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Z Zakladu Higieny Zywienia Akademii Medycznej w Warszawie

Stosowane metody chemicznego oznaczania witaminy D obejmujg zasad-
niczo nastgpujgce etapy: 1) zmydlanie, 2) ekstrakcje niezmydlonej pozo-
stalosci zawierajgcej witamine D, 3) oczyszczanie niezmydlonej pozosta-
tosci, majace na celu usuniecie zwigzkow towarzyszgcych witaminie D,
a przeszkadzajgcych w jej oznaczaniu, 4) wlasciwe oznaczanie witaminy
D (kolorymetryczne albo spektrofotometryczne).

Ostatnie dwie fazy postepowania analitycznego nastreczajg najwieccej
trudnosci. Stosowane metody oznaczania witaminy D réznig sie miedzy
sobg zasadniczo sposobem rozwigzywania tych dwu zagadnien tj. w oczysz-
czaniu witaminy D i we wla$ciwym oznaczaniu.

Witamina D wystepuje prawie zawsze wraz z rozmaitymi zwigzkami
przeszkadzajagcymi w jej oznaczaniu. Wiele z nich daje reakcje z odczyn-
nikami stosowanymi do oznaczania witaminy D albo ma podobne maksima
absorpcji w analizie spektrofotometrycznej. Totez wysitki analitykéw kon-~
centrowaly sie gléwnie ma wynalezieniu specyficznej reakcji barwnej,
a wobec braku takowej na metodach jak najlepszego oczyszczania wita-
miny D przed oznaczeniem kolorymetrycznym czy spektrofotome-
trycznym.

Opisano wiele reakcji barwnych witaminy D z réznymi odczynnikami,
ale tylko kilka z nich znalazlo szersze zastosowanie. Powszechnie stoso-
wana jest reakcja z chlorkiem antymonawym, opisana po raz pierwszy
przez Brockmanna i Chena (1). W oparciu o te prace Niedl i wsp. (2) zmo-
dyfikowali odczynnik, stosujge ok. 20°s chloroformowy roztwér So Cls
z dodatkiem ok. 2% chlorku acetylu. Na tej samej reakcji oparli De Witt
i Sulliven (3) rozpuszczali jednak chlorek antymonawy z chlorku etylenu.
Oba te odezynniki, a zwlaszeza odezynnik Nielda 1 wsp., sa w dos§¢ pow-
szechnym uzyciu; stosujg go Green (4), Shaw, Jefferies i Holt (5), Stross
i Brealey (6) i inni. Garkina i Bukin (7) postugujg sie zasadniczo podobnym
odezynnikiem, z tym jednak ze chlorek acetylu dodajg kroplami bezpo-
§rednio do kiuwety przy oznaczaniu kolorymetrycznym.

Odczynniki z SbCl; dajg z witaming D pomaranczowe zabarwienie,
ktorego natezenie jest proporcjonalne do ilo$ci witaminy D. Jednak reak-
cia ta nie jest specyficzna. Zwigzki pokrewne witaminie D daja podobne
lub identyczne zabarwienie o réznym nasileniu. Moze to wplywac¢ na wy-
niki oznaczen np. witamina A tworzy z omawianym odczynnikiem bardzo
intensywne ciemnoniebieskie zabarwienie calkowicie maskujace reakcje
witaminy D.

Tschapke i Plessing (8) opracowali metode kolorymetrycznego oznacza-
nia witaminy D przy zastosowaniu 1% roztworu chlorku cynawego
w chlorku acetylu. W wyniku reakeji powstaje zolte zabarwienie, ktorego
nalezenie mierzy sie na fotokolorymetrze Pulfricha.
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Sobel 1 wsp. (9) do oznaczania witaminy D uzywali dwuchlorhydryng
glicerolu w okecnosci chlorku acetylu jako zwigzku aktywujacego odczyn-
nik ktéry daje zolte zabarwienie zmieniajace sie na zielone po kilku minu-
tach. Istnieje opinia, ze wada odczynnika jest mala czulo$é nawet w mo-
dyfikacji Campella (10), ktory te czutosc zwigkszyl dwudziestokrotnie.

Poniewaz zadna z reakcji barwnych nie jest specyficzna dla witaminy D,
konieczne jest jej oczyszczanie. Przede wszystkim nalezy usungé witami-
ne A, o ile jest obecna. Poza tym nalezy pozby¢ sie towarzyszacych wita-
minie D steroli jak ergosterol, 7-dehydrocholesterol, lumisterol, supraste-
vole i innych, oraz tachysterolu. Wymienione sterole poza tachysterolem
daja rakcje barwng z SbCl;, jednak intensywno$é zabarwienia jest sto
razy mniejsza niz witaminy D (5). Natomiast tachysterol daje reakcj:
pod kazdym wzgledem podobng jak witamina D. Wg Shaw i wsp. w pro-
duktach naswietlania ergosterolu moze znajdowa¢ sie go od 5 — 15%.
Dlatego tez usuwanie tachysterolu przy oznaczaniu witaminy D w pro-
duktach naswietlania ergosterolu jest bardzo waznym etapem analizy.
Najczedcie] osigga sie to przez kondensacje z bezwodnikiem maleinowym
albo cytrakonowym (4 7). Stosowane sa rOwniez w tym celu metody chro-
matograficzne (3, 5, 12).

Usuwanie ergosterolu i 7-dehydrocholesterolu przeprowadza sie na og6t
przez wytracanie digitoning.

Pozostale produkty naswietlania nie maja wiekszego wplywu na wynik
analizy (4, 11).

Jak wida¢ z tego krotkiego przegladu oznaczanie chemiczne witami-
ny D jest ciagle otwarte.

Celem naszej pracy byla adaptacja lub modyfikacja ktérejs z metod
chemicznego oznaczania witaminy D. W pierwszej czeSci pracy zajeliSmy
sie oznaczaniem witaminy D w olejowych roztworach stosowanych w lecz-
nictwie.

CZESC DOSWIADCZALNA

Reakcja barwna. Pierwszym etapem pracy byl wybor reakeji
barwnej. Postanowiliémy wyprobowaé przydatno$é metody Tschapke
i Plessinga (8) oraz metody Nielda (2) przy uzyciu fotokolorymetru Pul-
fricha. :

Po wyborze reakcji barwnych sporzadziliSmy krzywe standartowe, uzy-
wajac do tego celu czystej krystalicznej witaminy D rozpuszczone]
w chloroformie. Oznaczenia kolorymetryczne wykonywaliSmy na fotoko-
lorymetrze Pulfricha przy uzyciu 1 em kiuwet i filtru S 50. Odczytow
dokonywaliSmy w czwartej minucie od chwili dodania odczynnika do roz-
tworu witaminy D w przypadku odczynnika z SoCl;, a w trzecie] minu-~
cle przy odczynniku z SnCl,. Kazdy punkt na krzywej wyznaczaliSmy
po sporzadzeniu Sredniej z trzech odczytow ekstynkeji dla kazdego roz-
cienczenia. Ponizej przytaczamy dwie krzywe uzyskane przy pomocy obu
odezynnikow.

Z wielu prac w piSmiennictwie wynika, Ze odczynnik Nielda i wsp. jest
trwaly i odtwarzalny. W naszych badaniach sporzagdziliSmy wiele krzy-
wych przy uzyciu kilkakrotnie przyvgotowanych odczynnikéow i przy uzy-
ciu oJdczynnikéw po roéznym okresie przechowywania (nawet trzy mlesig-
ce). Wprawdzie wystgpily nieznaczne réznice w nachyleniu krzywveh,
jednak analiza statystyczna wykazala, ze sg one nieznaczne.
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Wkroétce po rozpoczeciu pracy przekonaliSmy sie, ze odczynnik zawie-
rajacy chlorek cynawy w chlorku acetylu dziala silnie draznigco na dro-
gi oddechowe i powoduje znaczng korozje aparatury.

Natomiast odczynnik Nielda, w porownaniu z poprzednim, wykazuje
te cechv w nieznacznym tylko stopniu.
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przy uzyciu odczynnika z SbCl, przy uzyciu odezynnika z SnCl,

Chromatograficzne oddzielanie zwigzkow
towarzyszagcych witaminie D. W nastepnym etapie pracy
zajeliSmy sie oczyszczaniem witaminy D od tych zwigzkéw towarzysza-
cych, ktore przeszkadzajag w reakcji barwnej.

Oddzielanie przeprowadzaliémy chromatograficznie przy pomocy akty-
wowanego talku wedlug metody Tschapke i Plessinga (15). Prébowalismy
zastosowa¢ réwniez inne niz talk adsorbenty, jak bentonit, aktywowany
wedlug Garkinej i Bukina (7) oraz kaolin zalecany przez Tschapke
i Plessinga (14). Jak sie jednak okazalo, adsorbowaly one znaczne ilosci
witaminy D i, przy stosowanych sposobach aktywacji, nie nadawaly siz
do jej oznaczania. By¢é moze wyniki takie spowodowane byly réznicami
w adsorbentach pochodzacych z réznych Zrédel.

Przeprowadzaliémy rowniez badania nad przydatnoscig talku do chro-
matograficznego oczyszczania witaminy D.

Po pierwsze sprawdziliémy, stosujac roztwory chloroformowe czystego
kalcyferolu, ze talk zupelnie nie adsorbuje witaminy D.

Oddzielanie produktéw rozktadu witaminy D.
Poddawali$my analizie chromatograficznej i kolorymetrycznej rozne préob-
ki krystalicznej witaminy D przechowywane]j przez dluzszy czas w warun-
kach sprzyjajacych jej rozkiladowi. Wyniki przedstawia tabela I.

Jak wida¢ z powyzszych danych czesé produkiéw rozkladu nie daj:
weale reakeji barwnej z SbCly. Przynajmniej znaczna cze$¢ produktow
rozkladu witaminy D, dajgca reakcje barwng jest adsorbowana przez talk.
Wedlug Strossa i wsp. (6) odczynnik Nielda, praktycznie biorac, nie daje
reakecji z produktami rozkladu witaminy D, podczas gdy Evers i Smith
twierdza, ze ta reakcja powstaje. Jak wida¢ zdania na ten temat sg roz-
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Tabela I

Adsorpeja produktéw rozkladu witaminy D na aktywowanym talku
Nawazka czeScio- . o EOdsetek zaadsor-
Nr wo ruziozonej wi- Wrs;r:dk Zﬁ?ggfsg_a Wynik oznaczenia bowanych produk-
7. | taminy D uzytej prz rafi po chromatografii | tow rozkiadu da-

probki do analizy gm a mg | jacych reakcje
mg g i barwnag

L ! 1,5 1,22 : 1,10 ' 11,0

2 2,0 1,35 ‘; 1,20 ' 11,0

3 2,0 1,60 : 1,45 ! 9,4

4 i 2,0 1,80 ; 1,62 9,1

biezne. Z naszych analiz wynika. ze znaczna cze$t¢ produktow rozkladu
daje reakcje barwng z SbCl; i jest adsorbowana przez talk.

Oddzielanie fitosteroli i innyeh zwigzkodow
frakcji niezmydlajgcej sie olejoéw. W preparatach
olejowych o niezbyt duzej koncentracji witaminy D drugim czynnikiem
cbok produktéw rozkladu witaminy D, moggcym wplywac na wynik ana-
lizy, jest obecnos¢ fitosteroli i innych zwigzkéw frakeji niezmydlajgcej sie
olejow dajacych reakecje barwng z SbCl;. Aby ozraczy¢ czy i w jakim stop-
niu frakcja niezmydlajgca sie oleju przeszkadza w oznaczeniach, przepro-
wadziliémy nastepujgce doswiadczenie. Pod uwage wrzieliSmy trzy rodzaje
olejow, czesto stosowanych jako rozpuszczalniki do olejowych roztworéw
witaminy D. Bytly to: olej sojowy, arachidowy i oliwa. Do frakcji nie-
zmydlajgcej sie oleju, ilosciowo odpowiadajgcej 2 g oleju, dodawaliSmy
odmierzong ilo$¢ witaminy D i robiliSmy oznaczenia przed i po chromato-
grafii. Wyniki przedstawiamy w tabeli II.

Tabela II
Adsorpcja fitosteroli na aktywowanym talku
. Ilo$¢ dodanej witaminy Wynik oznaczenia Wynik oznaczenia
Rodzaj D przed chromatografia po chromatografii
oleju — -
mg | % mg | % mg | %
[
Sojowy 1,225 | 160 1,310 107 1,235 ‘ 101
Arachidowy 0,825 100 0,975 118 0,835 ’ 103
Oliwa 1,135 100 1,335 117 1,160 102

Jak wynika z powyzszych danych, zastosowanie chromatografii na talku
prawie zupelnie usuwa wplyw fitosteroli i innych zwigzkéw frakeji nie-
zmydlajacej sie na wynik analizy.

Do usuwania produktéw rozkladu witaminy D i fitosteroli bywa stoso-
wana chromatografia na tlenku glinu. Zalecajg ten adsorbent Stross
1 Brealey (6) oraz Shaw 1 Jefferies (5). Chromatografie na mieszaninie
tlenku magnezu i ziemi okrzemkowej poleca De Witt i Sullivan (3). Po-
wyzsze metody, bardzo szczegdélowo opracowane pozwalajg na dobre od-
dzielenie witaminy D od produktéw naswietlania ergosterolu lub 7-dehy-
drocholesterolu oraz od produktéw rozkladu witaminy D i fitosteroli, sg
jednak skomplikowane i raczej nie nadajg sie do rutynowych oznaczen
witaminy D. Natomiast niezwykle prosta i szybka chromatografia na




Nr 6 Witamina D w olejach 519

aktywowanym talku, dajgca dobre wyniki, moze by¢ z powodzeniem uzy:
wana do tego celu. '

Na podstawie przytoczonych powyzej danych uwazamy za shluszne
wprowadzenie chromatografii na talku do metody oznaczania witaminy D.

Wyniki oznaczania witaminy D w roztworach
olejowych kalcyferolu Poopracowaniu najtrudniejszych
etapoOw oznaczania witaminy D, przystgpiliSmy do analizy preparatdw
olejowych. Byly to dwie serie Devitolu produkowanego przez Tarchomin-
skie Zaklady Farmaceutyczne i preparat f-my Philips-Roxane, znajdujgce
sie u nas na rynku. Deklarowana zawarto$§¢ witaminy D wynosila w obu
preparatach 15 000 jednostek miedzynarodowych w 1 ml.

Przeanalizowalismy kilkakrotnie te sama prébke Devitolu i preparatu
f-my Philips-Roxane. Oznaczenia przeprowadziliSmy przy pomocy od-
czynnika Nielda. Iloé¢ witaminy D obliczalidémy z krzywej standartowej
sporzgdzonej dla czystego roztworu witaminy D. OtrzymaliSmy nastepu-
jace wyniki.

Tabela III

Zawarto$¢ witaminy D w mg/g preparatu
(deklarowana zawartosé 0,375 mg/ml)

Preparat f-my Devitol Nr serii | Devitol Nr serii
Philips-Roxane 50158 30258
0,42 0,37 0,54
0,39 0,34 0,54
0,42 0,38
0,41 0,39
0,42 0,34
0,42 0,34
0,42
0,42
$r. 0,415 = sr. 0,36 = ér. 0,54 =
= 0,38 mg/ml = 0,33 mg/ml = 0,49 mg/ml

Jak widaé z tabeli, odczynnik Nielda daje dobra odtwarzalnosé wynikow.

Nastepnie staraliSmy sie okreslic wielkosé strat witaminy D w czasie
analizy. W tym celu do stalej iloSci preparatu f-my Philips-Roxane doda-
waliSmy wzrastajgce ilosci witaminy D i nastepnie oznaczaliSmy jej od-
zyskiwanie. Odzyskiwanie witaminy D przedstawiamy w formie krzywej.
Kazdy punkt krzywej wyznaczony jest na podstawie trzech oznaczen.

Na podstawie wykonanych oznaczen odzyskuje sie srednio 89%0 dodanej
witaminy D. Znaczy to, ze 11% witaminy D ginie w czasie analizy. Nale-
zaloby zatem wszystkie wyniki analizy, obliczone na podstawie krzywej
standartowej zwiekszy¢ o 11%0. Mozna by réwniez odczytywaé zawartosé
witaminy D z krzywej odzyskiwania przedstawionej na ryc. 3, a nie
z krzywej standartowej wykreslonej na podstawie roztwordéw czystego
kalacyferolu, poddanych tylko analizie kolorymetrycznej. Po zwiekszeniu
naszych wynikéw o 11%¢ oznaczone ilo$ci witaminy D w badanych pre-
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paratach wynoszg: w preparacie f-my Philips-Roxane — 042 mg/ml,
w Devitolu Nr serii 50158 — 0,37 mg/ml, w Devitolu Nr serii 30258 —
0,54 mg/ml, wobec deklarowanej dla kazdego z preparatow ilosci
1,375 mg/ml.
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Ryec. 3. Krzywa odzyskiwania witaminy D.

PROPONOWANA METODA OZNACZANIA WITAMINY D
W ROZTWORACH OLEJOWYCH

Odczynniki

Chloroform. Chloroform, dla usuniecia dodanego dla utrwalenia
alkoholu, przemywa sie kilkakrotnie wodg, potem suszy nad bezwodnym
chlorkiem wapnia i destyluje, odrzucajac pierwsze i ostatnie 10%. Chloro-
form nalezy przygotowywaé¢ przed kazdym oznaczaniem. E ter. Eter
wolny od nadtlenkéw, §wiezo destylowany. 2n alkoholowy roz-
twoér KOH. 11,2 g KOH rozpusci¢ w 10 ml wody, dopetnié 96%e alko-
holem do 100 ml. Przyrzgdzaé¢ codziennie swiezy. 5% wodny roz-
twor KOH. Odczynnik z SbCl;. Jesttochloroformowy 20%0
roztwér SbCly z dodatkiem 2% chlorku acetylu. Dla usuniecia wilgoci
SbCl; uciera sie z bezwodnym chlorkiem wapnia w stosunku 2 : 1.
Nastepnie SbCl; rozpuszcza sie przez wytrzgsanie w chloroformie, po
rozpuszezeniu szybko przesgeza sie i dodaje 2% chlorku acetylu.
20 alkoholowy roztwoér fenoloftaleiny. Akty-
wowany talk. Do 100 g talku dodaje sie 500 ml 2n HCI i ogrzewa
atrzymujge w stanie wrzenia przez 20 min. Nastepnie przemywa sie go-
rgcg wodg do obojetnego odezynu popluczyn. Potem suszy sie w 1000 przez
kilkana$cie godz. Po wysuszeniu nalezy talk dokladnie sproszkowac.

£
;
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Wykonanie oznaczenia. Dookolo2 gbadanego preparatu
doda¢ 50 ml alhoholowego roztworu KOH. Zmydla¢ przez 15 min. na
wrzgcej tazni wodnej. Po zmydleniu natychmiast ochlodzié i przelaé do
rozdzielacza. Poplukaé¢ kolbe po zmydleniu trzykrotnie wodg i popluczyny
zla¢ do rozdzielacza. Ekstrahowac¢ trzy razy 40 ml eteru. Ekstrakty etero-
we zla¢ do rozdzielacza i przemyé¢ 40 ml 590 wodnego roztworu KOH.
Nastepnie przemywaé¢ ekstrakt 50 ml porcjami wody, az do reakeji obo-
jetnej wobec fenoloftaleiny i suszyé¢ pod bezwodnym siarczanem sodu.
Odparowaé¢ eter w prozni. Pozostatosé po odparowaniu rozpusci¢ w 20 ml
chloroformu. Doda¢ aktywowanego talku, az zawarto$¢ przybierze wyglad
gestawej masy. Kilkakrotnie wstrzgsna¢ i pozostawi¢ na 2 minuty. Nastep-
nie przesgczy¢ przez szklany saczek 3G3 przemy¢ kilkakrotnie chlorofor-
mem. Dopemié chloroformem do pozadanej objetosci.

Oznaczenia kolorymetryczne przeprowadzaé¢ na kolorymetrze Pulfricha
uzywajac filtru S 50 i 1 cm kiuwet. Odezytéw dokonywa¢ w czwartej mi-
nucie. Stosunek objeto$ci badanego roztworu do objeto$ci odczynnika
z SbCl; 1:6. Obliczy¢ z krzywe]j standartowej ilo§¢ witaminy D.

WNIOSKI

1. Opisana przez nas metoda pozwala oznaczaé¢ zawartosé witaminy D
w olejowych roztworach kalcyferolu. Metoda jest prosta, szybka i latwa
w uzyciu, nie wymaga trudno dostepnej aparatury i odczynnikéw.

2. StwierdziliSmy, zZe znaczna cze$¢ produktow rozkladu witaminy D
daje reakcje barwng z SbCl;, ale stosowanie aktywowanego talku duza
czese tych produktow adsorbuje.

3. Fitosterole i inne zwigzki frakcji niezmydlajgcej sie olejow sojowe-
go arachidowego i oliwy praktycznie adsorbowane s3 przez aktywowa-
ny talk.

A llexapeka E KoBauanbwcekiu
OBO3HAYEHUE BUTAMUHA [ B PACTHUTE/JBbHBIX MACJIAX
CogepxaHue

Jlasi obosuaucuns BuTaMina JI B paCTUTEJbHBIX Macjax TPHMEHSUIMCh CJefyIolue
DCAKUAN: OMBLIJICITHE, IKCTPaKLUs 3hupoM, xpoMaTorpadis Ha aKTHBOBAHHNY TajJbKe M KO.10
pHMCTpuUecKoe o003Hauenve TpH romowld annapata [lynsdpuxa, Oas oGo3naueHus mpH-
MCITHJIM PCAKTUB € XJA0picToR cypbmoit no Nieldu, Russelu u Zimmerli ynotpe6iis
Guaetp S5 Besch uccicioBauMst NMPH MPUMCHEHHM aKTHBOBAaHHOrO Tajbka., Komcrard-
poBaHo, 4To OOMBLIOA MPOUEHT NPOAYTOB pacnafa Kaabuudeposa, a Take He OMBIICHHbIE
(pakUHH apaxHHOBOTO, COEBOTO H NMPOBAHCKOTO Macjia AaioT LBETHYIO PeaklHI0 € XJOPHCTOM
cypbMO#. AKTHBOBAHNBIH TajpbK [OYTH COBEPUIGHHO YIAAajAsieT Mellaiollee BJHRAHUE
HeomblasiouleHess PpakuMy M ajgcopOupyeT GOJBLIYIO YaCTb 1IPOJAYKTOB paclajfd KaJblH-
peposa, RaOWHUX TOXE UBCTHYIO pEAKIHIO,

[Mpeactapnennblit MeTON — TPOCTOH M cKOpbit, [lo3BOJAET, 1O MHEHHIO aRTOPOL.
Ha PYTHHOBBIe OGO3HAYCHUS KaJbLUH(eposa B PACTHTEJNbHBIX Maclax.

Roezniki PZH — 2
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J. Piekarska, J Kowalski
VITAMIN D ESTIMATION IN OIL SOLUTIONS

Summary

Ror the estimation of vitamin D in oil solutions the following procedure was
employed: saponification, extraction by ether, chromatography on activated talc
and colorimetric determination in Pulfrich’s apparatus. Reagent with ShCl, after
Nield, Russel and Zimmerli along with filter S 50 was employed for the estimation.

Investigations were carried out on the employing of activated talc for the esti-
mation of vitamin D. It was found that a considerable percent of products of
decomposition of calciferol and the ono saponifying fraction of arachid oil, soya
oil and olive oil brings about a colour reaction with SbCl,. The activated tale
almost completely does away with the interfering effect of non-saponifying fraction
and adsorbs a very marked part of the products of decomposition of calciferol gi-
ving a colour reaction.

The method presented is simple and quick. The authors arc of the opinion that
the said method allows routine determination of calciferol in oil solutions.
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Pomiedzy 1949 a 1956 r. zmarlo w Londynie po chorobie trwajacej okolo 48 go-
dzin 249 dzieci w wieku powyzej 7 dni. Liczba zgonow tego typu powtarzajgca sig
z roku na rok wzrastala zwykle w okresie zimowym, najczesciej spotykany wiek
zmarlych wahal sie w granicach od 1-go do 6-ciu miesiecy. 120 dzieci zmarlo
w domu, 13 w drodze do szpitala, 116 w szpitalu. Na sekcji stwierdzono: przyczyna
zgondéw byly w 83 przypadkach wady rozwojowe wrodzone (istnienie ktérych u 37
dzieci bylo stwierdzone za zycia); w 145 wystepowaly inne objawy patologiczne, w 21
przypadkach zgonu nie mozna byio w ogble ustalic.
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