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A takarmanyoknak kilénboz6 vitaminokkal valé kiegészitése az ut6bbi
években egyre nagyobb jelentGséglvé valt. Az A-vitaminnak ilyen takarmany-
el6keverékekhdl valé meghatarozasa nem konnyd feladat, és jéforman alig talal-
haté a szakirodalomban adat a meghatarozasra.

Az A-vitamin és altaldban a zsiroldédo vitaminoknak olajos mintakboél valé
mennyiségi kémiai meghatarozéasat kilonleges el6készités el6zi meg. Mint tudjuk,
ez a klasszikus hagyomanyok szerint abbdl all, hogy a kérdéses mintat alkoholos
kaliluggal szappanositjuk el, majd az el nem szappanosod6 - magat az A-vita-
mint tartalmaz6é - részt az elszappanositottdl, éteres (petroléteres) kivonassal
valasztjuk el. Az igy kapott kivonatot szaritds utan aluminiumoxidon (Brock-
mann) torténdé kromatografiaval tisztitjuk. A tulajdonképpeni mérésre csak az
igy tisztitott A-vitamin tartalmd oldat alkalmas.

A mintaknak méreshez vald ezen Klasszikus elSkeszitese, a dolog természeté-
bdl kifolydlag, hatéanyagveszteséggel jar, akar az elszappanositas utani kivonast,
akar az ‘aluminiumoxidon térténd kromatografalast stb. vizsgaljuk.

Intézetiinknek, olyan gyors és amellett pontos moddszerre volt szilksége
- elssorban A-vitaminnak takarmanykoncentratumokbdl valé meghatarozasa-
ra- .melynél a hatéanyag elGkészitessel jaro vesztesége csekély. Sikerdlt is kidol-
goznunk egy olyan rutineljarast, mely A-vitamin kemia meghatarozasara, egy-
szert’]sége, gyorsasdga és pontossaga kovetkeztében, a legkuldnfélébb eredet(
%nyago esetén (takarmanykoncentratum, maj, olaj stb.) Kiterjedten alkalmaz-

ato.

A mbdszer kidolgozésanal abbdl az elvbdl indultunk ki, hogy - szakitva
a hagyomanyokkal - a munkaigényes, valamint a hatéanyagcsékkent6 munka-
fazisokat teljesen elhagyjuk, és egész egyszerii Uton prébalunk a tiszta, mérésre
alkalmas hatoanyaghoz jutni. Egyetlen célunk, réviden, tehat az volt, hogy a
meghatarozandé mintaban levo A-vitamin, quantitativ oldatdhoz jussunk,
melybdl valamely szinreakcio segitségével, extinkcid mérés alapjan, a hatéanyag-
tartalmat meg tudjuk allapitani.

Eljarasunk elve a kdvetkezd: A-vitamin tartalmd takarménykoncentratum
és maj esetén a mintat az A-vitamin kinyerése céljabol, 2:8 arany( aceton-
petroléter eleggyel, sotéthen, 20° C-on, éjjelen at allni hagyjuk. A lesz(irt sargas
szind kivonat, a mérések szerint, az 0sszes A-vitamint tartalmazza. Az igy nyert
kivonatot csontszénnel ha szilkséges deritjiik. A kapott szintelen oldatot vakuum-
ban beparoljuk és a maradékot szaraz kloroformban 10 ml-re oldjuk.

Az igy el6készitett minta alkalmas az A-vitaminnak, barmely szines vegyu-
lete altal, szinintenzitds alapjan t6rténé meghatarozasra.

Mi, a magunk részérdl, bizonyos modositassal A. E. Sobel altal ajanlott 1,3-
glicerindiklorhidrint (kés6bbiekben GDH) valasztottuk reagensnek, mellyel az
A-vitamin mély kékbdl ibolyaba atcsapd szint ad (2).

Az A-vitaminnak 1% acetilkloridot tartalmazé GDH-nel képz6d6 mély
kék, majd ibolyaba atcsapd szine bizonyos id6 milva elhalvanyodik, a mérés
azonban sokkalta biztonsagosabb, mint amikor antimontrikloridot alkalmazunk
reagensnek. Azt talaltuk, hogy mig az utébbi szinreakci6nal a D3vitamin
jelenléte zavarja a mérést, addig az altalunk valasztott GDH-es reakcional nem,
miutan D3vitamin a GDH-nel csak kb. 10 perc malva kezd reagalni, mely zold
szinnel. Ha a D3vitamin esetleges zavar¢ hatasat minden kétséget kizardan ki-
akarjuk kiszobolni, akkor a szinreakciot acetilkloridot nem tartalmazé GDH-
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nel hajtjuk végre. Azt talaltuk ugP/anls hogy a D3vitamin az acetilkloridot
nem tartalmaz6 GDH-nel e%yalta an nem reagal, viszont az A-vitamin igen,
jollehet a képzd8dott szin halvanyabb, mint acetilklorid jelenlétében. Ez
utdbbi esetben természetesen olyan standard gorbét hasznalunk &sszehason-
litasul, melyet acetilkloridot nem tartalmaz6 GDH-nel vettiink fel.

/. téblazat
) ) Bekevert A-vitamin mennyiség Mért A-vitamin
Minta megnevezése NE/g mennyiség
NE/g
450
1. Csibepremix Cx jell . 460 445
451
446
2. Csibepremix C2 jeld 460 437
439
463
3. Csibepremix C3 jell 460 460
459
450
4. Csibepremix C4 jell 460 438
453
835
5 Tojopremix T4 jell 850 832
840
835
6.  Tojopremix T2 jell 850 835
841
14200
7. Keményités granulatum 14 250 14000
14250 ,
65 500
«.  Cetaceumos koncent- 65 700
ratum 66 000 65,650
27 500*
9. »,Duphasol A+D3’ 25000 Garantalt meny- 28 100
(vizoldhaté A+D3 nyiség NE/g 27 400
vit.)
1,21 millié*
10. Olajos A-vitamin 1,0 millié Garantalt 1,18
(importalt) mennyiség NE/g 1,20

A *gal megjelolt értékek a garantaltnal magasabbak. Ennek oka az,
hogy az import anyagok minden esetben magasabb hat6értékiek a feltuntetett-
nél.
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Eljarasunk reprodukalhatosaga, ill. megbizhatésaga abbdl az egyszeri
tényhGl kovetkezik, hogy a takarmanykoncentratumokba (Eremix) - el6zbleg
eljarasunkkal mért—meghatarozott mennyiség A-vitamin keriil. Ezt a bevitt
és pontosan meghatarozott A-vitamin mennyiseget a frissen késziilt Premixekbdl
eljarasunkkal minden esetben max. 2-3% veszteséggel siker(lt is kimutatnunk
(L 1 tdbl4zat 1-8 tétel), ami rutineljarasoknal véleményiink szerint maximalis
pontossagot jelent. A szenes deritéssel kapcsolatban felmeriilt az a probléma,
hogy a szén esetleg az A-vitamin egy részét adszorbedlja és igy a mérés nem meg-
bizhato: Ezzel kapcsolatban a kovetkez6ket kell megjegyezni.

Szenes deritésre az esetek nagy részében nincs szlkség (olajos, viaszos,
vizes mintaknal), miutan a mintak oldatai teljesen szintelenek. Takarmanykon-
centrdtumok és maj mintak vizsgalata folyaman, amennyiben az extraktum soté-
tebb sarga lenne, Ugy azokat deriteniink kell, ha csak halvanysarga, Ggy nem
deritjiik, hanem ezt az oldatot és nem kloroformot alkalmazzuk vakprobanak.
A szenezéssel kapcsolatos méréseink szerint 150-300 NE A-vitamint tartalmazé
vizsgalandé oldatoknal 0,35-0,40 g szén még nem okoz gyakorlatilag veszte-
séget; 0,5 g mar 4-5% veszteséget okoz. Ezt tehat figyelembe kell venniink a
szenezésnél.

) ﬁ‘tovébbiakban, eljarasunkkal kapcsolatos egyes részletkérdéseket ismer-
tetjuk.

A mintakbdl altalaban annyit mériink be meghatarozashoz, hogy az egyes
bemérések dsszes A-vitamin tartalma 200-500 NE legyen. Ez természetesen
nem annyit jelent, hogy ennél kevesebbet a modszerrel nem lehet meghatarozni.
Takarmanykoncentratumok (Premix) esetén a mintat o6tszords térfogatu 2:8
aranyl acetonpetroléter eleggyel, hidegen digerdljuk - ha lehet becsiszolt
Erlenmeyer lombikban - gy, hogy a folyadék-tér feletti leveg6t nitrogén gazzal
szoritjuk ki. Azutan a lombikot sotét helyen, kb. 12 6rén at, 20 C° koral, allni
hagyjuk. A mintdkat azutan leszivatjuk, a csapadékot kevés aceton-petroleter
eleggyel lemossuk. A kapott sargas szlrletet 0,2-0,4 g szénnel deritjik. A sz(r-
let beparlasa vakuumban, 40°-os vizflirdén nitrogénaramban, torténik. A mara-
dékot kis részletekben, szaraz kloroformmal 10 (esetleg 5) ml-es mérélombikba
mossuk és pontosan jelig toltjik. Magat a mérést az igy kapott oldatokkal végez-
zlik, mégpedig az alabbi - 0@sszehasonlitd grafikon felvételével kapcsolatban
kozolt - eljardas pontos betartasaval. (L 1 abra.)

A standard grafikont kristdlyos A-vitaminacetat segitségével vesszik fel
a kovetkezdéképpen.

A standard anyagb6l 0,02-0,025 g-ot mérink be és szaraz kloroformmal
50 ml-re higitjuk mérélombikban. Ebbdl a térzsoldatbdl az aldbbi higitdsokat
végezzik el 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,7, 0,5, és 0,3 ml-t higitunk szaraz kloroformmal
10 ml-re. A vizsgalandé oldat 3 ml-jéhez, 3 ml 1% acetilklorid és 99% 1,3-glicerin-
diklérhidrinbdl frissen készilt (1) reagenst adunk. Mély kék szin jelentkezik,
mely 15- 20 mp mulva ibolyaba csap at. Az extinkciot 2-3 percen belul merjik.

Az A. E. Sobel altal ajanlott GDH-nes A-vitamin Kkimutatasi moddszert
bizonyos vonatkozdsokban modositottuk. Vonatkozik ez a minta és az alkal-
mazott reagens arénziéra, valamint a leolvasas idejére. Mi ugyanis a mintahoz
azonos térfogatu GDH reagenst adunk, mig Sobel és munkatarsa 4-szeres mennyi-
ségli reagenssel dolgozik. Utdbbi esetben a reagenssel erGsen felhigitott (1: 4
arzi\(nyﬂ) oldat extinkci6ja azonos térfogat esetén kb. fele az 1: 1 aranyl oldaté-
nak.

Azonkivil Sobel szerint a leolvasast 2-10 perc kozott kell végezni. Ezt
tulzottnak tartjuk, miutan az altaluk ajanlott feltételek mellett, sorozatos méré-
seink tapasztalata alapjan a mérést 1 1/4 percen beldl kell végezni; miutan ez
idén tal mar lassan csokken az extinkci6. Az altalunk modositott GDH reagens
alkalmazas esetén az oldat extinkcidja kb. 2-3 percig n6 és csak azutan csokken.
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Minta megnevezése

A-vitamin tartalmd
takarmanykoncent-
ratum (Premix)

. Olajos koncentré-
tamok (1 millio
NE/g) Hoffmann
la Roche-féle

. Vizoldhato A-vita-
min készitmény
,Duphasol A+D3’
(Duphar)

. M

. Viaszokban (méh-
viasz, cetdceum stb.)
oldott szilard
A-vitamin
koncentratum

Bemérés

109

2-3 mg

01-0,2 g

10-50 g

50 mg

El6készités 1 Extrahalas Derités
5x -6s +
aceton
petrol-
leterrel
Letisztitott 5 x-0s +
szérazra aceton
torélt szerv petrol-
tengeri éterrel
homokkal 1 CaEll
finom péppé at razva,
dorzsolve majd 12
oran at
all.

Oldas Beparlas
- Vakuum-
ban
Kloroform-
ban
10 ml-re
20 ml Vakuum-
aceton- ban
ban
Vakuum-
ban
Kloroform-
ban
10 ml-re

2. tablazat

Higitas

10 ml
kloro-
frommal

10 mi
kloro -
formmal

10 ml
kloro-
formmal



Mi a méréseket ,,UVIFOT” fotométerrel, 578 m”-nal, 5 ml-es 1 cm-es réteg-
vastagsagu Uvegkiivettdban végeztik. Az extinkcidkat, mint az A-vitamin tar-
talom fuggvényét abrazolja az 1 abra grafikonja.

Az A-vitamin meghatarozast mas eredet(i anyagokra is kiterjesztettiik, ami-
kor is azok el6készitése elvileg megegyezik a fentiekben ismertetett irdnyelvekkel,
azonban ani/)agonként, bizonyos modositasokkal torténik.

A 2. tdblazatban Utmutatasul ezeket a tipus meghatarozasokat foglaltuk
0Ossze.

IRODALOM
<1) sobel, A. E. Werbin H.: J. of. Bioi. Chem. 159, 681, 1945.

BUAOW3SMEHEHHbLI METO/A, KO/IMYECTBEHHOIO OMPEAE/IEHUSA
BUTAMUHA ,A”

Ob. Teupl

ABTOp pa3paboTan MeToh OnpefdeneHUs CcofepXaHws BuTamuHa ,,A” B
KOHLIEHTPMPOBaHHbIX KopMax (MpemMuKc), B MAacisiHbIX, BOLUEHbIX, (LeTaleym,
BOCK W T. [A.) BOAHbIX pacTBopax W B MEYEHW.

MpyHUMN onpedeneHus  CregyoLmii:

[Ona onpegeneHns cogepXaHus BuTamuHa ,,A” K3 KOpMa WA NeYeHu
M3roTOBMISETCA BbITSXXKA CMECHIO aLeTOHA-NETPONEHbIM 3(MpoM 2:8, BbITSKKA
OCBET/IAETCH, BbINApPVMBAETCA W OCTATOK PacTBOPAETCHA B X/I0POOPME U B Cryyae
HeobxoAMmocTy ocseTnisieTcs. OO6pasLbl PacTBOPWMMble B BOZE PacTBOPANOTCA B
xnopocopme rnocrne BbinapueaHusa. Konuyectso sBuTamuHa ,,A” onpepensercs
B XN0pPOHOPMOBbLIX  pacTBopax 1,3-rMLEPUHANXNOPTNAPUHOM  COAEPXKaLLMM
1% aueHTunxnopuga. lMornaweHne ceeta (DMOMETOBOM OKPACKU MOYYeHHOW OT
CWHell oKpacku u3mMepsieTcd npu 578 mij.



MODIFIZIERTES VERFAHREN ZUR QUANTITATIVEN BESTIMMUNG
VON A-VITAMIN

Gy. Géczy

Verfasser beschreibt in seiner Arbeit ein Verfahren zur Bestimmung von
A-Vitamin aus Futterkonzentraten (Premix), aus oligen, wachsernen (Ceta-
ceum, Bienenwachs usw.), wasserigen L&sungen bzw. aus Leber. Das Prinzip
des Verfahrens ist folgendes:

Aus der A-Vitamin enthaltenden Probe wird im Falle von Futtermittel,
bzw. Leber mittels einem Gemisch von Aceton-Petroldther 2:8 ein Extrakt
bereitet, derselbe bis zur Farblosigkeit gekldrt, eingeengt und der Riickstand
in Chloroform geldst. Die dligen, bzw. wachsernen Proben werden nach erfolg-
ter Einwaage unmittelbar in Chloroform geldst und wenn notwendig, geklart.
Die wasserloslichen Proben werden nach Eintrocknen in Chloroform gel6st.
Aus den chloroformischen Ldésungen wird das A-Vitamin mittels 1% Acetyl-
chlorid enthaltendem 1,3-Glycerindichlorhydrin bestimmt. Die Extinktion
der aus Blau in Lila umschlagenden Farbe wird bei 578 m/t gemessen.

MODIFIED METHOD FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION
OF VITAMIN A

Gy. Géczy

A routine method was evolved by the author for the determination of
vitamin A in animal feed concentrates (Premixes), oily solutions (e. g. cetaceum),
aqueous solutions, and liver. The fprinciple of the method is as follows.

Allow to stand the sample (feed) overnight (in darkness) with a fivefold
volume of a 2 : 8 mixture of acetone and petroleum ether at room temperature.
Filter, treat the filtrate with carbon, evaporate the colourless solution in vacuum
in a nitrogen atmosphere. Dissolve the residue in 10 ml of dry chloroform.
In the case of oily or waxy samples, the weighed samples can directly be dissol-
ved in chloroform, and decolorized if necessary. Water-soluble samples are
evaporated, and subsequently dissolved in chloroform.

The chloroformic solutions are diluted with an equal volume of 1,3-glycerol-
dichlorohydrine containing 1% acetylchloride. The extinction of the developed
blue colour turning violet is measured at 578 m/i.

PROCEDE MODIFIE POUR LE DOSAGE DE LA VITAMINE A
Gy. Géczy

L’auteur décrit un procédé pour le dosage de la vitaminé A dans des con-
centrats fourragers (Premix), dans des solutions aqueuses huileuses et a base
de cire (cétacée, cire d’abeilles etc) et dans le foie.

Le principe du procédé est le suivant:

A partir de réchantillon contenant de la vitaminé A on prépare, dans
le cas des fourrages ét du f6ire, un extrait avec de l’acétone-éther de pétroole
(2:8), que I'on clarifie jusqu’ & décoloration et apris évaporation on dissout le
résidu dans du chloroforme. Dans le cas des échantillons huiteux et & base de
cire, respectivement, on dissout Iéchantillon pesé¢ immédiatement dans du
chloroforme et on le clarifie, si cela est récessaire. Les échantillons solubles
& I’eau sont dissous dans la chloroforme aprés évaporation. Dans les solutions
au chloroforme on dose la vitaminé A avec 1,3 glycérinedichlorhydrine con-
tenant 1% de chlorure d’acétyle. L’on mesure I'extmction de la couleur bleue
passant au lila & 578 m//.

54



