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286. Richard Kuhn und Hans Brockmanmn: Pridlung von
a- und -Carotin an der Ratte ) (Ober das Vitamin des
Wachstums, II)).

{Aus d. Institut fiir Chemie am Kaiser-Wunelim-Institut fiir Medizinische Forschung,
Heidelberg.]

(Eingegangen am 27. Mai 1931.)

H. Steenbock hat in einer Reihe von Untersuchungen ?) auf Beziehungen
zwischen dem Gehalt an Carotinoiden und dem Gehalt an A-Vitamin bei
verschiedenen Pflanzen hingewiesen. Nach Steenbock, Sell, Nelson und
Buelld) erzeugt mehrfach umkrystallisiertes Carotin von konstantem Schmelz-
punkt bei A-vitaminfrei ernihrten Ratten regelmiflig Wachstum. J. C.
Drummond4) hat dieses Ergebnis in Zweifel gezogen und die Vergesellschaf-
tung des Wachstums-Vitamins mit dem Carotin als zufillig erachtet.

B. v. Euler, H. v. Euler und H. Hellstrém5) konnten mit krystalli-
siertem 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®) sind alle untersuchten natiirlichen Polyen-Farbstoffe mit Aus-
nahme des Carotins unwirksam. H. v. Euler, V. Demole, P. Karrer und
O. Walker?) geben fiir die dther-loslichen, unverseifbaren Extrakte aus einer
groferen Zahl von Pflanzen ein konstantes Verhiltnis zwischen Carotin-Gehalt
und Wachstumswirkung bei der Ratte an. Der Carotin-Gehalt der eben noch
wirksamen Extraktmengen betrdgt nach ihren Versuchen 0.01—0.038 mg.
Die Beobachtungen H. v. Eulers sind von vielen Seiten bestitigt worden®).

Wie R. Kuhn und E. YLederer?) gezeigt haben, ist das Carotin der
Karotte ein Gemisch von Kohlenwasserstoffen. Die bisher in reinem Zu-
stande gewonnenen Komponenten «- und f-Carotin, deren Isolierung
und Eigenschaften ausfiihrlich beschrieben sind?), haben wir an A-vitaminfrei
erndhrten Ratten gepriift.

Seit Anfang Januar sind die folgenden 10 Priparate, die Hr. E. Lederer
dargestellt hat, an 187 Ratten gepriift worden:

*)Vorgetragen von R.Kuhn auf der Versammlung siidwestdeutscher Chemie-
Dozenten in Wiirzburg am 28. April 1931.
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I. «-Carotin, Schmp. 174—175° (korr.), [o)® = +365° (Benzol), aus
Karotten durch fraktionierte Fillung mit Jod und: fraktionierte Adsorption
an Fasertonerde gereinigt.

2. o,§-Carotin, Schmp. 175—176° [«]®) =-+75° (Benzol), 1 Stde. bei
20° mit 2 Molen Diazo-methan in Benzol-Losung behandelt und mehrfach
aus Benzol-Methanol umkrystallisiert.

3. o,B-Carotin, Schmp. 181— 1829, [x]¥; =45° (Benzol), aus Karotten
iiber das Dijodid, das mit Thiosulfat zerlegt wurde, gereinigt. Nach wieder-
holter Krystallisation aus Benzol-Methanol war vielleicht noch etwas Iso-
carotin®) vorhanden.

4. B-Carotin, Schmp. 180—181°, [a]¥ < 5° (Benzol), aus Winterspinat
gewonnen, ausschlieSlich durch Krystallisationen gereinigt.

5. B-Carotin, Schmp. 181 —182°, [x]% < 5° (Benzol), in gleicher Weise
aus 8 Monate lang gelagertem Brennessel-Mehl gewonnen.

6. 8-Carotin aus Paprikal?). Das Ausgangsmaterial hatte Hr. L. Zech-
meister in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt. Schmp, 178—179°.

7. Gemiisch von «Wund B-Carotin aus Karotten, 1 Stde. in
siedendem Toluol unter CO, erhitzt (110°). Aus Benzol-Methanol um-
krystallisiert. [o]@; = 4260°.

8. Natiirliches Gemisch von a- und B-Carotin aus Karotten vom Schmp.
176° (korr.) und [«J®, = +45°, in Benzin (Sdp. 70—80° gelost durch Faser-
tonerde filtriert, so da8 iiber 809, des Farbstoffes adsorbiert wurden. Das
Filtrat im Vakuum verdampft und in Arachissl geldst.

9. Zwischenfraktion von a- und B-Carotin, durch systematische
Krystallisationen so gereinigt, daB eine zwischen a- und $-Carotin etwa
noch vorhandene dritte Komponente stark angereichert sein mitte.
[} = 4+ 200° (Benzol).

10. Iso-carotin, Schmp. 185—186°, Absorptionsbanden wie angegeben?),
vielleicht noch 109, B-Carotin enthaltend. :

Die nach der kurativen Methode erhaltenen Ergebnisse lassen sich dahin
zusammenfassen, daB «-Carotin (Prip. 1) und B-Carotin (Prip. 4) Wachs-
tumswirkungen von gleicher GréBenordnung hervorrufen. 0.005 mg
pro Tag und Ratte bewirken in beiden Fillen gutes, 0.01 mg starkes Wachstum.
Nach den Kurven auf S. 1863 und S. 1864 betrigt der durchschnittliche
Gewichtszuwachs bei 0,005 mg «- oder B-Carotin 1.2—1.6 g im Tag, innerhalb
der Fehlergrenzen der Methodik 1) fiir beide Priparate {ibereinstimmend. Die
in gleicher Weise vorgenommene Priifung der anderen Préparate hat ergeben,
daB3 die Wirksamkeit des Carotins durch Behandeln mit Diazo-methan
(Prap. 2) nicht wesentlich verindert wird. Bei direktem Vergleich der Pri-
parate I und 2 stimmten die Gewichtskurven vollkommen iiberein.

Fiir f-Carotin ergab sich, daBl seine Wirksamkeit innerhalb der Fehler-
grenzen unabhingig davon ist, ob es aus dem Carotin der Karotte durch
Reinigung iiber das Dijodid (Prip. 3) oder aus Spinat (Prip. 4) oder aus
Brennesseln (Prip.5) ausschlieBlich durch fraktionierte Krystallisationen

19) Optisch inaktiv.
1) J,C. Drummond u. A. Morton, Biochem. Journ. 23, 785 [1929]); S. V. Gud-
jénsson, s.S. 1863 Anm. 19.
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dargestellt wird. Das aus Paprika dargestellte B-Carotin (Prép. 6) zeigte ein
abweichendes Verhalten, insofern als die Tiere, die 0.05, 0.0z und o.0r mg
pro Tag erhielten, T1—13 Tage lang keine Gewichtszunahme zeigten, dann
aber sehr rasch (2.0—2.5 im Tag) wuchsen.

Eine entscheidende Anderung der Wachstumswirkung konnte an natiir-
lichen Gemischen von «- und $-Carotin weder durch Erhitzen auf x10° (Prip. ),
noch durch fraktionierte Adsorption an Fasertonerde (Prép. 8) erzielt werden.

Nach der mit Prip. 9 angestellten Versuchsreihe ist es wenig wahrschein-
lich, daB in den verarbeiteten Karotten ein in den Eigenschaften zwischen
a- und B-Carotin liegender Kohlenwasserstoff vorkommt, dessen
Wirksamkeit erheblich gro8er oder geringer ist. Iso-carotin (Prip. 10), dessen
Priifung noch nicht abgeschlossen ist, scheint unwirksam zu sein. Die mit
grofen Dosen (0.06 mg) beobachteten geringen Gewichtszunahmen kénnten
durch einen etwaigen Gehalt von 109, -Carotin erklirt werden.

.Die Erkenntnis, daB im Carotin aus Karotten ein Gemisch von
Kohlenwasserstoffen vorliegt, hat seit der ersten Veroffentlichung?)
bereits von zwei Seiten eine willkommene Bestitigung erfahren??), indem durch
fraktionierte Krystallisationen Priparate von [a]c == +135°% bzw. + 110°
erhalten wurden. In einer soeben erschienenen Mitteilung machen P. Karrer,
H. v. Euler, H. Hellstrém und M. Rydbom?!3) bereits vorldufige
Angaben iiber die biologische Priifung solcher Fraktionen. Sie schitzen die
Wachstumswirkung ihres ,,x-Carotins’, das dem Drehungsvermégen nach nur
etwa ein Drittel a-Carofin enthalten diitfte, auf 0,5 bis 0.8 g, die Wirkung von
B-Carotin auf 1.0 g bei Tagesdosen von 0.0xr mg pro Ratte. Wire es berechtigt,
die wenigen, vielfach nur 2— 3 Wochen in der Nachperiode angestellten Versuche
$0 genau auszuwerten, so wiirde sich fiir «-Carotin von [alq = + 365°, wie wir
es untersucht haben, vollstindige oder doch nahezu vollstindige Wirkungs-
losigkeit ergeben. Nach unseren Versuchen sind, im Gegensatz zu diesen An-
gaben,a- und p-Carotin Wachstumsstoffe von nahezu gleicher Wirksamkeit. Ob
das eine oder das andere Carotin etwasstirker wirkt, wird sichnur an einem sehr
grofen Tiermaterial sicher feststellen lassen. Wir miissen auch jetzt noch die
Moglichkeit offen lassen, daB weder «- noch B-Carotin ein Vitamin bzw. Pro-
vitamin des Wachstums darstellen, sondern ein weiterer Stoff, der beide
Carotin-Komponenten bei der Fraktionierung zu begleiten vermag.

Fiir die Beurteilung unserer Versuche ist die Feststellung wichtig, da3
o- und B-Carotin im Organismus der Ratte, soweit noch unverdnderter
Farbstoff gefunden wird, keine gegenseitige Umwandlung erleiden.
Wir haben wiederholt Kot und Leber der Tiere untersucht und gefunden,
daB nach Fiitterung mit «-Carotin nur «-Carotin (1. Absorptionsbande in
CS, bei 511 my), nach Fiitterung mit B-Carotin nur B-Carotin (x. Absorptions-
bande in CS, bei 521 mp) spektroskopisch nachzuweisen ist.

Nach Th. Moorel¥) gibt das Lebers! A-vitaminfrei ernihrter Ratten mit
Antimontrichlorid (Carr-Price) keine Blaufirbung. Nach Fiitterung mit
Carotin fillt die Reaktion positiv aus. Durch Verabreichung des Leberols
carotin-gefiitterter Ratten an andere A-vitaminfrei ernihrte Tiere konnte

12) P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli, B. Pieper u. R. Morf, Helv. chim.
Acta 14, Mai [1931]; O. Rosenheim u. W. W.Starling, Meeting Biochem. Soc. (Ox-
ford), 16. Mai 1937. 13) Svensk kem. Tidskrift 43, 105 {1931].
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Th. Moore Wachstum erzielen. Er schlieflt daraus, daB3 das Carotin eine Vor-
stufe des Wachstums-Vitamins darstellt und erst in der Leber in dieses iibergeht.
Die Beobachtung, daB das Lebertl A-vitaminfrei erndhrter Ratten mit
Antimontrichlorid keine Farbreaktion gibt, konnten wir bestitigen. Wir haben
darauf 14 solcher Ratten, die 14 Tage gewichtskonstant waren, wihrend 6 Tagen
mit insgesamt je 2.85 mg o- bzw. B-Carotin gefiittert, wobei sie stark wuchsen.
Die Leberdle wogen 0.10—0.13 g und enthielten nach colorimetrischer Be-
stimmung durchschnittlich
etwa 0.010 mg «-Carotin (8 Ratten),
etwa 0.010 mg B-Carotin (6 Ratten).

Danach ist die Speicherung beider Carotin-Komponenten in der Leber
unter den angefithrten Bedingungen nicht nennenswert verschieden. Die
Blaufirbung der Leberéle (0. g in 0.2 ccm Chloroform?!s)) auf Zusatz von
Antimontrichlorid (T cem gesittigte Chioroform-Losung) wurde so rasch als
moglich mit einer Loésung von 6.50 g CuCl, 4+ 2H,0 und 0.30 g Co(NO,), in
100 ccm Wasser colorimetrisch verglichen (Mikro-Hellige-Colorimeter). Die
Losung war in der Nuance gut vergleichbar mit der Blaufirbung, welche die
Lebersle der B-Carotin-Ratten gaben. Die Ieberdle der a-Carotin-Ratten
lieferten ein violettstichigeres, sehr schnell verblassendes Blau. Soweit unter
diesen Umsténden ein Vergleich berechtigt ist, geben die Lebersle der p-Carotin-
Ratten etwa I10-nial stirkere Blaufirbung mit Antimontrichlorid als die der
o-Carotin-Ratten, ndmlich auf die ganzen Lebern bezogen:

20— 35 mm blaue Standard-Lésung (x-Carotin),

240 —400 mm blaue Standard-Lésung (3-Carotin).)

Daraus ergibt sich, daB Carotin-Priparate, die nahezu gleiche Wachs-
tumswirkung geben, keineswegs zur Bildung gleicher A-Vitamin-Mengen in
der Leber fithren, wenn man diese durch die Antimontrichlorid-Reaktion zu
erfassen versucht. Da die Versuchsdauern kurz waren, kénnte der Unter-
schied auf einer verschieden raschen Umsetzung von o- und B-Carotin oder
einer verschiedenen Speicherung der Umwandlungsprodukte im Organismus
der Ratte beruhen. Er kénnte, wenn keine Stérung der Antimontrichlorid-
Reaktion bei den Leberdlen der a-Tiere vorliegt, auch mit der Bildung ver-
schiedener Stoffe aus a- und p-Carotin zusammenhingen. Zwischen diesen
Moglichkeiten wird sich erst durch langdauernde Versuche und durch die
biologische Priifung der mit - und B-Carotin erhaltenen Leberéle entscheiden
lassen.

Beschreibung der Versuche.

Zur Priifung der Carotin-Priparate dienten Wistar-Ratten (G),
die teils von den Glaxo Research Labor., London, bezogen, teils von uns
daraus weitergeziichtet waren. Fiir viele Versuche dienten Albino-Ratten
aus einer anderen eigenen Zucht (H).

Die Grundnahrung bestand nach Th. Moore!®) aus 20 Tin. Casein,
60 Tin. Reisstirke, 15 TIn. Arachissl und 5 Tin. Salzgemisch. Das Casein
.,Zu GenuBzwecken'* wurde 8 Stdn. mit siedendem Methanol extrahiert und
24 Stdn. in diinner Schicht bei 110—120° getrocknet. Die Reisstirke erhitzten
wir ebenfalls 24 Stdn. auf 110—120°. Das Arachisél (E. Merck) wurde unter

15) Bei den a-Carotin-Ratten wurde das gesamte Lebersl, bei den B-Carotin-Ratten
1/s—1/,s verwendet. 18) Biochem. Journ. 23, 805 [1929].
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Durchleiten von Luft 8 Stdn. auf 150° erwarmt. Das Salzgemisch nach E. V.
Mc Collum und N. Simmonds?'?) besteht aus NaCl o.173, Na,HPO, 4 H,0
0.347, K;HPO, 0.954, CaH,(PO,), + H,0 0.540, Ferrum citricum 0.118,
Calciumlactat 1.3—1.4, MgSO, 0.266. Die Grundnahrung wurde in Form
von Keks18), die bei 120—130° gebacken wurden, verabreicht.

B-Vitamin wurde in Form von Marmite (0.5 g pro Tag), D-Vitamin
als Vigantol (2 klinische Einheiten in der Woche) gegeben. C-Vitamin wurde
nicht gegeben!?), Wasser war nach Belieben vorhanden.

Vor Beginn der Versuche warteten wir mindestens 14 Tage Gewichts-
konstanz ab. Die Carotin-Priparate wurden in Arachissl gelost, das die
Ratten aus kleinen Glasndpfen quantitativ ausleckten.

Zur Aufstellung der Gewichtskurven, von denen wir hier nur einige Beispiele an-
filhren konnen, wurden die Ratten jeden zweiten Tag auf 0.5 g genau gewogen. Auf
der Abszisse ist die Zeit in Tagen, auf der Ordinate das Gewicht in Gramm abgetragen.
Die Gewichtskurven der Minnchen sind mit Kreuzchen bezeichnet, die der Weibchen
mit Punkten. Der Abstand zwischen zwei Kreuzchen bzw. zwei Punkten entspricht
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einer Zeit von 10 Tagen. Die Pfeile bezeichnien den Zeitpunkt, von dem ab Carotin ge-
fiittert wurde. Der zweite mit I, bezeichnete Pfeil in Fig. VIII gibt den Zeitpunkt an,
von dem ab 20 blaue Einheiten eines Lebertrankonzentrates (British Drug House)
tdglich gegeben wurden. Die eingeklammerten Zahlen unter dem Diagrammen geben
die Nr. der Carotin-Priparate an.

80

,; 7k AV
/1N 1y /
MR 5,;,«“{,\ . w /;»4?‘%\ \y/ ya
1/ A N4
pZ 3 K/ d
: 720

1|
0 60 w 1 X & X » 60 Y

o.0o17 mg @ Carotin (4) 0.0006 mg §-Carotin (3) X — X — X 0.005 mg B-Carotin’(4)
e—e—e 0.005 mg @-Carotin (1)

287, Julius v. Braun und Karl WeiSbach: Die Einwirkung
organischer Siuren auf tertiire Amine, III. Mitteilung: Versuche
mit Tropin und mit China-Alkaloiden.

[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Frankfurt a. M.]

(Eingegangen am 9. Juni 1931.)

Die nach der Gleichung: (R')(R")R"')N + R.CO.0H = (R')(R")N
.CO.R 4+ R"".OH mit Hilfe organischer Siuren erfolgende Entalkylierung
offener tertidrer Basen?), denen sich auch momnocyclische R'<_>N—R"
zur Seite stellen, muf} offensichtlich zu einer Ringsprengung fiihren, wenn die
Reaktion auf solche bi- bzw. polycyclischen tertidren Amine angewandt
wird, in denen der Stickstoff gleichzeitig zwei Ringen angehért und kein
offenes Alkyl tréagt:

R'\ / R’ \
~¢C——R"N 4 R.CO.0H = - C~-R"——N.CO.R
~rr” TSR" . OH

Wir kennen in der organischen Chemie leider nur wenige Basen, die
diesem bicyclischen Typus entsprechen: zu ihnen gehdren unter den kiinstlich
dargestellten Verbindungen das Julolidin (I), das Lilolidin (1I)%) und das
Piperolidin (3-Conicein) (I11)%):

i TN
T/\H/\' o CH;—CH2—(|3H—CH{CH
S~ S~

TR moT ML, —cH,—N  cH,
~ ~~
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?) J.v.Braun, K. Heider u. W. Wyczatkowska, B. 51 1215 [1918].

3 K. Loffler u. H. Kaim, B. 42, 94 [1904]; K. Lbifler u. M. Fliigel, B. 42
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