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Übersicht über die gebräuchlichen Vitaminbestimmungsmethoden1

Von 0. Wiss

Physiologisch-chemisches Institut der Universität, Schweizerisches Vitamininstitut, Basel

Die Entwicklung der Vitaminlehre beginnt mit der 
Erforschung der Ausfallserscheinungen und deren 
Behebung; über die Natur der Substanzen, auf deren 
Fehlen die Mangelerscheinungen zurückzuführen 
sind, ist anfänglich wenig bekannt. Im Zusammen­
hang mit den Fortschritten der organischen Chemie, 
vor allem durch den Ausbau der Isolierungsmetho­
den, erfolgen dann aber bald Strukturaufklärung 
und Synthese der einzelnen Vitamine. In neuerer 
Zeit hat die Vitaminforschung groben Auftrieb er­
fahren durch die Erforschung des Stoffwechsels der 
Mikroorganismen; eine ganze Reihe neuer, auch für 
das Tier wirksamer Vitamine ist so aufgefunden 
worden.

Auch die Vitaminbestimmungsmethoden sind von 
dieser Entwicklung abhängig. Anfänglich ist man 
fast ausschließlich auf die langwierige biologische 
Auswertung am Tier angewiesen. Die chemische Er­
forschung der Vitamine ermöglicht später die Aus­
arbeitung einer großen Anzahl von chemischen Be­
stimmungsmethoden. Schließlich hat sich auch durch 
die mikrobiologische Arbeitsrichtung eine vollstän­
dig neue Vitaminbestimmungsmethodik entwickeln 
lassen.

In den folgenden Ausführungen soll ein kurzer 
Überblick über die heute gebräuchlichen Vitamin­
bestimmungsmethoden gegeben werden. Es ist wohl 
verständlich, daß es sich bei der großen Anzahl von 
Möglichkeiten nur um eine Auswahl handeln kann, 
die sich auf diejenigen Methoden beschränken soll, 
welche sich im Laufe der .Jahre an unserem Institut 
bei der Kontrolle von Lebensrnitteln, Heilmitteln und 
Futtermitteln als besonders geeignet erwiesen haben.

I. Biologische Methoden
Einleitend wurde festgestellt, daß die Entwicklung 

der Vitaminbestimmungsmethoden in engem Zusam­
menhang steht mit der Vitaminforschung im allge­
meinen. Dies gilt in besonderem Maße für die bio­
logischen Vitaminbestimmungen im Tierversuch. 
Lunin, ein Mitarbeiter Bunges am physiologisch­
chemischen Institut in Basel, hat im Jahre 1881 in 
Ernährungsversuchen festgestellt, daß Mäuse, wel­
chen Kohlehydrat, Fett, Eiweiß, Salze und Milch 
verabreicht wurde, lange Zeit überlebten, während 
solche, denen anstelle der Milch deren Asche ver­
füttert wurde, in relativ kurzer Zeit zugrunde

gingen. Er hat daraus geschlossen, daß neben den 
bisher bekannten Nahrungsbestandteilen; Kohle­
hydrat, Fett, Eiweiß und Salze, noch andere Stoffe 
vorhanden sein müssen, welche für die Ernährung 
unentbehrlich sind. Er schreibt ausdrücklich: «Die­
sen Stoffen nachzuspüren und ihre Bedeutung für 
die Ernährung zu erforschen, wäre eine Untersuchung 
von hohem Interesse.» Merkwürdigerweise wurden 
die Versuche von Lunin nicht fortgesetzt und sind 
deshalb frühzeitig in Vergessenheit geraten. Die Er­
forschung der Vitamine ist später zuerst von ganz 
anderen Voraussetzungen aus weitergeführt wor­
den. Ohne auf die einzelnen Entwicklungsstufen 
weiter einzugelien, sei nur erwähnt, daß vor allem 
die Erforschung der Beriberi, zuerst am Mensch, 
später an der Taube, zu ähnlichen Ansichten ge­
führt hat, wie sie schon viel früher von Lunin aus­
gesprochen worden sind. Erst im Jahre 1906 hat 
Hopkins die LuNiNschen Versuche wieder aufge­
nommen; er hat sich später vor allem auch um die 
quantitativen Verhältnisse gekümmert und fest­
gestellt, daß diese Stoffe, die in sehr kleiner Menge 
wirksam sind, auf katalytischem Wege das Wachs­
tum stimulieren müssen. Er hat deshalb wohl als 
erster die Wirkungsweise dieser Substanzen ein­
deutig umschrieben.

Lange bevor die Natur der Stoffe bekannt war, 
bestand das Bedürfnis der quantitativen Bestim­
mung. Vor der Besprechung der einzelnen Methoden 
sollen kurz einige wichtige allgemeine Voraus­
setzungen erwähnt werden. Voraussetzung für eine 
biologische Bestimmung sind geeignete Labora­
toriumstiere, bei denen sich leicht Mangelerschei­
nungen hervorrufen lassen. Für diesen Zweck hat 
sich mit wenigen Ausnahmen die weiße Ratte als 
geeignet erwiesen. Eine weitere Voraussetzung ist 
das Vorhandensein eines sogenannten Grundfutters, 
das alle für das Leben notwendigen Stoffe, mit Aus­
nahme des zu bestimmenden Vitamins, in möglichst 
natürlicher und optimaler Form enthält, so daß die 
Behebung der Mangelerscheinungen vollständig dem 
zu bestimmenden Vitamin zugeschrieben werden 
kann. Die Bestimmung kann in Form des prophylak­
tischen oder des kurativen Testes erfolgen, wobei

1 Nach einem Vortrag, gehalten vor der Berner Che­
mischen und Naturforschenden Gesellschaft am 8. De­
zember 1949 in Bern.
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im prophylaktischen Test einer Anzahl von Tieren 
von vorneherein abgestufte, bekannte Mengen des 
zu untersuchenden Vitamins in Form von Standard­
substanz, die gegenwärtig vom «National Institute 
of Medical Research» in London bezogen werden 
kann, und der zu testenden Substanz verabreicht 
werden und wobei festgestellt wird, in welchem 
Grade die verschiedenen Dosen das Eintreten von 
Mangelerseheinungen verhindern können. Bei der 
kurativen Methode wird bei allen Tieren ein Mangel 
erzeugt und dann durch Zugabe von Standard­
dosen und der zu bestimmenden Substanz der Hei­
lungseffekt beurteilt.

Günstig liegen die Verhältnisse für die Vitamin- 
A-Bestimmung. Die folgende Tabelle zeigt die Zu­
sammensetzung des Grundfutters,

Tab. t
Grundfutter-Vitanni)-A-Versuch:

Casein (Wander, vitaminfrei, extrahiert) 
Stärke (Manioka, Reis- oder Maisstärke) 
Kokosfett..................................................  
Salzgenüscli Mc. Collum.........................  
Trockenhefe............................................ 
Vigantol .... pro 300 g Fett 
Cholinhydrochlorid einmal wöchentlich .

18%
54 %
13%
5%

10%
0,1 cms

20 mg

Wird jungen Ratten im Alter von etwa dreißig 
Tagen ausschließlich dieses Futter verabreicht, so 
stellen sich nach einigen Wochen Ausfallssymptome 
ein, die sich in erster Linie in einer Beeinträchtigung

Abb. 1

des Wachstums äußern. Wesentlich ist die Tatsache, 
daß Mangelerscheinungen erst nach etwa vier Wo­
chen auftreten, was darauf zuriickzuführen ist, daß 
Vitamin A in der Leber gespeichert werden kann.

In Abb. 1 sind Wachstumskurven zweier Mangel­
tiere zu sehen. Aus der Kurve I ist ersichtlich, daß 
bei fortgesetzter Mangelnahrung das Tier sehr bald 
zugrunde geht, während, wie die II. Kurve zeigt, 
nach Zugabe einer angemessenen Vitamin-A-Menge 
(3,5 Einheiten pro Tag und Tier) das Wachstum 
sich wieder vollständig normalisiert. Bei der Durch­
führung der Vitamin-A-Bestimmung ist die Tat­
sache zu berücksichtigen, daß Vitamin-A-Mangel 
nach erfolgtem Wachstumsstillstand eine akute 
Schädigung verursacht. Es muß deshalb sofort mit 
der Zufütterung begonnen werden, da sonst die 
Tiere so geschädigt sind, daß auch nach Zufütterung 
von Vitamin A keine Normalisierung des Wachs­
tums zustandekommt. Eine weitere Erschwerung 
des Versuches ist dem Umstand zuzuschreiben, daß 
Tiere in der Mangelperiode sehr leicht Erkrankun­
gen der Respirationsorgane anheimfallen. Die War­
tung der Tiere bedarf deshalb ganz besonderer 
Sorgfalt. Sie müssen vor allem vor Unterkühlung 
geschützt werden, das heißt, die Raumtemperatur 
darf 24 °C nie unterschreiten. Im allgemeinen wird 
zur Auswertung die kurative Methode angewendet, 
wobei Standarddosen im Bereich von 1,5— 3,5 Ein­
heiten einen gut abgestuften Wachstumseffekt er­
geben.

Neben der Beeinträchtigung des Wachstums kann 
die sogenannte Kolpokeratose, ein Symtom, das 
ebenfalls bei Vitamin-A-Mangel auftritt, zur Aus­
wertung herangezogen werden. Bei der weiblichen 
geschlechtsreifen Ratte wird von den zyklischen 
Veränderungen auch die Scheidenschleimhaut be­
troffen und zwar so, daß im Ruhezustand im Schei­
denabstrich im wesentlichen Leukozyten und wenig 
Zellen sich nachweisen lassen. Im Stadium des 
Oestrus findet eine Keratinisierung der Scheiden­
schleimhaut statt, so daß im Ausstrich sogenannte 
verhornte Epithelschollen zu sehen sind. Diese zykli­
schen Veränderungen folgen sich in kurzen Zeit­
abständen. Der gesamte Zyklus benötigt einen Zeit­
raum von ungefähr fünf Tagen. Vitamin-A-Mangel 
äußert sich neben der Beeinflussung des Wachstums 
ganz allgemein in einer gestörten Epithelentwick­
lung. Das führt zur sogenannten Xerophthalmie, d.h. 
zu einer Schädigung des Hornhautepithels. Das hat 
bei der Ratte jedoch auch eine Störung der Ent­
wicklung der Scheidenschleimhaut zur Folge, so daß 
im Ausstrich von Vitamin-A-Mangelratten während 
der Mangelperiode immer Schollen zu beobachten 
sind, während das bei den normalen Tieren nur 
während des Oestrus der Fall ist. Man kann diese 
Erscheinung in folgender Weise zur Auswertung 
heranzieben:
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Abb. 2

Kastrierte weibliche Ratten, die somit keine zykli­
schen Veränderungen mehr durchmachen, werden 
solange vitamin-A-frei ernährt, bis auf Grund des 
Vitamin-A-Mangels das Schollenstadium zustande 
kommt. Zufuhr einer einmaligen Dose von Vitamin 
A hat eine Normalisierung zur Folge, die um so 
länger anhält, je größer die verabreichte Vitamin­
menge ist. Die Anzahl der normalen Tage kann 
als Maß der Vitaminwirkung dienen. Beide Metho­
den, sowohl der kurative Wachstumstest als auch 
der Kolpokeratosctest sind als Testmethoden ge­
eignet.

Auch für die Vitamin-D-Bestimmung stehen ge­
eignete biologische Bestimmungsniethoden zur Ver­
fügung. Ein Vitamin-D-Mangel hat bekanntlich, wie 
zuerst von Mellanby festgestellt worden ist, eine 
Störung des Knochenwachstums zur Folge, die auf 
eine mangelnde Verkalkung zurückzuführen ist. 
Neben dem Vitamin-D-Mangel ist das Calcium— 
Phosphor-Verhältnis für das Zustandekommen der 
Rachitis von Bedeutung. Das zeigt sich vor allem 
sehr deutlich bei der experimentellen Rachitis der 
Ratte. Sie kommt nämlich nur dann zustande, wenn 
das Verhältnis Calcium zu Phosphor der Nahrungs­
bestandteile mindestens drei zu eins beträgt. Bei 
geringerem Calciumgehalt ist es bei Verabreichung 
einer vollständig vitamin-D-freien Nahrung nicht 
möglich, eine Rachitis zu erzeugen; oft ist sogar 
eine Erhöhung des Calcium—Phosphor-Verhältnis­
ses bis auf zehn zu eins notwendig. Aber nicht allein 
das Calcium—Phosphor-Verhältnis ist maßgebend, 
auch der absolute Gehalt an Phosphor darf ein 
gewisses Maß nicht übersteigen. Ein prozentualer 
Gehalt in der Nahrung von über 0,5 % kann das 
Zustandekommen einer experimentellen Rachitis 
auch bei noch so hoher Calciunizufuhr verunmög­
lichen. Diese Verhältnisse müssen auch bei der Ver­
abreichung des zu. untersuchenden Materials be­
rücksichtigt werden, d. h. es darf durch die Zufuhr 
der zu untersuchenden Substanz dieses Verhältnis 
nicht wesentlich geändert werden. Weiterhin ist zu 
berücksichtigen, daß Vitamin D durch Bestrahlung 
mit Ultraviolett in vivo synthetisiert werden kann, 
so daß die Tiere während der ganzen Versuchs­
periode im Dunkeln gehalten werden müssen. Nach

Verabreichung einer vitamin-D-freien Nahrung von 
folgender Zusammensetzung treten die Mangel­
erscheinungen im allgemeinen schon nach vierzehn 
Tagen auf, wenn etwa fünf Wochen alte Tiere für 
den Versuch verwendet werden.

Tab. 2

Grundfutter-Vitaniin-D-Versuch:

Kochsalz jodiert............................... 1 %
Calciumcarbonat.......................................4,5 %

(evtl. 6 %)
Gluten................................................15 %
Maismehl (Vitaniin-A-Quelle) . . . 33 %
Weizen gemahlen (Vitamin-B-Quelle) 31 %
Gelatine ..................................................15 %
Wasser..............................................120 cm1

Der Krankheitszustand läßt sich am einfachsten 
durch röntgenologische Kontrolle der Epiphysen­
fuge beurteilen. Besonders geeignet ist die Epi­
physenfuge unmittelbar unter dem Kniegelenk. 
Kleine Röntgenapparate, wie sie von Zahnärzteu be­
nützt werden, genügen den Anforderungen.

In Abb. 3 sind verschiedene Heilungsgrade darge­
stellt, wobei das erste Bild den Heilungsgrad 1 = 
ausgeprägte Rachitis darstellt, während das letzte 
die Verhältnisse nach erfolgter vollständiger Hei­
lung zeigt. Die Durchführung der Bestimmung kann 
auf prophylaktischem oder kurativem Wege erfol­
gen. Der kurativen Methode ist wegen ihrer größe­
ren Genauigkeit der Vorzug zu geben. Es sind in 
diesem Falle allerdings zwei Aufnahmen pro Tier 
nötig, die erste nach zweiwöchiger Mangelperiode, 
die zweite nach einer Zufütterungsperiode von vier­
zehn Tagen. Die Auswertung erfolgt so, daß die 
verabreichten Dosen mit den durchschnittlichen 
Heilungsgraden in Beziehung gesetzt werden. An­
stelle der Röntgenmethode kann der sogenannte 
Knocheniinieutest oder der Knochenaschentest An­
wendung finden. Beide Methoden sind langwieriger. 
In beiden Fällen muß der zu untersuchende Teil des 
Skelettes isoliert werden. Der Knochenaschentest 
hat den Vorteil, daß die Auswertung auf gravi­
metrischem Wege, d. h. objektiv, erfolgt.

Die biologischen Vitamin-D-Bestimmungen haben 
insofern in den letzten Jahren eine Erweiterung er­
fahren, als es sich als notwendig erwiesen hat, auf 
biologischem Wege Vitamin D2 und D3 zu unter­
scheiden. Vitamin Dä ist das unnatürliche Vitamin, 
das durch Bestrahlung von Ergosterin dargestellt 
wird, während Vitamin D3 in analoger Weise aus 
7-Dehydrocholesterin gebildet wird und mit dem 
natürlicherweise im Lebertran vorkommeuden Vita­
min D identisch ist. Es hat sich nämlich heraus­
gestellt, daß das Vitamin D2, das auch heute noch 
zur Hauptsache zur Anreicherung verwendet wird, 
für die Behebung von Mangelerscheinungen bei
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Vögeln weitgehend ungeeignet ist. Gegenüber Vita­
min D3 hat Vitamin D2 beim Vogel eine etwa 20fach 
geringere Wirkung, während die Wirkung beim 
Säuger nach den gegenwärtigen Kenntnissen gleich 
ist. Die Differenzierung zwischen D2 und D3 kann 
dann wichtig werden, wenn cs sich um die Beurtei­
lung von Futtermitteln für Geflügel handelt. In die­
sem Falle muß die Auswertung an jungen Kückchen

Zahnwurzeln histologisch zu beurteilen. Schon sehr 
frühzeitig bilden sich bei Vitamin-C-Mangel typische 
Störungen in der Dentinbildung: unregelmäßige An­
ordnung der Dentinbildner, der sogenannten Odon- 
toblasten, verminderte Dentinbildung, mangelnde 
Verkalkung des Prädentins. Analog zur Vitamin-D­
Auswertung beurteilt man hier das histologische Bild 
und unterscheidet verschiedene Heilungsgrade.

9 10
Abb. 3

12

erfolgen. Sie wird ähnlich durchgeführt wie die 
Prüfung an der Ratte.

Im Gegensatz zu den erwähnten biologischen Me­
thoden bietet die biologische Bestimmung des Vita­
mins C erhebliche Schwierigkeiten. Die Ratte ist als 
Versuchstier ungeeignet, weil sie von der Zufuhr 
von Vitamin C unabhängig ist, also offenbar diese 
Verbindung wie übrigens der Großteil der Säuger, 
synthetisieren kann. Man ist für die Bestimmung 
auf das Meerschweinchen angewiesen. Die Schutz­
dosis für das Meerschweinchen ist unverhältnis­
mäßig hoch; sie beträgt etwa 0,5 mg pro Tag und 
Tier, so daß nur Substanzen geprüft werden kön­
nen, die einen hohen Vitamin-C-Gehalt aufweisen. 
Weiter ist zu berücksichtigen, daß eine Anreiche­
rung durch Extraktion im allgemeinen schwieriger 
ist, weil es sich um ein wasserlösliches Vitamin 
handelt. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der 
Tatsache, daß es sich bei den Meerschweinchen um 
Herbivoren handelt. Die Zufuhr des zu untersuchen­
den Materials ist deshalb im allgemeinen viel 
schwieriger als bei der «ailesfressenden» Ratte. Als 
Maß für die Wirksamkeit kann das Wachstum her­
angezogen werden. Es ist aber auch möglich, die

Schwierigkeiten anderer Natur ergeben sich bei 
der biologischen Auswertung des B-Komplexes. Wie 
schon aus der Bezeichnung hervorgeht, handelt es 
sich um eine Gruppe von Substanzen, die häufig, 
wenigstens einige Vertreter von ihnen, in der Natur 
miteinander vergesellschaftet Vorkommen. Eine we­
sentliche Voraussetzung für eine einwandfreie bio­
logische Bestimmungsmethode ist aber das Vor­
handensein eines Grundfutters, das weitgehend der 
natürlichen Futterzusammensetzung des betreffen­
den Versuchstieres entspricht und in dem nur ge­
rade der zu bestimmende Stoff fehlt. Die Tatsache, 
daß eben diese Gruppe von Stoffen meistens mit­
einander vergesellschaftet ist und daß diese Stoff­
gruppe in den natürlichen Nahrungsstoffen sehr ver­
breitet ist, macht es schwierig, eine solche Grimd- 
futterzusammensetzung zu finden. Meistens ist man 
gezwungen, weitgehend gereinigte Substanzen zu 
verabreichen. Vor allem ist es schwierig, das Futter 
hinsichtlich Vitamingehalt vollwertig zu gestalten. 
Die einzelnen bekannten Komponenten des Vitamin- 
B-Kompiexes müssen in Form der reinen Vitamine 
dem Futter zugesetzt werden. Die Forschung der 
letzten Jahre zeigt jedoch eindrücklich, daß immer
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wieder neue lebenswichtige Substanzen entdeckt 
werden. So gelingt es nicht, ein synthetisches Fut­
ter zu finden, das, wenn es auch alle bisher als 
lebenswichtig bekannten Stoffe enthält, die gleiche 
Wachstumswirkung hervorruft wie natürliches Fut­
ter. Es besteht deshalb immer die Möglichkeit, daß 
durch Zusatz des zu untersuchenden Substanz­
gemisches Stoffe zugeführt werden, die ein zusätz­
liches Wachstum hervorrufen, welches nicht auf die 
Anwesenheit des zu bestimmenden Vitamins zurück­
zuführen ist. Es ergibt sich deshalb die Notwendig­
keit, für einzelne Vitamine spezifische Ausfalls­
erscheinungen heranzuziehen und sich nicht aus­
schließlich auf die Wachstuniswirkung zu beschrän­
ken. Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Tat­
sache, daß zwischen einzelnen Vertretern des Vita­
min-B-Komplexes und anderen Nahrungsbestand­
teilen interessante Wechselwirkungen bestehen, so 
daß entweder durch solche Stoffe die Ausfallser­
scheinungen verstärkt oder im Gegenteil aufge­
hoben werden. Es ist bekannt, daß beispielsweise ein 
Biotinmangel am Tier nur dann erzeugt werden 
kann, wenn gleichzeitig Eiereiweiß in großen Mengen 
verabreicht wird; nur unter diesen speziellen Er­
nährungsbedingungen ist eine biologische Auswer­
tung möglich. Anderseits weiß man neuerdings, daß 
interessante Stoffwechselbeziehungen zwischen dem 
Tryptophan und der Nicotinsäure bestehen, indem 
diese Aminosäure die Nicotinsäure im Ernährungs­
versuch ersetzen kann. Zudem beieinflussen auch 
noch andere Aminosäuren die Mangelerscheinungen. 
Sie können besonders durch Glykokoll, Alanin, Ar­
ginin und Cystin intensiviert werden. Enge Be­
ziehungen bestehen auch zwischen BG- und Nicotin­
säureinangel. So wurde kürzlich gefunden, daß der 
Nicotinsäurestoffwechsel bei BG-Mangel gestört ist. 
— Diese wenigen Beispiele mögen genügen, um zu 
zeigen, daß die biologische Auswertung der einzel­
nen Vertreter des Vitamin-B-Komplexes am Tier 
besonders problematisch ist und auch besondere 
Vorsichtsmaßnahmen erfordert. Praktische Bedeu­
tung besitzt eigentlich nur noch die Vitamin-Bj-Be- 
stimmung. Zweckmäßig wird die sogenannte Brady­
kardie-Methode verwendet. Sie beruht darauf, daß 
durch Bi-Mangel, und zwar schon sehr frühzeitig, 
die Pulsfrequenz herabgesetzt wird und daß nach 
Zufuhr einer einmaligen Dose des Vitamins eine 
Normalisierung zustande kommt, die tun so länger 
dauert, je größer die Menge des verabreichten Vita­
mins ist. Die Zeitdauer der Normalisierung kann 
als Maß für die Vitaminwirkung herangezogen 
werden.

Größere Bedeutung als die biologische Auswer­
tung der übrigen Vertreter des Vitamin-B-Komplexes 
hat die biologische Vitamin-K-Bestimmung. Vitamin 
K ist für den normalen Ablauf der Blutgerinnung 
notwendig. Die Erzeugung des Vitamin-K-Mangels

stößt aber auf Schwierigkeiten, weil der Großteil 
der Tiere von der Zufuhr unabhängig ist, da die 
Synthese durch die Darmflora im allgemeinen für 
den Bedarf genügt. Bei Kücken gelingt es leicht, 
Mangelerscheinungen hervorzurufen. Diese äußern 
sich in vermehrter Blutungsneigung. Die Messung 
der Prothrombinzeit, die im Mangelstadium stark 
verlängert ist und nach Zufuhr von Vitamin K wie­
der auf die Norm zurückgeführt wird, ermöglicht 
eine quantitative Auswertung.

Schließlich sei noch erwähnt, daß Vitamin E an 
der weiblichen Ratte bestimmt werden kann. Lang 
dauernder Vitamin-E-Mangel hat einen habituellen 
Abort zur Folge. Es wird experimentell diejenige 
Dose ermittelt, die eben noch bewirkt, daß ein nor­
males Junges zur Welt gebracht werden kann.

Ein wesentliches Problem bei allen biologischen 
Bestimmungen ist die Auswertung der Ergebnisse. 
Relativ einfach gestaltet sich die Errechnung des 
Mittelwertes.
Heilungsgrad

10

Einheilen :

Abb. 4

So werden beispielsweise 4 verschiedenen Gruppen 
von je 10 Tieren während der Versuchsperiode je 
0,2, 0,4, 0,6 und 0,8 Einheiten Vitamin D pro Tag 
verfüttert und nach Abschluß des Versuches der 
mittlere Heilungsgrad bestimmt. In einem Koor­
dinatensystem wird auf der Ordinate der Heilungs­
grad, auf der Abszisse die dazugehörige Dose in 
logarithmischem Maßstab aufgetragen. Unter diesen 
Bedingungen ergibt sich im allgemeinen eine lineare 
Abhängigkeit. Das zu untersuchende Präparat wird 
in zwei Dosen verabreicht, die so gewählt sein 
müssen, daß der zugehörige Heilungsgrad auf die 
Standardkurve fällt. Durch Vergleich mit der 
Standardkurve können die Mittelwerte der beiden
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Dosen ohne weiteres abgelescn werden. Damit ist 
jedoch nichts ausgesagt über die Genauigkeit der 
erhaltenen Werte. Wegen der Kompliziertheit und 
Langwierigkeit der Methode ist es auch nicht mög­
lich, durch mehrfache Wiederholung des Versuches 
die Fehlerbreite zu ermitteln. Neuerdings sind aber 
statistische Methoden ausgearbeitet worden, die 
eine Berechnung der Zuverlässigkeit der Ergebnisse 
ermöglichen. Die Zuverlässigkeit ist abhängig von 
der Anzahl der Tiere, der Schwankung der Einzel­
werte innerhalb der gleichen Gruppe, der Steilheit 
der Standardkurve, der Tatsache, ob Männchen oder 
Weibchen für den Versuch verwendet worden sind. 
Da in den ersten Lebenswochen die Wachstums­
tendenz der männlichen Tiere ungefähr doppelt so 
groß ist wie diejenige der weiblichen, ist für die­
selbe Genauigkeit des Ergebnisses die doppelte An­
zahl von Weibchen notwendig. Wir verwenden die 
sogenannte Zweipunktmethode, wobei 4 Gruppen 
von Tieren je zwei Standard- und zwei Präparat­
dosen verabreicht werden. Es kann sich hier nicht 
darum handeln, auf die langwierigen Berechnungen 
einzugehen. Es soll nur am Beispiel gezeigt wer­
den, wie bei der Vitamin-A-Auswertung die zuver­
lässigen Grenzen liegen. Tab. 3 zeigt die Versuchs­
anordnung und die Wachstumswirkung der ver­
schiedenen Präparat- und Standarddosen an 4() 
Tieren.

Tab. 3
Standarddosen Präparatdoseri

1,5 E 2,5 E 1.5 E* 2,5 E*

17 32 33 46
32 42 30 48
22 35 34 17
19 18 25 - 33
28 29 34 37
22 41 25 31
27 34 39 54
44 52 36 42
17 33 21 38
27 43 39 49

Summe . . . S] 255 . S2 359 S3 316 S4 395

Mittelwert . . d, 25,5 dz 35,9 dz 31,6 di 39,5

* Auf Grund der Angabe errechnete Werle

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dargestellt. Die 
Grenzwerte sagen aus, daß bei einem P von 0,05, 
d. h. bei einer Wahrscheinlichkeit von 95 %, der 
tatsächliche Wert innerhalb der angegebenen Gren­
zen liegt.

Tab. 4
Angabe: 200 000 Einheiten Vitamin A pro g 
Gefundener Mittelwert : 262 000 Einheiten Vitamin A pro g 
Oberer Grenzwert: 363 000 Einheiten Vitamin A pro g 
Unterer Grenzwert: 192400 Einheiten Vitamin A pro g

II. Chemische Bestimmungsmethoden

In den dreißiger Jahren hat die chemische Er­
forschung der Vitamine großen Aufschwung er- 
fahreu. Sie beginnt mit der Isolierung des Vitamins 
B, im Jahre 1926 durch Jansen, dann erfolgt, vor 
allem durch Arbeiten von Windaus, Karrer, Kuhn, 
Warburg, Reichstein und anderer, Isolierung und 
Konstitutionsaufklärung und zum Teil Synthese der 
Vitamin A, Bb B2, C und D. An die Entdeckung 
der in neuerer Zeit aufgefundenen Vitamine, wie 
beispielsweise Vitamin E, Vitamin K, Biotin, Fol­
säure usw., schließt sich die chemische Charakteri­
sierung unmittelbar an.

Relativ frühzeitig wurde versucht, das Vitamin A 
auf chemischem Wege zu bestimmen, schon bevor 
die chemische Konstitution dieser Substanz genau 
bekannt war. Diese Bestimmung, die von Carr und 
Price angegeben worden ist und sich bis heute be­
währt hat, beruht auf der Reaktion mit Antimon­
trichlorid, wobei sich ein blauer Farbstoff bildet, 
der allerdings sehr bald wieder spontan zersetzt 
wird. Neben dem Vitamin A reagieren in ähnlicher 
Weise andere Derivate des Jonons, so vor allem 
auch die Carotine. Vitamin A kann auch auf spek- 
trographischem Wege bestimmt werden. Die Sub­
stanz zeigt im ultravioletten Bereich bei 3280 Ä 
ein typisches intensives Absorptionsmaximum 
^lem = -100). Die Methode wird vor allem ver­
wendet für Vitamin-A-Gehaltsbestimmungen im 
Lebertran, wobei im allgemeinen eine alkoholische 
Iprozentige Lösung verwendet wird. Die gefundene 
Extinktion multipliziert mit dem Umrechnungsfaktor 
von 1900 ergibt die Anzahl Einheiten pro Gramm 
des untersuchten Materials.

VitaminBt wird zur chemischen Bestimmung nach 
Jansen durch Oxydation in alkalischer Lösung in 
Thiochrom übergeführt. Thiochrom ist eine inten­
siv fluoreszierende Substanz, so daß schon kleine 
Mengen auf fluorometrischem Wege bestimmt wer­
den können. Als weitere Möglichkeit der Vitamin- 
BrBestimmung sei die zuerst von Kinnersley und 
Peters verwendete Farbreaktion mit Diazobeuzol- 
sulfosäure erwähnt.

Das Vitamin B2 ist ohne Vorbehandlung zur 
fluorometrischen Bestimmung geeignet. Es besteht 
auch die Möglichkeit, nach R. Kuhn die Substanz 
durch Belichten in alkalischer Lösung in Lumiflavin 
überzuführen. Dadurch wird die Bestimmung spezi­
fischer gestaltet.

Unter den Vertretern des B-Komplexes eignet sich 
noch vor allem die Nicotinsäure bzw. das Amid der 
Nicotinsäure zur chemischen Bestimmung. Die freie 
Nicotinsäure oder das Nicotinsäureamid nach er­
folgter Hydrolyse reagiert mit Bromcyan und er­
gibt mit aromatischen Aminen wie beispielsweise 
p-Methylaminophenolsulfat, Anilin oder Amino-
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acetophenon selb gefärbte Verbindungen. Solche 
Bestimmungen sind von Bandier und Hald, Mel­
nick und F1ELD, Wang und Kodicek und anderen 
ausgearbeitet worden.

Auch für weitere Vertreter des B-Komplexes sind 
noch Bestimmungen entwickelt worden, die aber im 
wesentlichen nur für Reinsubstanzen in Frage 
kommen.

Für die Vitamin-C-Bestimmung wird im allge­
meinen die Reaktion mit Dichlorphenol-indophenol 
nach Tillmans verwendet, die darauf beruht, daß 
die Ascorbinsäure stark reduzierende Eigenschaften 
aufweist, so daß durch Hydrierung des Dichlor- 
phenol-indophenols eine Entfärbung zustande kommt. 
Meistens wird das Vitamin C auf Grund dieser 
Reaktion titrimetrisch bestimmt. Man kann jedoch 
auch auf kolorimetrischem Wege zum Ziele kom­
men. Eine weitere Methode wurde von Roe und 
Oesterling angegeben. Ascorbinsäure wird mit 
Dinitrophenylhydrazin zur Reaktion gebracht und 
das entstandene Hydrazon koiorimetrisch bestimmt.

Auch für das Vitamin D sind chemische Bestim­
mungsmethoden vorgeschlagen worden. Bruckmann 
verwendet Antimontrichlorid als Reagens. Es ent­
steht in diesem Falle im Gegensatz zur Vitamin-A- 
Bestimmung ein gelber Farbstoff. Nach Schalt­
egger wird Vitamin D mit Perchlorsäure behandelt 
und durch Zusatz verschiedener aromatischer Al­
dehyde in gefärbte Carbeniumsalze übergeführt. 
Weitere Methoden beruhen auf der Aufnahme des 
Absorptionsspektrums. Das Vitamin D zeigt bei 
2650 À ein charakteristisches Absorptionsoptimum, 
Es muß aber hervorgehoben werden, daß die An­
wendung sowohl der chemischen als auch der spek- 
trographischen Vitamin-D- Bestimmungsmethoden 
praktisch auf die Reinsubstanzen beschränkt ist.

Aus der Reihe der chemischen Vitamin-E-Bestim- 
mungen soll die von Kofler angegebene Methode 
hervorgehoben werden, wobei das Tocopherol durch 
Behandlung mit Salpetersäure in Tocopherolrot 
übergeführt wird, das mit Ortho-phenylendiamin ein 
fluoreszierendes Phenazinderivat ergibt. Weitere 
Methoden stammen von KARRER, Emmerie, Furter 
und Meyer und anderen.

Gewisse Bedeutung kommt noch der chemischen 
Bestimmung des Naphtochinons zu, das häufig als 
Vitamin-K-Ersatz verwendet wird. Das natürlich 
vorkommende Vitamin K enthält außer der Naphto- 
chinon-Komponente den Phytyl-Rest. Bemerkens­
wert ist jedoch die Tatsache, daß das Naphtochinon 
eine größere biologische Wirksamkeit besitzt als die 
natürlich vorkommende Substanz. Durch Behand­
lung von Naphtochinon in alkalischer Lösung mit 
Cystein entsteht nach Scudi und Buhs ein gelber 
Farbstoff.

III. Mikrobiologische Methoden
Die Fortschritte in der Erforschung des Bakterien­

stoffwechsels haben sich auf die Entwicklung der 
Vitaminforschung außerordentlich günstig ausge­
wirkt. Diese neue Arbeitsrichtung hat einerseits die 
Auffindung neuer Vitamine, anderseits aber auch 
eine vollständig neuartige Methodik der Vitamin­
bestimmung ermöglicht. Ursprünglich interessierte 
den Bakteriologen der Nahrungsbedarf der ver­
schiedenen Bakterien nur insofern, als er Nähr­
böden benötigte, welche die Züchtung von pathoge­
nen Organismen erlaubten. Wildier hat sich dann 
aber eingehend für die Wachstumsbedingungen der 
Hefe interessiert und festgestellt, daß neben den bis­
her bekannten Nahrungsbestandteilen ein Stoff not­
wendig ist, den er als «Bios» bezeichnete. Die 
Weiterentwicklung dieses Problems hat gezeigt, daß 
cs sich nicht um einen einheitlichen Stoff, sondern 
um ein Stoffgemisch handelt. So wurde von Williams 
festgestellt, daß Vitamin Bj das Hefewachstum zu 
stimulieren vermag. Dieser Feststellung kommt 
ganz besondere Bedeutung zu, weil dadurch be­
wiesen war, daß ein für den tierischen Organismus 
notwendiges Vitamin in analoger Weise von den 
Mikroorganismen benötigt wird. Die weitere For­
schung des Stoffwechsels der Mikroorganismen hat 
dann zur überraschenden Erkenntnis geführt, daß 
ihr Bedarf an Vitaminen in vielen Fällen weitgehend 
demjenigen des tierischen Organismus entspricht. 
So müssen vor allem die Vitamine des B-Komplexes 
dem Tiere und einer Reihe von Mikroorganismen 
von außen zugefnhrt werden. Diese Erscheinung 
hat neben der Auffindung neuer Vitamine die Mög­
lichkeit gegeben, einzelne Vitamine auf mikrobio­
logischem Wege quantitativ zu bestimmen. Es ist 
das Verdienst von Schöpfer, als erster gezeigt zu 
haben, daß ein solches Vorgehen möglich ist, indem 
er eine Vitamins-Bestimmung ausarbeitete auf 
Grund der wachstumsfördernden Wirkung auf den 
Phycomyces blakesleeamis. In der Folge, vor allem 
aber in den letzten Jahren, sind dann für jeden 
einzelnen Vertreter des Vitamin-B-Komplexes solche 
Bestimmungsmethoden angegeben worden. Als Test­
organismen werden vor allem Milchsäurebakterien­
stämme verwendet. Für einzelne Fälle haben sich 
auch Mutanten von Neurospora-Arten als zweck­
mäßig erwiesen. Tab. 5 (S. 134) zeigt eine Zu­
sammenstellung von Methoden, die wir für die Be­
stimmung der einzelnen Faktoren des Vitamin-B- 
Komplexes verwenden.

Zur einwandfreien Bestimmung müssen hinsicht­
lich des verwendeten Organismus einige wesent­
liche Voraussetzungen erfüllt sein. Der zur Be­
stimmung verwendete Stamm muß so beschaffen 
sein, daß der Anspruch auf die Nährbodenbestand­
teile auch bei längerer Züchtung unverändert bleibt. 
Es muß ein Nährboden vorliegen, der alle für das
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Tab. 5
Vitamin Stamm Autoren

B, Phycomyces blakesleeanus Schöpfer
B, Lactobacillus fermenfum 36 Sarett und

Cheldelin
b. Lactobacillus casei Snell und

Strong
PP Lactobacillus arabinosus Snell und 

Wright
B« Neurospora sitophila 299 Stokes und

Mitarbeiter
Pantothen­
säure

Lactobacillus arabinosus Skeqos und 
Wright

Biotin Lactobacillus arabinosus Barton-
Wright

Folsäure Streptococcus Jadis R Capps, Hobbs 
und Fox -

p-Amino-
benzoesäure

Acetobacfer suboxydans Landy und 
Dicken

Inosit Neurospora crassa 37401 a Beadle
Cholin Neurospora crassa 34486 Horowitz und 

Beadle
B1; Lactobacillus leichmunnii Lees und 

Emery

Wachstum nötigen Stoffe mit Ausnahme des zu 
bestimmenden Vitamins in möglichst optimaler Kon­
zentration enhält, so daß durch weitere Zusätze 
keine zusätzliche Wachstumsstimulierung möglich 
ist. In einem bestimmten Konzentrationsbereich 
müssen steigende Mengen des zu bestimmenden 
Vitamins einen gut abgestuften Wachstumseffekt 
hervorrufen, so daß die Ermittlung einer Standard­
kurve möglich ist. Im Prinzip entspricht die Ver­
suchsanordnung derjenigen einer biologischen Aus­
wertung am Tier, d. h. einer Anzahl von Parallel­
ansätzen wird dieselbe Menge Nährlösung und einer­
seits steigende Dosen des zu bestimmenden Vita­
mins, anderseits die zu untersuchende Substanz in 
ungefähr gleich abgestufter Weise zugegeben. Alle 
Ansätze werden auf dasselbe Volumen gebracht, im 
Autoklaven sterilisiert und anschließend mit je 
einem Tropfen einer Reinkultur des Mikroorganis­
mus geimpft. Nach Abschluß des Versuches, d. h. 
nach wenigen Tagen, wenn es sich um ein Milch­
säurebakterium handelt, nach etwa zehn Tagen, 
wenn es sich um den Phycomyces handelt, wird das 
Wachstum in den Versuchsansätzen bestimmt. Das 
kann bei Milchsäurebakterien durch einfache 'Titra­
tion der gebildeten Milchsäure oder durch Bestim­
mung des Trübungswertes der Bakteriensuspension 
erfolgen. Wenn Pilze verwendet werden, wird das 
Trockengewicht des Mycéliums bestimmt. Zur Il­
lustration mag folgendes Beispiel dienen (Tab. 6).

Es handelt sich um die Nicotinsäurebestimmung 
mit Hilfe des Lactobacillus arabinosus. In der Tabelle 
sind angegeben die Standarddosen und die Dosen 
des zu untersuchenden Präparates, daneben die nach 
Abschluß des Versuches verbrauchte Lauge, die zur

Tab. 6

Standard­
dosen

Zu unter­
suchendes 
Präparat

Titratioiiswertc Auswertung

Leerwert 0,85cm3 n/10 NaOH
0,05 7 PP 2,25 cm3
0,10 7 3,4 ein3
0,15 7 4,45 cm3
0,20 7 5,45 cm3
0,25 7 6,4 cm3

5,0 ing 3,05 cm3 0,086 7 PP
7.5 ni g 4,0 cm3 0,129 7

10,0 mg 4,9 cm3 0,173/

Neutralisation der gebildeten Milchsäure nötig war. 
Zur Auswertung wird die Standardkurve aufge­
zeichnet und aus der Kurve der Gehalt der ein­
zelnen Präparatdosen ermittelt. Für die Beurteilung 
der Zuverlässigkeit des Ergebnisses ist die Ab­
weichung der erhaltenen Einzelwerte maßgebend. 
Sie sollten nicht mehr als ± 10 % voneinander ab­
weichen.

IV. Beurteilung der verschiedenen Methoden

Wenn es sich darum handelt zu beurteilen, welche 
Bestimmungsmethode für den einzelnen Fall ge­
eignet ist, so muß zum vorneherein einmal festge­
stellt werden, daß im allgemeinen die Bestimmung 
der Vitamine besondere Schwierigkeiten bereitet, 
vor allem wenn sie als Bestandteile kompliziert zu­
sammengesetzter Stoffgemische vorliegen. Eine 
Reihe von besonderen Umständen ist dafür verant­
wortlich. Die Vitamine liegen im allgemeinen in sehr 
kleiner Konzentration vor, so daß nur sehr emp­
findliche Reaktionen für den Nachweis in Betracht



Chiniia 4, Juul 1950 135

kommen. Das extreme Beispiel ist das Vitamin D. 
Als normale Tagesdosis für das Kind werden 400 
Einheiten angegeben, d. h. in der Tagesdosis einer 
bestimmten Nahrung müssen nur 10 7 wirksames 
Vitamin vorhanden sein. Vitamine sind im allge­
meinen kompliziert gebaute organische Verbindun­
gen. Sie sind auf Grund ihrer physiologischen Funk­
tionen als Wirkstoffe besonders reaktionsfähige 
Körper und deshalb der Gefahr der Zersetzung aus­
gesetzt. In vielen Fällen bestehen sehr enge Be­
ziehungen zwischen Konstitution und Wirksamkeit, 
nämlich insofern als eine unbedeutende Abwandlung 
des Moleküls, beispielsweise Verlagerung einer 
Doppelbindung beim Vitamin A, oder Einführung 
einer Hydroxylgruppe, genügt, um die biologische 
Wirksamkeit vollständig aufzuheben. Es müssen 
deshalb an die Spezifität der Methoden, wenn es 
sich um chemische Bestimmungen handelt, ganz 
besonders hohe Anforderungen gestellt werden.

Zum Abschluß soll eine kurze Beurteilung der 
einzelnen Methoden versucht werden. Es kann sich 
allerdings nicht um ein abschließendes Urteil han­
deln, sondern es soll nur mitgeteilt werden, welche 
Methoden sich in unserem Institut für die Bestim­
mung der Vitamine in Heilmitteln, Lebensmitteln 
und Futtermitteln bewährt haben. Wir sind gezwun­
gen, einzelne Vitaminbestimmungen in sehr ver­
schiedenartig zusammengesetzten Substanzgemi­
schen durchzuführen und bevorzugen deshalb jene 
Methoden, die einen möglichst allgemeinen Anwen­
dungsbereich besitzen.

Bei der Bestimmung des Vitamins A ist zu unter­
scheiden, ob es als solches vorliegt oder ob das 
Provitamin bestimmt werden muß. Als natürliche 
Vitamin-A-Quelle kommt eigentlich nur der Leber­
tran in Frage. Für diesen Fall ist sowohl die 
Carr-Price-Reaktion als auch die spektrogra- 
phische Methode anwendbar. Gewisse Vorsichts­
maßnahmen sind jedoch am Platze. Die Carr- 
Price-Reaktion ist nämlich nicht spezifisch für 
Vitamin A, sondern die Reaktion fällt auch mit un­
wirksamen Abbauprodukten oder andern ähnlich 
gebauten Substanzen positiv aus. Eine weitere 
Schwierigkeit ergibt sich durch die Tatsache, daß 
Trane Substanzen enthalten können, die einen hem­
menden Einfluß auf die Reaktion ausüben. Die spek- 
trographischc Bestimmung gibt nur zuverlässige 
Werte, wenn der Verlauf der Absorptionskurve weit­
gehend demjenigen des reinen Vitamins A entspricht, 
was sehr häufig nicht der Fall ist. Dann kann unter 
Umständen die Verseifung zum Ziele führen. Es hat 
sich auch als zweckmäßig erwiesen, beide Bestim­
mungsmethoden an der gleichen Probe vorzuneh­
men. Übereinstimmung gibt eitlen hohen Grad von 
Zuverlässigkeit. Bei kompliziert zusammengesetzten 
Präparaten, wie beispielsweise Lebensmitteln und 
Futtermitteln, erhält man meistens mit der chemi­

schen und der spektrographischen Methode keine 
befriedigenden Resultate. In solchen Fällen muß die 
biologische Methode herangezogen werden. Für den 
Nachweis von Provitamin in natürlichem Material 
ist die GARR-PRICE-Reaktion ungeeignet, denn neben 
den Provitaminen, die einen unveränderten ß- Jonon­
ring enthalten müssen, geben auch andere biologisch 
unwirksame Carotinderivate Reaktionen. Die chro­
matographische Trennung in die einzelnen Kom­
ponenten kommt, da sie für analytische Zwecke zu 
kompliziert ist, meistens nicht in Frage. Es bleibt 
deshalb für die eindeutige Bestimmung der Pro­
vitamine in natürlichem Material nur die biologische 
Methode.

Beim Vitamin Bt hat sowohl die chemische als 
auch die mikrobiologische und in geringerem Aus­
maß die biologische Bestimmung Bedeutung. Die 
chemische Methode ist für einfache Fälle geeignet. 
Störend wirkt unter Umständen die Eigenfluores­
zenz; durch Adsorption an Fullererde ist eine ge­
wisse Verbesserung möglich, jedoch nur dann, wenn 
die Eigenfluoreszenz nicht sehr groß ist, d. h. nicht 
größer als die durch B( bedingte. Einen viel brei­
teren Anwendungsbereich besitzen die mikrobiolo­
gischen Methoden. Ihr Vorteil ist die große Emp­
findlichkeit. Für allgemeine Anwendung geben wir 
der Phycomyces-Methode nach Schöpfer den Vor­
zug, obwohl sie langwieriger ist als die Lacto­
bacillus-Methode, vor allem deswegen, weil bei Ver­
wendung des Lactobacillus nur die nephelometrische 
Auswertung möglich ist und somit trübe und inten­
siv gefärbte Lösungen bei der Auswertung Schwie­
rigkeiten bereiten. Es hat sich allerdings als not­
wendig erwiesen, den allgemein für den Phycomyces- 
Test verwendeten CooNschen Nährboden zu modifi­
zieren. Erst nach Zusatz eines Befreien Hefeextrak­
tes und einer Peptonlösung erhält man im Standard­
versuch optimales Wachstum. Solange die Spezifi­
tätsfragen bei mikrobiologischen Methoden nicht 
vollständig abgeklärt sind, kann es unter Umstän­
den nötig sein, hin und wieder zu Kontrollzwecken 
auf die biologische BrAuswertung zurückzugreifen. 
Man kann aber auch oft zum Ziele kommen, indem 
man die chemisch erhaltenen Werte mit den mikro­
biologischen vergleicht. Übereinstimmung gibt in 
diesem Falle einen sehr hohen Grad der Zuverläs­
sigkeit, weil die Fehlerquellen der chemischen und 
der mikrobiologischen Methode auf ganz anderen 
Gebieten liegen.

Für das Vitamin B, und die übrigen Vertreter des 
B-Komplexes sind die mikrobiologischen Bestim­
mungen die Methoden der Wahl. Für das Bä ist in 
vielen Fällen noch die chemische Methode möglich. 
Wesentlich ist die VorbehandM'.ng, d. h. die Zer­
störung anderer fluoreszieretvlÄr Substanzen, die 
einen B2-Gehalt vortäuschen könnten. Schwierig­
keiten anderer Art ergeben sich für die Nicotin-
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säurebestimmung. Im allgemeinen muß hier die che­
mische Methode weitgehend dem einzelnen Objekt 
angepaßt werden. Die chemischen Bestimmungen 
der übrigen Faktoren des B-Komplexes sind prak­
tisch auf Reinsubstanzen beschränkt.

Die biologische C-Bestimmung hat den Nachteil 
der Unempfindlichkeit und Ungenauigkeit. Sie kommt 
nur in Frage, wenn aus speziellen Gründen die 
Prüfung der biologischen Wirksamkeit gewünscht 
wird. Die chemischen Vitamint-C-Bestimmungs­
methoden haben allgemeine Anwendungsmöglich­
keiten. Dabei bedeutet es ein großer Fortschritt, daß 
die ältere Methode unter Verwendung von Dichlor- 
phenol-indophenol durch die von Roe/Oesterling 
angegebenen Reaktion ergänzt worden ist. Der Vor 
teil dieser Methode liegt in der viel größeren Emp­
findlichkeit und in der Tatsache, daß Reduktone und 
Sulfhydrylkörper nicht mitbestimmt werden.

Beim Vitamin D liegen die Verhältnisse prin­
zipiell ähnlich wie beim Vitamin A. Es kommen 
chemische, spektrographische und biologische Me­
thoden in Frage, doch muß hier ganz eindeutig der 
biologischen Bestimmung der Vorzug gegeben wer­
den. Daß die chemische und die spektrographische 
Methode im allgemeinen nicht genügen, ist ver­
schiedenen Umständen zuzuschreiben. Vitamin I) 
ist bekanntlich in sehr geringer Konzentration wirk­
sam. Die Tagesdosis enthält nur wenige y, so daß 
die relative Unempfindlichkeit sowohl der chemi­
schen als auch der spektrcgraphischen Methode 
sich ungünstig auswirkt. Der Bedarf der Ratte ist 
hingegen gering. Es sind deshalb noch sehr kleine 
Konzentrationen der biologischen Bestimmung zu­
gänglich. Auch hinsichtlich der Spezifität sind che­
mische und spektrographischeMethode ungenügend, 
was um so mehr ins Gewicht fällt, als Material, das 
durch Bestrahlung angereichert worden ist, unwirk­
same Begleitsubstanzen enthalten kann, die eben­
falls eine positive Reaktion ergeben. Für einen 
einigermaßen allgemeinen Anwendungsbereich bleibt 
somit die biologische Bestimmung die Methode der 
Wahl. Wenn es sich darum handelt, zwischen Vita­
min D2 und D8 zu unterscheiden, ist man auf alle 
Fälle auf den Tierversuch an Ratten und Kückchen 
angewiesen.

Die fluorometrische E-Bestimmung ist allgemein 
anwendbar. Die biologische Methode ist langwierig 
und ungenau.

Zur Beurteilung des Vitamin-K-Gehaltes ist man 
im wesentlichen noch auf die biologische Auswer­
tung angewiesen. Wenn ein Präparat mit Methyl- 
naphtochinon angereichert ist, können unter Um­
ständen einfache chemische Methoden Verwendung 
finden.

Aus der gegebenen Zusammenstellung geht her­
vor, daß im Laufe der letzten Jahrzehnte in großer 
Anzahl einfache Vitaminbestimmungsmethoden ent­
wickelt worden sind, welche in vielen Fällen die 
komplizierten langwierigen biologischen Auswer­
tungen am Tier ersetzen können. Von den biologi­
schen Bestimmungen sind noch die Vitamin-A- und 
vor allem auch die Vitamin-D-Bestimmung von 
großer Bedeutung, insbesondere wenn es sich darum 
handelt, diese Vitamine in kompliziert zusammen­
gesetzten Stoffgemischen zu bestimmen.

Eine große Entwicklung haben im Anschluß an 
die Strukturaufklärung und Synthese der Vitamine 
die chemischen Bestimmungsmethoden erfahren. Ihr 
Anwendungsbereich ist jedoch in vielen Fällen auf 
Reinsubstanzen oder Substanzgemische beschränkt, 
die das Vitamin in hoher Konzentration enthalten.

Die mikrobiologischen Methoden sind eine sehr 
willkommene Ergänzung der biologischen und che­
mischen Bestimmungsmethoden. Eine ganze Anzahl 
Faktoren des Vitamin-B-Komplexes lassen sich nur 
mit ihrer Hilfe mit annehmbarer Genauigkeit er­
mitteln.
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