 g Untersuchungsmaterial gemacht wird, ist die Genauigkeit bzw.
Streuung der erzielten Untersuchungsergebnisse abs. + 0,5 mg®bo. Die untere praktische
Erfassbarkeitsgrenze der Methode liegt daher fiir die vorgeschriebenen Einwagen bei
einem Gehalt von 1 mg Vitamin C in 100 g Untersuchungsmaterial.

4. Diskussion und Priifung der Methode

Im Folgenden werden die wichtigsten Kontrollergebnisse kurz beschrieben und zum
Schluss noch einige Test- und Vergleichsversuche zur Uberpriiffung des gesamten Be-
stimmungsverfahrens angefiihrt.

Nach den vorgenommenen Kontrollversuchen verlaufen die Zerkleinerung im Tur-
mix und die Reduktion der Dehydroascorbinsiure mit H=S ohne Verlust. In H2S-behan-
delten Extrakten findet aber bisweilen eine schleppende Nachentfdrbung der fertig
titrierten Losungen statt. Es ist daher wichtig, dass alle Ansatze (mit und ohne Ascorbin-
saureoxydase) auf dieselbe Farbvertiefung hin titriert werden und dass die vorgeschrie-
bene Dauer von 10 Sekunden, wihrend der die Farbvertiefung eben noch erkennbar
sein muss, eingehalten wird.

Die Oxydation der Ascorbinsdure zw Dehydroascorbinsaure mit Ascorbinsiure-
oxydase wird stark von der Art und der Menge des vorhandenen Puffergemisches bzw.
der zur Extraktion verwendeten Sdaure beeinflusst und ist weitgehend pH-abhangig. Am
geeignetsten erwies sich Acetatpuffer, von dem eine Menge entsprechend 4 ccm Eisessig
pro 100 ccm Losung die Oxydase bereits merkbar hemmt. Immerhin werden bei dieser
Pufferkonzentration und bei pH 5,5 5 mg Ascorbinsaure in 100 ccm Losung (entsprechend
125 mg®/o Ascorbinsdure einer nach der Vorschrift gemachten Einwage) von 4 ccm Press-
saft aus Gefriergurken («Birds Eye») in 15 Minuten zu 90 %0 und in 30 Minuten quanti-
tativ oxydiert. Dieselbe Menge Ascorbinsdure wurde mit der halben Puffermenge (entspr.
der Versuchsvorschrift) bereits in 15 Minuten quantitativ oxydiert. Hingegen wird in
Gegenwart von Trichloressigsaure (z. B. bei der Extraktion mit Trichloressigsaure an
Stelle von Essigsaure) unter sonst denselben Bedingungen die doppelte Menge Pressaft
benotigt. Das Wirkungsoptimum der Reaktion liegt nach den frither erwidhnten Literatur-
angaben bei ca. pH 6. Bei diesem pH treten aber in Ascorbinsdure-Testlosungen beim
Stehen an der Luft auch schon ohne Oxydase gewisse Ascorbinsdureverluste ein, beson-
ders in Gegenwart von Metallspuren. Dasselbe muss auch von leicht oxydierbaren Ver-
unreinigungen angenommen werden. Zur Erhohung der Spezifitit des Verfahrens fithre
ich daher die Oxydation mit Ascorbinsaureoxydase nicht beim pH-Optimum, sondern bei
etwas saurer Reaktion, bei pH 5,2—5,5, durch. Bei diesem pH ist die Ascorbinsiure
bereits schon merklich haltbarer, ohne dass die Ascorbinase (z. B. aus Gurken- und Ge-
friergurken-Pressaft) schon stark gehemmt wird. Fiir die Oxydation nach der Vorschrift
werden fir je ca. 25 mg®o Ascorbinsdure in der Regel 1—2 ccm Pressaft von Gefrier-
gurken (Birds Eye) benotigt. Pressaft von frischen Gurken ist wesentlich (ca. 80 mal)
aktiver. Aus diesem Grunde gentigt 1 ccm Pressaft von Frischgurken selbst in extremen
Fallen. In saurerem Milieu — pH 3 und saurer — ist die Ascorbinsdure beim Stehen an
der Luft auch in Gegenwart von kleinen Mengen Metallsalzen deutlich haltbarer.

In Tabelle 1—4 werden einige Uersuche zur Kontrolle des gesamten Bestimmungs-
verfahrens angefiihrt. Tabelle 1 enthdlt Testversuche mit reinen Ascorbinsiurelosungen
und mit 2 verschiedenen Untersuchungsmaterialien, denen bekannte Mengen an Ascorbin-
saure zugesetzt wurden. Als Untersuchungsmaterial wurde ein Cu-haltiges Material:
gegriinter Spinat, und ein Stirke- und Oxydasen-reiches Material: die Kartoffel, gewihlt.
Tabellen 2 — 4 enthalten einige Serienuntersuchungen mit 2 oxydasenreichen Frisch-
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Tabelle 1

Ascorbinsidure gefunden
) Ascorbin-
Vers. pr%l%g(?ggm E‘:;x/fS(Zlgc%:u sdure- Praform. Ascorbinsidure I Total-Ascorbinsédure
Nr. | %(=Lsg.1) | (=Lsg.2) puse
*) RS *) A—RS *) RS+| * TA—RS+
ccm mg %o mg %o mg %o mg /o mg %o
l l | | l | I
Priifung mit Ascorbinsdure-Testlosungen
Einw. an (Ber. wie Versuche mit
Ascorbs. 100 gr. Einw.)
mg
1 9 100 5 0 D 0 5
2 20 100 20 0 20 0 19,5
3 50 100 50 0 50 0 50
Prifung mit gegrintem Buchsenspinat
Einw. an
Spinat
g
4 100 100 — 0 Geh.= 4,3 0 Geh.= 4,3
5 100 100 5 0 9,3 0 9,5
6 100 100 20 0 24,0 0 24,3
i 100 100 50 0 53,0 0 53,0
Pritfung mit Kartoffeln
Einw. an
Kartoifeln
g
8 100 100 — 0 Geh.=10,0 0 Geh.=10,0
100 100 ] 0 155 0 15,3
9 100 100 — 0 Geh.—=10 0 Geh.—10,3
100 100 20 0 29,5 0 29,3
10 100 100 — 0 Geh.= 9,5 0 Geh.—=11,5
100 100 50 0 60,3 0 63,0
*) Zeichenerkldrung:
A = vorgebildete Ascorbinsiure.

RS = unspezifische Reduktionsstoffe der Lésungen von A.

TA (Totalascorbinsdure) = A 4 D -+ RS 4 RS' vorgebildete Ascorbinsdure - vorgebildete Dehydro-
ascorbinsdure - unspezifische Reduktionsstoffe.

RS+ = RS + RS' = vorgebildete, unspezifische Reduktionsstoffe der Lésungen von TA -L solche, die
bei der H:S-Behandlung sekundir gebildet worden sind.

Sdmtliche Werte von RS und RS+ stellen die effektiven Gehalte an unspezifischen Reduktionsstoffen dar
(siehe Anmerkung zum Berechnungsbeispiel im Abschnitt 3).
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Tabelle 2

Zerkleinerung und Extraktion im Turmix

Methode Fellenberg

Bestimmung nach Miiller Bestimmung nach Fellenberg [a-?gf;?x}?{}lnggﬁe?ls
Adepfel ' i;‘%‘,‘.’c{g; fE‘; jz]% RS |A—RS | RS+ |TA-RS+ Eizg;';ge i; ‘%‘i‘% RS | A—RS | RS+ |TA-RS+ E;?;v. RS+ [TA-RS+
Boscop (-Lsg.1) ?Ufsgg} 500 cem |00 ccm 200 cem
¢ com | mg% | mg% | mg% | mg% | g cem | mg% | mg% | mg% | mg% | ¢ | mg% | mg%
1. Bestimmung | 102,7 | 97 1 8,0 1 12,0 20 1:-5 13,0
Z., % 140,2 | 71 I 9,0 1 14 20 1,5 10,5
3 » 1604 | 62 1 8,0 1 10,5 20 1,5 185
4. » 151 66| 05| 70 1.4 135 20 |10 { 115
5, % 116,71 -85 1 10,5 1 15.5 20 151G, 14
6. » 172 58 1 13,0 1 155 20 | 0,5 16,0
T b 160 62 1 6,0 1 8,0 20 | 0,5 7.5
&5 5 160 62 1 6,0 1 8,0 20 | 0,5 105
0 160 62 1 8,0 1 9,0 20 | 0,5 5,0
10~ - 160 62 1 6,0 1 8,5 20 | 0,5 6,0
115 2 11659 |60 1 8,0 1 10 1659 | 60 1 80| 05 10 - - -
Tdesn-o % At 160 62 1 5.5 1 9 160 62 0.5 50| 05 8 — — -
13,7 e 5160 62 1 120 1 14 160 62 05 [ 1101 05 14 — — —_
14." » 8 20 — 1 13,0 1 155 — — — - - — 20 1,0 12.5
15 w8 20 — 1 135 1 15.5 — — — — — — 2071 05 9
16. :»: %) 20 — 1 10,0 1 13 — — — — — — 20 | 0,5 7
Durchschnitt aus 16 Bestimmungen: | 12,0 Durchschnitt aus 16 Bestimmungen: | 10,5

1) Siehe Zeichenerkldrung Tabelle 1.
%) Die Bestimmung erfolgte nach beiden Methoden in derselben Einwage.
%) Untersuchungsmaterial in Viertel geteilt und zur Einwage fiir beide Methoden je 20 ¢ in Form von je einer Scheibe pro Schnitz verwendet.

Anmerkung: Alle Ergebnisse wurden auf 0,5 mg®o auf- bzw. abgerundet.
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Tabelle 3

Zerkleinerung und Extraktion im Turmix Methode Fellenberg
Bestimmung nach Miiller Bestimmung nach Fellenberg [a%ﬁ:;]eifii‘?;zﬁi?]:]ls
o) [Fae] £90 | RS |A—RS | RS+ |TA-RS+|Einwage | {5 | RS | A—RS | RS+ |TA-RS+| Einw.| RS+ |rA-ks+
Kabis 508 rcocm Einw./ pro E'.inwff pro
(Relsskokl). | (-Tget]-folilcess 500 cem | 200 com 200 |
g cem mg% | mg% | mg® | mgo g ccm mg%o | mg% | mg®o | mg%o g mg%o | mg%o
1. Bestimmung | 143,0 | 69 0,5 50 0,5 52,5 20 0.5 875
2.5 140 71 | 05 | 485 05 | 495 20 | 05 | 47,5
3. .2 160 62 "G5 | 5251 05 | 55 20 | 1 54
R 120 8- 1605 | 565| 05 | 51 20 [ 0,5 | 50,5
e 120 83 | 05 | 275| 05 | 29 2001 05 | 335
B.- . ¥ 120 8:1 05 | 31 0,5 | 32,5 20 | O 40,0
7.. 120 83, 1.05 1°305| 05 | 3l 20 | O 37,5
8 » 120 83 st 3 05, = 32 20 | O 33,5
9. » 120 83 -1 05 |"36 0,5 4 36,5 20 [ O 36,0
1. - . » 120 83 1.05 | 3551 05 | 37 20 | 0O 36,5
11, so50 120 83 5 | 335 | 05| 351 120 83 051 305 | 0 M5 — | = =
12, ¥ 8L 120 831 05 | 355 | 05 | 36 120 83 05] 32505 | 395| — | — —
13,4 % %k 120 831 0513454 05 |- 35 120 83 0 31,0 85 .| 35 — | — —
¢ R 20 — .05 4 36,51 05 | 385 — — = — -~ — 20 | D5 | 335
18, o 20 — | 05 | 37 0,5 | 38,5 — — — — — — 20 { 0 36,5
16: < 5.1 * 20 =105 11345 0.5 ¢ 355 — - — — — — 20:1.05 | 350
Durchschnitt aus 16 Bestimmungen: | 39,0 Durchschnitt aus 16 Bestimmungen: | 40,0

1) 2) 3) und Anmerkung siehe Tabelle 2.
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Tabelle 4

Zerkleinerung und Extraktion im Turmix

Methode Fellenberg

Bestimmung nach Miiller

Bestimmung nach Fellenberg

(andere Einwagen als
Turmix-Versuche)

) |Binwage | 750 | RS | A_RS | RS+ |TA-RS*| Einwage £90s| RS |A—RS | RS+ |TA-RS+| Einw.| RS+ |TA-RS*
Kartoffeln | 508 ., | Einw./ Pro | Eigw 2 pro
Béhms (=Lsg.1) ?Pfsccgi 500 ecm | 200 cem 200 ccm
g com | mg% | mg% | mg% | mgo% g cem | mg®% | mg% | mg% [ mg% | g | mg% | mg%
1. Bestimmung | 138,7 | 72 1 14 1 17,0 20 0 9,5
Z » 1246 | 80 0,5 95 ' 15 10 20 0 9,5
3 > 1324 | 75 1 1051 0.5 11 20 0 10,5
4. . » 1126 | 88 1 12 0,5 12,5 20 0 9,0
5 T 109,9 | 91 1 12 05 | 13 20 0 10,5
6. » 1068 | 93 | 1 120 05 | 12 20 0 9,5
. * 1319 ] 75| 1 3 °05 | 135 20| 0 | 120
8 » 1184 | 84 1 10,5 0,5 11 20 1 11,5
L R 1380 | 72 1 1101 05 11,5 20 0 9,0
10. » 1246 | 80 | 1 100 | 05 | 105 20 0 9,5
1. > 3| 1427 | 70 1 13 05 | 135| 1427 | 70 05] 125 05 | 135 | — | — =
12, » B4 1055 | 94 1 12 05 | 130 1055 | 94 0 120 0O 130 — | — —
13, 5 ¥ 4252 | -82 1 13 1 140 | 121 2. 82 0 150 | 0 150 | — | — =
14 =3 9 & 20 == e 8 1 85 |- — — | - — | -] — |20 0 8,5
I S T 20 — 1 10 1 L5 — — — - - —_ 20 1 11,0
165 SE 2 T ing 1P 1 751 1 9,0 — — — — — — 20 0 8,5
Durchschnitt aus 16 Bestimmungen: | 12,5 Durchschnitt aus 16 Bestimmungen: | 10,5

1) 2) 3) und Anmerkung siehe Tabelle 2.




produkten: Apfel und Kartoffeln, und eine Serienuntersuchung mit einem méglichst
grossen Untersuchungsprojekt: Kabis (Weisskohl). Hier werden die Untersuchungs-
ergebnisse unserer Methode mit denen verglichen, die mit einem Hg-Acetat-Fallungs-
verfahren erhalten werden (in der Ausfihrung von wv. Fellenberg). Die Hg-Acetat-
Fillungsverfahren arbeiten ohne Ascorbinsdaureoxydase. Um die Ergebnisse sicherer mit
den meinen vergleichen zu konnen, habe ich aber jeweils den Reduktionswert der noch
verbliebenen Verunreinigungen bestimmt und von den Auswertungen der Gesamt-
ascorbinsdurebestimmung in Abzug gebracht. Die Ergebnisse der nach der Vorschrift
ausgefithrten und berechneten Hg-Acetatversuche wiirden also um den Reduktionswert
der Verunreinigungen hoher ausfallen.

5. Diskussion der Testversuche und der vergleichenden Untersuchungen

Die im Abschnitt 3 errechnete Genauigkeit des Bestimmungsverfahrens wird
durch die beschriebenen Testversuche weitgehend bestatigt. Danach arbeitet das
Verfahren praktisch ohne Verlust mit einer Genauigkeit bzw. Streuung der Ver-
suchsergebnisse von abs. T 0,5 mg?b.

Wie die wvergleichenden Untersuchungen ergeben (und aus der Literatur
bekannt ist), konnen die Vitamin C-Gehalte von verschiedenen Proben eines be-
stimmten Artikels erhebliche Schwankungen aufweisen. Aus diesem Grund hat
es gar keinen Wert, die in mg®/o ausgedriickten Untersuchungsergebnisse (wie es
hdufig geschieht) auf 1 oder sogar 2 Stellen nach dem Komma anzugeben. Schon
die Titrationsfehler iibersteigen bei allen gelaufigen Untersuchungsmethoden
diese Genauigkeit um ein Vielfaches. Ein Bestimmungsverfahren, das gestattet,
den Vitamin C-Gehalt in pflanzlichen Materialien auf 1—2 mg®o genau anzu-
geben, ist daher vollstindig gentigend. Wegen diesen natiirlichen Schwankungen
des Vitamin C-Gehaltes von Probe zu Probe darf auch eine grossere Uberein-
stimmung der mit verschiedenen Methoden erzielten Durchschnittswerte nicht
erwartet werden. Die nach dem beschriebenen Verfahren und demjenigen von
v. Fellenberg erhaltenen Durchschnittswerte weisen daher eine sehr gute Uber-
einstimmung auf.

Aus den Kolonnen von RS*) bzw. RS + RS™*) der Tabelle 4 geht hervor,
dass die unspezifischen Reduktionsstoffe nach der He2S-Behandlung bisweilen
auch abnehmen. Es ist moglich, dass gewisse RS durch die Hitzebehandlung beim
Austreiben des Schwefelwasserstoffes Veranderungen erleiden. Da die hier an-
gefiihrten Abnahmen aber eben noch innerhalb der Streuung der Methode liegen,
konnen sie nicht mit Sicherheit gedeutet werden.

Ebenso kann erst dann mit Sicherheit auf vorgebildete Dehydroascorbin-
saure geschlossen werden, wenn die Menge, wie bei den Apfeln, 1—2 mg®/o tiber-
steigt.

Hohere Werte von RS und RS + RS’ werden z. B. bei Heidelbeeren (bis
5mg®o) und bei gewissen Konfitiiren (bis 4 mg®/o) erhalten. Hier findet man
haufig auch deutliche Unterschiede zwischen den Werten von RS und RS+RS’..

*) Betreffs der Bedeutung dieser Werte siehe die Anmerkung zum «Beispiel» im
Abschnitt 3.
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Zusammenfassung

Die wichtigsten oxydimetrischen Verfahren zur Bestimmung des Vitamins C
werden im allgemeinen Teil kurz erwdahnt. Am meisten angewandt wird heute
die Titration mit Dichlorphenol-indophenol. Dieses Verfahren wird aber durch
zahlreiche Verunreinigungen beeinflusst. Die verschiedenen Wege zur Ausschal-
tung der stérenden Verunreinigungen, wie z. B. die fraktionierte Titration, die
Ausfallung von unspezifischen Verbindungen mit Mercuriacetat, bzw. ihre Be-
stimmung nach der Oxydation der Ascorbinsdaure mit Ascorbinsaureoxydase wer-
den im allgemeinen Teil besprochen.

Das speziell fiir die Bestimmung des Vitamins C in pflanzlichem Material
ausgearbeitete Verfahren mit Ascorbinsdureoxydase wird im experimentellen
Teil genau beschrieben. Der auf diesem Verfahren aufgebaute Analysengang
gestattet:

1. die Verwendung von grossen Durchschnittsmustern durch Zerkleinerung
des Untersuchungsmaterials im Turmix-Apparat,

2. die weitgehende Ausschaltung der Oxydationsfermente bei der Aufarbei-
tung von frischem Untersuchungsmaterial durch Zerkleinerung und Extraktion
in stark saurer Losung,

3. die getrennte Bestimmung der praformierten Ascorbinsaure und der pra-
formierten Dehydroascorbinsaure und die Bestimmung der jeweils miterfassten
Verunreinigungen nach Oxydation der Ascorbinsaure mit Ascorbinsdureoxydase,

4. das Arbeiten auch in stark gefarbten Losungen durch Extraktion des im
Uberschuss zugegebenen Reagenzes und Bestimmung des Uberschusses auf kolori-
metrischem Wege.

Die Genauigkeit der Methode liegt bei abs. + 0,5 mg®/o Ascorbinsaure.

Die Methode wird kritisch besprochen und durch zahlreiche Testversuche
erhartet. Zur weiteren Kontrolle werden verschiedene Parallelbestimmungen mit
dem Hg-Acetatverfahren angefithrt und die einzelnen Versuchsergebnisse dis-
kutiert.

Résumé

Les plus importants procédés oxydimétriques pour la détermination de la
vitamine C sont cités dans la partie générale. Aujourd’hui on a le plus souvent
recours a la titration au dichlorphénol-indophénol. Toutefois ce procédé ne va
pas sans étre influencé par de nombreuses souillures. Les différentes possibilités
d’éliminer ces souillures comme p. ex. la titration fractionnée, la précipitation des
combinaisons inspécifiques avec de I'acétate mercurique resp. leur détermination
apres oxydation de l'acide ascorbique par onydase d’acide ascorbique, sont
traitées dans la partie générale.

Le procédé specialment élaboré pour la détermination de la vitamine C dans
du matériel d’origine végétale a 1'aide d’oxydase d’acide ascorbique est détaillé
dans la partie expérimentale. L’analyse pratique se basant sur ce procédé permet:
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1° d’employer des échantillons-moyens grands en dépecant le matériel a
controler dans I'appareil Turmix,

20 d’éliminer largement les ferments d’oxydation lors du traitement de
matériel frais en le dépegant et en I'extrayant dans de la solution acide,

3% de téterminer séparément 1’acide ascorbique préformé et ’acide déshydro-
ascorbique préformé et de déterminer les souillures saisies coincidemment apres
I'oxydation de 'acide ascorbique par 'oxydase d’acide ascorbique,

4% de travailler méme dans de solutions fort colorées en extrayant le réactif
additionné en surplus, puis en déterminant ’excédent par voie colorimétrique.

L’exactitude de la méthode est prés de + 0,5 mg®/o abs. d’acide ascorbique.

La méthode est discutée en critique ainsi qu'étayée par de nombreux tests.
En plus comme contréle, différentes déterminations paralleles avec le procédé
a 'acétate mercurique sont rapportées dont les résultats viennent en discussion.
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