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Zur Bestimmung der Haltbarkeit von Vitamin A,
Fetten und Olen,
sowie der Wirksamkeit von Antioxydantien

Von P. B. Miiller
(Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel)

Zur Beurteilung der Haltbarkeit von Vitamin-A-Konzentraten wird ge-
wohnlich der Vitamin-A-Verlust ermittelt, der auftritt, wenn das Ol eine ge-
wisse Zeit bei einer bestimmten Versuchstemperatur in dinner Schicht an der
Luft ausgebreitet oder mit Luft oder Sauerstoff durchstromt wird. Da aber die
oxydative Zerstorung des Vitamins A von den gleichen Faktoren abhangig ist
wie die oxydative Zersetzung ungesattigter Fette und Ole, welche haufig das
Vitamin A als Losungsmittel oder Beimengung begleiten, konnen zur Haltbar-
keitsbestimmung von Vitamin-A-haltigen Priparaten auch die Methoden Ver-
wendung finden, welche fir die Kontrolle der Haltbarkeit ungesattigter Fette
geeignet sind. Von diesen Verfahren eignet sich am besten die Bestimmung der
Induktionsperiode (I. P.) 1-6) das heisst der Zeitspanne, die verlauft, bis das zu
unitersuchende der Luft oder dem Sauerstoff ausgesetzte Praparat beginnt merk-
liche Mengen Sauerstoff aufzunehmen, oder bis es unter diesen Bedingungen
eine ganz bestimmte Menge Sauerstoff aufgenommen hat. Die Bestimmung der
aufgenommenen Menge Sauerstoff erfolgt jodometrisch durch Ermittlung des
Peroxydgehaltes, bzw. der Peroxydzahl P.Z. oder manometrisch im Barcroft-
Warburg-Apparat.

Nach den bisherigen Verfahren werden fir diese Bestimmungen grossere
Substanzmengen in wechselnden Schichtdicken dem Zutritt von Luft oder Sauer-
stoff ausgesetzt. Hierbei werden die Versuchsergebnisse durch Diffusionsvor-
ginge, die sich je nach der Viskositat des Materials und der Temperatur ver-
schieden auswirken, in unubersichtlicher Weise beeinflusst,

Um diese Schwierigkeit so weit als moglich zu eliminieren, wurden fur die
folgenden Versuche 50—100 mg Untersuchungsmaterial gleichmassig auf Filter-
papierstreifen von 3 X 12 cm ausgebreitet und die Filterstreifen in Karton-
schachteln mit Glastragern gelagert oder, spiralformig aufgerollt, in Warburg-
gefdsse gebracht.

Durch diese Versuchsanordnung wird der Einfluss der Diffusion auf ein-
fache Weise standardisiert und die Reaktionszeit erheblich verkiirzt. Gleich-
zeitig bietet eine solche Anordnung die Moglichkeit, die Haltbarkeitspriifungen
den wechselnden dusseren Verhidltnissen — Temperatur, Belichtung, Feuchtig-
keit, Begasung — anzupassen und den Einfluss dieser Bedingungen auf die mass-
gebenden Kriterien — Peroxydzahl, Induktionsperiode, Sauerstoffaufnahme,
Vitamin-A-Verlust — unter vergleichbaren Voraussetzungen zu verfolgen. Mit
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dem beschriebenen Verfahren lassen sich daher auch alle fiir die Haltbarkeit
von Fetten und Olen massgebenden Faktoren unter wechselnden Lagerbedingun-
gen bequem ermitteln, obschon nachstehend ausschliesslich nur Haltbarkeits-
versuche mit Vitamin-A-Prédparaten erortert werden.

Die nachfolgende Tabelle zeigt, dass unter den gewadhlten Versuchsbe-
dingungen die Haltbarkeit von Vitamin-A-Konzentraten — mindestens bei rela-
tiv kleinen Peroxydwerten — in keiner Beziehung zu dem anfanglich ermittelten
Peroxydgehalt steht. Die Zersetzung von leicht oxydierbaren Anteilen tritt schon
bei kleinen Peroxydwerten ein, wenn das Material kein oder nur wenig Anti-
oxydans enthdlt, erfolgt aber bei Gegenwart von ausreichenden Mengen Anti-
oxydans erst bei viel héheren Peroxydzahlen (Tabelle 1).

Tabelle 1

P.Z. und Lagerhaltbarkeit von verschieden haltbaren
Oitamin-A-Konzenlraten

Vitamin-A-Verlust bei 380 C
P.Z
Priparat o }g:ginn Beginn der Zersetzung vollst.Zersetzg.
Liagerang Lagerdauer Verlust Lagerdauer

Std. %o Std.

nicht haltbares Praparat 0 s 20 1
massig haltbares Praparat 4 12 10 18
gut haltbares Praparat 1 48 7 60
gut haltbares Praparat 10 2 10 92

Die Peroxydzahl lasst sich daher generell?) nur dann als Mass fur die Gite
und Haltbarkeit eines Fettes oder Oles verwerten, wenn dieses einheitlich ist
und keine grosseren Mengen Antioxydans enthalt. Eine erhohte Peroxydzahl
deutet auch darauf hin, dass das Material bereits dem oxydativen Einfluss von
Luft ausgesetzt war und einen Teil des urspriinglich vorhandenen Schutztiters
gegen die Autoxydation durch teilweise Zersetzung der Antioxydantien ver-
loren hat.

Zur Beurteilung der Lagerbestiandigkeit eines Fettes oder Oles ist die Induk-
tionsperiode wohl das brauchbarste und am leichtesten zu bestimmende Kriterium.
Sie ist die Resultante der stabilisierenden Einfliisse (Antioxydantien allein oder
zusammen mit synergistisch wirkenden Begleitstoffen) und der oxydationsfor-
dernden Faktoren (ungesattigte Verbindungen, Oxydationskatalysatoren). Je
grosser die Induktionsperiode, desto grosser ist immer auch die Lagerhaltbarkeit
eines Praparates. Sie ist aber nur dann ein ausreichend genaues Mass fir die
Lagerbestandigkeit, wenn sie bei Temperaturen ermittelt wird, bei welchen
sckundare Reaktionen noch nicht storend in Erscheinung treten oder in Einzel-
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heiten tbersehen werden konnen. Die Induktionsperiode kann durch Bestimmung
der Peroxydzahl, durch Messung der Sauerstoffaufnahme oder des Vitamin-A-
Verlustes verfolgt werden.

Bei der Beurteilung von Vitamin-A-haltigen Praparaten kann noch, zur
Erzielung einer grosseren Prazision, zwischen einer absoluten und einer beding-
ten Haltbarkeit unterschieden werden. Erstere wird durch die [. P. bis zur be-
ginnenden Zunahme der P. Z., letztere durch die I. P. bis zum Auftreten der
ersten Vitamin-A-Verluste charakterisiert.

Bei den bei hoheren Temperaturen durchgefihrten Versuchen im Warburg-
Apparat bei 60°C, ist die Zeit, die verstreicht, bis die Oz2-Aufnahme beginnt
stirmisch zu verlaufen, das einzige leicht bestimmbare Kriterium zur Ermittlung
der Induktionsperiode. Aus diesem Versuchswert konnen aber keine weiteren
Schliisse tber die Zusammensetzung des Untersuchungsmaterials gezogen wer-
den. Eine eingehendere Beurteilung der Wirkungsweise und der Natur der
Oxydationsinhibitoren und der oxydationsférdernden Verbindungen ist aber
moglich, wenn bei der Bestimmung der Induktionsperiode im Warburg-Gefass
folgende Beobachtungen notiert werden:

1. Die Zeit bis zum Beginn einer messbaren O2-Aufnahme,

2. Die Zeit, die benotigt wird, bis die O2-Aufnahme pro 5 Minuten einen ge-
wissen Wert uberschreitet (siehe Tabelle 2, Anmerkung 2),

3. Die Zeit, die verstreicht, bis die Oz2-Aufnahme beginnt stiirmisch zu ver-
laufen. )

Durch die erste Beobachtung werden diejenigen Antioxydantien erfasst,
die in der Lage sind, die Sauerstoffaufnahme (eine gewisse Zeit) vollstindig zu
unterbinden. Aus der Zeit, die verstreicht, bis die eben beginnende Oz-Aufnahme
in den stirmisch verlaufenden Prozess tibergeht, kann auf den Gehalt und die
Gite von Oxydationsinhibitoren geschlossen werden, die in der Lage sind, Vita-
min A noch zu stabilisieren, wenn die Oxydation von leichter oxydierbaren Ver-
bindungen bereits eingesetzt hat.

Aus den Zeitspannen, die zwischen der ersten und zweiten bzw. zweiten und
dritten Beobachtung liegen, konnen bisweilen Rickschlisse hinsichtlich des Ge-
haltes an oxydationsfordernden Verbindungen gezogen werden. Wird die unter
2 erwahnte Sauerstoffmenge bei einer relativ lange verzogerten Oz2-Aufnahme
tiberschritten, so liegen relativ viel leicht oxydierbare Verbindungen vor. Je
grosser die Zeitspanne ist, die zwischen der zweiten und dritten Beobachtung
liegt, desto wirksamer sind die Inhibitoren, die der grossen Oxydationsbereit-
schaft entgegentreten.

Bei der Bestimmung der I. P. auf Grund der aufgenommenen Menge Sauer-
sioff werden von verschiedenen Autoren als Grenzwert willkiirlich einmal 20,
ein anderes Mal 30 Milli-Aquivalente Sauerstoff angenommen, entsprechend
0,65 g bzw. 1 g Oz pro kg Fett. Da die I. P. sowohl samtliche stabilisierenden
wie oxydationsfordernden Einfliisse einschliesst, welche bei verschiedenen Pra-
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Tabelle 2

P.Z.und I. P. von verschieden haltbaren Praparaten

: Lagerversuch bei 380 C Warburgversuch bei 609 C
Y P.Z. und Vitamin A-Verluste
Praparat Bégei:n bei Begi:i::rdlgjrz?unahme bei B?igei:l\If if:;ét;rietzung Induktionsperiode

e T B R ORI R

Std. ) % Std. ) % Min. | Min. | Min.

nicht haltbares Praparat 0 e 0,5 0 1 10 20 0 5 5
massig haltbares Praparat 1 12 7 0 16 50 10 30 35 50
massig haltbares Praparat 8 6 10 0 12 30 5 10 45 50
haltbares Praparat 2 12 25 0 24 2> 8 40 120 160
haltbares Praparat 13 6 i 0 24 70 4 20 80 150
haltbares Praparat 3 12 4 0 20 45 7 45 100 160
gut haltbares Praparat 1,5 10 3 0 30 60 7 40 100 220
gut haltbares Praparat 12 24 15 0 48 20 15 100 180 210
sehr gut haltbares Praparat 1,3 24 2.5 0 96 60 15 100 |>500 |>500

*) Da die Peroxyd-Bestimmung durch die verschiedensten Umstdnde beeinflusst wird und diese Werte mit nur 50—100 mg Material ermittelt
werden, kommt ihnen led glich ein Vergleichswert zu. Es sind keine Absolutwerte.

1) .P. bis zum Beginn einer messbaren Oz-Aufnahme.

?) LP. bis zum Moment, wo die O2-Aufnahme pro 5 Minuten eine Menge entsprechend 5 mm Brodie-Losung erreicht oder iiberschreitet (Inhalt
der Warburgdefisse ca. 20 cm?®; Gasvolumen ca. 19,8 cm?,

3) L.P. bis zum Beginn der energischen Oz-Aufnahme.



paraten variieren, kann nicht eine zum vorneherein festgesetzte O2-Aufnahme
als allgemein gultiges Endmass festgelegt werden. Auch hier miissen vielmehr
die gleichen Umstande bertcksichtigt werden wie bei der Beurteilung der Halt-
barkeit eines Fettes auf Grund des Peroxydgehaltes.

Enthalt ein Priaparat neben den Inhibitoren, welche die Sauerstoffaufnahme
verzogern, noch Sauerstoff-abfangende Verbindung, welche O2 begierig auf-
nehmen, wie z. B. Hydrochinon, so konnen von ihnen betrachtliche Mengen
Sauerstoff aufgenommen werden, ohne dass Oxydation der ungesattigten Fett-
sauren und des Vitamins A erfolgt. Bei der Stabilitatsprifung im Warburg-Ap-
parat kommt dies dadurch zum Ausdruck, dass eine Sauerstoffaufnahme, die
bereits bei Beginn des Versuches stark einsetzt, nach einiger Zeit wieder voll-
stindig zum Stillstand kommt, worauf dann die eigentliche Induktionsperiode
erst beginnt.

Bei der Beurteilung von Vitamin-A-haltigen Olen und Fetten ist die be-
ginnende Zersetzung des Uitamin A wohl das sicherste Kriteritum zur Bestim-
mung des Endes der Induktionsperiode, bzw. zur Beurteilung, ob ein Material an
der Grenze seiner Lagerhaltbarkeit angekommen und somit in den Prozess
der aktiven Zersetzung eingetreten ist.

Erhohte Temperaturen fithren zu einer wesentlichen Beschleunigung der
Oxydationsvorginge, was in der nachstehenden Tabelle 3 an einem leicht zer-
setzlichen und einem lagerbestandigen Praparat gezeigt wird. Nimmt man als
Mass der Haltbarkeit die Induktionsperiode, so verlauft die oxydative Zersetzung
des Vitamins A unter den gewahlten Versuchsbedingungen je nach der Natur des
Praparates bei 23°C (Zimmertemperatur) 3—13 mal rascher als bei +1°C;
bei 380 ist die Oxydationsgeschwindigkeit 3—5 (bis 10) mal so gross wie bei 23°
und bei 60° 3—4 (bis 10) mal rascher wie bei 38 bzw. 9—20 (bis 50) mal so
gross wie bei Zimmertemperatur oder 27—250 (bis 300) mal rascher als bei 1° C.
Die nicht eingeklammerten Werte wurden mit den mehr oder weniger haltbaren
Vitamin-A-haltigen Olen und Konzentraten des Handels, die in Klammer ange-
fithrten Werte mit stabilisierten, urspriinglich aber antioxydansfreien Praparaten
erhalten. Die Unterschiede des Temperatureinflusses werden noch grosser, wenn
das Material in gefiillten Flaschen, also bei grosseren Schichtdicken gelagert
wird.

Die praktische Lagerhaltbarkeit eines Materials, das nach einem Schnell-
verfahren gepruft worden ist, kann immer nur annidherungsweise angegeben
werden. '

Das oben beschriebene Verfahren eignet sich auch zum Studium der Wirk-
samkeit von Antioxydantien. Als Testmaterial benutzte ich Vitamin-A-Ester-
und Vitamin-A-Alkohol-Hochkonzentrate von zirka 10% bzw. 1,5 . 10% i E.
pro g. Die Vitamin-A-Ester-Hochkonzentrate sind durch chromatographische
Reinigung, Anreicherung und Befreiung von Antioxydantien und der Haupt-
menge von leicht oxydierbaren Beimengungen aus natiirlichen Vitamin-A-Ester-
Konzentraten hergestellt worden. Die Vitamin-A-Alkohol-Hochkonzentrate wur-
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Tabelle 3
P.Z., 1. P. und Uitamin-A-UOerluste unter verschiedenen Lagerbedingungen

Stabilitdtsversuche?)
im Warburg-Apparat
mit Sauerstoff

Haltbarkeitsbestimmung im Lagerversuch an der Luft

S bei 600 C bei 38—39° C ] bei 239 C | bei 00 C
LB B2 TR Snden (53| Pz | gl | p—z | Jitac [ poog o VLA
Min) | 2) | au | Tage (T) 2) . 2) o 2) i
nicht haltbares 10 | 38 9 1 Std. lg 1(6) 26 8 0 8
:. _ 2-°¥% . 0

Crapgr 3 5 168 69 84 2 0 0

4 » Z32 83 102 39 0 0

o 1008 - - 218 72 0 0

6 » — - 280 100 0 0

8 » — — ed — 12 0

10 » — - — — 114 37

12 e — - — 160 45

13 = e — - — Z11 58

14 » — - - — 310 69

15 » — - — — 444 91

sehr gut haltbares >500 | 55 | 10 g——% T. 3?_:13%8 2—;}3 8 8 8 8

. o 2 =

Praparat 5—7 > |18—156| 13-20\ 4 o | o_s 5 0
7—9 » |156—830| 20—-100/

9-20 » — — 22—113| 5—14 0 0

20—30 » = 113—-270| 14—31 0 0

30—36 » = — 279-960| 31-100| 0-6 0

36—43 » — - — — 6—20 0

43-80 » - — — — 20—30 0

80—100 » — o — - 30 0

100—150 » — —- — — 30—130| 6

150—200 » - — - - 130—190| 9

200—250 » - = - — 700 100

'} Versuchsergebnisse b«i Beginn der energischen O.-Aufnikme.

?) Betrelfend die Bedeutung dieser Werte siehe Anmerkung Tabelle 2.




den durch Verseifung und abermalige Chromatographie aus den Vitamin-A-
Ester-Hochkonzentraten gewonnen.

Zur Beschreibung der Wirksamkeit von Antioxydantien wird vorteilhaft
der sogenannte «protection factor (PF)» (Schutzfaktor) angegeben. Das ist die
Zahl, die erhalten wird, wenn man die Induktionsperiode mit Antioxydans durch
die Induktionsperiode ohne Antioxydans dividiert.

Die Bestimmung der Wirksamkeit von Inhibitoren soll aus den oben eror-
terten Grinden nach den gleichen Richtlinien wie bei der Beurteilung von Vita-
min-A-haltigen Olen und Fetten durchgefihrt werden ™).

Bei der Prifung der Faktoren, die die Wirksamkeit von Antioxydantien
beeinflussen, wurden folgende Beobachtungen gemacht:

In stabilisierten Vitamin-A-haltigen Olen und Fetten ist die Hohe des
Oxydationsschutzes stets von der absoluten Antioxydanskonzentration abhiangig
und nicht etwa von der auf das Vitamin A bezogenen Inhibitormenge.

Obwohl die Mehrzahl der gepriften Antioxydantien in frischem Material
unspezifisch Vitamin A und das Vitamin-A-Tragermaterial stabilisierte, konnte
in einzelnen I'allen auch eine ganz ausgepragte spezifische Wirkung nachgewiesen
werden. Wahrend z. B. Chromane und Cumarane sowohl Vitamin-A-Ester als
auch Vitamin-A-Alkohol stabilisieren, wurden von einem unraffinierten Sojacl
spezifisch nur Vitamin-A-Esterpraparate geschiitzt (Tabelle 4).

Tabelle 4

Zur Spezifitit von Antioxydantien

Stabilisator [.-P. im l\;‘(i?rﬁbouorg(!:verhuch
Prigarat K:])jl;z. Vit. I\I}i-lfister Vit. %ﬁflmh.
haltbares Vitamin-A-Konzentrat
(Handelsware) 10 70 0
30 150 0
unraffiniertes Sojaol 10 25 0
30 65 0
a-Tocopherol 0,1 60 0—30%)
0,5 200 30 -100%)
2, 4, 6-Trimethyl-5-oxycumaran 0,1 205 0—60*)
0,5 >500 40 --150%)

*) Starke Abhidngigkeit von der Natur der Begleitstoffe

*) Duboulez und Mitarbeiter®) beurteilen Antioxydantien mit einem ahnlichen Ver-
fahren auf Grund der von 1 mg kristallisiertem Vitamin A im Warburgapparat bei 25° C
in 1 Stunde aufgenommenen Menge Sauerstoff.
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Ahnliche Beobachtungen iiber unterschiedliche Antioxydanswirkungen ge-
wisser Inhibitoren, je nachdem ob pflanzliche oder tierische Fette und Ole vor-
liegen, sind auch in der Literatur beschrieben worden?). Spezifische Wirkungen
sind sowohl von der Natur des Antioxydans und der zu stabilisierenden Ver-
bindung, als auch von der Art der Begleitstoffe abhangig.

In den guten Vitamin-A-Konzentraten des Handels, welche Fettanteile aus
tierischem und pflanzlichem Material enthalten, kommt der hohe Oxydations-
schutz vielleicht durch Kombination verschiedener Antioxydantien oder durch
das Zusammenwirken von Antioxydantien und gewissen Begleitstoffen zustande.
In solchen Fallen dirfte der Oxydationsschutz durch eine Art von Kettenreak-
tion aufrecht erhalten werden, wobei jedes Glied dieser Kette das nachstfolgende
stabilisiert, oder gewisse Begleitsoffe als eine Art Bindeglied zwischen dem
Antioxydans und der zu stabilisierenden Verbindung auftreten.

Sehr wesentlich fur die Haltbarkeit eines stabilisierten Praparates und fir
die Hohe der Schutzwirkung von Antioxydantien ist auch die Menge und die
Natur der oxydationsfordernden Uerbindungen und der Beimengungen, welche
die Antioxydanswirkung von Inhibitoren synergistisch beeinflussen. Diese Ab-
hangigkeit ist unter anderem bei der Testung der Antioxydanswirkung von gut
haltbaren Vitamin-A-Konzentraten und von unraffiniertem Sojaol in Erschei-
nung getreten. Wahrend beispielsweise ein frisches oder sachgemass gelagertes
Vitamin-A-Konzentrat an unstabilem Vitamin-A-Hochkonzentrat getestet zirka
4 mal wirksamer war als frisches unraffiniertes Sojacl, ist die Schutzwirkung
des Vitamin-A-Praparates schon bei 1—2 monatigem Stehen an der Luft unter
diejenige des genau gleich gelagerten Sojacles gesunken (Tabelle 5).

Tabelle 5

Der Einfluss der Lagerung bei Zimmertemperatur, an der Luft,
auf die Wirksamkeit von Antioxydantien

Schutziaktor
Antioxydans Kg;;z' Lageriing ];ii gér:lr{tjﬁemperatur, PbF;l;':imA\)g:r
bei 60° C
ermittelt
gut haltbares 10 nicht gelagert 8
Vitamin-A-Konzentrat 30 nicht gelagert 14
(Handelsware) 10 4 Wochen gelagert 3
30 4 Wochen gelagert 5
unraffiniertes Sojacl 10 nicht gelagert 3
30 nicht gelagert 6
10 4 Wochen gelagert 3
30 4 Wochen gelagert 6
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Eine ahnliche Abhangigkeit der Antioxydanswirkung von Begleitstoffen
wurde bei der Anreicherung und Isolierung des Antioxydansprinzipes von un-
raffiniertem Sojaol durch Extraktion mit Methanol beobachtet. Bei den Extrak-
ten nahm die Antioxydanswirkung mit jeder weiteren Extraktion ab, wahrend
sic bei den Extraktionsrickstainden zunahm, obwohl im letzten Riuckstand nur
noch ein kleinerer Teil des Antioxydansprinzipes des Gesamtéles enthalten war.
Durch das Extraktionsverfahren ist somit eine Verschiebung des Verhaltnisses
ven Antioxydansprinzip zu leicht oxydierbaren Verbindungen, bzw. Oxydations-
katalysatoren eingetreten, wobei diese Verschiebung im ersten Extrakt und im
letzten Ruckstandsol zugunsten der Antioxydantien war (Tabelle 6).

Tabelle 6
Zur Wirksamkeit des Antioxydansprinzipes von Sojaol
in Abhangigkeit von Begleitstoffen

Schutzfaktor*) P.F.
; 4 A
Bxtvalbiin im Warburg Apparat bei 60° C
Extrakt Riickstand

Gesamtol — 1

1. 0,6 1

2. 0,16 0,4

3, 0,6

4, — 0,9

3 0,09 1:5

*) Die Schutzwirkung des unverinderten Oles wurde = 1 gesetzt und die Wirksamkeit der Extrakte und
Riickstandsble auf diejenige des unverdnderten: Sojadles bezogen.

Die Anteile des Inhibitorprinzipes des gepriiften unraffinierten Sojaélpra-
parates sind bei der Molekulardestillation mehr oder weniger in alle Fraktionen
zwischen 180—260° C gelangt. Die Einzelfraktionen wiesen gegentuber dem Ge-
samtol stets eine erniedrigte Wirksamkeit auf. Durch Vereinigung der verschie-
denen Fraktionen wurde der urspriingliche Schutztiter wieder nahezu hergestellt.

In Vitamin-A-Konzentraten konnen Vitamin A, die Inhibitoren und die
oxydierbaren Anteile auf chromatographischem Wege weitgehend voneinander
getrennt werden. In verschiedenen Praparaten haben sich dabei die adsorbier-
baren Inhibitoren als alkali- und wasserunldslich, die nicht adsorbierbaren In-
hibitoren und mindestens ein Teil der leicht oxydierbaren Verbindungen oder
Oxydationskatalysatoren als wasser- und alkalil6slich erwiesen. Jedenfalls kon-
nen auf chromatographischem Wege auf einfache und bequeme Weise Vitamin-
A-Ester- und Vitamin-A-Alkohol-Hochkonzentrate hergestellt werden, die weit-
gehend frei sind von Antioxydantien und von (leicht) oxydierbaren Beimen-
gungen.
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Tabelle 7
Uergleichende Uersuche zur Bestimmung der Wirksamkeit von Antioxydantien
zur Stabilisierung von Oitamin-A-Priparaten
(getestet mittels Uitamin-A-Ester-Hochkonzentraten)

Al Warburg-Versuche Lagerversuche
ndl' an der Luft bei 600 C an der Luft bei 230 C
Priparat oégn;
| L-P. | P.Z. | Vit. A- P.Z. Vit, A-
% |(Miny| * |Vedoo| P-F-| Tage 5 | Ver.oo| PF
Test - Substrat: Vit. A- [100mg| 10 | 38 | 10 | — | 3Std 8 2 -
Ester-Hochkonzentrat, 4 . 102 | —

nicht stabilisiert

Antioxydans-Praparat:
a-Tocoph., synth. 01 | 60 | 32 19 | 6 0—1 0 0 >8
1—2 0-580| 0—100 <16

1 300 71 19 30 0-—5 0 0 >40
5—12 0—125| 0—37 <80
12—13 | 125—475| 37—100

10 10 35 20 1 0—1 0—-625| 0—100 <8
Vodol
100 20 15 1 2 0—t 0—460( 0—100 < 8
: . 0,02 70 50 29 1 0—1 0 0 > 8
2, 4, 6-Trimethyl-5-oxy- 1—2 | 0—465| 0-100| <16
cumaran
0,05 135 29 14 13,5 1=:2 0 0 >16
2—-5 0—775( 0—100 <32
01 | 225| 18 9 | 225 | 0—5 0 0 >40
5—8 0—50 0—10 | ca.64
8§—12 | 50—835| 10—100
1 500 | 12 0 [>50 | 0—12 0 0 | >09
12—20 | 0—12 0 | >160
20—25 | 12—20 0 | >200
25—35 | 65—600| 12—100| ca.240
0,02 65 68 29 6,5 0—1 0 0 > 8
2, 4, 6, 7-Tetramethyl- i—2 | 0—460| 0—100| < 16
5-oxycumaran
005| 130 | 30 | 17 | 13 1—2 0 0 | >16
2—-5 0—126 44 | ca. 32
5—7 |126—600| 44—100
01 | 205 | 22 5 | 205 | 0—5 0 0 | >40
5—8 0-10 0 > 64

8—12 | 10—48 | 0—10 | ca. 96
12—13 | 48=-120] 1 10"| his104)
13—16 |120—815| 10—100

1 =500 16 0 »50 0-15 0 0 >120
15—25 0—15 0 >160
25—30 | 15—30 0 >240

30—40 | 30—300| 0—50 <320
40—41 |300—600| 50—100

*) Siehe Anmerkung Tabelle 2
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Alle unsere Versuche haben immer wieder ergeben, dass der Oxydations-
schutz von haltbaren Vitamin-A-Konzentraten durch eine méglichst lange Hem-
mung der Sauerstoffaufnahme und nicht etwa durch das Abfangen von Sauer-
stoff zustande kommt. Verbindungen labiler, reversibler Redoxsysteme, welche
in der Lage sind Sauerstoff abzufangen, wie z. B. gewisse einfache Chinone,
vermogen die Antioxydantien wohl zu erganzen, nicht aber etwa zu ersetzen.

Bei verschiedenen Inhibitoren konnten deutlich zwei Phasen der Schutz-
wirkung erkannt werden. In frischen Olen und Fetten, welche praktisch noch
keinen Peroxydsauerstoff enthalten, schitzen sie eine gewisse Zeit alle Fett-
anteile vor der Oxydation, indem sie der Sauerstoffaufnahme entgegenwirken.
Hat aber die Oxydation von leicht oxydierbaren Verbindungen eingesetzt, was
zunidchst an einer langsamen Sauerstoffaufnahme und einem langsamen An-
wachsen der P. Z. erkannt werden kann, so schiitzen sie einzelne Verbindungen,
wie z. B. Vitamin A, noch so lange, als sie in der Lage sind, den eingesetzten
Oxydationsvorgang zu hemmen. Wahrend also zu Beginn der Oxydationsschutz
allgemein, unspezifisch ist, werden mit fortlaufender Oxydation eine gewisse
Zeit nur noch einzelne Verbindungen stabilisiert.

Da die Wirksamkeit eines Antioxydans in verschiedenen Substraten ver-
schieden sein kann, konnen die Wirksamkeiten von verschiedenen Antioxy-
dantien oder von unterschiedlichen Konzentrationen ein und desselben Inhibi-
tors nur verglichen werden, wenn die Praparate mit demselben Material und
unter denselben Versuchsbedingungen getestet worden sind. Die Versuchsbe-
dingungen sind bei der Beschreibung von Aktivitatsprifungen in jedem Falle
genau anzugeben.

Wihrend wir Uiber den Mechanismus des Ranzigwerdens von Fetten und
Olen, bzw. tber die Bildung von Fettperoxyden schon recht gut orientiert?) sind,
sind unsere Kenntnisse tiber den Mechanismus der Schutzwirkung von Antioxy-
dantien noch recht mangelhaft. Dagegen ist es einigermassen moglich anzugeben,
bis zu welchem Oxydationsgrad durch Inhibitoren eine Oxydationshemmung
erzielt werden kann. Nachfolgend wird versucht, den ungefdahren Verlauf der
Fettoxydation und der Fettstabilisierung in abgekiirzter Form schematisch dar-
zustellen.
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Ausgangszustand.:

Fett 4o Sauerstoff : O2 physikalisch gelost
(Ry . CH=CH . Ry) (02)

+ 02 | T + Antioxydans

Y

1. Stufe der Oxydation:

Oz-Anlagerung an die der Carboxylgruppe am weitesten entfernte Doppel-
bindung unter Bildung eines relativ stabilen Primdroxyds

Ri.. CH——CH . R,

S

KBRS T T + Antoxydans

2. Stufe der Oxydation:

O2-Anlagerung an die der Carboxylgruppe am nachsten stehende Doppel-
bindung unter Bildung eines relativ labilen Peroxydes und evtl. umgelagert
in:
Ri . C=—==0C . Ry By e GH Ry
; e

OH OH - O OH
Dienol Ketol

3. Stufe der Oxydation:

Autoxydative Zersetzung von oxydierbaren Verbindungen (ungesattigte
Fettsauren, Vitamin A, Vitamin D, Vitamin E etc.), Polymerisation, Fett-
abbau, desmolytische Prozesse etc.

Antioxydantien wirken entweder durch Hemmung der Sauerstoffanlagerung
an die Doppelbindung oder durch katalytische Zersetzung der Primaroxyde.
Jedenfalls kann ein Fett oder Ol im Anfangsstadium der Oxydation wieder
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Tabelle 8

Zur Stabilisierung und Regenerierung von peroxydhaltigen
Uitamin- A-Konzentraten

e Priifungsergebnis
Toco-| im Warburg-Apparat
i. E. phe- mit Oz, bei 600 C
Bezeichnung Behandlung P.Z.| Vit A | rol- :
(F.1600) | Zu- p 7 Vit A-
satz | L-E. 2o W Vel BOES
%0 V| o
Vitamin-A- frisch: unbehandelt | t |140000 | — |>500 | 20 30 (e
Konzentrat » » 1 |140000 | 0,1 | >500 | 14 1 |>1
I 72 Std. ber 37° C
beliiftet: unbehandelt |16 [133000 | — !>450 | 85 | 23 | —
» » 16 133000 | 0,1 | >500 58 8. |31
» : 12 Std. im Vak.
auf 100" C erhitzt 1,5 i 2 E 2 S
e L Std. dto. 0,6 [114000 | — — N T =
» 1 Y Std. im Vak.
auf 150° C erhitzt 1.1 - - — — | - | —
» ¢+ 1 Std. dto. 07 | 114000 | — - M| L
Vitamin-A- frisch: unbehandclt | 1.8 | 81000 | — 120 | 75 | 44 | —
Konzentrat » » 1,8 | €000 | 01 [ 200 | 60 | 39 | 1,7
11 72 Std. bei 37° C
beliiftet: unbehandelt |17 60000 | — 15 | 27 | 50 | —
» » 17 60000 | 0,1 80 27 44 5.3
» » 17 60000 | 5%0 20] 27| 561 L&
> : 1 Std. im Vak. auf Spjadl
100° C erhitzt 3 55000 | — 15 | 25 | 50 -
Wi o T S by dto. 0,1 130 | 40 | 40 | 87
Vitamin-A- gelagert unbehandelt | 6 [t60000 | — | — | — | — | —
Konzentrat + 0,5 %0 2-Tocopherol, 24 Std.
Il gelagert R 1T Sy R PR S
Priif.-Ergebnis
P.Z. bei 380 C
(mit 1g Vit A an der Luft
Behandlung Mate- : lE Haliba e
2 Lt g altbarkeit
best ) abs.1) | bed.?)
Tage | Tage
Vitamin-A- Ausgangsmaterial 65 | 76000 | <1 1
Konzentrat Y 27 Std. an der Luft bei 87° C gestanden 18 62 000 unhaltbar
IV + 0,5 %0 a-Tocopherol 18 62000 | <1 | 1—2
Y 24 Std. bei Zimmertemp. gestanden 16 62 000 <1 2
= 0,5 % a-Tocopherol
¥ 1 Std. im Vakuum auf 100° C erhitzt 93 | 58000 | <1 {
+ 0,5 %0 a-Tocopherol 83 | 58000 | <! | 3—4
¥ 1 Std. im Vakuum auf 100° C erhitzt 87 | 60000 | <1 | 3—4
-~ 0,50 a-Tocopherol 87 | 60000 <3| 526
*) Siehe Anmerkung Tabelle 2
1) abs. = absolut haltbar — Induktionsperiode bis zum Beginn einer messbaren O:-Aufnahme
?) bed. = bedingt haltbar = Induktionsperiode bis zum Auftreten der ersten Vitamin-A-Verluste



teilweise regeneriert werden, wenn ithm grossere Mengen eines wirksamen Anti-
oxydans zugesetzt werden. Der Regenerierungsprozess wird durch gleichzeitiges
Erhitzen im Vakuum beschleunigt und vervollstindigt. Sogar in der Stufe II
ist eine Regenerierung der nicht oxydativ gespaltenen Anteile und eine Ver-
besserung der Haltbarkeit ohne grossere Vitamin-A-Verluste moglich, wenn noch
wirksame Mengen von Antioxydantien zugegen sind. Die Hitze-Vakuum-Be-
handlung von peroxydhaltigen Materialien wird daher vorteilhaft stets in Gegen-
wart von Oxydationsinhibitoren vorgenommen. Diese werden bei der Rege-
nerierung teilweise verbraucht und sind im regenerierten Material wieder zu
ersetzen. Die Regenerierung und Verbesserung von Materialien ist aber nur
moglich, wenn ihnen gute, bzw. wirksamere Antioxydantien zugefigt werden.
Durch Zugabe von weniger wirksamen Schutzstoffen kann nichts erreicht werden.
Ohne Regenerierung eines peroxydhaltigen Materials werden die restlichen An-
tioxydantien sehr wahrscheinlich durch oxydative Veranderungen rasch er-
schopft. Die anfdanglich noch gehemmte O:2-Aufnahme und Peroxydbildung
verlauft bald ungebremst: Das Material nimmt zusehends rascher Sauerstoff
auf, die P. Z. nehmen rasch zu, der Vitamingehalt sinkt rasch auf Null.

Werden die Fettperoxyde eines anoxydierten Praparates nicht eliminiert,
so fihren sie autoxydativ zur Zersetzung des Materials, auch wenn dieses in der
Folge unter Stickstoff oder im Vakuum gelagert wird. Es ist daher auch nicht
moglich, schlechte Fette durch Zumischen von guten Fetten zu verbessern. Das
gute Material wird dabei ebenfalls rasch autoxydativ zerstort.

Tabelle 9

Der Einfluss der Lagerbedingungen auf die Haltbarkeit von wenig
haltbaren Uitamin-A-Konzentraten

S 2 Lagierg. beit
1tamin - immertemperatur H H
Priaparat Bemerkung P, Z: G%‘}Tall;(;(.)E, in Flascphen Vl\t[ae'l:l:sﬁ-
Bedingung Tage 0o
Vitamin A- frisch 0 105 Luft 5 10
Ester-Hoch- » 0 10° » 30 100
konzentrat » 0 10° N, 160 10
» 0 106 Vakuum | 2 Jahre | 0(P.2.=0)
0,01 mm
tlg
schlecht gelagert| 2 |0,95.10%|Ny (absolut') 30 30
» » 2 [095.10% Vakuum 30 10
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Hieraus geht hervor, dass fur die praktische Lagerung das Vakuum die
grosste Gewdhr fiir die Haltbarkeit von leicht oxydierbaren Verbindungen
bictet, weil das Material dadurch nicht nur vor Luftzutritt geschiitzt, sondern
gleichzeitig auch entgast (entliiftet) wird. Voraussetzung ist aber, dass die Pra-
parate noch keine nennenswerten Mengen Sauerstoff chemisch fest gebunden
haben. Unter diesen Bedingungen konnten unsere von jeglichen Schutzstoffen
befreiten Vitamin-A-Hochkonzentrate bei Zimmertemperatur im Dunkeln, bei
zirka 10-2 mm Hg Vakuum ohne den geringsten Vitamin-A-Verlust tiber 2 Jahre
gelagert werden, wahrend sie an der Luft schon in kurzer Zeit ithren gesamten
Vitamin-A-Gehalt einbissten.

Zusammenfassend kann fir die Beurteilung der Haltbarkeit von Vitamin-A-
Konzentraten, Fetten und Olen und fir die Wirksamkeitspriifung von Antioxy-
dantien folgendes gesagt werden:

Bei der Beurteilung der Haltbarkeit von Uitamin-A-Konzentraten, bzw.
von leicht oxydierbaren Fetten und Olen kommt den P. Z. nur ein orientierender
Wert zu; zwischen diesen und den Vitamin-A-Verlusten bestehen keine ein-
deutigen Beziehungen. In einem stabilisierten Fett oder Ol und somit in Gegen-
wart von wirksamen Mengen von Antioxydantien beginnt die Zersetzung von
Vitamin A bei hoheren Peroxydzahlen und verldauft dann langsamer als in einem
schlecht oder gar nicht stabilisierten Material. Eine P. Z. von = O weist aber
darauf hin, dass das Material beziiglich autoxydativer Zersetzung noch voll-
standig intakt ist. Je hoher jedoch die Peroxydzahl selbst bei einwandfreien
Vitamin-A-Werten ist, desto langer ist das Praparat unter Luft- bzw. Oz2-Fin-
fluss gestanden und desto mehr ist durch diesen Umstand vom urspringlich
vorhandenen Schutztiter verloren gegangen. Uber die noch zu erwartende Lager-
fahigkeit gibt die I. P. Aufschluss. Die Lagerfahigkeit bzw. die Haltbarkeit eines

Materiales ist um so besser, je grosser die I. P. ist.

Bei der Beurteilung von Praparaten bei hoheren Temperaturen, z. B. im
Warburg-Apparat bei 60° C, gilt das oben Gesagte beziiglich der untibersicht-
lichen Beziehungen zwischen Sauerstoffaufnahme, bzw. P. Z. einerseits und Vita-
min-A-Verlust andererseits in noch vermehrtem Masse.

Fir die Bewrteilung der Wirksamkeit von Antiokydantien gilt das oben
Gesagte. Die Wirksamkeit von Oxydationsinhibitoren ist umso grosser, je kleiner
die erforderliche Menge zur Erreichung einer hohen I.P. bzw. eines grossen
Schutzfaktors P. F. ist und je grosser diese Werte bei kleinen Antioxydans-
konzentrationen sind.

Um sich bei der Beurteilung von Vitamin-A-Praparaten und von Antioxy-
dantien, welche weitgehend eine Erfahrungssache ist, einigermassen orientieren
zu konnen, wird versucht, in Tabelle 10 die wichtigsten Kriterien iibersichtlich
zusammenzustellen.
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Tabelle 10

Kriterien zur Beurteilung der Haltbarkeit von Uitamin-A-Konzentraten
und der Wirksamkeit von Antioxydantien

Vitam.n-A-Konzentrate Vil::li:‘b.ai_kli?tnf:lnt:;r::fsi;ti:i?’if;:en Antioxydantien
Priif ing im 380 C 230 C gue Priif :
. Warburg-App. - Konz. fluig Jm .
Beurteiluag mitao;bgi 6g°PC abs.*)| bed.*)| abs. bed. abs. bed. 3«02 “.‘{aébubfg:%;pc Beurteilung
1P %) Std. Std. Tage Tage Tage Tage HER e
heste Halt- >500 >12 | >48 >6 >17 100 |>200 0,1 beste Wirksamkeit
barkeit 200—500—
1 >500 gut bis sehr gut
sehr gut 200 -500 [6—12|24-28| 3—6 |9—17 0,1 sehr gut
1 | 200-500 | gut -
10 massig
gut 100—200 6 24 Z 4 0,1 gut
2 100 —200 massig gut
10 schlecht
missig 50—100 | 6 | 12 | 1 2 (1 50—100 | mdssig
[10 schlecht
Sti.
schlecht 2050 2—4 | 4—-9 |12-24| 1
unhaltbar <20 <2 <2 <12 <1 6 Std. | 8 Std.

¥*) L-P.
abs.
bed.

bedingte Haltbarkeit

= Zeit in Minuten bis zur energischen O2-Aufnahme ]
absolute Haltbarkeit

J Erliuterung siehe Seite 277 und Tabelle 2.




Zusammenfassung

Es werden die Kriterien zur Beurteilung der Haltbarkeit von Vitamin A,
Fetten und Olen, sowie der Wirksamkeit von Antioxydantien diskutiert. Vor-
geschlagen wird die Bestimmung der Induktionsperiode und eine genaue Be-
obachtung des Verlaufes der Sauerstoffaufnahme wiahrend der Induktions-
periode. Die dafiir brauchbaren Mikroverfahren werden ‘angegeben.

Im speziellen wird gezeigt, dass naturliche Fettantioxydantien anfanglich
alle Fettanteile stabilisieren, indem sie der Sauerstoffaufnahme entgegenwirken.
Hat die Oxydation von leicht oxydierbaren Verbindungen einmal eingesetzt,
so hemmen sie noch eine gewisse Zeit die Sauerstoffaufnahme und schiitzen mehr
oder weniger spezifisch einzelne Verbindungen (wie z. B. Vitamin A) vor der
spontanen Zersetzung. Spezifische Wirkungen und die Hohe des Oxydations-
schutzes sind aber nicht nur von der Natur des Antioxydans und der zu stabili-
sierenden Verbindung, sondern auch von der Art der eventuell synergistisch
wirkenden Begleitstoffe und derjenigen der oxydationsférdernden Verbindun-
gen abhangig. Der beste Oxydationsschutz wird wahrscheinlich durch das Zu-
sammenwirken von verschiedenen Antioxydantien oder von Antioxydantien
und gewissen synergistisch wirkenden Begleitstoffen erreicht.

Daraus ergeben sich allgemeine Richtlinien fiir die Regenerierung von nicht
mehr einwandfreien Materialien, sowie fir die Lagerung von leicht oxydier-
baren Praparaten.

Résumé

Il est question des critéres permettant de juger la stabilité de la vitamine A,
des graisses et des huiles, ainsi que l'efficacité d’antioxydants. On propose la
détermination de la période d'induction et 1'étude exacte du comportement de
la fixation d’oxygene pendant la période d’'induction. Les micro-procédés uti-
lisables a cet effet sont indiqués.

En particulier, on montre que les antioxydants naturels des graisses stabi-
lisent au début tous les constituants des graisses, en ce sens qu'ils agissent contre
la fixation d’oxygéne. Si I'oxydation de combinaisons facilement oxydables a
commence, ils inhibent encore pendant un certain temps la fixation d'oxygene
et protégent plus ou moins spécifiquement certains corps (la vitamine A par
exemple) contre la décomposition spontanée. Les actions spécifiques et le degré
de protection contre I'oxydation ne dépendent pas seulement de la nature de
l'antioxydant et du corps a stabiliser, mais aussi de la nature de substances
accessoires agissant ¢ventuellement synergiquement et de celles qui favorisent
I'oxydation. La meilleure protection contre I'oxydation est probablement obtenue
par l'action simultanée de divers antioxydants ou par des antioxydants et cer-
taines substances accessoires synergiques.

Il ressort de ces constatations des données d’ordre général pour la régénéra-
tion de matériaux plus ou moins défectueux, ainsi que pour le stockage de pré-
parations facilement oxydables.

291



Literatur

Y R. B. French, H.S. Olcott, H. A. Mattill: Ind. Eng. Chem. 27, 724 (1935)

) R.W. Riemenschneider, F. E. Luddy, S. E. Herb und J. Turer: Oil and Soap 22,
174 (1945)

) J.]. Nady, F.C. Uibrans und H. R. Kraybill: Oil and Soap 21, 349 (1944)

4) Methodik siehe M. Dixon: Manometric Methods, Verlag MacMillan & Co., New
York, 1934

5) W. R. Johnston und C. X. Frey: Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 13, 479 (1941)
J. ]. Perkins: Ind. Eng. Chem., Anal. Ed 15, 61 (1943)

8) A.E. King, H. L. Roschen und W. H. Irwin: Oil and Soap 10, 105 (1933)
R. Q0. Riemenschneider, J. Turer und R. M. Speck: Oil and Soap 20, 169 (1943)

") E. Iselin, Mitt. 35, 113 (1944)

8) Dubouloz, M. P. Hedde, M. F. und C. Gasquy: Bull. Soc. Chim. Biol. Trav.
Membres 25, 1186 (1943)

9 H.S. Olcott und H. A. Mattill: «Constituents of Fats and Oils affecting the De-
velopment of Rancidity», Chem. Reviews 29, 257 (1941)

Uber Sonnenblumenpektin
Von St. Stoikoff, Plovdiv (Bulgarien)

1. Einleitung

Pektin findet vielseitige Verwendung zur Bereitung von Lebensmitteln. in
Medizin und Industrie. Die wichtigsten, industriellen Pektinrohstoffe, die Zitrus-
und Apfeltrester, fallen nur in bestimmten Gegenden an. Wegen der steigenden
Nachfrage nach Pektin besitzen daher neue Ausgangsmaterialien Interesse. Die
folgende Mitteilung iiber das Auffinden reichlichen, gelierfihigen Pektins in
den entkérnten Sonnenblumenkronen mag deshalb gerechtfertigt sein. Gleich-
zeitig soll auch ein Beitrag zum Studium dieses Pektins geliefert werden.

Es sei bemerkt, dass im Gebiet des Kaukasus und in Stidosteuropa Sonnen-
blumen in grossem Mafistab angebaut werden. Die entkérnten Sonnenblumenkro-
nen stellen bisher ein nutzloses Abfallprodukt dar, das meist verbrannt wird. Die
Moglichkeit einer technischen Verwertung dieses Materials zur Gewinnung
gelierfahigen Pektins ist nicht von der Hand zu weisen.

Uber die Pektinstoffe der Sonnenblume (Helianthus annuus L.) finden sich
bereits einige Angaben in der Literatur!). Es wurde das Pektin der Friichte
und vor allem des Stengelmarks untersucht; tiber Pektine der entkérnten Krone

und tber die Gelierfdhigkeit der Sonnenblumenpektine wurde jedoch unseres
Wissens noch nicht berichtet.
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