Uber eine Schnellmethode zur Bestimmung
des Carotins.
Von O. Hromatka und R. Kerl.
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Mit 1 Abbildung.
(Eingelangt am 12. April 1946. Vorgelegt in der Sitzung am 29. Mai 1947.)

Nach unseren heutigen Erkenntnissen wirken folgende Carotinfarbstoffe
als Provitamin A:

1. Die im gesamten Pflanzenreich verbreiteten Farbstoffe a-, 8- und
das seltener vorkommende y-Carotin.

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

3. Das in- Blaualgen aufgefundene Myxoxanthinl.

4. Die ebenfalls in Blaualgen vorkommenden Carotinfarbstoffe Aphanin
und Aphanicin®.

5. Das Echinenon?® der Seeigel.

Praktische Bedeutung als Vitamin-A-Quelle fiir Mensch und Tier hat
von all diesen Provitaminen nur das kurz als ,Carotin® bezeichnete
Gemisch von a-, - und y-Carotin, in dem das f-Carotin stets mengen-
miBig vorherrscht und auch biologisch am wichtigsten ist, weil es bei der
fermentativenn Spaltung im tierischen Organismus 2 Molekiile Vitamin A
liefert, wihrend aus den anderen Provitaminen nur ein Molekiil Vitamin A
entstehen kann. Wenngleich durch die wichtigen Untersuchungeh von
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Kuhn* und Karrer® die Trennung von o-, - und y-Carotin auf chromato-
graphischem Wege durchgefiihrt wurde und seither auch in vielen ana-
lytischen Bestimmungsverfahren. berficksichtigt wird, geniigt es fiir viele
praktische Bediirfnisse der Provitamin-A-Bestimmung in pflanzlichen
und tierischen Rohstoffen, die Bestimmung des ,Carotins® schlechtweg,
also ohne Trennung in a-, - und y-Carotin auszufithren. Dies umsomehr,
als beim Vergleich von chemisch bestimmtem Provitamin A und den
durch den Tierversuch gefundenen Mengen groBere Unterschiede z. B.
durch unterschiedliche Resorption auftreten als durch die geringere Wirk-
samkeit der kleinen Mengen o- oder y-Carotin.

Wegen der groBen Wichtigkeit des Vitamins A fiir die Ernihrung
wurden in den beiden letzten Jahrzehnten eine sehr groBe Zahl von
Analysenmethoden fiir das Provitamin A ausgearbeitet und verdffentlicht.
Uber die im Buche von F. Gstirner, Chemisch-physikalische Vitamin-
bestimmungs-Methoden, 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 Vollstindigkeit- — die neueren Arbeiten er-
wihnt werden.

Bei der’Carotinbestimmung werdén meistens die folgenden Arbeits-
ginge angewendet:

1. Die Extraktion der Farbstoffe aus dem Pflanzenmaterial.

2. Die Verseifung der im Extrakte vorhandenen Ester, also besonders
des Chlorophylls und der Farbwachse (Xanthophyllester).

3. Die Trennung des Carotins von den hydroxylhiltigen Carotinfarb-
stoffen (Xanthophyll) durch Entmischung zwischen Benzin und Alkohol.

4. Die weitere Trennung der Carotinfarbstoffe durch die chromato-
graphische Adsorptionsanalyse.

5. Die quantitative Bestimmung des nach 1 -4 isolierten Carotins.

Die Extraktion von Pigmenten aus pflanzlichem Material bietet an
sich keine Schwierigkeiten. Die besondere Empfindlichkeit des Carotins,
besonders gegen Oxydation, erfordert aber eine besondere Auswahl der
Losungsmittel, von denen z. B. gechlorte Kohlenwasserstoffe ungeeignet
sind, und eine vorsichtige und schnelle Extraktion unter milden Be-
dingungen. Seit den Arbeiten von Willstitfer und Stoll” wird als Ex-
traktionsmittel fiir die Pflanzenpigmente haufig bis in die neueste Zeit
Acefon allein oder zusammen mit anderen Losungsmitteln angewendet,
so von Russel, Taylor und Chichester®, von Miller®, Ferguson und
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Bishop®, Murri'', Zimmermann, Tressler und Maynard'?, sowie von
Petering zusammen mit verschiedenen Mitarbeitern3, endlich auch fiir
die industrielle Extraktion von Carotin aus Pflanzen von Schertz'%. Die
Extraktion der Pflanzenpigmente mit Aceton ist eigentlich nur dann
sinnvoll, wenn, wie bei Willstitter, auch das Chlorophyll, das in Aceton
gut loslich ist, bestimmt werden soll. Bei frischen Pflanzen hat Aceton
natiirlich noch den Vorteil, daB die Pflanzen durch das Lésungsmittel
entwissert werden, Aber letzteres erreicht man auch durch die Anwen-
dung von Methyl- oder Athylalkohol. Wihrend man das Aceton durch
Extraktion mit Wasser entfernen muB, konnen die alkoholischen L§-
sungen fiir die folgende Verseifung und Entmischung verwendet werden.
So wurde auch die Extraktion mit- Alkoholen mehrfach beschrieben,
z. B. durch RiickfluBkochen der Probe mit Alkohol von Bolin und Khala-
pur’® und von Moore's. Wie aber Menkel? {feststellte, bleibt der Riick-
stand von pflanzlichem Material nach der Extraktion mit Methano! noch
ziegelrot und gibt das Carotin erst bei der Behandlung mit Ather augen-
blicklich ab. Ather oder Petrolither (Notrmalbenzin, Skellysolve-Benzin
usw.) allein kann man zwar bei getrocknetem Pflanzenmaterial ver-
wenden. Schon im Jahre 1887 beschrieb Arraud® die Extraktion griiner
Pflanzen mit Petrolither; aber seine Angaben, da nur Carotin und
keine anderen Pflanzenpigmente von diesem Ldsungsmittel aufgenommen
werden, stimmen nicht, und man kann auch keineswegs durch eine
kolorimetrische Analyse der nicht vorbehandelten Petrolitherlosung den
Carotingehalt der Pflanzen bestimmen. L. Zechmeister'® trocknet das
Pflanzenmaterial vor der mit Ather ausgefiihrten Extraktion, L. Wolff20
verwendet zur Trocknung der Frischpflanzen wasserfreies Natriumsulfat
und extrahiert dann mit Petrolither. Giinstiger ist es auf jeden Fall, die
Extraktion der Pigmente durch gleichzeitige oder aufeinanderfolgende
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Extraktion mit Alkoholen (am besten Methanol) und Petrolither oder
Ather vorzunehmen, weil man dann, ohne ein drittes Losungsmittel
(Aceton) entfernen zu miissen, die Verseifung oder die Phasentrennung
anschlieBen kann. So arbeiten z.B. Kuhn und Brockmann?' und neben
vielen anderen Autoren in neuester Zeit Fujifa, Narita und Ajisaka??.
Von Moore und Ray Ely?® wurde endlich eine Schnellextraktion be-
schrieben, bei der unter Anwendung eines Riithrapparates die Extraktion
einer Analysenprobe mit einem Gemisch von 4 Teilen Alkohol und
3 Teilen Petrolither in 5 Minuten vollendet sein soll. Einen neuen Ge-
danken brachte die Arbeit von Kwhn und Bielig?*, in der das Carotin
aus den in frischen Pflanzen (Mohren) vorliegenden EiweiBsymplexen durch
den Zusatz der gleichen Menge einer 1,5 — 2,0 % igen Zephirollosung zum
Pflanzenbrei abgelost und dann mit Petrolather ausgeschiittelt wird.

Der zweite ArbeitsprozeB, die Verseifung, wird zweckmiBig zusammen
mit dem dritten Vorgang, der Enfmischung, behandelf. Denn die Ver-
seifung hat folgende Aufgaben:

a) Soll sie im Extrakt vorhandene Chlorophylle in Alkalichlorophyllide
verwandeln, die in w#Brig-alkoholischen Laugen 18slich, in Ather oder
Petrolither unléslich sind und sich durch ‘die folgende Entmischung
vom Carotin trennen lassen.

b) Nach der Feststellung von Borodin?5 lassen sich die Carotinfarb-
stoffe in alkohollosliche und benzinlosliche einteilen. Zu den ersteren
gehoren hydroxylhaltige Farbstoffe, die unter die Sammelbezeichnung
Xanthophyll oder Phytoxanthin fallen; zu letzteren die Kohlenwasserstoffe
Carotin, Lykopin, teilweise das eine einzige Hydroxylgruppe tragende
Kryptoxanthin und endlich die mit Carbonsiuren veresterten Xantho-
phylle, die sogenannten Farbwachse. Diese Farbwachse gehen bei der Ver-
seifung in Xanthophyll {iber, das jetzt bei der Verteilung in die Methanol-
schicht geht und von den Kohlenwasserstoffen getrennt werden kann.

c) Endlich erfaBt die Verseifung noch zngefirbte Ester (Fette, Wachse
usw.), die bei der Verteilung ebenfalls epiphasisch sein wiirden und ver-
hindert, daB durch die Gegenwart dieser Stoffe in der Petrolitherlésung
nachfolgende Vorginge, z. B. die chromatographische Adsorption, ge-
stort wiirden.

Man mufBl bei der Priifung der Frage, ob und an welcher Stelle des
Analysenganges man verseifen soll, sich die Aufgaben der Verseifung
vor Augen halten.

Kuhn wud Brockmann?®! wollen eine getrennte Bestimmung von Ca-
rotin usw., Xantophyll und Farbwachsen durchfithren. Daher wird zu-

21 R, Kukn und H. Brockmann, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 206, 41 (1932).
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35 . Borodin, Bull. Acad. Imper. Sci. St. Petersbourg 11,512 (1883); Bot. Ztg.
41, 577-179 (1883)
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erst die Entmischung vorgenommen, dann werden die Farbwachse der
Petrolitherschicht 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 Bestimmung des Carotins, nicht aber
auf die des Xanthophylls und der Farbwachse (Xanthophyllester) ankam.
Dies trifft auch fiir die im experimentellen Teil als-,Standardmethode”
beschriebene Analysenvorschrift zu, mit der die. Ergebnisse der neu ent-
wickelten Schnellmethode von uns verglichen \vurden In konsequenter
Weise kann aber auf die Verteilung vor der Verseifung verzichtet werden,
wenn es auf die getrennte Bestimmung der Xanthophyllester neben Xan-
thophyll nicht ankommt. Auf diese Weise arbeiten Deleano und Dick?S,
L. Zechmeister'S, Bolin und Khalapur's, L. Wolff?® und endlich auch die -
Standardmethode des Dinischen Landwirtschaftsministeriums (siehe bei
Lodi?T), Andere Autoren gehen noch einen Schritt weiter und unter-
werfen das Ausgangsmaterial vor oder gleichzeitig mit der Extraktion
der Verseifung mit alkoholischer Lauge und erreichen dabei wahrscheinlich
eine gute AufschlieBung der Pflanzenzellen, was besonders bei getrock-
netem "Pflanzenmaterial sehr wichtig ist. Solche Vorschriften finden wir
von Coward?8, Guilbert®, Ferguson und Bishop®, Peferson und Mit-
arbeiter 39, /l/Iooiz31 fiir griine Pflanzen angegeben, von Fraps und Kem-
merer®? fiir Mais und von Skurnik und Suhonen® fiir tierische Organe.
Pyke® schittelt bei einer Schnellbestimmung von Carotin in Grasmehl
das Grasmehl 5 Minuten im Zentrifugenglas mit Ather und 25 9 iger
methanolischer Kalilauge und zentrifugiert nachher. Es sei dahingestellt,
ob bei dieser Behandlung die vorliegenden Ester schon vollstindig ver-
seift sein konnen. Auch beim Petering-Wolman-Hibbard-Verfahren® und
seinen spiteren Modifikationen, bei denen das Chlorophyll aus dem Aceton-
extrakt der Pflanzenpigmente durch Behandeln mit einer konz. wiBrigen
Losung von Bariumhydroxyd oder durch Zugabe von Ba(OH), + 8 H,0O
zum - Extrakt als filtrierbarer Niederschlag entfernt wird, scheint es sich
weniger um eine verseifende Wirkung-der Barytlauge als vielmehr um
eine Absorptionswirkung oder um eine Salzbildung mit dem schon vorher
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enzymatisch verseiften Chlorophyll zu handeln. Eine Verseifung des Ace-
tonextraktes nimmt dagegen Miller35 in einer Schnellmethode vor.

Die Arbeitsweisen bei der Verseifung variieren; man verwendet ver-
schieden konzentrierte Losungen von Kalilauge in Methanol, das wegen
der Bestindigkeit der Losungen am .giinstigsten ist, oder Alkohol oder
Wasser und arbeitet lingere Zeit bei Zimmertemperatur oder kurze
Zeit bei Siedehitze.

Wesentlich ist es, bei der Verseifung die Luft méglichst auszuschlieBen,
am besten durch Uberleiten von Stickstoff. Dagegen ist die Verwendung
von Kohlensiure in Gegenwart von Kalilauge3 sicher unzweckmaﬁlg
Zu bemerken ist; dafl verschiedene Analysenvorschriften auf die Verseifung
iiberhaupt verzichten; in diesem Falle mufl die Abtrennung der Farb-
ester von anderen Operatlonen hauptsichlich der chromatographischen
Adsorption, iibernommen werden.

Die Entmischung wird seit den Arbeiten von Willstitter und Stoll?
fast immer in der gleichen Weise durch Ausschiitteln der Benzin- oder
Petrolitherlosung mit ungefihr. 90 % igem Methanol vorgenommen. Eine
genaue Untersuchung dieses Vorganges hat Miller35 vorgenommen. Er
stellte fest, daB man eine Methanolkonzentration von 89— 029, genau
einhalten muB, daB aber auch in diesem giinstigsten Falle noch 10 —-679
Xanthophyll in der Epiphase zuriickbleiben. Wiirde man aber mit 95 9, igem
Methanol arbeiten, so wiirde man durch die Aufnahme im Methanol 109,
Carotin verlieren. Um zu vermeiden, daB durch die gegenseitige Loslich-
keit von 90 ¢ igem Methanol und Petroldther zu groBe Konzentrations-
dnderungen eintreten, kann man ,Methanol, mit Petrolther gesattigt”
und ,Petrolather, mit Methanol gesittigt* anwenden?”. In neuerer Zeit
wurde auch vorgeschlagen, statt 90%1gem Methanol oder 859 igem
Alkohol als hypophasische Fliissigkeit eine Diacetonlésung (100 Vol.
Diaceton + 6 Vol. Wasser) anzuwenden 36, 37,

Die Mehrzahl der analytischen Verfahren bedient sich der Phasen-
trennung und die Ergebnisse sprechen voll dafiir, daB die dadurch be-
dingten Fehler entweder nicht groB sind oder sich kompensieren.

Immerhin verzichten manche Autoren auf diese Reinigungsoperation,
so z. B. Fraps und Mitarbeiter3® und Bofforn und Common®.

In diesem Falle muB dann die chromatographische Adsorption auch
die sonst der Phasentrennung zufallenden Reinigungsoperationen leisten.
Bei der Anwendung dieser. Methode fiir analytische Zwecke haben wir
vor allem klarzustellen, ob durch sie, so wie es urspriinglich von Tswe#f

85 E.S. Miller, ]. Amer. chem. Soc. 57, 347 — 49 (1935); Chem. Zbl. 1935 1L, 2711.

3% D.M. Heastedt 1. W. Porter und W, H. Peterson, Ind. Eng. Chem. anal. Edit.
11, 25658 (1939) Chem. Zbl. 1939 11, 2183,

3T W L. szmermarm D. K. Tressler und L.A.Maynard, Food Res. 5, 03 —101
(1940); 6, 5768 (1941), Chem. Zbl. 1941 I, 2743; 1941 II, 1874.

3 G. 5. Fraps, A. R. Kemmerer und 8. M. Greenberg, J. Assoc off. agric. Che-
mists 23, 659 — 62 (1940); Chem. Zbl. 1941 1, 592,

%9 . Bolton und R. H. Common, Nature (London) 148, 373 (1941); Chem. Zbi.
1942 11, 474; J. Soc. chiem. Ind,, 61, 50~51 (1942); Chem. Zbl. 1942 11, 2325,
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gemacht wurde, eine grobe Abtrennung von Farbstoffgruppen: erfolgen
soll, bei der wir dann die Kohlenwasserstoffe--unter den Carotinoiden
zusammen vorfinden, oder ob eine Trennung von Lykopin. und Carotin
oder endlich eine solche von o~ - und y-Carotin erreicht werden soll.
Fiir die letzteren Zwecke wurde von Kukr und Mitarbeitern* Fullererde,
Fasertonerde und Aluminiumoxyd, von Karrer4® Calciumhydroxyd an-
gewendet. Besonders das nach Brockmann standardisierte Aluminiumoxyd
wurde in der Zukunft wegen seiner leichten Handhabung in Zzahlreichen
Analysenmethoden angewendet, so von Kuhn und Brockmann?\, Pfaff
und Pfiitzer*', Zechmeister?, Emmerie und Wolff*? und vielen anderen:

Als Losungsmiitel fiir die Carotinoide werden verschiedene Benzin--
fraktionen und Gemische aus Benzin-Benzol verwendet, den Zusatz von
39 Aceton zum Benzin empfiehlt Seaber®3. Auch Calciumhydroxyd wurde,
obwohl es sich viel schlechter -handhaben 14Bt, bei verschiedenen Ana-
lysenvorschriften vorgeschlagen, in jiingster Zeit von Fwjifa und Mit-
arbeitern?2,

In einer interessanten Arbeit untersuchten v. Euler und Gard** zahl-
reiche Adsorptionsmittel fiir die Trennung der Carotinoide, so Magnesium-
oxyd, tertiires Magnesiumphosphat, Calciumoxyd, Calciumcarbonat, Eisen-
oxyd, Aluminiumoxyd, javanischen Ton und Ceroxyd. Magnesiumoxyd
und Magnesiumhydroxyd wurde von Sfrain® als Adsorptionsmittel vor-
geschlagen, und zwar sowohl zur Trennung von o- und f(-Carotin als
auch zur Trennung des ,Carotins” von anderen Pigmenten, wie Lycopin,
Xanthophyll und Chlorophyll. Sfrain verwendete als Losungsmittel auch
gechlorte Kohlenwasserstoffe und als Triger fiir das Magnesiumhydroxyd
Kieselerde und Magnesiumsilicate. Das Magnesiumoxyd wurde in der
Folgezeit von Bukin und Murri*® zur Trennung von Carotin'und Lykopin
herangezogen und in einer eigens hergestellten, Magnesiumcarbonat ent-
haltenden Form von Fraps und Mitarbeitern3?47. Zur Carotingewinnung
verwendete Lindgquist-Ryssakowa*® die Adsorption an einer aus Magne-

0 P Karrer und O. Walker, Helv. chim. Acta 16, 641 (1933).

4 C. Pfaff und G. Pfiitzer, 7. angew. Chem. 50, 179 (1937).

42 A, Emmerie und L. K. Wolff, Acta brevia neerland Physiol. Pharmacolog.
Microbiolog. 8, 88--89 (1938); Chem. Zbl. 1939 I, 5018.

< WM. Seaber Analyst. 63, 266 — 78 (1940); Chem. Zbl. 1941 1, 1240.

4 FH_ V. Euler und U. Gard, ’Ark. Kemi. Mineral. Geol. Abt. B 10 Nr.19,1=6
(1931); Chem. Zbl. 1932 1, 1544,

s'H. H. Strain, ]. Biol. Chem. 105, 523 - 35 (1934); 111, 85—93 (1935); 127,
191—-201 (1939); Chem. Zbl. 1935 I, 1066 1936 I, 4167; 1939 11, 1675. ]. Amer.
chem. Soc. 63, 3448~ 52 (1941); Chem. Zbl. 19421[ 1126.

4 W. N. Bukin und I. K. Murrz Bull. app!. Bot. Genetlcs Plant Breeding Nr. 8
(1935); Chem. Zbl. 1937 1, 2204.

73, S. Fraps und A. R Kemmerer, ]. Assoc. off. agric. Chemists 22, 19005
(1939); Chem. Zbl. 1939 II, 962; News Edit. Americ. chem. Soc. 19, 846 —47 (1941);
Chem. Zbl. 1942 11, 564; G S. Fraps A. R. Kemmerer und S. M. Greenberg, Ind.
Eng. Chem. anal. Edlt 12 16—18 (1940); Chem. Zbl. 1940 I, 3762; J. Assoc. off.
agric. Chemists 23, 422 — b5 (1940); Chem. Zbl. 1941 I, 674; J. Assoc. off. agric,
Chemists 23, 659 — '62 (1940y; Chem. Zbl. 1941 I, 592.

“® E. V. Lmdqulst “R yssakowa; Proc. sci. Inst. Vitamin Res. UdSSR 1, 216-23
(1936); Chem. Zbl. 1937 I, 4816.
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siumchlorid und Ammoniak hergestellten Fillung; Rosenberg*® fillt Carotin
aus Mohrriibensaft mit Magnesiumchlorid, nachdem er in einer fritheren
Mitteilung®® die Fallung mit einer aus Bleioxyd und Bleiacetat hergestellten
Probe vorgenommen hat. Als weitere Adsorptionsmittel wurden. vorge-
schlagen: sekundires Calciumphosphat von Moore'®, Bolfon und Com-
mon3%; Kreide zur Trennung von Carotin und Lykopin von Coward?s,
Hydroraffin K, von Marcussen>! zur Trennung von Carotin und Vitamin A
aus Chloroformlésung. In einer gréBeren Zahl von Arbeiten beschrieben,
wie. schon frither kurz erwihnt, Pefering und Mitarbeiter?® die Verwen-
dung von .Bariumhydroxyd als Adsorptions- bzw. Fillungsmittel fiir
Chlorophyll. Das Carotin geht dabei in das Acetonfiltrat.

Natiirlich hat auch die chromatographische Trennung auf die eine
oder andere Art ihre Schwierigkeiten — erhohter Zeit und Losungsmittel-
bedarf — und Fehlerquellen, die man in Carotinverlusten oder in Ver-
inderungen des Carotins — Isomerisierung durch das Adsorptionsmittel —
erblicken kann. Willstaedt und With52 bestimmen diese Fehler als recht
betrichtlich.

Es ist unter diesen Umstinden begreiflich, -daB manche Analysen-
methoden, so die dinische Standardmethode, keine chromatographische
Trennung anwenden. Hingegen betonen Svarhof und Dam3® die Not-
wendigkeit der chromatographischen Trennung, fithren aber zum Aus-
gleichi der Fehlerquellen bestimmte Faktoren ein.

Die fiinfte Operation, ndmlich die Bestimmung des nach der einen
oder anderen Weise in Losung erhaltenen Carotins, kann kiirzer behandelt
werden, obwohl auch hier eine sehr reiche Literatur vorliegt. Hier liegen
die Verhilinisse so, daB sich die auf der Oxydation mit Chromsiure
beruhende chemische Methode von Deleano und Dick?6 gegeniiber den
auf der Farbmessung beruhenden Methoden nicht durchsetzen konnte.
Die Messung der Farbintensitit wurde anfangs durch den Vergleich mit
Kaliumbichromatldsungen ausgefithrt. Krogis®* stellte die py-Abhingigkeit
dieses Standards fest und verwendete Kaliumbichromat in Gegenwart eines
Phosphatpuffers. Auch Azobenzol wurde als Standardlésung zum Kolori-
metrieren herangezogen>s.

In neuerer Zeit hat aber die Absolutkolorimetrie mit dem Stufen-
photometer immer mehr in alle Laboratorien Eingang gefunden und es
wurden verschiedentlich Eichkurven und Umrechnungsfaktoren ver-
offentlicht. Die Messung wird oftmals mit der elekirischen Photozelle
vorgenommen. Wihrend diese photometrischen Methoden bestimmt in

49 @G. J. Rosenberg, Russ. P. 48316 (1935); Chem. Zbl. 1937 1I, 108.

50 G._J. Rosenberg, Bull. Soc. Chim. biol. (Moskau) 16, 1761 (1934); Chem. Zbl.
1935 1, 3806.

5t E, Marcussen, Danks Tidsskr. Farmac. 12, 217—25 (1938); Chem. Zbl.
1939 1, 165. )

52 1. Willstaedt und T. K. With, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 253,40 (1938).

53 K. Svanhof und H. Dam, Z. Vitaminforsch. 11, 361 =72 (1941); Chem. Zbl.
1942 11, 799.

54 A. Krogis, Biochem. Z. 287, 12634 (1930).

55 R. Kuhn und H. Brockmann, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 206, 43 (1932).
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der Ausfiihrung die einfachsten sind, wird auch auf die spektrophoto-
metrische Methode oftmals zuriickgegriffen. Es sei hier besonders :auf
die Arbeiten von Millerst verwiesen, der aufler genauen Angaben {iber
die Adsorptionsspektren der Carotinoide auch ihre Anwendung fiir die
analytische Bestimmung von bindren und terndren Carotinoidgemischen
beschreibt.

Trotz — oder vielleicht gerade wegen — dieser duBerst umfangreichen
Literatur iiber die Bestimmung des Carotins ist es zunichst nicht leicht,
ein einfaches und schnell ausfithrbares Verfahren zu finden, 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 moglichst rasch
auszufithren hatten. Bei einer kritischen Betrachtung der Literatur, wie
wir sie oben in Kiirze versucht haben, und durch zahlreiche Versuche,
itber die hier nicht berichtet werden soll, kamen wir zur Ansicht, da man
die Extraktion und die Verteilung mit Methanol und. Petrolither bei-
behalten solle und diese Arbeitsginge auch ziemlich rasch ausfiihren
kann; dagegen miifite auf die linger dauernde Verseifung. unbedingt
verzichtet werden. In der nach der Verteilung zwischen Methanol und
Petrolather erhaltenen Petrolitherlosung befand sich nun praktisch alles
Carotin, aber es waren noch groBere Mengen Chlorophyll und gelbe
Farbstoffe (Xanthophyllester) zugegen. Folglich muBte ein weiterer Ar-
beitsprozeB, und zwar die selektive Adsorption, diese Trennung f{iber-
nehmen. Wir versuchten zuerst, die Adsorption auf der Siule von-Alu-
miniumoxyd nach Brockmann auszufithren. Dies bietet aber zwei Nach-
teile:

1, wird Chlorophyll und seine griin gefarbten Umwandlungsprodukte
vom Aluminiumoxyd nicht sehr intensiv adsorbiert und braucht deshalb
eine ziemlich breite obere Zone;

- 2. tritt im obersten Teil der Siule leicht eine Verstopfung durch die
festgehaltenen Farbstoffe ein, die das weitere DurchflieBen oder Durch-
saugen der Farbstofflosung in listiger Weise verlangsamt und sich nur
durch vorsichtiges Umrithren und Abheben der obersten Zone be-
kimpfen 14B8t..

Wir suchten daher nach besser geeigneten Adsorptionsmitteln fiir die
Adsorption der griinen Farbstoffe und fanden, daB das Kieselgel, feinst
gepulvert, der Firma Gebr. Hermann, Koln-Ehrenfeld das Chlorophyll
intensiv adsorbiert und also den unter 1. genannten MiBstand iiber-
winden 14B8t. Dagegen war es viel schwieriger, mit Kieselgel gleichmiBige
Adsorptionssdulen herzustellen als mit dem standardisierten Aluminium-
oxyd. Da aber ein so ausgeprigter Unterschied in der Adsorption des

5 E. S. Miller, Plant. Physiol. 9, 179, 681—84, 6903—94 (1934); Chem. Zbl.
1935 11, 2961 ; 1936 I, 784; Bot. Gaz. 96,447 — 67 (1935); Chem. Zbl. 1935 I, 3544);
Plant. Physiol. 12, 667 —84 (1937); Chem. Zbl. 1938 I, 4655; Cereal Chem. 15,
310—16 (1938); Chem. Zbl. 1938 II, 2363; Plant. Physiol. 12, 66 (1937); E. S.
Miller, G. Mackinney und F. F. Zscheile jr., Plant. Physiol. 10, 375—81 (1935);
Chem. Zbl. 1936 1, 564.

10*
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Chlorophylls und des Carotins. auf Silicagel bestand, versuchten wir ohne
Anwendung des Tsweffschen DurchfluBverfahrens auszukommen. Und es
gelang tatsichlich, durch~langsames Eintragen von Kieselgel in die Pe-
trolathertosung der Farbstoffe zuerst die griinen Farbstoffe, gleichzeitig
aber auch die Xanthophyllester zu adsorbieren. Wihrend Kieselgel "aus
reinen Carotinlosungen in Petrolather betrichtliche Mengen von Carotin
adsorbiert, ist” die Adsorptionsfihigkeit des mit Chlorophyll- bedeckten
Kieselgels fiir Carotin viel geringér. Mindestens kann. man durch ein
nachfolgendes Waschen mit Petroldther eventuell festgehaltene Carotin-
mengen so vollstindig eluieren, daB man nach dieser. Methode "eine
guantitative Bestimmung "des Carotms im Filirate vornehmen kann.

Damit' war ‘aber gleichzeitig' die zeitraubende Operation des Vor-
bereitens der Adsorptionssiule, des Chromatographierens und Eluierens
durch das rasche Eintragen kleinerer ‘Mengen Kieselgel, Filtrieren und
Nachwaschen der Losung ersetzt. Wir halten uns daher berechtigt, diese
Arbeitsweise  unter der Bezeichnung einer ,Schnellmethode® den Fach-
genossen bekanntzumachen. Die Zuverlassigkeit der Methode haben wir
dadurch erhirtet, daB wir sie mit einer Bestimmungsmethode verglichen,
die Phasentrennung, Verseifung und chromatographische Trennung ver-
wendet und sich im wesentlichen an die Arbeitsweise von Kuhr und
Brockmann?t anschlof. Wir haben diese Vergleichsmethode bei unserer
Arbeit als ., Standardmethode” "bezeichnet und im Versuchsteil noch-
mals ausfithrlich ‘beschrieben. In. einer Tabelle des Versuchsteiles sind
die Ergebnisse solcher Vergleichsversuche bei verschiedenen griinen
Pflanzenteilen angegeben und sie konnen wohl als befriedigend gelten.
Die Ubereinstimmung hat sich iibrigens auch in zahireichen anderen
Bestimmungen, die hier nicht verdffentlicht werden, in gleicher Weise
erwiesen.

Nun wollen wir uns aber den Fehlermoglichkeiten und der Anwen-
dungsbreite der Schnellmethode zuwenden:

a) Bei der Standardmethode haben- wir die stufenphotometrische Mes-
sung des Carotins in Atherlésung vorgenommen, bei der Schnellmethode
dagegen 'in Petrolatherlosung. Wir haben durch Vergleichsversuche an
eingewogenen Carotinlosungen festgestellt, daB beim Filter S 47 der
Unterschied unbedeutend ist. Aus ‘diesem Grunde und weil die Ablesung
unseres Erachtens leichter ist, haben wir fiir alle Bestimmungen S 47
verwendet, obwohl von manchen Autoren S.45 bevorzugt wird.

b) Petrolither ist als Losungsmittel fiir Carotin gut geeignet. Wir
haben durch zahlreiche quantitativé Versuche festgestellt, daB es in diesem
Lésungsmittel besser haltbar ist als in peroxydfreiem Ather und natitrlich
viel besser als in gechlorten Kohlenwasserstoffen. Es-mufi aber peinlichst
dafiir gesorgt werden, daB der Petrolither frei von Ather ist und vor.
der Anwendung des Silicagels- durch griindliches Waschen der Lésung
mit ‘Wasser vom Methanol befreit wird, da sonst die Adsorption des
Chlorophyll‘s nicht glatt erfolgt: Dagegen ist das Siedeintervall des Petrol-
ithers' — wir, verwenden im allgemeinen Sdp 40— 70% — oder der Ge-
halt cychscher Kohlenwasserstoffe von geringer Bedeutung



Uber eine Schnellmethode zur Bestimmung des Carotins. 149

c) Da wir schon erwihnt haben, das frisches Kieselgel Carotin ad-
sorbiert, ist.es’ notwendig, nur soviel. Kieselgel zuzugeben; als ziir. Ad-
sorption der griien  Farbstoffe ausreicht. Eine Zusammenstellung .im
Versuchsteil zeigt dén EinfluB groBerer Mengen Kieselgel auf die Ana-
lysenergebnisse. Im allgemeinen kommt man mit 0,5'g Kieselgel aus. Bei
einiger Ubung 1aBt sich der Endpunkt fiir den. Zusatz ‘des Kieselgels
sehr genau finden.

d) Wir priiften auch die Frage, wieweit die Schnellmethode auf
Pflanzenteile (z. B. Tomaten) angewendet werden kann, die groBere
Mengen Lykopin neben Carotin enthalten. Das Lykopin wird als Kohlen=
wasserstoff ‘von dhnlicher Struktur wie das Carotin von Kieselgel in
ahnlich geringer Weise adsorbiert wie Carotin. Die Filtrate unterscheiden
sich von reinen Carotinlosungen durch die rétere Farbe, was dadurch
besonders ~ deutlich -wird, daB die Adsorption beim Filter S 51 grofer
ist als beim Filter S 47. Um Carotin und Lykopin in sclchen Lisungen
zu bestimmen, miiBte man sie chromatographisch auf MgO oder AL,O,
trennen oder aber die Bestimmung spektrographisch vornehmen. Man
wird aber in diesen seltenen Fillen besser tiberhaupt auf die Schnell-
methode verzichten und nach der Verseifung und Phasentrennung
chromatographieren. In diesem Zusammenhange sei bemerkt, daB wir
bei der Untersuchung von griinen Tomatenblattern kein Lykopin, son-
dern nur Carotin fanden (chromatographische Trennung, Mischchromato-
gramme, Stuphometrieren mit den Filtern' S 43, S 45, S47, S51); dement-
sprechend stimmen. auch die Werte zwischen Standard- und Schnell-
methode gut iiberein.

e) Da in der Margarine und anderen Nahrungsmitteln das natiirliche
Carotin der Butter durch synthetische Farbstoffe ersetzt wird, haben wir
auch gepriift, ob, wie zu vermuten war, mit deér vorliegenden' Schnell-
methode. eine eindeutige . Unterscheidung vorgenommen werden kann.
Es zeigte sich, daB der jetzt verwendete Butterfarbstoff IiR neu zwar
in Petrolather 16slich . ist, aber bei der Phasentrennung vollstindig von
90 % igem Methanol anfgenommen wird. AuBerdem wurde er aus der
Petrolatherldsung schon durch ganz geringe Mengen Kieselgel vollstindig
adsorbiert. ES kann also eine Verwechslung von Carotin und Butterfarb-
stoff IR neu niemals eintreten.

Experimenteller Teil.

A. Genane Beschreibung der zum Vergleich herangezogenen
Arnalysenmethode (Standardmethode).

Die Einwaage der Pflanzenteile richitet sich nach dem erwarteten
Carotingehalt des Ausgangsmaterials. Sie betrigt bei trockenen Blittern
0,10-0,15¢, bei trockenen Stengeln 1,0—1,5g, bei frischen Blittern
0,5-0,8g, bei frischen Stengeln 3,0 —3,5g. Zur Erzielung von- eiri-
heitlichen Durchschnittsproben wurde bei trockenen Pflanzenteilen eine
groBere Menge — ungefihr 50g — zuerst grob, dann- mit einer Schlag-
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kreuzmithle so fein zerrieben, daB sich das Pulver vollstindig durch
ein Sieb mit 576 Maschen pro qcm absieben lieB. Bei frischen Pflanzen
wurden ungefihr 100g mit der Schere fein zerschnitten.

Die Extraktion der Farbstoffe erfolgte in einer Reibschale von ca. 8 cm
Durchmesser. Trockenes Pflanzenpulver wurde mit 10 ccm Methanol
verriecben und die Losung ~durch eine Jenaer Glasfilternutsche 11 G 3
abgesaugt. Der Riickstand wurde mit 10 ccm Petrolather vom Siede-
intervall 40 — 700 verrieben und die Losung wieder abgesaugt. Die ab-
wechselnde Behandlung mit je 9—10ccm Methanol und Petrolither
wurde noch viermal, also bis zum Verbrauch von 45 ccm Methanol und
50 ccm Petrolather fortgesetzt War beim Absaugen viel Pflanzenmaterial
auf die Nutsche gelangt, wurde es vor der weiteren Extraktion mit
einem Spatel in die Reibschale zurtickgebracht. Bei der- Verarbeitung
yon frischen Pflanzen wurde zum Verreiben die gleiche Gewichtsmenge
mit Salzsiure gewaschener und gegliihter Seesand zugegeben.

Das Filtrat wurde in einen zylindrischen, graduierten Scheidetrich-
ter A von 150 ccm Inhalt gebracht und mit wenig Petrolither nachge-
spiillt. Nun wurde so viel Wasser zugesetzt, daB die Methanollosung
90%1g wurde, bei trockenen Pflanzen also 5,0 ccm, bei grilnen etwas
weniger. Die Losung wurde vorsichtig, um Emulsmnsblldung zu ver-
meiden, geschiittelt und eine scharfe Trennung der Schichten abgewartet,
was manchmal lange dauert. Die Methanolschicht wurde dann in einen
Scheidetrichter B abgelassen, Die Petrolitherschicht im Scheidetrichter A
wurde noch zwei bis dreimal mit je 20 ccm 90 %igem Methanol gewaschen
bis dieses farblos blieb. Auch diese Methanolausziige wurden -in den
Scheidetrichter B gebracht. Dort wurde die vereinigte Methanollosung
zweimal mit je 5ccm Petrolither geschiittelf, um ihr kleine Mengen
Carotin zu entziehen. Diese beiden Petrolitherausziige wurden vereint
in einem Scheidetrichter C von 50 ccm Inhalt mit 10 ccm 90%igem
Methanol ausgeschiittelt.

Die Petrolitherlosungen aus den Scheidetrichtern A und C wurden in
einen Jenaer Enghals-Erlenmeyer-Kolben mit Normalschliff, 200 ccm Inhalt,
Schott und Gen. 4090, gebracht, mit dem gleichen Volumen einer alko-
holischen Kalilauge (5 g Kaliumhydroxyd in 100 ccm 96 %igem Alkohol
geldst) vermischt und drei Stunden auf 40° erwirmt.

Nach dieser Verseifung wurde die Lésung in einen graduierten
Scheidetrichter von 150 cem Inhalt gebracht, mit etwas Petrolither nach-
gespillt und pro ccm'der verwendeten alkoholischen Kalilauge 0,20 ccm
Wasser zugesetzt. Nach der Trennung der Schichten und. Ablassen der
wiBrig-alkoholischen Unterschicht wurde die Petrolitherlésung mit je:
20 cem 90%igem Methanol so oft, im allgemeinen zwei- bis viermal,
ausgeschiittelt, bis die Methanollésung farblos blieb. Um Reste von
Methanol aus der Petrolitherlosung zu entfernen, wurde sie einmal mit
20 ccm Wasser ausgeschiittelt. Hierauf wurde die Petrolitherlosung in
einen Enghals-Erienmeyer-Kolben mit Normalschliff — Scho#t und Gen.
4090 — von 100 ccm Inhalt gebracht, mit etwas Petrolither nachgespiilt
und mit 1—2g Natriumsulfat getrocknet. Die Petrolitherlosung wurde
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nicht filtriert, sondern vom Natriumsulfat vorsichtig in das Chromato-
graphierrohr, das in iblicher Weise mit einer Schicht von 7 cm Hohe
und 1 cm Durchmesser Aluminiumoxyd nach Brockmann, also ca. 6 g, her-
gestellt und mit Petrolither befeuchtet worden war, aufgegossen und mit
30 ¢cm Petrolither nachgewaschen.

Durch ganz schwaches Saugen wurde 701 $¥7
das DurchilieBen beschleunigt. ol
Das "Aussehen des Chromato- ik

gramms war je nach den verwen-
deten Pflanzen verschieden. In jedem 471
Falle war das Carotin als unterste |
Schicht zu finden, wovon man sich
durch das Mischchromatogramm mit
reinem Carotin (berzeugen kann. 44
Beim angegebenen Verfahren etfolgt ;|
die Trennung in o-, 3- und y-Carotin
noch nicht. Auf sie wurde bewuBt ?
verzichtet. Nach der mechanischen 47}
Abtrennung eventuell vorhandener  ,Wliicioiiiritatantosie
oberer Farbzonen wurde die Carotin- A N P A
schicht mit einigen ccm Ather eluiert, 7 B~ Cordtirfem

das gelbe Filtrat je nach dem Carotin- Abb. 1.

gehalt auf 25 cem oder 10 ccm mit  Eichkurve von Carotin nach Willstaedt
Ather aufgefillt und im Stufen- und Jensen; fiir 1 cm Schichidicke,
photometer im allgemeinen bei 1 cm

Schichtdicke und dem Filter S 47 kolorimetriert. Die Berechnung des
Carotingehaltes im ccm der kolorimetrierten Losung erfolgt nach der von
Willstaedt und fensen® angegebenen FEichkurve (Abb. 1) bzw. durch
Rechnung nach folgendér Formel:

A (Anzahl y-Carotin in 1cem Losung)=446X%
100

k wird entweder am Stufenphotometer abgelesen oder aus den Werten
von D % nach einer Tabelle gefunden.
Der Gehalt von 100 g des untersuchten Pflanzenmaterials G ergibt

sich dann nach der Formel:
G=100AXL

S
(L=ccm der Atherldsung, S =g Einwaage der Pflanzen).

B. Genaue Beschreibung der Schnellmethode.

Auch hier richtet sich die Einwaage der Pflanzenteile nach ihrem ver-
mutlichen Carotingehalt, wird aber zweckmiBig etwas hoher gehalten,
da man das Kolorimetrieren in 100 ccm Petrolitherlésung, also in einer

51 H. Willstaedt und Bekrnts Jensen, Z.Vitaminforsch. 9, 8 (1939).



152 O. Hromatka und R. Kerl:

viel verdiinnteren Losung vornimmt als bei der - Standardmethode. So
sind von trockenen Blattern 0,4 bis 0,6 g, bei trockenen Stengeln 2,0 bis
5,0 g, bei frischen Blattern 0,6 bis 2,0g und bei -frischen Stengeln
3,0 bis 6,0 g einzuwigen.

Natiirtich kann man auch mit kleineren Einwaagen das Auslangen finden
und dafiir die kolorimetrische Messung im Stufenphotometer bei einer
groBeren Schichtdicke als 1cm vornehmen, »

Die Extraktion der Farbstoffe aus-deti Pflanzenteilen erfolgte genau
wie bei der Standardmethode durch abwechselndes Behandeln mit Petrol-
dther und Methanol in der Reibschale, eventuell in Geégenwart von ge-
glihtem und gewaschenem Seesand: Die Trennung der Ausziige vom
Pflanzenpulver - erfolgte durch Absaugen mittels der Jenaer Glasfilter-
nutsche 11 G 3.

Nun wurden die gesammelten Filtrate in einen zylindrischen, gra-
duierten Scheidetrichter von 150 c¢m Inhalt gebracht, mit wenig Petrol-
dther nachgespiilt, mit soviel Wasser versetzt, da die Methanollgsung
90 % ig wurde, bei trockenen Pflanzen also mit 5ccm, bei frischen mit
entsprechend weniger. Nach vorsichtigem Schiitteln wurde eine voll-
stindige Abtrennung der Schichten abgewartet. Die Methanolschicht wurde
in einen Scheidetrichter B abgelassen. Die Petroldtherschicht im Scheide-
trichter A wurde noch 2- bis 3mal mit je 20ccm 909 igem Methanol
gewaschen, bis dieses farblos blieb; auch diese Methanolausziige wurden
in den Scheidetrichter B gebracht. Dort wurde die vereinigte Methanol-
_16sung zweimal mit je 5 ccm Petrolither geschiittelt, um ihr kleine Mengen
Carotin zu entziehen. Diese beiden Petrolitherausziige wurden vereint
in einem Scheidetrichter C von 50ccm Inhalt mit 10ccm 90 9% igem
Methanol ausgeschiittelt. Nun wurden die Petroldtherausziige aus den
Scheidetrichtern A und C vereint und zur vollstindigen Entfernung von
Methanol zweimal mit je 20 ccm Wasser ausgeschiittelt. Die Petroldther-
lsung wurde jetzt in einen 200 ccm Schliff-Erlenmeyer-Kolben gebracht
und mit 1 bis 2 g wasserfreiem Natriumsulfat kurze Zeit geschiittelt. Nun
wurde die Losung vom Natriumsulfat abgegossen und letzteres mit ca.
10 cern Petroldther nachgewaschen. Man bringt die Petrolatherldsung in
einen 100 ccm MeBzylinder mit Schliffstopfen und gibt unter o6fterem
Schiitteln feirstpulverisiertes Kieselgel in kleineren Anteilen zu. Gut hat
sich die von den Gebr. Hermann, Koln-Ehrenfeld, hergestellte Kieselgel-
sorte obiger Beschreibung bewihrt. Das Kieselgel muB trocken sein und
wird allenfalls vor der Verwendung auf 20009 erhitzt.

Im hohen MeBzylinder setzt sich die geringe Menge Kieselgel sehr
schnell ab, und man kann gut erkennen, wann die griinen Farbstoffe
vom Kieselgel adsorbiert sind und die Petrolitherlosung rein gelb ge-
worden ist. Dies ist meist nach einem Verbrauch von 0,5 g Kieselgel der
Fall. Nun wurde ‘die. Petrolitherlosung durch ein Alliehnsches 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-
gedriickt hatte, unter gelindem Saugen filtriert. Das Kieselgel wurde mit
ungefihr 20 ccm Petrolither nachgewaschen, bis das Filtrat farblos ablief.
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Dann wurde das Filtrat in einen MeBkolben von 100ccm Inhalt oder
in einen MeBzylinder gebracht und auf ein bestimmtes Volumen auf:
gefiillt. Diese Losung wurde zur kolorimetrischen Bestimmung im Stufen-
photometer verwendet, die bei einer Schichtdicke von lem und dem
Filter .S 47 vorgenommen wurde. Ist der Carotingehalt gering, muBl man
mit groBerer Schichtdicke kolorimetrieren und dies bei der Rechnung
berticksichtigen.

C. Zusammenstellung von Vergleichsbestimmungen nach
der Standardmethode und nach der Schnellmethode.

Gehalt in mg Carotin pro 100g Pflanze

Untersuchte Pflanzenart -
A. Standardmethode | B. Schnellmethode

1. Brennesselblitter (frisch), September . . .| 16,67 16,76 16,65 16,58
2. RoBkastanienblitter (frisch), September . . 21,3 215 21,0 210
3. Platanenblitter (frisch), September . . . .| 11,3 11,0 11,4 113

4, Tomatenblitter (frisch), Muster 1, September 9,24 9,15 9,15 - 9,07
5. Tomatenblitter (frisch), Muster 2, September 591 587 588 581

6. Maisblatter (frisch), September . . . . . .| 21,0 210 20,8 - 21,0
7. Fichtennadeln, Muster't . . . . . . . . . 8,25 8,20 8,70 8,61
8. Fichtennadeln, Muster 2. . . . . . . . . 4,46 4,42 483 4,75
9. Mohrriiben, (frisch) . . . . . . . . . .. 15,75 15,92 15,83 15,92
10, Kastanienblitter, trocken -, . . . . . . . 60,7 60,3 60,0 60,6
11. Luzernepflanzen, trocken . . . . . . . . 3,80 3,87 37 3,78
12. Luzerneblitter, trocken . . . . . . . . . 370 368 39,7 39,8

25 cem einer Losung von 0,760 mg Carotin in Petrolither wurden im
MeBzylinder 30 Minuten mit 0,50 g Kieselgel, feinstpulverisiert, geschiittelt.
Nach dem Absetzen wurde in 1 cem der Losung das Carotin kolorimetrisch
bestimmt. Es waren noch 0,543 mg Carotin enthalten, bzw. 0,217 mg
Carotin von 0,5g Kieselsiuregel adsorbiert worden. Nun wurde das
Kieselgel auf eine Nutsche gebracht und mit Petroldther nachgewaschen,
bis dieser vollig farblos ablief. Das Filtrat wurde mit den 24 ccm der
dekantierten Losung vereinigt und auf 50 ccm aufgefiillt. In dieser Losung
wurde das Carotin erneut kolorimetrisch bestimmt. Der Gehalt von
0,542 mg entsprach 0,565 mg Carotin in der urspriinglichen Ldsung,
wenn man den zur 1. Bestimmung verwendeten 1ccm durch Multiplikation
mit 25/,, beriicksichtigt. Es wurden also 0,195 mg Carotin nicht mit Petrol-
ather auswaschbar adsorbiert.

Wihrend reines Carotin aus Petrolatherlosungen mit Kieselsiuregel
in betrachtlicher Menge adsorbiert wird, liegen die Verhéltnisse wesentlich
giinstiger, wenn in der Losung auBer Carotin leichter adsorbierbare griine
Farbstoffe (Chlorophylle) und hydroxylhaltige gelbe Farbstoffe (Caro-
tinoide) zugegen sind. Das Kieselsduregel nimmt dann erwartungsgemiB
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zuerst ‘diese Farbstoffe auf und adsorbiert dann das Carotin selbst in

geringerer Menge.

Die Beeinflussung der Analysenergebnisse. durch die Anwendung
groferer Kieselgelmengen wird durch folgende Versuche gezeigt: Frische
Brennesselblatter (September), in denen nach der Standardmethode ein
Gehalt von 16,76 und 16,67 mg Carotin in 100 g gefunden worden war,
wurden nach der Schnellmethode untersucht und dabei zur Adsorption
der griinen Farbstoffe wechselnde Mengen Kieselgel zugegeben.

y-Carotin in 100ccm

mg Carotin

Einwaage der Blitter Kieselgel Petrolither 100 g Blatter
0,60 g 0,50 g 99,0 16,5
0,60 » 1,00 » 79,4 14,2
0,60 » 2,00 » 38,3 6,4
0,60 , 5,00 » 25,0 42

Nach den Ergebnissen dieser Versuche ist also ein UberschuB von
Kieselgel zu vermeiden und der Endpunkt. der Zugabe des Adsorptions-
mittels so zu wihlen, daB gerade alle griinen Farbstoffe adsorbiert sind.



