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Allgemeine Fragen der Bestimmung des Vitamin-D,-Gehalts
von natiirlichen Stoffen

Die Bestimmung des Vitamin-D,-Gehalts in natiirlichen Stoffen gehért
zu den komplizierten analytischen Aufgaben. Die Analyse verursacht einer-
seits trennungstechnische Schwierigkeiten, wihrend andererseits der selektive
Nachweis von entsprechender Empfindlichkeit und die quantitative Detektie-
rung infolge der in den natiirlichen Stoffen vorliegenden Mengenverhéltnissen
Probleme verursachen.

Die D-Provitamine (Ergosterin, 7-Dehydrocholesterin) bzw. jene Inter-
mediire, die sich im Laufe des Metabolismus der Stoffe von Vitamin-Charakter
bilden (z. B. Lumisterin, Tachisterin) unterscheiden sich so wenig von den
vitaminartigen Verbindungen, daB die Bestimmung des Vitamingehaltes nur
nach Entfernung dieser Stoffe moglich ist. Dasselbe gilt auch fiir die Produkte,
die auf Einwirkung von Strahlung aus D-Vitaminen gebildet werden und
von denen ein Teil toxisch ist.

Ein ernstes Problem bildet ferner die Tatsache, da Vitamin A wund
seine Provitamine in gewissen natiirlichen Stoffen, ferner in synthetisch
zusammengestellten Premixen und Nihrstoffen in um mehrere Grofenord-
nungen héherer Konzentration vorliegen als die D-Vitamine. Da Vitamin
A und seine Provitamine mit den herkémmlichen D-Vitamin-Reagenzien
ebenfalls reagieren, ist ihre Trennung vor der quantitativen Bestimmung
unerlafilich.

Bei der Bestimmung der D-Vitamine muf} die starke Sauerstoff-, Licht-
und Wirmeempfindlichkeit der Substanz beachtet werden; jede Operation
muf} bei niedriger Temperatur, von Licht und méglicherweise von Luft ver-
schlossen (Stickstoffatmosphire) vorgenommen werden.

Kritischer Vergleich der Vitamin-D-Bestimmungen

Laut Obengesagtem kann festgestellt werden, daB — mit Ausnahme
gewisser reiner Vitaminprdparate (z. B. pharmazeutischer Priparate) — der
Vitamin-D-Bestimmung irgendeine vorbereitende Trennungsserie vorausgehen
muf}. Die Zahl und Art dieser Vorgehen und die verwendeten Parameter
werden durch die jeweilige Aufgabe bestimmt, eine allgemeine Rezeptur
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kann nicht gegeben werden. Als Prinzip kann festgestellt werden, dal man
nach Extraktion des Lipidgehalts der Probe und Verseifung durch die feinere
Trennung des unverseifbaren Teils zu der an Vitamin D reichen, reinen Sub-
stanz gelangt. Abb.1 zeigt das allgemeine Schema der Vitamin-D ;-Bestimmung,
wobei auch die moglichen Varianten der Trennverfahren bzw. der quantitati-
ven Bestimmung angefithrt sind.
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Durch die Lipid-Extraktion vor der Verseifung kann vermieden werden
daB jene Verunreinigungen in die Probe gelangen, welche sich im Laufe der
Zersetzung der Bestandteile von Nicht-Lipidcharakter mit starker Lauge bilden
wiirden.

Der Vitamin Dg,-Gehalt der mit alkoholbaltiger Kalilauge wverseiften
Probe befindet sich in der wiifirigen — unverseiften — Phase, aus der das Vita-
min durch Extraktion mit Ather gewonnen werden kann. Verseifung ist eine
der heikelsten Arbeitsvorgingen der Vitamin-D-Bestimmung; wegen der
Sauerstoff-Empfindlichkeit des Stoffes konnen bei ungeeigneter Wahl der
Parameter grofie Verluste auftreten. Die Verseifung wird zweckmifligerweise
in Stickstoffstrom vorgenommen. Mehrere Publikationen berichten iiber die
Verwendung verschiedener Antioxidanten [1—3].
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Zur Trennung des Vitamin-D-Gehaltes der durch Extraktion mit Ather
gewonnenen Probe werden im allgemeinen chromatographische Methoden
verwendet.

Séulenchromatographische Methoden, die viel Zeit und einen hohen
Aufwand an BReagenzien erfordern, werden vor allem zur Vorreinigung von
Vitamin D verwendet. Als Sdulenfillung werden meistens Aluminiumoxid
[4—7]. oder verschiedene Bleicherden, wie Bentonit, Frankonit, Floridan
usw. [8, 9] verwendet. Die Verwendung von Aluminiumoxid gestattet blof} .
die Trennung der Ester von Vitamin A, wobei der iiberwiegende Teil des
Vitamin-A-Gehalts der Proben im Laufe der Verseifung in die Alkoholform
umgesetzt wird. Bei Verwendung von Bleicherden ergeben sich wegen der
undefinierten Art der Bindeaktivitdt der Siule Probleme: bei kleiner Akti-
vitat konnen Verunreinigungen in der Probe bleiben, wihrend bei zu hoher
Aktivitdt ein Teil des D-Vitamins uneluierbar ist.

Mit papierchromatographischen Methoden, die heute bereits als veraltet
zu betrachten sind, konnen nur qualitative Nachweise vorgenommen werden
[10].

Die Isolierung und Bestimmung der D-Vitamine mittels diinnschicht-
chromatographischer Methoden wurde fiir zahlreiche Stoffe ausgearbeitet. Es
wird eine Aluminiumoxid-Schicht [8, 11], oder eine Silikagel-Schicht [12—
17] verwendet. Der Nachweis und die quantitative Bestimmung des D-Vita-
mins erfolgen mittels verschiedener Modifikationen der Brochman-Chenschen
photometrischen Methoden unter Verwendung von Antimonchlorid als Rea-
gens, durch die direkte Auswertung des Chromatogram-Fleckes oder durch
Photometrieren aus dem ausgekratzten Fleck. Wirksamer als das Antimon-
(III)-trichlorid-Reagens kann zur Entscheidung der Reinheit des D;-Vitamin-
flecks eine spektrophotometrische Methode im ultravioletten Spektralbereich
[18—20] verwendet werden. Nachteil der letzteren Methode ist ihre kleinere
Empfindlichkeit, ferner miissen die Verunreinigungen der als Triger verwen-
deten Adsorbenten, sowie die Dj-Verluste in Betracht gezogen werden, die
nach der Verdampfung des Losungsmittels durch die Berithrung des trockenen
Adsorbents mit Luft und Licht auftreten. Uber die D,-Vitaminbestimmun-
gen mittels UV Detektierung gibt Cerny [18] eine gute Zusammenfassung,
in der die Ursachen und Grofle der im Laufe der Bestimmung aufiretenden
Verluste eingehend untersucht werden.

Die gaschromatographische Methode fand in der letzteren Zeit eine
verbreitete Anwendung [1, 3, 21, 22, 23]. Die entsprechende Vorbereitung der
Probe bildet auch hier ein Problem, da die Entfernung der Verunreinigungen
und die quantitative Bestimmung auch bei der Anwendung von Gaschroma-
tographie nicht in einem Schritt gelost werden konnen. Zur Bestimmung des
D;-Vitamingehalts der vorgereinigten Probe ist heutzutage GLC die genaueste
verwendbare Methode. Die Auswertung der Bestimmung wird dadurch
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erschwert, daB im Laufe der bei relativ hoher Temperatur durchgefiihrten
Analyse (iiber 220 °C) Pyro-Derivate gebildet werden. Die meisten Forscher
arbeiten im Interesse einer besseren Trennung mit vorangehend silylierten
Proben.

Zielsetzungen der Forschung

Die den Gegenstand der vorliegenden Mitteilung bildende Forschungs-
arbeit bildet einen Teil der an unserem Lehrstuhl iiber die Biochemie und die
biologische Auswertung von Futtermitteln und Premixen unternommenen
Arbeit. Das Hauptziel war die Ausarbeitung einer verhéltnismiBig einfachen
und verlidfllichen Methode, die zur Bestimmung des D,-Vitamingehaltes von
heimischen Futtermischungen und Premixen geeignet ist.

Materialien und Methoden

Unter Beriicksichtigung der oben angefiihrten Probleme wurde nach
langen Voruntersuchungen eine auf zweidimensionaler diinnschichtchroma-
tographischer Trennung beruhende Methode ausgearbeitet, die zur Bestimmung
des D,-Vitaminhehaltes von Premixen und Futtermischungen als geeignet
gefunden wurde. Das Schema des von uns entwickelten Verfahrens ist aus
Abb. 2 ersichtlich.
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Die Bestimmung von Vitamin D, in Premixen

Verseifung. 20 g festes NaOH werden in einem 500-ml-Erlenmeyerkolben
eingewogen, sodann mit 10 ml destilliertem Wasser und 140 ml abs. Alkohol
versetzt und in diesem Gemisch unter Schiitteln und Erwérmung riickstandslos
aufgelost. Dieser Losung wird die bereits vorangehend eingewogene Test-
substanz (5 g) zugesetzt und mit RiickfluBkiikler in einem siedenden Wasser-
bad 15 Minuten lang verseift. Nach Zugabe von 25 ml destilliertem Wasser
wird der Inhalt des Kolbens schnell abgekiihlt und in einen 500-ml-Scheide-
trichter gefullt.

Extraktion. 60 ml einer 1:1 Ather:Petroldther-Mischung werden der
Substanz im Scheidetrichter zugesetzt. Das Schiitteln wird vorsichtig, durch
schwaches Riitteln (ctwa 2 Minuten) vorgenommen, dann wird der Trichter
10 Minuten lang (bis zur Trennung der Phasen) stehen gelassen. Die untere
wiflrige Phase wird in einen Becher abgelassen, die organischen Phasen werden
in einem anderen 500-ml-Scheidetrichter gesammelt, in welchen vorangehend
etwa 200 ml destilliertes Wasser geschiittet wurden.

Die Extraktion wird mit weiteren 4 X 50 ml Ather-Petrolither Portionen
wiederholt und die organischen Phasen im zweiten Scheidetrichter gesammelt.
Nach der letzten Ausschiittelung wird die wéBrige Phase weggeschiittet. Die
gesammelte Ather:Petrolither-Phase wird durch behutsames Schiitteln
(Neigung zur Emulsionsbildung) mit destilliertem Wasser bis zur neutralen
Reaktion gewaschen. Die erhaltene reine Losung wird mit wasserfreiem Na,S0,
getrocknet, sodann das Losungsmittel abdestilliert, so daBl das Endvolumen
des Destillationsriickstandes etwa 5—10 ml betrage. Dieser Riickstand wird
einer Kristallisierschale behutsam, von Licht geschiitzt, in eicem Vakuum-
trockenschrank bis zur Trockne eingedampft.

Entfernung der Steroide. Die getrocknete Probe wird in 2 ml Methanol
aufgenommen und mit einer Losung von 0.4 g Digitonin in 10 ml eines 9:1
Methanol: Wasser-Gemisches versetzt. Die Probe wird mit einer Alufolie
abgedeckt iiber Nacht in einem Tiefkiihler gestellt, wobei der iiberwiegende
Teil der Steroide ausgefdlit wird und mittels Filtrieren entfernt werden kann.
Filtrieren wird zweckmifligerweise schnell, mit vorgekiiklten Gerdten vorge-
nommen, denn bei Zimmertemperatur wird das Prizipitat wieder schnell
aufgelost. Die erhaltene gelbliche, bei richtig ausgefithrter Filtrierung glas-
klare Losung wird sehr vorsichtig (kalte Ventillation) bis zu 1.0 ml eingedampft.

Diinnschichichromatographische Trennung. Der D,-Vitamingehalt der
Premixe wird ven den zahlreichen anderen Bestandteilen mittels zweidimen-
sionaler Diinnschichtchromatographie getreant.

An einer Platte mit Kieselgel GF,;, (Merck)-Schicht wird der Start-
punkt in der unteren linken Ecke der Platte je 20 mm von den beiden Enden
eingezeichnet. Die Frontdistanzen, die sich in beiden Richtungen in 160 mm
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Entfernung von dem Startpunkt befinden, werden ebenfalls eingezeichnet.
Zwei chromatographische Tanks von miglicherweise gleicher Dimension
werden vorbereitet. In den Tanks werden zwecks Sattigung des Luftraumes
Filterpapierstreifen eingesetzt. Die Zusammensetzung der verwendeten Lauf-
mittel ist wie folgt:

In Richtung I: Ather:Petroldther (30:40)

Ir Richtung II: Chloroform:Aceton (90:10)
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Abb. 3

100 x4l der laut Obigem verbereiteten Probe wird mit einer Hamilton-
spritze in dem Startpunkt aufgetragen.

Die Platte wird dann in den Laufmittel T enthaltenden Tank eingesetzt
und das Chromatogramm bis zur Erreichung der eingezeichneten Frontdistanz
entwickelt (Lauftzeit etwa 1 Stunde). Die Platte wird dann herausgenom-
men und die letzten Reste des Laufmittels werden durch kalte Ventilation
entfernt. Da sich Vitamin D, an der Platte leicht zersetzt, wird die Platte
sofort, in senkrechter Richtung zu der ersten Entwicklung, in den Tank II
eingesetzt und das Chromatogramm analog mit dem ersten Lauf entwickelt.
Die Laufzeit betrigt etwa 45 Minuten.

Die Platte wird aus dem Tank herausgenommen und an der noch feuch-
ten Platte wird der Fleck von Vitamin D, unter einer UV Lampe gesucht:
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der Fleck von Vitamin D; ist unter den gegebenen Umstinden dunkelbraun.
(Rf,: 0,58; Rr;: 0,33.)

Der Fleck wird mit einer Nadel eingegrenzt, sodann behutsam aus-
gekretzt und das Vitamin D wird an einem Mikro-Glasfilter mit 2 ml Methanol,
unter wiederholtem Schiitteln von dem Absorbenten abgelést. Das Filter wird
mit weiterem 1 ml Methanol gewaschen. Die erhaltene Losung wird vorsichtig,
von Licht geschiitzt, mittels kalter Ventilation auf 1 ml eingedampft.

Wiederchromatographierung an Diinnschicht und quantitative Auswertung
mittels Densitometrie. 0,5 ml der laut oben beschriebener Methode erhaltenen

y = 0.06735x + 076
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Abb. 4

Losung werden an einer Kieselgel GF,;, Platte (Merck) neben einem Standard
chromatographiert und mit einer 2%jigen Molybdinsiurelssung in Athanol
entwickelt. Nach einer Erwérmung von etwa 15 Minuten erscheint der Fleck
des Vitamins D, auf gelblicher Grundfarbe in blaulich-lila Farbe. Die Intensitdt
der Flecke wird mit einem Densitometer Typ »Vitatron« an einem Filter
U5 gemessen, sodann werden die Flidchen unter den Kurven nach Planimetrie-
rung mit Hilfe der angefiithrien Kalibrationskurve ausgewertet.

Das Zwanzigfacke des von der Kalibrationskurve abgelesenen Wertes
gibt in IU ausgedriickt den auf 1 kg des Premixes bezogenen Vitamin D,-
Gehalt. (Die Kalibrationskurve wurde mit einer zehnfachen Verdiinnung
[1000 IE = 25 pg D,] der im vorangehenden angegebenen Standardlosung
aufgenommen.)
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Bestimmung von Vitamin D in Futtermischungen

Im folgenden werden nur jene Schritte diskutiert, die von der Bestim-
mung von Vitamin D, in Premixen abweichen. In der Bestimmung von Vita-
min D, in Futtermischungen geht der Verseifung die Extraktion der Lipide
voran. Je 100 g Futtermittel werden in Soxhlet-Extraktionshiilsen einge-
wogen (im allgemeinen 3—4 Stiick!) und in einem Soxhlet-Apparat mit Ather
extrahiert. Wenn das in den Siederaum zuriickgesaugte Lésungsmittel schon
ganz farblos ist (3—4 Stunden), werden die Hiilsen entfernt und das Extrakt
bei fortdauernder Erwdrmung eingedampft,so dafl dasVolumen der gesammelten
Ather-Extrakte etwa 20 ml betrage. (Wenn die Losung zu stark eingedampft
wird, kann sich bei der Verseifung ein griinlicher Schleim ausscheiden.)

Die Verseifung, die Prézipitation der Steroide mit Digitonin, sowie die
diinnschichtchromatographische Trennung werden in derselben Weise wie
bei der Premix-Untersuchung vorgenommen, mit dem einzigen Unterschied,
daB der von der Platte abgekratzte Fleck mit weniger Methanol eluiert und
statt 1 ml auf 200 yul eingedampft wird, sodann diese ganze Menge fiir die
quantitative Bestimmung aufgetragen wird.

Der D,-Vitamingehalt der Futtermischung wird mit der felgenden
Formel berechnet:

D, (IE/kg) = 100 - K/0.85,
wobei: D, = Vitamingehalt des Futtermittels (1E/kg)
K = der von der Kalibrationskurve abgelesene Wert ist.
(Der Faktor 0.85 wurde aufgrund der Resultate jener Versuche bestimmt, in

denen nach der Chromatographierung und Elution von bekannten Mengen von
Standard-Vitaminproben der Riickgewinnungsindex untersucht wurde.)

Ergebnisse

Untenfolgend werden, zwecks Illustration, die Ergebnisse einiger, mit
der beschriebenen Methode vorgenommener D,-Vitaminbestimmungen an-
gegeben.

Tabelle 1
D,-Vitamingehalt der einzelnen Premixe
Vitamin-D;-Gehalt 1E/ g
Bezeichnung der Probe 1 ;
Durchschnitt® | Minimum ; Maxinum
YVitamin-Premix 1 ! 319 298 ! 336
Vitamin-Premix VIII ' 349 331 372
Vitamin-Premix XV 492 479 500

* Durchschoitt von 5 Messungen
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Tabelle 2

D;-Vitamingehalt der einzelnen Futtermischungen

Vitamin-D,-Gebalt 1E/1000 g
Bezeichnung der Probe -
Durchschoirt® Minimum Maximum
Gefliigelfutier 1760 1392 1836
Truthahn-Aufzuchtfutter 1280 1148 1403
Saufutter 3120 { 2980 3440
Ferkelfutter (II) 2940 ‘ 2480 | 3670
Truthahn-Endfutter 1545 1370 1800

|

2

* Durchschnitt von 3 Messungen

Tabelle 3

Bestimmung des Vitamin D;-Gehalts von Premixen und Futtermischungen

(Kontrolluntersuchungen)

1 Einwaage . Durch-
Probe 5_"— ] schnitt
| 1 | 2 3 4 5 IE/g
0 | a2 | 348 350 366
Premix 1 340 350 352 340 360 351
345 358 350 345 355
380 382 370 393 387
Premix VIII 385 380 375 380 391 386
395 380 385 382 395
560 570 570 580 568
Premix XV 572 568 570 372 570 370
568 575 572 570 365
3,268 2,918 3,502 |
Saufutter 3,230 3,105 2,918 3,185
3,502 3,268 2,958
2,077 2,255 2,967
Ferkelfutter 11 2,789 2,611 2,967 2,650
2,967 2,611 2,611

Zur Kontrolle der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der ausgearbei-

teten Methode wurden durch Kollegen, die an der Ausarbeitung der Methode
nicht teilnahmen, Kontrolluntersuchungen durchgefithrt, deren Resultate,
sowie die charakteristischen Daten der Verteilungen in Tabellen 3 und 4
zusammengefafit sind.

3 Periodica Polytechnica CH. 20/4
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Tahelle 4
Charakterisierung der Verteilung von Vitamin Dj

Probe Durchschuitt Fi]/’:e‘
Premix I 3264 718 24
Premix VIII 3624+ 16 4.4
Premix XV 5234 45 8,7
Geflitgel-AnlaBfutter 17664468 26.5
Truthabn-Aufzuchtfutter 13164477 36,2
Saufutter 31704313 9.87
Ferkelfutter 1I 28294508 20.0
Truthahn-Endfuatter 15084508 33,8

Zur Bestimmung des Zufallsfehlers der ausgearbeiteten Methode wurde
ein Versuchsplan verwendet, auf Grund dessen mittels Varianzanalyse fol-
gendes ermittelt werden konnte: '

~ Eskonnte festgestellt werden, daf3 die Resultate der durch verschie-
dene Personen durchgefiihrten Kontrolluntersuchungen iibereinstimmen;

— die aus der ungleichmifligen Verteilung der zu bestimmenden Kom-
ponenten, ferner aus der Isolierungs- und Extraktionsweise stammenden
Fehler wurden von dem Fehler der Bestimmungsmethode getrennt;

— der Fehler konnte als die Standardabweichung des Resultates erhalten
werden.

Die Standardabweichungen der Vitamin-D;-Bestimmung sind in Tabelle
5 enthalten, wihrend die Resultate der durch verschiedene Personen durch-
gefithrten Untersuchungen in Tabelle 6 zusammengefaBit sind.

Tabelle 5
Streuungen der Bestimmung von Vitamin D,
Freibeits- ;ﬁiﬁ:‘nz Relative éitile:t‘x?x;t;
Probe grad der Streuung der der totalen
Bestimmung Einwaage Messung
Premix 1 20 28,2 g 28,2
Premix VIII 24 4,6 1,8 5,1
Premix XV 24 12,7 g 12,7
Gefliigel-AnlaBfutter 15 28,3 8,4 29,6
Trnthahn-Aufzuchtfutter 15 17,4 15,7 23,4
Saufutter 21 9.1 6,4 11,2
Ferkelfutter II 15 12,9 16,0 20,6
Truthahn-Endfatter 9 9,7 17,4 20,0
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Tabelle 6

Resultate der Kontrolluntersuchungen von Vitamin D,
in IE/g (Premix) bzw. IE/kg (Futter)

Probe PR PRRET | PRI | Abweidnng

Premix I 301110 351+ 26 — 50
Premix VIII 3494 26 386+ 28 334+30 1—2 37
1—3 15

23 52

Premix XV 492+ 78 483+ 78 53078 -2 9
: 1—3 178

23 88

Saufutter 31724536 3185540 31531538 1—2 13
1—-3 19

23 32

Ferkelfutter II 2962--906 26514688 — 311

Wie aus den Daten der obigen Tabellen ersichtlich, ist die Standard-
abweichung im Falle der Premixe 5—309,, im Falle der Futtermischungen
10—309%,, was mit den in der Literatur beschriebenen Bestimmungen ver-
glichen, als ein gutes Ergebnis bezeichnet werden kann. Betreffs der Inhomo-
genitdt der Proben kann festgestellt werden, daBl diese im Falle von Futter-
mischungen bedeutend ist.

Einige Bemerkungen iiber die Verwendbarkeit und magliche Weiterentwicklung
der Methode

Die von uns entwickelte Methode zur Bestimmung von Vitamin D,
ist im Vergleich mit den in der Literatur beschriebenen anderen Methoden
eine von entsprechender Genauigkeit, die zur Untersuchung von Premixen
und Futtermischungen eine entsprechende Empfindlichkeit besitzt. (Empfind-
lichkeit = 5 1E, d. h. 0,125 ug Vitamin D,.) Als ein groBer Vorteil ist die
relativ einfache Ausfiihrung und Schnelligkeit der Methode zu betrachten.
Auf Grund von Tabelle 6 weist jedoch jene Tatsache, dafl zwischen verschie-
denen Untersuchern wesentliche Mefunterschiede vorkamen, darauf hin, dafl
zur Erzielung vor verlidfilichen Resultaten die Methode griindlich eingeiibt
werden muB.

Unten folgend sollen einige Bemerkungen iiber die Vorteile, die Ver-
wendbarkeit und die mégliche Entwicklung der Methode gemacht werden:

3*
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1. Die der tatsdchlichen Dj-Vitaminbestimmung vorangehende Lipid-
extraktion hat zahlreiche Vorteile:

— Die stérende Wirkung vieler Verunreinigungen wird dadurch elimi-
niert, daBB man im Laufe der Verseifung nur die fettartigen Stoffe mit der
Lauge in Kontakt bringt.

— Obzwar die eingeschaltete Lipidextraktion eine Zeit beanspruchende
Operation ist, bleibt das Filtrieren nach der Verseifung weg, was sonst in vielen
Fillen mehrere Stunden beansprucht.

— Aliquote Teile der Ather-Extraktion konnen auch zu anderen Unter-
suchungen verwendet werden (z. B. zur Bestimmung von essentialer Fettsiure).

— Laut unserer Untersuchungen mit bekannten Mengen von Vitamin-
D;-Standard fithrt die Einschaltung der Lipidextraktion zu einer besseren
Ausbeute und zu geringerer Streuung zwischen den parallelen Untersuchungen.

2. Die zweidimensionale Diinnschichtchromatographie ist eine sehr
empfindliche Methode, die fiir die einzelnen Stoffe erhaltenen R;-Koordinaten-
werte sind streng abhingig von zahlreichen Parametern. Bei der Einstellung
der Analyse bzw. bei irgendeiner Anderung (z. B. Bereitung von frischem
Laufmittel) ist es deshalb empfohlen, den R-Wert mit dem Standard zu kon-
trollieren.

Wir machen darauf aufmerksam, dall selbst bei Verwendung eines
Vitamin-Dj-Standards der R;-Wert des D,-Vitamins der Testsubstanz um
5—89% von den meBbaren R;-Werten abweichen kann, da bei der Chromato-
graphierung der Probe die Wanderung der anderen Substanzen die Bewegung
des D,-Vitamins beeinflussen kann. In solchen Fillen ist es deshalb ratsam,
eine bekannte Menge von D,-Standard der Probe als inneren Standard zu-
zusetzen.

3. Es soll schlieBlich bemerkt werden, da die der zweidimensionalen
diinnschichtchromatographischen Trennung folgende D,-Vitaminbestimmung,
in Abhéngigkeit von der Ausriistung des Laboratoriums, in dem diese ausge-
fiihrt werden soll, in mehreren Beziehungen weiterentwickelt bzw. modifiziert
werden kann.

In Laboratorien, welche iiber einen Gaschromatograph von entsprechen-
der Empfindlichkeit verfiigen, kann die quantitative Auswertung mittels
gaschromatographischer Analyse bei hoher Genauigkeit durchgefiihrt werden.
In Laboratorien, die mit einem Lichtreflexion detektierenden Densitometer
ausgestattet sind, kann mit gutem Erfolg Diinnschichtchromatographie mit
verkehrter Phase verwendet werden. Ihr Vorteil ist, daBl sie vom Gesichts-
punkt der Trennung als eine Chromatographie in dritter Dimension aufge-
faBt werden kann, so daB sie auch fiir die Entfernung der eventuell noch in
der Probe vorhandenen Verunreinigung geeignet ist.
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Zusamenfassung

Die quantitative Bestimmung des Vitamins D; wird durch mehrere Probleme erschwert,
so vor allem dadurch, daf es in natiirlichen Stoffen im allgemeinen in sehr kleinen Mengen
und meistens in Gegenwart von groflen Mengen von Vitamin A vorkommt. Die Bestimmung
wird auch dadurch erschwert, dafl die Substanz schwer von Stoffen #hnlicher Struktur (Pro-
vitamine) zu trennen ist, so dafl es ziemlich schwer ist, fiir Vitamin Dj ein spezifisches Reagens
zu finden. Die Ungewilheit wird durch die starke Sauerstoff-, Licht- und Wirmeempfind-
lichkeit von Vitamin D, noch gesteigert, da dies in den Vorbereitungsverfahren bedeutende
Verluste verursachen kann.

Die Autoren entwickelten ein zweidimensionales, diinnschichtchromatographisches
Verfahren, mit dessen Hilfe Vitamin D; in Premixen und Futtermischungen qualitativ und
quantitativ bestimmt werden kann. Die Methode ermdiglicht die Bestimmung von 5 IE =
= 0.128 Mikrogramm-Mengen D,. Die entwickelte Methode wird am Beispiel der Untersuchung
von 3 Premixen und 5 Futtermischungen beschrieben.
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