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Nach unseren heutigen Erkenntnissen wirken folgende Carotinfarbstoffe 
als Provitamin A: 

1. Die im gesamten Pflanzenreich verbreiteten Farbstoffe e-, /3- und 
das seltener vorkommende 7-Carotin. 

2. Das in einzelnen Pflanzenteilen, z.B. im Oelbmais, reichlich vor- 
handene Kryptoxanthin. 

3. Das in Blaualgen aufgefundene Myxoxanfhin 1. 
4. Die ebenfalls in Blaualgen vorkommenden Carotinfarbstoffe Aphanin  

und Aphanicin 2. 
5. Das Echinenon 3 der Seeigel. 

Praktische Bedeutung als Vitamin-A-Quelle ffir Mensch und Tier hat 
yon all diesen Provitaminen nur das kurz als ,Carot in"  bezeichnete 
Ciemisch von a-, (3- und 7-Carotin, in dem das f3-Carotin stets mengen- 
m~13ig vorherrscht und auch biologisch am wichtigsten ist, well es bei der 
fermentativen Spaltung im tierischen Organismus 2 Molekfile Vitamin A 
liefert, w/ihrend aus den anderen Provitaminen nur ein Molekfil Vitamin A 
entstehen kann. Wenngleich durch die wichtig~en Untersuchungeh von 

I L M. Heilbron, B.L#hgoe, R .F.  Phipers, Nature (London) 136, 989 (1935); 
L M. Heilbron, E. G. Parry, R. F. Pkipers, Biochemic. J. 29,1376-81 (1935); Chem. 
Zbl. 1935 II, 2529; I. M. Heilbron, B. Lythgoe, J. chem. Soc. London 1936, 1376-80; 
Chem. Zbl. 1936, II, 3803; P. W. Carter, L M. Heilbron, F. R. S. Lythgoe, B. Lythgoe, 
Proc. Roy. Soc. (London) 128, 82-  109 (1939); Chem.Zbl. 1940 I, 3938;'].M. tteilbron, 
J. chem. Soc. London 1942, 79-89; Chem. Zbl. 1942II, 1806; L M. tteilbron, Nature 
(London) 149, 398-400 (1942); Chem. Zbl. 1942 II, 2706. 

~J. Tiseher, Hoppe-Seylers Z. ph'ysiol. Chem. 251, 109 (1938); 260, 257 (1939). 
3 E. Lederer, C. R. Acad. Sci. Paris 201, 300 (1935); Chem. Zbl. 1936 I, 3146; 

E. Lederer und 7". Moore, Nature (London) 137, 996-97 (1936); Chem. Zbl. 
1936 II, 3132. 
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Kahn 4 und Karrer 5 die Trennung von a-, [3- und y-Carotin auf chromato- 
graphischem Wege durchgeffihrt wurde und seither auch in vielen ana- 
lytischen Bestimmungsverfahren berficksichtigt wird, genflgt es ffir viele 
praktische Bediirfnisse der Provitamin-A-Bestimmung in pflanzlichen 
und tierisehen Rohstoffen, die Bestimmung des ,Carotins" sehlechtweg, 
also ohne Trennung in a-, [3- und y-Carotin auszufflhren. Dies umsomehr, 
als beim Vergleich von ehemiseh bestimmtem Provitamin A und den 
durch den Tierversuch gefundenen Mengen grOl3ere Unterschiede z.B. 
durch unterschiedliche Resorption auftreten als durch die geringere Wirk- 
samkeit der kleinen Mengen a-oder  y-Carotin. 

Wegen der grogen Wichtigkeit des Vitamins A fiir die Ern/ihrung 
wurden in den beiden letzten Jahrzehnten eine sehr groge Zahl yon 
Analysenmethoden ffir das Provitamin A ausgearbeitet und verOffentlicht. 
Clber die im Buche yon F.. Ostirner, Chemisch-physikalische Vitamin- 
bestimmungs-Methoden 6, hinaus sind besonders im amerikanischen und 
englischen Schrifttum viele Analysenmethoden beschrieben, die zum Teil 
als vereinfachte Schnellmethoden gedacht sind. Es sollen daher in dieser 
Arbeit - ohne Anspruch auf Vollst~indigkeit- die neueren Arbeiten er- 
w/ihnt werden. 

Bei der1Carotinbestimmung werden meistens die folgenden Arbeits- 
g~tnge angewendet : 

1. Die Extraktion der Farbstoffe aus dem Pflanzenmaterial. 
2. Die Verseifang der im Extrakte vorhandenen Ester, also besonders: 

des Chlorophylls und der Farbwachse (Xanthophyllester). 
3. Die Trennung des Carotins yon den hydroxylh/iltigen Carotinfarb- 

stoffen (Xanthophyll) durch f n tm i schang  zwischen Benzin und Alkohol. 
4. Die weitere Trennung der Carotinfarbstoffe durch die chromato- 

graphische Adsorptionsanalyse. 
5. Die quantitative Best immung des nach 1 - 4  isolierten Carotins. 
Die Extraktion von Pigmenten aus pflanzlichem Material bietet an 

sich keine Schwierigkeiten. Die besondere Ernpfindlichkeit des Carotins, 
besonders gegen Oxydation, erfordert aber eine besondere Auswahl der 
L6sungsmittel, yon denen z.B. gechlorte Kohlenwasserstoffe ungeeignet- 
sind, und eine vorsichtige und schnelle Extraktion unter milden Be- 
dingungen. Seit den Arbeiten yon Willst~tter und Stoll 7 wird als Ex- 
traktionsmittel ffir die Pflanzenpigmente h/iufi~ bis in die neueste Zeit 
Acetoh allein oder zusammen mit anderen k6sungsmitteln angewendeL 
so yon Russel, Taylor und Chichester 8, yon Miller 9, Ferguson und 

4 R. Kuhn und E. Lederer, Ber. dtsch: chem. Oes. 64, 1349 (1931); R. Kuhn unzl 
H. Brockmann, Ber. dtsch, chem. Ges. 66, 407 (1933). 

5 p. Karrer, A. I-Ielfenstein, H. lVehrli, B. Pieper, R. M o ~  Helv. chim. Acta 14, 
614 (1931). 

2. Aufl. F. Enke-Verlag, Stuttgart 1940. 
7 R. Vc'illstfi#er und A. Stoll, Untersuchungen fiber Chlorophyll, Julius Springer, 

Berlin 1913. 
s IV, C.Russel, M. IV. Taylor, D.F. Chichesler, Plant Physiol. 10,325 -40 (1935); 

Chem. Zbl. 1935 II, 2710. 
9 E. S. Miller, J. Am'er. chem. Soc. 57, 347 - 49 (1935); Chem. Zbl. 1935 II, 2711, 
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Bishop 1~ M u f t i  11, Zimmermann,  Tressler und Maynard 12, sowie yon 
Peterin~ zusammen mit verschiedenen Mitarbeitern la, endlich auch ffir 
die industrielle Extraktion yon Carotin a u s  Pflanzen von Schertz 14. Die 
Extraktion der Pflanzenpigrnente mit Aceton ist eigentlich nur dann 
sinnvoll, wenn, wie bei Willstatter, auch das Chlorophyll, das in Aceton 
gut 16slich ist, bestimmt werden soll. Bei frischen Pflanzen hat Aceton 
nattirlich noch den Vorteil, dab die Pflanzen durch das LSsungsmittel 
entw~issert werden. Aber letzteres erreicht man auch durch die Anwen- 
dung yon Methyl- oder _Athylalkohol. Wgthrend man das Aceton durch 
Extraktion mit Wasser entfernen mug, k6nnen die alkoholischen LS- 
sungen ftir die folgende Verseifung und Entrnischung verwendet werden. 
So wurde auch die Extraktion mit Alkoholen mehrfach beschrieben, 
z. B. durch Rfickflugkochen der Probe mit Alkohol von Bolin und Khala- 
pur  15 und v o n  Moore 16. Wie aber A4enke 17 feststellte, bleibt der Rfick- 
stand yon pflanzlichem Material naeh der Extraktion mit Methanol noch 
ziegelrot und gibt das Carotin erst bei der Behandlung mit ,~.ther augen- 
blicklich ab. Ather oder Petrol~ither (Noi-malbenzin, Skellysolve-Benzin 
usw.) allein kann man zwar bei getrocknetem Pflanzenmaterial ver- 
wenden. Schon im Jahre 1887 beschrieb Arnaud  18 die Extraktion grfiner 
Pflanzen mit PetrolS.ther; abet seine Angaben, dab nur Carotin und 
keine anderen Pflanzenpigmente yon diesem L6sungsmittel aufgenommen 
werden, stimmen nicht, und man kann auch keineswegs durch eine 
kolorimetrische Analyse der nicht vorbehandelten Petrol~itherl6sung den 
Carotingehalt der Pflanzen bestimmen. L. Zechmeister 19 trocknet das 
Pftanzenmaterial vor der mit Ather ausgeffihrten Extraktion, L. Wol f f  2~ 
verwendet zur Trocknung der Frischpflanzen wasserfreies Natriumsulfat 
und extrahiert dann mit PetrolS.ther. OfJnstiger ist es auf jeden .Fall, die 
Extraktion der Pigmente durch gleichzeitige oder aufeinanderfolgende 

1o W. S. Fergason und G; Bishop, Analyst 6i, 515-18 (1936); Chem. Zbl. 
1936 II~ 3013. 

t l j .  K. Mufti, Bioehimija (Russ.) 2~ 831 .-40 (1937); Chem. Zbl. 1938 II, 1094. 
12 W.J. Zimmermann, D.K. Tressler, L. A. Maynard, Food Res. 5, 93 - 101 (1940); 

Chem. Zbl. 1941 I~ 2743. 
13 14. G. Petering, PC'. Wolman, R.P.  Hibbard, Ind. Eng. Chem. anal, Edit. 12, 

148-51 (1940); Chem.Zbl. 1940 I, 3827; H.G.Peterinff, 19. W.Morffal, E.].Miller, 
Ind. Eng.Chem.ind.Edit. 32,1407-12 (1940); Chem Zbl. 1941 I, 1321 ; 19. W.Morgal, 
H. O. Petert'n~ E.J. Miller, Ind. Eng. Chem. ind. Edit. 33, 1298 - 1302 (1941); Chem. 
Zbl. 1942 I, 2428; H. G. Peterinff, E.J. Benne, P. If/. Morgal, Ind. Eng. Chem. anal. 
Edit. 13, 236 (1941); Chem. Zbl. 1942 II, 2299. 

1~ F.M. Schertz, Ind. Eng. Chem. ind. Edit. 30, 1073 - 75 (1938); Chem. Zbl. 1939 I~ 
3798; F. M. Schertz und R. H. Sand, A. P. 2098110; Chem. ZbI. 1938 I, 1830. 

15 D. W. Bolin und A.M.  Khalapur, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 10, 417-18 
0938); Chem. Zbl. 1939 I, 4132. 

16 L. A. Moore, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 12, 726-29 (1940); Chem. Zbl. 
1941 II~ 2715. 

17 W. Menke, Naturwiss. 28, 31 (1940). 
18 A. Arnaud, C. R. Acad. Sci. Paris 104, 1293 (1887). 
19 L. Zechmeister, V. COhEres international technique et chimique des industries 

agricoles, Schfiveninque 20-21 (1937); Chem. Zbl. 1938 I, 2392. 
20 L. Wolff Z. Vitaminforschung 7~ 227 (1938). 
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Extraktion mit Alkoholen (am besten Methanol) und Petroliither oder 
Ather vorzunehrnen, well man dann, ohne ein drittes L6stmgsmittel 
(Aceton) entfernen zu rnfissen, die Verseifung oder die Phasentrennung 
anschlieBen kann. So arbeiten z.B. Kahn und Brockmann 21 und neben 
vielen anderen Autoren in neuester Zeit Fttjita, Narita und Ajisaka 22. 
Von Moore u n d R a y  Ely 23 wurde endlich eine Schnellextraktion be- 
schrieben, bei der unter Anwendung eines Rfihrapparates die Extraktion 
einer Analysenprobe mit einem Oemisch yon 4 Teilen Alkohol und 
3 Teilen Petrol~ther in 5 Minuten vollendet sein soll. Einen neuen Oe- 
danken brachte die Arbeit yon Ktthn und Bielig 24, in der das Carotirl 
aus den in frischen Pflanzen (M6hren) vorliegenden EiweiBsymplexen durch 
den Zusatz der gleichen Menge einer 1,5 - 2,0 % igen Zephiroll6sung zum 
Pflanzenbrei abgel6st und dann mit Petrol~ither ausgeschfittelt wird. 

Der zweite Arbeftsprozel3~ die Verseifung, wird zweckrn~iBig zusammen 
mit dem dritten Vorgang, der Entmischung, behandeIt. Denn die Ver- 
seifung hat folgende Aufgaben: 

a) Soll sie im Extrakt vorhandene Chlorophylle in Alkalichlorophyllide 
verwandeln, die in w/il3rig-alkoholischen Laugen 16slich, in Ather oder 
Petroliither unl6slich sind und sich durch die folgende Entrnischung 
vom Carotin trennen lassen. 

b) Nach der FeststeIlung von Borodin25 lassen sich die Carofinfarb- 
stoffe in alkoholl6sliche und benzinl6sliche einteilen. Zu den ersteren 
geh6ren hydroxylh~iltige Farbstoffe, die unter die Sammelbezeichnung 
Xanthophyll oder Phytoxanthin fallen; zu letzteren die t(ohlenwasserstoffe 
Carotin, Lykopin, teilweise das eine einzige Hydroxylgruppe tragende 
I(ryptoxanthin und endlich die mit Carbons~iuren veresterten Xantho- 
phylle, die sogenannten Farbwachse. Diese Farbwachse gehen bei der Ver- 
seifung in Xanthophyll fiber, das jetzt bei der Verteilung in die Methanol- 
schicht geht und yon den I(ohlenwasserstoffen getrennt werden kann. 

c) Endlich erfaBt die Verseifung noch angefdrbte Ester (Fette, Waehse 
usw.), die bei der Vefleilung ebenfalls epiphasisch sein wfirden und ver- 
hindert, dab durch die Oegenwart dieser Stoffe in der Petrol~itherl6sung 
nachfolgende Vorg~inge, z.B. die chromatographische Adsorption, ge- 
st6rf wfirden. 

Man muB bei der Prfifung der Frage, ob und an welcher Stelle des 
An alysenganges man verseifen sol l, sich die Aufgaben der Verseifung 
vor Augen halten. 

Ktthn uud Brockmann 2~ wollen eine getrennte Bestimmung von Ca- 
rotin usw., Xantophyll und Farbwachsen durchffihren. Daher wird zu- 

21 R. Kttkn und H. Brockmann, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 206, 41 (1932). 
52 Akiji Fttjita, Tsttnesabttro Narita und Hasanobtt Ajisaka, Biochem. Z. 308, 

420 (1941). 
23 L.A.Moore und Ray Ely, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 13~ 600-01 (1941) 

Chem. Zbl. 1943 I, 1687. 
24 R' Kuhn und R.J. Bielig, Ber. dtsch, chem. Oes. 73, 1090 (1940). 
~sj. Borodin, Bull. Acad. Imper. Sci. St. Petersbourg 11, 512 (1883); Bot. Ztg. 

41, 577-79 (1883). 
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erst die Entmischung vorgenommen, dann werden die Farbwachse der 
Petrol/itherschicht verseift, und endlich wird die Entmischung wiederholt. 

In Anlehnung an diese Vorschrift wurde die Reihenfolge Verteilung, 
Verseifung, nochmalige Verteilung auch in Analysenvorschriften beibe- 
halten, in denen es nur auf die Bestimrnung des Carotins, nicht aber 
auf die des Xanthophylls und der Farbwachse (Xanthophyllester) ankara. 
Dies trifft auch ffir die im experimentellen Tell als ,,Standardmethode" 
beschriebene Analysenvorschrift zu, mit der die Ergebnisse der neu ent- 
wickelten Schnellmethode yon uns verglichen wurden, In konsequenter 
Weise kann aber auf die Verteilung vor der Verseifung verzichtet werden, 
wenn es auf die getrennte Bestirnmung der XanthophyIlester neben Xan- 
thophyll nicht ankommt. Auf diese Weise arbeiten Deleano und Dick 26, 
L.Zechmeister 19, Bolin und Khalapur 15, L. Wol f f  "2~ und endlich such die 
Standardmethode des D~inischen LandwirtschaftsrninisIeriurns (siehe bet 
LodiZ7). Ander'e Autoren gehen noch einen Schritt wetter und unter- 
werfen das Ausgangsmaterial vor oder  gleichzeitig mit der Extraktion 
der Verseifung mit alkoholischer Lauge und erreichen dabei wahrscheinlich 
eine gute Aufschlief3ung der Pflanzenzellen, was besonders bei getrock- 
netem Pflanzenmaterial sehr wichtig ist. Solche Vorschriften linden wir 
yon Coward 2s, Ouilbert z9, Fergttson und Bishop a~ Peterson und Mit- 
arbeiter 3~ Moon 31 ffir grtine Pflanzen angegeben, yon Fraps und Kern- 
merer 32 fiir Mats und von S k u m i k  und Suhonen a3 ftir tierische-Organe. 
Pyke  34 schfittelt bet ether Schnellbestirnmung von Carotin in t3rasrnehl 
das Orasrnehl 5 Minuten im Zentrifugenglas mit Ather und 25 %iger 
methanolischer I(alilauge und zentrifugiert nachher. Es set dahingestellt, 
ob bet dieser Behandiung die vorliegenden Ester schon vollst~indig ver- 
seift sein k6nnen. Auch beirn Petering-Igolman-Hibbard-Verfahren 13 und 
seinen sp~iteren Modifikationen, bet denen das Chlorophyll aus dem Aceton- 
extrakt der Pflanzenpigmente durch Behandeln mit ether konz. w/iBrigen 
L6sung yon Bariurnhydroxyd oder durch Zugabe yon Ba(OH)2 -1- 8 I-I20 
zurn Extrakt als filtrierbarer Niederschlag entfernt wird, scheint es sich 
weniger urn eine verseifende Wirkung'der Barytlauge als vielmehr urn 
eine Absorptionswirkung oder um eine Salzbildung rnit dem schon vorher 

26N. T. Deleano undJ. Dick, Biochem. Z. 259, 110 (1933). 
27 M. Lodi, Vit. und Horm. 4, 443 (1943). 
28.K.H. Coward~ Biochemic. J. 18, 1114-22 (1924); Chem. Zbl. 1925 I, 390. 
29 t-I.R. Quilbert, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 6, 452-54 (1934); Chem. Zbl. 

1935 II, 1203. 
3o I~.J. Pelerson, J. S. I-Iu~hes, I-L 1=. Freeman, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 9, 

71-72 (1937); Chem. Zbl. 1937 II, 1910; W../. Peterson, Ind. Eng. Chem. anal. 
Edit. 13, 212-16 (1941); Chem. Zbl. 1942 H, 58. 

st F. E. Moon, J. Agric. Sci. 29, 295-301 (1939); Chem. Zbl. 1939 II, 4126. 
32 O. S. [:raps und A.R. Kemmerer, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 13, 806 - 09 (1941 ); 

Chem. Zbl. 1942 II, 1641. 
33 L. Skurnik und P. Suhonen, Z. Vitaminforsch. 8, 316-23 (1938); Chem. Zbl. 

!939 lI, 450. 
34 M.A.Pyke, J. Soc. chem. Ind., Chem. a. Ind. 55, Trans. 139-40 (1936); Chem. 

Zbl. 1936 II~ 2046. 
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enzymatisch verseiften Chlorophyll zu handeln. Eine Verseifung des Ace- 
tonextraktes nimmt dagegen Miller 35 in einer Schnellrnethode vor. 

Die Arbeitsweisen bei der Verseifung variieren; man verwendet ver- 
schieden konzentrierte L6sungen yon Kalilauge in Methanol, das wegen 
der Best~indigkeit der k6sungen am gtinstigsten ist, oder Alkohol oder 
Wasser und arbeitet l~ingere Zeit bei Zimmertemperatur oder kurze 
Zeit bei Siedehitze. 

Wesentlieh ist es, bei der Verseifung die Luft m6glichst auszuschliegen, 
am besten dutch Uberleiten yon Stickstoff. Dagegen ist die Verwendung 
von Kohlens~ure in Gegenwart yon Kalilauge a3 sicher unzweckmfigig. 
Zu bemerken ist; dag verschiedene Analysenvorschriften auf die Verseifung 
tiberhaupt verzichten; in diesem l=alle mug die Abtrennung der Farb- 
ester von anderen Operationen, hauptsfichlich der chromatographischen 
Adsorption, abernommen werden. 

Die Entmischung wird seit den Arbeiten yon Willstii#er und Sr 7 
fast immer in der gleiehen Weise dutch Ausschi~tteln der Benzin- oder 
Petrol~itherl6sung mii ungef/ihr 90 % igem Methanol vorgenommen. Eine 
genaue Untersuchung dieses Vorganges hat Miller 35 vorgenommen. Er 
stellte lest, dab man eine Methanolkonzentration yon 8 9 - 9 2 %  genau 
einhalten mug, dab abet aueh in diesem gfinstigsten Falle noeh 1 0 - 6  % 
Xanthophyl! in der Epiphase zurt~ckbleiben. Wfirde man aber mit 95 % igem 
Methanol arbeiten, so wfirde man dutch die Aufnahme im Methanol 10% 
Carotin verlieren. Um zu vermeiden, dab durch die gegenseitige L6slich- 
keit von 90 %igem Meth~mol und Petrol~ither zu grof3e Konzentrations- 
~mderungen eintreten, kann man ,,Methanol, mit Petrol~ither ges~ittigt" 
und ,,Petrolfither, mit Methanol ges~ttigt" anwenden zT. In neuerer Zeit 
wurde auch vorgeschlagen, start 90%igem Methanol oder 85 %igem 
Alkohol als hypophasische I=lfissigkeit eine Diacetonl6sung (100 VoI. 
Diaeeton -k 6 Vol. Wasser) anzuwenden 36, 37. 

Die Mehrzahl der analytischen Verfahren bedient sich der Phasen- 
trennung und die Ergebnisse sprechen roll daf/ir, dag die dadurch be- 
dingten Fehler entweder nicht grog sind oder sich kompensieren. 

lmmerhin verzichten manche Autoren auf diese Reinigungsoperation , 
so z. B. Fraps und Mitarbeiter a8 und Bot[oa und Common ag. 

In diesem Fa!le mug dann'die chromatographische Adsorption auch 
die sonst der Phasentrennung zufallenden Reinigungsoperationen leisten. 
Bei der Anwendung dieser Methode fiir analytjsche Zwecke haben wit 
vor allem klarzustellen, ob dutch sie, so wie es ursprfinglich von rswe# 

a5 E. S. Miller, J. Amer. chem. Soc. 57, 347- 49 (1935) ; Chem. Zbl. 1935 II, 2711. 
36 Or D. M. He~ stedt, L IF. Porter und IF. H. Peterson, Ind. Eng. Chem. anal. Edit. 

11,256-58 (1939); Chem. Zbl. 1939 II, 2183. 
3v IF. I. Zimmermann, D. K. Tressler und L.A.Maynard, Food Res. 5, 93-101 

(1940); 6, 57-68 (1941); Chem. Zbl. 1941 I, 2743; 1941 II, 1874. 
38 G. S. Fraps, A. R. Kemmerer und S. M. Greenberg, J. Assoc. off. aErie. Che- 

mists 23, 659-62 (1940); Chem. Zbl. 1941 I, 592. 
.39 IF. Bo#on und R. It. Common, Nature (London) 148,373 (1941); Chem. Zbi. 

1942 II, 474; J. Soc. ct(em. Ind., 61, 50-51 (1942); Chem. Zbl. 1942 II, 2325. 
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gemacht wurde, eine grobe Abtrennung von Farbstoffgruppen erfolgen 
soll, bet der wir dann die Kohlenwasserstoffe-~gnter den Ca ro[inoiden 
zusammen vorfinden, oder ob eine Trennung von Lyk0pin und Carotin 
oder endlich eine solche yon a-i [3- und y-Carotin erreicht werden soll. 
Ftir die letzteren Zwecke wurde yon Ktthn und Mitarbeitern 4 Fullererde, 
Fasertonerde und Aluminiumoxyd, von Karrer 4~ CalCiumhydroxyd an- 
gewendet. Besonders das nach Brockmann standardisierte Aluminiumoxyd 
wurde in der Zukunft wegen seiner leichten Handhabung in zahlreichen 
Analysenmethoden angewendet; so Yon Ktthn und Brockmann 2~, P f a f f  
und Pfiitzer 4~, Zechmeister 19, Emmerie und  Wo/ff 4z und vielen anderem 

Als k6sungsmittel ftir die Carotinoide werden verschiedene Benzin- 
fraktionen und Gemische aus Benzin-Benzol verwendet, den Zusatz yon 
3 % Aceton zum Benzin empfiehlt Seaber 43. Auch Calciumhydroxyd wurde, 
obwohl es sich viel schlechter handhaben 15.Bt, bet verschiedenen Ana- 
lysenvorschriften vorgeschlagen, in jfingster Zeit von Fujila und Mit- 
arbeitern 2z. 

In ether interessanten Arbeit untersuchten v. Ettler und Oard 44 zahl- 
reiche Adsorptionsmittel ffir die Trennung der Carotinoide, so Magnesium- 
oxyd, terti~ires Magnesiumphosphat, Calciumoxyd, Calciumcarbonat, Eisen- 
oxyd, Aluminiumoxyd, javanischen Ton und Ceroxyd. Magnesiumoxyd 
und Magnesiumhydroxyd wurde yon Strain 4s als Adsorptionsmittel vor- 
geschlagen, und zwar sowohl zur Trennung yon a- und [3-Carotin als 
auch zur Trennung des ,,Carotins" yon anderen Pigmenten, wie kycopin, 
Xanthophyll und Chlorophyll. Strain verwendete als k6sungsmittel auch 
gechlorte Kohlenwasserstoffe und als Tr~tger far das Magnesiumhydr0xyd 
Kieselerde und Magnesiumsilicate. Das Magnesiumoxyd wurde in der 
Folgezeit yon Bltkin und Murri  46 zur Trennung von Carot inund Lykopin 
herangezogen und in einer eigens hergestellten, Magnesiumcarbonat ent- 
haltenden Form yon Fraps und Mitarbeitern sz,47. Zur Carotingewinnung 
verwendete Lindquist-Ryssakowa 4s die Adsorption an ether aus Magne- 

40 19. Karrer und O. Walker, Helv. chim. Acta 16,641 (1933). 
41 C. Pfaff  und G. P/iitzer, Z. angew. Chem. 50, 179 (1937). 
42 J A. Emmerie und L.K. If/o/if, Acta brevia nee1:land, I hysiol. Pharmacolog. 

Microbiolog. 8~ 88-89 (1938); Chem. Zbl. 1939 I~ 5018. 
43 If/. M. Seaber, Analyst. 65, 266-78 (1940); Chem. Zbl. 1941 I, 1240. 
44 1-1. V. Euler und U. Gard, Ark. Kemi. Mineral. Oeol. Abt. B 10, Nr. 19, 1 -6  

(1931); Chem. Zbl. 1932 I, 1544. 
45 H. 1-1. Strain, J. Biol. Chem. 105, 523-35 (1934); 111, 85-93 (1935); 127, 

191-201 (1939); Chem. Zbl, 1935 I~ 1066; 1936 I, 4167; 1939 IIi 1675. J. Amer. 
chem. Soc. 63~ 3448-52 (1941); Chem. Zbl. 1942 II, 1126. 

46 gp.. N. Bttkin und L K. Murr~ Bull. appl. Bot. Genetics, Plant Breeding Nr. 8 
(1935); Chem. Zbl. 1937 I, 2204. 

47 O. S. Fraps und A. R. Kemmerer, J. Assoc. off. agric. Chemists 22, 190-95 
(1939); Chem. Zbl. 193911, 962; News Edit, Americ. chem. Soc. 19, 846-47 (1941); 
Chem. Zbl. 1942 II~ 564; O. S. Fraps, A. R. Kemmerer und S. 114. Oreenberg, Ind. 
Eng. Chem. anak Edit. 12~ 16- i8  (1940); Chem. Zbl. 1940 I, 3762; J. Assoc. off. 
agric. Chemists 23s 422-25 (1940); Chem. Zbl. 1941 I~ 674; J. Assoc. off. agric. 
Chemists 23, 659-62 (1940); Chem. Zbl. 1941 I, 592. 

48 E. V. Lin c/quist-Ryssa/w wa, Proc. sci. Inst. Vitamin Res. U d S ~ 1, 216- 23 
(1936); Chem. Zbl. 1937 I~ 4816. 

3Ionatshefte ffir Chemie. Bd. 78/1-2. 10 
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siumchlorid und Ammoniak hergestellten V~illung; Rosenberg 49 f~illf Carotin 
aus Mohrriibensaft mit Magnesiumch!orid, nachdem er in einer frfiheren 
Mitteilung 5~ die F/illung mit einer aus Bleioxyd und Bleiacetat hergestellten 
Probe vorgenommen hat. Als weitere Adsorptionsmittel wurden vorge- 
schlagen: sekund~ires Calciumphosphat von A/loore 16, Bolton und Com- 
mon39; Kreide zur Trennung yon Carotin und Lykopin yon Coward 28, 
Hydroraffin K 4 yon Marcussen 51 zur Trennung yon Carotin und Vitamin A 
aus Chloroforml6sung. In einer gr61~eren Zahl yon Arbeiten beschrieben, 
wie schon frfiher kurz erw~hnt, Petering und Mitarbeiter! 3 die Verwen- 
dung y o n  Bariumhydroxyd als Adsorptions- bzw. F~illungsmittel fiir 
Chlorophyll. Das Carotin geht dabei in das Acetonfiltrat. 

Nat~rlich hat auch die chromatographische Trennung auf die eine 
oder andere Art ihre Schwierigkeiten - erh6hter Zeit und L6sungsmittel- 
bedarf - und Fehlerquellen, die man in Carotinverlusten oder in Ver- 
/inderungen des Carotins -- Isomerisierung durch das Adsorptionsmittel - 
erblicken kann. Willstaedt und With 52 bestimmen diese Felaler als recht 
betr~ichtlich. 

Es ist unter diesen Umst/inden begreiflich, daf5 manche Analysen- 
methoden, so die d/inische sta~dardmethode, keine chromatographische 
Trennung anwenden. Hingegen betonen Svanhof  und D a m  5z die Not- 
wendigkeit der chromatographischen Trennung,.ftihren aber zum Aus- 
gleich der Fehlerquellen bestimmte Faktoren ein. 

Die ftinfte Operation, n/imlich die Bestimmung des nach der einen 
oder anderen Weise in k6sung erhaltenen Carotins, kann kfirzer behandelt 
werden, obwohl such hier eine sehr reiche Literatur vorliegt. Hier liegen 
die VerhS.ltnisse so, daf~ sich die auf der Oxydation mit Chroms~iure 
beruhende chemische Methode yon Deleano und Dick 26 gegenfiber den 
auf der Farbmessung beruhenden Methoden nicht durchsetzen konnte. 
Die Messung der Farbintensit~it wurde anfangs durch den Vergleich mit 
Kaliumbichromatl6sungen ausgeffihrt. Krogis 54 stellte die prt-Abh~ingigkeit 
dieses Standards fest und verwendete Kaliumbiehromat in Oegenwart eines 
Phosphatpuffers. Auch Azobenzol wiarde als Standardl6sung zum l(olori- 
metrieren herangezogen 55. 

In neuerer Zeit hat abet die Absolutkolorimetrie mit dem Stufen- 
photometer immer mehr in alle Laboratorien Eingang gefunden u n d e s  
wurden verschiedentlich Eichkurven und Umrechnungsfaktoren ver- 
6ffentlicht. Die Messung wird oftmals rnit der elektrischen Photozelle 
vorgenommen. W~hrend diese photometrischen Methoden bestimmt in 

49 G.J. Rosenberg, Russ. P. 48316 (1935); Chem. Zbl. 1937 II, 108. 
so Q.j .  Rosenberg, Bull. Soe. Chim~ biol. (Moskau) 16, 1761 (1934); Chem. Zbl. 

1935 I~ 3806. 
5~ E. Marcussen, Danks Tidsskr. Farmae. 12, 217-25 (1938); Chem. Zbl. 

1939 I, 165. 
52 1-1.1Villstaedt und T.K. With, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 253,40 (1938). 
53 K. Svanhofund 1-1. Dam, Z. Vitaminforsch. 11, 361-72 (1941); Chem. Zbl. 

19, , 799. 
�9 Kro~is, Bioehem. Z. 287, 126-34 (1936). 

5~ R. Kuhn und H. Brockmann, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 206, 43 (1932). 
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der Ausffihrung die einfachsten sind, wird auch auf die spektrophoto- 
metrische Methode oftmals zurfickgegriffen. Es sei hier besonders:auf 
die Arbeiten yon Miller 56 verwiesen, der auBer genauen Angaben fiber 
die Adsorptionsspektren der Carotinoide auch ihre Anwendung ffir die 
analytische Bestimmung yon bin~ren und tern~iren Carofinoidgemischen 
beschreibt. 

Trotz -- oder vielleicht gerade wegen - dieser ~uBerst umfangreichen 
Literatur fiber die Bestimmung des Carotins ist es zun~ichst nicht leicht, 
ein einfaches und schnell ausffihrbares Verfahren zu linden, das gestattet, 
den Carotingehalt in verschiedenem Pflanzenmaterial zu bestimmen. Auch 
wir standen vor dieser Schwierigkeit, als wir in einem anderen Zusammen- 
hange zahlreiche Carotinbestimmungen in Pflanzenteilen m6glichst rasch 
auszuffihren hatten. Bei einer kritischen Betrachtung der Literatur, wie 
wir sie oben in Kfirze versuCht haben, und dureh zahlreiche Versuche, 
fiber die hier nicht berichtet werden soil, kamen wir zur Ansicht, dab man 
die Extraktion und die Verteilung mit Methanol u n d  Petrolfither bei- 
behalten solle und diese Arbeitsg~inge auch ziemlich rasch ausffihren 
kann; dagegen mfiBte auf die l~nger dauernde Verseifung unbedingt 
verzichtet werden. In der nach der Verteilung zwischen Methanol und 
Petrol~ther erhaltenen Petrol~therl6sung befand sich nun prakfisch alles 
Carotin, aber es waren noch gr6Bere Mengen Chlorophyll und gelbe 
Farbstoffe (Xanthophyllester) zugegen. Folglich muBte ein weiterer Ar- 
beitsprozeB, und zwar die selekfive Adsorption, diese Trennung fiber- 
nehmen. Wir versuchten zuerst, die Adsorption auf der S~ule yon Alu- 
miniurnoxyd nach Brockmann auszuffihren. Dies bietet aber zwei Nach- 
teile: 

1. wi~d Chlorophyll und seine grfin gef/~rbten Umwandlungsprodukte 
vom Aluminiumoxyd nicht sehr intensiv adsorbiert und braucht deshalb 
eine ziemlich breite obere Zone; 

�9 2. tritt im obersten Tell der S~iule leicht eine Verstopf~ung durch die 
festgehaltenen Farbstoffe ein, die das we~tere DurchflieBen oder Durch- 
saugen der Farbstoffl6sung in l~stiger Weise verlangsamt und sich n u r  
durch vorsichtiges Umrfihren und Abheben der obersten Zone be- 
k~impfen l~Bt. 

Wir suchten daher nach besser geeigneten Adsorptionsmitteln ffir die 
Adsorption der grfinen Farbstoffe und fanden, dab das Kieselgel, feinst 
gepulvert, tier Firma Qebr. Hermaun,  K61n-Ehrenfeld das Chlorophyll 
intensiv adsorbiert und also den unter 1. genannten MiBstand fiber- 
winden l~_Bt. Dagegen war es viel schwieriger, mit Kieselgel gleichm~Bige 
Adsorptionss~.ule n herzustellen als mit dem standardisierten Aluminium- 
oxyd. Da aber ein so ausgepr~gter Unterschied in der Adsorption des 

56 E. S. Mtller, Plant. PhysioL 9, 179, 681-84, 693-94 (1934); Chem. Zbl. 
1935 II, 2961 ; 1936 I, 784; Bot. Qaz. 96,447-67 (1935); Chem. Zbl. 1935 I, 3544~-,, 
Plant. Physiol. 12, 667-84 (1937); Chem. Zb]. 1938 I, 4655; Cereal Chem. 15, 
310-16 (1938); Chem. Zbl. 1938 II, 2363; Plant. Physiol. 12, 66 (1937); E.S. 
Miller, Q. A4ackinney und F. F. Zscheile jr., Plant. Physiol. 10, 375-81 (1935); 
Chem. Zbl. 1936 I, 564. 
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Chloroph)}lls und des Carotins auf Silicagel bestand, versuchten wir ohne 
Anwendung des Tswe#schen DurhhfluBverhhrens auszukommen. Und es 
gelang tats/~chlich, durch-langsarnes Eintragen yon Kieselgel in die Pe- 
trol~therl6sung der Farbstoffe zuerst die grfinen Farbstoffe, gleichzeitig 
aber ~tuch die Xanthophyllester zu adsorbieren; W~ihrend Kieselgel aus 
reinen CarotinI6sungen in Petrol/ither betr~chtliche Mengen yon Carotin 
ads0§ ist die Adsorpti0nsf/ihigkeit des mit Chl6rophyll~ bedeck~en 
Kieselgels ffir Carotin viel geringer. Mindestens kann man dutch ein 
nachfolgendes Wasehen m it Petrol/ither eventuell festgehaltene Carotin~ 
mengen so voll st~ndig eluieren, dab man nach dieser Methode eine 
quantitative Bestimmung des  Carofins im Filtrate vornehmen kann. 

Damit war :aber gleichzeitig die zeitraubende Operation des Vor- 
bereitens der Adsorptionss/iule, des Chromatographierens und Eluierens 
dutch' das rasche Eintragen kleinerer Mengen Kieselgel,' Filtrieren und 
Nachwasehen der L6sung ersetzt. Wir halten uns daher berechtigt, diese 
Arbeitsweise unter der Bezeichnung einer ,Schnellmethode" den Fach- 
genossen bekanntzumaclien. Die Zuverl/issigkeit der Methode haben wit 
dadureh erh~rtet, dab wir sie mit einer Bestimmungsmethode verg!ichen, 
die Phasentrennung, Verseifung und chromatographische Trennung ver- 
wendet und sich im wesentlichen an die Arbeitsweise von Kuhn und 
Brockmann 21 anschloB. Wit haben diese Vergleichsmethode bei unserer 
Arbeit als ,,Standardmethode" ~bezeichnet und im Versuchsteil noch- 
reals ausfiihrlich beschrieben. In: einer Tabelle des Versuchsteiles sind 
die Ergebnisse solcher Vergleichsversuche bei versehiedenen grfinen 
Pflanz6nteilen angegeben und sie k6nnen wohl als befriedigend gelten. 
Die Ubereinstimmung hat sich fibrigens auch in zahlreichen anderen 
Bestirnmungen, die hier nicht ver6ffentlicht werden, in gleicher Weise 
erwiesen. 

Nun woIlen wir uns aber den Fehlerm6glichkeiten und der Anxven- 
dungsbreite der Schnellmethode zuwenden: 

a) Bei der Standardmethode haben wir die stufenphotometrische Mes- 
sung des Carotins in Atherl6sung vorgenommen, bei der Schnellmethode 
dagegen in Petrol/itherl6sung. Wit haben durch Vergleichsversuche an 
eingewogenen Carotinl6sungen festgestellt, dab beim Filter $ 4 7  der 
Unterschied unbedeutend ist. Aus :diesem Orunde und well die Ablesung 
unseres Erachtens leichter ist, haben wit ffir alle Bestimmungen S 47 
verwendet, obwohl yon manchen Autoren $45 bevorzugt wird. 

b) Petrol/ither ist als L6sungsmittel ffir Carotin gut "geeignet. Wit 
haben dutch zahlreiche quantitativeVersuche :festgestel!.t, dab es in diesem 
L6sungsmittel besser haltbar ist als in peroxydfreiem.Ather und natflrlich 
viel besser als in gechlorten l(ohlenwasserst0ffen. Es:mul3 aber peinlichst 
dafiir gesorgt werden, dab der Petrol/ither frei von ~,ther ist und vor 
der~Anwendung des Silicagels durch grfindliches Waschen der L6sung 
mit.Wasser yore Methanol befreit wird, da s0nst die Adsorption des 
Chlorophylls nicht glatt erfolgt: Dagegen ist das Siedeintervall des Petrol- 
/ithers'- wi t  verwenden irri allgemeine p Sdp. 4 0 -  700 - oder tier Ge- 
halt cycliseher I<ohlenxvasserstoffe Yon germger Bedeutung. 
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c) Da wir Schon erw/ihnt haben das frisches Kieselgel CarOtin adz 
sorbiert, is t  es7 fl0twendig, nur soviel Kieselgel zuzugeben, als ztir Ad- 
sorption der grtin'en Farbstoffe �9 ausreicht. Eine Zusammenstetlung im 
Versuchsteil zeigt den Einflug gr613erer Mengen Kieselgel auf die~ - 
lysenerge..bnisse, lm allgemeinen kommt man mit 0,5 g Kieselgel aus. Bet 
einiger Ubung l~iI:;t sich d e r  Endpunkt f/Jr den  Zusatz des Kieselgels 
sehr genau linden. 

d )  Wir prtiften auch die Frage, wieweit die Schnellmethode auf 
Pflanzenteile (z. B. Tomaten) angewendet werden kann, die gr6Bere 
Mengen Lykopin neben Carotin enthalten. Das Lykopin wird als Kohlen- 
wasserstoff yon 5_hnlicher Struktur wie das Carotin yon Kieselgel in 
/ihnlich geringer Weise adsorbiert wie Carotin. Die Filtrate unterscheiden 
sieh yon reinen Carotinl6sungen durch die r6tere Farbe, was dadurch 
besonders deutlich .wird, dab die Adsorption beim Filter S 51 gr6ger 
ist als beim Filter S 47. Urn Carotin und Lykopin in soIchen kSsungen 
zu bestimmen, m~t3te man sie chromatographiseh auf MgO oder AI20 s 
trennen oder abet die Bestimmung spektrographisch vornehmen. Marl 
wird abet in diesen seltenen Fallen besser fiberhanpt auf die Schnell, 
methode verzichten und nach der Verseifung und Phasentrennung 
chromat0graphieren. In diesem Zusammenhange set bemerkt, dab wit 
bet der Untersuchung Yon gr~nen Tomatenbl~ittern kein hykopin, son, 
dern nut Carotin fanden (chromatographische Trennung, Mischchromato- 
gramme, Stuphometr[eren mit den Filtern S 43, S 45, S 47, S 51); dement- 
sprechend stimmen auch die Werte zwischen Standard-und Schnell~ 
methode gut fiberein. 

e) Da in der Margarine und anderen Nahrungsmitteln das natfirliche 
Carotin der Butter durch synthetische Farbstoffe ersetzt wird, haben wir 
anch geprihft, ob, wie zu vermuten war, mit der vorliegenden Schnell- 
methode eine eindeutige Unterscheidung vorgenommen werden kann. 
Es zeigte sich, dab der jetzt verwendete Butterfarbstoff IIRneu zwar 
in Petrol~ither 16slich.ist, aber bet der Phasentrennung vollstS.ndig yon 
90%igem Methanol aufgenommen wird. AuBerdem wurde er aus der 
Petrolfitherl6sung schon dutch ganz geringe Mengen Kieselg d vollst~indig 
adsorbiert. Eg kann also eine Verwechslung yon Carotin und Butterfarb, 
stoff II Rneu niemals eintreten. 

Experimenteller Teil. 

A. Oenaue  Besch re ibung  der zum Vergleich he rangezogenen  
A n a l y s e n r n e t h o d e  ( S ~ a n d a r d ~ e t h o d e ) .  

Die Einwaage der Pflanzenteile richtet sich nach dem erwarteten 
Carotingehalt des Ausgangsmaterials. Sie betr~igt bet trockenen Bl~ttern 
0 ,10-  Oil 5 g, bet trockenen Stengeln 1,0-  1,5 g, bet frischen Bl~itterr~, 
0 ,5-0 ,8g ,  bet frischen Stengeln 3 ,0-3 ,5g.  Zur Erzielung yon  ein- 
heitlichen Durchschnittsproben wurde bet trockenen Pflanzenteilen eine 
gr6Bere Menge ungef~hr 50g - zuerst grob, dann mit einer Schlagr 



150 O. Hromatka und R. Kerh 

kreuzmfihle so fein zerrieben, dab sich das Pulver Vollst~ndig durch 
ein Sieb mit 576 Maschen pro qcm absieben lieB. Bei frischen Pflanzen 
wurden ungef~ihr 100g mit der Schere rein zerschnitten. 

Die Extrakfion der Farbstoffe erfolgte in einer Reibschale von ca. 8 cm 
Durchmesser. Trockenes Pflanzenpulver wurde mit 10 ccm Methanol 
verrieben und die L6sung durch eine Jenaer Glasfilternutsche 11 G 3 
abgesaugt. Der Rfickstand wurde mit 10 ccm Petrol~ither vom Siede- 
intervall 4 0 - 7 0  o verrieben und die L6sung wieder abgesaugt. Die ab- 
wechselnde Behandlung mit j e  9 -10ccm Methanol und Petrol~ther 
wurde noch viermal, also bis zum Verbrauch v0n 45 ccm Methanol und 
50 ccm Petrol~ther fortgesetzt. War beim Absaugen viel Pflanzenmaterial 
auf die Nutsche gelangt,, wurde es vor der weiteren Extraktion mit 
einem Spatel i n  die Reibschale zurfickgebracht. Bei der Verarbeitung 
yon frischen Pflanzen wurde zum Verreiben die gleiche Gewichr 
rnit Salzstiure gewaschener und geglfihter Seesand zugegeben. 

Das Filtrat wurde in einen zylindrischen, graduierten Scheidetrich- 
ter A yon 150 ccm Inhalt gebracht und mit wenig PetroI~ither nachge- 
spfilt. Nun wurde so viel Wasser zugesetzt, dab die Methanoll6sung 
90~ig wurde, bei trockenen Pflanzen also 5,0ccm, bei grfinen etwas 
weniger. Die L6sung wurde vorsichtig, um Emulsionsbildung zu ver- 
meiden, geschfittelt und eine scharfe Trennung der Schichten abgewartet, 
was manchmal lange dauert. Die Methanolschicht wurde dann in einen 
Scheidetrichter B abgelassen. Die Petrol~itherschicht im Scheidetrichter A 
wurde noch zwei bis dreimal mit je 20 ccm 90%igem Methanol gewaschen, 
bis dieses farblos blieb~ Auch diese Methanolauszfige wurden in den 
Scheidetrichter B gebracht. Dort wurde die vereinigte Methanoll6sung 
zweimal mit je 5 ccm Petrol~ither geschfittelt, um ihr kleine Mengen 
Carotin zu entziehen. Diese beiden Petrol~therauszfige wurden vereint 
in einem Scheidetrichter C von 50 ccm Inhalt mit 10ccm 90~igem 
Methanol ausgeschfittelt. 

Die Petrol/~therl6sungen aus den Seheidetrichtern A und C wurden in 
einen Jenaer Enghals-Erlenmeyer-I(olben mit Normalschliff, 200 ccm inhalt, 
Schott und Gem 4090, gebracht, mit dem gleichen Volumen einer alko- 
holischen t(alilauge (5 g I(aliumhydroxyd in 100 ccm 96~igem Alkohol 
gel6st) vermischt und drei Stunden auf 40 o erw/irmt. 

Nach dieser Verseifung wurde die L6sung in einen graduierten 
Scheidetrichter von 150 ccm Inhalt gebracht, mit etwas Petrol/ither nach- 
gespfilt und pro ccm' der verwendeten alkoholischen I(alilauge 0,20 ccm 
Wasser zugesetzt. Nach der Trennung der Schichten und Ablassen der 
~v/~Brig~alkoholischen Unterschicht wurde die Petrol/itherl6sung mit jel 
20ccm 90~igem Methanol so oft, im allgemeinen zwei-bis viermal, 
ausgeschfittelt, bis die Methanoll6sung farblos blieb. Um Reste yon 
Methanol aus der Petrol~itherl6sung zu entfernen, wurde sie einrnal mit 
20 ccm Wasser ausgeschfittelt. Hierauf wurde die Petrol~therl6sung in 
einen Enghals-Erlenmeyer-I(olben mit Normalschliff - Schott und Gen. 
4090 - v o n  100 ecru Inhalt gebracht, mit etwas Petrol~ther nachgespfilt 
und mit 1 -  2 g Natriumsulfat getrocknet. Die Petrol/i.therlOsung wurde 
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nicht filtrierL sondern vom Natriumsulfat vorsichtig in das Chromato- 
graphierrohr, das in tiblicher Weise mit einer Schicht yon 7 cm H6he 
und 1 cm Durchmesser Aluminiumoxyd nach Brockmann,  also ca. 6 g, her- 
gestellt und mit Petrol~ither befeuchtet worden war, aufgegossen und mit 
30 ccm Petrol/ither nachgewaschen. 
Durch ganz schwaches Saugen wurde 
das Durchfliel3en beschleunigt. 

Das Aussehen des Chromato- 
gramms war je nach den verwen- 
deten Pf!anzen versehieden. In jedem 
Falle war das Carotin als unterste 
Schicht zu finden, wovon man sich 
dureh d~s Mischchromatogramm mit 
reinem Carotin fiberzeugen kann. 
Beim angegebenen Verfahren erfolgt 
die Trennung in c~-, ~- und y-Carotin 
noch nicht. Auf sie wurde bewuBt 
verzichtet. Naeh  der meehanisehen 
Abtrennung eventuelI vorhandener 
oberer Farbzonen wurde die Carotin- 
schicht mit einigen cem ,~ther eluiert, 
das gelbe Filtrat je nach dem Carotin- 
gehalt auf 25 ecru oder 10 ecru mit 
Ather aufgeffillt und im Stufen- 
photometer im aIlgemeinen bei 1 cm 
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Abb. 1. 
Eiehkurve yon Carotin naeh Willstaedt 
und Jensen; fiir 1 cm Schichtdicke. 

Schichtdicke und dem Filter S 47 kolorimetriert. Die Berechrlung des 
Carotingehaltes im ccm der kolorimetrierten L6sung erfolgt nach der yon 
Wills taedt  und Jensen s7 angegebenen Eichkurve (Abb. 1) bzw. durch 
Rechnung nach folgender Formel: 

A (Anzahl y-Carotin iri 1 ccm L6sung)=446• 
100 

k wird entweder am Stufenphotometer abgelesen oder aus den Werten 
yon D % nach einer Tabelle gefunden. 

Der Oehalt yon 100 g des untersuchten Pflanzenmaterials O ergibt 
sich dann nach der Formel: 

G =  100A• 
S 

( L = c c m  der Atherl6sung, S - - g  Einwaage der Pflanzen). 

B. O e n a u e  B e s c h r e i b u n g  d e r  S c h n e l l m e t h o d e .  

Auch hier richtet sich die Einwaage der Pflanzenteile nach ihrem ver- 
mutlichen Carotingehalt, wird aber zweckm~iBig etwas h6her gehalten, 
da man das Kolorimetrieren in 100ccm Petrol~itherlOsung, also in einer 

5~ H. Willstaedt und Behrnts Jensen, Z. Vitaminforsch. 9, 8 (1939). 
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viel verdiinnteren L6sung vornimmt als bet d e r  Standardmethode. So 
sind von troekenen B!~ttern 0,4 bis 0,6 g, bet trockenen Stengeln 2,0 bis 
5,0g, bet .frischen Bl~ittern 0,6 bis 2,0g und bet frischen Stengeln 
3,0 his 6,0g einzuwS.gen. 

Nattirlich kann man auch mit kleineren Einwaagen das Auslangen finden 
und daffir die kolorimetrische Messung im Stufenphotometer bet ether 
gr6geren Schichtdicke als 1 em vornehmen. 

Die Extraktion der Farbstoffe aus den Pflanzenteilen erfolgte genau 
wie bet der Standardmethode dureh abwechselndes Behandeln mit Petrol- 
tither und Methanol in der Reibschale, eventuell in Gegenwart yon ge- 
glfihtem und gewaschenem Seesand., Die Trennung der Ausz~ge vom 
Pflanzenpulver erfolgte durch Absaugen mittels der Jenaer Glasfilter- 
nutsche 11 (i 3. 

Nun wurden die gesammelten Filtrate in einen zylindrischen, gra- 
duierten Scheidetrichter yon 150 ccm Inhalt gebracht, mit wenig Petrol, 
~ither nachgespfilt, mit soviel Wasser versetzt, dab die Methanoll6sung 
90 %ig wurde, bet trockenen Pflanzen also mit 5 cem, bet frischen mit 
entsprechend weniger. Nach vorsichtigem Schtitteln wurde eine voIl- 
stfindige Abtrennung der Schichten abgewartet. Die Methanolschicht wurde 
in einen Scheidetrichter B abgelassen. Die Petrol/itherschicht im Scheide- 
trichter A wurde noch 2- bis 3mal mit je 20ccm 90%igem Methanol 
gewasehen, bi s dieses farblos blieb; auch diese Methanolausz~ge wurden 
in den Scheidetrichter B gebracht. Dort wurde die Vereinigte Methanol- 
10sung zweimal mit je 5 ccm Petrolfither geseh~ttelt, um ihr kleine Mengen 
Carotin zu entziehen. Diese beiden Petrol~itherausz~ge wurden vereint 
in einem Scheidetrichter C yon 50ccm Inhalt mit 10ccm 90%igem 
Methanol ausgeschfittelt. Nun wurden die Petrolfitherauszfige aus den 
Scheidetrichtern A und C vereint und zur vollstS.ndigen Entfernung von 
Methanol zweimal mit je 20 cem Wasser ausgeschiittelt. Die Petrol/ither- 
16sting wurde jetzt in einen 200 ccm Schliff-Erlenmeyer-Kolben gebracht 
und mit 1 bis 2 g was~erfreiem Natriumsulfat 'kurze Zeit gesch~ttelt. Nun 
wurde die L6sung vom Natriumsulfat abgegossen und letzteres mit ca. 
10 ccm Petrol~ither nachgewaschen. Marl bringt die Petrol~itherlOsung in 
einen 100cem Megzylinder mit Schliffstopfen und gibt unter 6fterem 
Schfitteln feinstpulverisiertes Kieselgel in kleineren Anteilen zu. Gut hat 
sich die yon den Gebr. Hermann, K61n-Ehrenfeld, hergestellte Kieselgel- 
sorte obiger Beschreibung bewfihrt. Das Kieselgel mug trocken sein und 
wird allenfalls vor der Verwendung auf 200 0 erhitzt. 

lm hohen Megzylinder setzt sich die geringe Menge Kieselgel sehr 
schnell ab, und man kann gut erkennen, warm die griinen Farbstoffe 
vom Kieselgel adsorbiert sind und die PetrolS.therl6sung rein gelb ge- 
worden ist. Dies ist meist nach einem Verbrauch yon 0,5 g Kieselgel der 
Fall. Nun Wurde :die Petrol/itherl6sung durch ein Allieh~sChes Rohr 
(Schott und Gen. Jena 15a G 3), auf dessen Sinterplatte man vor der 
Filtration:eine 2 mm dicke Schicht von Kieselgur aufgebracht und fest- 
gedrtickt hatte, unter gelindem Saugen filtriert. Das Kieselgel wurde mit 
ungeffihr 20ccm Petrol~ither nachgewaschen, his das Filtrat farblos ablief. 
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Dann wurde das Filtrat in einen MeBkolben yon t00ccm Inhalt oder 
in einen Met3zylinder gebracht und auf ein bestimmtes Volumen auf-' 
geffallt. Diese L6sung wurde zur kolorimetrischen Bestimmung im Stufen- 
photometer verwendet, die bet einer Schichtdicke yon 1 cni und dem 
Filter S 47 vorgenommen wurde. Ist der Carotingehalt gering, mul3 man 
mit gr613erer Schichtdicke kolorimetrieren und dies bet der Rechnung 
berticksichtigen. 

C. Z u s a m m e n s t e l l u n g  v o n  V e r g l e i c h s b e s t i m m u n g e n  n a c h  
d e r  S t a n d a r d m e t h o d e  u n d  n a c h  d e r  S e h n e l l m e t h o d e .  

Untersuchte Pflanzenart 

1. Brennesselbl~tter (frisch), September . . . 
2. RogkastanienblS.tter (frisch),September . . 
3. PlatanenblS.tter (frisch), September . . . .  
4. Tomatenbl/itter (frisch), Muster 1, September 
5. TomatenblS.tter (frisch), Muster 2, September 
6. Maisbl~tter (frisch), September . . . . . . .  
7. Fichtennadeln, Muster 1 . . . . . . . . .  
8. Fiehtennadeln, Muster 2 . . . . . . . . .  
9. Mohrr/iben, (frisch) . . . . . . . . . . .  

10. KastanienblS.tter, trocken -.  . . . . . . .  
11. Luzernepflanzen, troeken . . . . . . . .  
12. Luzernebliitter, trocken . . . . . . . . .  

Oehalt in mg Carotin pro 100g Pflanze 

A. Standardmethode 

16,67 16,76 
21,3 21,5 
11,3 11,0 
9,24 9,15 
5,91 5,87 

21,0 21,0 
8,25 8,20 
4,46 4,42 

15,75 15,92 
60,7 60,3 
3,80 3,87 

37,0 36,8 

B. Schnellmethode 

16,65 16,58 
21,0 21,0 
11,4 11,3 
9,15 9,07 
5,88 5,81 

20,8 21,01 
8,70 8,61 
4,83 4,75 

15,83 15,92 
60,9 60,6 
3,75 3,78 

39,7 39,8 

25 ccm einer L6sung von 0,760 mg Carotin in Petrol/ither wurden im 
MeBzylinder 30 Minuten mit 0,50 g Kieselgel, feinstpulverisiert, geschiittelt. 
Naeh dem Absetzen wurde in 1 ccm der L6sung das Carotin kolorimetrisch 
bestimmt. Es waren noch 0,543 mg Carotin enthalten, bzw. 0,217mg 
Carotin yon 0,5 g Kiesels~turegel adsorbiert worden. Nun wurde das 
Kieselgel auf eine Nutsche gebracht und mit Petrol~tther nachgewaschen, 
bis dieser v611ig farblos ablief. Das Filtrat wurde mit den 24ccm der 
dekantierten L6sung vereinigt und auf 50 ecru aufgeftillt. In dieser L6sung 
wurde das Carotin erneut kolorimetrisch bestimmt. Der Oehalt yon 
0,542mg entsprach 0,565mg Carotin in der ursprtinglichen L6sung, 
wenn man den zur 1. Bestimmung verwendeten 1 ccm durch Multiplikation 
mit z5/24 berficksichtigt. Es wurden al~o 0,195 mg Carotin nicht mit Petrol- 
5.ther auswaschbar adsorbiert. 

W~ihrend reines Carotin aus Petrolgttherl6sungen mit Kiesels~iuregel 
in betr~ichtlicher Menge adsorbiert wird, liegen die VerhNtnisse wesentlich 
gtinstiger, wenn in der L6sung auBer Carotin leichter adsorbierbare grtiffe 
Farbstoffe (Chlorophyl/e) und hydroxylhaltige gelbe Farbstoffe (Caro- 
tinoide) zugegen sind. Das Kiesels~iuregel nimmt dann erwartungsgem~iB 
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zuerst diese l~arbstoffe auf und adsorbiert dann das Carotin selbst in 
geringerer Menge. 

Die Beeinflussung der Analysenergebnisse~ durch die Anwendung 
gr6gerer Kieselgelmengen wird durch folgende Versuehe gezeigt : Frische 
Brennesselbl/itter (September), in denen nach der Standardmethode ein 
Qehalt yon '16,76 und 16,67 mg Carotin in 100 g gefunden worden war, 
wurden nach der Schnellmethode untersucht und dabei zur Adsorption 
der gr/inen Farbstoffe wechselnde Mengen Kieselgel zugegeben. 

Einwaage der BlOtter Kieselgel y-Carotin in l O O c c m  mgCarofin 
Petrol~ther 100 g BlOtter 

0,60 g 
0,60. 
0,60. 
0,60. 

0,50 g 
1,00. 
2,00. 
5,00. 

99,0 
79,4 
38,3 
25,0 

16,5 
14,2 
6,4 
4,2 

Nach den Ergebnissen dieser Versuche ist also ein 121berschuB von 
Kieselgel Zu vermeiden und der Endpunkt: der Zugabe des Adsorptions- 
mittels so zu w/ihlen, dab gerade alle grfinen Farbstoffe adsorbiert sind. 


