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| Allgemeine Methode
des Ausgleichs- und Berechnungsveriahrens .
linear verlauiender Umsetzungen

Mit einer Anwendung auf die colorimetrische Cholesterinbestimmung
mit Hilie des Lumetrons

7V0n Sabine Dannacher

(Mitteilung aus dem kantonalen Laboratorium Ziirich)

Mathematischer Teil von Simon Dannacher, Mathematiker, Frauenfeld

Einleitung

Um einen bestimmten Stoff als Bestandteil einer zusammengesetzten Substanz
quantitativ bestimmen zu konnen, braucht man eine geeignete Reaktion dieses
Stoffes, die ein gut messbares Umsetzungsprodukt liefert. Mathematisch spielt
dabei die Menge des gesuchten Stoffes die Rolle des Argumentes (frei verdnder-
liche Variable) und die Grosse des Umsetzungsproduktes die Rolle der Funktion
(abhangige Variable). Zur Feststellung der Art dieser Funktion werden zunéchst
bekannte Mengen des Argumentes (reiner Stoff) umgesetzt und die zugehorigen
Umsetzungsgrossen (z.B. Farbstdrke) tabellarisch und graphisch in einem Ko-
ordinatensystem dargestellt. Das allgemeine Verfahren setzt eine lineare Be-
ziehung voraus, d.h. algebraisch eine Gleichung ersten Grades und graphisch
eine gerade Linie. In gewissen Fallen lasst sich dies durch Logarithmieren von
Argument oder Funktion erreichen.

Aufstellung der Eichkurve

Es wird eine passende Loésung aus dem zu bestimmenden reinen Stoff her-
gestellt. Von dieser Stamml6sung bringt man verschiedene Volumina mit der
gleichen Reagensmenge und Losungsmittel zu dem immer gleichen Gesamt-

——5
=— scheinbarer Fehler
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volumen erganzt zur Reaktion. Die dabei verwendete Anzahl Volumeneinheiten
der Stammlésung wird auf der X-Achse als Abszisse x aufgetragen. Die dazu-
gehorige Ordinate y ist der gemessene Umsetzungswert.

Die so erhaltenen Punkte liegen zunichst infolge von Messungenauigkeiten
nicht genau auf einer geraden Linie; ihre Ordinaten miussen daher ausgeglichen
werden. Das geschieht allgemein nach Gauss mit dem Prinzip der minimalen
Summe der Fehlerquadrate (Summe v2), Die Fehler v sind dabei die Abweichun-
gen der erhaltenen Ordinaten von denjenigen der entsprechenden Punkte auf
der ausgeglichenen Geraden. Diese Gerade wird im allgemeinen keineswegs
durch den Nullpunkt des Koordinatensystems gehen, sondern einen gewissen
Abschnitt a auf der X-Achse erzeugen, so dass keine direkte Proportionalitat
zwischen x und y vorliegt. Dieser Abschnitt bestimmt mit dem Richtungstangens
die genaue Lage der Geraden. Diese beiden Grossen missen mit Hilfe der
Differentialréechnung so ermittelt werden, dass die obengenannte Summe der
Fehlerquadrate zu einem Minimum wird. Diese Rechnung gibt fiir die beiden
Grossen die folgenden Formeln:

Say. Sx Xz By nYxy — Yx 2y
a = Y -y In = v 1
ntxy 2~ 3x 3y nYx2 — (Xx)?

wobei Y das Summenzeichen und n die Anzahl der ausgefiihrten Bestimmun-
gen ist.

Nach der Berechnung dieser beiden Grossen ergibt sich die Gleichung der
Geraden: .

y = m (x—a)

Zum Einzeichnen der Geraden braucht man 2 Punkte. Den ersten Punkt gibt
der oben berechnete Abschnitt a auf der X-Achse. Einen zweiten, moglichst weit
vom ersten entfernten Punkt, bekommt man mit Hilfe der Gleichung, indem man
fir ein bestimmtes x das dazugehorige y berechnet. Als zweiten Punkt kann man
auch den zentral liegenden Punkt benutzen, dessen Koordinaten X und Y die
arithmetischen Mittel der entsprechenden Koordinaten der experimentell erhal-
tenen Punkte sind:

2x 2y

X.: und Y =

n n

Diese Koordinaten sind leicht ohne Ausgleich zu erhalten. Sie befriedigen
die Gleichung der Geraden, d.h. die Gleichung wird identisch, wenn fiir x und y
die Werte von X, Y und fir a und m die formellen Briiche eingesetzt werden;
damit ist die Lage dieses zentralen Punktes auf der Geraden bewiesen. Sind die
Koordinaten dieses zentralen Punktes berechnet, so lisst sich mit ihrer Hilfe aus
der Gleichung der Geraden eines der Bestimmungsstiicke a oder m berechnen.
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Die Gleichung Y = m (X—a)

kann also eine der beiden ersten komplizierten Formeln ersetzen.

Die Formeln fiir die Koordinaten des Zentralpunktes und den Richtungs-
tangens m (unter der Bezeichnung b), sowie die Gleichung der Geraden in- teil-
weise abgedanderter Form wurden bereits von Allemann ') in einer Arbeit «Uber
die Bestimmung antibiotisch wirksamer Substanzen» veroffentlicht. Dagegen
zeigen seine beigefiigten Berechnungsbeispiele, dass stillschweigend angenommen
ist, alle Geraden gehen durch den 0-Punkt des Koordinatensystems, wahrend die
praktischen Messungen dies im allgemeinen nicht bestatigen. Vielmehr erzeugen
die Geraden in vielen Fallen so grosse Abschnitlie auf der X-Achse, dass deren
Vernachlidssigung bei der Beniitzung der Geraden zu quantitativen Bestimmungen
auf fehlerhafte Resultate fithren muss.

Anwendung der ausgeglichenen Eichkurve

Das allgemein iibliche Verfahren zur quantitativen Bestimmung eines be-
stimmten Stoffes mit Hilfe einer Eichlinie ist folgendes:

Eine bestimmte Menge der zu untersuchenden Substanz wird auf passende
Weise in Losung gebracht. Mit einem aliquoten Teil dieser Losung wird auf
die gleiche Weise wie bei der Stammlésung des reinen Stoffes die Reaktion
ausgefithrt und die Umsetzungsgrosse (z.B.: Extinktion der gefarbten Losung,
Verbrauch an Lésung bei der Titration) gemessen. Nun sucht man denjenigen
Punkt auf der Eichlinie, der der gleichen Umsetzungsgrosse entspricht (gleiche
Ordinate y). Die Abszisse x dieses Punktes entspricht der bekannten Menge des
zu bestimmenden Stoffes in der Stammlosung der Eichlinie. Dasselbe Stoff-
quantum befindet sich dann im umgesetzten aliquoten Teil der Probelosung und
liefert auf die Ausgangsmenge umgerechnet das Resultat.

Dieses Verfahren gibt nur dann richtige Resultate, wenn folgende Umstande
zutreffen:

1. die Eichlinie muss genau durch den Nullpunkt des Koordinatensystems
gehen, und 2. missen die Umsetzungen in der zu untersuchenden Losung ebenso
direkt proportional verlaufen.

Da diese beiden Bedingungen im allgemeinen nicht zutreffen, entstehen beim
ublichen Verfahren Fehler. Diese Fehlerquellen kénnen durch folgende Erweite-
rung des Uerfahrens ausgeschaltet werden: Es wird nicht nur eine einzige Um-
setzung mit einem aliquoten Teil der Probelésung, sondern es werden mehrere
Umsetzungen mit verschiedenen Volumenteilen der Probelosung ausgefithrt. Mit
den auf diese Weise erhaltenen Daten wird fir die Probelésung auf die gleiche
Art wie bei der Stammlosung des reinen Stoffes eine Gerade ausgeglichen und
ithre Gleichung aufgestellt. Sie laute: -

X = mp (x = ap)
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Wenn keine grossere Genauigkeit verlangt wird, kann man sich bei dieser
Geraden der Probelosung auf 2 Messungen beschrinken und die Gerade ohne
Ausgleich durch 2 Punkte bestimmen. Der Richtungstangens ergibt sich dabei
nach der einfachen Formel: )

; ye — 1
X2 — X1

mp =

wobei x1, x2 und y1, y2 die Koordinaten der beiden Punkte sind.

Zum Vergleich der Geraden der Probelésung mit der Eichlinie betrachtet
man auf den beiden Geraden zwei Punkte mit gleichen Ordinaten:

vg (auf der Eichlinie) = yp (auf der Geraden der Probelosung)
mit den dazugehorigen Abszissen xp und xp.

Y B P

Diese Koordinaten erfiillen die Gleichungen der beiden Geraden:
ye = mg (xg — ag) und yp = mp (xp = ap)
Nun kann man die beiden Ausdriicke fiir y einander gleichsetzen:
mg (xg — ag) = mp (xp = ap)
Daraus entsteht die Proportion:

XE — 4E mp

Xp. . dp meg

Die beiden Differenzen auf der linken Seite sind zunichst die Losungs-
volumina, die die gleichen Mengen des zu bestimmenden Stoffes enthalten; es
sind das die Stoffmengen, welche sich direkt proportional umsetzen. Die Pro-
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portion sagt, dass sich die Losungsvolumina umgekehrt proportional wie die
Richtungstangens der Geraden verhalten. Die Differenz (xp—ap) stellt ein be-
liebig grosses Volumen der Probelosung dar. Um zu erfahren, welche Menge des
zu bestimmenden Stoffes in 1 cm?® dieser Lésung enthalten ist, setzen wir:

Xp — ap = 1 cm3

Dann ergibt sich die entsprechende Anzahl Volumeneinheiten Eichlosung aus

der Proportion:
Xy — aAg mp

i mg

Die Anzahl Oolumeneinheiten der Eichlosung, die 1 cm? der Probelosung ent-
sprechen, sind gleich dem Quotienten aus dem Richtungstangens der Geraden
der Probelosung und demjenigen der Eichlinie. Die in diesem Volumen (xg—ag)
der Eichlosung enthaltene Menge des zu bestimmenden Stoffes ist aber bekannt
und gibt zugleich dieselbe Menge des Stoffes in 1 cm? der zu untersuchenden

Losung an. ’ :

Berechnung der mittleren Fehler zur Feststellung
der Genauigkeit

1. Fehler der Ordinaten der ausgeglichenen Geraden y = m (x — a)

fox )/ 2
n (n—1)
v sind die Abweichungen der Messresultate von der ausgeglichenen Geraden
{y—m (x—-a)}; es ist:
Yv2 = Jy% 4+ maly — m23xy
und n = Anzahl der gemessenen Punkte.

Diesem Fehler entsprechen 2 Parallele zur Geraden in vertikaler Verschie-
bung um die Betrage £ f. Zwei weitere Parallele mit den Verschiebungsbetragen
* 4f schliessen — wie eine nahere Betrachtung und Rechnung zeigt — diejenigen
beobachteten Punkte aus, deren Genauigkeit unbefriedigend ist.

2. Fehler des Richtungstangens m
(berechnet nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz von Gauss)

F =+ V 22 l
) P2 2a % 4+ nia?

F ist massgebend fir die Genauigkeit der Anwendung, wahrend f nur die
Genauigkeit der einzelnen Geraden angibt.
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: m 5y 5
8. Fehler des Quotienten —*- (pro Uolumeneinheit der Lésung)
mg

\
B O l/m% Fi4md.F2

(m E) o %

Darin sind mg und mp die Richtungstangens der Eichlinie und der Linie
des Praparates und Fg und Fp die zugehorigen Fehler, wie sie sich nach Formel 2
ergeben.

Gleiche Genauigkeit des Messinstrumentes im ganzen Messbereich voraus-
gesetzt, ergeben sich aus den obigen Formeln fir die Erzielung grosstmoglicher
Genauigkeit folgende Richtlinien:

1. Echlinie méglichst steil
2. Praparatengerade flach
3. Verwendung vorzugsweise einer grosseren Anzahl von Volumeneinheiten.

Ergebnis des theoretischen Teils

Die bei linear verlaufenden Umsetzungen experimentell erhaltenen Werte
werden ohne Anspruch auf grossere Genauigkeit graphisch nach Augenmass aus-
geglichen. Besser und sicherer geschieht dies nach Methoden der minimalen
Summe der Fehlerquadrate. In diesem Sinn werden die Formeln zur Berechnung
der beiden Bestimmungsstiicke der ausgeglichenen Geraden — Achsenabschnitt a
und Richtungstangens m — aus den experimentell gefundenen Gréssen y, die
den umgesetzten Stoffmengen x entsprechen, aufgestellt. Bei der bisher geladufi-
gen Methode zur Gehaltsbestimmung einer Losung wird ein bestimmtes Volumen
derselben umgesetzt und auf der Eichkurve der Punkt gesucht, dessen Ordinate
dem gefundenen Umsetzungswert entspricht. Die Abszisse dieses Punktes wird
als der gesuchte Wert betrachtet. Dieses Verfahren gibt nur dann richtige Resul-
tate, wenn 1. die Eichlinie durch den Nullpunkt des Koordinatensystems geht
und 2. die Umsetzungen der zu untersuchenden Losung ebenso direkt proportional
verlaufen. Beides trifft im allgemeinen nicht zu, so dass bei dieser Methode oft
grossere Fehler entstehen miissen. Es wird ein korrektes Verfahren entwickelt,
- welches von den stérenden Achsenabschnitten unabhangig ist. Es besteht darin,
dass man auch fiir die zu untersuchende Losung eine Gerade wie fir die Eichlinie
ausgleicht. Der Gehalt einer Losung ist direkt proportional dem Richtungstangens
der Geraden (Tangens des Neigungswinkels der Geraden), und der Wert pro
Volumeneinheit ist gleich dem Quotienten der Richtungstangens der Geraden
und der Eichlinie. Diese neue Methode hat noch den Vorteil, dass man fiir alle
in Betracht kommenden Grossen und Resultate eine korrekte Fehlerberechnung
aufstellen kann; die zugehorigen Formeln sind im letzten Abschnitt zusammen-
gestellt.
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Colorimetrische Cholesterin- bzw. Phytosterinbestimmung in Fetten aus
diatetischen Nahrmitteln, in Eierol, Milchfett und Kakaofett

Prinzip: Die Bestimmung ist in allen Einzelheiten nach den Angaben von
Hadorn und Jungkunz?) in ihrer Arbeit «Zur Untersuchung und Beurteilung
didtetischer Nahrmittel» ausgefithrt worden. Darnach wird die von Liebermann
und Mitarbeitern zuerst mitgeteilte Farbreaktion des Cholesterins mit Essig-
saureanhydrid und konz. Schwefelsdure in der von Riffart und Keller ®) angege-
benen Arbeitsweise vorgenommen. Als Losungsmittel dient Essigester, in dem
auch die konz. Schwefelsaure gut loslich ist.

Messinstrument fiir die Farbstirke: Die den umgesetzten Cholesterinmengen
entsprechenden Farbstdrken sind durch Extinktionsmessungen mit dem licht-
elektrischen Colorimeter Lumetron, Modell 400 A der Photovolt Corporation,
New York, ermittelt worden (Beniitzung des Rotfilters 650). Als Messglaschen
dienen bei diesem Apparat Spezialreagensglaschen aus Pyrexglas mit einem
innern Durchmesser von 16 mm und einem aussern Durchmesser von 18 mm.
Um das Maximum der Lichtabsorption, welches nach ungefdhr einer Stunde er-
reicht wird, festzustellen, sind die Losungen in Abstanden von ca. 10 Minuten
immer wieder gemessen worden. Zum Ausgleich von Messungenauigkeiten wur-
den in jedem Zeitpunkt mehrere Ablesungen gemacht und die Mittel beniitzt.
Als Blindprobe diente eine Reaktionsmischung ohne Essigsaureanhydrid.

Einzelheiten der Methodik:

Reagenzien: Essigester (tiber CaClz destill.)

Essigsdureanhydrid (tiber CaCls destill.)
konz. H2SO4

Cholesterin- bzw. Fettlosung: Zur Herstellung der Eichkurve wurde eine
Losung von reinem Cholesterin Siegfried in Essigester verwendet. Die Fette aus
den diatetischen Nahrmitteln, aus Trockenvolleipulver und Vollmilchpulver sind
nach Angabe von Hadorn in der eingangs erwahnten Arbeit isoliert und mit
Petrolather gereinigt worden. Fiir die Umsetzungen wurde jeweils eine passende
Losung in Essigester hergestellt.

Zur Umsetzung eines bestimmten Volumens der Cholesterin- bzw. Fettlosung
werden zunachst die mittels Biiretten abgemessenen Reagenzien in Glaszylinder-
chen in folgender Reihenfolge gemischt:

Hauptversuch: Menge Essigester, die das vorgesehene Volumen Fettlosung zu
10 cm? erganzt,
+ 4 cm?® Essigsdureanhydrid
+ 0,8 ¢m3 konz. H2SO4.
Blindversuch: Menge Essigester, die das vorgesehene Volumen Fettlosung zu
14 cm?® erganzt, ~
+ 0,8 cm? konz. H2SOs.
Die Loésungen werden wihrend genau 10 Minuten bei 20° C im Thermostaten
gehalten, dann die Fettlosung zu beiden Proben gegeben und die fertigen Re-
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aktionsgemische, die nun beide 14,8 cm? betragen, bis zur ersten Messung der
Lichtabsorption nach 30—40 Minuten weiter bei 20° C gehalten.

Zur Vermeidung zufélliger Fehler und um das im 1. Teil entwickelte Ver-
gleichsverfahren mit der Eichgeraden anwenden zu konnen, werden mehrere
Umsetzungen mit verschiedenen Mengen der zu untersuchenden Fettlosung aus-
gefithrt. Die den umgesetzten Mengen der Fettlosung entsprechenden Extinktions-
werte tragt man in eine passende graphische Darstellung ein. Aus der Lage der
Punkte ergeben sich Vorhandensein und Bereich der Linearitat. Der Ausgleich
der Punkte zu der Probegeraden geschieht gleich wie bei der Eichgeraden. Zur
Gehaltsbestimmung der Fettlosung an Cholesterin wird der Quotient der Rich-
tungstangens der Probegeraden und der Eichgeraden aufgestellt. Jeder Rich-
tungstangens ist eine spezifische Extinktion, namlich diejenige, die von einer
Volumeneinheit der entsprechenden Losung erzeugt wird. Der Quotient der
spezifischen Extinktionen ergibt die in einer Volumeneinheit der Probel6sung
enthaltene Menge Cholesterin.

Cholesterin-Eichgerade
(vgl. Seite )

Eichlésung: 100 mg Cholesterin Siegfried mit Essigester zu 100 cm?® gelost.
Diese Konzentration ermdéglicht ein Beobachtungsgebiet von 0,8 bis 2,0 cm?.
Schon hier ist die Blindprobe etwas gelblich gefarbt, mit steigenden Cholesterin-
mengen mehr, was auf Einwirkung der konz. H:SO4 auf das Cholesterin schlies-
sen lasst. :

Nach der Aufstellung einer ersten Eichlinie wurde das Lumetron revidiert
und die Lampe erneuert. Zur Kontrolle ist hierauf die Bestimmung der Eichlinie
wiederholt worden. Es zeigte sich, dass die Eichlinie sich gleichmissig gesenkt,
d.h. parallel abwirts verschoben hatte. Dadurch wird wohl der Achsenabschnitt
etwas vergrossert, dagegen bleibt die massgebende spezifische Extinktion inner-
halb der Grenze der Beobachtungsgenauigkeit unverdandert.

Die praktische Durchfithrung der Rechnung sei am Beispiel der zweiten Auf-
stellung der Eichlinie gezeigt:

Anzahl der 5 T8 Eaih i - y?
Besgm__‘f_‘uglgen Ehis xosung i Ymn j A ¥ fiir Fehler
0,5 0,81 0,405 0,25 0,6561
1,0 1,70 1,700 1,00 2,8900
1,5 2,74 4,110 2,25 7,5076
1,7 3,08 5,236 2,89 9,4864
2,0 3,80 7,600 4,00 14,4400
Summe Y 6,7 12.13 19,051 10,39 34,9801

74



Es folgt die Berechnung der Bestimmungsstiicke der Geraden: Achsen-
abschnitt a und Richtungstangens m:

2Xy - 2x—2x2 - Xy 19,051 -+ 6,7.—.10,89 = 12,13
d.== = —
nYxy — Xx2y 5+ 19,051 — 6,7 - 12,13
a = + 0,115 Uolumeneinheiten (Abszisseneinheit 1 cm?® = 1 mg)
n-Yxy — YxJy 5 - 19,051 — 6,7 - 12,13
{5 1 R ] _—
i Jx¥—(Yx)a 5+ 10,39 — (6,7)2

m = 1,9807 Extinktionseinheiten.

Die Grosse dieses m erscheint im Masstab der Zeichnung als spezifische Ex-
tinktion dargestellt durch die Ordinate zur Abszisse (a+1).

Zum Einzeichnen der Geraden bentitzt man ausser dem Achsenabschnitt a
die Ordinate zur grossten Abszisse. Sie berechnet sich aus der Gleichung der
Geraden:

y = m (x—a) = 1,9807 - (2—0,115)

Yy o = B0i 53

Berechnung des mittleren Ordinatenfehlers f:
2v?2 = 3y?2 + maly — mJXxy (v = scheinbarer Fehler)

34,9801 + 1,9807 - 0,115 - 12,183 — 1,9807 - 19,051
0,0130 (muss genau berechnet werden)

. I o ook
3
mittlerer Ordinatenfehler [ = i'/ ol = .l & l/0,0l3O = + 0,0255
n (n—1) 54
Zur Ausscheidung der eventuell ungenauen Beobachtungspunkte wird die
ausserste Fehlerschranke 4 - f berechnet:

4f =+ 0,102
Im vorliegenden Fall sind demnach alle Punkte brauchbar. Andernfalls miisste

man zur Erzielung besonderer Genauigkeit nach Ausscheidung der misslungenen
Punkte die ganze Ausgleichsrechnung wiederholen.

Prinzipiell unbrauchbare Punkte kénnen dadurch entstehen, dass sie ausser-
halb des linearen Bereiches fallen. Die an den Enden der linearen Strecke auf-
tretenden gleichsinnigen Abweichungen werden schon in der graphischen Dar-
stellung ersichtlich. Im Fall der Cholesterinbestimmung liegt die obere Grenze
der Linearitat bei einem Extinktionswert von etwas unter 4; bei grosseren um-
gesetzten Mengen fallen die Werte zu hoch aus. Die untere Grenze der Linearitat
lasst sich bei positivem Achsenabschnitt, wie die folgende Betrachtung zeigt,
abschétzen. Da praktische Messungen in der unmittelbaren Néahe des Nullpunktes
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nicht gelingen, muss die Ubergangslinie vom geraden Bereich zum Nullpunkt
mathematisch verfolgt werden. Sie muss folgende Eigenschaften aufweisen: im
untern Endpunkt der Linearitit von der Geraden tangential und mit der Kriim-
mung Null abzweigen, mit zunehmender Krimmung gegen den Nullpunkt stre-
ben und schliesslich mit spitzem Neigungswinkel der Tangente in diesem Punkt
einmiinden, Die mathematische Untersuchung zeigt, dass alle diese Bedingungen
erfiillt werden, wenn die Abszisse des untern Endpunktes der Linearitat minde-
stens die 3fache Linge des positiven Achsenabschnittes a besitzt. Es sind also
Umsetzungen mit Mengen unter dem 3 fachen Betrag des Achsenabschnittes zu
vermeiden, da die Punkte sonst zu hoch ausfallen. — Im Falle eines negativen
Achsenabschnittes gilt fiir die Abschitzung der untern Linearitdtsgrenze dieselbe
Regel wie bei einem positiven Abschnitt, nur kommt beim negativen Achsen-
abschnitt nur der absolute Betrag desselben in Rechnung. Umsetzungen unter
dem Betrag 3a liefern hier zu tiefe Punkte.

Berechnung der Fehlergrenzen der spezifischen Extinktion

Fo= 4 l/ 2

3 x2—2aYx + na?
F =% 0,0382
spezifische Extinktion der zweiten Eichlinie m = 1,981 =+ 0,038
spezifische” Extinktion der ersten Eichlinie m = 1,994 + 0,042

Differenz im m 7013 also kleiner als die
beiden Fehlerbreiten.

S J ‘/_ 0.0255
=¥ 10,39 — 2-0,115-6,7 + 5 - (0,115)2

Die Achsenabschnitte sind fiir erste Eichlinie a = 0,074
oben berechnete zweite Eichlinie a 0,115

Die Differenz von 0,041 ist fir die folgende
Anwendung belanglos, da nur die spezifische Extinktion fiir den Gehalt mass-
gebend ist.

I

Kontrollmessungen

Zur Uberpriifung der Leistungsfdhigkeit der Cholesterinbestimmung mit Ver-
wendung des Lumetrons wurde eine neue Cholesterinlésung mit bekanntem
Gehalt von 0,5 mg reinem Cholesterin pro cm?® Losung hergestellt und wie eine
unbekannte Losung der Untersuchung unterworfen., :

Aus 4 verschiedenen Umsetzungen ergaben sich fiir:

X 1,0 1,8 1,5 2,5 folgende
E - 10 0,83 1,08 1,26 2,26
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Die daraus ausgeglichene Gerade hat die Bestimmungsstiicke:

a = 0,167 Volumeneinheiten; m = 0,9639 Extinktionseinheiten
= 1,767

Vs

Zur Berechnung der in einer Volumeneinheit enthaltenen Menge Cholesterin
berechnet man — wie unter Einzelheiten der Methodik erwihnt — den Quo-
tienten der spezifischen Extinktionen der Probelésung und der Eichlosung (zweite
Eichlinie). Darnach ergibt sich fiir den Quotienten mit den zugehorigen Ge-
nauigkeitsgrenzen (letzte Formel der Fehlerrechnung) der Wert:

mp 0,9639 ! .
——— = (,48663 =+ 0,01409 mg Cholesterin pro cm?®
mg 1,9807
Der gefundene Wert mit der obern Fehlergrenze 0,50072 liegt nur wenig tuber
dem wirklichen Wert 0,50000. Damit ist die Leistungsfahigkeit der Methode
erwiesen.

Praktische Anwendungen der Cholesterinbestimmungen
bei Fetten aus Nahrmitteln

Die in den graphischen Darstellungen enthaltenen Gréssen sind zur Ubersicht
in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Fett aus Nédhrmittel I, Probe 1: Zum Studium des Verlaufs der Geraden und
der zugehorigen Fehlergrenzen wurde beim gleichen Fett die Cholesterinbestim-
mung in 3 verschieden konzentrierten Losungen untersucht. Der Verlauf der
Geraden illustriert die Proportionalitat zwischen Gehalt des gesuchten Stoffes
pro Volumeneinheit und spezifischer Extinktion (Blatt II). Die Fehler pro Vo-
lumeneinheit nehmen mit wachsender Steilheit der Probegeraden zu, wie bereits
aus der Fehlerformel im ersten Teil vorausgesehen wurde. Diese Umstande
kénnen bei der Berechnung des prozentualen Fehlers im Fett und im Néahrmittel
verwischt werden, da bei geringer Fettkonzentration der Umrechnungsfaktor
entsprechend grosser ist.

Fett aus Ndhrmittel 1, Probe 2: Absoluter Cholesteringehalt und Fehler-
grenzen zeigen keine merklichen Abweichungen von den entsprechenden Werten
der Probe 1. In diesem Nahrmittel konnte ausserdem der Trockenvolleigehalt
einmal aus dem Cholesteringehalt und einmal aus dem Lezithinphosphorsaure-
gehalt berechnet werden (siehe zitierte Arbeit von Hadorn und Jungkunz):

aus Cholesteringehalt berechnet 3,0 /0 Trockenei
aus Lezithinphosphorsauregehalt berechnet 3,1 %0 Trockenei

Fett aus Ndhrmittel 11: Obwohl die zur Cholesterinbestimmung verwendete
Konzentration der Fettlosung fast gleich gross wie bei dem oben beschriebenen
Néhrmittel I, Probe 2, gewidhlt wurde, ist die Probegerade merklich weniger steil
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Cholesterinbestimmungen

ot | et i e
Néahrmittel Nihrmittel Essigester Blatt
0/ ¢/50 cm?

a cm? ‘ m
Nahrmittel I: ‘ 1,7708 IT 0,0800 0,8203
Probe 1 7,45 l 3,5380 I1 0,0782 1,7286
5,9657 II 0,0539 2,5891
Probe 2 7,74 3,1976 ITI 0,1391 1,4020
Nahrmittel I1 7,86 3,2726 I11 0,0760 0,8733
Volleipulver USA 36,60 0,6111 IV 0,0732 1,1924

Ber. auf Tr’s.

Kakaofett 100 7,0098 1V —0:1187 0,5540
Vollmilchpulver 21,25 6,5549 v 0,0716 0,4004

ausgefallen, d.h. der Cholesteringehalt und demzufolge auch der Trockeneigehalt
sind kleiner als bei Nahrmittel I: :

aus Gholesteringehalt berechnet 1,2 %0 Trockenei
aus Lezithinphosphorsduregehalt berechnet 1,190 Trockenei

Zur Berechnung des Trockeneigehaltes eines Nahrmittels benotigt man einer-
seits den mittleren Gehalt des Trockenvolleipulvers bzw. des Eierdls an Chole-
sterin und anderseits zu Korrekturzwecken den Cholesterin bzw. Phytosterin-
gehalt von Milchfett und Kakaofett. Es wurden daher auch diese Fette untersucht.

Eierol aus Uolleipulver USA: Der Cholesteringehalt im wasserfreien Vollei-
pulver wurde zu 1,91 /o gefunden, mit der verhéltnismassig grossen Fehlergrenze
von *0,35 %0. Die von Hadorn angegebene Berechnungsbasis fiir den Trockenei-
gehalt eines Nahrmittels von 2,1 %0 Cholesterin im Trockenei liegt damit noch
innerhalb der hier gefundenen Fehlergrenze.

Milchfett aus Uollmilchpulver (deutsche Walzware): Unter dem Einfluss der
konz. H2S04 erschienen bei diesem Fett die Blindproben sehr stark braun gefarbt;
die Farbe vertiefte sich wahrend der Messdauer noch wesentlich. Da zudem
infolge des geringen Cholesteringehaltes des Milchfettes die Reaktionsfarben
verhdltnisméssig schwach sind, war es nicht moglich, die Messungen tber 40
Minuten Versuchsdauer auszudehnen, wahrend im allgemeinen die Maximal-
extinktion erst nach 75—80 Minuten Versuchsdauer beobachtet wurde. Der be-
rechnete Cholesteringehalt des Vollmilchpulvers von 33 mg®/o ist merklich kleiner
als der von Hadorn angegebene Wert von 76,5 mg%b.
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in Nahrmittelfelten

m F ; Prozentualer
o I - T s
mg/cm? mg/cm? im Fett im N.M.
0,4115 0,0145 1,16 $7 mg%/o 0,04 g% 3,1 mg%o
0,8671 0,0201 1,92 91 mg%o 0,03 g% 2,1 mg®o
1,2987 0,0347 1,09 81 mg%o 0,03 g% 2,2 mg%o
0,7078 0,0233 | 86 mg%o 0,04 g% 2.8 mgo
0,4380 0,0125 0,67 53 mg%o 0,02 g% 1,5 mg®o
0,6020 0,1096 4,93 1,8 g% 0,90 "g%o 0.33 g%o
1,9 g% 0.35 g%
0,2797 0.0057 0,20 4,1 mg°o
0,2022 0,0060 0,15 33 mg°o 4,5 mg®/o 1.0 mg®o

Kakaofett: Wahrend bei den bisherigen Fetten die Probegeraden ungefdhr
den gleichen Achsenabschnitt wie die Eichgerade ergaben, erscheint hier zum
erstenmal ein negativer Achsenabschnitt (— 0,11 cm?). Es soll an diesem Beispiel
das tibliche Berechnungsverfahren mit dem neuen kritisch verglichen werden.
Die 4 experimentell erhaltenen Punkte, die zum Ausgleich der Probegeraden
bentitzt wurden, und der sich ergebende Schnittpunkt mit der Eichgeraden haben
folgende Koordinaten:

Schnittpunkt berechnet x = 0,204 y = 0,176
1. experimenteller Punkt x = 1,0 y = 0,61
K » » X =15 yi= 090
3. » » x = 2,0 yi=_118
4. » » x = 2.5 y = 1,44

Mit Hilfe der bisherigen Methode ergeben sich aus den verschiedenen Punk-
ten folgende Phytosterinwerte fiir das Kakaofett:

Schnittpunkt 0,71 °/o Phytosterin
1. Punkt 0,30 %/ »
O N 0,27 %o »
b bR 0,25 %/ »
4, » 0,24 9% »

Aus diesen Zahlen wird ersichtlich, dass die tibliche Methode kein eindeutiges
Resultat gibt. Vielmehr nehmen die erhaltenen Werte mit steigenden Mengen
umgesetzter Fettlosung stetig ab und nahern sich langsam dem nach dem neuen
Verfahren erhaltenen Wert von 0,20 %0 % 0,004 %o Phytosterin. Theoretisch
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wiirde dieser Wert mit der iiblichen Methode erst bei Umsetzung von unendlich
grosser Fettlosung erreicht, denn erst dann werden die vernachlassigten Achsen-
abschnitte unwirksam.

Ergebnis des praktischen Teils

Als Spezialfall linear verlaufender Umsetzungen wurden colorimetrische
Cholesterinbestimmungen (Liebermann’sche Farbreaktion mit Essigsdaureanhydrid
und konz. HaSO4, Methode von Riffart und Keller) in Fetten aus Nahrmitteln,
in Eierol, Milchfett und Kakaofett gewahlt. Die Lichtabsorptionsmessungen wur-
den mit dem lichtelektrischen Colorimeter Lumetron, Modell 400 A, ausgefiihrt.
Fir jede Fettlosung war dabei der lineare Bereich der Umsetzungen festzulegen
und die experimentell erhaltenen Werte auszugleichen. Die so erhaltenen Ge-
raden gingen ebensowenig wie die Eichgerade durch den Nullpunkt des Koordi-
natensystems. Bei Kakaofett war der Achsenabschnitt negativ. Die Achsen-
abschnitte haben keine praktische Bedeutung; sie dienen lediglich zum Einzeich-
nen der Geraden in der graphischen Darstellung. Die Ursachen der Achsen-
abschnitte sind nicht abgeklart. Es konnte z.B. in gewissen Fillen der Einfluss
von Lichtverlust durch Reflexion in Betracht kommen. Mit Ausnahme von Milch-
fett und Kakaofett stimmen die Ergebnisse der Cholesterinbestimmungen inner-
halb der Fehlergrenzen des neuen Verfahrens mit den von Hadorn angegebenen
tiberein.

Zusammenfassung

Im ersten, theoretischen Teil der Arbeit werden Verfahren und Berechnung linear
verlaufender Umsetzungen festgelegt. Zur Herstellung der Eichlinie durch Ausgleich der
erhaltenen Messresultate werden die bekannten Formeln, wie sie z.B. im Kiister zu finden
sind ,angewendet. Es hat sich nun gezeigt, dass fiir eine korrekte Gehaltsbestimmung einer
unbekannten Losung eine einzige Umsetzung derselben nicht gentigt. Vielmehr ist auch
fir die Probelosung die Aufstellung einer Geraden notwendig, zu deren Ausgleich min-
destens 3 verschiedene Umsetzungen nétig sind. An vielen praktischen Beispielen zeigte
die Ausgleichsrechnung, dass weder die Eichgeraden noch die Probegeraden durch den
Nullpunkt des Koordinatensystems gingen. Die durch die Geraden auf der Abszissen-
achse erzeugten Abschnitte verursachen bei der bisher iiblichen Methode zunédchst Fehler
bei der Berechnung des Verhdltnisses der Abszissen bzw. der Volumina und dem-
entsprechend Fehler im Endresultat. Der von diesen Fehlern unabhingige richtige Wert
dieses Verhaltnisses ergibt sich als Quotient der Richtungstangens der Probe- und Eich-
geraden, welche sich aus den Ausgleichsformeln ergeben. Der Wert dieses Quotienten
ergibt zugleich die Menge des gesuchten Stoffes pro Volumeneinheit. Diese neue Methode
hat den Vorteil, dass man fir alle in Betracht kommenden Grossen und Resultate eine
korrekte Berechnung der Fehlergrenzen durchfithren kann. Zunichst wird der mittlere
Ordinatenfehler fiir jede Gerade berechnet. Die zwei Parallelen jeder Geraden im 4-
fachen vertikalen Abstand ihres Fehlers schliessen diejenigen beobachteten Punkte aus,
deren Genauigkeit unbefriedigend ist. Die fiir das Endresultat massgebenden Fehler-
grenzen berechnen sich aus denjenigen der beiden Richtungstangens.
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Im zweiten, praktischen Teil der Arbeit werden als Spezialfall linear verlaufender
Umsetzungen colorimetrische Cholesterinbestimmungen in Fetten aus Nahrmitteln, in
Eierol, Milchfett und Kakaofett mitgeteilt. Die Lichtabsorptionsmessungen wurden mit
dem lichtelektrischen Colorimeter Lumetron, Modell 400 A (nur 1 Selenzelle) ausgefiihrt.
Von den dabei gemachten Erfahrungen seien die folgenden hervorgehoben:

1. Bei wiederholter Aufstellung der Eichgeraden machte sich eine Parallelverschiebung
derselben vertikal abwarts bemerkbar. Dadurch wurde der Achsenabschnitt ver-
grossert, wahrend der fiir die Anwendung der neuen Methode massgebende Rich-
tungstangens innerhalb der berechneten Fehlergrenzen unverdndert blieb.

2. Zur Uberprifung der Leistungsfahigkeit der neuen Methode wurde eine neue
Cholesterinlosung von bekanntem Gehalt (50 %0 der Eichlosung) der Untersuchung
unterworfen. Der gefundene Wert mit der obern Fehlergrenze liegt nur um 0.072 %o
uber dem wahren Wert, was die Leistungsfahigkeit der Methode beweist.

3. Theoretische und praktische Untersuchungen haben gezeigt, dass Umsetzungen unter-
halb dem 3 fachen Achsenabschnitt unbrauchbar sind, da sie ausserhalb der untern

Linearititsgrenze liegen.

4. Bei der Untersuchung von Kakaofett wurde ausnahmsweise ein negativer Achsen-
abschnitt gefunden. Die nach der iiblichen Methode aus verschiedenen Umsetzungen
erhaltenen Phytosterinwerte wurden dem mit der neuen Methode erhaltenen Wert
gegentibergestellt. Die tibliche Methode liefert kein eindeutiges Resultat; die erhal-
tenen Werte nehmen mit steigenden Mengen umgesetzter Fettlosung stetig ab und
nahern sich langsam dem nach dem neuen Verfahren erhaltenen Wert.

Die in den verschiedenen Fetten gefundenen Cholesterinwerte mit den zugehorigen
Fehlergrenzen sind aus der angefiihrten Tabelle ersichtlich.

Résumé

On décrit dans la premiére partie de ce travail un mode de calcul et de compensation
pour des réactions du premier ordre. Cette nouvelle méthode offre I'avantage de per-
mettre de calculer exactement les limites d’erreur de toutes les grandeurs et de tous les
résultats.

On décrit ensuite dans la partic expérimentale, comme application de la méthode
proposé, le dosage colorimétrique (réaction colorée de Liebermann) de la cholesterine
dans des graisses provenant de denrées alimentaires, dans de I'huile d’ceuf, dans de la
graisse de lait et dans du beurre de cacao. A l'exception des valeurs obtenues pour la
graisse de lait et pour le beurre de cacao, les résultats donnés par cette nouvelle méthode
sont compris dans les limites d’erreur de la méthode de Hadorn.
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