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Spezifische Vitamin-CmBestimmmg 
V o n  D r .  M .  O T T ,  D a r m s t a d t  
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A .  Theoretische Grundlagen. 
eitdtm bekannt ist, dalj das Vitamin C aul3er als Ascorbin- S saure auch in Form von deren Dehydroderivat wirksam ist, 

besteht in der Literatur eine Unklarheit der Bezeichnungsweise, 
damit ,,Vitamin C" einnial nur die Ascorbinsaure, im anderen 
Falle dagegen die Summe von Ascorbinsaure und Dehydro- 
ascorbinsaure, also das sog. ,,Gesamtvitamin C", gemeint ist ; 
denn ein Teil der Analytiker lehnt die Miterfassung der Dehydro- 
ascorbinsaure ab aus Besorgnis, da13 durch die dazu notwendige 
Behandlung mit Schwefelwasserstoff noch andere reduzierende 
Verbindungen gebildet und schlieBlich als Vitamin C mit- 
erfafit werden konnten; eine andere Gruppe von Analytikern 
dagegen rechnet nur mit den Gesamtvitamin-C-Werten, 
wahrend eine dritte Gruppe, zu der sich bislang der Verfasser 
zahlte, beide Formen bewertet wissen wollte. Da13 die alleinige 
Bestimmung der Ascorbinsaure in sehr vielen Fallen nur einen 
Teil der Vitamin-C-Wirksamkeit erfaljt, geht schon aus einer 
kurzen Betrachtung des biologischen und chemischen Ver- 
haltens der Ascorbinsaure hervor. 

Die Hauptrolle der Ascorbinsaure im Stoffwechsel der 
Pflanze besteht wahrscheinlich in ihrer Wirkung als Wasser- 
stoffiibertrager bei der Atmung und vielleicht auch bei der 
Assimilation. Dabei gibt ein Mol Ascorbinsaure in stiindigem 
Wechsel je 2 Atome Wasserstoff an Fermentsysteme mit 
hohereni Redoxpotential, wie Peroxydase, Polyphenoloxydase 
und Ascorbinsauredehydrase, ab, um wiederum 2 Atome Wasser- 
stoff von Systemen niedrigeren Redoxpotentials, wie z. B. 
tiem Plavinenzym, zu erhalten. Th. Bersinl)  stellt sich die Be- 
teiligung der Ascorbinsaure bei der Pflanzenatmung etwa nach 
folgendem Schema vor : 
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Nach dieser Vorstellung nimmt also die Ascorbinsaure bei 
der Xtmung derjenigen Pflanzen, die aul3er den gewohnlich 
vorhandenen Peroxydasen und Oxydasen noch iiber eine 
spezifische Ascorbinsauredehydrase verfiigen sollen, in zweierlei 
Weise am Wasserstofftransport teil. Der molekulare Sauer- 
stoff tritt zuerst mit der Ascorbinsauredehydrase in Reaktion 
und iibernimmt deren leicht beweglichen Wasserstoff, der iiber 
die Vermittlung der Ascorbinsaure und verschiedener Fermente 
letzten Endes von den zu veratmenden Kohlenhydraten 
stammt. Dabei entsteht Wasserstoffperoxyd. Von diesem 
I) Kurzes Lehrbnrh d. Enapmolopr, Lt'ipzip 1938, S. 144. 
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Abb. 1. WaBrige Ascorbinsaurelosung. PH - 5. 

iibernehmen d a m  die Peroxydasen und Oxydasen die Halfte 
des Sauerstoffs, um ihn erneut mit dem iiber die Ascorbin- 
saure und die betreffenden Fermentsysteme herangeschafften 
Wasserstoff d.er Kohlehydrate zu vereinigen. Wenn nun auch 
diese hypothetische , Darstellungsweise die Moglichkeit offen 
laljt, da13 bei dem niederen Redoxpotential der lebenden 
Pflanze das Vitamin C praktisch meist als Ascorbinsaure in 
Erscheinung tritt, so ist doch zu bedenken, da13 in dem Augen- 
blick, da die Pflanze fur die Analyse geerntet wird, die Be- 
dingungen fur die allmahliche Oxydation der Ascorbinsaure 
gegeben sind, und tatsachlich tritt dann auch, wie von ver- 
schiedenen Forschern 'festgestellt wurde, besonders bei den 
Blattpflanzen die Uberfiihrung der Ascorbinsaure in die 
Dehydroascorbinsaure ein. Die AuBerachtlassung der letzteren 
Form mu13 also bei nicht mehr ganz frischen Ernteprodukten 
zu niedrige Vitamin-C-Werte ergeben. Wird weiterhin in1 
Gange der Analyse bei der Zerkleinerung und Extraktion 
der Zellverband zerrissen und dem freien Spiel aller Kompo- 
nenten Raum gegeben, so sind noch die verschiedenartigsten 
Reaktionen in Betracht zu ziehen. Von diesen sol1 hier jedoch 
nur die wichtigste Erwahnung finden, die bislang aul3er 
acht gelassen wurde, 

Wenn man den Eisengehal t  zahlreicher Pflanzen, be- 
sonders der griinen Organe, mit deren Ascorbinsauregehalt 
vergleicht, so ergibt sich, da13 die Konzentration des Eisens 
die der Ascorbinsaure oft wesentlich iibertrifft . Dieses Eisen 
bleibt nun im Laufe der Vitamin-C-Bestimmung bei der heute 
gebrauchlichen Extraktion mit Metaphosphorsaure nicht etwa 
im Riickstand, sondern geht zum grofien oder sogar groaten 
Teil in Losung. Da das Eisen von der Pflanze praktisch fast 
ausschlieBlich in- der Ferriform aufgenommen wird, erscheint 
es primar also auch als solches im Pflanzengewebe, was jederzeit 
festzustellen ist. Wenn aber dreiwertiges Eisen und Ascorbin- 
saure zusanmentreffen, so reagieren sie augenblicklich mit- 
einander unter Bildung von zweiwertigem Eisen und Dehydro- 
Ascorbinsaure. Diese Feststellung wurde vom Verfasser be- 
reits vor Veroffentlichung der Arbeit von Schulek-Flodever2), 
die auf dieser Tatsache eine neue Ascorbinsaurebestimmung 
aufbauen wollen, gemacht. Es ist nun fraglich und auch nicht 
leicht festzustellen, ob und wo das dreiwertige Eisen und die 
Ascorbinsaure in der lebenden Pflanze zusammentreffen und 
miteinander reagieren, obschon beide Stoffe im Chloroplasten 
vorkommen sollen ; aber wahrend der Zerkleinerung und 
Extraktion miissen sie miteinander reagieren, so daB also, 
wenn die Konzentration des Ferrieisens die der Ascorbinsaure 
iibertrifft, bei der Titration mit Dichlorphenolindophenol oder 
anderen oxydierenden Losungen nicht die Ascorbinsaure als 
solche, sondern die ihr aquivalente Menge zweiwertigen Eisens 
titriert wird; genau genommen etwas weniger, weil die Meta- 
phosphorsaure zwar die Ascorbinsaure, nicht aber das zwei- 
wertige Eisen vor der Oxydation durch den Luftsauerstoff 
schiitzt. Wird dagegen in einer eisenreichen Pflanze das 
, , Gesamtvitamin C" durcli Reduktion mit Schwefelwasserstoff 
*) Uiese Ztschr. 52, 6151[103!J]. 
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Abb. 3. Citratpuffer. pa - 7 

bestimmt, so fallen die Werte durch das nlitreduzierte Biseii 
zu hoch aus, sofern nicht dafiir Sorge getragen wird, daI3 das 
Eisen als Sulfid quantitativ abgetrennt wird. 

Die Feststellung der Storung der Ascorbinsaure- und 
Gesamtvitamin-C-Bestimmung durch das Eisen gibt der ganzen 
eingangs erwahnten Frage ein neues Gesicht. Es ist leicht ein- 
zusehen, daB wir uns zur Ermittlung der Vitamin-C-Wirksam- 
keit von Ernteprodukten nicht mit der bisherigen Ascorbin- 
saurebestimmung begniigen diirfen, die nur den bis zur Auf- 
arbeitung als Ascorbinsaure bestehen gebliebenen Anteil des 
gesamten C-Vitamins einigemaoen genau angibt, unter der 
vielleicht nicht immer zutreffenden Voraussetzung, daB das 
3wertige Eisen allein durch die Ascorbinsaure reduziert wurde. 
Moglfcherweise ist es doch noch anders, was die etwas hoheren 
Zahlen der neuen Ascorbinsaurebestigsmethode nach 
Schulek-Floderev2) im Citronensaft erklaren konnte. Somit 
kommt also fur die Beurteilung des Vitamin-C-Wertes irgend- 
welcher Ernteprodukte nur der Gesamtvitamin-C-Bestimmung 
ein praktischer Wert zu. Bei dieser aber sind alle bisherigen 
Erfahrungen iiber die Moglichkeit der Stabilisierung der 
Ascorbinsaure und deren Storung zu beachten, denn jede 
Stabilisierung der Ascorbinsaure bedeutet zugleich eine Er- 
haltung des Gesamtvitamin C. 

B . Die Haltbarkeit von Ascorbinsaurelosungen. 
An Hand eingehender Versuchsreihen wurde mit K.  0. 

Ganguin die Haltbarkeit von Ascorbinsaurelosungen bei ver- 
schiedener Konzentration, verschiedenem pH, bei Anwesenheit 
von Schwemetallspuren und bei Temperaturerhohungen ge- 
priift. Das zu diesen Versuchen benutzte Wasser war aus einer 
Jenaer Glasapparatur destilliert und wurde vor der Verwendung 
nochmals unter Paraffin ausgekocht, um die Luft daraus zu 
vertreiben. Bei diesen Versuchen wurden die folgenden Er- 
gebnisse erhalten : 

1. Der  EinfluiB der  Konzrn t ra t ion .  
Die Haltbarkeit von Ascorbinsaurelosungen nimmt mit 

zunehmender Verdiinnung von n/10 bis n/loooo ab, um bei dieser 
Konzentration einen tiefsten Wert zu erreichen. Bei ~ / 1 0 0 0 0 0  
steigt die Haltbarkeit wieder an. Diese Reihenfolge gilt nicht 
nur fur reine waBrige Losungen, sondern auch fur gepufferte 
bei verschiedenstem pH (Abb. 1 4 )  und bei verschiedener 
Temperatur. 

2. Der  EinfluW des pH. 
Bei steigenden p,-Werten nimmt die Haltbarkeit der 

Ascorbinsaurelosungen ab. Diese GesetzmaiBigkeit zeigt sich 
in Abb. 2 4  streng nur bei den geringeren Verdiinnungen. 
Zur Einstellung des p, wurde Citratpuffer benutzt. Wie der 
Vergleich mit der Oxydation der reinen Ascorbinsaurelosung 
in Abb. 1 deutlich macht, kommt dem Citratpuffer bei den 
hier untersuchten pH (3,7 u. 10) offenbar eine, wenn auch 
geringe stabilisierende Wirkung zu. Das ist wn so bemerkens- 
werter, als K.  0. Ganguin bei Redoxpotentialmessungen die 
interessante Feststellung machte, daW bei Anwesenheit von 
Citratpuffer vom pH 5-6 die Mischung gleicher Teile Ascorbin- 
saure und Dehydroascorbinsaure eine spontane Zersetzung 
unter Dunkelfarbung erleidet. Weder bei dariiber und darunter 
liegenden p,-Werten noch bei Anwendung von Phosphatpuffer 
des kritischen p, konnte diese Erscheinung festgestellt werden. 

Abb. 4. Citratpuffer. pit 10 in  ~~/lo-I,osung 

3. Uer EinfluW von Metaphosphorsaure.  
Die Metaphosphorsaure findet wegen ihrer stabilisierendeii 

Wirkung auf Ascorbinsaure haufige Anwendung zur Extraktion 
des Vitamin C. Diese Wirkung wird durch den Vergleich von 
Abh 5 mit den vorhergehenden Abbildunpen in einer Weise 

veranschaulicht, die keiner weiteren Worte bedarf. DaB das 
wirksame Agens dabei jedoch nicht das sehr niedrige pH 
(etwa 1,5) an sich ist, geht aus Abb. 6 hervor, die die Abnahme 
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Abb. 6. In 2%iger Trichloressigsaure. prr - 1,5 

der Ascorbinsaure in Trichloressigsaure von annahernd gleichem 
pH zeigt. Andererseits jedoch scheint die Wirkung an die freie 
Metaphosphorsaure gebunden zu sein, weil ein entsprechender 
EinfluB der Metaphosphate von uns u. a. Autoren nicht 
festgestellt werden konnte. 

Die stabilisierende Wirkung der Metaphosphorsaure be- 
schrankt sich nicht auf die Oxydation reiner Ascorbinsaure- 
losungen bei moglichstem LuftabschluB in der Kalte. Sie tritt 
ebenso in Erscheinung beim Erhitzen, bei Zusatz von Metall- 
salzen, beim Schiitteln mit Luft und bei Zugabe von Oxy- 
dationsmitteln. Der EinfluB dieser Faktoren wurde daher 
jeweils in waBriger und in 2 %iger metaphosphorsaurer I,osung 
untersucht . 

4. Der  Einf luB der  Temperatur .  

a) Erhitzung auf 50° wahrend mehrerer Stunden. 
Ascorbinsaurelosungen geringerer Verdiinnung (n/lo und 
sind bei LuftabschluB auch gegeniiber mehrstiindiger Er- 

hitzung auf 50° sehr stabil (Abb. 7). Starker verdiinnte Lo- 
sungen n/loqo bis n/lOOOW dagegen sind bereits nach 2-5 h zum 
groaten Tell oxydiert. Auch zeigt sich wieder die n/lo,o-I,osung 

Angewandte Chemic 
54.Jahrg. 1941. Nr.13114 



Ott:  S p e z i f i s c h e  Vi tamin-C-Rest immunq 

Konzentration 

"/ loo0 

n/lOOoO 

nlOOOOO 

b 
% I  

drt dcr LOsunC. 
Koch vorhandene Ascorbiwiure nach 

.? niin 1 10 min I 120 inin 

wii5rige Liisuufi 100 x 100 % 
in 2% IIPO, 100 % 92,3% 37,5u,,, 

wi5rige LBsiing 06,8% 89,8% 
i u  2% IIPO, n5,4:;, 89,1% 28,0%, 

wa5rige L6sung 85,346 
in 2% HPO, 98,2g; 90,0% 50.8% 

L 

I 

I 
Sot 

I 

20 
'.. 
' x n/IOM)O 10 i~ 

I i , I 

a 5~ r ' o '  15 20 h 

7 
I A L ~  I 

0 

.4bb. 8. In 2%iger HPO, Ijei 50°. pi1 - 1,5. 

Die Erhitzung von Ascorbinsaurelosungen auf den Siede- 
punkt bei LuftabschluB bewirkt nach 5 min besonders 
bei den niedrigsten Konzentrationen eine starke Senkung. 
Hier wird der hemmende EinfluB der Metaphosphorsaure 
wieder deutlich. 

5. Der  EinfluB von Scliwerrnetallsalzen 
Bei dieser Versuchsreihe erfolgte ein Zusatz von Eisen-  

und Kupf ersalzen in verschiedener Konzentration zu n/loooo- 
As cor b ins  a u r  elosung en, da sich die Ascorbinsaure bei dieser 
Verdiinnung als besonders instabil envies (Tabelle 3). 

Wenn man beriicksichtigt, daB bei den gewahlten Kon- 
zentrationen durch direkte Reaktion des 3wertigen Eisens mit 
der Ascorbinsaure etwa 20 yo sofort oxydiert werden, erscheint 
es zunachst durchaus glaubhaft, daB bei Zugabe entsprechender 
Mengen 2wertigen Eisens ein Restwert von rd. 20% des anfang- 
lichen Titrationswertes erhalten bleibt (s. Abb. 9). Die Frage, 
ob dieser Restwert jedoch dem zweiwertigen Eisen oder der 
Ascorbinsaure zukommt, diirfte experimentell zu beantworten 
sein, wie weiter unten ausgefiihrt wird. Damit ist aber keine 
Erklarung dafiir gegeben, daB bei Verwendung aquivalenter 
Mengen Swertigen Eisens kein Restwert erhalten wird; denn 
das Swertige Eisen wird aller Wahrscheinlichkeit nach sofort 
reduziert, und damit ist praktisch der namliche Zustand gegeben 
wie im anderen Falle. Wie dem auch sei, die katalytische 
Wirkung der beiden Eisenformen auf die Oxydation der Ascor- 
binsaure steht -auBer allem Zweifel. Sie wird jedoch noch 
wesentlich durch die des Kupfers iibertroffen, das sogar noch 
in einer Konzentration von ~/400000 in 9 h eine fast vollstandige 
Oxydation herbeifiihrt . Diese Feststellung ist nichts grund- 
satzlich Neues, sie f iigt nur den Ergebnissen anderer Forscher, 
wie C. M .  Lyman,  M .  0. Schultze u. C. G .  King3). in Amerika 

3, J. biol. Chemistry 118, 757 C19371. 

Abb. 7. WaWrige Losung bei SO0. PH - 3-5. 

stabiler als die-n/loooo- und schlieBlich als die n/looo-Losung. In 
2 %iger Metaphosphorsaure findet auch bei den starkeren Ver- 
diinnungen in den ersten 8-10 h keine wesentliche Oxydation 
statt (Abb. 8). 

b) Kurze Erhitzung auf 80O. 
Tabelle 1. 

wa5rige Losung 
in 2% IIPOs i 

I 2%7% wanrige Losung 
in 2% IIPO, 666% 

n/lOOOOO 
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n/50000 
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und Re2sner4) u. a. in Deutschland, neue Zahlenwerte hinzus). 
Ahnlich wie Kupfer allein verhalt sich Kupfer mit 2- oder 
3wertigem Eisen. Es iiberrascht daher, daR Kupfer in Zu- 
sammenwirkung mit 2- und 3wertigem Eisen einen Reduktions- 
wert von 20-30 yo des Urspriinglichen bestehen laRt, ahnlich 
wie Zwertiges Eisen allein oder 2- und 3wertiges Eisen zu- 
sammen. Auf diese Erscheinung soll unten noch eingegangen 
werden. 

Asm-@in- 
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Ahb. 9. Autoxydation der Ascorbinsaure (~l/loooo) in Gegenwart 

von Schwermetallsalzen in wal3riger Losung. 
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Abb. 10. Erhaltung der Ascorbinsaure (n/loooo) in Gegenwart von 
Schwermetallsalzen durch die Einwirkung der Metaphosphorsaure. 

Der Vergleich von Abb. 9 und 10 offenbart eindeutig die 
Oxydationshemmung durch die Metaphosphorsaure. Sie ist 
beim Kupfer besonders auffallend. Es fallt schwer zu ent- 
scheiden, welche Erscheinung erstaunlicher ist, die hormon- 
artige und biologisch hochwichtige Wirkung des Kupfers oder 
deren Hemmung durch die Metaphosphorsaure, beide hervor- 
gerufen durch altljekannte Stoffe der anorganischen Chemie. 
Es ist sehr einleuchtend, wenn L y m a n  u. Mitarb. die beiden 
Reaktionen kombinieren durch die Auffassung, daR die Wirkung 
der Metaphosphorsaure hitisichtlich der Erhaltung der Ascorbin- 
saure iiberhaupt auf der Ausschaltung der katalytischen 
Wirkung kleinster Spuren Kupfer und auch anderer Schwer- 
metalle beruht. Es bestehen keine Bedenken, sich dieser Auf- 
fassung anzuschlieRen. 

6. Der EinfluR des Sauerstoffs  ohne u n d  mi t  Schwer- 
metal lzusatz .  

Wenn man n/loooo waRrige Ascorbinsaurelosung im ge- 
schlossenen GefaR in einer Schiittelmaschine mit Luft in 
Beriihrung bringt, vollzieht sich die Oxydation, wie voraus- 
gesehen, wesentlich schneller; bereits nach 200 min sind nur 
noch 35% der Ascorbinsaure festzustellen (Abb. 11). Bei Zu- 

3 Prornotionsarbeit, UniTersitat Miinchen, 1939. 
Es moge rnir von anderen urn diese Bragen verdienten Forschern rerziehen wcrden, 
wenn hier ihre Arbeiten und Namen unerwiihnt bleiben, da ich infolge des Krieges keine 
Moglichkeit zur Benuteung einer Fachbucherei habe. 

gabe von u/,,,o, Kupfersalz (CuSO,) erfolgt, wie schon gezeigt, 
die Oxydation der Ascorbinsaure bereits bei moglichstem Luft- 
ausschluR so augenblicklich, daR hier die Wirkung des Luft- 
sauerstoffs nicht zum Ausdruck kommt. Bei Anwendung von 

Die augenblick- 
liche Oxydation der Ascorbinsaure erfordert also bei Anwesen- 
heit sehr geringer Mengen Kupfer eine grol3ere Menge Luft- 
sauerstoff, woraus sich schlieRen la&, daR die Kupferwirkung 
tatsachlich nichts anderes darstellt, als eine Beschleunigung 
der Umsetzung von Ascorbinsaure mit Luftsauerstoff. Dies 
wird ausdriicklich erwahnt, weil bei eigenen Versuchen eines 
bisher fragwiirdig schien : die Vorstellung namlich, daR 
die Ascorbinsaure in einer Konzentration von n/lOOOO in dem 
unter Paraffin ausgekochten und erkalteten Wasser noch 
geniigend Sauerstoff zu einer augenblicklichen Oxydation vor- 
finden soll. Es ist jedoch zu erwarten, daR eine Sauerstoff- 
bestimmung dieses Wassers das bestatigen wiirde. 

Ascorbin- 

/400000 Kupfersalz dagegen ist sie offenbar. 

saure in  
29 

292ge m-Phosphorsaure 
ohne Cu 
m i t  Schuttdn 

Abb. 11. Oxydation von n/loooo-Ascorbi~saurelosung in Anwesenheit 
von Schwermetallen und beim Schiitteln rnit Luft. 

Die hemmende Wirkung der Metaphosphorsaure (Abb. 11) 
erwies sich als von der Menge des zur Verfiigung stehenden Luft- 
sauerstoffs - wenigstens in gewissen Grenzen - unabhangig. 
Daraus ist entsprechend der oben anerkannten Auffassung iiber 
die Natur dieser Hemmung zu folgern, daR bei volligem Aus- 
schlul3 von Schwermetallspuren auch stark verdiinnte Ascorbin- 
saurelosungen selbst in Beriihrung mit Luftsauerstoff oder 
Wasserstoffperoxyd bestandig sind. Lyman u. Mitarb. haben 
das auch experimentell festgestellt und bauten darauf ihre 
Ansicht iiber die Metaphosphorsaurewirkung auf. 

In allen diesen Versuchen wurde die Frage unberiihrt 
gelassen, wieweit die Oxydation der Ascorbinsaure unter den 
verschiedenen Bedingungen geht, ob dabei nur das reversible 
Oxydationsprodukt Dehydroascorbinsaure oder auch andere 
Umsetzungsprodukte gebildet 'werden. Auf diese Frage gab 
H .  Borsook6) die Antwort, der fand, daR unterhalb PH 4,5 
die Oxydation bei der Stufe der Dehydroascorbinsaure stehen 
bleibt, wahrend sie bei hoherem pH weiter geht, ein sehr 
bemerkenswertes Ergebnis, sofern es sich voll bestatigen lafit. 

C. Eine spezifische Bestimmung des C-Vitamins. 

Aus dem bisher Ausgefiihrten erscheinen die folgenden 
Einzelfeststellungen zum Aufbau einer spezifischen Vitamin-C- 
Bestimmungsmethode geeignet, die auch den durch Anwesenheit 
des Eisens bedingten Fehler ausschlieRt : 

1. Um das ganze Vitamin C in einem Extrakt zu ermitteln, ist 
es notwendig, den Extrakt zu reduzieren, weil damit zu 
rechnen ist, daR wenigstens ein Teil der Ascorbinsaure zur 
Dehydroform oxydiert vorliegt . 

2. Bestimmte kupferhaltige Pflanzenfermente ftihren die 
Ascorbinsaure augenblicklich in Dehydroascorbinsaure iiber. 

9 H .  Borsook, H .  W. Davenport, C .  E. P. Jejjreys u. Werner, J. biol. Chemistry 117, 
237 119371. 
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3. Diese Wirkung wird auch durch Kupfersalze noch in Kon- 
zentrationen von 

4. Metaphosphorsaure hemmt die katalytische Oxydation der 
Ascorbinsaure durch Kupfersalze. 

5. Unterhalb pH 4,5 geht die Autoxydation der Ascorbinsaure 
auch ohne Verwendung von Metaphosphorsaure nicht iiber 
die reversible Dehydroascorbinsaure hinaus. 

Nachdem bereits auf der Tagung der Reichsarbeitsgemein- 
schaft ,,Vorratspflege" im Forschungsdienst vom 1. und 2. Juli 
1940 in Berlin kurz uber den Grundgedanken der neuen Bestim- 
mungsmethode berichtet wurde, sei er hier nochmals wieder- 
gegeben') : 

)Die Zerkleinerung erfolgt in einer Porzellankugelmiihle mit 
Lochdeckel (Bloch-Rosetti-Kugelmiihlen von Hormuth-Vetter-Heidel- 
berg) unter Zusatz des Extraktionsmittels, Glassand und eines 
kleinen Stiicks fester Kohlensaure zur Tiefhaltung der Temperatur 
und Vertreibung des Luftsauerstoffs. Die staubfeine Vermahlung 
von 5 g Blattmaterial dauert in der 250-cmS-Miihle bei 300 bis 400 
U/min etwa 15 min. Zur Extraktion wird der Ansatz nach dem 
Zerkleinern quantitativ in einen Zentrifugenbecher (Glas!) iiber- 
gespiilt, zentrifugiert (2800 U geniigen) und zweimal mit dem 
Extraktionsmittel in der Zentrifuge nachgewaschen. Die Extrakte 
werden in einem MeBkolben (200 cma) vereinigt. 

Die Extraktion des Vitamins C erfolgt mit Schwefel- oder 
reinster Orthophosphorsaure, nicht mit Metaphosphorsaure, u. zw. 
gerade wegen der Eigenschaft, die sie bisher fiir diesen Zweck un- 
entbehrlich zu machen schien, der Stabilisierung der Ascorbinsaure 
in Anwesenheit von Kupfersalzen. Die Konzentration der ver- 
wendeten Saure mu13 so gewahlt werden, da13 das PH des Extraktes 
betrachtlich unter 4,5 bleibt. 

Der Extrakt wird sogleich reduziert, wobei es gleichgiiltig ist, 
wenn au13er der Ascorbinsaure noch andere reduzierende Stoffe ge- 
bildet werden. Durch Titration mit Dichlorphenolindophenol wird 
in gewohnter Weise der Gesamtreduktionswert des reduzierten 
Extraktes gemessen. Nach Hinzufiigung einiger Kristallchen Kupfer- 
sulfat zu einem zweiten Anteil der Losung und kurzem Stehenlassen 
(hochstens 10 min) wird nochmals titriert und so der Resttitrations- 
wert ermittelt. Der durch die Kupferwirkung verschwundene 
Titrationswert kommt der Ascorbinsaure und damit dem Gesamt- 
Vitamin-C-Gehalt zu. 

Der wesentlichste praktische Vorzug dieser Methode be- 
steht darin, dal3 die Reduktion der Dehydroascorbinsaure nicht 
nach der wenig angenehmen Schwefelwasserstoffmethode 
durchgefiihrt werden m a .  Zur Reduktion kommen alle die- 
jenigen Verfahren in Frage, die einen moglichst geringen Uber- 
schul3 des Redukt ionsmi t te l s  erfordern und das pH nicht 
iiber 4,5 heraufsetzen, z. B. also Cadmiumreduktor, Zink oder 
Aluminium, Palladiumwasserstoff, Chromo- oder Titanosalze, 
deren UberschuB rasch verscbwindet . 

Die Auffindung einer passenden und eleganten Reduktions- 
methode wird bestimmt ~ erheblichen praktischen Schwierig- 
keiten begegnen, wenn man dabei die in Frage kommenden 
Vitamin-C-Konzentrationen von n/looo bis /looooo zugrunde 
legt. Bei diesen Konzentrationen konnen Methoden versagen, 
die sonst allgemein und mit Vorteil gebraucht werden. 

Die zweite Frage ist die zweckmaBigste Kupf erkonzen- 
t r a t  io n. Sie mu0 experimentell bei dem vorliegenden pH er- 
mittelt werden. Zur praktischen Handhabung sol1 das Kupfer- 
salz in fester Form nach AugenmaIj zugegeben werden konnen. 

Die Spezifitat der Kupferreaktion kann leicht durch ver- 
gleichende Untersuchungen mit Ascorbinsauredehydrase kon- 
trolliert werden, die man nacb der Vorschrift von H .  Taubee) 
aus Kiirbisfruchten gewinnen kann. 

Die dritte Schwierigkeit liegt in der Instabilitat des 
Zwertigen Eisens. Die neue Metbode bat nur dann Anspruch 
a d  Richtigkeit, wenn zwischen den beiden Titrationen der 
Eisen(I1)-Wert praktisch unverandert bleibt. Aus diesem 
Grunde wurden bereits mit Ferrosulfat Versuche iiber die 
Erbaltung des Zwertigen Eisens angestellt. Die vorlaufigen 
Ergebnisse sind in Abb. 12 u. 13 dargestellt. Danach wirkt 
2 %ige Metaphosphorsaure auf das Zwertige Eisen keineswegs 
stabilisierend, sondern sogar oxydationsbescbleunigend. Uber- 
raschenderweise wirkte jedocb Kupfer in einer Konzentration 
von n/lWOOo sichtlich oxydationshemmend. Wenn die Nach- 

/40000 und darunter erzielt. 

') Die Anfstellung einer entsprechenden Arbeitsvorschrift nird ziirzeit in der Landw. 

*) Fortschritte der Fermentforschung, Bd. VII, S. 3Ul. 
Vers.-Ststion Darmstadt vorbereitet. 

Tm.4 

priifung dieses Ergebnis bestatigt, bedeutet dies einen weiteren 
Vorzug der Verwendung des Kupfers zur Vitamin-C-Bestim- 
rnung. Die Mischung von n/200,-FeS0, und n/,o,-Ascorbin- 
saure ergab iihnliche Werte wie FeSO, allein. In  2%iger Meta- 
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Abb. 12.  lo,, FeII 
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phosphorsaure fand eine schnellere Oxydation der Mischung 
statt. Diese Ergebnisse zwingen zu den folgenden Fragen: 

1. Kann man durch Verwendung der Metaphosphorsaure 
in einem Gemisch von Ferroion und Ascorbinsaure unter Er- 
haltung der Ascorbinsaure das 2wertige Eisen einer beschleu- 
nigten Autoxydation aussetzen ? (S. Abb. 13.) 

2. Kann man durch Verwendung von Kupfersalzen den 
entgegengesetzten Effekt erzielen ? (S. Abb. 13.) Kann man 
also nacheinander in einer solchen Nischung durch Kupfersalze 
die Ascorbinsaure und durch Metaphosphorsaure das Zwertige 
Eisen oxydieren ? 

3. Kann man in Gegenwart von Kupfersalzen den Reduk- 
tionswert von Ascorbinsaurelosungen durch Zugabe von iiber- 
schussigem 3wertigen Eisen vor schnellem Abbau schiitzen, 
weil das 3wertige Eisen dabei in Zwertiges iibergeht, das in 
Gegenwart des Kupfers relativ bestadig ist, im Gegensatz zu 
Ascorbinsaure ? 

4. Oxydiert sich Ascorbinsaure in Gegenwart von Swertigem 
Eisen in metaphosphorsaurer Losung vollstiindig zu Dehydro- 
ascorbinsaure unter Bildung von Pwertigem Eisen oder stellt 
sich ein Gleichgewicht zwischen Ascorbinsaure und 2wertigem 
Eisen ein? 

Alle diese Fragen, die im iibrigen durch die Kupferreaktion 
beantwortet werden konnen, zeigen, welche Probleme so ein- 
fache und altbekannte Stoffe wie Kupfer und Eisen in Wechsel- 
wirkung miteinander und mit organischen Wasserstoffiiber- 
tragern bei biologischen Konzentrationen stellen konnen. 

Zusammenfassung . 
In  vielen Pflanzen tritt neben Vitamin C auch Eisen in 

bemerkenswerter Menge auf. Auch in Konserven kann Eisen, 
u.zw. aus der Dose, in besonders grol3er Menge anwesend sein. 
Da sich aber 3wertiges Eisen mit Ascorbinsaure unter Bildung 
von Dehydroascorbinsaure und Zwertigem Eisen umsetzt, das 
nicht sehr bestandig ist, und da aul3erdem nach der Reduktion 
des Extrakts mit Schwefelwassemtoff zur Gesamtvitamin-C- 
Bestimmung der Reduktionswert der Ascorbinsaure hinzutritt, 
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ist in allen diesen Fallen mit fehlerhaften Resultaten zu 
rechnen, wenn zur Bestimnung des Vitamins in iiblicher Weise 
vorgegangen wird. 

Deshalb wurde das Verhalten der Ascorbinsaure gegeniiber 
<.en verschiedensten Einfliissen untersucht. Dabei wurde in 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Forscher 
gefunden : 

Mit wachsender Verdiinnung bis n/loooo, mit wachsendem 
pH und mit zunehmender Erwarmung wird die Ascorbinsaure 
immer unbestandiger . 

Schwermetallsalze, wie Eisen in 2- und 3wertiger Form 
und besonders Kupfer, erhohen die Oxydationsgeschwindig- 

Busgangrmaterial 

keit. Dieses oxydiert die Ascorbinsaure sogar augenblicklich, 
auch bei moglichstem LuftabschluB. 

Metaphosphorsaure stabilisiert die Ascorbinsaure in hervor- 
ragender Weise, offenbar indem sie die katalytische Wirkung 
kleinster Metall-, besonders Kupferspuren hexnmt . 

Diese Ergebnisse fiihren zu dem Vorschlag einer spezifischen 
Vitaminbestimmungsmethode, die darin besteht, daB der 
Extrakt in der Kalte mit Schwefelsaure oder Orthophosphor- 
saure vom pH unter 4,5 gewonnen, nach einem moglichst 
handlichen Verfahren reduziert und scblieBlich vor und nach 
der Zugabe von Kupfersulfat titriert wird. Die Differenz der 
beiden Titrationen entspricht dem Vitamin-C-Gehalt. 

Eingeg. 6. Januar 1941. LA. 8.1 

Einwaage 

Analytisch-technische Untersuchungen 

2 g  
1 g  
" g  

Die photometrische Kupf erbestimmung in AbLegierungen 
der Gattungen ACMgHSi, AbMg und Al-Si mit Hilfe des Pulfrich-Photometers 
V o n  
R h e i n m e t a l l - B o r s i g  A . - G . ,  W e r k  S o m m e r d a  ( T h u r . )  
Chemische ,  me ta l lograph i sche  u. p h  y s i k a l i s c h e  V e r s u c h s a n s t a l t  

D r .  E. B I S C H O F  und G. G E  U E H  

m bekanntesten ist und am meisten Eingang gefunden hat A die photometrische Bestimmung des Kupfers mit Hilfe 
des Ammoniakkomplexes. Weit empfindlicher als obiges Ver- 
fahren ist die colorimetrische Methode mit Kaliumf err  o- 
cyanid  unter Anwendung eines Schutzkolloids. Diese Methode 
wird schon seit langem zur halbquantitativen Bestimmung des 
Kupfers in Lebensmitteln, Wein u. dgl. benutztl). Brenner2) 
hat sie meiter auf die quantitative Bestimmung des Kupfers 
in Reinaluminium angewandt ; als Schutzkolloid diente eine 
0,2yoige Gummiarabicumlosung, wahrend Juza3) mit einem 
Gelatinezusatz (1 %ige Gelatinelosung) arbeitete und hiermii 
auch gute Werte erhalten hat. 

Wir haben die Anwendung von Kaliumferrocyanid zur 
photometrischen Bestimmung der Kupferverunreinigungen in 
den Al-Legierungen ausgearbeitet und hierbei sehr zufrieden- 
stellende Th-gebnisse erhalten 

Arbeitsweise . 
1. 1 g Spane der Al-Mg-Si- oder Al-Mg-Legierung werden mit 

30 cm3 Salzsaure 1 : 1 aufgeschlossen und ohne Riicksicht auf eine 
vollkommene Auflosung des Kupfers 5 cm3 gesattigte Natrium- 
sulfidlosung hinzugegeben. 

2. 1 g Spane der Al-Si-Legierung werden mit 30 cm3 Salz- 
same 1:l behandelt und zur restlosen Auflosung des Kupfers mit 
3 cm3 H,O, oxydiert; iiberschiissiges H,Oz wird durch Kochen ver- 
trieben, das Silicium durch Filtration abgetrennt und das Filtrat 
init 5 0x113 gesattigter Natriumsulfidlosung versetzt. 

Nach dem Erwarmen wird der Niederschlag abfiltriert, nacli 
kurzem Auswaschen in verd. Konigswasserlosung gelost, auf 10 bis 
20 cm3 eingeengt, die klare Losung in einen 100-cxn3-Me13kolbe~ 
gefiillt, bis zur eben schwach alkalischen Reaktion mit verd. Am- 
moniaklosung versetzt - bei eintretender Triibung wird eine Fil- 
tration eingeschaltet - und dann essigsauer gemacht. Auftreten 
iiberschiissiger Ammonsalze ist unbedingt zu vermeiden, da sie die 
photometrische Kupferbestimmung erheblich beeintrachtigen, die 
Iixtinktion wird durch die Ammonsalze erhoht, die Kupferwerte 
fallen zu hoch aus. Zu der essigsauren Losung werden 25 cm3 Gummi- 
arabicumlosung und langsam 2 cm3 Kaliumferrocyanidlosung hinzu- 
gegeben. Das Ganze wird auf 100cm3 aufgefiillt. Bei der Aus- 
fiihrung von Serienanalysen geht man am besten so vor, da13 alle 
Proben bis auf die Zugahe von Xaliumferrocyanid gleichzeitig vor- 
hereitet werden; die Losung sol1 aber nicht zu lange stehenbleiben, 
his sie photometriert wird, da die BestZndigkeit schon nach 20 min 
IiachlaDt. 

Reagentien : 
1. c;ummi:trabicum-Liisung, 15 g/l, 
2 .  ~aliumferrocyanid-LOaung, 10 g/l, 
3. Ammoniak, konz., 
4. Essigsaure, kona., 
5. Kiinigswasser-Losung, 200 cm8 Salzsaure, 

100 cma Salpetersaure 1J. 
700 cms Wasser. 

') Berl-Lunge, 8. Aufl., 5. Band, S. 26Y. 
y, Ohemiker-Ztg. 60, 957 [19$]. 9 Diese Ztschr. 50, 255 119371. 

Die Photometrierung wird mit der Hagephotlampe und dem 
Hg-Filter (436) ausgefiihrt. Als Kompensationslosung dient 
eine waBrige Gummiarabicumlosung. Zeitdauer : 30 min. 

Die Herstellung der Eichkurve  erfolgte mit einer reinen 
Kupfernitratlosung. Hierzu wurden 0,l g Elektrolytkupfer in 
Salpetersaure gelost und die Losung auf 1000 cm3 aufgefiillt. 
(1 cm3 der Losung enthalt mg Kupfer.) 

470 430 
____) Yo KUPfPY 

In  Tabelle 1 sind die gefundenen Werte der Extinktion, 
der Extinktionskoeffizent und der errechnete Eichfaktor fur 
die verschiedenen Kupfergehalte zusammengestellt . 

Tabelk 1. 

Gehalt der 

an Kunfer 
liupferlOsung Extinh-tio,, Extillktioiis- Errechneter 

koeffizinnt, Richfaktor 

Hieraus ergibt sich ein Eichfaktor im Mittel von 1,lC). 
Der Kupfergehalt errechnet sich nach folgender Formel : 
c = k-1,19% Kupfer. 

Die Genauigkeit  der vorgeschlagenen Methode zeigen 
die gefundenen Werte: 

Tahelle 2. 

Leglerung M-atg y . .  . . . . . 
Legierung Al-Mg . . . . . . . . 
Legierung M-Xg-S i . . . . . . 
Legierung AI-Mg-Si . . . . . . 
Legierung (f Al-Si . . . , . . , 
Legierung Q AI-Si , , , , , . , 

c u  
rlektrolytisch photometnsch 

gefunden cu I gefunden 

ngeg. 13. Febmar 1941. [A. 12.1 
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