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286. R ichard  Kuhn und Hans  Brockmann:  Prufung von 
Q- und -Carotin a n  der Ratte ) (Uber das Vitamin des 

Wachstums, 1I)l). 
[Aus d. Institut fur Chemie am Kaiser-~'llnelm-Instltut fiir Medizinische Forscliung, 

Heidelberg.] 
(Emgegangen am 27. Mai 1931.) 

auf Beziehungen 
zwischen dem Gehalt an Carotinoiden und dem Gebalt an A-Vitamin bei 
verschiedenen Pflanzen hingewiesen. Nach Steenbock, Sell, Nelson und 
B ue1I3) erzeugt mehrfach umkrystallisiertes Carotin von konstantem Schmelz- 
punkt bei A-vitaminfrei ernahrten Ratten regelma13ig Wachstum. J. C. 
Dr ummond4) hat dieses Ergebnis in Zweifel gezogen und die Vergesellschaf- 
tung des Wachstums-Vitamins mit dern Carotin als zufallig erachtet. 

B. v. Euler, H. v. Euler und H. HellstromS) konnten mit krystalli- 
siertern Carotin erneut Wachstumswirkungen erzielen, und zwar in Tagesdosen 
von 0.005 mg pro Tag und Ratte. Nach B. v. Euler, H. v. Euler  und 
P. Karrer s, sind alle untersuchten natilrlichen Polyen-Farbstoffe mit Aus- 
nahme des Carotins unwirksam. H. v. Euler, V. Demole, P. Karrer  und 
0. Walker') geben fiir die ather-loslichen, unverseifbaren Extrakte aus einer 
grol3eren Zahl von Pflanzen ein konstantes Verhaltnis zdschen Carotin-Gehalt 
und Wachstumswirkung bei der Ratte an. Der Carotin-Gehalt der eben noch 
wirksamen Extraktmengen betragt nach ihren Versuchen 0.01-0.038 mg. 
Die Beobachtungen H. v. Eulers  sind von vielen Seiten bestatigt wordens). 

Wie R. Kuhn und E. Lederers) gezeigt haben, ist das Carotin der 
Karo t te  ein Gemisch von Kohlenwasserstoffen. Die bisher in reinem Zu- 
stande gewonnenen Komponenten u- und p-Carotin, deren Isolierung 
und Eigenschaften ausfiihrlich beschrieben sindl), haben wir an A-vitaminfrei 
ernahrten Ratten gepriift. 

&it Anfang Januar sind die folgenden 10 Praparate, die Hr. E. Lederer 
dargestellt hat, an 187 Ratten gepriift worden: 

H. St e e n b o c k hat in einer Reihe von Untersuchungen 

*)Vorgetragen von R. K u h n  auf der Versammlung siidwestdeutscher Chemie- 

l) I. Mitteil.: R. K u h n  und E. L e d e r e r ,  B. 64. 1349 [rg3I]. 
1) Science 50,352 [IgIg]; H. S t e e n b o c k  u. P. W. Boutwel l ,  Joum. biol. Chem. 41, 

81 [~gzo!; 43, 131 [ ~ g z o j ;  H. S t e e n b o c k  u. E. G. GroB, Journ. biol. Chem. 40, 511 
[1919]; 41, 149 [1920]; 51, 63 [1922]. 3) Journ. biol. Chem. 46, XXXII  [ I ~ z I ] .  

4) J. C. D r u m m o n d .  Biochem. J o ~ r n .  13, 81 [~grg'j; J. C. D r u m m o n d  u. K. H. 
C o w a r d ,  Biochem. Joum. 14, 668 [1920]; 0. Rosenheim li. J. C. D r u m m o n d .  
Lancet 1930, I ,  862; J.  C. D r u m m o n d ,  H. J.  C h a n n o n  li. I(. H. Coward ,  Biochem. 
Joum. 18, I047 [Igzj]. 

6) Helv. chip. Acta 1% 278 [~gzg]; H. v. E u l e r ,  P. K a r r e r  u. M. R y d b o m ,  
B. 62, 2445 [~gzg:. ') Helv. chim. Acta 18. 1078 [1930]. 

*) D. L. Coll ison,  E. M. H u m e ,  J. Smedley-MaClean U. H. H e n d e r s o n -  
S m i t h ,  Biochem. Journ. 23, 634 [I929], fanden Carotin aus Spinat, Karotten und Kohl 
in Tagesdosen von o . o o z - o . o o ~  mg wirksam. Th. Moore,  Lancet 1929, 499; Biochem. 
Journ. 23, 803 [IgZg]. M. J a v i l l i e r ,  Compt. rend. Acad. Sciences 190, 665 [Ig30]. 

Dozenten in Wiirzburg am 28. April 1931. 

s, Biochem. Ztschr. 303, 370 [1928]. 

8) Naturwiss. 19. 306 [1g31:. 
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I. a-Carotin,  Schmp. 174-175O (korr.), [a]B = + 3 6 9  (Benzol), aus 
Karotten durch fraktionierte Fallung mit Jod und- fraktionierte Adsorption 
an Fasertonerde gereinigt. 

2. a,p-Carotin, Schmp. 175-176~, [a]Fd =+750 (Benzol), I Stde. bei 
ZOO mit 2 Molen Diazo-methan in Benzol-Losung behandelt und mehrfach 
aus Benzol-Methanol umkrystallisiert. 

3. a$-Carotin, Schmp. 181-1820, [ajrd =45O (Benzol), aus Karotten 
iiber das Dijodid, das mit Thiosulfat zerlegt wurde, gereinigt. Nach wieder- 
holter Rrystallisation aus Benzol-Methanol war vielleicht no& etwas Iso- 
carotine) vorhanden. 

4. p-Carotin, Schmp. 180-181~, [a18 < 5 O  (Benzol), aus Winterspinat 
gewonnen, ausschlieBlich durch Krystallisationen gereinigt . 

5. p-Carotin, Schmp. 181-182O, [.IFd < 5 O  (Benzol), in gleicher Weise 
aus 8 Monate lang gelagertem Bremiessel-Mehl gewonnen. 

6. p-Carotin aus Paprikalo). Das Ausgangsmaterial hatte HI. L. Zech- 
meister in freundlicher Weise zur Verfugung gestellt. Schmp, 178-179~. 

7. Gemisch von a-Tund p-Carotin aus Harotten, I Stde. in 
siedendem Toluol unter CO, erhitzt (1100). Aus Benzol-Methanol um- 
luystallisiert. [a]Fd = +2600. 

8. Natiirliches Gemisch von a- und p-Carotin aus Karotten vom Schmp. 
176O (korr.) und [a]rd = +450, in Benzin (Sdp. 70-800) gelost durch Faser- 
tonerde filtriert, so daB iiber 80% des Farbstoffes adsorbiert wurden. Das 
Filtrat im Vakuurn verdampft und in Arachisiil gelost. 

9. Zwischenfraktion von a- und p-Carotin, durch systematische 
Krystallisationen so gereinigt, daB eine zwischen a- und p-Carotin etwa 
noch vorhandene dritte Komponente stark angereichert sein mute .  
[alpd = +200° (Benzol). 

10. Iso-carotin,  Schmp. 185-186O, Absorptionsbanden wie angegebena), 
vielleicht noch 10% p-Carotin enthaltend. 

Die. nach der kurativen Methode erhaltenen Ergebnisse lassen sich dahin 
zusammenfassen, da13 a-Carotin (Prap. I) und p-Carotin (Prap. 4) Wachs- 
tumswirkungen von gleicher Groflenordnung hervorrufen. 0.005 mg 
pro Tag und Ratte bewirken in beiden Fallen gutes, 0.01 mg starkes Wachstum. 
Nach den Kurven auf S. 1863 und S. 1864 betragt der durchschnittliche 
Geplrichtszuwachs bei 0,005 mg a- oder p-Carotin 1.2-1.6 g im Tag, innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methodikll) fiir beide Praparate iibereinstimmend. Die 
in gleicher Weise vorgenommene Priifung der anderen Praparate hat ergeben, 
da13 die Wirksanikeit des Carotins durch Behandeln mit D i az o - me t h a n  
(Prap. 2 )  nicht wesentlich verandert wkd. Bei direktem Vergleich der Pra- 
parate I und z stimmten die Gewichtskurven vollkommen iiberein. 

Fiir p-Carotin ergab sich, da13 seine Wirksamkeit innerhalb der Fehler- 
grenzen unabhangig davon ist, ob es aus dem Carotin der Karotte dwch 
Reinigung iiber das Dijodid (Prap. 3) oder aus Spinat (Prap. 4) oder aus 
Brennesseln (Prap. 5 )  ausschliel3lich durch fraktionierte Rrystallisationen 

10) Optisch inaktiv. 
11) J .  C. Drummond u. A. Morton, Biochem. Journ. 28, 785 [ ~ g z - g ! ;  S. V. Gud- 

j bnsson, s. S. 1863 Anm. rg. 
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dargestellt wird. Das aus Paprika dargestellte p-Carotin (Prap, 6) zeigte ein 
abweichendes Verhalten, insofern als die Tiere, die 0.05, 0.02 und 0.01 mg 
pro Tag erhielten, 11-13 Tage lang keine Gewichtszunahme zeigten, dann 
aber sehr rasch (2.0-2.5 im Tag) wuchsen. 

Eine entscheidende hderung der Wachstumswirkung konnte an natiir- 
lichen Gemischen von a- und P-Carotin weder durch Erhitzen auf IIOO (Prap. 7). 
noch durch fraktionierte Adsorption an Fasertonerde (Prap. 8) erzielt werden. 

Nach der mit Prap. g angestellten Versuchsreihe ist es wenig wahrschein- 
lich, dal3 in den verarbeiteten Karotten ein in den Eigenschaften zwischen 
a- u n d @ - Car o t i n li e ge n de r Ko h le nwas s e r s t o f f vorkommt , dessen 
Wirksamkeit erheblich grol3er oder geringer ist. Iso-carotin (Prap. IO), dessen 
Priifung no& nicht abgeschlossen ist, scheint unwirksam zu sein. Die mit 
grol3en Dosen (0.06 mg) beobachteten geringen Gewhhtszunahmen konnten 
durch einen etwaigen Gehalt von 10% p-Carotin erklart werden. 

.Die Erkenntnis, dal3 im Carotin aus  Karo t ten  ein Gemisch von 
Ko hle n w ass er st of f en  vorliegt, hat seit der ersten Veroffentlichung e, 
bereits von zwei Seiten eine willkommene Bestatigung erfahren 12), indem durch 
fraktionierte Krystallisationen Praparate von [#Ic = + 135O bzw. + IIOO 

erhalten a d e n .  In einer soeben erschienenen Mitteilung machen P. Karrer, 
H. v. Euler,  H. Hellstrom und M. Rydbomla) bereits vorlaufige 
Angaben iiber die biologische Priifung solcher Frakkionen. Sie schatzen die 
Wachstumswirkung ihres , ,a-Carotins", das dem Drehungsvermogen nach nur 
etwa ein Drittel a-Carotin enthalten durfte, auf 0,s bis 0.8 g, die Wirkung von 
p-Carotin auf 1.0 g bei Tagesdosen von 0.01 mg pro Ratte. W a e  es berechtigt, 
die wenigen, vielfach nur 2-3 Wochenin der Nachperiode angestellten Versuche 
so genau auszuwerten, so W d e  sich fijr a-Carotin von [alca = + 365O. wie wir 
es untersucht haben, vollstandige oder doch nahezu vollstandige Wirkungs- 
losigkeit ergeben. Nach unseren Versuchen sind, im Gegensatz zu diesen An- 
gaben,a- und @-Carotin Wachstumsstoffe von nahezu gleicher Wirksamkeit. Ob 
das eine oder das andere Carotin etwasstarkerwirkt, wird sichnur aneinemsehr 
grol3en Tiermaterial sicher feststellen lassen. Wir mussen auch jetzt noch die 
Moglichkeit offen lassen, daB weder a- noch P-Carotin ein Vitamin bzw. Pro- 
vitamin des Wachstums darstellen, sondern ein weiterer Stoff, der beide 
Carotin-Komponenten bei der Fraktionierung zu begleiten vermag. 

Filr die Beurteilung &serer Versuche ist die Feststellung wichtig, daI3 
a- und P-Carotin im Organismus der R a t t e ,  soweit noch unverhderter 
Farbstoff gefunden wird, keine gegenseitige Umwandlung erleiden. 
Wir haben wiederholt Rot und Leber der Tiere untersucht und gefunden, 
dab nach Fiitterung mit a-Carotin nur a-Carotin (I. Absorptionsbande in 
CS, bei 511 mp.), nach Futterung mit p-Carotin nur (3-Carotin (I. Absorptions- 
bande in CS, bei 521 mp) spektroskopisch nachzuweisen ist . 

Nach Th. Moore14) gibt das Leberol A-vitaminfrei e r n M e r  Ratten mit 
Antirnontrichlorid (C ar r -P r ice) keine Blaufarbung . Nach Futterung mit 
Carotin fallt die Reaktion positiv aus. Durch Verabreichung des Leberols 
carotin-gefiitterter Ratten an andere A-vitaniinfrei e r n m e  Tiere konnte 

Is) P. Karrer, A. Helfenstein,  H. Wehrli ,  B. Pieper ~. R. Morf, Helv. chim. 
Acta 14, Mai [193I]; 0. Rosenheim u. W. W..Starling, Meeting Biochem. Soc. (OX- 
ford), 16.Yai 1933. Is) Svensk kem. Tidskrift 43, 105 [1g31]. 

14) Biochem. Journ. 24, 692 [1g30!. 
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Th. Moore Wachstum erzielen. Er schliel3t daraus, da13 das Carotin eine Vor- 
stufe des Wachstums-Vitamins darstellt und erst in der Leber in dieses ubergeht. 

Die Beobachtung, da13 das Leberol A-vitaminfrei erniihrter Ratten mit 
Antimontrichlorid keine Farbreaktion gibt, konnten wir bestatigen. Wir haben 
darauf 14 solcher Ratten, die 14 Tage gewichtskonstant waren, wahrend 6 Tagen 
rnit iiisgesamt je 2.85 mg a- bzw. p-Carotin gefuttert, wobei sie stark mchsen. 
Die I,eberole wogen 0.10-0.13 g und enthielten nach colorimetrischer Be- 
stiinmung durchschnittlich 

etwa 0.010 mg a-Carotin (8 Ratten), 
etwa 0.010 mg p-Carotin (6 Ratten). 

Danach ist die Speicherung beider Carotin-Komponenten in der Leber 
unter den angefiihrten Bedingungen nicht nennenswert verschieden. Die 
Blaufarbung der Leberole (0.1 g in 0.2 ccm Chlor~form'~)) auf Zusatz von 
htiniontrichlorid (I ccm gesattigte Chloroform-Losung) wurde so rasch als 
moglich mit einer Losung von 6.50 g CuCl, + zH,O und 0.30 g Co(NO,), in 
IOO ccm Wasser colorimetrisch verglichen (Mikro-Hellige-Colorimeter). Die 
Losung war in der Nuance gut vergleichbar rnit der Blaufarbung, welche die 
Leberole der p-Carotin-Ratten gaben. Die Leberole der a-Carotin-Ratten 
lieferten ein violettstichigeres, sehr schnell verblassendes Blau. Soweit unter 
diesen Umstanden ein Vergleich berechtigt ist, geben die Leberole der p-Carotin- 
Ratten etwa 10-nlal starkere Blaufarbung mit Antimontrichlorid als die der 
a-Carotin-Ratten, namlich auf die ganzen Lebern bezogen : 

20- 35 mm blaue Standard-Losung (a-Carotin), 
240-400 rnm blaue Standard-Losung (p-Carotin).] 

Daraus ergibt sich, da13 Carotin-Praparate, die nahezu gleiche Wachs- 
tumswirkung geben, keineswegs zur Bildung gleicher A-Vitamin-Mengen in 
der Leber fiihren, wenn man diese durch die htimontrichlorid-Reaktion zu 
erfassen versucht. Da die Versuchsdauern kurz waren, konnte der Unter- 
schied auf einer verschieden raschen Umsetzung von a- und p-Carotin oder 
einer verschiedenen Speicherung der Umwandlungsprodukte im Organismus 
der Ratte beruhen. Er konnte, wenn keine Storung der Antimontrichlorid- 
Reaktion bei den Leberolen der a-Tiere vorliegt, auch rnit der Bildung ver- 
schiedener Stoffe aus a- und p-Carotin zusammenhangen. Zwischen diesen 
Moglichkeiten wird sich erst durch langdauernde Versuche und durch die 
biologische Priifung der mit a- und p-Carotin erhaltenen Leberole entscheiden 
lassen. 

Beschreibung der Versnehe. 
Zur Pri i fung der  Caro t in -P rapa ra t e  dienten W i s t a r - R a t t e n  (G), 

die teils von den Glaxo  Research Labor., London, bezogen, teils von uns 
daraus weitergezuchtet waren. Fur viele Versuche dienten Alb ino -Ra t t  en  
aus einer anderen eigenen Zucht (H). 

Die G r u n d n a h r u n g  bestand nach Th. Moorele) aus 20 Tln. Casein, 
60 Tln. Reisstarke, 15 Tln. Arachisol und 5 Tln. Salzgemisch. Das Casein 
,,ZU Genul3zwecken" wurde 8 Stdn. mit siedendem Methanol extrahiert und 
24 Stdn. in diinner Schicht bei 110-1200 getrocknet. Die Reisstarke erhitzten 
wir ebenfalls 24 Stdn. auf 110-120~. Das Arachisol (E. Merck) m d e  unter 

16) Bei den a-Carotin-Ratten wurde das gesamte Leberol, bei den P-Carotin-Ratten 
verwendet. l6) Biochem. Journ. 83, 8Oj [rgzgJ. 
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Durchleiten von Luft 8 Stdn. auf 1500 erwarmt. Das Salzgemisch nach E. V. 
Mc Collum und N. Simmonds17) besteht aus NaCl 0.173, Na,HPO, + H20 
0.347, R,HPO, 0.954, CaH,(PO,), + H,O 0.540, Ferrum citricum 0.118, 
Calciumlactat 1.3-1.4, MgSO, 0.266. Die Grundnahrung wurde in Form 
von Keksl*), die bei 120-13o0 gebacken wrden ,  verabreicht. 

B-Vi tamin  Wrde  in Form von Marmi te  (0.5 g pro Tag), D-Vi t amin  
als Viganto l  (Z klinische Einheiten in der Woche) gegeben. C-Vitamin wurde 
nicht gegeben le), Wasser war nach Belieben vorhanden. 

Vor Beginn der Versuche warteten wir niindestens 14 Tage Gewichts- 
konstanz ab. Die Carotin-Praparate wurden in Arachisol gelost, das die 
Ratten aus kleinen Glasnapfen quantitativ ausleckten. 

Zur Aufstellung der Gewichtskurven, von denen wir hier nur einige Beispiele m- 
fiihren konnen, wurden die Ratten jeden zweiten Tag auf 0.5  g genau gewogen. -quf 
der Abszisse ist die Zeit in Tagen, auf der Ordinate das Gewicht iu Gramm abgetragen. 
Die Gewichtskurven der Mannchen sind mit Kreuzchen bezeichnet, die der Weibchen 
mit Punkten. Der Abstand zwischen zwei Kreuzchen bzw. zwei Punkten entspricht 

0.030 mg a-Carotin (Ij 0.010 mg a-Carotin (I) 0.005 mg a-Carotin ( I )  

0.0017 mg a-Carotin (I) 0.0006 mg a-Carotin (I) 0.005 mg @-Carotin(?) 

17) Joum. Biol. Chem. 33, 55 [1918]. 
I*) Nach Aron u. G r a l k a ,  A b d e r h a l d e n s  Hdb. IV, 9, S. 156. 
18) vergl. d a m  S. V. Gudjbnsson ,  Experiments on Vitamin A deficiency in rats 

and the quantitative determination of Vitamin A. L e v i n  und M u n k s g a a r d ,  Kopen- 
hagen 1930. S .  74. 
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einer Zeit von 10 Tagen. Die Pfeile bezeichnen den Zeitpunkt, von dem ab Carotin ge- 
fiittert murde. Der zweite mit L bezeichriete Pfeil in Fig. VIII gibt den Zeitpunkt an. 
von dem ab 20 blaue Einheiten eines Lebertrankonzentrates (Br i t i sh  Drug  House)  
taglich gegeben wurden. Die eingeklammerten Zahlen unter den Diagrammen geben 
die Nr. der Carotin-Praparate an. 

0.0017 mg 8 Carotin (4) 0.0006 mg @-Carotin (4) x - x - x 0.005 mg /?-Carotin*(q) 
o-0-0 0.005 mg a-Carotin (I) 

287. Julius v. Braun und Karl We'inbach: Die Einwirkung 
organischer SIuren auf tertiare Amine, 111. Mitteilung : Vereuche 

mit Tropin und mit China-Alkaloiden, 
[.%us d. Chem. Institut d. Universitat Frankfurt a. M.] 

(Eingegangen am 9. Juni 1931.) 
Die nach der Gleichung: (R')(R")(R"')N + R.CO.OH = (R')(R")N 

. CO . R + R"' . OH mit Hilfe organischer Sauren erfolgende Entalkylierung 
offener tertiarer Basenl), denen sich auch monocyclische R'=)N-R" 
zur Seite stellen, mu13 offensichtlich zu einer Ringsprengung fiihren, wenn die 
Reaktion auf solche bi- bm. polycyclischen tertiaren k i n e  angewandt 
wird, in denen der Stickstoff gleichzeitig zwei Ringen angehort und kein 
offenes Alkyl tragt : 

/ R \  + R .CO .OH = - C--R"- ----N . CO. R 
\Rflr/ \Rf f  . OH 

Wir kennen in der organischen Chemie leider nur wenige Basen, die 
diesem bicyclischen Typus entsprechen: zu ihnen gehoren udter den kiinstlich 
dargestellten Verbindungen das Julolidin (I), das Lilolidin (11) 2) und das 
Piperolidin @-,Conicein) (111) s, : 

n--- 
I II I 

l) J . v .  Braun  u. K. WeiSbach.  B. 63, 489, 2018 [r930]. 
2) J. v. Braun ,  K. He ide r  u. W. Wyczatkowska ,  B. 61 12r5 [1918]. 
3, K. Zoffler u. H. Kaim. B. 42, 94 [1g04]; K.I,Offler u. M. Fliigel, B. 43 

34'0 [19091. 


