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168. Weitere Reinigungsversuche an Vitamin A, 
von P. Karrer und E. Bretseher. 

(3. XI. 42.) 

In unserer ersten Mitteilungl) uber das sog. Vitamin A, aus 
Hechtlebern hatten wir eiii chromatographixehes Rciiiigungsver- 
fahren fur diesen Stoff beschrieben, bei dem eine Calciumhydroxyd- 
siiule als Adsorbens dientc. 

Im vergangenen Winter murde eine neue Nenge vori Hechtlebcrn 
gesammelt und auf unverxeifbaren Rnekstand verarbeitet. Das 
Gewicht des letateren betrug 6,6 g. Es zeigte sich hierbei, dass in 
diesem Winter01 das Verhiiltnis von Vitamin A, zii Vitamin A 
(Rxerophtol) gegenuber den Sommerblen von 1941 uiid It942 sehr 
zugunsten des Vitamins A, verschoben war. Bei der Ausfulirung der 
Antimontrichlorid-Blaureaktion trat die durch Vitamin A hervor- 
gerufene Bande 620 mp nur noch sehr schwach auf. Auh diesem Roh- 
produkt liess sich hierauf durch dreimal wiederholte chromato- 
graphisehe Reinigung in der Calciuniliydroxyds~ule urid eine Mole- 
kulardestillation ein Produkt gewinnen, in dessen Blauxpektrum die 

l) Holv. 24, 161 E (1941). 
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Vitamin A-Bande (620 mp) nicht mehr sicher nachzuweisen war 
(Fig. 1). Falls dieses Praparat noch einen gewissen Vitamin-A- 
Gehalt besitzt, so wird seine Absorptionsbande mit dem optischen 
Schwerpunkt 620 mp in der spektrographisch ermittelten Absorp- 
tionskurve des Vitamins A, von dieser uberdeckt. Fur letdere 
m r d e  E:& fur 691 m p  zu ca. 2000 gefunden. Das Ultraviolett- 
spektrum des Praparates (Fig. 2) wiss 2 Maxima auf : E 345 m p  = 1460 
und E 288 mp = 330. Es handelt sich hier um ein Praparat, das 
jedenfalls betrachtlich weniger Axerophtol enthielt als die bisher 
gemonnenen Vitamin A,-Fraktionen. Auch bei diesem bisher reinsten 
Vitamin-A,-Praparat liegt das Absorptionsmaximum nicht lang- 
welliger als 345 mp. 

Ed,, =2000 
log E ; 2  

Fig. 1. 
Vitamin-A,-Praparat (Blauspektrum der SbC1,-Reaktion). 

L , ,  . . , . . , . . . . . . . ,  

Fig. 2.  
Vitamin-A,-Praparat (U.V.-Spektrum). 
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Der Vergleich der beiden Absorptionsspektren (Blauspektrum 
Fig. 1 und U.V.-Spektrum Fig. 2)  scheint zu zeigen, dass das Ver- 
haltnis der maximalen Extinktionskoeffizienten E fur das Blauspek- 
trum und U.V.-Spektrum bei Vitamin A, doch ein anderes ist als 
bei Axerophtol. Fur letzteres betragt bekanntlich E 328 mp = 1700 
und E 620 m p  = 5000 (Blauspektrum). Fur unsere beiden hier be- 
schriebenen Fraktionen des Vitamins A,, die chromatographisch 
und durch Molekulardestillation gereinigt waren, wurde E 345 nip = 

1460 gefunden, wahrend irn Blauspektrum E 691 mp nur 2000 betrug. 
Es ist daher wahrscheinlich, dass die maximale Extinktion fiir  die 
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Wellenlange 691 m p  im Blauspektrum fur Vitamin A, niedriger d s  
5000 liegen wird. Diese Verhaltnisse mussen jedoch an  noch. reineren 
Fraktionen genauer g e p r ~ t  werden. 

Wir haben auch solche molekulardestillierten Praparate mit 
Ozon abgebaut und hierauf auf Aceton gepruft. Wiederum wurde 
unter den Bedingungen der Aeetonbestimmungl) eine betrachtliche 
Menge Jod verbraucht und Jodoform gebildet. Im  Gegensatz xu 
fruher ist es uns aber nicht gelungen, das Aceton als krystallisiertes 
p-Nitrophenylhydrazon xu fassen, so dass die Moglichkeit nicht aus- 
geschlossen werden kann, dass die Jodoformbildung nicht vori Aceton, 
sondern von einer andern Verbindung unbekannter Natur herruhrt. 
Falls letzteres der Fall sein sollte, konnte die fruher diskutierte 
Eonstitutionsforme12) fur Vitamin A, nicht aufrecht erhalten werden. 
Diese Frage wird sich erst nach Beschaffung von mehr Versuchs- 
material entscheiden lassen. 

E x p e r i m e n t e l l e s .  
1. Chroma t og raph i s  che  R e in igung  . 

6,6 g unverseifbarer Ruckstand, gelost in 50 em3 Petrolather, 
wurden unter Stickstoff an einer Calciumhydroxydsaule (56 ern lang, 
3 em Durchmesser), die mit 200 em3 Petroliither vorgewaschen war, 
chromatographiert. Nach der Entwicklung des Chromatogramms 
mit 220 em3 Petrolather und Elution mit einer Misehung von Petrol- 
ather und 10 % Methanol wurden folgende Fraktionen erhalten: 
Schicht 1 (oberste), 17 cm lang: 0,6 g orangegelbes 01, durchsetzt mit festen Anteilen 

Schicht 2 
Schicht 3 
Schicht 4 

(Sterinen) ; 
15 ern lang: 0,4 g orangegelbes 01 E 693 mp = 1320; 
12 cm lang: 2,2 g gelbrotes 01 E 693 mp = 1460; 
2 cm lang: 2,O g rotes, dunnfliissiges 01 E 693 m p  = 140. 

Durch Nachelution der Sehichten 1 bis 4 mit Chloroform 
erhielt man weitere geringe Mengen: 0 , l  g, 0,l g, 0,2 g und 0,05 g 
Substanz. Diese zweiten Eluate aus den Schichten 2 und 3 (0,3 g) 
wurden zusammen in wenig Methanol gelost, die Losung auf -200 
abgekuhlt, wobei Sterine auskrystallisierten. Nachdeni diese ab- 
genutscht waren, extrahierten wir die Methanollosung nach Zusatz 
von wenig Wasser mit Petrolather und erhielten so nach dem Ein- 
dampfen des Petrolatherextraktes 0,l g Substanz mit E 693 mp = 

1250. (Fraktion P.) Durch Verdampfen der Methanolmut terlauge 
wurden weitere 0,07 g mit E 693 mp = 750 gewonnen (Fraktion M). 

Hierauf wurden auch die Ole aus den Schichten 2 und 3 ver- 
einigt (zusammen 2,6 g), in wenig Methanol aufgelost und die Losung 
auf - 2 O O  abgekuhlt. Dabei schied sich ein Niederschlag am, der 
hauptsachlich Verunreinigungen enthielt . Die Methanollosung hinter- 
liess nach dem Verdampfen 2 , l  g orangegelbes 01 (Fraktion N). 

l) Helv. 14, 436 (1931); Am. SOC. 42, 39 (1920). 
z, Helv. 24, 165E (1941). 
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2 .  Chromat  ograp  hi sche  Rein igung.  
Die Fraktionen N, P und M, zusammen 2,27 g, loste man in 

30 em3 Petrolather und chromatographierte an einer Calcium- 
hydroxydsaule von 32 em Lange und 2,5 em Durchmesser. (Vor- 
waschen mit 100 em3 Petrolather, entwiekeln mil 80 em Petrolather). 
Stickstoffatmosphare. 

Schicht 1 (oberste), 
Schicht 2 

Schicht 3 
Schicht 4 Durchlauf 0,5 g rotes 61 
Nacheluate mit Chloroform aus den Schichten 1 bis 3 lieferten 

3 .  Chroma t ograp  his che R einigung.  

3 em lang: 0,l g rotoranges 01 E 693 m p  = 750; 
24 em lang: 0,6 g rotoranges 01 E 693 m p  = 2000; 

5 em lang: 0,7 g rotoranges 01 E 693 m p  = 1200; 
E 344 mpl) = 1450; 

E 693 mp = ca. 400. 

OJ g rotoranges 61. 

Die Fraktion aus Schicht 3 der zweiten chromatographischen 
Reinigung (0,7 g) wurde aus 15 em3 Petrollither erneut an Calcium- 
hydroxyd chroniatographiert. Lange der SBule 40 em, Durchmesser 
1,4 em. Vorwsschen mit 30 em3 Petrolather, Entwicklung des 
Chromatogramms mit 40 em3 Petrolather. 

Schicht 1 (oberste), 1 cm lang: 0,06 g orangefarbiges 01; 
Schicht 2 
Schicht 3 
Scbicht 4 

21 cm lang: 0,2 g orangefarbiges 91 E 344 m p  = 1400; 
7,5cm lang: 0,l g orangefarbiges 01 E 344 m p  = ca. 250; 
4,O em lang: + Durclilauf: 0,2 g rotes 61. 

Molekulardes t i l l a t ion .  
Die Fraktionen aus Schicht 2 des 2 .  Chromatogramms (E 344 mp 

= 1450) und Schicht 2 des dritten Chromatogramms (E 344 m,u = 

1400) wurden zusammen in einer Molekulardestillationsapparatur 
bei mm Druck destilliert. Hierbei haben wir zwei Fraktionen 
aufgefangen : 

Destillation 
~ 

Beginn 

Unterbruch 
Wiederbeginn 

Zeit 

12.30h 
13.30“ 
14.10h 
15.00” 

___ 

16.00h 
17.00 
17.30” 

Badtemperatur 
____ - 

18O C 

-+Fraktion I, 0,4 g orangefarbenes 01. 
E 693 mp = 2000. 
E 345 mp = 1460 

18O C 
l2O0 
160° ] -+ Fraktion 11, 0,11 g oranges 01 

E 344 m p  = 600 

Destillationsriickstand 0,12 g rotoranges 01. E 693 mp = 270 E 327 m p  = 470. 

Eine Analyse der Fraktion I ergab: 
C 83,03 H 10,71%. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 
1) Ultraviolett-Spektrum. 




