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derung des Hydroxyls in 17 bei cis-Stellung zum Methyl in 13 (gegen-
iiber der trans-Stellung) zu zeigen. Da aber der Fiinfring mit den
starren tetraedrisch angeordneten Valenzen in trans-Stellung nicht
ganz geschlossen werden kann, ist eine zuverlissige Untersuchung
der vorliegenden Frage nicht mdglich.

Organisch-chemisehes Laboratorium der
Eidg. Techn. Hochschule Ziirich.

66. Die Isolierung der Tocopherole aus Weizenkeimlingsol
von P. Karrer und H. Salomon.
(27. XI. 37.)%)

In unserer ersten Abhandlung iiber den unverseifbaren Anteil
des Weizenkeimlingsols?) haben wir iiber die Isolierung einiger neuer
Sterine, die wir als Tritisterine bezeichneten, berichtet. Die bio-
logische Priifung hat gezeigt, dass sie keine Vitamin-E-Wirkung
haben. Weitere Untersuchungen fithrten dann zur Isolierung eines
Allophanats, das wir als Neo-tocopherol-allophanat?) bezeichneten. In
der nachstehenden Abhandlung geben wir nun eine etwas nihere
Beschreibung der Aufarbeitung des unverseifbaren Anteils des
Weizenkeimlingsdls mit besonderer Beriicksichtigung der Inhalts-
stoffe, die Vitamin-E-Wirkung zeigen.

Evans, Emerson und Emerson*) haben zuerst die Isolierung von
Vitamin-E-Priparaten in Form der Allophanate beschrieben und den
entsprechenden freien Alkoholen den Namen o«- und S-Tocopherol
gegeben. Sie besitzen beide Vitamin-E-Wirkung. Drummond, Singer
und Macwalter’) haben durch chromatographische Adsorptions-
analyse an Aluminiumoxyd hochaktive Konzentrate gewonnen. Wir
haben weder nach der Methode von Evans noch nach der von Drum-
mond befriedigende Resultate erzielen kénnen. Dagegen liefert der
im nachstehenden beschriebene Arbeitsgang relativ gute Ausbeuten,
besonders an «-Tocopherol, und in ziemlich einfacher Weise. Die
schon in unserer letzten Arbeit erwihnten Krystallisate von soge-
nannten f-, y- und Neo-tocopherol werden als prachtvoll krystalli-
sierte Korper erhalten, deren Analysenwerte als Allophanate auf den
freien Alkohol umgerechnet alle auf die Formel C,,H;,0, oder CyH, 50,
gut stimmen. In reiner Form sind auch diese drei Allophanate in den

1) Datum der Deposition als versiegeltes Schreiben bei der Schweiz. Chem. Gesell-
schaft; der Redaktion zur Veréffentlichung itbergeben am 31. III. 38.

%) Helv. 20, 424 (1937). 4) J. biol. Chem. 113, 319 (1936).

3y Helv. 20, 1422 (1937). 5) Biochem. J. 29, 457 (1937).
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meisten Lésungsmitteln, mit Ausnahme von Benzol und Ather, in denen
sie sich ziemlich leicht 16sen, recht schwer 16slich. Sie besitzen alle
die Eigenschaft, sehr langsam zu krystallisieren, manchmal erst nach
Tagen und sogar Wochen. Im Krystallhabitus und in der Loslichkeit
in Aceton, Athanol, Essigester bestehen kaum gréssere Unterschiede,
in Petrolither sind sie dusserst schwer loslich. Die Schmelzpunkts-
differenzen zwischen den drei Krystallisaten sind zwar immer vor-
handen, aber besonders zwischen #- und dem sogenannten y-Toco-
pherol sehr gering; ob es sich bei - und y-Tocopherol um unreinere
Formen des Neo-tocopherols handelt, lassen wir dahingestellt. Wir
halten es aber fiir moglich, dass das Weizenkeimlings6l ausser «-Toco-
pherol und Neo-tocopherol noch ein drittes Tocopherol enthilt. Trotz
aller Bemiihungen ist es uns nicht gelungen, das Allophanat des «-
Tocopherols in deutlich krystalliner Form zu erhalten. Dessen Ana-
lysenwerte stimmen mit dem Allophanat eines Alkohols C,,H; O,
itberein. Wir haben dann o-Tocopherol-allophanat verseift und das
a-Tocopherol in das 3,5-Dinitro-benzoat iibergefiihrt, das relativ gut
krystallisiert und den Smp. 86—87° zeigt.

Experimenteller Teil.

Die Aufarbeitung des unverseifbaren Anteils des Weizenkeim-
lings6ls haben wir bis zur zweiten Adsorption an Aluminiumoxyd
(Brockmann) und der darauf folgenden Ausfillung der Sterine mit
Digitonin, in unserer fritheren Abhandlung beschriebenl). Tiir die
weitere Verarbeitung auf Vitamin E kommen nur die schon dort
erwihnten Fraktionen B, C und D in Betracht. Die Fraktion A, d. h.
die zuerst farblos abfliessende Petrolitherwaschfliissigkeit, enthiilt
keine wirksamen Anteile und die im obersten Teil des Chromato-
gramms befindlichen Adsorbate E und T enthalten neben grossen
Anteilen von Sterinen und Pigmenten so geringe Mengen der Vitamin-
E-wirksamen Stoffe, dass sich ihre Weiterverarbeitung auf Vitamin E
nicht lohnt.

Fraktion B.

Dieses ist der Anteil, der bei griindlichem Waschen mit Petrol-
dther?) in der Adsorptionsrohre so schwach haftet, dass er grosstenteils
schon bei der ersten Adsorption durchgewaschen wird. Er enthilt
fast die Gesamtmenge des «-Tocopherols, Bei richtiger Adsorption
findet man, dass die Fraktion B keine durch Digitonin fillbaren
Sterine enthilt. Sie kann daher direkt weiterverarbeitet werden.
Nach dem Abdestillieren des Petrolithers hinterbleibt ein orange-
farbenes Ol. Aus verschiedenen Adsorptionen werden dann jeweils
30 g dieses Oles wieder in Petrolidther aufgenommen und in der friiher

1) Helv. 20, 424 (1937).
2) Wir gebrauchten gewdShnlich zum Nachwaschen pro Réhre 4 Liter Petroldther.
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beschriebenen Weise zum zweiten Male an Aluminiumhydroxyd
(Brockmann) adsorbiert. Das Rohdl enthilt bedeutende Mengen an
Olen, die in Methanol und selbst in Athanol sehr wenig léslich sind
und keine Vitamin-E-Wirkung besitzen. Sie zeigen auch gegeniiber
methylalkoholischer Silbernitratlésung keinerlei Reduktionskraft.

Schema der Fraktionierung des Unverseifbaren aus Weizenkeimlingen.

Rohol
1. Adsorption
| I | R
F E D C B A
| l 2. Adsorption
\ | 1 |
D C D C B A
‘ I T : 3. Adsorption
| l

....................................................... ﬁ m-ldy

dieser inaktiven Ole zu entfernen. Sie haften an Aluminiumoxyd be-
deutend weniger als die iibrigen Anteile; da bei der zweiten Adsorp-
tion die Petrolitherwaschfliissigkeit sofort gelbgefirbt abfliesst, darf
man hier nicht so lange waschen, bis sie farblos geworden ist, da
sonst allmédhlich bedeutende Mengen reduzierender Substanzen
durchgewaschen werden. Wir haben gefunden, dass bei Adsorption
von 30 g Ol ca. 3 Liter Petrolither nétig waren, um die Hauptmenge
der inaktiven Substanz durchzuwaschen, ohne dass das Filtrat schon
grossere Reduktionskraft zeigt.

Das Chromatogramm in der ca. 70 ecm hohen Siule ist sehr wenig
differenziert. In der Hauptsache bildet es eine von unten nach oben
etwas dunkler werdende, ganz schwach gelbliche Sédule, die oben von
einer 2—3 cm langen, etwas missfarbenen Schicht bedeckt wird.
Diese oberste Schicht wird abgetrennt und kann vernachlissigt
werden. Versuche haben uns dann gezeigt, dass eine Aufteilung der
Rohre nicht notig ist, da die verschiedenen Schichten sich nicht
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wesentlich voneinander unterscheiden, und das «-Tocopherol ziemlich
gleichmissig iber die ganze Robre verteilt ist. Es sind darin natiirlich
noch bedeutende Mengen anderer Substanzen vorhanden, deren wei-
tere Aufarbeitung noch bevorsteht. Dasselbe trifft auch fiir die
andern, durch Chromatographieren erhaltenen Fraktionen zu.

Die Elution geschieht, wie frither beschrieben, mit Methanol-
Ather-Gemisch (80:20). Die Eluate werden vom Losungsmittel im
Vakuum befreit, die Riickstinde in Petrolither aufgenommen, die
Losungen einige Male mit Wasser durchgeschiittelt und schliesslich
sorgfaltig iber Natriumsulfat getrocknet. Hierauf destilliert man
den Petrolither unter Feuchtigkeitsabschluss im Vakuum ab, nimmt
je 10 g des hinterbliebenen Oles in 250 cm3 trockenem Benzol auf,
und sittigt die Benzollosung in bekannter Weise mit aus 15 g Cyanur-
siure gewonnener Cyansiure. Die Benzollosungen werden nach
10—12-tégigem Stehen bei ca. 5° auf einer Glasfritte abgenutscht,
der unlésliche Riickstand mit warmem Benzol gewaschen und das
Filtrat im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Das zuriickbleibende
01 16st man in heissem Aceton, wobei man auf ca. 10 g Ol 60—70 cm?
Aceton verwendet. FEine geringe gallertartige Masse geht nicht in
Losung und wird sofort von der noch warmen Fliissigkeit abfiltriert.
Die Acetonlosung beginnt alsbald, schon bei Zimmertemperatur,
schwach gelblich gefiirbte Krusten abzuscheiden, die nach 24-stiindi-
gem Stehen abgenutscht werden. Aus 10 g Ol der Fraktion B erhilt
man so 1,5—1,75 g einer schwach gelblich gefirbten Substanz, die
den Smp. 152—154° zeigt. Zum Umkrystallisieren bzw. Umldsen
dieses «-Tocopherol-allophanats fanden wir Essigester besonders gut
geeignet. Er 16st «-Tocopherol-allophanat in der Wirme leicht und
dieses scheidet sich in der Kilte grosstenteils wieder als farblose
Masse ab. Die firbenden Begleitstoffe bleiben fast restlos in der
Mutterlauge. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Essigester
liegt der Schmelzpunkt bei 159—160° Versuche, «-Tocopherol-
allophanat durch weitere Fraktionierung in besser krystallisierter
Form zu erhalten oder dessen Schmelzpunkt zu erhéhen, waren erfolg-
los. Die Verbindung ist ein rein weisser Xorper, der sich immer in
Krusten an den Gefisswandungen abscheidet und unter dem Mikro-
skop die schon von FEwans erwdhnten, kornigen Aggregate zeigt.
Die Acetonmutterlaugen, aus denen sich die ersten Anteile des «-Toco-
pherol-allophanats abgeschieden haben, geben bei weiterer Konzen-
tration und lingerem Stehen im Kilteraum noch weitere Mengen
der Verbindung, die aber ziemlich stark verunreinigt sind. Bei diesen
spater ausfallenden Anteilen ist es zweckmaissig, sie vor dem Um-
losen aus Essigester zuerst einmal aus heissem Aceton umzuldsen,
wodurch die begleitenden Ole in Lésung bleiben. In kaltem Aceton,
Athanol, Methanol ist a-Tocopherol-allophanat sehr wenig loslich,
bedeutend mehr in der Hitze.
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Fraktion CY).

Die nach der zweiten Adsorption und Elution erhaltene Frak-
tion C, die, wie angegeben, von Sterinen befreit war, wird im Vakuum
moglichst vom Losungsmittel befreit, in Petroldther aufgenommen
und vom abgeschiedenen iiberschiissigen Digitonin und geringen
Mengen Digitoniden abfiltriert. Hierauf wischt man den Filter-
riickstand gut mit Petroldther aus, schiittelt die Petrolitherlosung
einige Male mit Wasser durch und trocknet sie mit Natriumsulfat.
Nach dem Abdestillieren des Losungsmittels werden verschiedene
solcher Fraktionen gesammelt und in Mengen von 25—30 g zum
dritten Male in der friiher beschriebenen Weise aus Petrolitherlésung
an Aluminiumoxyd adsorbiert. Eventuell anfallende Fraktion B ver-
einigt man natiirlich mit den anderen Fraktionen B; diese werden
auf «-Tocopherol verarbeitet.

Die Adsorptionsséiule des dritten Chromatogramms sieht in den
unteren zwei Dritteln farblos bis schwach gelblich aus; diese reprisen-
tieren die neue Fraktion C. Das obere Drittel ist etwas stirker pig-
mentiert und ist Fraktion D, iiberlagert von einer ganz schmalen
Schicht, die meist etwas heller ist und die abgetrennt und vernach-
lassigt wird. Elution und Uberfithrung der einzelnen Fraktionen aus
dem Chromatogramm in die Allophanate erfolgt in genau derselben
Weise, wie dies bei Fraktion B oben beschrieben wurde.

Aus der Benzollésung, in welcher durch Einleiten von Cyansiure
die Allophanate entstanden sind, wird das Losungsmittel Benzol im
Vakuum abdestilliert und das hinterbleibende Ol, ca. 11 g, erneut in
60—70 cm3 Aceton heiss gelost. Nach 1—2-stiindigem Stehen bei
Zimmertemperatur hat sich eine geringe Menge schwer l6slicher Sub-
stanz abgeschieden, die man abnutscht. Sie enthilt neben einem
gallertartigen Produkt immer etwas fg-Amyrin-allophanat. Das
Acetonfiltrat wird noch iiber Nacht im Kilteraum aufbewahrt.
Sollte sich wieder etwas Schwerlosliches abgeschieden haben, nutscht
man dieses nochmals ab. Im Gegensatz zur Fraktion B und der im
nachfolgenden beschriebenen Fraktion D sind die bei —2 bis —3°
aus Aceton ausfallenden Niederschldge hier sehr gering. Es wire auch
moglich, den Riickstand anstatt in Aceton direkt in Alkohol aufzu-
nehmen und die alkoholische Losung von schwerlgslichen Produkten
abzufiltrieren. Wir haben es aber vorgezogen, zuerst zu sehen, ob
nicht moglicherweise durch die Behandlung mit Aceton «- oder Neo-
tocopherol abgeschieden wurden, und erst dann die Weiterver-
arbeitung durchzufiihren.

Das Aceton wird im Vakuum abdestilliert und der Riickstand
in ca. 50 cm? 96-proz. Athanol heiss gelost. Nach einiger Zeit beginnt
bei Zimmertemperatur die Krystallisation. Man ldsst 3—4 Tage
stehen und nutscht die nur wenig gefirbte Substanz ab. Sie lisst

1) Helv. 20, 428 (1937).



— 519 —

sich sowohl aus siedendem Alkohol wie aus Aceton gut umkrystalli-
sieren. Bei alkoholischen Ldsungen ist es nétig, die Substanz in der
50-fachen Menge Losungsmittel aufzunehmen, um schéne Krystalle
zu erhalten. Sie krystallisiert aus Alkohol gewohnlich sehr langsam
und gleicht in vielen Beziehungen dem pB-Tocopherol, schmilzt aber
auch nach hiufigem Umkrystallisieren immer etwas niedriger. Aus
Aceton scheidet sie sich in derben, prachtvollen Nadelbiischeln ab und
lisst sich auch aus Essigester gut umkrystallisieren. Smp. 135-—136°.
Aus 20 g der Fraktion C erhilt man ca. 1,5 g dieses y-Tocopherol-
allophanats. Die alkoholischen Mutterlaugen scheiden in der Kilte
gewohnlich nur Ol ab. Sie enthalten neben geringen Mengen g-Toco-
pherol-allophanat, das, wie schon Ewvans beschrieben hat, sich bei
wochenlangem Stehen aus den nicht zu konzentrierten Mutterlaugen
abscheidet, betrichtliche Mengen des von uns frither beschriebenen,
physiologisch nicht aktiven Triticol-allophanats vom Smp. 73°.

Fraktion D.

Die bei der ersten Adsorption der noch sterinhaltigen Rochole
anfallende Fraktion D ist sehr reich an Sterinen und sehr gtark durch
Pigmente gefirbt. Nach der Elution entfernt man aus der Methanol-
l6sung zuerst die Hauptmenge der Sterine durch Ausfrieren. Der
Rest wird durch Fillung mit Digitonin beseitigt. Nach dem Auf-
nehmen in Petrolither adsorbiert man diese Fraktion D zum zweiten
Male und entwickelt das Chromatogramm in iiblicher Weise. Die so
erhaltenen Fraktionen C und D werden mit den nach der zweiten Ad-
sorption erhaltenen Fraktionen C und D vereinigt. Die nach der
zweiten Adsorption der Fraktion C anfallende Fraktion D, von Steri-
nen befreit, braucht nicht zum dritten Male adsorbiert zu werden,
sondern kann direkt auf Allophanate verarbeitet werden, ebenso die
bei der dritten Adsorption von C anfallende Fraktion D.

Nach Uberfithrung der Fraktion D in die Allophanate und Ab-
destillieren des Benzols wird der Riickstand in ca. 70 em?3 heissem
Aceton aufgenommen. Die heisse Acetonlésung nutscht man nach
kurzem Stehen noch warm von einer geringen Menge eines schwer
loslichen Niederschlags ab. Das Filtrat beginnt schon bei Zimmertem-
peratur alsbald zu krystallisieren. Nach 24-stiindigem Aufbewahren bei
0% wird das Krystallisat abgenutscht und mit Aceton nachgewaschen.
Dieses ist unser Neo-tocopherol-allophanat. Nach wiederholtem Um-
krystallisieren aus Aceton und zum Schluss aus Essigester ist der
Schmelzpunkt auf 143-144° gestiegen. Neo-tocopherol-allophanat kry-
stallisiert in typischen, fast zentimeterlangen, derben Nadeln, die zu-
halbkugligen Gebilden vereint sind. Aus absolutem Alkohol krystalli-
siert es dagegen in prachtvollen, feinen Nadeln. Die Acetonmutter-
laugen geben nach weiterer Konzentration noch weitere Mengen Neo-
tocopherol-allophanat. Ausbeute aus 20 g Ol (Fraktion D) 1,7—2 g.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.



