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Zur gravimetrischen Bestimmung der Sterine
in Eierkonserven und Teigwaren

Von H. Hadorn und R. Jungkunz
(Laboratorium V.SK, Basel)

Im schweiz. Lebensmittelbuch ') wird fir die Cholesterinbestimmung in Eier-
konserven und eierhaltigen Lebensmitteln, wie Eierteigwaren, eine Methode
angegeben, welche sich auf die klassische Digitoninmethode von Windaus ®)
stitzt. Dabei wird unterschieden die Bestimmung des freien und diejenige des
gesamten Cholesterins. In den tierischen Fetten liegt das Cholesterin im all-
gemeinen zum weitaus grossten Teil in freiem Zustande vor (im Eierol z.B. zu
ca. 90 %/0), wihrend das Phytosterin von Pflanzenfetten in der Esterform vor-
herrscht. Allgemein diirfte es sich empfehlen, fir die gravimetrische Methode
die Fettsauren zu benutzen, weil auf diese Weise das Gesamicholesterin erfasst
wird. Nach unserer Erfahrung erhalt man nach der Vorschrift des Lebensmittel-
buches nicht immer befriedigende Werte. In den meisten Fallen wird der
Steringehalt zu hoch gefunden, wie bereits T errier ®) festgestellt hat. Zuverlassige
Resultate findet man dagegen nach der kolorimetrischen Methode von Riffart
und Keller *), welche besonders fiir Serienuntersuchungen geeignet ist und die
sich auch zur Cholesterinbestimmung in didtetischen Nahrmitteln %) gut bewahrt
hat. Diese Methode erfasst sowohl die freien als auch die gebundenen Sterine.

Iir Finzelanalysen wire es jedoch hie und da erwtinscht, auch eine einfache
und zuverlassige gravxmetrlsche Methode zur Hand zu haben. Aus diesem Grunde
sollen die verschiedenen in der Literatur beschriebenen Methoden diskutiert
und tiberprift werden. Zum Schluss folgt eine von uns etwas modifizierte Vor-
schrift, welche zuverlassige Werte liefert, wie durch zahlreiche Beleganalysen
gezeigt wird.

Diskussion der verschiedenen Vorschriften
fir die Digitoninfillung

Wie bereits erwahnt, liefert die Lebensmittelbuchmethode unzuverlissige, zu
hohe Werte. Terrier (loc. cit.) fand bei Modellversuchen mit reinen Cholesterin-
losungen Werte, welche bis 113 %o der Einwaage betrugen. Bei eigenen Modell-
versuchen wurden ebenfalls zu hohe Werte gefunden, wie die nachstehenden
Beispiele zeigen.

Einwaage Cholestrin Gefunden In %0
mg mg der Einwaage
185 19,5 106,5
15,0 15,9 106,1

Noch ungtinstiger sind die Verhéltnisse, wenn geringe Mengen Sterine neben
Fett oder Fettsauren bestimmt werden sollen. So fanden wir beispielsweise in
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einem Spezial-Hartweizengriess nach der Lebensmittelbuchmethode 62 bzw.
82 mg®/o Sterine, wahrend der wirkliche Gehalt nur 32 mg®o betrug.

Terrier kommt auf Grund seiner Untersuchungen zum Schluss, dass tber-
schissiges Digitonin als Ursache fir diese Unstimmigkeiten anzusehen sei. Dieses
scheidet sich beim Eindampfen der Losung gleichzeitig mit den Digitoniden
aus und kann spater beim Auswaschen nicht mehr in Losung gebracht werden.
Er schlagt daher vor, den Digitonin-Uberschuss zu reduzieren und ihn moglichst
gering zu halten.

In diesem Zusammenhang war es interessant, einmal an Hand der Literatur
festzustellen, welche Digitoninmengen von den verschiedenen Autoren zur Fil-
lung vorgeschrieben werden (Tabelle 1). Nach Lebensmittelbuch beansprucht
1 Teil Cholesterin theoretisch 3,13 Teile Digitonin.

Tabelle 1

Fillungsbedingungen nach verschiedenen Autoren

: Vorge- Verhéltni
Angewandte Cholesterin schriebene e.r-a rfls
Autor F pro A Digitonin
ettmenge Besti Digitonin- — -
estimmung menge Cholesterin
g mg mg
Lebensmittelbuch ) 0.3 ca. 13,5 70 5,3
Terrier ) 0,3 ca. 18,5 60 4,5
Tillmans, Riffart und Kiihn ®) — 4,0 20 5,0
Internat. Fettkommission 7) — 10,0 50 5,0
Riffart und Keller ®) — max. 2,0 20 10,0

Man sieht hieraus, dass in der Regel die 4—05fache, im letzten Fall sogar die
10fache Menge Digitonin der zu fidllenden Sterinmenge angewendet werden soll.

Griin ?) empfiehlt eine weitere Reinigung durch Losen und Umfallen des
abfiltrierten und ausgewaschenen Digitonid-Niederschlages. Dabei wird even-
tuell anhaftendes, ungelostes, tiberschiissiges Digitonin entfernt. Der Nieder-
schlag wird dabei in heissem absolutem Alkohol gelést und zu der Losung all-
mahlich 10 Volumenteile Wasser und nach lingerem Stehen abermals 10—15
Volumenteile Wasser zugesetzt. Nach einstiindigem Stehen wird filtriert und der
Niederschlag mit 90 °/sigem Alkohol gewaschen.

Diese Reinigung ist etwas umstandlich, liefert aber gut brauchbare Resultate,
wie nachstehendes Beispiel zeigt:
Cholesteringehalt in Eierspaghetti (hergest. mit 30 g Volleipulver pro kg Dunst):

gravimetrisch nach Lebensmittelbuch = - 132 mg
gravimetrisch nach der Umfédllung nach Grin = 86 mg®
kolorimetrisch nach Riffart und Keller = 87 mp
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Nach der Lebensmittelbuchmethode findet man, wie mehrfach erwahnt, einen
viel zu hohen Wert. Der nach erfolgter Reinigung nach Gruin gefundene Chole-
steringehalt stimmt dagegen gut mit dem kolorimetrisch ermittelten Wert tiber-
ein.

Riffart und Keller verwenden bei ihrer Mikromethode einen auffallend
grossen Digitinoniiberschuss (10fache Menge des vorhandenen Cholesterins). Sie
arbeiten jedoch unter andern Bedingungen, indem sie das Reaktionsgemisch
zur Trockne verdampfen und den Digitoniniiberschuss durch kochendes Wasser
entfernen.

Es war nun naheliegend, die von Riffart und Keller angewandte Arbeitsweise
auf die gravimetrische Cholesterinbestimmung mit etwas grosseren Sterinmengen
zu Ubertragen. Bisher galt allerdings die Anwendung von heissem Wasser zur
Entfernung von iiberschiissigem Digitonin als untauglich, da man Verluste an
Digitoninsterid befiirchtete. Nach einer Angabe im Handbuch '?) sollen nach
Versuchen von Miiller ') durch 100 cm?® siedendes Wasser 0,6 mg Digitonin-
cholesterid in Losung gehen. Obwohl Riffart und Keller sich zu diesen Loslich-
keitsverhaltnissen nicht dussern, ist auf Grund ihrer sorgfaltig durchgefihrten
Kontrollbestimmungen bewiesen, dass dadurch keine nennenswerten Fehler ent-
stehen konnen.

Modellversuche zur eigenen gravimetrischen Methode

In Anlehnung an die Arbeitsweise von Riffart und Keller fithrten wir ver-
schiedene Modellversuche nach der am Schluss dieser Arbeit angegebenen Me-
thodik durch. Dabei wurde die Einwaage erhoht, so dass Cholesterinmengen
zwischen 5 und 20 mg zur Anwendung gelangen und das Gewicht des Nieder-
schlages mit gentigender Genauigkeit auf der gewéhnlichen Analysenwaage
bestimmt werden kann. Eine kleine Abanderung wurde noch am Reagens an-
gebracht. Statt wie Riffart und Keller eine 0,5 °/vige Digitoninlésung zu benutzen,
fallten wir mit einer frisch bereiteten 1%oigen Digitoninlésung, wodurch das
Volumen der zu verdampfenden Flissigkeit reduziert werden konnte.

Zum Abfiltrieren des Steridniederschlages werden nach Vorschriften des
[.ebensmittelbuches, sowie nach Terrier, Riffart und Keller Glassintertiegel
empfohlen, wahrend das Handbuch auch Wattefilter empfiehlt. Das Reinigen
der Glassintertiegel ist meistens eine etwas umstidndliche Sache, und die Watte-
filter haben den Nachteil, dass getrocknete Watte ziemlich hygroskopisch ist
und daher wahrend des Wigens Feuchtigkeit aufnimmt. Aus diesen Griinden
haben wir uns fiir den bewihrten Goochtiegel mit Asbestfiilllung entschieden,
der sich fiir diesen Zweck gut eignet.

a) Modellversuche mit reinem Cholesterin ohne Fett

Wechselnde Mengen reinen Cholesterins wurden abgewogen, in 5 cm3 Aceton
gelost, mit 10 cm?® 1%iger Digitoninlosung versetzt und, wie im Abschnitt Me-
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Tabelle 2

Cholesterinbestimmungen in Eikonserven und Teigwaren
nach verschiedenen Methoden

' Kolorimetrisch | Gravimetrisch
Nr. Bezeichnung nach Riffart nach der
und Keller neuen Methode
1 Trockenvollei aus franzosischen
Schaleneiern, selbst hergestellt 1,76 %o 1,72 %o
1,78 %/a 1,70 %0
1,73 %0 1,72 %
2 Chinesisches Trockeneigelb des Handels 277 %o 2,81 %/o
2,18 %0 2,82 %o
mg %o mg %o
3 Selbst hergestellte Eierteigwaren (2 Eier) 71 78
4 Selbst hergestellte Eierteigwaren (4 Eier) 119 118
L2
5 Selbst hergestellte Eierteigwaren (8 Eier) 215 212
217 ;
6 Schnaggli Frischeierware 103,8 102,4
103,2 103,2
7 Schnaggli Frischeierware 100,0 100,2
8 Frischeiernudeln 103 98
9 Eiernudeln 112 109
10 Eierhornli 81 82
11 Eierhornli 96 99
12 Eierhérnli 106 110
13 Eierhornli 96 97
14 Eierspaghetti 94 89
15 Eierspaghetti 112 109
16 Spaghetti Wasserware aus Hartweizen-
dunst 42 41
40
17 Spezial-Hartweizengriess &2 32
31

thodik beschrieben, weiter verarbeitet. Dabei ergaben sich folgende Resultate,
welche durchwegs als gut zu bezeichnen sind:

b, Modellversuche mit Cholesterin und Fettsiuren

Angewandte Menge
17,2 mg
10,0 mg
12,0 mg

Gefundene Menge

17,0 mg
9,8 mg
12,5 mg

Fett aus Eigelbpulver wurde verseift, das Unverseifbare entfernt und her-
nach die Fettsauren isoliert. Von diesen reinen sterinfreien Fettsauren wurden

ca. 0,3 g eingewogen und bekannte Mengen Cholesterin zugesetzt.
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Angewandte Menge Angewandte Menge Gefundene Menge

Fettsduren Cholesterin Cholesterin
i 0,30 g 9,1 mg 9,7 mg
2. 0,30 g 10,2 mg 10,3 mg
&, 0,31 g 12,1 mg 12,1 mg
4. 0,30 g 15,6 mg 15,9 mg

Auch bei diesen Modellversuchen wurden gute Resultate erhalten.

¢) Analyse von Eikonserven und Eierteigwaren

Zum Schluss wurde der Cholesteringehalt von Eikonserven und verschiedenen
selbst hergestellten Eierteigwaren, sowie von Eierteigwaren des Handels nach
der modifizierten gravimetrischen Methode bestimmt. Zur Kontrolle wurden in
allen Fillen die Cholesterinbestimmungen auch nach der bewahrten, kolori-
metrischen Methode von Riffart und Keller durchgefihrt. Wie aus den Resul-
taten der Tabelle 2 ersichtlich ist, wurde durchwegs eine gute Ubereinstimmung
der Werte erzielt, womit die Brauchbarkeit der neuen gravimetrischen Methode
bewiesen sein durfte.

Methodik

Reagens: frisch bereitete 1.0 %/oige Losung von Digitonin in warmem 80 %oigem Alkohol.
1 cm?* = 10 mg Digitonin
(auf 1 mg Cholesterin sind mindestens 0.5 ¢cm? héchstens 1 em® Digitoninlosung
anzuwenden).

Fettgewinnung. Die Gewinnung des Fettes erfolgt entweder durch 6stiindige
Extraktion mit Ather nach Riffart und Keller (loc. cit.) oder nach Hadorn und
Jungkunz '?) durch Extraktion mit Alkohol (95 %/0)-Benzol 1:1, und zwar in der
Weise, dass, wie frither angegeben, das Faltenfilter mit Inhalt eine Stunde in
die siedende Extraktionsfliissigkeit eingetaucht und hernach eine weitere Stunde
im oberen Teil des Extraktionsapparates extrahiert wird. Diese zuletzt beschrie-
bene Extraktion ergibt die Gesamtlipoide.

Sterinbestimmung. Das aus 10 g Teigwaren oder 0,3—0,5 g Trockeneipulver
isolierte Fett (Alkohol-Benzol- oder Ather-Extrakt) wird zur Entfernung des
Lecithins in 5 em?® Aceton gelost und dann durch ein mit Asbest beschicktes
Allihn’sches Rohrchen an der Wasserstrahlpumpe filtriert und ausgewaschen.
Noch besser geht man von den Fettsduren aus. Dadurch wird in allen Fallen das
gesamte (freies und gebundenes) Cholesterin erhalten. Die betr. Fettsauremenge
aus 10 g Eierteigware oder 0,3—0,5 g Eipulver 16st man in einem weithalsigen
Stehkolbchen in 5 cm® Aceton und gibt die erforderliche Menge Digitoninlésung
zu (in der Regel 10 cm?). Hierauf dampft man bei schrag gestelltem Kélbchen
auf einem kochenden Wasserbad zur Trockne ein. Dann wird der Riickstand mit
50 cm? heissem Wasser aufgenommen, der Niederschlag mit einem Glasstab gut
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aufgerithrt, zum Sieden erhitzt und 2—38 Minuten unter Umrithren gekocht, um
das tberschiissige Digitonin zu losen. Alsdann ldsst man auf ca. 60° abkihlen,
versetzt mit 25 ¢m?® Aceton (techn.) und erwarmt nochmals kurze Zeit bis zum
beginnenden Sieden. Dadurch wird der koloidale Zustand etwas behoben und
das Filtrieren erleichtert. Man filtriert sodann unter schwachem Saugen durch
einen mit Asbest beschickten, gewogenen Goochtiegel den grossten Teil des
heissen, triben Gemisches ab. Wenn ca. 40 cm? abfiltriert sind, gibt man 20—30
cm? Aceton ins Koélbchen und mischt gut durch; dabei losen sich die Lipoide
weitgehend, und die Filtration geht leicht vonstatten. Hernach wird mit 8§ cm?
Aceton nachgespiilt, dann schliesslich portionenweise mit je 5 cm?® Ather, 5 ¢cm?
Chloroform und 8 c¢cm® Ather ausgewaschen, wobei man zundchst vor jeder
Waschung das Saugen unterbricht. Dabei ist zu beachten, dass eventuelle Fett-
reste, welche sich am Tiegelrand angesetzt haben, ebenfalls gelost werden. Der
aussen sorgfaltig abgewischte Tiegel wird schliesslich im Trockenschrank bei
100—105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und dann die Digitonide gewogen.

Durch Multiplikation des Digitonids mit 0,243 erhalt man die vorhandene
Sterinmenge (Cholesterin oder Phytosterin).

Zusammenfassung

1. Die gravimetrische Digitoninmethode des Lebensmittelbuches zur Bestimmung der
Sterine liefert unzuverldssige, meist viel zu hohe Resultate. Als Ursache kommt tiber-
schiissiges Digitonin in Frage, welches mit dem Sterin-Digitonid ausféllt und beim
Auswaschen nicht mehr gelost wird.

2. Es wird eine neue, etwas modifizierte, gravimetrische Methode beschrieben, welche
sich an die Mikromethode von Riffart und Keller anlehnt. Das Reaktionsgemisch wird
dabei auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft, dann mit kochendem Wasser auf-
genommen und filtriert. wobei der Digitoniniiberschuss vollstandig entfernt wird.

3  Die Brauchbarkeit der Methode wird durch verschiedene Modellversuche, sowie durch
zahlreiche Kontrollbestimmungen nach der kolorimetrischen Methode von Riffart
und Keller bewiesen.

Résumé

I. La méthode du Manuel pour le dosage gravimétrique des stérines, au moyen de
digitonine, donne des valeurs inexactes et le plus souvent trop élevées. Ceci est dii
a l'exceés de digitonine utilisé, qui précipite avec la combinaison stérine-digitonine
et ne s'en laisse plus éliminer par lavage.

)

On décrit une méthode gravimétrique, légérement modifiée, basée sur la méthode
microchimique de Riffart et Keller. Le mélange réactionnel est évaporé a sec, au
bain-marie, repris par de 'cau bouillante et filtré, d’ot résulte I'élimination totale
de l'exces de digitonine.

3. Divers essais faits avec des mélanges-types ainsi que de nombreux dosages de con-
trole, effectués selon la méthode colorimétrique de Riffart et Keller, ont démontré
I'applicabilité de cette méthode.

457



Literatur

) Schweiz. Lebensmittelbuch 4.Aufl. S.141, Verlag Zimmermann & Co., Bern (1937).
2) A. Windaus, Ber. 41, 2558 (1908).

3) J. Terrier, diese Mitt. 28, 184 (1937).

4) H. Riffart und H. Keller, Z.U.L. 68, 114 (1934).

5y H. Hadorn und R. Junghkunz, diese Mitt. 40, 416 (1949).

)

)

) J. Tillmans, H. Riffart und A. Kithn, Z.U.L. 60, 361 (1930).

") Internat. Fettkommission, Fette und Seifen 48, 536 (1941).

8) H. Riffart und H. Keller, Z.U.L. 68, 116 (1934).

9 A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, Bd. I S. 262 (1925), Verlag J. Springer,
Berlin.

10) Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. IV, S. 253 (1939), Verlag Julius Springer,

Berlin.
Y J. H. Miiller, ].Biol. Chem. 30, 39 (1917).
12) H.Hadorn und R. Jungkunz, Z.U.L. 93, 277 (1951).

Die quantitative Tryptophanbestimmung
imjlichtelektrischen Kolorimeter

Von M. Staub und H. Bosshardt

(Mitteilung aus dem kantonalen Laboratorium Ziirich)

Nach der bekannten Reaktion von Adamkiewicz ') geben Proteine mit Eis-
essig und Schwefelsiure beim Erhitzen eine rote bis violette Farbung. Spater
konnten dann Hopkins und Cole ) zeigen, dass die Reaktion nicht auf den Eis-
essig, sondern auf dessen Gehalt an Glyoxylsaure zurtickzufithren und spezifisch
fir die Aminosaure Tryptophan ist. Cary ?) entwickelte den Nachweis zu einer
quantitativen Bestimmungsmethode, indem er die zu prifenden Losungen mit
dem Glyoxylsaurereagens von Hopkins und Cole versetzte und sie mit Trypto-
phanlosungen bekannter Starke kolorimetrisch verglich.

Wir tberpriifften zunachst die Behauptung, ob wirklich Glyoxylsdure und
nicht Eisessig, der meist etwas Glyoxylsdure enthalt, fiir die Farbreaktion mit
Tryptophan verantwortlich sei. Nachher untersuchten wir, ob die Farbreaktion
das Beer-Lambertsche Gesetz erfiille. Diese Bedingung muss erfiillt sein, wenn
man eine quantitative Bestimmung im Kolorimeter durchfihren will.

Versuchsteil
Darstellung von Tryptophan

Da Tryptophan im Handel sehr teuer ist, empfiehlt sich dessen Darstellung
aus Casein nach der Vorschrift in Beilsteins Handbuch der organ. Chemie *).

Herstellung von chemisch reiner Essigsiure

Man lasst Eisessig des Handels einige Tage tiber Chromsaure stehen. Darauf
wird abdestilliert. Das Destillat wird nochmals einige Tage ber Chromsaure
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