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Vitaminbestimmung in Lebensmitteln
mit chemischen Methoden

Vorschldage, der eidg. Lebensmittelbuch-Kommission
unterbreitet von P. B. Miiller, Basel

(Aus den wissenschaftlich-analytischen Laberatorien

der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel)

Die nachfolgenden Analysenmethoden werden als Vorschlage publiziert, in
der Meinung, dass es vor der Neuherausgabe des Schweizerischen Lebensmittel-
buches wertvoll sein dirfte, auf moglichst’ breiter Grundlage Erfahrungen tber
Methoden zu gewinnen, welche fir die offizielle Bestimmung der Vitamine A,

Bi1, B2, C, D und der Nicotinsaure in Betracht kommen konnen.
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A. Die Bestimmung von Vitamin A, Vitamin D
und von [-Carotin

Verfahren nach P. B. Miilier

Die Bestimmung von Vitamin A und von /-Carotin

a) Prinzip

Die Bestimmung des Vitamin A erfolgt entweder spektrophotometrisch durch
Messung der Lichtabsorption im U.V. bei 328 my oder kolorimetrisch nach Carr-
Price durch Messung der mit Antimontrichlorid erhaltenen Blaufarbung bei
610 my. Zur Vitamin A-Bestimmung im U.V. wird das Untersuchungsmaterial
oder der Trockenriickstand des fettloslichen Extraktes davon mit Isopropanol
oder mit Feinsprit gelost und das Vitamin A in einem aliquoten Teil dieser
Losung bestimmt. Zur Bestimmung des Vitamin A nach Carr-Price wird genau
gleich verfahren, aber als Losungsmittel wird Chloroform verwendet.

Die Bestimmung des 3-Carotins erfolgt durch Messung der Gelbfarbung des
in Petrolather gelosten Untersuchungsmaterials oder des in Petroldther auf-
genommenen Trockenriickstandes des fettloslichen Extraktes davon bei 470 mu.

Liegen storende Verunreinigungen vor oder sind einzelne Anteile in kompli-
zierten Gemischen einzeln und getrennt zu bestimmen, wie z. B. Vitamin A-
Alkohol und Vitamin A-Ester oder Vitamin A neben B-Carotin oder Carotin-
oiden, so werden die Untersuchungslosungen vor der Bestimmung durch Ver-
seifung oder auf chromatographischem Wege gereinigt und die einzelnen Anteile
voneinander abgetrennt, wie weiter unten beschrieben wird.

b) Anwendbarkeit

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung von Vitamin A in Butter, Mar-
garine, Fetten, Olen und Vitamin A-Konzentraten, sowie in mit Vitamin A an-
gereicherten Lebensmitteln, didtetischen Praparaten und pharmazeutischen Spe-
zialitaten.

¢) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Die Genauigkeit und Erfassbarkeit der Vitamin A- und 3-Carotin-Bestim-
mung ist abhingig von storenden Begleitstoffen, von der Reinigung des Unter-
suchungsmaterials und vom Bestimmungsverfahren. Der Einfluss dieser Momente
auf die Genauigkeit der Vitamin A-Bestimmung wird bei den einzelnen Ver-
fahren eingehend diskutiert.
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d) Wichtige, zu bertucksichtigende Einzelheiten

Auf die zu berticksichtigenden Einzelheiten wird in den einzelnen Ab-
schnitten bei der Besprechung der verschiedenen Bestimmungsmoglichkeiten
hingewiesen.

e) Apparate

Zur einfachen Bestimmung:

Normales Laboratoriumsgeriit.

Quarzspektrophotometer (zur spektrophotometrischen Auswertung im U.V.)
cder ein

Kolorimeter, z.B. photoelektrisches Kolorimeter oder Stufenphotometer von
Zeiss mit den Zeiss-Filtern S 61 und S 47 oder mit entsprechenden Filtern und
passenden Messkiivetten (ca. 5 cm® Fullung und 1 ecm Schichtdicke).

Apparatur zum Eimdampfen der Extrakte und der Eluate im Vakuum, mit
Vorrichtungen zur Begasung (wédhrend des Eindampfens) mittels Kapillare und
zur Beluftung der Apparatur nach erfolgter Einengung (sieche Abbildung 1).
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Zur Reinigung und Aufteilung des Untersuchungsmaterials:

Apparatur zur Uerseifung des Untersuchungsmaterials unter Riickfluss, mit
. Vorrichtungen zur Evakuierung und zur Begasung der Apparatur.

Wasserbad.

Chromatogrammrohre:

Zur Analyse: Glasrohr von 10 mm innerem Durchmesser mit Glassinterboden
G.1 und 17 cm nutzbarer Lange. Das Chromatogrammrohr tragt oben einen
Normalschliff (11/10) zum Aufsetzen eines 150-cm?-Tropftrichters mit passendem
Normalschliff und seitlichem Hahnansatz zur Begasung des Chromatogramm-
rohres. 3 cm unterhalb der Glassinterplatte ist ein Glashahn angeschmolzen (zur
Regulierung der Durchlaufgeschwindigkeit), und dieser miindet seinerseits in
einen Normalschliff (11/10) zum Aufsetzen des chromatographischen Systems auf
einen kleinen Saugstutzen mit eingeschliffener Glasplatte (sieche Abbildung 2).
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ren,

Zur Aktivitatseinstellung des Al2Os: Chromatogrammrohr, analog dem obe-
jedoch mit ca. 16 mm Durchmesser und ca. 30 cm nutzbarer Lange. Dieses

Rohr kann aber auch durch ein einfaches, unten verjiingtes Glasrohr ersetzt wer-
den, bei dem die Verbindungen mittels Gummaistopfen hergestellt werden. An
Stelle des Glassinterbodens wird ein Wattepfropfen verwendet.

Philora-U.U.-Lampe, HPW (Schwarzglas), 75 Watt, mit passender Drossel-

spule und mit Metallabschirmung mit Nickeloxydglasfilterfenster (Jenaer Uviol-
filterscheibe) zur Absorption des sichtbaren Lichtes.

—

f) Reagenzien

Zur einfachen Bestimmung:
Ather. Reiner, destillierter Athylather wird so oft mit einer ca. 2 %oigen,
wasserigen Losung von Ferrosulfat geschuttelt, bis sich die wasserige Losung
nicht mehr gelb farbt (von Ferrisulfat). Anschliessend wird 3 mal mit Wasser
ausgewaschen und vom Waschwasser abgetrennt. Der Ather wird nicht ge-
trocknet. Die pro Tag benotigte Menge Ather wird taglich frisch gereinigt.
Natriumsulfat, reinst, wasserfrei. Feuchte Ware wird durch gelindes Glithen
getrocknet.
Isopropanol und Athanol, abs., Ph. H. V., optisch rein. (Ohne U.V.-Ab-
sorption oberhalb 300 my..)
Chloroform (Ph. Helv. V).
Eine grossere Menge CHCls wird 2 mal mit Wasser ausgewaschen und tiber
Phosphorpentoxyd und aktiver Kohle (ca. 500 g P205 und 50 g Kohle / 25
Liter CHCIs) getrocknet. Nach 24stiindigem Stehen wird abdekantiert, noch-
mals mit einer kleineren Menge P205 und Kohle nachgetrocknet, filtriert,
destilliert und tber aktiver Kohle aufgefangen und gelagert. Von diesem
Vorrat wird jeweils die pro Tag benotigte Menge CHCls abfiltriert, noch-
mals kurze Zeit mit Kohle geschittelt oder tiber Kohle stehen gelassen,
filtriert und destilliert. Es ist darauf zu achten, dass Kiihler und Destilla-
tionsapparatur vollstandig trocken sind.
Antimontrichlorid-Reagens.
SbCls pro analysi wird in kleine Stiicke zerstossen und tiber P205 im Va-
kuum getrocknet und gelagert. Hiervon wird jeweils die pro Tag (oder fur
nur wenige Tage) benotigte Menge Reagens hergestellt. 22 g SbCls werden
auf etwa !/2 g genau in einen im voraus mit 100 cm® Chloroform (4) be-
schickten Erlenmeyer mit Schliffstopfen eingewogen und durch gelindes
Erwarmen gelost. Nach dem Abkiihlen auf 12—15° C werden genau 100 cm?
Losung in ein 100-cm®-Messkolbchen filtriert, mit 2 cm? frisch destilliertem
Acetylchlorid (Sdp. 51° C) 1) versetzt und gemischt.

1) Falls wegen des leicht rauchenden Reagenses, zufolge des Beschlagens und An-

greifens von Apparateteilen (bei unzweckmaissiger Handhabung), Bedenken bestehen,
kann Acetylchlorid auch durch Essigsdureanhydrid ersetzt werden.
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10.

Das wasserklare, farblose Reagens ist mehrere Tage haltbar und soll bei der
Lagerung nicht farbstichig werden. Eine Verfarbung nach Rosa deutet auf
Spuren von Feuchtigkeit hin, die moglicherweise bei der letzten Destillation
ins Chloroform gelangt sind.

Zur Reinigung und Aufteilung des Untersuchungsmaterials:

Kalilauge, 10 %oige (Gew.Vol.) athanolische Losung mit ca. 10 %0 Wasser
(Vol.%). _
Stickstoff, 100 °/oig (in Stahlflasche).

Petroldather. Eine fir '/2 bis 1 Jahr ausreichende Menge Petrolather vom
Siedepunkt 90—110° C wird zur Reinigung wie folgt ausgerthrt:

2—3 mal je 1 Stunde mit '/20—/10 Vol.-Teil reiner, konz. Schwefelsaure,
dann je 5 Minuten Imal mit Wasser, Imal mit leicht alkalischer, verdiinnter
Kaliumpermanganatlosung (ca. 0,1%01g), Imal mit Wasser, Imal mit ver-
dinnter Ferrosulfatlosung (ca. 2 °oig) und dann noch je lmal 5 Minuten
mit je /5 Vol.-Teil Wasser, verdinnter Lauge (ca. 1%0g), Wasser. Nach
dem Trocknen tber Natriumsulfat wird destilliert.

Aluminiumoxyd zur Chromatographie. Es werden 2 Aktivitatsgrade, namlich
zur Chromatographie von Vitamin A-Alkohol, bzw. zur Chromatographie
von Vitamin A-Ester oder von B-Carotin benotigt. Die Aktivierung und
Aktivitatseinstellung des Al2Os wird im Abschnitt g, IV beschrieben.
Petroldther-Benzolgemasch. 1 Teil Petrolather (8) wird mit 1 Teil reinem,
destilliertem Benzol gemischt (Vol.-Teile).

g) Bestimmungsvorschrift; Methode

I. Das Extraktionsverfahren

Liegt ein Analysenmaterial vor, das in Fettlosungsmitteln nicht oder nur

unvollstindig 16slich ist, so werden Vitamin A und B-Carotin vor der Aufarbei-
tung extrahiert. Feuchtes Material wird vor der Extraktion durch Verreiben mit
Natriumsulfat getrocknet. Im iibrigen richtet sich das Extraktionsverfahren stets
nach der Menge und dem Gehalt des Untersuchungsmaterials. Als allgemeine
Orientierung kann folgendes Beispiel gegeben werden:

10 g trockenes Analysenmaterial werden im Messkolben

ad 250 cm?® mit Ather (1) oder Petroldther (8) + 10 /o abs. Athanol (Ph.H. V)

(3) tbergossen, durch o6fteres Schwenken und Stehenlassen wih-
rend 15 Minuten extrahiert und der Extrakt auszentrifugiert oder
durch wenig Watte filtriert.

200 cm® Dekantat oder Filtrat (entsprechend 8 g Einwage) werden 3 mal
mit Wasser gewaschen,
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ad 200 cm® mit dem Losungsmittel erganzt, mit

~

5 g Natriumsulfat (2) 5 Minuten getrocknet, abfiltriert und
125 cm?®  Filtrat (entsprechend 5 g Einwage) im Vakuum bei 40—50° C zur
Trockne ?) eingedampft und bestimmt (sieche Abschnitt II).

Bei der Auswertung der Analysenergebnisse ist gegebenenfalls dem Trocken-
ruckstand Rechnung zu tragen. Zur Umgehung dieser Komplikation werden
grossere Mengen Untersuchungsmaterial oder mit Na2SOu4 getrocknete Materia-
lien direkt im Zentrifugenglas durch 5 maliges Aufrithren und Auszentrifugieren
erschopfend extrahiert. Das Auswaschen, Trocknen und Einengen der Extrakte
erfolgt wie oben beschrieben.

I1. Die Bestimmung von Uitamin A und von B-Carotin

1. Die spektrophotometrische Bestimmung des Uitamin A im U. U. bei

328 my
Zur spektrophotometrischen Auswertung im U.V. wird das Untersuchungs-
material in einem optisch reinen Losungsmittel — nach der internationalen Ver-
einbarung in optisch reinem Isopropanol (3) — aufgenommen und der Vitamin
A-Gehalt im Quarzspektrographen nach der dem Instrument beigegebenen Vor-
schrift bestimmt. Die Berechnung des Vitamin A-Gehaltes erfolgt auf Grund der

0

bestimmten Ei (2 nach der Formel:

(Ei :E’n) Versuchslosung

(E} (;:}ron) der reinen Vitamin A-Verbindung

gegebenenfalls fir Vitamin A-Alkohol ?%):
E

€ d . 2 ~: g Uitamin A-Alkohol/g Unter-

1758~ ¢ . d . 1758
1
suchungsmaterial ¢) oder
[g Vitamin A-Alkohol/g] X 38,33 . 10 = 3. E. Uitamin A/g Unter-

suchungsmaterial ?).

®) Siehe Anmerkung 11 im Abschnitt ITI.
%) Siehe unten die tabellarische Zusammenstellung der heute giiltigen Daten.

1) E = gemessene Extinktion der Losung bei 3825 — 328 my, bzw. verwendeter
Scktor des Spektrographen.

¢ = Konzentration der gemessenen Loésung in g/100 cm?.

d = Schichtdicke der gemessenen Losung in cm.
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Haufig erfolgt die Berechnung des Vitamin A-Gehaltes in i. E. direkt auf

Grund der bestimmten E} ch;)n mit Hilfe eines sogenannten Umrechnungsfaktors

(F) %) nach der Formel:
E

Ei t::/;‘n (328 mu) Versuchslosung X F = - i X 1900 %) = i. E. Vitamin A/g

Bei der Deklaration des Uitamin A-Gehaltes ist den heutigen Vereinbarun-
gen Rechnung zu tragen. Am zweckmassigsten wird der Gehalt gewichtsmassig,
d.h. in y oder mg pro Gramm Untersuchungsmaterial deklariert, wobei anzu-
geben ist, ob es sich um Vitamin A-Alkohol oder Vitamin A-Acetat handelt.
Wird der Gehalt in internationalen Einheiten (i. E.) deklariert, so ist der Berech-
nung dieser biologischen Einheit die unten angegebene, offiziell anerkannte
biologische Wirksamkeit von 1 g der deklarierten Vitamin A-Verbindung zu
Grunde zu legen. Die heute gitiltigen Vereinbarungen sind der nachstehenden
Tabelle zu entnehmen.

Vitamin A (-Verbindung) LE./g By o Ayl |, mechnangicelor,
Vitamin A-Alkohol 3,88 . 108 1758 1900
Vitamin A-Acetat . 2,906 . 10° 1532 1900

Die Genauwigkeit, bzw. die Streuung des Bestimmungsverfahrens ist +5—
10 %/0. Bei sehr kleinen Vitamin A-Mengen ist unter giinstigen Verhéltnissen mit
einer Streuung von absolut + 2—35 1. E. und mit einer Erfassbarkeit von absolut
10—20 1. E. Vitamin A zu rechnen.

Das spektrophotometrische Bestimmungsverfahren von Vitamin A im U.V.
bei 325—328 my. ist flir den mit der Vitamin A-Bestimmung weniger vertrauten
Analytiker einfacher als das kolorimetrische Verfahren nach Carr-Price und
liefert ohne besondere Ubung sehr genau reproduzierbare Werte. Zur Unter-
suchung von Lebensmitteln und von diatetischen und pharmazeutischen Kombi-
nationspraparaten weist dieses Verfahren aber hdufig eine geringere Spezifitat
auf als das kolorimetrische Verfahren. Selbst die Reinigung des Untersuchungs-
materials mittels des weiter unten beschriebenen Verseifungsverfahrens (sieche
Abschnitt III) fihrt nur ausnahmsweise zur quantitativen Eliminierung von im
U.V. mehr oder weniger stark storenden Verunreinigungen. Das rithrt daher, dass
die moglichen Begleitstoffe, die nicht quantitativ abgetrennt werden konnen, 1m
U.V. normalerweise eine starkere Absorption aufweisen als im sichtbaren Licht.

Aus diesem Grunde sind in der Literatur auch schon Richtlinien gegeben
worden zur qualitativen Beurteilung der Reinheit der zur quantitativen Aus-

5) Siehe unten die tabellarische Zusammenstellung der heute giiltigen Daten.
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wertung benutzten Losungen von Vitamin A auf Grund des Verfaufes der Ix-
tinktions- oder Absorptionskurve (siehe Lit. 1, 21 und 22). Freilich gestattet diese
Beurteilung nur dann Korrekturen vorzunehmen, wenn bekannte Stoffe vorliegen.
fir die diese Korrekturen empirisch ermittelt werden konnten.

Gegen Begleitstoffe ist das kolorimetrische Bestimmungsverfahren weniger
empfindlich. Zudem ist das hierzu notwendige Kolorimeter wesentlich billiger.

2. Die kolorimetrische Bestimmung von Uitamin A

Das in Chloroform (4) aufgenommene Untersuchungsmaterial
wird mit
Chloroform (4) verdinnt, so dass in 0,1—1 ¢m?® der Losung 15—
40 i. E. Vitamin A enthalten sind (Losung a).

0,1—1 em®  der Losung a mit 15—40 1. E. Uitamin A (am besten etwa 20—25

- 1. E)) werden direkt im Apparat in die Messkivette gegeben,
ad 1 cm?%) mit Chloroform (4) erganzt und dann mit einem Male mit
4 cm? %) Antimontrichlorid-Reagens (5) versetzt, so dass sofort vollstandige

Mischung der Reaktionslosung erfolgt. Sobald die Farbe maximal
entwickelt ist (nach 5—10 Sekunden) 7), wird die Extinktion der
Losung gegen einen Leerwert mit reinem Reagens ®) abgelesen.
Die Ermittlung der bestimmten Vitamin A-Menge erfolgt an
Hand einer Testkurve,

Die Genauigkeit, bzw. die Streuung des Bestimmungsverfahrens
ist == 10 %0. Bei sehr kleinen Vitamin A-Mengen ist unter giinsti-
gen Verhilinissen mit einer Streuung von absolut - 1—2 i. E. und
mit einer unteren Erfassbarkeit von etwa 5 1. E. zu rechnen.

Die 1 estkhurve ®) wird unter genau denselben Versuchsbedingun-
gen (gleicher Apparat, gleiche Filter, gleiche Schichtdicke, gleiche
Gesamtmenge Reaktionslosung usw.) mit kristallisiertem Vitamin
A-Alkohol oder besser noch mit dem stabileren kristallisierten
Vitamin A-Acetat 1°) aufgestellt, welches heute in grosser Reinheit
im Handel erhaltlich ist und zum Standard der Amerikanischen
Pharmacopoe erklart wurde. Sehr gut eignet sich auch der «U.S.P.

%) Diese Mengen gelten fiir die 1-cm-Messkiivetten des Stufenphotometers von Zeiss.
Sie richten sich nach der Kiivettengrosse. Pro 1 cm® CHCls (4) sollen 3—5 cm® SbCls-
Reagens verwendet werden.

7) Fir den Fall, dass die Vitamin A-Auswertung innerhalb weniger Sekunden nach
der Reagenszugabe mit gewissen Apparaten nicht moglich sein sollte, wird im Abschnitt
g. V eine geeignete Vorschrift gegeben.

8) Da das genau nach der Vorschrift hergestellte Reagens vollstindig farblos und
klar ist, kann einfachheitshalber an Stelle des SbCls-Reagenses auch Chloroform (4)
benutzt werden.

9) Siehe Fussnote 7.
10) Erhaltlich bei der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel.
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Vitamin A Reference Standard» der Amerikanischen Pharma-
copoe, der mit allen notwendigen Unterlagen und Deklarationen
vom «Board of Trustees of the United States Pharmacopoeial
Convention» herausgegeben wird.

Wenn das Carr-Price-Auswertungsverfahren im richtigen Spektralgebiet,
d.h. mit den richtigen Filtern durchgefithrt wird, besteht bezuglich der Beein-
flussung durch Verunreinigungen eher die Gefahr einer Hemmung der SbhCls-
Reaktion als die Moglichkeit zu hoher Ergebnisse. Lediglich Anhydro-Vitamin A
reagiert praktisch genau gleich wie Vitamin A, und violette Losungen deuten
darauf hin, dass Zersetzungsprodukte des Vitamin A oder Carotinoide die Er-
gebnisse falschlicherweise erhohen. Die Hemmung der Carr-Price-Reaktion kann
aus ausseren Merkmalen nicht erkannt werden.

Zur Ausschaltung solcher storender Begleitstoffe muss das Untersuchungs-
material, bzw. der fettlosliche Extrakt davon im Prinzip vor der Bestimmung des
Vitamin A durch Verseifung gereinigt werden (siehe Abschnitt IIT).

Diese Reinigung des Untersuchungsmaterials ist auch immer notwendig,
wenn Vitamin A-arme Fette oder Ole (wie z.B. Butter, Margarine) zu priifen sind

(sieche Abschnitt III).

3. Die Bestimmung von 3-Carotin

Das Untersuchungsmaterial, bzw. der Eindampfrijckstand der extrahierten
fettloslichen Anteile wird mit

5—20 cm?® Petroldther (8) aufgenommen und eventuell mit Petroldather wei-
ter verdinnt, so dass in 5 cm® Losung etwa 5—25 v, bzw. ca.
8—42 i. E. 3-Carotin enthalten sind. Die Messung dieser Losung
erfolgt ohne weitere Behandlung bei 470 my und 1 cm Schicht-
dicke.

Der B-Carotingehalt wird aut Grund der Ei (2;] (470 my., Petrol-

ather) von reinem B-Carotin (= 2140) nach der Formel:

C——d—h—gl—E = g B-Carotin/g Untersuchungsmaterial

berechnet, wobei

E = die gemessene Extinktion bei 470 muy,

¢ = die Konzentration der gemessenen Losung in Gramm pro
100 cm? Losung und

d = die Schichtdicke der gemessenen Losung in cm ist.

Die Genauigkeit, bzw. die Streuung des Bestimmungsverfahrens ist 10 %o.
Bei sehr kleinen B-Carotin-Mengen ist unter giinstigen Verhéltnissen mit einer
Streuung von absolut +1—2 y und mit einer unteren Erfassbarkeit von etwa
4 v zu rechnen.
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In Gegenwart von weiteren Carotinoiden oder von fettloslichen Farbstoffen
muss 3-Carotin vor der Bestimmung auf chromatographischem Wege gereinigt

werden (sieche Abschnitt IV).

I1I. Die Rewmigung des Untersuchungsmaterials durch Oerseifung

Bis 5 g Untersuchungsmaterial oder des extrahierten, fettloslichen Trok-
kenriickstandes werden in einem 100-cm®-Rundkolbchen mit

20 cm?® dthanolischer Kalilauge (6) versetzt, das Kolbchen evakuiert, mit
Stickstoff (7) begast und das Untersuchungsmaterial unter Spu-
lung mit Stickstoff (7) unter Riickfluss 15 Minuten im siedenden
Wasserbad verseift. Dann wird noch heiss mit

50 ecm®  Wasser versetzt, gekihlt, der Kolbeninhalt in einen 250-cm?
Scheidetrichter gegeben und mit

50 em®  Wasser nachgespilt. Die Extraktion des Unverseifbaren erfolgt
durch 3maliges Ausschiitteln wiahrend 1 Minute, das erste Mal mit

60 cm® Ather (1), das zweite und dritte Mal mit

je 20 cm?® Ather (1). Die vereinigten Atherextrakte werden 1mal durch
vorsichtiges Schwenken mit

100 ecm®  Wasser und 2 mal durch vorsichtiges und dann energisches
Schiitteln mit je

100 cm®  Wasser gewaschen, in ein 100-cm®-Messkolbchen gegeben,
ad 100 cm® mit Ather (1) aufgefillt und durch ofteres Schwenken mit

1—2 g Natriumsulfat (2) wahrend 5 Minuten getrocknet und sofort
filtriert.

80 cm?® des Extraktes (= 4 g Einwage) werden im Vakuum und unter
Spulung mit Stickstoff (7) im Wasserbad von 40° C zur Trockne!!)
eingedampft und bestimmt (siehe Abschnitt II).

Das Verseifungsverfahren ist praktisch verlustlos, wenn unter Ausschluss
von Luft verseift und mit peroxydfreiem Ather extrahiert wird.

Bei Abwesenheit von Carotinoiden enthalt das durch Verseifung gereinigte
Vitamin A zumeist keine Beimengungen mehr, welche die Carr-Price-Reaktion
merklich stéren. Fir die spektrophotometrische Auswertung ist die Reinigung
durch Verseifung aber haufig ungentigend.

Nach der Verseifung des Untersuchungsmaterials wird, wie bei der direkten
Auswertung, stets der Gesamt-Vitamin A-Gehalt erfasst. Soll zwischen Vitamin
A-Alkohol und Vitamin A-Ester unterschieden werden oder enthalt das Ana-

1) Extrakte mit B-Carotin werden vor dem Eindampfen mit 5—10 cm?® Petrol-
ather (8) versetzt und lediglich auf 1—2 cm?® eingeengt. da B-Carotin-Trockenriickstande
bisweilen schwer loslich sind.
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lysenmaterial Carotinoide oder Verunreinigungen, welche nach der Verseifung
ins Unverseifbare gelangen und sowohl das spektrophotometrische als auch das
kolorimetrische Auswertungsverfahren stéren, so ist das Untersuchungsmaterial
direkt oder nach der Verseifung auf chromatographischem Wege zu reinigen
und in die einzelnen Anteile aufzuteilen (siehe Abschnitt IV).

Vitamin A-arme Fette und Ole (wie Butter und Margarine) sind vor der
Chromatographie zur Entfernung der Hauptmenge der Fettanteile immer zu
verseifen. Dasselbe gilt, wenn Vitamin A-Ester neben B-Carotin zu bestimmen
ist, da diese beiden Verbindungen nur als Vitamin A-Alkohol und B-Carotin
nach dem unten beschriebenen chromatographischen Verfahren getrennt werden
konnen.

IV. Die Trennung von Uitamin A und 3-Carotin sowie von Ouamin A-Alkohol
und Oitamin A-Ester und die Reinigung von Oitamin A und 3-Carotin durch
Chromatographie

Das zur Chromatographie von Vitamin A-Alkohol, bzw. von Vitamin A-
Ester oder B-Carotin eingestellte Aluminiumoxyd '?) wird trocken in das Chro-
matogrammrohr eingefillt, so dass eine Adsorptionssaule von 12 cm Hohe und
I cm Durchmesser zur Verfiigung steht. Nach Aufsetzen eines Tropftrichters wird
das Chromatogrammrohr auf einen Saugstutzen gesetzt, evakuiert, Imal mit rei-
nem Stickstoff begast, wieder evakuiert und dann unter Vakuum mit Petrol-
ather 12) gefillt. Auf diese Weise ist der Sauerstoffeinfluss bei der Chromato-
graphie weitgehend ausgeschaltet. _

Nun wird das Untersuchungsmaterial oder der Trockenriickstand des fett-
loslichen Extraktes davon oder der Trockenriickstand des Unverseifbaren mit

20—5000 2. E. Uitamin A in

20 cm?® Petroldther (8) gelost, auf die Al2Os-Kolonne (9) aufgetragen und
das Chromatogramm mit

20—100 cm?® Petroldther (8), der in massig rascher Tropfenfolge abgesogen
wird, so lange entwickelt, bis der abfliessende Petrolather im
U.V.13) nicht mehr fluoresziert oder die griin fluoreszierende Vi-
tamin A- oder gelb-rote 3-Carotin-Zone '?) eben beginnt, aus der

12) Vitamin A-Alkohol wird schon von massig aktivem Al20s, Vitamin A-Ester und
B-Carotin werden praktisch gleich gut, aber erst von einem wesentlich aktiveren Alu-
miniumoxyd adsorbiert. Fir die Einstellung des Al=Os-Praparates wird unten eine Vor-
schrift gegeben; die Reinigung des als Losungsmittel benutzten Petroldthers ist im Ab-
schnitt f, 5 beschrieben.

13) Hierzu wird das Chromatogrammrohr vor eine Philora-U.V.-Schwarzglaslampe
gestellt, von der die Hauptmenge des sichtbaren Lichtes erst noch durch ein Nickeloxyd-
glasfilter abgefiltert wurde. Vitamin A-Ester fluoresziert stark hellgriin; Vitamin A-
Alkohol fluoresziert wesentlich schwicher dunkelgriin. B-Carotin kann zufolge der gelb-
roten Eigenfarbung im sichtbaren Licht beobachtet werden.
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Kolonne ausgewaschen zu werden ). Nun wird die Vorlage ge-
wechselt, das adsorbierte Vitamin A oder 8-Carotin durch ebenso
langsames Durchsaugen von
100 cm®  Petrolither-Benzol-Gemisch (10) (fraktioniert) eluiert und das
Eluat im Vakuum unter Spillung mit Stickstoff im Wasserbad von
500 G zur Trockne eingedampft wenn Vitamin A vorliegt, bzw.
nach Zusatz von
5—10 cm?® Petrolither (8) auf 1—2 cm?® eingeengt, wenn B-Carotin zu be-
stimmen ist. Die Bestimmung und Auswertung erfolgt nach der
Vorschrift im Abschnitt II.

Das chromatographische Verfahren hat in der Regel einen Verlust von 5 bis
10 %/o zur Folge. Fir die gelaufigen Analysen empfiehlt es sich, bei der Auswer-
tung der Ergebnisse nach der Bestimmungsvorschrift g, I generell mit einem Ver-
lust von 8 °/o zu rechmen. Zur Kontrolle des chromatographischen Verlustes wird
der Trockenriickstand des Eluates der 1. chromatographischen Reinigung nach
der Vorschrift mit Chloroform aufgenommen, die Hélfte davon zur Bestimmung
verwendet und die verbleibende zweite Halfte nach Eindampfen zur Trockne
ein zweites Mal chromatographiert. Der bei der 2. Chromatographie auf den
Gehalt nach der 1. Chromatographie berechnete Verlust ist erfahrungsgemass
etwa doppelt so gross wie bei der 1. Chromatographie, da das Vitamin A dort
mindestens zum Teil noch durch begleitende Antioxydantien und Schutzstoffe
stabilisiert wird.

Sehr wesentlich fir die Hohe des chromatographischen Verlustes ist die
(Adsorptions-) Aktivitat des Aluminiumoxyds. Je aktiver dieses Praparat, desto
grosser sind die Verluste an Vitamin A. Ein zur Chromatographie von Vitamin A
geeignetes Al2Os-Praparat soll so beschaffen sein, dass es in 40—50 ¢m hoher
Schicht noch gut laufende Kolonnen gibt und bei der 2. Chromatographie von
Vitamin A-Ester einen auf den Gehalt nach der 1. Chromatographie berechneten
Vitamin A-Verlust von maximal 10—15 %o zur Folge hat.

Zur Einstellung der Adsorptionsaktivitit des Adsorptionsmittels wird Alu-
miniumoxyd zur Chromatographie (gegebenenfalls «nach Brockmann») in einer
V2A-Stahl-Bratpfanne an der Luft und unter 6fterem Umrithren bis auf 300—
500° C (maximal bis zur beginnenden dunklen Rotglut der Pfanne!) 3/4 Stunden
erhitzt und unter Ausschluss von Feuchtigkeit abkiihlen gelassen. Von diesem
maximal aktivierten Al:0s werden in verschiedene 200-cm?-Erlenmeyer Por-
tionen zu je 100 g moglichst rasch eingewogen, mit 5 cm?®, bzw. 10 cm?, bzw.
15 cm?, bzw. 20 cm® Wasser usf. versetzt, die Erlenmeyer sofort mit Gummi-

14) Am besten kann der Gang der Chromatographie an der Fluoreszenz des ab-
fliessenden Petroldthers verfolgt werden, welcher sich bei geschlossenem Hahn zwischen
diesem und der Sinterplatte des Chromatogrammrohres ansammelt. Durch rasches Offnen
und sofortiges Schliessen des Hahnes kann jeweils gerade so viel Losungsmittel durch

die Kolonne gesogen werden, als in diesem kleinen Teil des Chromatogrammrohres
Platz hat.
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stopfen verschlossen und unter ofterem kurzem Luften geschittelt, bis alle
Kliimpchen zerfallen sind. Nach kurzem Stehen ist das Material gebrauchsfertig.
Es kann gut verschlossen 1—2 Tage gelagert werden. Zu einer ersten Orientie-
rung gibt man die verschieden aktiven Al:0s-Praparate in ca. 5 cm hohen
Schichten in ein Chromatogrammrohr von ca. 30 ¢m Lange und ca. 16 mm
Durchmesser, so dass die Aktivitaten von oben nach unten zunehmen, und fullt
mit Petrolather') auf, wie in der Vorschrift oben beschrieben wurde. Nun werden
500—1000 1. E. B-Carotin oder Vitamin A-Ester, bzw. Vitamin A-Alkohol auf die
Kolonne gegeben und beobachtet, in welcher Schicht das eingewogene Material
bei der Entwicklung mit Petrolather nur noch schr langsam nach unten wandert.
Dieser Versuch wird dann mit feineren Abstufungen des in erster Annaherung
bestimmten Aktivitatsgrades des Al203 wiederholt. Bei der richtigen Aktivitat
sollen 500—1000 1. E. Vitamin A-Ester, bzw. -Alkohol in der zur Analyse ver-
wendeten einschichtigen Adsorptionssaule von 12 ¢cm Hohe und 1 em Durch-
messer nach der Entwicklung mit 50 cm® Petrolather im oberen Drittel der
Kolonne zurtickgehalten und bei der fraktionierten Eluierung mit 90 cm? Petrol-
ather-Benzol-Gemisch (10) quantitativ aus der Sdaule herauseluiert werden.

V. Feinheiten der kolorimetrischen Bestimmung von Uitamin A

Wenn die Ablesung der Extinktion bei dem im Abschnitt 1T beschriebenen
kolorimetrischen Vitamin A-Bestimmungsverfahren nicht innerhalb von 5—10
Sekunden, also im Moment der maximalen Farbentwicklung erfolgen kann, so
wird die Extinktion der Reaktionslosung nach einer etwas langeren Reaktionszeit
bestimmt und der Vitamin A-Gehalt an Hand einer Testkurve ermittelt, die fur
diese Versuchsbedingung aufgestellt wurde. Dabei ist zu berticksichtigen, dass
die Reaktionslosungen um so rascher ausbleichen, je hoher die Reaktionstempe-
ratur ist. Es ist daher zweckmassig, fir die Auswertung der bei Zimmertempe-
ratur gemessenen Losungen 2 Testkurven aufzustellen, namlich eine Testkurve
fiir Messungen, die genau bei 20° C, und eine Testkurve fiir Messungen, die bei
genau 25° C gemacht werden. Aus dem Unterschied der fiir eine bestimmte
Vitamin A-Menge bei 20° und 25° gemessenen Extinktionen kann dann der
Temperatureinfluss fiir eine benachbarte Versuchstemperatur im Bereiche von
etwa +15° bis +30° C errechnet werden.

Bei der Aufstellung der Testkurven sind die Versuchsbedingungen (gleicher
Apparat, gleiche Filter, gleiche Schichtdicke, gleiche Menge Reaktionslosung
usw.) und die angegebenen Versuchstemperaturen genau einzuhalten.

Zur Illustrierung dieses praktisch exakten und gut reproduzierbaren Bestim-
mungsverfahrens dienen die unten gegebenen Testkurven. Sie wurden mit ad
1 em?® CHCls (4) erganzten Testlosungen und 4 cm?® Reagens (5) — also mit ins-

15) Die Aktivitatseinstellung gilt nur so lange, als zur Chromatographie der zur
Aktivitdtseinstellung benutzte Petroldther (8) verwendet wird. Es empfiehlt sich daher,
zuerst eine flir eine lingere Arbeitsperiode gentigende Menge Petroldther bereitzustellen
(siche Abschnitt f).
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gesamt 5 cm?® Reaktionslosung — im Stufenphotometer von Zeiss mit Filter S 61
(Filterschwerpunkt 610 my) nach genau 1 Minute Reaktionszeit bei genau 20°
und 25° C aufgestellt ).

Zur Vitamin A-Bestimmung wird die nach der obenstehenden Vorschrift
hergestellte Reaktionslosung mit maximal 100 i. E., am besten mit 20—30 i. E.
Vitamin A, nach genau | Minute bei 610 mu gemessen und anschliessend die
Reaktionstemperatur (X° C) auf 1° C genau bestimmt. Dann wird die bei X°(C
bestimmte Extinktion auf die nachstliegende Testbedingung von genau 209, bzw.
259 CC umgerechnet. Die Umrechnung erfolgt in der Weise, dass die abgelesene
Extinktion um den Wert vergrossert oder verkleinert wird, der sich fiir den Tem-
peraturunterschied zwischen X° C und 20°, bzw. 25° C aus dem Extinktionsunter-
schied berechnen lasst, der im Bereich der ermittelten Extinktion fir 5° C aus
den Standardkurven fir 20° und 25° C abgelesen wird. Auf Grund des korri-
gierten Extinktionswertes kann dann der Vitamin A-Gehalt der zur Bestimmung
gelangten Menge Untersuchungsmaterial aus der entsprechenden Testkurve di-
rekt in y Vitamin A-Alkohol oder Vitamin A-Acetat oder in internationalen
Einheiten (i. E.) abgelesen werden. Die Angabe des Vitamin A-Gehaltes erfolgt
in y bzw. mg/g oder in 1. E./g nach den im Abschnitt II gegebenen Richtlinien
(siehe Beispiel unten).

VI. Beisprel

Allgemeiner (hdufiger) Fall: Reinigung durch einmalige Chromatographie
oder durch Verseifung und Bestimmung nach Abschnitt g, II.

Spezieller, komplizierter Fall: Diatetisches Praparat mit Vitamin A-Ester
und B-Carotin. Im Folgenden wird dieser kompliziertere Fall illustriert:

10 g Analysenmaterial werden nach der Vorschrift extrahiert und eine
5 g Einwage entsprechende Menge Extrakt verseift und das Unverseifbare zur
Trennung von Vitamin A-Alkohol und B-Carotin auf Vitamin A-Alkohol chro-
matographiert. Bei der Entwicklung des Chromatogrammes mit reinem Petrol-
ather gelangt 8-Carotin in den Vorlauf. Dieser wird im Vakuum auf 2—5 cm?
eingeengt und mit Petrolather ad 25 cm?® gebracht (= Losung I) 7). Vitamin A-
Alkohol wird mit Petrolather-Benzol (10) eluiert, das Eluat zur Trockne ein-
gedampft und der Riickstand mit Chloroform ad 25 ¢m?® aufgenommen (= Lo-
sung II). Bestimmung nach Abschnitt g, V.

16)  Da bei dem nachstehend beschriebenen Vitamin D-Auswertungsverfahren auch
noch die Extinktion von Vitamin A bei 25° C nach genau 30 Sekunden Reaktionszeit bei
500 my. benotigt wird, empfiehlt es sich, gleichzeitig auch diese Testkurve aufzustellen,
was in einem Arbeitsgang gemacht werden kann.

17) In Gegenwart von weiteren Carotinoiden empfiehlt es sich, direkt einen ali-
quoten Teil des Extraktes der fettloslichen Anteile oder dann den eingeengten Vorlauf
der Vitamin A-Alkohol-Chromatographie auf 3-Carotin (wie Vitamin A-Ester) zu chro-
matographieren.
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Die kolorimetrische Uitamin A-Bestimmung bei 610 muy.

0,25 cm?® Losung II (entsprechend 50 mg Einwage) werden im 5-cm?-Mess-
kolbchen ad 1 ecm?® mit Chloroform und dann mit SbCls-Reagens ad 5 ecm?® auf-
gefillt, in eine 1-cm-Messktvette gegeben und nach 1 Minute gemessen.

(Gemessene Extinktion Eé C(?; bei 22°C = 0,68
2
Korrektur = -v()’&i'“ + = 0,02
Extinktion Eécgf bei genau 20° C = 0,70
Aus der Testkurve ermittelter Vitamin
A-Gehalt von 50 mg Analysenmaterial = 8,25 y Vitamin A-Alkohol,
bzw. 27,5 1. E. Vitamin A

Vitamin A-Gehalt des Analysenmate-

tialy = 2222 - LOU0 = 165 vy Uitamin A-Alkohol/g,

50

bzw. 2 1) = 550 1. E. Oitanman A pro g '8)

I

50

Die spektrophotometrische Uitamin A-Bestimmung im U.U. ber 328 my.

0,5 cm?® Losung II (entsprechend 100 mg Einwage) werden eingedampft, mit
Isopropanol auf 10 cm? verdinnt und im Quarzspektrographen bei 328 my be-
stimmt.

Sektor-Einstellung = E = 0,61
Konzentration = ¢ = 1 g/100 cm?
Schichtdicke = d = 2,1 cm
Vitamin A-Gehalt = 5 2 ek = 0,000165 g/g
c.d. 1758 19) E...20 . 1758 ’
= 165 v Uitamin A-Alkohol/g,
bzw. 0,000165 . 8,33 . 10° = 550 i. E. Uitamin A/g )
oder E}i!fn (328 mu) X F21) = Cl_jjd % 190021) = 10.’021,1 %1900

= 550 i. E. Uitamin Alg

18) 1 g Vitamin A-Alkohol = 3,33.10°% i.E. bzw. 1 1.E. = 0,3 y Vitamin A-Alkohol.
AR E} "lo (328 my.) von reinem Vitamin A-Alkohol = 1758.

cm
20) 1 g Vitamin A-Alkohol = 3,33 . 10° i. E.
*1) F = international vereinbarter Umrechnungsfaktor = 1900.

374



Die B-Carotin-Bestimmung ber 470 muy.

2,5 cm?® Losung I (entsprechend 0,5 g Einwage) werden mit Petroldther auf
25 cm® verdunnt und gemessen.

Gemessene E é c4n71 | = 0,90
Konzentration = ¢ = 2 g/100 cm?
Schichtdicke = d = 1 cm
_ E 0,90
B-Carotingehalt cd.2140® T 9.1 . 2140 0,00021 g/g
= 0,21 mglg
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Die Bestimmung von Vitamin D

a) Prinzip

Die Bestimmung von Vitamin D erfolgt entweder spektrophotometrisch
durch Messung der Lichtabsorption im U.V. bei 265 my oder kolorimetrisch
durch Messung der mit Antimontrichlorid in Gegenwart von etwas Acetylchlorid
in Chloroform erhaltenen Gelbfarbung bei 500 my. Zur Vitamin D-Bestimmung
im U.V. wird das Analysenmaterial oder der Trockenrtckstand des fettloslichen
Extraktes davon in Isopropanol oder Feinsprit gelost und das Vitamin D in einem
aliquoten Teil dieser Losung bestimmt. Zur kolorimetrischen Bestimmung wird
genau gleich verfahren; das Vitamin D wird aber in Chloroform gelost.

Wird die Vitamin D-Bestimmung durch Begleitstoffe gestort oder ist Vita-
min D neben Vitamin A-Ester oder neben B-Carotin zu bestimmen, so werden die
Untersuchungslosungen durch Verseifung oder auf chromatographischem Wege
gereinigt und die einzelnen Anteile voneinander abgetrennt, wie weiter unten
beschrieben wird.

b) Anwendbarkeit

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung von Vitamin D in Fetten, Olen
und Vitamin D-Konzentraten, sowie in mit Vitamin D angereicherten Lebens-
mitteln, didtetischen Prdparaten und pharmazeutischen Spezialititen. |

In Anwesenheit von grosseren Mengen Vitamin A-Alkohol wird das Ver-
fahren mehr oder weniger stark gestort; ist mehr Vitamin A-Alkohol als Vitamin
D zugegen, beide Gehalte in 1. E. ausgedriickt, so versagt das Verfahren.

c) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Die Genauigkeit und Erfassbarkeit der Vitamin D-Bestimmung ist abhdngig
von stérenden Begleitstoffen, von der Reinigung des Untersuchungsmaterials und
vom Bestimmungsverfahren. Diese Einfliisse werden bei den einzelnen Verfahren
diskutiert.

d) Wichtige, zu berticksichtigende Einzelheiten

Auf die zu berticksichtigenden Einzelheiten wird in den einzelnen Abschnit-
ten bei der Besprechung der verschiedenen Bestimmungsmoglichkeiten hin-
gewiesen.

e) Apparate

Siehe Verfahren zur Bestimmung von Vitamin A und 3-Carotin, Abschnitt e.
— Das dort angefiihrte Kolorimeter ist mit den Zeiss-Filtern S 61 und S 50 oder
mit entsprechenden Filtern auszuristen.
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f) Reagenzien

Siehe Verfahren zur Bestimmung von Vitamin A und 3-Carotin, Abschnitt
f, 1—10. Die dort angefithrte Fussnote 1 hat aber fir die Vitamin D-Auswertung
keine Giiltigkeit.

11. Athanol mit 50 Wasser.

g) Bestimmungsvorschrift; Methode
[. Das Extraktionsverfahren

Die Extraktion des Vitamin D erfolgt gegebenenfalls nach der gleichen Vor-
schrift, wie sie im Abschnitt g, I fiir das Vitamin A und 8-Carotin gegeben wurde
(siehe dort).

II. Die Bestimmung des Oitamin D

1. Die spektrophotometrische Bestimmung des Oitamin D im U.U. bei 265 my.

Zur spektrophotometrischen Vitamin D-Auswertung wird analog verfahren
wie bei der Bestimmung von Vitamin A (siehe dort, Abschnitt g, IT).

Die Berechnung des Vitamin D-Gehaltes erfolgt auf Grund der bestimmten

Extinktion El% nach der Formel:
1 cm

(Elo’”) Versuchslosung oy

1 cm e d E Vitamin D/e23) U

= : : = e e itamin D/g23) Unter-
(E1 fo ) des reinen Vit. D U il A el

1 cm 1

suchungsmaterial oder

[g Vitamin D/g] X 40 . 105 = i E. Vitamin D/g Untersuchungsmaterial
(siche Anmerkung 2%)).

Die Genauigkeit, bzw. die Streuung des Bestimmungsverfahrens ist +10 %o.
Bei sehr kleinen Vitamin D-Mengen ist unter giinstigen Verhaltnissen mit einer
Streuung von absolut =+ 100—200 i. E. und mit einer unteren Erfassbarkeit von
etwa 500—1000 i. E. zu rechnen.

28) E = gemessene Extinktion der Losung bei 265 my, bzw. verwendeter Sektor
des Spektrographen.
c Konzentration der gemessenen Losung in g/100 cm?.

d = Schichtdicke der gemessenen Losung in cm.

474 = E} ”Cj'lon (265 mp.) des reinen Vitamin Ds l
1) (siehe Lit. 6).
459 = E; cron (265 my.) des reinen Vitamin D2 ]

1 g Vitamin D = 40 . 10° i. E.
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Das spektrophotometrische Bestimmungsverfahren von Vitamin D im UV
bei 265 my. kann nur benutzt werden, wenn ganz reine Vitamin D-Praparate vor-
liegen. Schon geringe Mengen von Verunreinigungen storen so stark, dass das
spektrophotometrische Verfahren als vollig ungeeignet zur Bestimmung von
Vitamin D in Kombinationspriaparaten und insbesondere zur Bestimmung von
Vitamin D in Lebensmitteln bezeichnet werden muss. Hier gilt das schon bei der
Vitamin A-Bestimmung tber das kolorimetrische Bestimmungsverfahren hin-
sichtlich der grosseren Spezifitit und geringeren Empfindlichkeit gegentiber Be-
gleitstoffen Gesagte in noch vermehrtem Masse. — Die chemische bzw. physiko-
chemische Vitamin D-Bestimmung in Lebensmitteln und in didtetischen und
pharmazeutischen Kombinationspraparaten wird heute daher fast ausschliesslich
mit dem kolorimetrischen Verfahren durchgefiihrt.

2. Die kolorimetrische Bestimmung von Ottamin D

Das in Chloroform (4) aufgenommene Untersuchungsmaterial
wird mit Chloroform (4) verdinnt, so dass in 0,1—1 c¢cm?® Losung
100—1500 1. E. Vitamin D enthalten sind (Losung a).

0,1—1 ecm?®  Lasung a mit 100—1500 1. E. Uitamin D (am besten 400—1000
1. E.) werden direkt im Apparat in eine auf 25—30° C**) vor-
gewarmte Messkiivette 2°) gegeben,

ad 1 cm?2%) mit Chloroform (4) erganzt und dann in einem Male mit

4 ecm®  Antimontrichlorid-Reagens (5) *6) (von ca. 25° (0) versetzt, so dass
sofort vollstandige Mischung der Reaktionslosung erfolgt. Genau
nach 30 und 60 Sekunden wird die Extinktion der Losung bei
500 my. gemessen, und zwischen der 60. und 75. Sekunde wird die
Extinktion bei 610 mu gegen einen Leerwert mit reinem Rea-
gens %7) bestimmt.

) Wenn dafir gesorgt wird, dass die Versuchstemperatur der etwas tragen Re-
aktion 25° C nicht unterschreitet, so ist die auf das Vitamin D zurickzufihrende maxi-
male Farbentwicklung nach 30 Sekunden beendet und wahrend mindestens 1—2 Minuten
praktisch konstant.

*%) Da die Extinktionsmessung erst nach 30 Sekunden Reaktionszeit erfolgt, kénnen
die verschiedenen Losungen auch in einem auf 25—30° C vorgewédrmten 5- oder 10-cm?-
Messkélbchen gemischt und erst dann in die vorgewdrmte Messkiivette gegeben werden.
Dieses Vorgehen hat bisweilen den Vorteil, Apparatekorrosionen bei unzweckmissiger
Handhabung des Reagenses zu vermeiden, da das Acetylchlorid bei der Vitamin D-
Bestimmung nicht durch Essigsiureanhydrid ersetzt werden kann.

26) Diese Menge richtet sich nach der Kivettengrosse. Pro 1 ecm® CHCls (4) sollen
3—5 cm? SbCls-Reagens verwendet werden (vgl. Vitamin A-Bestimmung, Anmerkung 6).

*7) Da das genau nach der Vorschrift hergestellte Reagens vollstandig farblos und
klar ist, kann der Einfachheit halber an Stelle des SbCls-Reagenses auch Chloroform (4)

benutzt werden.
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Abbildung 4

Zur Ermittlung des Vitamin D-Gehaltes wird zunachst die von Verunreini-
gungen herrithrende, bei 500 my. zwischen der 30. und 60. Sekunde gemessene
Extinktionszunahme (AEy) von dem genau nach 30 Sekunden fiir das Vitamin D
gemessenen Extinktionswert (E,) abgezahlt. Auf diese Weise erhalt man hin-
reichend genau die dem reinen Vitamin D zukommende, korrigierte Extinktion
(Ep) korr. Die Ermittlung der bestimmten Menge Vitamin D erfolgt an Hand
einer Testkurve, die unter genau denselben Versuchsbedingungen mit kristalli-
siertem Vitamin D2 oder Vitamin Ds aufgestellt wird. Der Vitamin D-Gehalt
wird in y oder i. E. Vitamin D pro g Untersuchungsmaterial angegeben.

Ist die Reaktionslosung nicht rein gelb, sondern grin- oder blaustichig. so
wird zwischen der 60. und 75. Sekunde bei 610 my ebenfalls eine deutliche
Extinktion gemessen, welche von kleinen Mengen Vitamin A herrithrt. Unter
diesen Bedingungen wird ‘die Vitamin D-Auswertung bei 500 my durch das
Vitamin A mehr oder weniger stark gestort. Diese Beeinflussung kann in guter
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Naherung auf einfache Weise berticksichtigt werden, wenn man aus einer zwei-
ten Testkurve %) die Extinktion (E, ) abliest, welche der bei 610 my. gemessenen
Vitamin A-Menge bei 500 my. zukommt und diese Extinktion £, auch noch von
dem bei 500 mw nach 30 Sekunden fiir das Vitamin D gemessenen Extinktions-
wert K, abzieht.

Die fiir das reine Vitamin D massgebende Extinktion (Epy) korr. errechnet

sich also nach der Formel:
ED-(AE\} T E:\) = (ED) korr.
wobei den einzelnen Bezeichnungen die eben besprochene Bedeutung zukommt.

Die Genauigkeit, bzw. die Streuung des Bestimmungsverfahrens ist + 10 %/o.
Bei sehr kleinen Vitamin D-Mengen ist unter ginstigen Umstanden — wenn
AEy und E, = 0 oder nahezu Null sind — mit einer Streuung von absolut
+20—40 1. E. und mit einer unteren Erfassbarkeit von etwa 100 1. E. zu rechnen.
Wenn die Vitamin D-Reaktion durch Begleitstoffe und Vitamin A leicht gestort
wird (AEy <500/, Ep; Ep <25 9/, Ep), so sind diese Werte, je nach der Grosse
dieser Storung zu erhohen, gegebenenfalls zu verdoppeln. Ist mehr Vitamin A
zugegen als Vitamin D, beide Gehalte in 1. E. ausgedriickt, so versagt das einfache
Bestimmungsverfahren.

In der Mehrzahl der Falle ist das Vitamin D von so grossen Mengen storen-
der Stoffe begleitet, dass das Untersuchungsmaterial vor der Auswertung ge-
reinigt werden muss. Sind keine grosseren Mengen Vitamin A oder Carotinoide
zugegen, so fihrt sehr oft schon die einfache Verseifung des Analysenmaterials
und die Bestimmung des Vitamin D im Unverseifbaren zum Ziel.

IIl. Die Reinigung des Untersuchungsmaterials durch Uerseifung

Die Verseifung erfolgt nach der beim Vitamin A-Bestimmungsverfahren im
Abschnitt g, III gegebenen Vorschrift.

Das Verseifungsverfahren ist praktisch verlustlos, wenn unter Ausschluss
von Luft verseift und mit peroxydfreiem Ather extrahiert wird.

In zahlreichen Fallen fiihrt die Verseifung zu einer hinreichenden Reinigung
des Vitamin D. In Gegenwart von Vitamin A-Ester oder von B-Carotin, welche
die kolorimetrische Vitamin D-Bestimmung empfindlich stéren und bei der Ver-
seifung mit dem Vitamin D ins Unverseifbare gelangen, oder wenn das Unver-
seifbare noch viel storende Begleitstoffe enthdlt, muss Vitamin D auf chromato-
graphischem Wege von diesen Begleitstoffen abgetrennt werden. Auch grossere
Mengen storender Steroide lassen sich bisweilen nur mittels des chromatogra-
phischen Verfahrens von Vitamin D abtrennen.

28) Diese Testkurve wird zweckmassig gleichzeitig mit der zur Vitamin A-Bestim-
mung benétigten Testkurve aufgestellt, was gut in einem Arbeitsgang gemacht werden
kann. Sie verlduft bis zu 100 i. E. Vitamin A/5 cm® Reaktionslosung praktisch geradlinig
(siche Verfahren zur Bestimmung von Vitamin A und B-Carotin, Abschnitt g, V).
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IV. Die Trennung von Uitamin D und Uitamin A-Ester, sowie von Uitamin D
und B-Carotin und die Reinigung von Oitamin D durch Chromatographie

Die chromatographische Abtrennung des Vitamin D von Vitamin A-Ester
und von Carotinoiden und die chromatographische Reinigung des Untersuchungs-
materials, bzw. des Trockenriickstandes des fettloslichen Extraktes davon oder
des Riickstandes des Unverseifbaren erfolgt mit

100—5000 i. E. Uitamin D nach der beim Vitamin A-Bestimmungsverfahren im
Abschnitt g, IV gegebenen Vorschrift.

Vitamin D gibt bei der Chromatographie keine fluoreszierenden oder sicht-
baren Zonen. Da es sich aber bei der Adsorption an Al20s genau gleich verhalt
wie Vitamin A-Alkohol, kann Vitamin D blind chromatographiert werden, wenn
man die Aktivitat des Aluminiumoxyds mit Vitamin A-Alkohol einstellt und das
chromatographische Verfahren mit Vitamin A-Alkohol testet.

Dieses Vorgehen, das ohne weiteres von der Vitamin A-Analyse tibernom-
men werden kann, ist so einfach, dass sich das Arbeiten mit fluoreszierenden
Kolonnen, auf denen sich Zonen von nicht sichtbaren und nicht fluoreszierenden
Verbindungen als dunkle Ringe abheben, ertibrigt.

Das chromatographische Verfahren hat einen kleinen Verlust von bis 5 %
zur Folge, dem bei der Auswertung der Ergebnisse nach g, II der Vorschrift
Rechnung zu tragen ist. Die genaue Ermittlung des chromatographischen Ver-
lustes erfolgt gegebenenfalls, wie beim Vitamin A-Bestimmungsverfahren be-
schrieben wurde (siche dort, Abschnitt g, I'V).

Das chromatographische Reinigungsverfahren ist in der Mehrzahl der Falle
ausreichend. In komplizierten Produkten und in Gegenwart von viel Iett oder
Ol muss das Analysenmaterial aber vor der Chromatographie durch Verseifung
von der Hauptmenge der Fettanteile befreit werden.

In Gegenwart von Vitamin A-Ester, der bei der Verseifung in Vitamin A-
Alkohol tbergefiithrt und bei der Chromatographie zusammen mit dem Vitamin
D adsorbiert wird, sind Vitamin A-Ester und Vitamin D immer zuerst auf chro-
matographischem Wege zu trennen. In Gegenwart von viel Vitamin A-Alkohol
kann Vitamin D nicht mehr bestimmt werden.

Enthalt ein Fett oder Ol nur wenig Vitamin D neben viel Vitamin A-Ester.,
so kann Vitamin D nicht ohne weiteres auf chromatographischem Wege vom
Vitamin A-Ester abgetrennt werden, da grossere Mengen von Fettstoffen das
chromatographische Verfahren storen. In diesem Falle st die Hauptmenge der
Fettstoffe und des Vitamin A-Esters vor der Chromatographie durch Ausfrieren
aus Feinsprit (95 %/oiges Athanol), in welchem Vitamin D noch hinreichend loslich
ist, vom Vitamin D abzutrennen (siche weiter unten).

V. Uerfahren zur Abtrennung von Fetten und Olen von Owamin D durch Aus-
frieren der Fettstoffe.

Bis 5 g29) Fett oder Ol, bzw. Trockenriickstand des fettloslichen Extraktes

29 s OF K 3 e el
) Bis 2,5 g Fett/ 50 cm® Feinsprit. 381



ca.

des Untersuchungsmaterials werden in einen etwas weithalsigen
100-cm?-Messkolben gegeben und durch Einstellen in ein sieden-
des Wasserbad und o6fteres Schiitteln in

90 ecm® Athanol (11) gelost. Nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur
wird mit
Athanol (11) zur Marke erganzt, 30 Minuten in eine Eis/Wasser-
Mischung gestellt, das ausgeschiedene Fett in vorgekiihlten Zen-
trifugengldsern 1—38 mal kurz, aber scharf abzentrifugiert und
der klare Extrakt gegebenenfalls durch wenig Watte abdekantiert.
Das Dekantat wird noch einmal wie oben ausgefroren, von aus-
geschiedenen festen Anteilen durch Zentrifugieren und Dekan-
tieren abgetrennt, auf Zimmertemperatur aufgewarmt und ein
aliquoter Teil bei 40—50° C Wasserbadtemperatur im Vakuum
und unter Spiilung mit reinem Stickstoff eingeengt.

VI. Die Kombination verschiedener Reimigungsverfahren

Durch Kombination der verschiedenen Reinigungsverfahren kann die che-

mische Vitamin D-Bestimmung selbst auf komplizierte Materialien ausgedehnt
werden. Die Kombinationen richten sich nach der Natur des Untersuchungs-
materials und der Begleitstoffe und nach der Menge Vitamin D. Orientierend
konnen folgende Reinigungsverfahren und Kombinationen empfohlen werden:

Uitamin D-reiche Priparate: Reinigung durch Verseifung oder durch Chro-

matographie. In Gegenwart von Vitamin A-Ester und Carotinoiden ist das chro-
matographische Verfahren anzuwenden.

a)
b)
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In Abwesenheit von Oitamin A-Ester: Reinigung durch Verseifung und an-
schliessende Chromatographie. '

In Gegenwart von Uitamin A-Ester: Abtrennung des Vitamin A und Reini-
gung des Vitamin D durch Chromatographie und anschliessende Versei-
fung; bisweilen muss dann noch ein zweites Mal chromatographiert werden.

Uitamin D-arme Fette und Ole mit (viel) Uitamin A-Ester:

. Abtrennung der Hauptmenge der Fettstoffe und des Vitamin A-Esters durch

2maliges Ausfrieren des Fettes aus alkoholischer Lésung, dann

. Abtrennung des Vitamin D von Vitamin A-Ester durch Chromatographie

der eingeengten alkoholischen Extrakte und

Abtrennung der Fettstoffe durch Verseifung der eingeengten Eluate.
Abtrennung des Vitamin D von stérenden Carotinoiden und Steroiden durch
Chromatographie des Unverseifbaren. Wenn dieses kombinierte Reinigungs-
verfahren nicht zum Ziele fihrt, ist die Vitamin D-Bestimmung auf chemi-
schem Wege kaum maoglich.



In so komplizierten Fallen liegt die untere Erfassbarkeit des Bestimmungs-
verfahrens bei etwa 250 1. E. D/g Fett; dabei ist mit einer Streuung der Ergebnisse
von absolut 50—100 1. E. zu rechnen.

Im Falle der Kombination von mehreren Reinigungsverfahren ist bei der
Auswertung nach Abschnitt g, I generell ein Verlust von 10 °/o Vitamin D ein-
zurechnen.

VII. Beispiel

Allgemewner Fall: Reinigung durch einmalige Chromatographie oder durch
Verseifung und Bestimmung nach Abschnitt g, I1.

Spezieller, komplizierter Fall: Fett-Gemisch mit Vitamin D, Vitamin A-Ester
und mit wenig Vitamin A-Alkohol, sowie nicht quantitativ abtrennbaren Ver-
unreinigungen. Im Folgenden wird dieser recht komplizierte Fall illustriert.

5 g Fett werden aus einer ad 100 cm® mit 95 %eigem Athanol erganzten
[Losung ausgefroren, 60 cm® auszentrifugierter und filtrierter Extrakt (entspre-
chend 3 g Einwage) zur Trockne eingedampft und zur Abtrennung von Vitamin
A-Ester auf Vitamin D chromatographiert. Bei der Entwicklung des Chromato-
grammes mit ca. 20 cm?® Petrolather gelangt der Vitamin A-Ester in den Vorlauf.
Das Vitamin D wird mit 100 ¢cm? Petrolather-Benzol (10) eluiert, der Trocken-
rickstand des Eluates zur Eliminierung des Fettes verseift, das Unverseifbare
mit total 100 cm® Ather extrahiert, 90 cm?® des gewaschenen und getrockneten
Athers (entsprechend 2,7 g Einwage) eingeengt und storende Steroide durch
abermalige Chromatographie auf Vitamin D grosstenteils entfernt. Der Trocken-
ritckstand des Eluates wird direkt im Eindampfkolbchen mit 1 cm?® Chloroform
aufgenommen, mit 4 cm?® SbCls-Reagens versetzt, geschwenkt und die ca. 25° C
warme Reaktionslosung mittels einer Pipette in die tiber der Gasflamme auf ca.
259 C vorgewarmte Messkiivette gegeben. Bestimmung nach Abschnitt g, II. (Fur
die Vitamin A-Auswertungen siehe Testkurve im Abschnitt g, V des Vitamin A-
Bestimmungsverfahrens.)

Messung:
Eé !L;l(;ﬂ nach 30 Sekunden Ep = 0,55 }
. = AEy = 0,05

74 €N - 1 =

LS 50 nach 60 Sekunden 0,60 l

Eé Erln zwischen der 60. und 75. Sekunde = 0,90
Diese Extinktion fur Filter S 61 (25° C) entspricht fur Filter S 50 (25° C)
einer Vitamin A-Extinktion E4 = 0,05 (aus den Vitamin A-Testkurven
entnommen).

Berechnung:

Eé M des reinen Vitamin D+ Vitamin A-Alkohols = 0,55—0,05 = 0,50
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lié ggl der gemessenen Menge Vitamin A-Alkohol Ex =" 0,05
Eé ;g] des reinen Vitamin D (Ep) korr. = 0,45
Vitamin D-Gehalt von 2,7 g Analysenmaterial (aus der Testkurve
entnommen)

= 12,75 v/2,7 g bzw. 510 i.E./2,7 g = 4,7 v/g bzw. 189 i.E. D/g
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AnmerKung zur Vitamin A- und Vitamin D-Bestimmung

Fir die Auswertung von Vitamin A und Vitamin D sind Festsetzungen und
Vereinbarungen in Vorbereitung, welche dereinst international verbindlich wer-
den sollen. In diesem Zeitpunkt sind dann die heute gtiltigen oder gebrauchlichen
Vorschriften durch die internationalen Vereinbarungen zu ersetzen. Die hier
gegebenen Vitamin A- und Vitamin D-Bestimmungsvorschriften haben daher
in verschiedenen Teilen provisorischen Charakter.

Um sich heute schon iiber die vorgesehenen internationalen Vereinbarungen
orientieren zu konnen, werden nachstehend die Beschliisse angefiihrt, die das
«Sub-Committee of Fat-Soluble Vitamins» im Rahmen der «United Nations
World Health Organisation» am 26.—29. April 1949 gefasst hat:

Vitamin A

Internationaler Standard = kristallisiertes Oitamin A-Acetat (C22H3205)
Smp. = 57,8°—59,0° C (korr.)
gl %

1 cm
Molekularer Extinktionskoeffizient ¢ = 50 000
] int. Einheit (= 1.1 L) = 0,844 y
Umrechnungsfaktor (zur Umrechnung der Extinktion in int. Einheiten)
= 1900

Fir den reinen Uitamin A - Alkohol (C20H200H) werden folgende Werte
festgelegt:

825 my. = 1525 (in Isopropanol)

19/, o .
E1 fod 325 my. 1750 (in Isopropanol) |
Molekularer Extinktionskoeffizient ¢ = 50 000
1 int. Einheit (i. E.) = 0,3 v
Umrechnungsfaktor (siehe oben) = 1900

Fir die spektrophotometrische Auswertung werden Richtlinien zur Aus-
schaltung von storenden Verunreinigungen aufgestellt, und zwar:

1. Das Extinktionsmaximum muss zwischen 325 und 328 mu liegen.

2. Die Spitze der Absorptionskurve muss mit derjenigen, welche unter genau
gleichen Verhaltnissen, und nach Kompensation des zur Verdiinnung verwende-
ten Ols, mit einer Standardlosung erhalten wird, zur Deckung gebracht werden
konnen, und die Abweichungen der entsprechenden Werte von

E 310 mp b1s Egs0 my
E

der Test- und Standardkurve dirfen nicht grosser sein als 0,02,

max.
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Die Standardkurven werden von Morton und Stubbs gegeben (Biochem. J.,
42, 195 (1948)).

Es werden noch weitere Richtlinien gegeben zur Korrektur von Kurven,
welche zufolge storender Beimengungen diese Ubereinstimmung nicht aufweisen.

Zur Auswertung von Vitamin A-armen Praparaten und von Lebensmitteln
wird das kolorimetrische Verfahren mit SbCls empfohlen und darauf hingewiesen,
dass auch dieses Verfahren mit einem Vitamin A-Standard zu testen ist. Wenn
gleichkonzentrierte Untersuchungs- und Standardlésungen nicht denselben Farb-
ton aufweisen, wird die Analyse durch Verunreinigungen gestort.

Als Losungsmittel fir den Standard soll ein Ol verwendet werden, welches
pro Million Teile nicht mehr als 32 Teile total Peroxyd-Sauerstoff und nicht
weniger als 0,1 %o Tocopherol enthalt.

B-Carotin
Internationaler Standard des Provitamin A = 3-Carotin (CsH s6)
Smp. = 180°C (korr.)
10;‘0 _ T ., s
E1 i (465 muy) 2290 (in Benzol)
Molekularer Extinktionskoeffizient ¢ = 122 700
EL% (455 my) = 2440 (in Cyclohexan)

1l cm
Molekularer Extinktionskoeffizient ¢ = 130 800

1 int. Einheit (1. E.) = 0,6 v

Als Losungsmittel fir den Standard soll ein Ol verwendet werden, welches
pro Million Teile nicht mehr als 32 Teile total Peroxyd-Sauerstoff enthalt und
dem 0,01 °/o Hydrochinon zugesetzt wurde.

Vitamin D

Internationaler Standard = kristallisiertes Oitamin D3 (C2rH430H )
Smp. = 87—89° C (korr.)

[::L]IQ)OO = +110° (in Athanol)

190 s s o, N

E1 ¥l (265 my.) 490 (in Athanol)
Molekularer Extinktionskoeffizient ¢ = 18 800
1 int. Einheit (i. E.) = 0,025 y

Als Losungsmittel fiir den Standard soll ein Ol verwendet werden, welches
pro Million Teile nicht mehr als 32 Teile total Peroxyd-Sauerstoff enthalt und
dem 0,01 °/0 Hydrochinon zugesetzt wurde.
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B. Die Bestimmung von Aneurin und Lactoflavin

(gegebenenfalls nach Reinigung und Anreicherung mittels garender Backerhefe)
Verfahren von P. B. Miiller und H. Moor

Die Bestimmung von Aneurin (Vitamin B1) nach dem
Thiochromverfahren

1. Das Thiodhromverfahren

a) Prinzip

Das Untersuchungsmaterial wird in salzsaurer Losung, gegebenenfalls im
Turmix-Apparat, zerkleinert und Starkestoffe, Schleimstoffe und Phosphorver-
bindungen des Aneurins nach kurzem Erhitzen im Wasserbad mit Clarase fer-
mentativ gespalten. Nach Abscheidung der unloslichen Anteile wird das Aneurin
in alkalischer Losung mit Kaliumferricyanid zu Thiochrom oxydiert und nach
Extraktion mit Isobutanol, auf Grund der Fluoreszenz des Thiochroms, im photo-
elektrischen Fluorometer bestimmt. Zur Erhohung der Spezifitat des Verfahrens
werden fluoreszierende, nicht Vitamin Bi-wirksame Verbindungen nach Zer-
storung des Aneurins mit Natriumbisulfit in einem Leerversuch ermittelt und
bei der Auswertung in Abzug gebracht. Die Auswertung der Messungen erfolgt
an Hand eines genau gleich behandelten Ansatzes, welchem aber eine bekannte
Menge Aneurin zugesetzt worden ist, oder im Vergleich mit einem Vitamin Bi1-
Standard, gegebenenfalls nach Korrektur der abgelesenen Werte mittels einer
Eichkurve.

b) Anwendbarkeit

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung von Aneurin-HCIl in Mehlen,
Mais, Hafer, Reis, Teigwaren, Brot, Zwieback, Biscuits, Milchprodukten, Kase,
Schokolade sowie in angereicherten diatetischen und pharmazeutischen Pripa-
raten.

¢) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Unter den Bedingungen der gegebenen Vorschrift ist mit einer Streuung
der Ergebnisse von + 10—15 %0, bzw. bei kleinen Vitamin Bi-Gehalten von
+0,05—0,1 y der effektiv (absolut) gemessenen Menge zu rechnen.

Die untere Erfassungsgrenze des beschriebenen Verfahrens liegt bei ca.
25 v%o Aneurin-HCI. Diese Erfassbarkeit gentigt zur Untersuchung der weiter
oben angefihrten Materialien.
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Durch Kombination mit dem biologischen Reinigungs- und Anreicherungs-

verfahren lasst sich die Erfassbarkeit noch erheblich steigern.

Die durchschnittlichen Vitamin B1-Gehalte einiger Nahrungsmittel sind:

Schwarzmehl ca. 400 9%
Halb-Weissbrot ca. 200 ¥%o
Weissmehl ca. 50 y%o
Hornli ca. 80 %%
Reis ca. 80 v%o

d) Wichtige, zu berticksichtigende Einzelheiten

Die zu berticksichtigenden Einzelheiten und Feinheiten des Bestimmungs-

verfahrens werden weiter unten bei der Beschreibung der verschiedenen Aus-
wertungsmoglichkeiten besprochen.

e) Apparate

Normale Laboratoriums-Glaswaren (Erlenmeyer, Pipetten usw.).
Zentrifuge. Sehr geeignet ist die «Wifug-Zentrifuge», die sich, um rasch

arbeiten zu konnen, auch von Hand gut bremsen lasst.

80-cm3-Zentrifugengldser mit eingeschliffenem Glasstopfen, passend zur

Zentrifuge (Extraanfertigung).

SRR

S O L S0
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Wasserbad.
Turmix-Apparat.
Photoelektrisches Fluorometer. Sehr gut bewahrt hat sich das «Lumetron».

f) Reagenzien

Salzsaure, reinst, 0,2 normal.

Octylalkohol, destilliert.

Natriumacetat, rein, wasserfrer, 2,5molare, wasserige Losung = 205 g
wasserfreie Substanz pro Liter.

Clarase, 10 °/oige wasserige Losung. (Ferment erhaltlich bei Takamine Labo-
ratory, Inc., Clifton, N.]. (USA).) Das Ferment ist auf Abwesenheit von
Aneurin zu prufen.

Isobutanol. Ex wird durch Ausschiitteln mit aktiver Kohle und anschliessende
mehrmalige Filtration und Destillation fluoreszenzfrei gemacht.

Kalilauge, pro analysi, 30 °/sige wisserige Losung (Gew.Vol.%). _
Kaliumferricyanid (KsFe(CN)s), pro analysi, 10 %oige, wasserige Losung.
Athanol, absolut (Ph. Helv. V), wie 5. fluoreszenzfrei gemacht. |
Natriumbisulfit, pro analysi, 1%vige wasserige Losung (Gew.Vol.%/), taglich
frisch herzustellen.



10. Ancurin-HCIl- (= Uitamin Bi-) Standard.

Kristallisiertes, kaufliches Aneurin-HCI (erhaltlich bei der Firma F. Hoff-
mann - La Roche & Co. AG., Basel) wird bei 50° C im Vakuum bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet und damit eine 100 mg®ige Standardlosung 1
in Wasser mit ca. 10 cm?® 0,2n-HCI (1) / 100 c¢cm? Standardlosung bereit-
gestellt. Die Losung ist im Kihlschrank mehrere Tage haltbar.

Durch Verdimnung auf /100 wird aus der Standardlosung I taglich die fur
den Zusatzversuch benotigte Standardlosung 1 bereitet (1 cm?® = 10 vy Vita-
min Bi).

g) Bestimmungsvorschrift; Methode

[. Einwage und Uorbereitung des Untersuchungsmaterials
100 g Untersuchungsmaterial ') werden im Turmix-Apparat unter Zu-
satz von
300 cm® HCI (1) 3 Minuten zerkleinert und im Messkolben

ad 500 cm® mit HCI (1) aufgefiillt. Schaum wird durch Zusatz von einigen
Tropfen Octylalkohol (2) vor dem Auffillen zur Marke zerstort
(Losung a).
Nun werden

o
X
ro
O
(@]
5

Liosung a (= je 25 g Untersuchungsmaterial) in zwei 250-cm3-
Messkolben gegeben und dem einen Ansatz (a’) eine bekannte,
dem erwarteten Gehalt von 25 g Analysenmaterial ungefahr ent-
sprechende Menge Aneurin-HCI aus der

Standardlosung 1 oder 11 (siche Abschnitt f) zugesetzt. Beide An-
satze (a und a’) werden nun gleichzeitig nach der folgenden Vor-
schrift aufgearbeitet:

Jeder der beiden Ansatze wird im Messkolben 15 Minuten 1m
siedenden Wasserbad erhitzt, auf 50° C abgekuhlt, mit

1) Cerealien, Mehl, Brot, Zwieback usw. Von Vitamin Bi-reichen oder angereicher-
ten Produkten kann entsprechend weniger genommen oder eine kleine, fein verriebene
Menge direkt im 250-cm?®-Messkolben mit 125 cm?® HCI (1) wie Losung a) aufgearbeitet
werden. :

Eiweisshaltige Produkte erfordern zumeist keine spezielle Behandlung. Fir den Fall
aber, dass eine Ausfdllung der Eiweisskorper notwendig ist, empfiehlt es sich, das Unter-
suchungsmaterial bis zur Losung a) mit leicht essigsaurem Wasser aufzuarbeiten. Nach
der Behandlung im Wasserbad wird auf 50° gekuhlt, 32,5 cm? eines Puffers aus 12,5 cm?
2 n-HCl und 20 ¢m?® Natriumacetatlosung (3) zugesetzt und mit Clarase weiterbehandelt
wie oben.

Ist eine Entfettung des Untersuchungsmaterials notwendig, so wird das eingewo-
gene, fein verriebene Untersuchungsmaterial direkt oder nach Trocknen im Trocken-
schrank, bzw. nach Verreiben und Trocknen mit Natriumsulfat mit peroxydfreiem Ather
extrahiert und vor der Aufarbeitung im Vakuum vom Ather befreit und nachgetrocknet.
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20 ecm® Natriumacetat (3) und

5 em®  Claraselosung (4) versetzt und 15 Minuten bei 45° C stehen ge-
lassen. Nach dem Abkiihlen wird nochmals ein Zusatz von

0 ecm®  Natriumacetat (3) gemacht,

0 cm® mit Wasser aufgefillt und die fur die Weiterverarbeitung not-
wendige Menge (siehe unter II) unter Verwerfung der ersten
20 cm?® Filtrat filtriert oder bei 3500 Umdrehungen zentrifugiert
und abdekantiert (Losungen b und b’).

II. Thiochromtest des Untersuchungsmaterials

Je 15 em® der Liosungen b und b werden im Zentrifugenglas 30 Sek. mit

10 cm?® [sobutanol (5) geschuttelt und kurz zentrifugiert. Zur Weiter-
verarbeitung gelangt jeweils die wasserige Phase (Losungen ¢
und ¢’).

5 ecm®  Losung ¢ und ¢ werden im Zentrifugenglas unter Schwenken mit

—
(g']
O

5 ecm?® Oxydationslosung ®) versetzt, welche jeweils aus
50 em?® Kalilauge (6) und
3 cm® Kaliwumferricyanidlosung (7) frisch herzustellen ist.
Nach 1'/2 Minuten Stehen 3) wird mit

10 em®  Isobutanol (5) 5 Sekunden ausgeschiittelt, sofort 1 Minute zentri-
fugiert,

-

5 cm® aus der [sobutanolphase in einen Messkolben pipettiert und
ad 25 cm® mit abs. Athanol (8) aufgefillt (Losungen d und d).

III. Leerwert des Untersuchungsmaterials

Je 5 ecm® Lésung ¢ oder ¢ werden im Zentrifugenglas nach Zusatz von
0,6 cm®  Natriumbisulfitlosung (9) 15 Minuten im siedenden Wasserbad
erhitzt und nach dem Abkihlen direkt im Zentrifugenglas nach
IT mit Kalilauge und Kaliumferricyanid weiterbehandelt (Losung

do).

IV. Messung und Auswertung

Die Messung der Losungen d, d” und do erfolgt im photoelektrischen Fluoro-
meter nach der dem Apparat beigegebenen Vorschrift.

*) Diese Losung ist nur 1—2 Stunden haltbar und muss im Dunkeln stehen,

3) Ist die Reaktionslosung nach dieser Zeit vollstandig entfarbt, was auf die An-
wesenheit von aussergewohnlich viel reduzierenden Stoffen schliessen ldsst, so ist die
Oxydation zu wiederholen und der Oxydationslosung 3 cm? einer 20 %igen Kalium-
ferricyanidlésung zuzusetzen.
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Am zweckmassigsten wird zundchst die Apparate-Empfindlichkeit so ein-
gestellt, dass die Losung d’ einen moglichst grossen Galvanometer-Ausschlag D’
(z.B.: D = 100), die Leerwertlosung do dagegen keinen Ausschlag Do (bzw.
Do = 0) gibt. Dann wird der Ausschlag D der Losung d gemessen.

Da der Ausschlag D’—D dem Aneurin-HCl-Zusatz (X) entspricht, der zu
25 g Analysenmaterial gemacht wurde, ist der dem Ausschlag D (von 25 g
Material) entsprechende Aneuringehalt =

R bzw
D'— D '
4D" i 'DD = v%o Aneurin-HCI,

wenn X in Gamma eingesetzt wird.

Wenn der Versuchsleerwert Do bei der mit der Losung d’ eingestellten
Apparate-Empfindlichkeit nicht mehr auf Null gebracht werden kann, so ist die
Null- Justierung des Fluorometers mit reinem Losungsmittel vorzunehmen. In
diesem Falle ist dann der Versuchsleerwert Do vor der Auswertung der Messun-
gen von den Analysenwerten D’ und D abzuziehen.

V. Fewmnheiten des Bestimmungsverfahrens

Wichtige, zu beriicksichtigende Einzelheiten

Das Thiochromverfahren weist eine starke Abhangigkeit auf von der Rein-
heit der Reagenzien, der Natur und der Konzentration der Lauge bei der die
Oxydation durchgefihrt wird, von der Konzentration und der zur Oxydation
verwendeten Menge Kaliumferricyanid, von der Oxydationsdauer, vom Extrak-
tionsverfahren des Thiochroms und der Extraktionsdauer, vom Gehalt an redu-
zierenden Beimengungen usw. Diese Einflusse greifen oft stark ineinander tber.

Die gegebene Analysenvorschrift, bei der die Auswertung auf Grund eines
genau gleich behandelten Zusatzversuches erfolgt, hat den Vorteil, dass durch
den Zusatzversuch sowohl die Einflisse der Reagenzien und der Arbeitsweise
als auch diejenigen, die durch das Untersuchungsmaterial bedingt sind, bertick-
sichtigt werden. Da die Ergebnisse auf Grund von zwei Bestimmungen hergeleitet
werden, ist aber die Streuung des Bestimmungsverfahrens grosser als bei der
direkten Messung.

Bei der Testung des Bestimmungsverfahrens hat es sich gezeigt, dass die
Methode 1n der Praxis in den meisten Fallen auch zur direkten Gehaltsbestim-
mung ohne Zusatzversuch bentitzt werden kann, wenn genau nach der Vorschrift
gearbeitet wird. Hat man sich fir ein gegebenes Untersuchungsmaterial hiervon
tiberzeugt, so kann das Bestimmungsverfahren z.B. fiir Reihenuntersuchungen
durch Weglassung des Zusatzversuches vereinfacht werden. Die Auswertung der
Messungen erfolgt dann auf Grund eines Fluoreszenzstandards aus Chininsulfat
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oder eines Testversuches mit einem Aneurin-HCI-Standard ). Aus den oben
erorterten Grinden ist der Aneurin-HCl-Standard, der mit denselben Reagen-
zien aufgearbeitet wird wie das Untersuchungsmaterial, dem Chininsulfat-Stan-
dard vorzuziehen. — Hierzu werden 15 cm® der oben beschriebenen Vitamin Bi-
Testlosung mit den zur Analyse verwendeten Reagenzien nach II und III der
Bestimmungsvorschrift aufgearbeitet. Je nach dem Gehalt des Analysenmaterials
wird ein Test mit 2,5, 5 oder 10 ¥ Aneurin-HCI1/5 cm? Testlosung verwendet.

Beim direkten Bestimmungsverfahren gelangt mit 5 cm?® Losung ¢) /200 der
Einwage, das sind bei 100 g Einwage = 0,5 g Material zur Messung. Bei der
Auswertung ist gegebenenfalls dem unléslichen Trockenanteil der Einwage
Rechnung zu tragen. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen tritt dieser FEin-
fluss im Ergebnis mit maximal 5—10 %o in Erscheinung und liegt jedenfalls
innerhalb der angeftihrten Bestimmungsgenauigkeit.

In Gegenwart von aussergewohnlich grossen Mengen an reduzierenden Be-
gleitstoffen st die Oxydationslosung mit der doppelten Menge Kaliumferricyanid
herzustellen. Bei der direkten Bestimmung (ohne Zusatzversuch) kann die Oxy-
dation des Aneurin-HCI zu Thiochrom auch so durchgefiihrt werden, dass man
der Un‘rersuchungslosung an Stelle der 5 cm® Oxydationslosung unter stindigem
Schwenken zuerst 5 cm?® Kalilauge (6) und dann sofort bis zur bleibenden Gelb-
farbung der Losung tropfenweise Kaliumferricyanid (7) und weiter noch 0,1 cm?
Kalwmferricyamidlosung (7) im Uberschuss zugibt. Die weitere Aufarbeitung
erfolgt genau nach der Vorschrift. Auf diese Weise wird die Oxydation der ver-
schiedenen Ansatze nicht nur schon auf den ersten Anhieb mit einer ausreichen-
den Menge Oxydationsmittel, sondern auch mit annahernd gleichen Uberschiissen
an Oxydationsmittel durchgefiihrt.

Sehr wesentlich fiir richtige Messungen ist, dass die Ausschlage des ver-
wendeten Fluorometers proportional den gemessenen Aneurin-HCI-, bzw. Thio-
chrom-Konzentrationen sind, wovon man sich von Zeit zu Zeit an Hand einer
Test-Verdunnungsreihe tberzeugt. Ist diese Proportionalitat nicht vorhanden,
so ist das Instrument zu eichen.

Die Apparatekorrekturen werden vorteilhaft kurvenmdssig dargestellt,.s
dass die Analysenmessungen jeweils rasch und einfach an Hand der Elchkurve
korrigiert werden konnen.

1) Die Standardlosung wird zweckmassig wie folgt zusammengesetzt:
z. B. Standardlosung mit 2.5 v Aneurin-HCL/ 5 cm?
2,5 ecm®  der Uitamin Bi-Standardlosung 11 werden im 50-cm?-Messkolben mit
33 cm® Pufferlosung, bestehend aus:
25 cm® 0,2 n-HCI (1)
+ 8 cm® 2,5 molare Natriumacetatlosung (3) und mit
0.5 cm? 10 %iger Claraselésung (4) oder 10 %iger Cysteinlosung versetzt und
ad 50 cm® mit Wasser aufgefullt.
(Cysteinlésung gibt eher gleichmassigere Werte.)
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Bei jeder Messung ist darauf zu achten, dass das Instrument mit dem
Analysenleerwert, bzw. mit dem als Leerwert verwendeten Losungsmittel genau
Null anzeigt. Diese Null-Justierung ist in der Regel nach jeder Anderung der
Empfindlichkeitseinstellung neu vorzunehmen.

V1. Beispiel

100 g Brot werden im Turmix-Apparat zerkleinert, aut 500 cm?® verduinnt
und hiervon 2 mal je 125 cm?® Losung, entsprechend je 25 g Einwage, zur Ana-
lyse verwendet. Zu einem dieser Ansatze werden 50 y Aneurin-HCl (= 5 cm?
Standardlésung II) zugesetzt. Die Aufarbeitung erfolgt genau nach der Ana-
lysenvorschrift. Als Fluorometer wird das Lumetron verwendet.

Messung: Nach Einstellung der Apparate-Empfindlichkeit so, dass mit der
Losung d’ der Ausschlag D° = 100 erhalten wird, kann der Apparat mit der
Losung do des Versuchsleerwertes nicht mehr auf die Nullstellung gebracht wer-
den. Der Apparat wird daher mit 25 ¢m® reiner Isobutanol-Athanol-Mischung
(aus 5 cm® Isobutanol + abs. Athanol ad 25 cm?®) als Leerwert auf Null gestellt
und die Losungen d’, d und do gemessen:

D = 100
D = 40
Do = 7

Auswertung: Nach Abzug des Leerwertes Do (= 7), der auf fluoreszierende,
nicht Vitamin Bi-wirksame Verunreinigungen zuriickzufiihren ist, werden fol-
gende Werte erhalten:

D = 100 —7 = 93
D = 40 — 7 = 33
Hieraus errechnet sich der Aneurin-HCI-Gehalt in der untersuchten Probe von
25 g zu ¢
50 . 33
—_— = 275
93 — 33 i,

Aneuringehalt des Brotes = 27,5.4 = 110 y%..

9. Verfahren zur Reinigung und Anreidherung des Aneurin-HCI
mit gdrender Badierhefe

a) Prinzip
Garende Backerhefe entzieht ihrer Nahrlosung begierig Aneurin, welches
im intermediaren Stoffwechsel der Hefe, je nach der Menge des zur Verfiigung
stehenden Sauerstoffes, teils in Aneurin-Disulfid und teils in Aneurin-Pyro-
phosphorsdure (Cocarboxylase) und deren Disulfid tbergefithrt wird. Dabei
werden andere Beimengungen wie z.B. Farbstoffe usw. nicht aufgenommen.
1—2 mg Aneurin-HCI in | oder mehreren Litern Flissigkeit kénnen auf 2 g
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Hefe spielend quantitativ angereichert und nach Abscheidung, Auswaschen und
Cytolysierung der Hefe (durch Aufkochen) sowie Reduktion der Disulfide (mit
Cystein-HCI) in 25—50 cm® wasseriger Losung, frei von storenden Verun-
reinigungen, zuriickgewonnen werden. Die quantitative Bestimmung erfolgt dann
nach dem oben beschriebenen Thiochromverfahren.

b) Anwendbarkeit

Die Anwendbarkeit wird ausser durch Verbindungen, welche die Garung
hemmen, durch nichts beschrankt. Das Verfahren wurde auf die beim Thiochrom-
verfahren beschriebenen Nahrungsmittel angewandt und eignet sich ganz beson-
ders fiur schwierig aufzuarbeitende farbstoff- und stark zuckerhaltige Produkte,
sowie fur stark verdinnte Losungen von Vitamin Bi.

¢) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Die untere Erfassbarkeit wird durch die Genauigkeit des Bestimmungsver-
fahrens begrenzt. Diese ist zum Teil abhdangig vom Aneurinleerwert der Hefe
und von der Menge des vergorenen Untersuchungsmaterials. Bei einem durch-
schnittlichen Aneurinleerwert der verwendeten Backerhefe von 2,5—10 y/g und
unter Einhaltung der gegebenen Versuchsbedingungen konnen noch etwa 0,5—2 v
Aneurin-HCI absolut erfasst werden.

d) Wichtige, zu bertcksichtigende Einzelheiten

Das Vergarungsverfahren ist ausserordentlich pH-abhangig. Der optimale
pH-Wert liegt bei 6, unterhalb pH 5,5 und oberhalb pH 6,3 verlauft die
Aneurinaufnahme sehr mangelhaft. Ausserdem ist der Hefe eine Minimalmenge
Kohlenhydrat zur Verfiigung zu stellen. Gewisse Stickstoff- und Phosphorsaure-
verbindungen vermogen die Hefeaktivitat giinstig zu beeinflussen.

e) Apparate

Normale Laboratoriums-Glaswaren.

Erlenmeyer, weithalsig, 300 cm?® (ausnahmsweise 1000 ¢cm® oder noch mehr).
Glasriihrer.

1 kleines, kriftiges Riihrwerk.

1 grosses, automatisch regulierbares Wasserbad.

f) Reagenzien

Traubenzucker, krist., rein.

. Aufschldmmung von Bdckerhefe: 50 g feuchte Backerhefe (Presshefe) wer-
den 2 mal mit je ca. 100 cm® Wasser angeriihrt, scharf abzentrifugiert und
im Messkolben mit Wasser auf 250 cm?® aufgefillt. (Die Autschlammung ist
im Kihlschrank 2—3 Tage haltbar.)

N =

394



Qn:-l:a'oo

Kalilauge, pro analysi, 30 %/oige wasserige Losung (Gew.Vol.%).
Salzsiure, reinst, 0,2 normal.
Natriumacetat, rein, wasserfrei, 2,5molare, wasserige Losung = 205 g

wasserfreie Substanz pro Liter.

~ O

Cystemn-HCI, krist., 10 %oige wasserige Losung (Gew.Vol.%).
Aufschlammung von cytolysierter Hefe: 25 cm? der Hefeaufschlammung (2)

werden im Messkolben 1 Stunde mit 20 g Natriumchlorid unter ofterem
Schiitteln stehen gelassen, mit Wasser auf 50 cm? aufgefillt und vom tiber-
schiissigen Natriumchlorid abdekantiert. Die Losung wird ohne Abzentri-
fugieren der Hefe verwendet. Sie ist taglich frisch herzustellen.

g) Vergarungsvorschrift; Methode

[. Die Eanwage und Uorbereitung
des Untersuchungsmaterials erfolgt nach I der vorangehenden Vorschrift, mit
dem einzigen Unterschied, dass die Losungen a und a’ nach der Clarasebehand-
lung und dem anschliessenden Natriumacetatzusatz noch mit Kalilauge und mit
Hilfe von Lyphan-Indikatorpapier auf pH = 6—6,1 eingestellt und erst dann
mit Wasser auf 250 cm? aufgefillt werden.

II. Uergarung

Je 100 cm?

2 g
10 cm?

ca. 50 cm?

25 cm?
0,5 cm?

ad 50 cm?

der auf pH 6 — 6,1 eingestellten Losungen b und b’ (oder eine
bekannte grossere, vielfache Menge hiervon) werden in einem
weithalsigen 300-cm?®-Erlenmeyer mit

Traubenzucker (1) und

Hefeaufschlimmung (2) versetzt und unter Rihren 2 Stunden
bei 30° C vergoren. Nach Abzentrifugieren der Hefe und Ab-
dekantieren des Gargutes wird der Hefertickstand 1mal mit

Wasser aufgerihrt, abermals auszentrifugiert und vom Wasch-
wasser abgetrennt. Der gewaschene Heferiickstand wird mit

HC(C! (4) in einen 100-cm3-Erlenmeyer gespult,

Cysteinlosung (6) hinzugefiigt und unter leichtem Schwenken
I Minute zum beginnenden Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen
auf ca. 30° C wird mit

Natriumacetatlosung (5) auf pH 4 eingestellt, dann mit

cytolysierter Hefe (7) und nach 15 Minuten Stehen bei 30° C mit
weiteren

Natriumacetatlosung (5) versetzt,

mit Wasser aufgefillt, gemischt, die Hefe abzentrifugiert und die
wasserklaren Losungen abdekantiert (= Losung bi und bt).
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III. Bestimmung und Auswertung

Die Bestimmung des Vitamin B erfolgt nach IT und III der vorangehenden
Vorschrift mit je 15 e¢m?® der Losungen bt und bt’, sowie mit 15 cm?® Losung
eines weiteren Ansatzes, der zur Bestimmung des Hefeleerwertes ohne Analysen-
material angesetzt wurde. Dieser Ansatz tritt an Stelle des Versuchsleerwertes
do und ist bei der Justierung des Fluorometers, bzw. bei der Auswertung der
Analysenmessungen genau gleich zu berticksichtigen wie der Versuchsleerwert.

Wird das direkte Bestimmungsverfahren gewahlt, so werden zur Auswertung
zweckmissig Vitamin Bi-Testlosungen verwendet, die anstatt 0,5 cm?® Clarase
0,5 cm? einer 10 °/sigen Cysteinlosung (6) pro 50 ¢cm?® Standard enthalten (siche
Abschnitt g, V der vorangehenden Vorschrift). Des weiteren ist bei der direkten
Bestimmung zu beachten, dass nach der Vergarung, bei Einhaltung der gegebenen
Vorschrift, mit 5 cm? Losung ¢) /100 der Einwage = 1 g Untersuchungsmaterial
zur Messung gelangt.
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Die Bestimmung von Lactoflavin (Vitamin B2
nach dem Lumiflavinverfahren

Verfahren von P. B. Miiller und H. Moor

a) Prinzip

Das Untersuchungsmaterial wird in neutraler oder leicht saurer Losung,
wenn notwendig im Turmix-Apparat, zerkleinert und Starkestoffe, Schleimstoffe
und gegebenenfalls Phosphorsaureverbindungen des Lactoflavins nach kurzem
Erhitzen im Wasserbad mit Clarase fermentativ gespalten. Nach Abscheidung der
unloslichen Anteile wird das Lactoflavin in alkalischer Losung durch Belichtung
in Lumiflavin tibergefiithrt und nach Extraktion mit Chloroform, auf Grund der
Iluoreszenz des Lumiflavins, im photoelektrischen Fluorometer bestimmt. Zur
Erhohung der Spezifitat des Bestimmungsverfahrens werden fluoreszierende,
nicht Vitamin Bz-wirksame Verbindungen durch Vorextraktion mit Chloroform
weitgehend entfernt. Durch Auswertung der Untersuchungslosung an Hand eines
genau gleich behandelten Ansatzes, dem aber eine bekannte Menge Vitamin B2
von Anfang an zugesetzt worden ist, wird den Einflissen Rechnung getragen,
welche durch Verunreinigungen bedingt sind und welche sich bei der Belichtung,
vor allem zufolge der Eigenfarbung der Losung, in wechselnder und uniibersicht-
licher Weise auswirken.

b) Anwendbarkeit

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung von Lactoflavin in Mehlen, Mais,
Hafer, Reis, Teigwaren, Brot, Zwieback, Biscuits, Milchprodukten, Schokolade,
sowie in angereicherten diatetischen und pharmazeutischen Praparaten.

¢) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Unter den Bedingungen der gegebenen Vorschrift ist mit einer Streuung
der Ergebnisse von + 10 — 15 %o, bzw. bei kleinen Vitamin Bz2-Gehalten von
+0,1—0,2 v der effektiv (absolut) gemessenen Menge zu rechnen.

Die untere Erfassungsgrenze des beschriebenen Bestimmungsverfahrens liegt
bei ca. 25 ¥%0 Lactoflavin.

Die durchschnittlichen Vitamin B2-Gehalte einiger Nahrungsmittel sind:

Halb-Weissmehl 70—100 %0
Schwarzbrot 60—150 %0
Reis je nach dem Grad der Polierung  50—300 y%0
Polierter Reis 20— 40 y%o

d) Wichtige, zu bertcksichtigende Einzelheiten

Die zu beriicksichtigenden Einzelheiten werden bei der Besprechung der
Feinheiten des Bestimmungsverfahrens weiter unten beschrieben.
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e) Apparate

Siehe Vitamin Bi-Bestimmungsverfahren.
Philipps «Philora»-Lampe (75 Watt, Typ: HP 300) mit Drosselspule.

f) Reagenzien
Octylalkohol, rein, destilliert.
Clarase, 10 %/oige wasserige Losung (vgl. Vitamin Bi-Bestimmungsverfahren,
Abschnitt f).
Essigsdure, rein (Eisessig).

Chloroform, Ph. Helv. V, durch Ausschutteln mit aktiver Kohle und an-
schliessende Filtration und Destillation fluoreszenzfrei gemacht.

Kalilauge, pro analysi, 30 %sige wasserige Losung (Gew.Vol.%).

Athanol abs., Ph. Helv. V, wie 4. fluoreszenzfrei gemacht.

Lactoflavin- (= Vitamin Bz2-) Standard.

Kristallisiertes, kdufliches Lactoflavin (erhaltlich bei der Firma F. Hoff-
mann - La Roche & Co. AG., Basel) wird bei 60° C im Vakuum zur Ge-
wichtskonstanz getrocknet und damit eine 5 mg®oige, leicht essigsaure, was-
serige Standardlosung I bereitgestellt (1 cm? = 50 v Vitamin Bz). Hiezu wird
das kristallisierte Lactoflavin vorteilhaft zuerst mit 5 cm? 0,1n-NaOH gelost
und mit Wasser quantitativ in einen im voraus mit 0,1 cm?® Eisessig und
etwa 50 cm® Wasser beschickten 100-cm*Messkolben gespiilt. Die Losung
ist im Dunkeln und im Kihlschrank mehrere Tage haltbar.
Standardlosung 11: Standardlosung [ 1:10 mit Wasser verdinnt (1 cm?® = 5 v
Vitamin Bz).

g) Bestimmungsvorschrift; Methode

. Ernwage und Oorbereitung des Untersuchungsmaterials

100 g Untersuchungsmaterial ) werden im Turmix-Apparat unter Zu-
satz von

300 cm?® Wasser wahrend 3 Minuten zerkleinert und im Messkolben

500 cm® mit Wasser aufgetillt. Schaum wird durch Zusatz von einigen
Tropfen Octylalkohol (1) vor dem Auffillen zur Marke zerstort
(Losung a).
Nun werden

2 X125 ecm® Losung a (= je 25 g Untersuchungsmaterial) in zwei 250-cm?-

Messkolben gegeben und dem einen Ansatz (a’) eine bekannte,

5) Cerealien, Mehl, Brot, Zwieback usw. Von Vitamin Bz-reichen oder angereicher-

ten Produkten kann entsprechend weniger genommen oder eine kleine, fein verriebene
Menge direkt im 250-cm*-Messkolben mit 125 cm® Wasser wie Losung a) aufgearbeitet
werden.

Ist eine Entfettung des Untersuchungsmaterials notwendig, so wird das eingewo-

gene, fein verriebene Untersuchungsmaterial direkt oder nach dem Trocknen im Trocken-
schrank, bzw. nach Verreiben und Trocknen mit Natriumsulfat, mit peroxydfreiem Ather
extrahiert und vor der Aufarbeitung im Vakuum vom Ather befreit und nachgetrocknet.
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5 cm?3

0,5 cm?®
ad 250 cm?

dem erwarteten Gehalt von 25 g Analysenmaterial ungefahr ent-
sprechende Menge Lactoflavin aus der Standardlésung I oder II
(siehe Abschnitt ) zugesetzt. Beide Ansatze (a und a’) werden nun
gleichzeitig nach der folgenden Vorschrift aufgearbeitet.

Jeder der beiden Ansatze wird im Messkolben 15 Minuten im
siedenden Wasserbad erhitzt, auf 50° C gekihlt, mit
Claraselosung (2) versetzt und 15 Minuten bei Zimmertemperatur
stehen gelassen. Nach weiterem Abkiihlen auf 20—25° € wird mit
Eisessig (3) leicht angesauert (pH 4—35),

mit Wasser aufgefillt und gut gemischt (Lésungen b und b).

I1. Lumiflavintest des Untersuchungsmaterials

Je 60 cm?
40 cm?

40 cm?
ad 50 cm?

1€2X10 cm?®

ca. 2 cm?®
2 ‘cm®
je 125 cm?®
10 cm?

ad 25 cm?

Losung b und b’ werden ohne vorangehende Abscheidung der
unloslichen festen Anteile mit

Ghloroform (4) 1 Minute geschuttelt, zur Phasentrennung zentri-
fugiert und

der nun klaren, wdsserigen Phase

mit Kalilauge (5) aufgefiillt, abermals zentrifugiert und vom Bo-
densatz abdekantiert (= Losungen ¢ und ¢’);

Losung ¢ und ¢’ werden in 4 gleiche Kristallisierschalen mit fla-
chem Boden und 5 cm Durchmesser pipettiert.

Unter Berticksichtigung der unten beschriebenen Feinheiten des
Verfahrens werden die 4 Losungen gleichzeitig und zweckmassig
unter Vorschalten einer 1—2 c¢cm hohen Wasserschicht %) 5 Mi-
nuten mit einer 75 Watt Philipps «Philora»-Lampe (HP 300) aus
20 cm Entfernung belichtet. Die belichteten Losungen werden in
4 Zentrifugenglaser mit Schliffstopfen gegeben und die Glas-
schalen je mit

(Dassér nachgespiilt. Nach dem Ansduern mit

Eisessig (3) wird 10 Sekunden mit

Chloroform (4) geschiittelt und zentrifugiert.

des Chloroformextraktes werden

mit abs. Athanol (6) aufgefiillt und gemessen (Losungen d und d’
je im Doppel).

[T1I. Messung und Auswertung

Die Messung der Losungen d und d’ erfolgt im photoelektrischen Fluoro-
meter auf genau dieselbe Weise wie beim Vitamin B1 (siehe dort). An Stelle des
Versuchsleerwertes wird hier aber immer das reine Losungsmittel zur Null-
Justierung des Fluorometers verwendet.

%) Zur Absorption der Warmestrahlung.
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Fir die Auswertung der Messungen gilt die beim Vitamin B1 gegebene

F 1:
orme LS e
D=
= Lactoflavingehalt von 25 g des untersuchten Analysenmaterials oder
jﬁ_}i__IjD— = y%o Lactoflavin,

wenn X in Gamma eingesetzt wird (siehe Vitamin Bi-Bestimmungsmethode,

Abschnitt g, IV).

IV. Feimnheiten des Bestimmungsverfahrens

Lactoflavin wird je nach dem pH der Losungen von den verschiedensten
Stoffen mehr oder weniger gut adsorbiert. Es ist daher stets darauf zu achten,
dass durch die Abtrennung von unléslichen und festen Anteilen kein Lactoflavin
verloren geht. Dies trifft vor allem in Gegenwart von Eiweisstotfen zu, welche
bei der Erwdrmung der leicht sauren Losung ausfallen. Durch Erwdarmen oder
Aufkochen von Vitamin Bz-Lésungen vor dem Ansauvern und durch Ausschiitteln
der angesduerten Versuchslésungen mit Chloroform, vor dem Abtrennen der
ungelosten, festen Anteile, kann diesem Nachteil weitgehend begegnet werden.
In den seltenen Fillen, wo Lactoflavin nur unvollstindig in Losung geht, was
durch zu niedrige Werte und eine schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
erkannt werden kann, empfiehlt es sich, den wasserigen Extraktlosungen (a) vor
dem Erhitzen ca. 5 %0 Nicotylamid zuzusetzen. Dieses ist fir Lactoflavin ein
guter Losungsvermittler.

Da Lactoflavin bei der Belichtung relativ leicht in Lumiflavin oder Lumi-
chrom tubergefiithrt wird, sind Losungen mit Vitamin B2 vor hellem Tageslicht
und vor allem vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Die Ausbeute an Lumiflavin bei der Belichtung des Lactoflavins ist stark
abhangig von der Temperatur der bestrahlten Losung, von der Belichtungsdauer
und der Belichtungsintensitat, sowie von der Eigenfarbung des Extraktes. Hohere
Temperaturen geben grossere Ausbeuten an Lumiflavin. Das Belichtungsverfah-
ren fihrt nur dann zu brauchbaren Ergebnissen, wenn eine gentigende Menge
Licht eingestrahlt wird. Bei der Belichtung tiberschneiden sich aber verschiedene
Vorgange: Ungentigende oder zu kurze Belichtung hat zu geringe Ausbeuten
an Lumiflavin zur Folge; zu lange Belichtung fihrt zu Verlusten an Lumiflavin
oder an Lactoflavin; Farbstoffe haben Filterwirkung, indem sie mehr oder weni-
ger des eingestrahlten Lichtes absorbieren.

Durch Verwendung ciner Lichtquelle mit wenig Warmestrahlung (Queck-
silberdampflampe), durch Absorption der restlichen Warmestrahlung mittels
eines vorgeschalteten Wasserfilters und durch Klarung von triben Losungen vor
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der Belichtung durch scharfes Auszentrifugieren, kann die Belichtung weitgehend
standardisiert werden. Unumgehbare und unkontrollierbare Einfliisse von Be-
gleitstoffen werden dadurch berticksichtigt, dass man die Analysenansitze an
Hand von genau gleich behandelten Zusatzversuchen auswertet.

Betreffend die Kontrolle und gegebenenfalls die Eichung des Fluorometers,
sowie dessen richtige Einstellung und Justierung bei der analytischen Messung,
kann auf die beim Vitamin Bi-Bestimmungsverfahren gemachten Ausfiihrungen
verwiesen werden (siehe Abschnitt g, IV, V und VI).

V. Beisprel

Da die Messung und Auswertung von Lactoflavin auf dieselbe Weise wie
beim Vitamin B1 erfolgt, kann auf das dort gegebene Beispiel (siche Abschnitt g,
VI) verwiesen werden.
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C. Die Bestimmung von Nicotinsdure und Nicotinsidureamid
Verfahren nach H. Moor

a) Prinzip

Das Untersuchungsmaterial wird in der Warme mit methanolischer Kali-
lauge extrahiert, ein aliquoter Teil davon bei 100° C eingedampft und der stark
alkalische Ruckstand zwecks Verseifung des Nicotinsaureamids noch eine kurze
Zeit bei 100° C stehen gelassen. Eiweisshaltige Losungen werden zuvor durch
Erhitzen in Gegenwart von CaClz enteiweisst.

Die Eindampfriickstinde werden dann mit Salzsdure aufgenommen und die
Nicotinsaure zur Abtrennung von Verunreinigungen aus stark saurer Losung an
Fullererde adsorbiert. Nach Waschen des Fullererde-Adsorbates wird mit Na-
tronlauge eluiert und das Eluat mit Bleihydroxyd, welches IFarbstoffe, nicht aber
die Nicotinsaure adsorbiert, weiter gereinigt und geklart. Nach Abscheidung des
Bleihydroxydniederschlages und solcher Verbindungen, welche bei leicht alkali-
scher Reaktion unloslich sind, werden die gereinigten Losungen leicht angesduert,
kurze Zeit mit Bromcyan in der Warme stehen gelassen, auf Zimmertemperatur
abgekihlt und der Leerwert der Losungen bei 470 my bestimmt.

Dann wird das aus der Bromcyanbehandlung der Nicotinsdure hervorgegan-

gene Reaktionsprodukt direkt in der Messkiivette mit einem aromatischen Amin
gekuppelt und der entstandene Farbstoff kolorimetrisch bestimmt.

Die Auswertung der Analysen erfolgt an Hand eines genau gleich behandel-
ten Ansatzes, dem von Anfang an eine bekannte Menge Nicotinsaure zugesetzt
worden 1st.

b) Anwendbarkeit

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung der Nicotinsaure und des Nico-
tinsaureamids in Brot, Zwieback, Cerealien, Mehlen, Milch, Kondensmilch, sowie
in diatetischen Produkten und pharmazeutischen Kombinationspraparaten.

c) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Die Genauigkeit des Verfahrens ist =10—15 %0. Unter giinstigen Bedingun-
gen ist bei sehr kleinen Gehalten mit einer Streuung von ca. 50 ¥%o und mit
einer unteren Erfassbarkeit von ca. 50—100 ¥°/o Nicotinsdure zu rechnen.

d) Wichtige, zu berticksichtigende Einzelheiten

Die Extraktion, bzw. Losung der Nicotinsaure mit Methanol verlauft nur
quantitativ, wenn das Untersuchungsmaterial bei alkalischer Reaktion und in
der Warme ausgezogen wird.
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Die Nicotinsaure wird in saurer Losung von Eiweissniederschlagen mehr

oder weniger stark adsorbiert und konnte so, bei ungeeigneter Aufarbeitung des
Untersuchungsmaterials, zum Teil verloren gehen. Die Adsorption der Nicotin-
saure an Fullererde verlauft dagegen nur quantitativ, wenn fur stark saure Re-
aktion gesorgt wird.

ju—
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15

16,

e) Apparate

Normale Laboratoriums-Glasgeriite.

Zentrifuge.

Wasserbad oder Dampfbad.

Kolorimeter mit Filter (Filterschwerpunkt 470 muy.).

f) Reagenzien
Standardlosung.
I. Nicotinsdure-Standard; 100 v/cm?.
10 mg im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknete Nicotinsaure !) werden
ad 100 cm? in 0,2 n-Schwefelsaure gelost.

I1. Nicotinsaureamid-Standard; 100 v/cm?.

Herstellung wie Standardlosung I aus zur Gewichtskonstanz getrocknetem
Nicotinsaureamid.

Kalilauge, 30 °/oige wasserige Losung (Gew.Vol.%).

Methanol, rein, destilliert.

Methanolische Kalilauge, hergestellt durch Mischen von 10 cm® KOH (2)
mit 100 cm? Methanol (3).

Calciumchloridlosung, 20 °/oige wasserige Losung (Gew.Vol.%).
Salzsaure, rein, 3n.

Fullererde.

Schwefelsaure, rein, 0,2 n.

Natronlauge, 0,76 °/oige wasserige Losung (Gew.Vol.%s).

Bleinitrat, fest, pulverférmig, rein.

Phenolphtalein, 1°/vige athanolische Losung (Gew.Vol.%).

Tertiares Kalwumphosphat (KsPOa), rein, kalt gesattigte, wasserige Losung.
Phosphorsdure, rein (Ph. Helv. V), 5 %ige wasserige Losung (Gew.Vol.%0).
Lyphan-Indikatorpapier, Bereich: pH 4—5.

Priméres Kaliumphosphat (KH2PO4) rein, 10 °/oige wasserige Losung (Gew.
Vol.%).

Bromeyanlisung.

Ca. 100 cm® Wasser werden in Eis/Wasser-Mischung gekiihlt und mehrere
Male bis zur Sattigung mit Brom geschiittelt. Nach dem Absitzen des tber-
schiissigen Broms wird das Bromwasser abdekantiert und unter Kiuhlung
tropfenweise mit einer 10 °/oigen, wasserigen Natriumcyanidlosung versetzt,

1) Erhaltlich bei der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel.
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bis die Losung gerade eben vollstandig aufhellt. Ein Uberschuss an Natrium-
cyanid ist unbedingt zu vermeiden. Die Bromcyanlosung wird unter gutem
Verschluss im Dunkeln kiithl gelagert. (Vorsicht, sehr giftig!)

17. Salzsdure, rein, 1n.

18. Procain-HCI-Losung 2).
10 g Procain-HCI (p-Aminobenzoyl-diathylaminoathanol-HCI) werden mit
HCI (17) im Messkolben ad 100 cm?® gelost.

g) Bestimmungsvorschrift; Methode

[. Einwage und Uorbercitung des Untersuchungsmaterials
a) Feste Produkte

2510 g

je | 50 -cin®

ad 100 cm?
Je: 20 em®

Das Untersuchungsmaterial wird im Vakuum tber P205 oder im
Trockenschrank bei ca. 100° C getrocknet und gemahlen. Stark
fetthaltige Produkte werden mit peroxydfreiem Ather extrahiert
und im Vakuum getrocknet.

des getrockneten und gemahlenen Untersuchungsmaterials werden
in zwei 100-cm®-Messkolbchen gegeben und dem einen Ansatz
(a’) eine der Einwage von 10 g ungefahr entsprechende Menge
Nicotinsaure oder Nicotinsaureamid aus der Standardlosung 1
oder Il (1) (siche Abschnitt f) zugesetzt. Die beiden Ansitze (a
und a’) werden nun genau gleich nach der folgenden Vorschrift
aufgearbeitet. Beide Proben werden mit

methanolischer Kalilauge (4) versetzt, unter 6fterem Schitteln im
Wasserbad von 75° C wihrend 15 Minuten zum leichten Sieden
des Methanols erwarmt, auf Zimmertemperatur ?) abgekiihlt,
mit Methanol (3) zur Marke aufgefiillt, gemischt und filtriert.
Filtrat von a und @ werden in kleinen Glasschalen auf dem
Wasserbad zur Sirupkonsistenz oder zur Trockne eingedampft
und die Eindampfriickstainde noch 10 Minuten bei ca. 100° C ste-
hen gelassen (Eindampfriickstand a und a’).

b) Ewweissfreie Losungen

2% 20 cm?

2 c¢cm3

der eiweissfreien Untersuchungslosung werden in je eine Glas-
schale gegeben und dem einen Ansatz (a’), wie oben, eine der
Einwage von 20 cm?® ungefahr entsprechende Menge Nicotinsaure
zugesetzt. Beide Versuchsansatze werden, wenn noétig, mit
Kalilauge (2) neutralisiert, dann mit

Kalilauge (2) im Uberschuss versetzt und die Losungen auf dem
Wasserbad zur Sirupkonsistenz eingedampft (Eindampfriickstand
a und a’).

2) Erhaltlich bei der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel.

3) In Gegenwart von geringen Mengen Fett oder Wachs werden die Losungen auf
0° C gekihlt und bei 0°C filtriert.
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2

je
ad
Je

¢) Fwweisshaltige Losungen

X 90 cm?

5 c¢cm®

100 cm?
20 cm3

2 c¢m?3

der eiwersshaltigen Untersuchungslosung werden in zwei 100-
cm?®-Messkolben gegeben und auf pH 6—7 eingestellt. Dem Ansatz
(a’) wird, wie oben, eine der eingemessenen Probe von 90 cm?
ungefahr entsprechende Menge Nicotinsaure zugesetzt. Nach Zu-
gabe von

Calciumchloridlosung (5) wird 10 Minuten im siedenden Wasser-
bad erhitzt, abkihlen gelassen,

mit (Wasser erganzt, gemischt und filtriert.

Filtrat @ und @ werden in kleine Glasschalen gegeben, mit
Kalilauge (2) versetzt und wie oben auf dem Wasserbad ecin-
gedampft (Eindampfriickstand a und a’).

II. Remmigung des Untersuchungsmaterials

je

10 cm?

g

10 c¢cm?

20 cm3

20 cm3

0,65 g

I Tropf en

Die Eindampfriickstinde a und & werden mit

Salzsdure (6), gegebenenfalls durch leichtes Erwarmen gelost, in
je ein mit

Fullererde (7) beschicktes Zentrifugenglas gegeben, die Glas-
schalen mit weiteren

Salzsdure (6) nachgespilt, die vereinigten Losungen mit der
Fullererde 1 Minute geschiittelt, die Fullererde mit der adsorbier-
ten Nicotinsaure 2—3 Minuten abzentrifugiert und die tber-
stehende Losung abdekantiert. Zur Reinigung wird die Fullererde
mit

Schwefelsdure (8) kurz geschittelt, wieder abzentrifugiert und
die uberstehende Losung abdekantiert. Dann wird mit
Natronlauge (9) eluiert, 1 Minute kraftig geschiittelt, zentrifu-
giert, die iberstehende, nicotinsaurehaltige L.osung in ein weiteres,
im voraus mit

Blewnatrat (10) beschicktes Zentrifugenglas abdekantiert und zur
Befreiung von stérenden Farbstoffen mit dem gebildeten Pb(OH)2-
Niederschlag kurz geschuttelt. Nach Abzentrifugieren des Blei-
hydroxyds wird die klare, nicotinsdurehaltige Losung in ein
drittes Zentrifugenglas abdekantiert, mit

Phenolphthalein (11) versetzt und tropfenweise mit

tertiirem Kalwumphosphat (12) bis zur bleibenden Rosafdarbung
leicht alkalisch gemacht. Der gebildete Niederschlag wird ab-
zentrifugiert, die tberstehende, nicotinsaurehaltige Losung in ein
Becherglas abdekantiert und tropfenweise mit

Phosphorsdure (13) genau auf pH 4,5 eingestellt. Prifung mit
Indikatorpapier (14) (Losungen b und b’).
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III. Farbreaktion und Messung

«Je . 10 em®
1 cm?
2 cm?
ad 25 cm?

je I cm?

je 1 c¢m?

Losung b und b’ werden in ein 25-cm?-Messkolbchen gegeben,
primdres Kaliumphosphat (15) und

Bromceyanlosung (16) zugesetzt und

mit (Wasser aufgefillt. Beide Proben werden nun gleichzeitig
genau 10 Minuten im Wasserbad von 75—80° C erwarmt und
durch Einstellen in kaltes Wasser wieder auf Zimmertemperatur
abgekuhlt (L.osungen ¢ und ¢’). Von den Losungen ¢ und ¢ wird
eine gleich grosse Menge in je eine 5-cm-Messklivette gegeben
und pro 25 cm?® Losung

Salzsiiure (17) *) zugesetzt. Nach 1 Minute Stehen wird der Blind-
wert Cq bzw. C’ der Losungen bei 470 my. bestimmt und nach
Zugabe von :
Procain-HCl-Losung (18)*) (pro 25 cm?® Reaktionsgemisch) und
weiteren 15 Sekunden Stehen wird die Gesamtextinktion Cg und
Cg' der Losungen bei 470 my. gemessen.

IV. Auswertung

Die Berechnung des Nicotinsauregehaltes erfolgt im Vergleich mit dem Zu-
satzversuch auf Grund der auf die Nicotinsdure zuriickzufiihrenden Extinktions-

zunahme:

analog wie bei

X, o0
ACT — AQ

I

AC Cg — Co und
AC = Cg = Gy’

der Vitamin Bi- und Bz-Bestimmung nach der Formel:

= vy Nicotinsaure in der bestimmten Probe von Y g Einwage 3).

Nicotinsduregehalt des Analysenmaterials:

bl

100:. X8 . AC
Y5 . &€ — AC)

= ~%9 Nicotinsaure

1) Diese Losung wird zweckmassig in ziemlich scharfem Strahl zugegeben (Pipette
ausblasen), so dass gleichzeitig gute Mischung eintritt.

5) Einwage (Y) in g oder in cm® Das ist in der gegebenen Vorschrift

bet l'a = 10.g
bei Ib = 20 cm® Untersuchungsmaterial.
Bei e =00 o

8) X = Nicotinsaurezusatz zur Vergleichsprobe in y.
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V. Beisprel

10 g trockenes, gemahlenes Untersuchungsmaterial werden nach der Vor-
schrift Ta, II, ITI und IV aufgearbeitet und der Vergleichsprobe von 10 g Ein-
wage ein Zusatz von 100 y Nicotinsaure gemacht.

Messungen:

Co = 012; Einwage: Y = 10 g

Co = 0,12; Zusatz: X = 100 vy Nicotinsaure
Cg = 052

Cg = 097

Berechnung:

AC = Cg S CU R 0,52 — 0.12 = 0,40
AR = 0y — Ty = 0,97 — 0,12 .= 0,85
Nicotinsauregehalt in der bestimmten Probe von 10 g:
X .AC 100040 _ 40 _ - o
AC—AC ~, 0,85—040 045 -

Nicotinsauregehalt des Untersuchungsmaterials:

100« X . BG 100 . 100 . 0,40 4000
: o = = 890 %0
Y. BO=5E 10 (0.85—0,40) 4,5
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quantitative estimation in organic material — Monograph. Ejnar Munksgaard —
Copenhagen Denmark (1940).

E. Bandier und J. Hald: A colorimetric reaction for the quantitative estimation of ni-
cotinic acid. Biochem. J. 33, 264 (1939).

"E. Bandier: Quantitative estimation of nicotinic acid in biological material. Biochem. J.
33, 1180 (1939).

D. Melnick: Collaborative study of the applicability of microbiological and chemical
methods to the determination of niacin (nicotinic acid) in cereal products. Cereal
chemistry 19, No. 5, 553 (1942). '

D. Melnick, B. L. Oser und L. Siegel: Chemical determination of nicotinic acid content
of flour and bread. Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 13, 879 (1941).

A. Arnold, C. B. Schreffler und S.T. Lipsius: Chemical determination of nicotinic acid.
Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 13 62 (1941).

P. Karrer und H. Keller: Bestimmung von Nicotinsdure-amid in tierischen Organen.
Helv. Chim. Acta 22, 1292 (1939).

407



D. Die Bestimmung von Ascorbinsidure (Vitamin C)
Verfahren nach P. B. Miiller

a) Prinzip

Das Untersuchungsmaterial wird in stark saurer Losung zerkleinert und
extrahiert. In einem aliquoten Teil des Extraktes werden die vorgebildete Ascor-
binsaure A und die unspezifischy reduzierenden Stoffe RS bestimmt. In einem
anderen aliquoten Teil des Extraktes werden die reduzierenden Gruppen der
Ascorbinsaure mit Formaldehyd verschlossen oder die Ascorbinsdure mit As-
corbinsaureoxydase oxydiert und die verbleibenden unspezifischen Reduktions-
stoffe RS gesondert bestimmt. (A +RS)—RS ergibt dann die vorgebildete As-
corbinsaure A.

Ein weiterer Teil des Extraktes wird mit HaS gesattigt, wodurch vorgebildete
Dehydroascorbinsaure D zu Ascorbinsdure reduziert wird. Nach dem Austreiben
des Schwefelwasserstoffes wird in einem aliquoten Teil des behandelten Extraktes
die Gesamtascorbinsaure A-+D und unspezifisch reduzierende Stoffe RS’ be-
stimmt. In einem weiteren aliquoten Teil des behandelten Extraktes werden wie
oben die unspezifischen reduzierenden Stoffe RS’ gesondert ermittelt.

(A+RS)—RS ergibt die vorgebildete Ascorbinsdure A,
(A+D+RS)—RS’ ergibt die Gesamtascorbinsaure A-+D, und
(A+D)—A ergibt dann die vorgebildete Dehydroascorbinsaure D.

Im Folgenden wird der Einfachheit halber nur noch von Ascorbinsaure (A),
Dehydroascorbinsaure (D) und Gesamtascorbinsaure (A-+D) gesprochen, wobei
unter Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsaure jeweils die vorgebildeten Pro-
dukte gemeint sind.

b) Anwendbarkeit

Das Verfahren eignet sich zur Untersuchung von frischem und gelagertem
Obst und Gemiise, von Konservenprodukten, Gefrierkonserven, Obst- und Ge-
missesaften und Konzentraten usw. Bei der Untersuchung von Produkten, welche
in der Hitze getrocknet wurden oder welche eine Uberhitzung durchgemacht
haben, wird das Verfahren bisweilen durch unspezifisch reduzierende Stoffe
gestort, die von Dichlorphenol-indophenol fast gleich gut oxydiert werden wie
Ascorbinsaure und ahnlich wie diese, auch auf die Formaldehyd- und Ascorbin-
saureoxydasebehandlung ansprechen (siehe unten).

¢) Genauigkeit und Erfassbarkeit

Die Genauigkeit der Ergebnisse kann mit +10 °/o und bei sehr kleinen Ge-
halten mit + 1 mg®bo in Rechnung gesetzt werden.
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Die untere Erfassungsgrenze des Bestimmungsverfahrens liegt bei absolut
etwa 25 v Ascorbinsdure, entsprechend ca. | mg Ascorbinsaure/100 g Unter-
suchungsmaterial.

d) Wichtige, zu berticksichtigende Einzelheiten

I'risches Obst und Gemiuse enthalt haufig Oxydationsfermente, welche die
Ascorbinsaure fast momentan oxydieren, wenn sie bei der Zerkleinerung des
Untersuchungsmaterials in massig saurem Milieu aus dem Zellverband in Freiheit
gesetzt werden. Die Aktivitat dieser Fermente kann ohne Hitze oder chemische
Finwirkung haufig nur in stark saurem Milieu ausgeschaltet werden. In Kon-
servenprodukten sind die Oxydationsfermente zufolge der Hitzebehandlung in-
aktiviert. Das gilt in der Regel auch fur Tiefkiithlprodukte, welche zur Inaktivie-
rung der Fermente zuvor einen Blanchierprozess durchmachen.

Bei starker Erhitzung von starke- oder zuckerhaltigen Produkten entstehen
bisweilen durch Karamellisierungsprozesse Verbindungen — wie Reducton, Re-
auctinsaure —, die in frischen Produkten und in gewohnlichen Konserven und
Gefrierkonserven normalerweise nicht vorkommen und ganz dhnliche Reduk-
tionseigenschaften aufweisen wie Ascorbinsaure. Solche Verbindungen sind oft
nur durch umstandliche, zeitraubende Verfahren, bei denen die Oxydations-
geschwindigkeiten in Abhangigkeit der Konzentration gemessen werden, von
Ascorbinsaure zu unterscheiden (siche Lit. 6). Da ein Teil dieser Verbindungen
von Dichlorphenol-indophenol aber doch etwas weniger rasch oxydiert wird als
Ascorbinsaure, ist es bisweilen moglich, noch hinreichend genau auszuwerten,
wenn man dafur sorgt, dass die Oxydation der Ascorbinsaure sehr rasch verlauft
und dass der Oxydationsprozess nach einer gewissen (kurzen) Zeit durch Ex-
traktion des tberschiissigen Dichlorphenol-indophenols mit Ather (Extraktions-
verfahren) unterbrochen wird.

In frischen Produkten und in Konserven kommen bisweilen aber schwacher
reduzierende Stoffe wie z.B. Kohlenhydrate, schwefelhaltige Verbindungen, Ei-
weiss- und Starkestoffe, Aminosduren usw. vor. Auch bei der Schwefelwasser-
stoffbehandlung der Extrakte entstehen manchmal reduzierende Verbindungen.
Diese Verbindungen storen jedoch die Titration der Ascorbinsaure nicht, wenn
nach dem oben erwahnten Extraktionsverfahren gearbeitet wird.

Stark gefarbte Losungen, welche bei der direkten Titration keinen.Umschlag
erkennen lassep, werden ebenfalls nach dem Extraktionsverfahren bestimmt.
e) Apparate

Normales Laboratoriumsgerdt.
Zentrifuge.
Zerkleinerungs- und Mischmaschine (z.B. Turmix-Apparat).
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Entgasungsstutzen: bestehend aus gewohnlichem Saugstutzen mit aufge-

schliffener, durchbohrter Glasplatte. Durch die Bohrung der Glasplatte wird
ein ausgezogenes Kapillarrohr (dhnlich wie zur Vakuumdestillation) mit fein
regulierbarem Glashahn bis fast auf den Boden des Stutzens eingefithrt. Zwischen
dem Saugstutzen und der Wasserstrahlpumpe wird ein fein regulierbarer Glas-
hahn zur Regulierung des Vakuums dazwischengeschaltet.

1.

He 0o N

O

o

10.
11.
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f) Reagenzien
Salzsdaure, 1n, rein.

Octylalkohol, rein.
CO:z2-Gas aus Stahlflasche.
Eisessig, rein.

Natriumacetatlosung, 20 °/oig, aus 332 g Natriumacetat, rein, kristallisiert
(mit 3 H20) ad 1000 cm?® Hz0.

Calciumcarbonat, pulverisiert, rein.

0.2 %oige Dichlorphenol-indophenollosung: 0,2 g Dichlorphenol-indophenol
(erhaltlich bei der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel) werden
mit 100 cm?® siedendem Wasser gelost, im Messkolben auf 1000 c¢m?® auf-
gefullt und filtriert.

Zur Titerstellung werden 25 cm?® dest. Wasser mit 1 cm? Eisessig ange-
sauert und mit 0,05 cm?® der 0,2 %oigen Dichlorphenol-indophenollésung ver-
setzt (Vergleichslosung). Nun werden 10 cm? einer 0,1%oigen Ascorbinsaure-
Testlosung (siehe unten) mit 1 cm? Eisessig und 15 cm® Wasser versetzt und
mit der Dichlorphenol-indophenollosung so lange titriert, bis die Farbung
der Vergleichslosung erreicht ist. Aus dem Ergebnis dieser Titration minus
0,05 cm® errechnet sich der Faktor der Dichlorphenol-indophenollésung auf
bekannte Weise. 1 cm? entspricht ungefahr 0,1 mg Ascorbinsaure.

0,1%0ige Ascorbinsiure-Testlosung:

10 mg Ascorbinsaure «Roche» werden in ca. 50 cm?® dest. Wasser, das mit
1 cm® Eisessig angesauert wurde, gelost und ad 100 cm?® verdinnt. Das
Wasser ist in einer Glasapparatur zu destillieren und kurz vor Gebrauch

noch einmal auszukochen. — Die Ascorbinsaure-Testlosung dient zur Titer-
stellung der Dichlorphenol-indophenollosung und ist jeweils kurz vor Ge-
brauch herzustellen. 10 cm® = 1 mg Ascorbinsaure.

Lyphan-Indikatorpapier (pH-Bereich 4,5—6,0).
Formaldehydlosung, 35—40 °/oig, rein (eventuell denaturiert).

Schwefelwasserstoff-Gas, hergestellt im Kipp’schen Apparat aus Schwetel-
eisen und HCI (konz. HCI mit 1 Teil H20 verdinnt).

Blewacetatpapier: Filterpapier mit Bleiacetatlosung getrankt.



12, Ather. Reiner, destillierter Athylather wird so oft mit einer 2 %/oigen, wasse-
rigen Losung von Ferrosulfat geschuttelt, bis sich die wasserige Losung nicht
mehr gelb farbt (von Ferrisulfat). Anschliessend wird 3 mal mit Wasser aus-
gewaschen und vom Waschwasser abgetrennt. Der Ather wird nicht getrock-
net. Die pro Tag benotigte Menge Ather wird tdglich frisch mit Ferrosulfat

gereinigt.

g) Bestimmungsvorschrift; Methode

. Zerkleinerung, Extraktion und Uorbereitung der Extrakte

100 g

300 cm?

5 Tropfen

ad 500 cm?®

250 c¢cm?

10 ¢m?

ca. 60 cm3

ad 500 cm?

150 ¢m3

4 Tropfen

Untersuchungsmaterial werden in einer Zerkleinerungs- und
Mischmaschine mit

HC! (1) und

Octylalkohol (2) versetzt, wiahrend 3 Minuten unter CO:z(3)-
Spiilung zerkleinert und zugleich extrahiert und im Messkolben

mit Wasser aufgefillt. Schaum wird vor dem Auffillen zur
Marke mit einigen Tropfen Octylalkohol (2) zerstort (Losung I).

der gut gemischten Lésung [ werden im 500-cm?-Messkolben mit

Eisessig (4) versetzt, die Salzsaure (150 cm?® 1n-HCI) mit einer
aliquoten Menge =

20 "/mger Natriumacetatlosung (5) bis zur leicht kongosauren Re-
aktion abgestumpft, das Reaktionsgemisch

mit (Wasser aufgefillt, unter 6fterem Schwenken 5 Minuten ste-
hen gelassen und die festen und unloslichen Anteile auszentri-
fugiert oder abfiltriert (Losung II).

Losung 1l werden mit

Octylalkohol (2) versetzt und unter standigem Rithren durch por-
tionenweises Zugeben von

festem Calciumcarbonat (6) (bis zum Aufhoren der COz-Entwick-
lung) auf pH 5,2—5.5 abgepuffert (Kontrolle mit Lyphan-Indi-
katorpapier) und filtriert (= Losung III).

II. Die Bestimmung der Ascorbinsiure A

Die Bestimmung von A+ RS

2X25 cm?®

Losung 11 (entsprechend je 2,5 g Einwage) werden direkt, wie
unter IV beschrieben ist, mit Dichlorphenol-indophenol (7) titriert.
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Die Bestimmung von RS

o

cm?®  Losung 11 werden mit

5
5 cm®  Formaldehyd (9)') versetzt, 15 Minuten bei Zimmertemperatur
stehen gelassen, dann mit

C

ro

2 ecm?®  FEesessig (4) angesauert und nach IV titriert.
Ascorbinsaure A = (A+RS)—RS.

IIL. Die Bestimmung der Gesamtascorbinsiure A+ D und der Dehydroascorbin-
saure D

100 em?®  Losung 11! werden in einem 200-cm®-Erlenmeyer mit
Schwefelwasserstoff (10) gesattigt ?), 2 Stunden bei Zimmertem-
peratur stehen gelassen, dann im Vakuum und unter Spilung
mit CO2 wieder entgast ®) und mit Wasser auf 100 cm? erganzt
(= Losung IV). (Prifung auf Abwesenheit von H2S mit Blei-
acetatpapier (11)).

Die Bestimmung von A-+D+ RS

2X25 cm® Losung IV (entsprechend je 2,5 g Einwage) werden mit
je 2 cm?® [Fisessig (4) angesauert und nach IV titriert.

Die Bestimmung von RS

25 em®  Losung IV werden wie zur Bestimmung von RS aufgearbeitet.
Gesamtascorbinsaure A+D = (A+D+RS)—RS’,
Uorgebildete Dehydroascorbinsiure D = (A+D)—A.

1) Bei der Analyse von frischem Obst und Gemise, von Konserven, Gefrierkonserven
und Obstsaften werden mit Formaldehyd gute Werte erhalten. In speziellen Féllen kann
das Verfahren aber durch Verwendung, an Stelle des Formaldehyds, von Ascorbinsdure-
oxydaselosung in Form des Pressaftes vom frischen (oder tiefgefrorenen) Gurken- oder
Kiirbisschalen noch spezifischer gestaltet werden. In der Regel geniigen 1—2 cm? Press-
saft pro 25 mg®o A-+RS (vgl. auch Lit. 1).

%) Hierzu wird der Erlenmeyer mittels eines doppelt durchbohrten Gummistopfens,
der ein Zu- und ein Ableitungsrohr tragt, verschlossen, kurz mit H2S gespult und immer
in Verbindung mit dem H2S-Kippapparat, bei geschlossenem Ableitungsrohr, 1 Minute
energisch geschiittelt. Nach Schliessung des Zuleitungsrohres wird der Erlenmeyer bei-
seite gestellt.

%) Hierzu wird der Erlenmeyer in den «Entgasungsstutzen» (siehe unter e) gestellt,
so dass das ausgezogene Kapillarrohr in die Loésung eintaucht und unter Spililung mit
wenig COz vorsichtig Vakuum angelegt, bis die Losung kraftig, aber nicht ubermassig
siedet.

412



IV. Die Titration der Ascorbinsdure

Direktes Uerfahren (fur farblose und wenig gefarbte L.osungen):

Von den Extrakten zur Bestimmung von A+RS und A+D+RS’ werden je
2X25 cm?® in zwei 100-cm?-Erlenmeyer gegeben und die eine Losung so lange
titriert, bis gegentiber der nicht titrierten Losung bei Zugabe von 0,1 cm? Dichlor-
phenol-indophenollésung (7) eine deutliche Farbvertiefung nach Rot eben 10
Sekunden bestehen bleibt. Dann wird die andere Lésung in e¢inem Male mit
0,5 cm?® weniger Reagens titriert und, wenn notwendig, wie zuvor zur Farbtiefe
des 1. Teiles mit je 0,1 cm?® nachtitriert. Hat sich die 1. Losung inzwischen ent-
farbt, so soll nun die 2. Losung eine mindestens 10 Sekunden bestehende, leichte
Farbvertiefung gegentiber der entfarbten Losung erkennen lassen. Von den Ex-
trakten zur Bestimmung der Leerwerte RS und RS” werden jeweils 25 cm? Losung
vorsichtig titriert. ‘

Extraktionsverfahren (fur komplizierte Verhaltnisse und stark geféarbte
[.6sungen):

Die zu titrierende, essigsaure Losung wird in einen Schiitteltrichter gegeben,
zur Entfernung von atherloslichen Farbstoffen 1—2 mal mit peroxydfreiem
Ather (12) extrahiert ¢) (der letzte Atherauszug soll farblos sein), dann in einem
Male mit der mutmasslichen Menge Dichlorphenol-indophenollésung (7) versetzt
und sofort kurz, aber energisch geschwenkt. Sofort nach dem Umschwenken wird
vorsichtig mit 20 cm?® peroxydfreiem Ather tberschichtet, die Versuchslosung
damit zwischen der 10. und 20. Sekunde nach dem Reagenszusatz ausgeschiittelt
und zur Phasentrennung stehen gelassen oder kurz zentrifugiert ).

Bleibt der abgetrennte Ather farblos, so wurde die Titration nicht zu Ende
geftihrt. In diesem Falle wird mit einer Pipette 1 cm?® Dichlorphenol-indophenol-
losung (7) aufgenommen, die Pipette aussen abgerieben, rasch durch die Ather-
schicht hindurchgestossen und der wasserigen Versuchslosung abermals in einem
Male eine bekannte Menge Reagens zugeftugt. Nach dem Schwenken wird wie
zuvor zwischen der 10. und 20. Sekunde ausgeschiittelt. Dies wird, wenn not-
wendig, so oft wiederholt, bis sich der abgetrennte Ather vom extrahierten iiber-
schiissigen Dichlorphenol-indophenol rot farbt.

Die Atherphase wird quantitativ abgetrennt 4), mit Ather ad 20 cm3 erganzt
und der Uberschuss an Dichlorphenol-indophenol im Vergleich mit einer Test-
verdiinnungsreihe ermittelt.

Zur Herstellung der Testverdiinnungsreihe werden in 6 genau gleichartige
Reagensglaser mit Schliffstopfen 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 und 0,5 cm?® Dichlor-
phenol-indophenollésung gegeben, mit essigsaurem Wasser auf ca. 1 cm?® erganzt,
genau 10 cm?® Ather (12) hinzugefiigt und kurz geschiittelt. Die erhaltenen Test-

4) Ist die Trennung der Phasen schlecht, so kann sie durch Zugabe von etwas Atha-
nol oder durch kurzes Zentrifugieren beschleunigt werden.
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verdiinnungen entsprechen 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1 cm?® Reagens pro 20 cm?
Ather. Die Reagensgliser werden zweckmassig vor einem durchscheinenden,
weissen Schreibmaschinenpapier so in ein Reagensglasgestell eingesetzt, dass die
Versuchslosung jeweils zwischen 2 Testglaser gestellt werden kann. Die einfache
Vorrichtung wird von hinten beleuchtet (Tageslicht vom Fenster her oder kiinst-
liches Licht). Da der zwischen 2 Testwerten liegende Mittelwert noch sicher
geschitzt werden kann, erfolgt die Titration auf 0,1 cm® Reagens genau, ent-
sprechend 10 y Ascorbinsaure.

V. Berechnung der Analysen

Da 25 cm? der zur Bestimmung verwendeten Losungen 11, III und IV jeweils
2,5 g Einwage und 1 cm? der Dichlorphenol-indophenollésung = 0.1 mg Ascor-
binsaure entsprechen, errechnet sich der Ascorbinsauregehalt in mg®/o wie folgt:

X . 100 . 0,1

5 E = X . 4 = mg®o Ascorbinsaure ?).

VI. Beispiel

Einwage zur Zerkleinerung
und Extraktion

I

100 g Untersuchungsmaterial/500 cm?® (I)

Verdinnung von 250 cm?

Losung I auf 500 cm? = 50 g Untersuchungsmaterial/500 cm?® (II)
Bestimmung mit je 25 cm?

Losung (II, IIT und IV) = 2,5 g Untersuchungsmaterial/ 25 cm?®
Ascorbinsiure A:

A-+RS = 3,2 cm® Dichlorphenol-indophenol

RS = 0,2 cm? » »

A = 3,0 cm? » » = 3,0.4 = 12 mg%

Gesamtascorbinsdaure A+ D:

A+D+RS = 5,4 cm® Dichlorphenol-indophenol
RS’ == . 0,4 cm? » »
A+D = 5,0 cm? » » = 5,04 = 20 mg"/o

Dehydroascorbinsiure D:

D = (A+D)—A = 8 mg'lo

%) Fir sehr genaue Auswertungen ist gegebenenfalls dem Trockenriickstand bei der
Extraktion Rechnung zu tragen. Bei der gegebenen Vorschrift ist der darauf zuriickzu-
fthrende maximale Fehler kleiner als 10 %o.
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