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W roku 1945 Sobel, Mayer i Kramer podali metode oznaczania witami-
néw D przy pomocy a-dwuchlorohydryny. Metoda polega na iloSciowym
oznaczeniu intensywnoéci zielonego zabarwienia, jakie daje odczynnik
uaktywniony chlorkiem acetylu z witaminem Dy i Ds. Odpowiednio do-
brane warunki analityczne pozwalaja na uzyskanie wysokiej czulosci me-
tody i na ograniczenie wplywu kilku innych- steroli, dajacych réwniez
zabarwienie z dwuchlorohydryna. ’

Pomijajac tu blizsza krytyczng analize te] metody, a zwlaszeza poréw-
nanie jej z powszechniej stosowana metods przy uzyciu chlorku anty-
monu — co wymagaloby obszerniejszej publikacji — nalezy stwierdzié,
ze dla pewnych zagadnien biochemii sterydéw reakcja z dwuchlorohy-
dryna jest bardziej przydatna. Na podstawie wlasnych do§wiadczen: i opie-
rajac sie na danych Pirlota i Rouira, uwazam, ze metoda z dwuchloro- -
hydryna moze mieé istotng warto§é przy badaniu fotochemicznej prze-
miany wytwarzania witaminu D.

Przy zachowaniu jednak warunkéw oryginalnej metody Sobela i wspot-
pracownikéw, i réwniez modyfikacji tej metody, dokonanej przez Rouira,
absorpeja (ekstynkeja, E) barwnych roztworéw nie jest proporcjonalna do
stezenia (C) witaminu. Wyniki odczytuje si¢ z krzywej E={(C). Reakcja
jest jednak przy tym kapryéna, zaleina w duzej mierze od wielu (trud-
nych do uchwycenia) czynnikéw, co stwarza trudnoéé w postugiwaniu sie
krzywa zalezno$ci absorpeji roztworu od stezenia. J. ak wykazalem w swo-
ich doswiadczeniach medogodnosc te mozna usungé przeprowadzajgc ana-
lize przy uzyciu bardziej rozcieficzonych roztworéw witaminu w grub-
szych warstwach — w poréwnaniu z warto§ciami podanymi przez wyzej
wymienionych autoréw *. Przy zachowaniu pozostalych warunkéw ana-
litycznych oryginalnej metody, prawo Lamberta-Beera zgadza si¢ dobrze
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w zakresie stezen od 0,02 mg/ml do 0,09 mg/ml ** (gruboéé¢ warstwy 5 cm).
Wobec proporcjonalnosci miedzy stezeniem i absorpcjg mozna przepro-
wadza¢ réwnolegle pomiary prébki badanej z probka witaminu o znanym
stezeniu, a wynik oznaczenia oblicza¢ z prostej zalezno$ci matematycznej.
Ten sposéb oznaczenia eliminuje w duzej mierze wiele przypadkowych
bleddow, zwigzanych ze zmiang aktywnosci podstawowego odczynnika,
zmiang czystosci pozostatych odczymikow itp.

Do pomiaréw zastosowano fotometr Pulfricha, gdyz przy uzyciu kilku
innych dostepnych fotometréw i spektrofotometréow nie mozna bylo prze-
prowadzié pomiaréw w warstwach o grubosci 5 cm, nie mozna bylo zatem
uzyskaé¢ odpowiedniego rozcienczenia witaminu. Fotometr Pulfricha z do-
datkowym wyposazeniem do pomiaré6w w tzw. malych kuwetach pozwala
réwniez na oznaczenia przy uzyciu niewielkiej.iloéci badanych roztworow,
co w badaniach blologlcznych ma niemale znaczenie. Do pomiaréw uzyto
filtru S61, odpowiadajacego przepuszczalnoscw, zakresowi ustalonemu
przez Sobela i wsp. v =
- Ponizej przytaczam przepis analityczny malo rozpowszechnionej me-
tody z dwuchlorohydryna, uwzgledniajac proponowane zmiany ‘(rozcien-
czenie, grubos¢é warstwy, aparat, pomiar ze standartem). o

ZMODYFIKOWANY PRZEPIS ANALITYCZNY

- Odezynniki ¥**;

1. Odezynnik podstawowy: g-dwuchlorohydryna (1,3- dwuchloropropanol -2) z do-
datkiem 1%, chlorku acetylu. Dwuchlorohydryne cz. do analizy lub cz. nalezy przed
przyrzadzeniem odczynruka przedestylowaé w prozni (temp. wrzenia 72—76°C przy
ci$n. ok. 14 mm Hg). Chlorek acetylu cz. nalezy réwniez przedestylowaé przed przy-
rzadzeniem odczynnika. -

- 2. Chloroform cz. do analizy. :

. 3. Roztwér standartowy witaminu Dy w chloroformie. Roztwér przygotowuje sie
przed wykonaniem serii pomiaréw z krystalicznego w1tam1nu Dy. Stezenie w gram-
cach od 0,03 do 0,05 mg/ml

Przyrzady:

Fotometr Pulfricha z wyposazeniem do pomiaru w tzw. malych kuwetach. Ku=
wety 0 grubosci 5 cm. Filtr S 61. '

“* Jak mozna wywnioskowaé tylko z wykreséw podanych w pracach wymienionych
autoré6w — Sobel i wsp. przeprowadzali pomiary. stezenn witaminu do wartosci ok.
0,27 mg/ml, a Rouir do wartosei ok. 0,45 mg/ml (grubo$é kuwet 1,3 i 1,0 cm).

** Odstepstwa od wymienionego prawa w podanym zakresie nie w1eksze od biedu
odeczytu. Dolna granica podanego zakresu stezeh przy pomiarach w warstwach o gru-
bosci 5 cm wynika z optymalnego zakresu mierzonych absorpcji, ale w przypadku
zastosowania fotometru Pulfricha, przez odpowiedni sposéb odezytu, moze byé znacz+
nie obnizona (np. zastosowanie szarych filtrow).

*** Autor stosowal nastepujace odczynniki: - dwuchlorohydryne f. ,,Merck”, pre-
paraty dostarczone przez BOO—Gliwice, wilasne preparaty i inne; chlorek acetylu
cz, ,,FOCh”, wlasne preparaty: chloroform cz. d. a.-i ecz. ,,FOCh”; w1tam1n Dy kryst,
f. ,Merck” i f. ,Duphar”.
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Chloroformowy roztwér witaminu- Dy w.iloSei 3. ml, o steZeniu witaminu do
0,09 mg/ml, zadaje sie 2 ml podstawowego odczynnika. Probéwke z badang prébka
pozostawia sie w termostacie w temp. 25°C na dokladnie 25 minut. Po tym czasie
wykonuje sie natychmiast pomiar w fotometrze, uzywajgc jako odnosnika (roz‘tworu
kompensacyjnego) mieszaniny 3 ml chloroformu i 2 ml aktywnej dwuchlorohydryny.
Roéwnolegle z probka badang (z zalozonym opdznieniem) wykonuje sig pomiar z po-
réwnawezym (standartowym) roztworem witaminu, uzywajac tego samego roztworu
kompensacyjnego.

Stez. witaminu w proébce badanej 2&. C,, gdzie:
£

C, — stezenie witaminu w prébce standartowej,
E, — absorpcja (ekstynkcja) probki badanej,
E; — absorpcja (ekstynkcja) probki standartowej.

WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA WYNIKI POMIAROW

Postugujac sie metodg wyzej opisang nalezy mie¢ na uwadze czynniki,
jakie moga wplywaé¢ na wyniki pomiaréw absorpcji i na wynik iloscio-
wego oznaczenia witaminu. Oczywiscie, ze wzgledu na wielkosé -bledu .
oznaczenia konieczne bedzie ograniczenie kazdego niekorzystnego wptywu.
Szczegdlnie istotna bedzie znajomosé wplywu substancji, ktére znajduja
sie najcze$ciej w badanych preparatach witaminu. W tym przypadku bo-
wiem wplyw o ktérym mowa dotyczy tylko wartoéci E, podanego wyzej.
wizoru. '

Wplyw odezynnikéw: Na wynik pomiaréw a.bsorpcji’ wyrazny wplyw
maja wszystkie stosowane odezynniki., Dwuchlorohydryna powinna byé
catkowicie bezbarwna i w tym celu najlepiej przedestylowa¢ ja w proézni
przed przyrzgdzeniem odczynnika. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze po pew-
nym czasie (kilka tygodni do kilku miesiecy) odczynnik staje sie zétty lub
brunatnieje; konieczna jest wéwczas ponowna destylacja w prézni i oczy-
wiscie ponowne dodanie chlorku acetylu w celu aktywécji ($wiezo desty-
lowana dwuchlorohydryna nie daje reakcji z witaminem).

Aktywnosé tak przyrzadzonego odczynnika moze byé rézna, zalezna np.
od sposobu destylacji, przechowywania, drobnych zmian w ilosci chlorku
acetylu itp. Wyniki pomiaréw absorpcji w odniesieniu do okreslonych
stezenn witaminu mogg sie zatem zmieniaé z czasem, zZnaczniej w przy-
padku przygotowania nowej porcji odezynnika, Nalezy jednak podkreslié,
ze tego rodzaju zmiany nie maja praktycznie zadnego wplywu na Wymk1
oznaczenia witaminu metods podang w tej pracy.

. Réwniez chloroform uzyty jako rozpuszezalnik dla witaminu posiada
wyrazny wplyw na pomiary -absorpcji. Uzywanie chloroformu czystego
(FOCh) okazalo sie bardzo niekorzystne. Réwniez chloroform specjalnie
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dczyszczony gléwnie w celu usuniecia alkoholu, przez ptukanie woda, su-
szenie i destylacje, powodowal brak powfar'zal‘noéci pomiaréw, prawdopo-
dobnie na skutek szybkiego wytwarzania sie w nim fosgenu. Najlepsze
rezultaty uzyskano z chleroformem cz. do analizy (FOCh).

Obecnos¢ w odezynnikach wody i alkoholu wplywa znacznie na wyniki
mierzonych absorpcji. Z tego wzgledu zawarto§é tych substancji w bada-
nych prébkach jest niedopuszczalna (z wyjatkiem malych ilosci alkoholu
w chloroformie cz. d. a.). ) '

Wplyw czasu reakcji analitycznej i temperatury. Czas reakcji — od
chwili dodania odczynnika do chwili pomiaru — musi byé $cisle utrzy-
many. Wynika on z danych pi$miennictwa i réwniez z wlasnych doswiad-
czen. Nalezy tu poda¢, ze w przepisanym czasie reakcja barwna z dwu-
chlorohydryna osiagga maksimum, przy stabym rozwinieciu lub zaniku
ubocznych reakcji z innymi sterolami (oczywiscie przy zachowaniu in-
nych, podanych warunkéw analizy).

Wahania temperatury w granicach temperatur pokojowych nie wywie-
raja wprawdzie znacznego wplywu na przebieg reakcji witaminu z dwu-
chlorohydryna, wplyw ten jednak uwydatnia sie w stosunku do steroli,
. mogacych stanowi¢ domieszke witaminu. W zwigzku z tym reakcje ana-
lityczng nalezy przeprowadzaé w stalej temperaturze. )

Wplyw substancji stanowigcych najczestiej zanieczyszczenia badanych
prébek: Wplyw innych steroli, poza witaminem Do, na przebieg reakceji
z dwuchlorohydryna jest bardzo istotny i wymaga uwzglednienia w przy-
padku oznaczania nieczystych roztworéw witaminu. Ergosterol * §wiezo
krystalizowany daje w,opisanych warunkach przeprowadzania analizy do
5% tej absorpcji, jaka uzyskuje sie przy uzyciu witaminu o tym samym
stezeniu. Roéwniez tego samego rzedu wartoéci daje lumisterol. Te sub-
- stancje nie przeszkadzajg zatem praktycznie oznaczeniu witaminu De —-
o ile nie znajduja sie w ilosciach przewazajgcych. Natomiast tachysterol
w wyniku reakcji analitycznej daje przeszkadzajacy silny odeczyn z dwu-
chlorohydryng, jednakze wplyw tego zwigzku moze byé bardzo znacznie
ograniczony — zgodnie z danymi Pirlota i Rouira — przez kondensacje
z bezwodnikiem kwasu cytrakonowego. Przebieg analizy bedzie w tym
przypadku nastepujacy: Do 0,5 ml badanej prébki w benzenie (stezenie wi-
taminu w prébee do 0,6 mg/ml) dodaje sie 0,5 ml 1,490 bezwodnika kwasu
cytrakonowego w benzenie. Probowke z badanym roztworem zamyka sie
szczelnie, wypedzajac z niej uprzednio tlen przy pomocy dwutlenku we-
gla, i pozostawia w ciemnosci na pét godziny. Po tym czasie benzen odpa-
rowuje sie w prézni do sucha (probéwka zanurzona w cieplej wodzie),

* Stosowane w badaniach odezynniki: ergosterol (,FOCh”, ,Merck”), lumisterol
(,,FO(_:h”), tachysterol (,,Delta Chemical Corp.” USA), benzen cz. d. a. (, FOCh"), bez-
wodnik kwasu cyirakonowego (,,Schuchhardt).
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a pozostalos¢ zadaje 3 ml chloroformu i 2 ml podstawowego odczynnika.
Dalszy ciag analizy wg przepisu wyzej podanego. Réwnolegle z probka
badang wykonuje si¢ wszystkie podane czynnosci z standartowym roz-
tworem witaminu (w benzenie).

Na podstawie wstepnych doswiadczen moge wnioskowaé, ze prekalci-
ferol i witamin D, daja podobne wartosci absorpcji po reakcji z dwuchlo-
rohydryna (ogrzewany roztwér witaminu bez dostepu powietrza i swiatla
nie zmienia wartoéci absorpcji po reakeji z tym odezynnikiem). W tym
przypadku moze to by¢ dla pewnych badan korzystne, gdyz prekalcyferol
pozostaje prawdopodobnie w rownowadze z witaminem Dy i zgodnie z tym
pogladem mozna go uwazaé¢ za potencjalny witamin.

Suprasterole lub toksysterol reaguja prawdopodobnie silniej z dwuchlo-
rohydryng od witaminu Dg. Naswietlany bowiem witamin daje w wyniku
reakcji analitycznej wyzsze absorpcje, niz to wynikaloby z jego stgzenia.
Obecno$¢é wymienionych zanieczyszezen w badanych prébkach jest zatem
niedopuszczalna.

Cholesterol nie daje reakcji z dwuchlorohydryna. Reaguja natomiast
silnie z tym odczynnikiem karotenowce. ,

Oznaczenie witaminu Dp w obecnosci zwigzkoéw wplywa,]acych na re-
akcje z dwuchlorohydryna nalezy poprzedzi¢ oczyszczeniem lub czeScio-
wym oczyszczeniem badanych probek, np. przez zastosowanie chromato-
grafii.

T. Esrcuxoecrku

3AMEYAHUA OTHOCI/ITEJILHO AHAJIUTUYECKOH PEAKIIVU ,III/IXJ'IOPFI/I,IIPI/IHA
C BI/ITAMI/IHOM I

~ Codeporcariue

B npepcraBnenHol paGore aBTOp HPHUBOMUT HPOCTOH MeTOH U36EyKAHMS OCHOBHOIO MCTOUHMKA
onmGoK mpH onpeaeieHun BuTamupa I o meroxy Cobens m coasTopoB. B paborte obcyxxmeno
TAKIKE BIMSAHHE PA3UYHLIX (DAKTOPOB (PEaKTHBLI, 3arpsisHEHHS HCCIIERYEMBIX 00pasioB) Ha
Pe3yNbTATHI ONpeReICHUA 10 NPEIJIOYKEHHOMY METOXY.

T. Jerzykowski

NOTES ON THE ANALYTICAL REACTION OF DICHLOROHYDRIN WITH
VITAMIN D

Summary

A simple procedure is described of how to eliminate the main source of errors in
determining Vitamin D by the method of Sobel et al.

The paper also deals with the effects of various factors (reagents, contammatlons
in the samples) on the determinations made by the method referred to.



176 _ » ; T. Jerzykowski

PISMIENNICTWO

1. Pirlot G., Rouir E.: Bull. soc. Chim, Belg., 1947, 56, 269; cyt. wg: Snell F. D.,

Snell C. T.: Colorimetric Methods of Analysis; Toronto—New York—London, 1y54.

2. Rouir E.: Bull. soc. chim. Biol,, 1952, 34, 234.

3. Sobel A., Mayer A., Kramer B.: Industrial a. Engineering Chemistry, Analytical
Edition, 1945, 17, 160. _

Otrzymano: 24. 5. 1961. .
Adres autora: Zaklad Chentii Fizjol. Slaskiej A. M. Zabrze-Rokitnica, u!. K. Mar-
ksa 19. o ‘



