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Opublikowana przez Sobela, Mayersa i Kramera metoda oznaczania
witaminy D znalazla zastosowanie w wielu zagadnieniach analizy steroli,
chociaz pod wzgledem czuloéei ustepuje powszechnie stosowanej metodzie
z uzyciem chlorku antymonu. Metoda wykorzystuje barwng reakcje po-
miedzy witaming D 1 alfa-dwuchlorohydryna, uaktywniona chlorkiem
acetylu. Campbell zmodyfikowal metode wyzej podanych autor6éw, zmie-
niajac diugose fali analitycznej (z 625 na 410 mu) i proporcje odczynnika
do badanego roztworu (z2:3 na 4: 1), co zwiekszylo czulo$é reakeji w sto-
sunku do oryginalnej metody przeszio dwudziestokrotnie. Autor zmody-
fikowanej metody uwaza, ze metods w nowym ujeciu nadaje sie gltéownie
do oznaczania stezen witaminy Dg, przy czym réwniez w stezonych roz-" -
tworach olejowych. o

Badajgc mozliwogéi zastosowania réznych metod oznaczania wita-
miny D, przede wszystkim w celu analizy produktow fotochemicznych
przemian prowitamin, zajalem sie szczegélnie]j zardéwno oryginalng metoda
Sobela, jak i jej modyfikacja W ujeciu Campbella. Na temat tej ostatniej
metody chcialbym doda¢ kilka uwag pozwalajacych na jej szersze zastoso-
wanie. ‘ ' a

Campbell wykonywal pomiary przy uzyciu spektrofotometru ‘Beck-
manna, sugerujac jednakze, ze jego metode mozna przystosowact do ab-
sorpcjometréw z filtrami. Probujac przeprowadzaé jednak pomiéry przy
uzyciu tego rodzaju aparatow (rowniez spektrofotometréw Coleman M 14
i Coleman-junior), stwierdzilem, ze nie zachodzi w tych"prZYpadkach,
stwierdzona przez Campbella, liniowa zaleino¢ miedzy stezeniem wita-
miny i absorpcja barwnego roztworu. Nasuwal sie zatem wniosek, ze do
uzyskania zgodnosci z prawem Lamberta-Beera w zakresie analitycznej
diugosci fali potrzebna jest dobra monochromatycznoéé uzytej wigzki
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$wiatla. Z tego wzgledu do pomiaréw zastosowalem $wiatlo lampy rte-
ciowej z uzyciem odpowiedniego filtru, przepuszczajacego gtéwnie linie
_rteciows o dlugosci fali 405 mu. Pomiary w tych warunkach wykazaly
szereg dodatnich cech i jak to wynika z dalej przedstawionych do$wiad-
czen, prawo liniowej zaleznosci miedzy absorpcja a stezeniem jest zacho-
wane, i dla obu witamin D, i dla kilku innych pochodnych sterolowych,
wchodzgcych w skilad produktéw fotochemicznej przemiany prowita-
min.

METODYKA I WYNIKI POMIAROW

Pomiary przeprowadzalem, uzywajgc preparatéw czystych witamin Ds
iDg (f. Merck—Dérmstadt i Duphar-Holandia) i czystych steroli: lumine-
sterolu i ergosterolu (FOCH — Polska), 7-dehydrocholesterolu (L. Light —
Anglia) i tachysterolu (Delta Chemical Works, Inc. — New York). Bralem
przy tym pod uwage mozliwo$é oznaczania witaminy D w obecno$ci to-
warzyszgcych steroli (ewentualnie w czeSciowo oczyszcezonych preparatach
na drodze chromatografii), w oparciu o znajomosé¢ wspétczynnikéw eks-
tynkcji zwigzkéw, obecnych w badanej prébce.

Zastosowany w tej pracy przepis analityczny przedstawial sie naste-
pujaco: do roztworu chloroformowego sterolu w ilosci 2 ml dodaje sie
8 ml odczynnika: alfa-dwuchlorohydryny z dodatkiem 1% chlorku ace-
- tylu*. Szczelnie zatkang probéwke z badang prébks pozostawia sie na pot
godziny w lazni wodnej o temperaturze 25°C. Po tym czasie wykonuje sie
natychmiast odczyt absorpcji (ekstynkeji) przy uzyciu fotometru Pulfricha
z lampa HQE 40 i filtrem HgCd 405. Grubosé kuwety: 2 em.

Zaréwno czas jak i temperature reakcji nalezy $ci§le utrzymaé dla
uzyskania odtwarzalno$ci wynikéw. Parametry te wynikaja z analizy
krzywych zaleznosci absorpcji od czasu i temperatury. Przy tempera-
turze 25° absorpcja probki z witaming Ds osigga po 30 minutach rozlegte
maksimum (w ciaggu ok. 10 min. utrzymuje si¢ praktycznie ten sam po-
ziom absorpcji), podczas gdy w tym samym czasie podobna krzywa dla
ergosterolu wykazuje, po osiagnieciu wczesniejszego maksimum — pla-
skie minimum. Dla innych temperatur rozklad absorpcji jest mniej ko-
rzystny, biorac pod uwage ewentualne wykorzystanie metody w celu
‘oznaczania witaminy.

Wyniki jednej serii do§wiadczen przedstawione zostaly w tabeli 1 ilu-
strujacej liniowa zalezno§¢ absorpcji od stezenia w podanym zakresie ste-
zen. Z tabeli wynika réwniez dogodny do badania zakres stezen.

* Odczynnik podstawowy powinien byé przygotowany ze S$wiezo destylowanych4
skladnikéw (alfa-dwuchlorohydryng w prézni). Wszystkie odczynniki zastosowane
W analizie muszg byé czyste do analizy.
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Tabela 1 — Table 1
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Absorpcia (ekstynkcja) ** 2)
Stezenie W vy .
na ml barwnego g - .
1 & witaminy | witaminy | ergosterolu 7-dehydro tachysterolu | lumisterolu
roztworu 1) cholesterolu
D, 3) D, 3) 4) 5) 6) o 7
5 0,254 0,218
7 0,359 0,308
10 0,519 0,442 )
50 0,120 0,270 0,159 0,059
70 0,178 0,366 0,220 0,081
100 0,246 0,529 * 0,307 0,115

* Wg Campbella 7-dehydrocholesterol powinien dawaé nizsza absorbcje od ergosterolu. Wyniki
uzyskiwane jednak z preparatem ,L. Light — Anglia“ powtarzaja si¢ w wielu moich pomiarach.
Sprawa ta wymaga dalszego do$wiadczenia.

** Podane wartoéci sa Srednimi z 5—7 oznaczen przy czym rozrzut wynikow pomlarow byt
w granicach 5% bledu wzglednego.

* According to Campbell 7-dehydrocholesterol should give weaker absorption than ergosterol.
However, the results obtained with the preparation ,,L. Light, England“ were reproduced in many
of the measurements in this series. The matter requires further experiments.

** The values cited are means of 5—7 estimations, and the distribution of the results of measure-
ments was within the limits of 5% of the relative error.

Concentration in v per ml. of the colored solution 1); Absorption (extinction) 2); vitamins 3);
ergosterol 4); 7-dehydrocholesterol 5); tachysterol 6); lumisterol 7).

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze podane wartosci mogg sie zmieniaé¢ jako
liczby bezwzgledne w zaleznosci od aktywnoSci odczynnika i jego prze-
chowywania. Wplyw moga mie¢ np.: sposob destylacji, ilos¢ dodanego
chlorku acetylu (zwigzek lotny), zawartos¢ wilgoci itp. Z tych wzgledow
ewentualne pomiary analityczne nalezy odnie$¢ do pomiaréw z standar-
dowymi roztworami krystalicznej witaminy D (Jerzykowski).

WNIOSKI

Biorac pod uwage 10-krotne rozcienczenie witamin w badanych: préb-
kach w poréwnaniu z innymi, uzytymi w doswiadczeniach sterolami,
mozina przyjaé, ze oznaczenie zaréwno -witaminy Dg, jak i Ds da si¢ prze-
prowadzié¢ wobec wymienionych zwigzkéw towarzyszacych z wystarcza-
jaca dla wielu zagadnien dokladnoscig. Oczywistym warunkiem jest, aby
wchodzace w rachube zanieczyszczenia nie znajdowatly sie w 110s(:1ach
przewazajacych.
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T. Eoscuxoscku

MOJIUDPHKAIINA METOIOA OIIPENEJEHUSI BUTAMHUHA D IIYTEM PEAKITHH
'C BUXJIOPTUIPUHOM

Codeprcarnue

-

Omapasice ma paGorer KomnGesuna, aBTop ans monydeHusi GoJiee UyBCTBHTE/SHOM AHAIATH-
aecKoii peaxim onpepenaeHnss Butamuna D, u D, npegmaraer metox ¢ o-CHXJIODTUAPHHOM /117
KOJIOPHMETPHIECKHX H3MEPEHHUI PTYTHBIX JIMHUI IIDH BOJIHE PABHOM 406 T M. AGcopGuus PacTeo-
POB MHOTOKPATHO GOJIBIIE, YeM COOTBETCTBYIOUIME NAHHLIE OPHTHHAILHOTO METOMA upu Hpu-
MEHEHHN CBETa B IpefeNax 625 T M. B paGore mpuBeneHbI YCIOBHSI XOAa aHAJN34, HpEed
TIOXOAAIMX  KOHIEHTPpauii 1 BenmyuuHa abcopOmuu ButamuHa Dy u D; mo cpasHenmio ¢ a6-
copbmeit Apyrux Crepoieil, BXOAAMMX B COCTAB NPOAYKIOB OGIYUEHHsS CBETOM TIPOBUTAMMH ;
Iprocrepons, 7-HerMAPOXOTECTEPOIIS, JUOMUCTEPOIS W TaXHCTEPONs.

T. Jerzykowski

A MODIFICATION OF THE METHOD FOR ESTIMATING VITAMIN D
BY MEANS OF THE REACTION WITH DICHLOROHYDRIN

Summary

With the purpose of obtaining a more sensitive analytical reaetion for estimating
vitamins Dy and D3 by the method employing alpha-dichlorohydrin, and basing on
the work of Campbell, the author proposes use of the mercury line at wavelength
406 my for colorimetric measurements. Absorption of solutions is more than ten
times greater as compared with the corresponding values obtained with the original
method employing a light band in the 625 my range. Conditions for performing the
analysis "are described in this paper, as well as the range of convenient concen-
trations and absorption values of vitamins D, and D3 compared with absorption by
other sterols entering into the composition of the products of irradiation of pro-
- vitamins: ergosterol, 7-dehydrocholesterol, lumisterol, and tachysterol.
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