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Kastrierte weibliche Ratten, die somit keine zykli-
schen Verdnderungen mehr durchmachen, werden
solange vitamin-A-frei erniihrt, bis auf Grund des
Vitamnin-A-Mangels das Schollenstadium zustande
kommt., Zufubr einer einmaligen Dose von Vitamin
A hat eine Normalisierung zur Folge, die um so
linger anhilt, je groBer die verabreichite Vitamin-
menge ist. Die Anzahl der normalen Tage kann
als Mal der Vitaminwirkung dienen. Beide Metho-
den, sowoll der kurative Wachstumstest als auch
der Kolpokeratosctest sind als Testmethoden ge-
cignet.

Auch fiir die Vitamin-D-Bestimmung stehen ge-
gignete biologische Bestimmungsmethoden zur Ver-
fiigung. Fin Vitamin-D-Mangel hat bekanntlich, wic
zuerst von MELLANBY festgestellt worden ist, eine
Storung des Knochenwachstums zur Folge, die auf
eine mangelnde Verkalkung zuriickzufithren ist,
Neben dem Vitamin-D-Mangel ist das Calciuni--
Phosphor-Verhitltnis fitr das Zustandekommen der
Rachitis von Bedeutung. Das zeigt sich vor allem
sehr deutlich bei der experimentellen Rachitis der
Ratte. Sie kommt néiimlich nur dann zustande, wenn
das Verhiltnis Calcium zu Phosphor der Nahrungs-
bestandteile mindestens drei zu eins betriagt. Bei
geringerem Calciumgehalt ist es bei Verabreichung
einer vollstiindig vitamin-D-freien Nabhrung nicht
moglich, eine Rachitis zu erzeugen; oft ist sogar
eine Brhidhung des Calcium—Phosphor-Verhiiltnis-
ses bis auf zehn zu eins notwendig. Aber nicht allein
das Calcium—IPPhosphor-Verhiiltnis ist mafligebend,
auch der absolute Gehalt an Phosplior darf ein
gewisses Mall nicht {ibersteigen. Ein prozentualer
Gehalt in der Nahrung von itber 0,5 % kann das
Zustandekommen einer experimentellen Rachitis
aucl bei nochi so hoher Calciumzufullr verunmdg-
lichen. Diese Verhiiltnisse miissen auch bei der Ver-
abreichung des zu. untersuchenden Materials be-
riicksichtigt werden, d. h. es darf durch die Zufulir
der zu untersuchenden Substanz dieses Verlidiltnis
nicht wesentlich geéindert werden, Weiterhin ist zu
beriicksichtigen, dall Vitamin D durch Bestrahtung
mit Ultraviolett in vivo syunthetisierf werden kann,
so dal die Tiere wilirend der ganzen Versuchs-
periode im Dunkeln gehalten werden miissen. Nach
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Verabreichung einer vitamin-D-freien Nahrung von
folgender Zusammensetzung treten die Mangel-
erscheinungen im allgemeinen schon nach vierzehn
Tagen auf, wenn etwa fiinf Wochen alte Tiere fiir
den Versuch verwendet werden.

Tab. 2

Grindfutter-Vitamin-1>-Versuch:

Kochsalz jodiert e 1 %
Calciumcarbonat . . . . . .  45%

(evil. 6 %)
Gluten . . . . . . . . . 15 %
Maismehl (Vitamin-A-Quelle) . . . 33 %
Weizen gemalilen (Vitamin-B-Quelle) 31 %
Gelatine . .15 %
Wasser . 120 cin®

Der Krankheitszustand li6t sich am einfachsten
durch rodntgenologische Kontrolle der Epiphysen-
fuge beurteilen. Besonders geeignet ist die Epi-
physenfuge unmittelbar unter dem Kniegelenk.
Kleine Réntgenapparate, wie sie von Zahnirzteu be-
niitzt werden, geniigen den Anforderungen.

In Abb. 3 sind verschiedene Heilungsgrade darge-
stellt, wobei das erste Bild den Heilungsgrad 1=
ausgeprigte Rachitis darstellt, wihrend das letzte
die Verliilinisse nach erfolgter vollstindiger Hei-
tung zeigt. Die Durchfiilrung der Bestimmung kann
auf prophylaktischem oder kurativem Wege erfol-
gen. Der kurativen Methode ist wegen ilirer grofle-
ren Genauigkeit der Vorzug zu geben. Es sind in
diesem Falle allerdings zwei Aufnahmen pro Tier
ndtig, die erste nach zweiwdchiger Mangelperiode,
die zweite nach einer Zufiitterungsperiode von vier-
zehn Tagen. Die Auswertung erfolgt so, daB die
verabreichten Dosen mit den durchschnittlichen
Heilungsgraden in Beziehung gesetzt werden. An-
stelle der Rontgenmethode kann der sogenannte
Knochenlinieutest oder der Knochenaschentest An-
wendung finden. Beide Methoden sind langwieriger.
In beiden Fillen mull der zu untersuchende Teil des
Skelettes isoliert werden. Der Knochenaschentest
hat den Vorteil, dal} die Auswertung auf gravi-
metrischem Wege, d. h. objektiv, erfolgt.

Dic biologischien Vitamin-D-I3estimmungen haben
insofern in den letzten Jahren eine Erweiterung er-
fahren, als es sich als notwendig erwiesen hat, auf
biologischem Wege Vitamin D, und Dy zu unter-
schieiden, Vitamin ID, ist das unnatiirliche Vitamin,
das durch Bestrahlung von Ergosterin dargestellt
wird, wihrend Vitamin ), in analoger Weise aus
7-Dehydrocholesterin gebildet wird und mit dem
natiirticherweise im Lebertran vorkommeuden Vita-
min D identisch ist. Es hat sich ndmlich heraus-
gresteltt, daf das Vitamin D), das auch heute noch
zur Hauptsache zur Anreicherung verwendet wird,
fiir die Behebung von Mangelerscheinungen bei
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Doscn ohne weitercs abgelesen werden, Damit ist
jedoch nichts ausgesagt iiber die Genauigkeit der
erhaltenen Werte. Wegen der Kompliziertheit und
Langwierigkeit der Methode ist es auch nicht mog-
tich, durch mehrfache Wiederholung des Versuches
die Fehlerbreite zu ermitteln. Neuerdings sind aber
statistische Methoden ausgearbeitet worden, die
eine Berechnung der Zuverlidssigkeit der Ergebnisse
ermoglichen. Die Zuverldssigkeit ist abhingig von
der Anzahl der Tiere, der Schwankung der Einzel-
werte innerhalb der gleichen Gruppe, der Steilheit
derStandardkurve, der Tatsache, ob Miinnchen oder
Weibchen fiir den Versnch verwendet worden sind.
Da in den ersten Lebenswochen die Wachstums-
tendenz der ménnlichen Tiere ungefihr doppelt so
grof ist wie diejenige der weiblichen, ist fiir die-
selbe Genauigkeit des Ergebnisses die doppelte An-
zalil von Weibchen notwendig. Wir verwenden die
sogenannte Zweipunktmethode, wobei 4 (Gruppen
von Tieren je zwei Standard- und zwei Priparat-
dosen verabreicht werden. Es kann sich hier niclit

darum handeln, auf die langwierigen Berechnungen

einzugehen. Es soll nur am DBeispiel gezeigt wer-
den, wie bei der Vitamin-A-Auswertung die zuver-
ldssigen (renzeu liegen. Tab. 3 zeigt die Versuchs-
anordnung und die Wachstumswirkung der ver-
schiedenen Priparat- und Standarddosen an 40
Tieren.

Tab. 3
Standarddosen Priparatdesen
15 F 25 K 15 18% 25 E*
17 32 33 46
32 42 30 48
22 35 34 17
19 18 25 » 33
28 29 34 37
22 4} 25 3t
27 34 39 54
44 52 36 42
17 33 21 38
27 43 39 49
Sumtne S; 255 4 Sz 3590 | 8§ 316 | S; 395
Mittelwert dy 255 | de 359 dy 31,0 | dy 395

* Auf Grund der Auxabe errcchnete Werte

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

Tab. 4

Angabe: 200000 Einheiten Vitamin A pro g
Gefundener Mittelwert: 262000 Einheiten Vitamin A pro g
Oblerer Grenzwert: * 363000 Einheiten Vitamin A pro g
Unterer Grenzwert: 192 400 Einbeiten Vitamin A pro g
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Il. Chemische Bestimmungsmethoden

In den dreiBiger Jahren hat die chemische Er-
forschung der Vitamine groBen 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
Konstitutionsaufklarung und zum Teil Synthese der
Vitamin A, By, B,, C und D. An die Entdeckung
der in neuerer Zeit aufgefundenen Vitamine, wie
beispielsweise Vitamin E, Vitamin K, Biotin, Fol-
sdure usw., schlieBt sich die chemische Charakteri-
sierung unmittelbar an.

Relativ friihzeitig wurde versucht, das Vitamin A
auf clhemischem Wege zu bestimmmen, schon bevor
die chiemische Konstitution dieser Substanz genau
bekannt war. Diese Bestimmung, die von CARR und
Pricr angegeben worden ist und sich bis heute be-
wiilirt 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 éhnlicher
Weise andere Derivate des Jonons, so vor alfem
auch die Carotine, Vitamin A kann auch auf spek-
trographischem Wege bestimmt werden. Die Sub-
stanz zeigt im ultravioletten Bereich bei 3280 A
ein typisches intensives Absorptionsmaximum
(El% = 2100). Die Methode wird vor allem ver-
wendet fiir Vitamin~ A - Gehaltsbestimmungen im
Lebertran, wobei im allgemeinen eine alkoholische
Iprozentige Lésung verwendet wird. Die gefundene
Extinktion multipliziert mit dem Umrechnungsfaktor
von 1900 ergibt die Anzahl Einheiten pro Gramm
des untersuchten Materials. o

Vitamin B, wird zur chemischen Bestimmung nach
Jansen durch Oxydation in alkalischer Lésung in
Thiochrom iibergefiihrt, Thiochrom ist eine inten-
siv fluoreszierende Substanz, so dafl schon kleine
Mengen auf fluorometrischem Wege bestimmt wer-
den kénnen. Als weitere Moglichkeit der Vitamin-
3;-Bestimmung sei die zuerst von XINNERSLEY und
PETERS verweudete Farbreaktion mit Diazobeuzol-
sulfosdure erwihnt.

Das  Vitamin B, ist ohne Vorbehandiung zur
fluorometrischen Bestimmung geeignet. Es besteht
auch die Moglichkeit, nach R.KuHN die Substanz
durch Belichten in alkalischer Losung in Lumifltavin
iiberzufiihren. Dadurch wird die Bestimmung spezi-
fischer gestaltet. .

Unter den Vertretern des B-Komplexes eignhet sich
noch vor allem die Nicotinsiiure bzw. das Amid der
Nicotinsiure zur chemischen Bestimmung. Die freie
Nicotinsiure oder das Nicotinsdureamid nach er-
folgter Hydrolyse reagiert mit Bromcyan und er-
wibt mit aromatischen Aminen wie beispielsweise
p~Methylaminophenolsulfat, Anilin oder Amino-
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saurebestimmung. Im allgemeinen mul$ hier die che-
mische Methode weitgehend dem einzelnen Objekt
angepaft werden. Die chemischen Bestimmungen
der iibrigen Faktoren des B-Komplexes sind prak-
tisch auf Reinsubstanzen beschriinkt,

Die biologische C-Bestimmung hat den Nachteil
der Unempfindlichkeit und Ungenauigkeit. Sie kommt
nur in Frage, wenn aus speziellen Griinden die
Priifung der biologischen Wirksamkeit gewiinscht
wird, Die chemischen Vitamini~C-Bestimmungs-
methoden haben allgemeine Anwendungsmoglich-
keiten. Dabei bedeutet es ein grofler Fortschritt, dab
die dltere Methode unter Verwendung von Dichlor-
phenol-indophenol durch die von Ror/OESTERLING
angegebenen Reaktion ergiinzt worden ist. Der Vor:
teil dieser Methode liegt in der viel gréBeren Emp-
findlichkeit und in der Tatsache, dall Reduktone und
Sulfhydrylkérper nicht mitbestimmt werden.

Beim Vitamin ) liegen die Verhiltnisse prin-
zipiell dhnlich wie beim Vitamin A. Es kommen
chemische, spektrographische und biologische Me-
thoden in Frage, doch muB hier ganz eindeutig der
biologischen Bestimmung <der Vorzug gegeben wer-
den. Dal} die chemische und die spektrographische
Methode im allgemeinen nicht geniigen, ist ver-
schiedenen Umstdnden zuzuschreiben. Vitamin D
ist bekanntlich in sehr geringer Konzentration wirk-
sam., Die Tagesdosis enthidlt nur wenige y, so dal}
die relative Unempfindlichkeit sowohl der clhemi-
schen als auch der spektregraphischen Methode
sich ungiinstig auswirkt. Der Bedarf der Ratte ist
hingegen gering. Es sind deshalb noch sehr kleine
Konzentrationen der biologischen Bestimmung zu-
ganglich. Auch hinsichtlich der Spezifitit sind che-
mische und spektrographische Methode ungeniigend,
was um so mehr ins Gewicht fillt, als Material, das
durch Bestrahlung angereichert worden ist, unwirk-
same Begleitsubstanzen enthalten kann, die eben-
falls eine positive Reaktion ergeben. Fiir einen
einigermalBen allgemeinen Anwendungsbereich bleibt
somit die biologische Bestimmung die Methode der
Wahl. Wenn es sich darum handelt, zwischen Vita-
min D), und Dy zu unterscheiden, ist man auf alie
Félle auf den Tierversuch an Ratten und Kiickchen
angewiesen.

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

Chimia 4, Juni 1950

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

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

Eine groBe Entwickinng haben im AunschluBf an
die Strukturaufklirung und Synthese der Vitamine
die chemischen Bestimmungsmethoden erfahren. Ihr
Anwendungsbereich ist jedoch in vielen Fallen auf
Reinsubstanzen oder Substanzgemische beschrinkt,
die das Vitamin in hoher Konzentration enthalten.

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