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b e s t i m m u n g e n  v o n  A l d r i n  u n d  D i e l d r i n  fia den  O r g a n e n  g e s u n d h e i t s s e h / i d i g e n d e  
W i r k u n g e n  n i c h t  zu  e r w a r t e n .  

Zu~'ammen/ass~t~. 

In Ffitterungsversuchen an Ferkeln wurde der EinfluB des Inscktizids Aldrin auf All- 
gemeinbefinden, Gewichtszunahme, Futterverwertung, Vitamin-A-Gehalt im Blutplasm~ 
und Leber, sowic die Rfickstandsbildung an Aldrin und Dieldrin in verschiedenen 0rganen 
gepriift. Gcstaffelte Aldrinzusiitze (25--100 ppm) zu einem Milchersatzfutter ffihrten bei 
3 Tieren der hSchsten Dosierungsstufe ( =  3,7 mg Aldrin/kg K6rpergewicht tis in 
der 1.-2. Versuchswoche vor/ibergehend zu nerv6scn Ausfallserscheinungen: Motorische 
Unruhe, Muskclzittern, klonische KrKmpfe, Dyspnoc, Pupillenstarre, SehstSrungen. 
Untcrschiede im Vitamin-A-Plasmawcrt zwischen Kontroll- und Versuchsgruppen wurden 
nicht festgeste]lt. Aldrin- und Dieldrinriickst~ndc im Gcwebe, bcsonders im Unterhaut- 
fettgcwebc stiegen mit der Aldrlnkonzcntration im Futter  ~m. 3 mg Aldrin bzw. 1,5 mg 
Dieldrin per os bccinflul3tc die Vitamine -A-Speicherung in der Leber yon Rat ten naehhohe 
Vitamin-A-Dosierung nicht. 
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A us dem Max-Planck-Institut fiir Ern(ihrungsphysiologie, Dortmund 

Papierchromatographische Thiamin-Bestimmung 
in Nahrungsmitteln 

Vol]  L IESEL W I L D E M A N N  

Mit 4 Abbildungen und 3 Tabellen 

(Eingegang,m am 22. J uni 1964) 

I n  de r  Ve rS f f en t l i ehung  f iber  q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  des  V i t a m i n s  B 1 in 
N a h r u n g s m i t t ,  eln m i t  Hi l fe  de r  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  aus  d e m  J a h r e  1960 (1) 
w u r d e  z u m  Sch lug  erw/ thnt ,  d a g  es n ie l l t  m6g l i eh  sei, T h i a m i n  in s t a rk  zuckcr -  
h a l t i g e n  L e b e n s m i t t e l n  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h  zu b e s t i m m e n .  I n  d e r  Zwi-  
s ehenze i t  is t  es ge lungen ,  eine A u f b e r e i t u n g s t b r m  zu f inden,  die  es e r l aub t ,  al le 
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N a h r u n g s m i t t e l  und  Nahrungsgemisehe  auf  d iesem Wege q u a n t i t a t i v  auf  ihren 
Vi tamin  B1-Gehalt  zu analysieren.  Auch die Th iamind isu l f id -Aufspa l tung ,  die  
damal s  noch ein ungel6stes P rob lem dars te l l te ,  is t  inzwisehen mSglich geworden.  

In der Abhandlung ,,Vitaminbestimmung in Lebensmitteln mit chemischen Methoden" 
(2) beschrieb die Firma Hoffmann-La Roche 1949 die Bestimmung des Vitamins B~ mibtcls 
g~render Biickcrhefe. D~m Grundprlnzip dieser Methode beruht auf der Eigensehaft dcr 
Bgckcrhefe, wghrend des Giirens der NShrl6sung alles Thiamin zu entziehen und adsorp- 
tionsghnlich ~n die Here ~nzulagern. Nuch kurzem Erhitzen der Hefe bis zum SiedepunkC 
und Zugabe von Salzl6sung sollte es dann wiederge, wonnen und ohne stOrende ]3eimengnn- 
gen mittels der Thioehrommethode bestimmt werden kSnnen. Diese Methode wurde seit 
Jabren wieder aufgegeben, weil sie keine befriedigenden Ergebnisse braehte. Sie zeigte aber 
eine M6gliehkeit auf, stSrende Zueker zu beseitigen. Nach der angegebenen Vorschrift er- 
hielten wir aber wechselnde Werte. Dabei beobachteten wir, da[~ die Fluoreszenzwerte des 
einfachen Hefeg~rtests ohne Zusatz yon Thiamin sich nmist um Null bewegten, ein Hinweis, 
dab die Zellwfi, nde der Hefe bei der Aufarbeitung nicht geSffnet wurden. Zuweilen h~ge/1 die 
Fluoreszenzwerte allerdings sehr hoeh. Das kSnnte auf Zerreil~en einiger Zellwiinde bei der 
Herstellung der Preflhefe, die zu jedem Ansatz neu gekauft wurde, hindeuten; denn die 
}Iefezellen selbst enthalten groge Mengen an Thiamin. 

D a m i t  werden sehon einige mSgliche Fehlerque l len  dieser  A r t  de r  Vi t amin  
Br-Analyse  s ichtbar .  U m  sic auszuschal ten ,  s tel l ten wir einen HefepreBsaf t  
nach LXBEDEW (3) her  und  en t fe rn ten  aus i bm durch  Ausschf i t te ln  mi t  Fu l l e r e rde  
das  Thiamin .  Der  so e rha l tene  th iaminf re ie  Mazera t ionssaf t  ist, zwar n ich t  mehr  
g/trfghig, spa l t e t  aber  die DisaeeharJde in einfaehe Zueker  auf, (lie die Papie r -  
chroma~ographie  n ieht  s t6rend beeinflussen. A u g e r d e m  zeigt  er keiner le i  Thia-  
minsyn these  aus den Tei ls t i icken Py r imid in  und Thiazol .  S t a r t  B/iekerhefe ver- 
wenden wit  Bierhefe aus de r  Kronenb raue re i  in D o r t m u n d .  Die Bierhefe soll 
l au t  L i t e r a t n r  (4) keine B1-Disulfide en tha l t en  im Gegensatz  zur B/ickerhefe.  
Wi r  kSnnen bestgt igen,  dab  die yon  uns ve rwende te  Bierhefe da~on  frei  ist. 
Se tz te  man  dem Hefep regsa f t  Th iog lyko la t  u n d  Monl~sches Salz (5) zu, so er- 
gab sich kein Unte r seh ied  zu den Thiaminwer ten ,  die ohne diese Zusgtze  erhal-  
t en  wurden.  Mit  der  20 faehen Menge Hefesaft, als die, die ffir die sp/i tere Ana lyse  
erforder l ich ist, resul t ier ten  im Durchschn i t t  al ler  Analysen  0,6 f,g, mi t  Sehwan-  
kungen  innerha lb  de r  ]?ehlergrenze de r  Methode.  

Das zweite  noeh auss tehende  P rob lem bei  N a h r u n g s a n a l y s e n  b e t r a f  die 
Disulf idspal tung.  Ein  Ve~xleieh relner  Thiamin-  und Thiamindisul f id-LSsungen,  
die mi t  Hefesaf t  au fgearbe i t e t  wurden,  zeigte die vol ls tgndige  Aufspa l tung  der  
Disulf ide d u t c h  den  Mazera t ionssaf t .  Die  hier  beschr iebene Methode  15st also 
beide P rob leme  gleiehzeit ig.  

Exper imente l ler  TeU 

1. Darstellunff des He/epre[dsa[tes nach LEBEDEW 

Zur  Hers te l lung  einer Troekenhefe  aus fliissiger Bierhefe (Kronenbraue re i  
Dor tmund)  wird die Hefesehl i imme 10-12m~l  mi t  Lei tungswasser  gewaschen,  
bis die  i ibcrs tehende  Fliissigkeit,  hell und nur  noch schwach opaleszent  ist.  
Dann  wird zentr i fugier t  und  ansehlieflend abgenutsch t ,  bis die Here krf imelig 
wird.  D a r a u f  s t re icht  man  sie durch  ein feines Sieb und t rockne t  auf  F i l t r ie r -  
pap ie r  bei  30 ~ Diese Trockenhefe  ist  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  lange ha] tbar .  
Sie d ien t  als Ausgangssubs tanz  ffir den  Mazerationssaft ,  nach  L~]~DEW. Wi r  
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suspendieren 10 g Trockenhefe in 50 ml aqua dest. und lassen sie 2 Stunden bei 
38 ~ unter zeitweiligem Riihren stehen. Danach wird zentrifugiert (10 Minuten 
bei 4000 Umdrehungen). Die iiberstehende Fliissigkeit wird ,nit Essigsg, ure auf 
PH 3,5 gebraeht und 30 Minuten mit 2 g Frankonit  (Frankonit KC1 prakt. Nr. 
21790 Serva, Heidelberg) geschiittelt, um aus besch/idigten Hefezellen ausge- 
tretenes B, zu eliminieren. Danach wird 10 Minuten bei 4000 Umdrehungen zen- 
trifugiert und der ~berstand filtriert. D ieser Hefesaft wird jedesmal am Vort~g 
der Nahrungsanalyse angesetzt. 

2. Nahrungsanalyse 

8 ml des Mazerationssaftes nach LEBEDEW, die etwa 2 g Trockenhefe ent- 
sprechen, werden ffir je eine Nahrungsanalyse angewandt. Diese Hefemenge 
geniigt, um 12-14 g Disaccharide zu spalten und ist im allgemeinen ausreichend. 
Die zu analysierende Nahrungsmenge richter sich naeh ihrem nngef~hren B,- 
Gelmlt, den man aus Tabellen entnJmmt. In 0,2-0,4 ml., die wie nachher be- 
schrieben auf das Chromatographiepapier aufgetropft werden, sollen naeh 
MSglichkeit wenigstens 0,2/tg Thiamin enthalten sein. Man ws die betreffende 
Menge eines Nahrungsmittels ein, zerkleinert und homogenisiert in 100-200 ml 
aqua dest. mit einem Ultra Turrax-Ger/~t. Von einer Ans/hmrung konnte abge- 
sehen werden. Aus einem Nahrungsgemiscb, etwa einer Tagesnahrung, das nach 
der Homogenisierung Jn aqua dest. auf 4000 ml aufgefiillt wird, werden 200 ml 
entnommen und auf PH 4,8 gebracht (zur Einstellung x, erwenden wir 2 n HC1 
oder 2 n NaOH). Es werden 0,5 g in aqua dest. gel6ste Taka-Diastase zugesetzt 
und die Proben zur Aufspaltung der Polysaccharide in Disaecharide sowie des 
Thi~mindiphosphats in Thiamin 30 Minuten bei 55 ~ (Temperatur im Inneren 
der Gef~Be) Jm Trockenschrank stehen gelassen. Nach Ablauf dieser Zeit gibt 
man in das Analysengemiseh 8 ml Mazerationssaft und st, ellt auf einen pH-Wert 
yon 6,1 ein. 

Unter  st/i, ndigem mechanisehen l~iihren bleibt das Nahrungsgemisch 2 Stun- 
den bei 38 ~ im Wasserbad stehen. Die Gef~Be (600 ml Bechergliiser) sind mit 
einem Kunststoffdeckel versehen, der ein mechanisches Riihrwerk tr/~gt, das 
auf 100 Umdrehungen pro Minute eingcstellt Jst. Nach 2 Stunden bringt man 
das Gemiseh auf PH 3,5. Dann wird das Gesamtvolumen festgestellt und filtriert. 
*/10 der Gesamtmenge wird zur F~llung des Proteins mit dem Doppelten der 
Menge 100~oigem Methanol bzw. bei eiweiBreichen Nahrungsmitteln, z. B. 
Eiern, Milch, Ki~se, mit der 4fachen Menge 100% Jgem Methanol versetzt und 
die Mischung fiir 15 Minuten in den Kiihlschrank gestellt, naeh Ablauf dieser 
Zeit 10 Minuten mit 4000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und ein 
mSglichst groL~er alJquoter Teil der klaren iiberstehenden Flfissigkeit in der 
rotierenden Vakuumdestillation his zur Troekne eingedampft. Der Rfickstand 
wird in 10 ml 80% igem Methanol ~ufgenommen, 15 Minuten in den Kiihl- 
schrank gestellt, zentrffugiert und dekantiert. 0,2-0,4 ml der klaren Flfissigkeit 
werden auf das Chromatographiepapier gebracht (MAcnnRnY und NAG~L, 
Dfiren Nr. 2214 FF, 56 • 58). Das Chromatogramm wird zweiseitig absteigend 
entx~rickelt. Fiir die erste Richtung benutzen wir als LSsungsmitte] Isopropanol: 
Essigsi~ure (5~oig), fiir die zweite Isopropanol:Wasser, das mittels NaOH auf 
PH 12 gebraeht wurde. In beiden Fiillen ist das Mischungsverh'~ltnis 4:1. Nach 
Entwieklnng des Chromatogramms in dot" 1. Richtung wird der Papierbogen 
bei 60 ~ im Trockenschrank getrocknet und der das Chromatogramm ent- 
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haltende Tell des Bogens mit  alkalischer Hexacyanoferra t - I I I -LSsung (0,3 %ige 
K a [Fe (CN),]-L6sung und 3,3%iger Na~COa-LSsung zu gleiehen Teilen) be- 
spriiht. Dadureh wird das Thiamin zu Thiochrom oxydiert. Der restliche Bogen 
wird mJt 0,5 a/oiger NaOH-LSsung bespriiht, um sicher zu gehen, dab das fiir dam 
Thiochrom notwendige alkalische Milieu erhalten bleibt. Der Bogen wird wieder 
bei 60 ~ im Troekenschrank getrocknet und um 90 ~ gedreht, in einen Chro- 
matographiekasten mit der alkalischen Isopropanoll6sung geh~ngt. Die Ent-  
wicklung der Chromatogramme gesehieht in beiden F//llen fiber Nacht,  in 
16 Stunden. 

..x> I LI 

Abb, I zcigt den A u f b a u  dec PhotoanIl~ge. 

Naeh der Entwicklung in der 2. Richtung wird wie vorher getrocknet. Nun 
ist das Thiochrom, isoliert yon s~mtliehen anderen Beimischungen auf dem Bo- 
gen, mittels ciner Hanauer  Quarzlampe mit Uviolglasscheibe als leuchtend blau- 
violctt, er Fleck zu sehen. Der Fleck wird noeh etwas verklehmrt, indem man ihn 
mit  einem St, reifen, der vollkommen frei yon Fluoreszenz sein mug, aus- 
schneider ~nd aufsteigend in Dioxan- und 5~ K2HPOa-LSsung (P]-t 9) im 
Verhgltnis 7:3 konzentriert. Danaeh wird der Streifen bei 60 ~ getroeknet, 
der Thioehromfleek mit einem ihm in Form and GrSl3e gleichenden Leerfleek 
des Streifens ausgeschnitten und photographiert .  

3. A uswertung der Papierchfomatographie des Thiamins als Thiochrom 

a) A u/bau der Photoanlage (Abb. 1) 

Auf einer optischen Bank ist von rechts nach links zuerst ein PhotoaI)parat  
zu sehen. Darunter  befindet sich ein mechanisches Z~hlwerk zur automatischen 
Einstellung der Belichtungszeit, das mit  einem in den Photoappara t  eingebauten 
Aus]Sser gekoppelt ist. Auf der optischen Bank ist ganz links eine schwarze 
Wand angebraeht, an die der Fluoreszenzfleck und der oben erwiihnte Leer- 
fleck angebracht werdcn (auf die runden Seheiben reehts und links). In der Mitre 
zwischen beiden befindet sich ein in der Farbe des Thiochroms fluoreszierendes 
Mineral (Cumberland-Flul3spatkristM1). In einiger Entfernung yon der sehwar- 
zen Wand befindet sich ein Hanauer  Quarzbrenner Q 81 mit  einem vorgeschal- 
teten, UV-durchliissigen Filter UG 1 yon 2 m m  Dieke der Fi rma Schott fiir 
die Hg-Linie 3660 _~. Die Lampe ist yon einem Geh//use mit  5 Ent, liiftungsrShren 
umgeben. Bei Bestrahlung mit  der Wellcnl//nge 3660 A senden die Flecken und 
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der Standard eh~ Fluoreszenzlicht yon hfherer Wellenl~nge aus, yon dem durch 
Vorschalten ehms Filters ~us den Sehottschen Glgsern GG 3 und BGx2 (jeweils h~ 
2 mm Dicke) vor das Objektiv des Photoapparates die spezifisehe Thioehrom- 
fluoreszenz zwischen 4300 und 4800 2~ herausgefiltert wird. Das von dem zu 
testenden Wert, dem Papierwert und dem Standard ausgesandte Lieht wird 
yon 3 Salnmellb~sen aufgenommen. Diese Linsen erseheinen, yon der Kamera 
aus gesehen, gleichmfltig fiber ihre ganze F1/iehe hin ausgeleuchtet. Sic befin- 
den sieh zwischen der I{fickwand mit den 3 fluoreszierenden Objekten und dem 
Photoapparat.  Sic sind zur Absehirmung yon Streulicht vor einer sehwarzen 
Wand auigebaut, die nur in H6he und Breite der Linsen ehm Offnung frei l'gBt. 

~ J u. ~ undurch ldssig F 

Abb. 2. Vgl. Text. 

Die Linsen haben eine Brennweite yon 5 Dioptrin. Ohne die Zwischensehaltung 
dieser Sammellinsen wfirde der Film die verschiedene Fornl und Gr6ge der 
Flecken, sowie die ungleiche Verteilung der Fluoreszenz auf den Fleeken wie- 
dergeben. Aus diesem Grund werden die drei Flecken gleiehzeitig dureh je eine 
Sammellinse in das Objektiv der Kamera abgebildet und zwar so, dub das BiM 
der grfBten vorkommenden Fleeken noeh in das Objektiv der Kamera hhmin- 
pagt  (grfl~ere Flecken mfissen zersehnitten werden). 1)urch das Objektiv wer- 
den die Linsen dann auf dem Film abgebildet. 

Abb. 2 gibt den Strablengang ffir eines der 3 fluoreszierenden Obj ekte wieder. 
Erforderlieh ist ein lichtstarkes Objektiv. Die Seharfeinstellung auf die 

Linsen wird ohne VorschMtung des Filters vor das 0bjektiv des Photoappara- 
tes bei gefffneter I~fickwand mit einer Mattseheibe anstelle des Fihns vorgenom- 
men. Zweekm~!~igerweise h~ngt man fiber eine der Linsen ein Kalenderblatt mit 
deutlichen Zahlen und leuchtet es mit ehler normalen Lampe an. Ffir unsere 
Photoapparate ist die Entfernung zwischen Objektiv und dem Lhlsensystem zu 
kurz, unl eine Scharfehlstellung zu erreichen. Wir haben daher durch Zwischen- 
schaltung eines Rings (yon ca. 8 mm L~nge) den Abstand zwischen Objektiv 
und Film verl~ingert. 

Um die Papierflecken an der t~fiekwand so anzubrfi~gen, dab sic mit den 
Linsen korrespondieren, heftet man kreisrunde weil~e Papierflecken mit einem 
Durchmesser yon etwa 4 cm an die Rfickwand der Anlage und verschiebt bei 
ge6ffnetem Photoapparat  die mit einer normalen Lampe angeleuchteten kreis- 
runden Fls so lange, b~s sie roll und ganz im Objektiv der Kanlera zu sehen 
sind. Diese Einstellung braucht man nur einmal ~orzunehmen, wenn man 
anschliegend s~att der wei~en kreisrunden Papierflecken schwarze Schaum- 
gummipolster an die l~fickwand der Photoanlage klebt und die ~nfallenden 
Test- und Leerwerte d~rauf mit einer Steeknadel feststeckt. 
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Mit der Einstellung der Linsenentfernung von der Kamera und der Auf- 
nahme der Fleeken in das Objektiv ergibt sieh der Aufbau der Gesamtappara- 
tur yon selbst. Es bleibt noch tibrig, die Entfernung der UV-Lampe yon der 
die Flecken tragenden Riickwand einzustellen. Dabei inul3 darauf  geachtet 
werden, daft die Wand links und reehts gleiehm/ifiig ausgeleuchtet wird. Die 
Beliehtungszeit betr/~gt bei unserer Einstellung der Anlage und unserem Film- 
material 20 Sekunden. Wir benutzen einen hochempfindhchen Spektralfilm, 

Abb. 3. Vgl. Text. 

d e r n u r  den blauen Tell des Spektrums aufnimmt [Kodak Spectrum Analysis 
No. 3, Safety Film, Eastman Kodak Company1)]. Normale Amateurfilme lassen 
sich nieht mehr verwenden, da sie zu wenig blau empfindlich sind. 

Abb. 4. Vgl. Tcxt. 

b) Auswertung der photographischen Werte : 

Auf dem Film sind nach der Aufnahme 3 Schw/~rzungsflecken in Form der 
3 Linsen zu sehen. Es sind der Analysenwert, der Standardwert und der Papier- 
leerwert. 

Diese 3 Wcrte werden in einem normalen Photometer,  in dessen Strahlen- 
gang anstelle tines Filters eine plankonvexe Linse eingeschaltet ist, gemessen. 

1) Auslieferungslager: Winopal, Hannover Isernhagen. 
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Nahe  vo r  oder  h in te r  d e m  B r e n n p u n k t  de r  Linse,  je nach  den  jeweil igen MSg- 
l ichkei ten,  bef indet  sich ein ldeiner  E insa tz  ffir das  P h o t o m e t e r  mi t  e iner  p u n k t -  
fSrmigen 0ffnung,  an  der  die  A u f n a h m e n  vorbeigezogen werden.  Die  Empf ind -  
l ichkei t  des P h o t o m e t e r s  wi rd  so eingestel l t ,  daI] de r  Zeiger  an  einer  k la ren  un-  
geschw/~rzten Stel le  des F i lms  die  Schw/i, r zung  , ,Nul l"  anze~gt. 

Die gemessenen E x t i n k t i o n s w e r t e  de r  3 A u f n a h m e n  ergeben  d a n n  d i r ek t  d ie  
Schw/~rzungswerte. Der  S t a n d a r d w e r t  mu]3 zur  Berechnung  mi t  herangezogen  
werden,  weil  er au f t r e t ende  S t romschwankungen ,  die  sich in de r  He l l igke i t  de r  
U V - L a m p e  s t a rk  b e m e r k b a r  m a e h e n  kSnnen,  e l iminier t .  I n  d ie  Schws 
wer te  geh t  nat f i r l ich  die  Sehw/i rzungskurve  des  F i lms  ein, d ie  bei  de r  Berech .  
n u n g d e r  Ana lysen  ber i ieks ich t ig t  werden  m u l l  Es  geschieht  durch  2 Kon-  
s t a n t e n  g und  7. Solange m a n  dasselbe  pho tograph i sche  Mate r ia l  ve rwende t  
(F i lme mi t  der  gleichen Emuls ionsnummer )  und  solange man  die  Entwick lungs-  
bed ingungen  k o n s t a n t  h/~lt (auch d a  Nr.  des En twic lde r s  beachten) ,  k a n n  m a n  
alle A u f n a h m e n  mi t  den  e inmal  b e s t i m m t e n  K o n s t a n t e n  u und  y auswer ten .  Wie  
m a n  ~ mad ~ e r ra i t t e l t  wi rd  wei te r  u n t e n  beschr ieben.  

Tabelle 1. 

Beispiel: 
Rechenschema: Testwert Leerwer~ Standardwert 

T L St 

Gemessene Extinktionen (Schw~Lrzung) S 

In die Tabelle mit S eingehen, D ablesen D 

Multiplikation yon D mit der Fflmkon- 
stanten ~ in unserem Fallo is~ x 0,7 uD 

Subtraktion der uD-Werte yon den 
Schw~rzungswer~en 

Division yon S--~D durch die Kon- 
stante 7, in unserem Falle 1,18, er- 
gibt die Logarithmen der Fluores- 
zenzintensitgten Y 

782 265 525 

78 340 154 

55 238 108 

S--~D 727 27 417 

S - -gD 

7 
- - = Y  617 23 353 

Subtraktion YT--YL YT--YL 
Dieser Weft enthglt noch den Papier- 

untergrund D 
Der zugehSrige D-Wert wird aus der 

Tabelle aufgesucht und yon YT 
abgezogen YT--D 

Dies ist der logarithmische Fluores- 
zenzwert des Thiochroms, der in 
Beziehung zum transformierten 
St~ndardwert gesetzt wird (in 
diesem FaUe subtrahiert, da die 
Zahlen logarithmisch sind) 

594 

128 

617- -128=489 

(YT--D)--Yst  489- -353=136  

Diese Berechnung handhabt sich nach kurzer ~bung sehr sehnell. Sie erforderg nut 
30 Sekunden bei Benutzung des Aristo-Respektra-RechengerStes fiir spektrochemische 
Analysen (7), zu beziehen durch die Firma Dennert & Pape, Hamburg. 
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Man registriert also zuerst die 3 Extinktionen, die die Fluoreszenzintensit/it 
des Thiochroms, des Standards mad des Papierleerwertes enthalten. Nun muB 
die Beeinflussung der Schwiirzung dureh das Papier und das Filmmaterial (sog. 
Untergrund) eliminiert werden. Zum SchluB erhglt man den Logarithmus des 
Intensitgtsverh/~l~nisses yon Vitaminfluoreszenz zur Fluoreszenz des Stan- 
dards. Dieser Wert stellt die eigentliehe Mel3grSBe dar; er kann positiv oder ne- 
gativ sein. Mit i]am geht man in die Eichkurve ein. Zur Aufnahme der Eich- 
kurve benutzt man vorteilhaft halblogarithmisches Papier. Man braucht dann 
nicht auf die Nummeri fiberzugehen. Die Ordinate stellt in logarithmischem 
Mal3stab die/zg Mengen yon Thiamin dar, yon 0,1/zg-l,0/~g. :Die Abszisse gibb 
die Lichtintensit/~t y linear wieder. Zur Ausmerzung des Untergrundes benutzt 
man eine Tabelle yon Differenzlogarithmen [HONE~JX~-SoH~ und K~Sa~R 
(6)], die ira Anhang abgedruckt ist. Ihre Werte werden im folgenden l~eehen- 
schema (Tab. 1) mit D bezeichnet, die Schwgrzungswerte mit S. 

Die Bestimmung der Konstanten ~ mad ~, des ~jlmmateria]s 

Bestimmung yon ~r 
Ein schwacher und ein sthrkerer Fluoreszenzfleck yon reinem, auf dem Papier mit 

Kaliumhexacyanoferrat I I I  oxydiertem B1, etwa 0,5 und 0,8 #g werden photographiert. 
I)abei werden die zwischen Kamera und Fleeken befindlichen Linsen zur Hii.lfte mit 2 glei- 
then Grauscheiben, die nicht sehr dunkel sein diirfen (Durchl~ssigkeit 30-50% ), abgedeekt. 
Man erh~lt dadurch auf dem Film 4 Schw~rzungsstufen. Von dem stiirkeren Fleck mSgen 
sie Sa~ undS~z sein, yon dem schwi~cheren Sbl und Sb 2. Dabei ist zu beachten, daft Sh~ be- 
felts im gekrfimmten Teil der Schwiirzungskurve liegen muf. Die entsprechenden D-~u 
aus der T~belle seien Dal, Da2, Dbz und Db 2. 

Sal-- Sa~-- (Sbl-- Sb2) 
Dal--Da~--(Dbl--Db~) 

0,517--0,270--(0,360--0,165) 
= 0,7 

0,157 --0,334--(0,249 --0,500) 

Dieser Wezb darf ffir die Fluoreszenzbereetmung der Ttfiaminwerto abgerundet werden. 

.Berechnung yon 

Die abgelesenen Sehwi~rzungen der vier obengenannten Schwiixzungsstufen sind 

Sa~ Sa2 Sb~ Sb2 
0,517 0,270 0,360 0,165 

Die zugehSrigen, aus der TabelIe abzulesenden D-Werte sind: 

Dal Da~ Dbl Db2 
0,157 0,334 0,249 0,500 

Die D-Werte werden mit u multipliziert, in unserem Beispiel mit 0,7. 

0,110 0,234 0,175 0,351 

Diese Zahlen werden yon den Extinktionswerten Sal, Sa~, Sb~ und She abgezogen. Man 
erhi~lt folgende Zahlen, die man gehriiuchlicherweise mit P bezeichnet: 

Pal P~2 Pbl Pb2 
0,407 0,036 0,185 --0,186 
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y kann aus Pa , - -Paa  oder aus P b , - - P b  2 erreehnet werden. 5[an n immt aus den beiden 
Differenzen den Mittelwert und dividiert ihn durch die Ext inkt ion des benutzten Grau- 
filters, die man direkt am Photometer  ahlesen kann (hier 0,314). 

In  unserem F~ll ergibt sich daher: 

0,371 
- -  - -  1,18 

Y 0,314 

Durch die Umreclmung der Schw~rzungswerte mit  Hilfe der Konstanten  ~ zu den P- 
Werten ertfiilt man aus der S-f6rmigen Schw~rzungskurve, in deren unterem Teil eine An- 
zahl der Schw~rzungswer~e liegen kann, eine fast geradlinige Kennlinie P, auf  der sich nun 
alle vorkommenden Sehw~rzungswerte befinden. 7 gibt die Neigung dieser Kennlinie P an. 
Sie geht dureh Division aller P-Werte durch die GrSBe 7 in die Rechnung ein. 

TabeUe 2. 
Zahlentafel nach M. HONEnJXGER-SoHM und H. KAIs]m 

E i n g a n g  0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0,99 047 047 047 047 046 046 046 046 046 046 
0,98 048 048 048 048 048 047 047 047 047 047 
0,97 049 049 049 049 049 049 049 048 048 048 

0,96 050 050 050 050 050 050 050 050 049 049 
0,95 052 052 051 051 051 051 051 051 051 050 
0,94 053 053 053 053 052 052 052 052 052 052 

0,93 054 054 054 054 054 054 053 053 053 053 
0,92 056 055 055 055 055 055 055 055 055 054 
0,91 057 057 057 057 056 056 056 056 056 056 

0,90 058 058 058 058 058 058 058 057 057 057 

0,89 060 060 060 059 059 059 059 059 059 059 
0,88 061 061 061 061 061 061 060 060 060 060 
0,87 063 063 063 062 062 062 062 062 062 061 

0,86 065 064 064 064 064 064 064 063 063 063 
0,85 066 066 066 066 065 065 065 065 065 065 
0,84 068 068 067 067 067 067 067 067 066 066 

0,83 070 069 069 069 069 069 068 068 068 068 
0,82 071 071 071 071 071 070 070 070 070 070 
0,81 073 073 073 072 072 072 072 072 072 071 

0,80 075 075 075 074 074 074 074 074 073 073 

0,79 077 077 076 076 076 076 076 076 075 075 
0,78 079 079 078 078 078 078 078 077 077 077 
0,77 081 081 080 080 080 080 080 079 079 079 

0,76 083 083 082 082 082 082 082 081 081 081 
0,75 085 085 085 084 084 084 084 083 083 083 
0,74 087 087 087 087 086 086 086 086 085 085 

0,73 089 089 089 089 089 088 088 088 088 087 
0,72 092 092 091 091 091 091 090 090 090 090 
0,71 094 094 094 093 093 093 093 092 092 092 

0,70 094 

Allgemeine lVunktionsbeziehung: Eingangsspalte: log x. Tafelwerte: 1000. [log x-- log (x--  1)]. 
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Tabelle 2. 
Zahlent~fel (Fortsetzung) 

Eingang [ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ! 

0,69 099 099 
0,68 102 101 
0,67 104 : 104 

0,66 107 107 
0,65 110 110 
0,64 113 113 

0,63 116 116 
0,62 ]19 : 119 
0,6I 122 122 

t - -  I 

0,60 126 125 
I I 

0,59 129 129 
0,58 133 I32 
0,57 136 136 

0,56 140 140 
0,55 144 143 
0,54 148 147 

i 
0,53 152 151 
0,52 156 156 
0,51 16I 160 

099 098 
101 lO1 
104 104 

107 106 
109 109 
112 i 112 

115 I 115 
118 i 118 
122 121 

- I  

125 125 
t 

128 128 
132 131 
135 135 

139 139 
143 143 
147 147 

151 151 
155 155 
160 159 

0,50 165 
, ] - -  I 

0,49 170 
0,48 175 
0,47 180 

0,46 185 
0,45 190 
0,44 196 

0,43 202 
0,42 208 
0,41 214 

r . I  

I 

165 164 164 

169 ]69 168 
174 174 173 
179 179 178 

184 184 183 
190 189 189 
195 195 194 

201 201 i 200 
207 207 206 
213 213 212 

- - 1  

0,40 220 i 219 
, i  

0,39 227 I 226 
0,38 234 233 
0,37 242 240 

0,36 249 248 
0,35 257 ~ 255 
0,34 265 264 

0,33 274 273 
0,32 283 282 
0,31 292 291 

0,30 302 L 301 

0,29 
0,28 
0,27 

219 ~ 219 
i 

226 225 
233 232 
240 239 

248 247 
255 255 
264 263 

272 271 
281 280 
290 289 

300 299 

098 098 
101 100 
]03 103 

106 106 
109 109 
112 l l l  

115 114 
118 117 
121 121 

F 

098 097 ~ 097 
I loo loo loo 

103 103 102 

105 105 105 
108 108 108 
I l l  111 111 

114 114 114 
117 117 117 
120 120 120 

I 

124 :124 i 124 

128 127 I 127 
131 131 130 
135 134 ! 134 

138 138 I38 
142 142 I 141 
146 146 145 

I50 I50 149 
154 154 154 
159 158 158 

] 

163 163 162 
] 

168 167 
173 172 
178 177 

183 182 
188 188 
194 193 

199 199 
205 205 
211 211 

218 217 

224 224 
231 231 
239 238 i 237 

246 245 245 
254 253 252 
262 261 260 

270 270 269 
279 278 277 
288 288 287 

! 
298 297 i. 296 

307 
318 
329 

123 

127 
130 
134 

137 
141 
145 

149 
153 
157 

162 

123 
" i  

126 
130 
133 

137 
141 
145 

149 
153 
157 

] 

161 
I 

167 166 166 
172 171 171 
177 176 176 

182 181 181 
187 187 186 
193 192 192 

198 198 i 197 
k 

204 203 ] 203 
210 210 i 209 

I I 

217 216 i 215 
t r . - -  - -  

223 222 222 
230 229 229 

236 236 

244 243 
251 251 
2 5 9 ! 2 5 9  

268 ] 267 
277 2 7 6  
286 ] 285 

295 294 

097 
099 
102 

105 
107 
110 

113 
116 
119 

123 

126 
129 
133 

137 
140 
I44 

148 
152 
157 

161 

166 
170 
175 

180 
185 
19L 

I96 
2O2 
208 

215 

221 
228 
235 

242 
250 
258 

266 
275 
284 

293 

303 
313 
324 
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Tabelle 2. 
Zahlentafel (Fortsetzung) 

Eingang  0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0,26 346 345 344 343 342 340 339 338 337 335 
0,25 359 358 356 355 354 353 351 350 349 348 
0,24 372 371 369 368 367 365 364 363 361 360 

0,23 386 385 383 382 380 379 378 376 375 373 
0,22 401 399 398 396 395 393 392 390 389 387 
0,21 416 415 413 412 410 408 407 405 404 402 

0,20 433 431 430 428 426 425 423 421 420 - 418 

0,19 451 449 447 445 443 442 440 438 436 435 
0,18 469 467 466 464 462 460 458 456 454 452 
0,17 490 487 485 483 481 479 477 475 473 471 

0,16 511 509 507 505 502 500 498 496 494 492 
0,15 535 532 530 527 525 523 520 518 516 513 
0,14 560 557 555 552 549 547 544 542 539 537 

0,13 587 584 582 579 576 573 570 568 565 562 
0,12 617 614 611 608 605 602 599 596 593 590 
0,11 650 647 643 640 637 633 630 627 624 620 

0,10 687 683 679 675 672 668 664 661 657 654 

0,09 728 723 719 715 711 707 703 699 695 691 
0,08 774 769 764 760 755 750 746 741 737 732 
0,07 827 822 816 810 805 800 794 789 784 779 

0,06 889 883 876 870 863 857 851 845 839 833 
0,05 964 955 948 940 932 925 917 910 903 896 
0,04 1056 1045  1 0 3 5  1026  1016  1007 998 989 980 972 

0,03 1176 1162  1149 i1136 1 1 2 3  1111  1099  1088  1077  1066 
0,02 1347 1326  1306  1287  1 2 6 9  1 2 5 2  1 2 3 6  1 2 2 0  1 2 0 5  1190 
0,01 1643 1 6 0 2  1 5 6 5  1 5 3 0  1 4 9 9  1469  1442  1416 !1391 1369 

0,00 1688 

Diskussion 

Die Zuverlgssigkeib der Methode wurde geprfif t  an H a n d  mehrerer  Streuungs-  
berechnungen bei gleichwert igen Analysen  yon Nahrungs-  und  Harnproben .  
Die mi t t le re  quadra t i sche  S t reuung  bei  Doppe lwer ten  yon 220 Harnana lysen  

be t rug  nach der  Formel  S 2 = ~ Wi2. ffir S -~ -4- 0 ,028/~g bei Wer ten  yon 2n  
0,1-1,0 #g.  Wi  ~ x i - x s .  I n  35~/o der  F~lle liegt die Abweichung  der  Doppel-  
wer te  bei  • 0,004 #g und bei h lsgesamt  70% der F'~lle bei • 0,012 #g. S. Tab.  3. 

Da  diese H a r n w e r t e  durch ehffaches Auf t ropfen  des Harns  auf  Chroma$o- 
graphiepapier  e rha l ten  wurden,  so beweist  diese S t reuungsberechnung  nu t  die 
Genauigkei t  der  pap ie rchromatograph ischen  Aufarbe i tung  und  der  photo-  
graphischen und photomet r i schen  Auswer~ung der  Chromatogramme.  

Zweck dieser VerSffentl ichung ist  es, eine neue Aufa rbe i tungsmethode  fiir 
Nahrungsgemische  und kohlenhydra t re iche  Nahrungsmi t t e l  darzustel len.  Des- 
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halb wurde die gleiche Streuungsberechnung ffir Nahrungsproben  unternom- 
men, die je einer Gesamtwochenra t ion  en t s t ammen  und  nach der  neuen Me- 
rhode analysiert  wurden. Es ergab sich ffir S q-0 ,020  fig. Die Analysenzahl  
betrug 33, d. h. 66 Doppelwerte.  I n  76% der Fs bet rug die Streutmg nur  
S = i 0,012 #g. Die aufget ropf ten  l~Iengen lagen zwischen 0,15 und  0,5 #g. 
18 Analysenwerte  bewegten sich zwischen 0,15 trod 0,25 /zg, die fibrigen 15 
zwischen 0,25-0,50 ~ug. 

Tabelle 3. Verteilung der Fiille innerhalb der GrSBenordnung versehiedener Thiaminmen- 
gen im Ham 

Streuung < 0,1 < 0,2 < 0,3 < 0,4 < 0,5 < 0,6 < 0,7 < 0,8 < 0,9 < 1,0 
i .  pg  /~g pg  /~g /~g /~g pg  pg  /zg /~g /~g 

+0,004 
+__0,012 
+0,028 

19 
28 

2 

21 
44 
10 

10 
22 
I0 

15 
21 
10 

7 
9 

10 

4 

17 
7 

Eine Streuungsberechnung nach der Formel  

xi~ ( ~  xi)s 
n 

82 ~___ n - - 1  

wurde mit  32 Mehlanalysen durchgeffihrt.  Es handelte  sich u m  k/Cufliches 
, ,Diamantmehl"  (Weizen), dem pro kg 4,18 mg Thiaminhydrochlor id  zugesetz$ 
worden war. Es wurden 15, 20 und  25 g Mehl eingewogen. Fiir S ergab sich 

0,05 /zg. Auf  den DurchschnRtswer t  yon  0,55 #g  bezogen, ergibt das eine 
St reuung von q- 9 %. 

Aus diesen Angaben  zeigt sich, dab die durchgeffihrte Methode zufrieden- 
stellende Resul ta te  ergibt. S t reuungen bis zu =/= 10% miissen in K a u f  genom- 
men werden, da es sich beim Vi tamin B 1 u m  Mengen yon  weir unter  1 mg  Tlfia- 
rain in I00 g Nahrung  handeR. 

Zusammen/assung 

Es wird eine speziilsche Methode zur Bestimmung von Vitamin BI in Nahrungsmitteln 
und I-Iarn gegcben in der GrSflenordnung yon 0,1-1,0/zg. Die Genauigkei~ der Methode be- 
tri~gt •  
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