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Zur Verseifung wurden 2,6 g des Acetats 1 Stunde mit 5-proz. 

alkoholischer Halilauge auf dem Wasserbad erwarmt. Nach dem 
Verdunnen rnit Wasser, Ausziehen rnit Ather, Waschen der Ather- 
losung rnit verdiinnter Salzsaure und Wasser und Verdampfen des 
Losungsmittels erhielten wir das [C* 2 - 4  Z; C* 4,8’-2]-a-Tocopherol 
als farbloses 01. 

Das Allophanat, in ublieher Weise dargestellt und aus Alkohol 
umkrystallisiert, schmolz bei l72O. 

Aus 3 g [C* 2-d7Z; C* 4‘,8‘-Z]-cc-Tocopherol und 3 g 3-Brom-d- 
carnpher-’7’-sulfochlorid wurde in Pyridin nach fruher mitgeteilter 
Vorschriftl) das Bromcamphersulfonat bereitet. Dieses schmolz naeh 
wiederholtem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 51 O, gleich hoch wie 
das entsprechende Derivat aus naturlichem a-Tocopherol und aus 
[C* 2-d7Z; C* 4’, 8’-d]-a-Tocopherol. Eine hoher schmelzende Brom- 
camphersulfonatfraktion, die bei der Darstellung des &us syntheti- 
schem d, Z-Phytol hergestellten [C” 2 4 ,  Z; C* 4’, 8’-d, Z+a-Tocopherols 
fruher ,) erhalten worden ist, konnte im vorliegenden Fall nicht beob- 
achtet werden. 

Bur Verseifung des Bromcamphersulfonats wurden 0,68 g in 
16 em3 5-proz. absolut-alkoholischer Kalilauge gelost und im Bomben- 
rohr 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten wurde rnit 
Wasser verdunnt und rnit Ather extrahiert. Als Ruckstand der athe- 
rischen Losung blieben 0,4 g [C* 2-d ,  1 ;  C* 4’, 8’-Z]-~-Tocopherol 
zuriick, die wir in das Allophanat verwandelten. Dieses schmolz bei 
172-173°, also gleich hoch wie das Allophanat der nicht uber das 
Bromcamphersulfonat verarbeiteten Substanz. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitiit. 

160. Zur Kenntnis des Vitamins A, 
von P. Karrer und E. Bretseher. 

(20. VII. 43) 

I n  zwei fruheren Mitteilungen3) haben wir uns niit der Konstitu- 
tion des Vitamins A, beschaftigt. Diese Arbeiten konnten nunmehr 
vervollstandigt und zu einem gewissen Abschluss gebracht werden. 

Wir gingen wiederum von Leberolen des Hechtes aus, und zwar 
von solchen, die in den Wintermonaten gesammelt worden waren, 
da diese vie1 weniger Axerophtol (Vitamin A) als die Sommerole ent- 
halten, wodurch die Reinigung des Vitamins A, erleichtert wird. 

l) Helv. 21, 820 (1938); 22, 1139 (1939). 
2) Helv. 22, 1139 (1939). 
3, Helv. 24, 161 E (1941); 25, 1650 (1942). 
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Das Unverseifbare dieser Winterole wurde durch Ausfrieren 
weitgehend von Sterinen getrennt und hierauf der chromatographi- 
schen Reinigung an der Calciumhydroxydsaule unterworfen. Als 
Losungsmittel und Entwicklungsflussigkeit diente Petrolather. Durch 
dreimalige chromatogrsphische Trennung liessen sich Vitamin A,- 
Praparate gewinnen, deren Extinktionskoeffizient E::m f i i r  das Ab- 
sorptionsniaximum 345 m p  1300-1400 betrug. Ettm fur 693 my, 
dem Absorptionsmaximum der blauen Antimontrichloridreaktion des 
Vitamins A2, lag bei diesen Praparaten bei ca. 2000-2200 mp. 

Die besten Vitamin A-Fraktionen liegen im Chromatogramm in den Mittelschichten. 
Obwohl die Chromatographie auch in diesem Fall die besten Dienste fur die Reinigung 
leistet, ist sie doch nicht ganz frei von schadigenden Einflussen auf die Verbindung. Die 
Praparate farben sich dabei stets etwas dunkler (rot bis braunrot). Erst durch die nach- 
folgende Molekulardestillation erhalt man helle, rotlichgelbe Vitamin A,-PrBparate. 

Nach dreimaliger chromatographischer Reinigung haben wir die 
besten Vitamin A,-Praktionen zwei aufeinanderfolgenden Destil- 
lationen im Kathodenstrahlvakuum unterworfen und hierbei Pro- 
dukte erhalten, die durch folgende Extinktionskoeffizienten gekenn- 
zeichnet waren : 

E:2m fur 345 m p  1450 E;:m fur 693 m p  2300 

Vgl. die Absorptionskurven Fig. 1 und 2. 

I I I I I I I I 

280 300 320 340 360 380 400 1 I m p )  
Fig. 1. 

Absorptionsspektrum des Vitamin A,-Praparates im Ultraviolett. 

Einmal ging bei der dritten Molekulardestillation eines solchen Praparates E:Zm 
fur 344 m p  wieder auf 1050 zuruck, ein Anzeichen, dass solche hochgereinigten Praparate 
labil sind und sich leicht (durch Polymerisation ?) zersetzen konnen. 
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Die Analyse dieser besten Vitamin A,-Praparate ergab folgende 

Werte : 
C,,H,,O Ber. C 83,85 H 10,56% Hydrierungszahl 6,O Mol 

Gef. ,, 83,33 ,, 10,46% 5,7; 5,8 Mol 

log. E 

394 

3,3 

32 

3,1 

3,O 

- 

- 

- 

- 

- 

610 630 650 670 690 710 730 2 i m p )  

Fig. 2. 
Absorptionsspektrum der blauen Farbreaktion von Vitamin A, und Antimontrichlorid. 

Unsere bes ten Tit amin A,-Pr apar a te enthalt en wahrs cheinlic h 
nur noch 2-3% Vitamin A (Axerophtol). Dies liess sich durch 
quantitative Geronsaurebes timmungen fes t s  tellen. Aus 0,O 7 7 g 
Vitamin A liessen sich nach dem Abbaul) mit Ozon 42 mg rohes 
Geronsaure-semicarbazon isolieren, dessen Menge nach dem Um- 
krystallisieren aus Essigester auf 16 mg reines Semicarbazon zuruck- 
ging. Demgegenuber lieferten 0,70 g unseres Vitamin A,-Praparates 
(d. h. die neunfache Gewichtsmenge) nur 2 , l  mg rohes Geronsaure- 
semicarbazon. Unter Zugrundelegung der Ausbsuten, die man aus 
reinem Axerophtol erhielt, bereehnet sieh fur unser verwendetes 
Vitamin A,-Praparat ein Vitamin A-Gehalt von hochstens 2 yo. 

Durch das Ergabnis dieses Ozonisierungsversuches ist die Vitamin 
A,-Formel von Gillam, Heilbron, Jones und Lederer,) ( Formel I) 
widerlegt, denn eine Verbindung dieser Konstitution miisste beim 
Abbau mit Ozon fast dieselbe Menge Geronsaure ergeben wie 
Axerophtol. Aber auch die Pormel(I1) von Gray3)  muss fallen gelassen 
werden, da Vitamin A, bei der Oxydation keine Dimethylbernsteh- 
saure liefert3), was wir durch neue Abbauversuohe mit dem hochst- 
gereinigten Vitamin A,-Praparat erneut bestatigen konnten. 

l) P. Karrer, B. Morf, K .  Schopp, Helv. 14, 1431 (1931). 
2) Bioch. J. 32, 405 (1938). 
3, Vgl. P. Karrer, A. Geiger, E .  Rretseher, Helv. 24, 161 E (1941). 



CH C-CH, 
\ /  

CH 11. 

In  der ersten Mitteilung uber Vitamin A,I) hatten wir fur diese 
Verbindung die ,,offene" Formel 111 in Erwagung gezogen 

CH, CH3 CH3 
I I 

111. (cH,),C=cH CH,. cl=cH. cH=cH.  c = c H  x x - c H .  c = c H .  cH,oH 

Wir haben daher unser bestes Vitamin A,-Praparat nochmals mit 
Ozon abgebaut und gepriift, ob dabei Aceton entsteht. Dies war der 
Pall und das Aceton wurde als krystallisiertes p-Nitrophenylhydrazon 
isoliert. Seine Menge betrug in diesem Versuch nur 8,3 %, in fruheren 
Versuchen etwas mehr. Wir pruften daher, ob sich noch ein anderes 
dbbauprodukt gebildet hatte. Ein solches fanden wir im Formal- 
dehyd auf, den wir nach dem Abbau des Vitamin A,-Praparates mit 
Ozon in 38-40% der Theorie (auf 1 Mol berechnet) nachweisen 
konnten; da Rlindversuche ergaben, dass beim Hochen der ozon- 
haltigen Eisessiglosung mit Wasser 17-20 yo Formaldehyd, vermut- 
lich infolge weiterer Oxydation, verloren gehen, betragt die korrigierte 
Formaldehydausbeute &us unserem Vitamin A,-Praparat 55 -60 yo. 

Man ware versucht, aus diesen Ergebnissen die Schlussfolgerung 
xu ziehen, dass Vitamin A, aus Hechtlebern ein Gemisch der Tso- 
propylidenverbindung I11 und dem Strukturisomeren IV ist : 

IV. CH3.C.CH,.CH2.CH2.C=CH.CH-CH.C-CH .CH=CH .C=CH. CH20H 
I I 

CH3 CH, 
I 

CH3 
I I  
CH2 

Eine analoge Strukturisomerie wird bekanntlich auch bei ver- 
schiedenen aliphatischen Terpenalkoholen und Terpenaldehyden an- 
genommen,), BUS denen beim Ozonabbau ebenfalls Aceton und 

l )  P. Karrer, A. Geiger, E. Bretseher, Helv. 24, 161 E (1941). 
2) s. z. B. V .  G'rignard, J .  Doeuvre, R. Escourrou, B1. [4] 35, 932 (1924). - J .  L. 

Sinaonsen, Terpenes I ,  S .  59 (Cambridge 1931). 
111 
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Formaldehyd gebildet werden. Beispielsweise sol1 naturliches Citro- 
nellal eine Mischung der Isomeren 

(CH3),C=CH . CH, . CH, . CH . CH, CHO CH, . C . CH, . CH, . CH, . CH . CH, CHO 
I 1  I 
CH, CH3 

sein und auch Rhodinol und Citronellol stehen wahrscheinlich im 
gleichen Isomerieverhaltnis. Es wird allerdings auch die Meinung 
vertreten, dass die Anwesenheit zweier Isomeren fraglich ist und das 
Auftreten Ton Pormaldehyd neben Aceton einer Umlagerung in der 
Molekel zuznschreiben ist, die sich unter der Einwirkung von Ozon 
abspielt . 

Auch fur Vitamin A, miissen wir diese Frage offen lassen, dies 
umsomehr, als wir fanden, dass auch aus Vitamin A (Axerophtol), 
Lycopin, ja selbst Carstin beim Abbau mit Ozon etwas Formaldehyd 
entsteht, aus Axerophtol bedeutend weniger als aus Vitamin A,, 
aus Lycopin und Carotin in Mengen yon ungcfiihr gleieher Grossen- 
ordnung. In  diesen Fallen kann die Bildung des Formaldehyds nur 
arnf irgendwelche Nebenreaktionen bzw. Umlagerungen beim Abbau 
mit Ozon zuruckgefuhrt werden. 

Wenn unsere Auffassung von der Konstitution des Vitamin 9, 
richtig war, musste sich die Verbindung durch Hydrierung in Di- 
hydro-phytol iiherfiihren lassen. Wir haben diesen Hydrierungs- 
versuch ausgefiihrt und aus dem Reduktionsprodukt ein Allophanat 
isoliert, das wie Dihydro-phytol-allophanat nach vorgangigem Sintern 
bei 73O schmolz und mit diesem gemischt keine Schmelzpunkts- 
erniedsigung zeigte. Aueh dieser Versuch steht demnach mit der fur 
Vitamin A, vorgeschlagenen Konstitu tionsfsrmel im Einklang. 

Das hochstgereinigte Vitamin A,-Praparat, das wir gewonnen 
hatten, hat Hr. Prof. II. 1:. EuZer in Stockholm auf unsere Bitte auf 
Vitamin A-Wirkung an der Ratte gepruft, wofur wir auch an dieser 
Stelle herzlich danken. Dabei ergab sich, dam dieses eine Zuwachs- 
wirkung besass, die ungefahr l/lo derjenigen des Axerophtols betrug. 

I 
CH3 

~ 

1. Ver- Vitamin A,-Praparat 
such 1 B-Carotin . . . . . 

Vitamin A,-Praparat 
B-Carotin . . . . . 

Dosis 

9,2 y 
1,8 y 
9,2 y 
1,8 y 

-~ 
~ 

~ 0 5  g 366,000 

134  g 375,000 
1,37 g 

4,6 y Tagesdosen des Vitamin A,-Pr%parates sind unzureichend, 
indem bei diesen Mengen einige Ratten sterben. 

Einige Prozente dieser Vitamin A-Wirksamkeit sind auf den 
kleinen Gehalt an Axerophtol, den unser Praparat noch aufwies, 
zuriickzufuhren. Nach Abzug derselben bleiben aber immer noch 
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einige, schatzungsweise 5-7 Prozente, die sehr wahrscheinlich dem 
Vitamin A, zugeschrieben werden mussen. Man wird daher anzu- 
nehmen haben, dass der Organismus der Ratte die Fahigkeit besitzt, 
Vitamin A, in beschranktem Umfang zu -4xerophtol zu cyclisieren. 
Dieser Ringschluss ware von derselben Art wie jene, die sich bei vielen 
aliphatischen Terpenen so leicht vollziehen (Citral +- Cyclocitral, 
Pseudojonon -+ Jonon usw.). 1st  Vitamin A, wirklich ein Gemisch 
der Isopropyliden- und der Methylen-Strukturisomeren, so ist der 
Grund, dass nur ca. 5-7% Vitamin A aus Vitamin A, im Ratten- 
organismus gebildet werden, vielleicht darin zu suchen, dass nur die- 
jenige Vitamin A,-Komponente, welche die Isopropylidenstruktur 
besitzt, zum Ringschluss befahigt ist, 

CH, CH, 

wahrend derjenige Anteil, der die Methylen-Struktur IV aufweist, 
diesem Ringschluss nicht unterliegen kann. 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
1. Die lsolierung von Vitamin Rz aus Hechtlcbern. 

a)  Gewinnung u n d  Verse i fung  de r  Leberole .  
Die Lebern, die bei uns in frischem Zustande in Eispackung 

cintrafen, wurden in Portionen von 2-6 kg in der Fleischmuhle zer- 
kleinert und mit einem nberschuss an wasserfreiem Natriumsulfat 
(meist das Doppelte Torn Gewiclit der Lcbern) fein zerrieben. Den 
Brei ubergoss man dann mit Petrolather (Sdp. 30-60°) und extra- 
hierte ihn wahrend zwei Tagen unter hiiufigem Umruhren. Nach 
dieser Zeit wurde die Losung abgenutscht und der Ruckstand ein 
zweites Ma1 mit Petroliither ausgezogen. Ein dritter Auszug wurde 
jew-eils zur ersten Extraktion der nachxten Portion Lebern ver- 
wendet, da es sich gezeigt hatte, dass sich die Hauptmenge der 
loslichen Anteile in den ersten beiden Ausziigen befand. Die filtrierten 
klaren Liisungen wurden nun unter Durchleiten von Stickstoff ein- 
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gedampft, wobei man die letzten Teile des Losungsmittels im Vakuum 
vertrieb. Es hinterblieben gelb bis braan gefarbte Ole, in denrn sich 
beim Stehen hiiufig Sterine niederschlugen. Bis ziir Verseifung be- 
wahrten wir die Ole in evakuierten Ampullen a8uf. 

Aus 31 kg Lebern von Weissfischen (Squalius leuciscus, Leuciscus 
rutilus, Alburnus alburnus) erhielten wir so 5,5 kg - d. h. 18 % - Tran, 
wiihrend sich im Laufe von 21  Monaten 108,5 kg meist einheimische, 
zum Teil auch danische und ungarische Hechtlebern auf 8,52 kg 
- d. h. 7,9% - Tran aufarbeiten liessen. Bei den im folgenden be- 
schriebenen Versuchen wurden, wenn nicht ausdrucklich etwas ande- 
res bemerkt wird, Ole aus Hechtlebern verwendet. 

Die Verseifung der Leberole nahmen wir in Portionen von 300 g 
bis 600 g vor. Wir versetzten 100 g 01 mit 300 em3 12-proz. Kali- 
lauge und erhitzten wiihrcnd 60 - 70 Minuten unter Durchleiten von 
Stickstoff auf 60°. Die erkaltete Seifenlosung zogen wir 5-7 ma1 
mit Petroliither aus, wobei wir pro 100 g verseiften Tranes 4-5 Liter 
Extraktionsniittel bcnotigten. Nach Zugabe der ersten Portion 
Petroliither versetzten wir jeweils mit der auf das Seifenvolumen 
bezogenen halben Menge Wasser, urn beim zweiten Ausschutteln 
nochmals dieselbo Menge Wasser zuzugeben. Wir wuschen dann die 
Petroliitherlosungen mit Wasser seifenfrei, filtrierten zur Entfernung 
von Wasserresten dreimal durch grosse Faltenfilter und da,mpften 
schliesslich im Stickstoffstrom fzuletzt im Vakuum) ein. Als Un- 
verseifbares hinterblieb ein goldgelber, wachsartiger Riickstand, 
dessen Gewicht durchschnittlich 5,2% des Oles oder 0,41% der 
angewandten Lebern betrug. Das Unverseifbare wurde jedesmal 
sofort in der folgenden Weise weiterverarbeitet. 

b) Ausf r ie ren  d e r  S t e r i n e  a u s  d e m  Unver se i fba ren .  
Um die Hauptmenge der Sterine abzutrennen, losten wir das 

Unverseifbare in kochendem Methanol und saugten nach einstundi- 
gem Stehen bei Zimmertemperatur ab. Dann liessen wir durch Ab- 
kuhlen der Losung auf - 1 O o  bis - 16O weitere Mengen Sterine 
auskrystallisieren und entfernten sie durch rasehes Abnutschen. Alle 
Ruckstiinde wurden jeweils nach dem Absaugen mit Methanol von 
entsprechender Temperatur gewaschen. Die klare, rote Ldsung wurde 
nun in einer Mischung von festem Kohlendioxyd und Aceton auf 
- 60O his - 70° gebracht iind die ausgefrorenen Sterine in einer mit 
Methanol und festem Kohlendioxyd vorgekiihltcn Nutsche abge- 
sogen. Das Filtrat engten wir im Vakuum (Stickstoff) auf etwas mehr 
als die Halfto ein und froren nach Zusatz von 2 -3  yo Wasser erneut 
aus. Diesmal geschah das Absaugen in einer vorgekiihlton Nutsche, 
deren Filter mit einer Schicht zerstossenen festen Kohlendioxyd- 
schnees bedeckt gehalten wurde. Die so abgetrennten Sterine waren 
meist stark gelb gefarbt j diese Farbe konnte auch durch liingeres 
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Waschen mit Methanol nicht entfernt werden. In  dcn zuletzt aus- 
gefrorenen Portionen fand sich fast immer etwas rote Schmiere, die 
bei Zimmertemperatur zum Teil in ain tiefrotes 01 uberging. Die 
Ausbeute an Sterinen betrug dizrchschnittlich 3 % des eur Verseifung 
gelangten Tranes. Auf 100 g Sterine kamen im Durchschnitt 12,9 g 
ausgefrorenes Konzentmt. 

Die Hauptmenge der Sterine konnte als Cholesterin durch 
Schmelzpunkt, Misch-Schmelzpunkt, optische Drehung, Schmelzpunkt 
und optische Drehung des Dibroniids und des Acetats charakterisiert 
werden. 

Die ausgefrorene Methanolldaimg versetztrn wir mit Petrol- 
ather und etwas Wasser und trenntm die Schichten. Die wasserige 
Phase wurde mchrmals mit etwas Petrolather amsgeschuttelt. Nach 
dem Waschen mit Wasser trockneten wir die vereinigten Benzin- 
auszuge durch Filtrieren und dampften sie im Vakuum (Stickstoff) 
ein. Der Ruckstand war em viskoses rotes 01, das wir im Hoch- 
vakunm bei 60O trockneten und in hochevakuierte Ampullen ein- 
schmolzen. Die Ausbeute an  diesem Produkt (im folgenden Konzen- 
trat genannt) belief sich im Durchschnitt auf 7,7 yo, bezogen auf das 
Unverseifbare, oder 0,39 % bezogen auf den Tran, odsr 0,031 yo be- 
zogen auf die Lebern. Aus den uns zur Verfugung stehenden 8,5 kg 
Leberolen gewannen wir insgesamt 33,3 g solcher Konzentrate, die wir 
in Port'ionen von 4-12 g weiterer Anreicherung unterwarfen. 

Die Konzentrate hatten die folgenden Extinktionskoeffizienten 
(heste und schlechteste Praparate) : 

Ultraviolettspektrum : E,,, : 220-455 
Cnrr- Przee-Reaktionsspektrum : 370-1200 

E62Ll : 220-600') 
Q = E693/&20: 0,8--2,0') 

Die hochsten Q-Werte zeigten die Konzentrate aus olen, die 
wa'hrend der Monate August bis April (1941/42 und 1942/43) ge- 
sammelt worden waren (Winterole), wahrend die Sommerok (Mai bis 
Juli) die Konzentrate mit den kleinen Q-Werten lieferten. Visuell 
waren im Spektroskop bei den Carr-Yrice-Reaktionen der Konzen- 
trate aus Sommerolen zwei Banden bei 690 und 620 mp, bei jenen 
aus VCTinterolen nur eine bei 690 rnp zu erkennen. 

c) An r e i c h e r u n g d 11 r c h C h r o m a t  o g r  a p h i  e. 
An einer 56 em langen uiid 3 em dicken Saule von Calcium- 

hydrovyd adsorbierten wir unter Stickstoff 6,6 g eincs Konzentrates 
l) Der Extinktionskoeffizient Eizn fur die Wellenlange il m p  wird in dieser Arbeit 

abgekurzt sls E, bezeichnet, also z. €3. Et:nl fur 345 mp als E,,, oder E::,, fur 693 m p  
als E,,,. 

') Bei den besten Konzentraten aus Hechtlebern ist im Spektrum der Carr- Przce- 
Reaktion nur noch ein Maximum bei 693 m p  zu beobachten. Die Absorptionskurven 
weisen im Gebiete zwischen 600 und 640 m p  lediglich eine Ausbuclitung auf. 
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aus Hechtlebern (E,,, = ca. 500), das wir in 50 em3 Petrolather 
gelost hatten. Die Saule war vorgewaschen mit 200 (3111, des Losungs- 
mittels. Mit 220 cm3 Petrolather wurde die Adsorptionszone in 
3% Stunden auf eine Lange von 46 em auseinandergezogen. 'Cm 
oberen, g-rosseren Teil dieser Zone zeigte sich ein kontinuierlicher 
Ubergang von farblosem uber beige gefarbtes bis zu gelb und dunkel- 
gelb gefarbtern Adsorbens, wahrend zu unterst schmale Ringe von 
orange, hellgelber und gelber Farbe scharf gegeneinander abgegrenzt 
waren. Wir trennten die Saule in vier Teile und eluierten mit Petrol- 
ather und 10 "/, Methanol und erhielten folgende Fraktionen: 

(oberste) Schicht I, 17 em lang: 0,6 g orangefarbenes 01, durchsetzt mit festen 
Anteilen (Sterinen) ; 

Schicht 2, 15 cm lang: 0,4 g orangefarbenes 01, 
E,,, = 1320 
E,,, = 420') Q = 3,1; 
0,4 g gelbrotes 01, 
E,,, = 1460 
E,,, = 560') Q = 2,6; 

E,,, = 140 
E,,, = 

Schicht 3, 12 cm lang: 

Schicht 4, 2 ern lang: 2,0 g rotes, dunnflussiges 01, 

65') Q = 2,2. 
Durch Nacheluation der Schichten 1-4 mit Chloroform erhielten 

0,1 g orangefarbenes 01; 
O,1 g rotoranges 01; 
0,2 g rotoranges 01; 
o , O ~  g rotes 01. 

wir vier weitere Fraktionen : 

Im Galciumhydroxyd sammeln sich also im obersten Teil der Saule 
sterinartige Stoffe, wahrend dunne, rote Ole durchgewaschen werdm. 
Vitamin A, wird starker adsorbiert als Vitamin A, wax der grosscre 
Wert von Q der Fraktion aus Schicht 2 gegenuber jencr aus Schicht 3 
zeigt. 

Nach dcr geschilderten 1. Adsorption an Caleiumhydroxyd 
losten wir die Nacheluate aus den Schiehten 2 und 3 (0,3 g) in wenig 
Methanol, kuhlten die Losung auf -20O ab, wobei Sterine aus- 
krystallisierten. Nachdem diese abgenutscht waren, cxtrehierten wir 
die Methanollosung nach Zusatz von wenig Wasser mit Petroliither 
und erhielten so nach dem Eindampfen des Petrolatherextraktes 0 , l  g 
Substanz mit E,,, = 1250 (Fraktion P). Durch Verdampfen der 
Methanol-Mutterlauge wurden weitere 0,07 g mit E,,, = 750 gewonnen 
(Fraktion M). Hierauf wurden a,uch die Oele aus den Schichten 2 
und 3 vereinigt (2,6 g), in wenig Methanol aufgelost und die Losung 
aiif -20, abgekuhlt. Dabei schied sich ein Niederschlag aus, der 
hauptsachlich Verunreinigungen enthielt. Die Methanollosung hinter- 
liess nach dem Verdampfen 2 , l  g orangegelbes 01 (Fraktion N). 

*) Kein Maximum in der Absorptionskurve; der Wert (2. B. 420) entspricht der 
Ordinate des Kurvenpunktes bei 620 mp. 2, Vgl. Note 2, Seite 1765. 
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2. Chromatogramm:  Wir losten nun die Fraktionen N, P 
und M, zusammen 2,27 g, in 30 em3 Petrolather und chromato- 
graphierten in Stickstoffatmosphare an einer Calciumhydroxydsaule 
von 32 em Lange und 2,5 em Durchmesser, die rnit 100 em3 des 
Losungsmittels vorgewaschen war : 

(oberste) Schicht 1, 3 cm lang: 0,1 g rotoranges 01, 
E,,, = 750; 
0,6 g rotoranges 01, 
E,,, = 2000 
E,,, = 1000') Q = 2,O 
E,,, = 1450; 

E,,, = 1200 
E,,, = 

Schicht 2, 24 cm lang: 

Schicht 3, 5 cm lang: 0,7 g rotoranges 61, 

650l) Q 7 1,s; 
Schicht 4, Durchlauf : 0,5 g rotoranges 01, 

E,,, = ca. 400. 
Die Nacheluate rnit Chloroform aus den Schichten 1-3 lieferten 

OJ g rotoranges 01. 
d)  Re in igung  d u r c h  Molekulardes t i l l a t ion .  

Zur Destillation unserer Praparate verwendeten wir eine Appa- 
ratur fur Molekulardestillation, wobei wir ein spezielles Destillations- 
gefass fur kleine Substanzmengen an das Vakunmsystem anschlossen 
(Fig. 3).  Die zu destillierenden Praparate wurden rnit wenig Petrol- 
Sther auf den Boden des Destillationsgefasses gespult, der Petrol- 
Bther im Vakuum verdampft, und das 81  im Hochvakuum getrocknet. 

Sodann wurde das Destillationsgefass bei 
einem Druck von mm Hg mit seinem 
untern Teil in ein durchsichtiges Olbad 
(Paraffin01 in Glasgefass) gebracht und 

26 cm langsam angeheizt. Bum Abtrennen einer 
Fraktion haben wir das Olbad entfernt, in 
der erkalteten Apparatur Atmospharen- 
druck hergestellt und den Kuhlzapfen aus 

5 c m  den1 Destillationsgefass entfernt. Nach 
kurzer Zeit erweichte das glasig gefrorene 
Destillat - die Kiihlung ties Zapfens er- 
folgte wahrend der Destillation mit Kohlen- 
dioxyd-Aceton- Gemisch - und liess sich 

rnit Petrolather in ein Filter spulen. Das Filtrat wurde im Vakuum 
eingedampft, das zuruckbleibende 01 im Hochvakuum getrocknet 
und eingeschmolzen. Unterdessen setzten wir das Destillationsgefass 
wieder zusammen und setzten die Destillation fort. Nach dem Ab- 
trennen der letzten Fraktion wurde der Destillationsriickstand eben- 
falls rnit Petrolather von der Heizflache abgespult und weiter wie die 
Destillate behandelt. 

Pump 

;a; 
k5,O r' 

cm 
Fig. 3. 

l) Kein Maximum in der Sbsorptionskurve bei 620 mp. 
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R ei  s p ie l  : Ein durch Adsorption an Calciumhydroxyd gereinigtes 
Praparat (2,54 g) mit einem maximalen Extinktionskoeffizienten im 
U.V. von 1000 und sehr geringem Vitamin A-Gehalt wurde destilliert. 
Uber den Gang der beiden Destillationen orientiert folgendes Schema : 

I. Destillation (in zwei parallelen Ansatzen durchgefuhrt). 
Praparat: 2,54 g, E345 = 1000. 

______ 
~~ 

Beginn 

Unterbruch 
Wiederbeginn 

Unterbruch 
Wiederbeginn 

Ende 

Zeit 
~~ ~ 

0820 
0830 
0840 
0845 
1020 
1030 
1045. 
1115 
1420 
1440 
1515 
1535 

Badtemperatur und Fraktionen 
~~~~ ~~ ~ ~ ~ ~~~~~ ~~ 

750 c 
S8 Frakt. 1 : 0,2 g helles, viskoses, 

92 
100 

75 
90 Frakt. 2: 1,3 g helles, viskoses, 

120 
135 
95 

145 Frakt. 3: 0,3 g helles, viskoses, 
orangefarbiges 01, etwas 
dunkler als 1 und 2 .  

163 
165 

orangefarbenes 01, 
E,,, = 1440. 

orangefarbiges 01, 
E,,, = 1180. 

Ruckstand: 0,4 g viskoses, rotes 01, 
loslich in Petrolather. 
0J4 g harzige, braune 
Schmiere, unloslich in 
Petrolather. 

2. Destillation : 
Fraktion 2 der 1. Destillation, 1,3 g. 

Beginn 

Unterbruch 
Wiederbeginn 

Ende 

Zeit 

0825 
0830 
0850 
0910 
1035 
1040 
1100 
1145 

Badtemperatur und Fraktionen 
~- ___ 

75OC Frakt. 1: 0,80 g 01, wie Ausgangs- 
85 material, 

110 E,,, = 2300, Q = 2,05 
125 E3,, = 1450. 

75 
100 
130 
145 

Analyse: C 83,33 H 10,46 
0,45 g 01, wie Ausgangs- 
material, 
E,,, = 1000. 

Frakt. 2: 

Ruckstand: 0,02 g helles, orangefarbiges 
01, petroliitherloslich. 
0,01 g harzige Schmiere, 
unloslich in Petrolather. 

Eine dritte Destillation ergab keine weitere Vergrosserung der 
Extinktionskoeffizienten. 
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Ergebnis der beiden Destillationen : Ein Vitamin A,-Praparat mit, 
einem E,,,-Wert von 1000 und sehr geringem Vitamin A-Gehalt 
konnte auf einen E,,,-Wert von 1450 gebracht werden. 

C,,H,,O Ber. C 83,85 H 10,56% 
Gef. ,, 83,33 ,, 10,64% 

2. Die spektrographische Bestimmung. 

a)  D as  U1 t r av io  le  t t -A  b s o r p  t io  n s s p e k t r uni. 
Die Spekt'ren wurden nach dem Messprinzip der Vergleichs- 

spektren in der Anordnung von H .  v .  Halbnn und Mitarbeiternl) mit 
einem Hilger- Quarz- Spektrographen aufgenomnien. Als Lichtquelle 
diente eine Wasserstofflampe. An photographischem Material ver- 
wendeten wir Agfa-Isochrom- und Perutz-Persenso-Platten. Ihre 
Empfindlichkeit gestattet, die Belichtungszeit auf 30 -35 Sek. zu 
halten. Die Praparate wurden zur Aufnahme in reinem 96-proz. 
Alkohol gelost. 

Vitamin A-Praparate, die frei sind von Vitamin A,, weisen Ab- 
sorptionskurven mit einem Maximum bei 328 mp auf ; E;& des reinen 
Vitamins liegt bei 1700,). 

Unsere Praparate aus Hechtlebern zeigten in ihren Kurven ein 
Maximum zwischen 327 und 345 mp, sowie ein untergeordnetes 
Maximum bei 288 mp. Das Absorptionsmaximum der reinsten Pra- 
paratc lag stets bei 34.5 mp. Eine langwelligere Lage konnten wir 
nie beolnachten. Der Extinktionskoeffizient E,,, unserer besten 
Praparate betrug 1450. 

b) D a s  S p e k t r u m  d e r  C a r r - P r i c e ' s c h e n  R e a k t i o n  (Blau- 
spektrum). 

Auch die Spektren der Reaktionsgemische von Vitamin A- und 
Vitamin A,-Praparaten mit Antimontrichlorid in Chloroform na,hmen 
wir spektrographisch nach der Methode der Vergleichsspektren auf. 
Es stand uns dazu ein Spektrograph von Halle mit einer Wolfram- 
Bandlampe als Lichtquelle zur Verfugung. Als Bezugsspektrum 
dienten die Emissionsspektren von Helium oder Quecksilber. Als 
Plattenmaterial erwiesen sieh ,,Agfa Spektral total hart"-Platten 
besonders geeignet. Belichtungszeit : 45 Sekunden. 

Da die Extinktion der genannten Reaktionsgemische sehr rasch 
abnimmt, musste die allgemeine Methode etwas modifiziert werden : 
Wir nahmen jeweils zuerst samtliche Schwarzungsstreifen des Losungs- 
mittels (Antimontrichloridloxung zur Reaktion von Garr und Price 
oder Chloroform) auf. In visuellen Vorversuchen wurde sodann die 
Konzcntration ermittelt, in welcher das zu bestimmende Praparat 

l) H .  v. Hulban, G. Kortum, B. Sz ige t t i ,  Z .  El. Ch. 42, 628 (1936). 
2,  P. Knrrer, IZ. &'or/, Helv. 16, 557, 675 (1933). - Bazter und Robeson, Science 

(NewYork) 92, 203 (1940). 
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i n  Chloroform gelost werden musste, damit 1 Teil der Losung mit 
11 Teilen Caw-Price-Reagens jene Intensitat der Blaufiirbung ergab, 
die fur unsere Aufnahmen notig war. Um die Fehler moglichst klein 
zu halten, die sich aus Abweichungen vom Lambert-Beer’sehen Gesetz 
ergeben konnten, hielten wir bei unseren Versuchen die absoluten 
Extinktionen in relativ engen Grenzen und wandten immer das- 
selbe Schema an (log E = 0,613 - 0,832 und Schichtdicken d = 0,8 
-2,5 em). Es folgte nun die Aufnahme der Schwiirzungsstreifen 
der Farblosung. Um das Volumen der Messlosung moglichst klein 
halten zu konnen, wurden nicht nur die Schichtdicken, sondern aueh 
die Vergleichsextinktionen ( Sektoren) in den genannten Grenzen ver- 
andert. Fiir jeden Streifen wurde eine frische Farblosung in folgender 
Weise hergestellt : Aus einer Biirette wurden 11 Teile Carr-Price- 
Reagens (Herstellungl)) in ein BaZy-Rohr einlaufen gelassen und 
nach Zugabe von drei Tropfen Essigsaure-anhydrid 1 Tcil der Losung 
des Priiparates aus einer Mikroburette zugegeben. Mit dem Stempel 
des Baly-Rohres vermischten wir rasch, setxten das Rohr in den 
Strahlengang der Apparatur und belichteten 10  Sekunden nach Be- 
ginn des Vermischens. (Fur die Aufnahmen sind zwei Personen 
notig). Naeh erfolgter Belichtung wurde das Rohr entleert, sofort 
mit Chloroform ausgespult und die nachste Fullung vorgenommen. 

Die gesehilderte Methode ist relativ umstandlich und zeit- 
raubend ; aueh wird dafur vie1 Antimontrichloridlosung benotigt. 
Doch gestattet sie, die ganze Absorptionskurve aufzunehmen, nicht 
nur die Extinktionskoeffizienten bei den Wellenliingen 620 m p  und 
693 mp. 

Urn die Brauchbarkeit unserer Methode zu prufen, haben wir 
folgende Versuche ausgefuhrt : 

1. Reproduzierbarkeit bei Gleichhaltung aller Bedingungen : 
Eine erste Aufnahme eines Prapa,rates ergab einen E,,,-Wert von 
1530. Mit einer neuen Einwage wurde die Aufnahme nach dem 
gleichen Aufnahmeschema (gleiche Konzentration, Schichtdicken und 
Sektorenextinktionen) wiederholt. Ex resultierte ein E,,,-Wert von 
1510. Differenz : 1,3 %. 

2. Verwendung von Chloroform an Stelle von Caw-Price- 
Reagens als Losungsmittel im Vergleichsrohr : Bei zwei Aufnahmen 
wurde das Vergleichs-Baly-Rohr das erste Ma1 mit Chloroform, das 
zweite Ma1 mit gesattigter Losung von Antimontrichlorid in Chloro- 
form gefullt. Die E,,,-Werte betrugen 480 bzw. 470. Differenz : 2,1%. 

3 .  Einfluss der Antimontrichlorid-Konzentration im Reaktions- 
gemisch: Mit derselben Losung eines Praparates (c 4,66 x lo-,) 
wurden zwei Aufnahmen gemacht. Fur die erste Aufnahme wurde 
zur Herstellung der Farblosung 1 em3 dieser Losung mit 11 em3 

l) Merek’s Jahresberichte XLIX, 1935. 
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Caw-Price-Reagens vermischt, so dass sich eine Konzentration von 
0,388 x ergab. Bei der zweiten Aufnahme mischten wir 2 em3 
der Losung mit 10 em3 Reagens, so dass einerseits die Konzentration 
verdoppelt war j andererseits verwendeten wir gegeniiber der ersten 
Aufnahme die halben Schichtdicken. Erhaltene Werte fiir E,,,: 
1530 bzw. 1380. Ergebnis : die Konzentration des Antimontri- 
chlorids muss bei allen Aufnahmen gleichgehalten werden (bei uns : 
auf 1 em3 Vitaminlosung 11 em3 gesattigte Antimontrichloridlosung). 

4. Gultigkeit des Lnmbert-Beer’schen Gesetzes : Hei zwei Auf- 
nahmen des gleichen Praparates betrug die Konzentration des 
Vitamins im Reaktionsgemisch das erste Ma1 1,53 x das zweite 
Ma1 0,8 x 

Das Caw-Price-Reaktionsspektrum von Vitamin A weist ein 
Maximum bei 620 m p  auf. Naeh 31ort0.n~) betragt Eitm fiir diese 
Wellenlange 5000. 

Die Blauspektren unserer Praparate lassen sich in zwei Reihen 
einteilen : 
1. Spektren mit zwei Maxima um 627 m p  und 690 mp. 
2. Spektren mit nur einem Maximum urn 693 mp und einer grosseren 

oder kleineren Ausbuchtung der Absorptionskurve im Gebiete 
zwischen 610 m p  und 640 mp. 

Dje Spektren der ersten Gruppe gehoren zu Olen, die im wesentlichen 
im Laufe der Sommermonate gewonnen worden sind, jene der 
zweiten Gruppe zu Winterolen. Die besten Praparate zeigten nur 
ein Maximum bei 693 mp und eirie ganz geringe Ausbuchtung der 
Absorptionskurve zwischen 610 m p  und 630 mp. Der Extinktions- 
koeffizient E,,, betrug 2300. 

Beide Aufnahmen ergaben ein EGg3 von 1200. 

c )  D i e  B e w e r t u n g  von  V i t a m i n  A , -P rapa ra t en  u n t e r  
g l e i chze i t i ge r  Verwendung  des  U.V.- u n d  des  B l a u -  

spek t rums .  
Im Verlaufe unserer Untersuehungen machten wir die Beob- 

achtung, dass sich die beiden Gruppen von Praparaten, die wir 
beziiglich des Blauspektrums (zwei oder nur eine Bande) unter- 
scheiden konnten, auch durch gewisse Eigenheiten des U.V.-Spek- 
trums auseinanderhalten lassen. 

Bei Praparaten aus Winterolen, die im Blauspektrum iiur e ine  
Bande bei 693 m p  zeigten, lag das Hauptmaximum der U.V.-Ab- 
sorption stets bei 345 mp. Diese Lage anderte sich auch im Laufe 
der Anreicherung nie ; auch der Quotient Q der Extinktionskooffi- 
zienten des Blauspektrurns solcher Anreicherungsserien blieb nahezu 
gleich. Sommerol-Priiiparate mit z wei  erkennbaren Absorptions- 

l) El. A. Norton ,  Nature (London) 137, 148 (1936); R. A. Mor ton:  The Application 
of Absorption Spectra to the Study of Vitamines and Hormones. London (Adam Hilger 
Ldt.), S. 22. 



1772 - - 

maxima des Caw-Ps.ice-Reaktionxgemisches, bei 620 mp und 693 mp, 
besassen durchwegs Hauptmanima der U.V.-Absor-ptionskurven 
zwischen 328 und 345 mp, nie aber in der Grenzlage 345 mp. Mit 
zunehmender Anreicherung des Vitamins A, in solchen Praparaten 
verschob sich dieses Maximum mehr und niehr gegen 345 mp, ohne 
diese Lagc aber je zu erreichen, wiihrend der 
spektren sich vergrosserte. . 
Reispiele : 

~ E;EJ, d. U.V.-Sp. 

~ 195 Konzentrat . . . . . . . . . 1 345 
2mal adsorbiert . . . . . . . I 345 j 560 
2mal adsorbiert u. 2mal dest. . I 345 ~ 1350 

~ 

1. Prap. aus Winterolen: 

Q-T;17ert der Blau- 

- 
El% 
1 cm 

693 
~~ 

370 
1320 
2200 

I 
2. Prap. aus Sommerolen: I 

2mal adsorbiert . . . . . . . 1 330 1 695 1120 
3mal adsorbiert . . . . . . . ' 334 : 740 ~ 1490 

845 2100 3mal adsorbiert u. einmal dest. . i 
I 

337 
I 

I 
L 

Dass bei dieser Parallelita,t der Q-Wert des Blauspektrums allein 
nicht entscheidend ist, sondern dass auch die Form der Absorptions- 
kurve des CarP.-Price-Reaktionsgemisches (ein oder zwei Max. ) 
wesentlich ist, xeigt der Vergleich der folgenden zwei Praparate : 

Et2m d. U.V.-Sp. EtE,, 
- Q 

693 ~~~~~ 

Lage 1 Wert 
~~~ _ _  ~ _ _ _ _ _ _  

1. Prap. aus Winterolen . . . . 1 345 I 1370 2200 
2.  Prap. aus Sommerolen . . . ~ 334 

Fur difi Beurteilung der Praparate aus Winterolen ergibt sjch 
somit folgendes. Die Absorptionskurven im U.V. und die Blau- 
spektren von Ausgangsmaterial und gereinigtem Produkt unter- 
schejden sich wohl in der Hohe der Extinktion der Maxima, nicht 
aber in der Form. Das bedeutet nichts anderes, als dass sich das 
Mengenverhaltnis der absorbierenden Stoffe (Vitamin A und Vita- 
min A,), falls iiberhaupt deren mehrere vorhanden sind, nicht merk- 
lich verandert hat. Da sich dieses Verhaltnis bei der Anreicherung 
von Vitamin A, aus Sommerolen aber zugunsten von Vitamin A, 

Kein Maximum in d'r Absorptionvkurve; der Wert (z. B. 190) entspricht dcr Or- 
dinate des Kurvenpunktes bei 620 m p. 
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verschiebt (Vergrosserung von Q und Verschiebung des Maximums 
der U.V.-Absorption gegen 345 mp), folgt daraus, dass der Vitamin A- 
Gehalt der Winterole und der daraus gewonnenen Praparate ausserst 
gering ist. 

Diese Erklarung fur das spektrale Verhalten unserer Praparate 
konnte gestutzt werden durch die Aufnahme kiinstlich hergestellter 
Gemische von Vitamin A,-Praparaten, die wenig A-Faktor ent- 
hielten, mit A,-freien Praparaten von Axerophtol. 

Vitamin A,-Pr%parat aus Winterolen : 
Zum Beispiel: 

E343 = 455 E,,, = 255 
E,,, = 1200 Q = 2,0 

Vitamin A-Praparat : 
E324 = 520 
E618 = 1330 (Eraparate vergleichbarer 

spektraler Starke) 
1. U.V.-Spektrum eines Gemisches 1: 1 von beiden Praparaten: 
Von diesen Praparaten wurde je eine alkoholische Losung von 

der Konzentration 0,848 x lo- ,  hergestellt. Von einem Gemisch 
aus gleichen Teilen beider Liisungen wurde das U.V -8pektrum auf- 
genommen. Absorptionskurve niit zwei Maxima (wie bei Praparaten 
aus Sommerolen): E,,, = 460, E,,, = 272. 

Fur das Hauptmaximum ergibt sic11 theoretisch (graphische Er- 
mittlung): E,,3 r 450. 

2. Blauspektrum eines Gemisches 1 : 1 aus beiden Praparaten : 
Bur Aufnahme des Blauspektrums wurde eine Losnng hergestellt, 

die je 3,95 mg der Praparate in 100 em3 Chloroform enthielt. Die 
Aufnahme geschah unter Einhaltung der bei der allgemeinen Be- 
schreibung unserer Methode erwahnten Redingungen. Absorptions- 
kurvo mit zwei Maxima (wie bei Praparaten aus Sommerolen): 

Wenn die beiden Maximal, die den Faktoren A und A, zuzuschreiben 
sind, unbeeinflusst durch die Uberlagerimg der beiden Absorptions- 
kurven im Spektrum des Gemisches erscheinen wurden, waren die 
entsprechenden Estinktionskoeffizienten (siehe oben) : 

Eeg3 = 760, Eezz = 1300, Q = 0,58 

E,,, = 1200, E,,, = 1330, Q = 0,9 

3. Der Abbau mit Ozon. 

N achvreis u n d  B e s t i m m u n g  v o n  Aceton  u n d  Geronsaurc.  
Ve  r s u c h z 11 ni N a c h w ei  s TT o n as.- D i m e t  h y 1 b e r  n 8 t e in  s Bur e. 

(Beispiel eines Abbaues mit, Rlindversuchen.) 
a)  B l indwer t  d e r  j odomet r i schen  T i t r a t i o n  (fur samt- 

liche Versuche dieser Reihe wurden dieselben Reagenzien und das 
gleiche, speziell destillierte Wasser verwendet) : 9 em3 Eisessig uncl 
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12,5 em3 Wasser wurden wahrend 50 Minuten am Ruckfluss gekocht. 
Nach dem Abdestillieren von 20 em3 wurde im Destillat mit 8 em3 
2-n. Kalilauge die Essigsaure abgestumpft und die Losung mit 5 em3 
n. Kaliumpermanganat-Losung wahrend 10 Minuten am Ruckfluss 
gekocht. Nun wurde wiederum destilliert und das Destillat von 
20 em3 auf 25 em3 aufgefullt. Ton dieser Losung titrierten wir 10 em3 
auf Aceton : 

1. Zusatz von 5 cm3 2-n. Kalilauge, 
2. Zusatz von 10 em3 OJ-n. Jodlosung, 
3. 15 Minuten Stehen unter gelegentlichem Schutteln, 
4. Zusatz von 10 em3 2-n. Schwefelsaure, 
5. Rucktitration mit 0,l-n. Thiosulfatlosung. 

Jodverbrauch: 0,05 em3 0,1-n. Losung. 
B l indwer t :  0 , 0 5  em3 f u r  1 0  em3 Des t i l l a t .  

b)  B l i n d p r o b e  m i t  5 ,0  m g  Ace ton :  Derunter a )  beschriebene 
Versuch wurde wiederholt mit einer Losung von 5,0 mg Aceton in 
5 em3 Eisessig und 6 em3 Wasser. 

Jodverbrauch: 1,92 em3 OJ-n. Losung durch 10 om3 Destillat, 
entspr. 1,86 mg Aceton in 10 em3 Destillat, 
mtspr. 4,65 mg Aceton im Gesamtdestillat 

Ve r lus t :  0 ,35  mg  = 7 %  Aceton.  
c) A b b a u  eines  V i t a m i n  A - P r a p a r a t e s  ( A x e r o p h t o l ) ,  

B e s t i m m u n g  von Aceton  u n d  Geronsaure :  0,23 g eines Vita- 
min A-Praparates aus Heilbutt wurden in 5 em3 Eisessig gelost und 
nach dem Zusatz von 0,5 em3 Wasser wahrend 5 %  Stunden der Ein- 
wirkung eines ozonhaltigen Sauerstoffstromes unterworfen (3-4- 
facher Uberschuss an Ozon). Nach dem Verkoehen der Ozonide 
(50 Minuten) wurden 20 em3 in ein gekuhltes Schliffkolbchen ab- 
destilliert . 

Acetonbestimmung : I m  Destillat wurde auf die unter a)  be- 
schriebene Weise der Acetongehalt bestimmt. 

Jodverbrauch: 0,23 em3 0,l-n. Losung durch 10 cm3 Destillat, 
entspr. 0,22 mg Aceton in 10 cma Destillat, 
entspr. 0 , 5 5  mg Aceton  im Gesamtdestillat. 

Geronsaurebestimmung : Der Destillationsruckstand der ver- 
kochten Ozonide wurde auf Geronsaure-semicarbazon aufgearbeitet. 
Aus der wasserigen Losung der Sauren liessen sieh 100 mg rohes 
Geronsaure-semicarbazon gewinnen. 

Umkrystallisiert aus Alkohol: 24 mg (Smp. 153O), d. h. 7,2 yo der 
Theorie. Nochmalsumkrystallisiert aus Essigester : 18,3 mg (Smp. 159O). 

Um einen Anhaltspunkt fur die Empfindlichkeit des Nachweisex 
von Geronsaure zu erhalten, wurde ein zweiter Abbau mit 0,077 g 
desselben Vitamin A-Priiparates durchgefuhrt : 

Rohprodukt : 42 mg Geronsaure-semicarbazon. 
Umkrystallisiert aus Essigester: 16 mg (Smp. 154O), d. h. 10% 

der Theorie. 
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Nochmals umkrystallisiert aus Alkohol: 5 mg (Smp. 158O). 
d )  A b b a u  eines  V i t a m i n  A,-Priiparates.  0,70 g eines Vita- 

min A,-Praparates (E,,, = 2200, E,,, = 1360) wurden in 9 em3 Eis- 
essig gelost und nach der Zugabe von 1,5 cm3 Wasser wahrend 6 Stun- 
den ozonisiert. Unter Einhaltung der gleichen Bedjngungen wie bei 
den Blindversuchen wurden dann im Abbaugemisch Aceton und 
Geronsaure bestimmt. 

Ace tonnachwe i s -  u n d  Bes t immung :  
Jodverbrauch: 4,39 cm3 0,l-n. Losung durch 10 cm3 Destillat, 

entspr. 10,98 om3 0,l-n. Losung durch das Gesamtdestillat, 
entspr. 1 0 , 6  m g  A c o t o n  

Ausbeute: 8,3 yo der Theorie (fur 95-proz. A,-Priparat). 
Der Rest (I 5 em3) des acetonhaltigen Destillates wurde mit 4 em3 

einer 20-proz. Losung von p-Nitrophenylhydrazin-hydrochlorid und 
wenig 0,02-n. Salzsaure versetzt. Die Losung zeigte sofort eine gelbe 
Tritbung und nach einer Stunde hatten sich schone gelbe Nadeln 
gebildet. Nach 24-stundigem Stehen bei O o  murde abgenutscht und 
der Ruckstand in 2 em3 Alkohol gelost. Die warme alkoholische 
Losung wurde sodann in 5 em3 warnies W'asser gegossen und uber 
Nacht bei O o  stehen gelassen. Das so umkrystallisierte Aeeton-p- 
nitrophenylhydrazon wurde abgenutscht, gewaschen und getrocknet. 
Smp. 147O, Misch-Smp. 148O. 

G e r o n s a u r e b e s t i m m u n g :  
2,l mg rohes Geronsaure-semicarbazon, Smp. 153O, 
aus Essigester umkrystallisiert : Smp. 156O; 
Misch-Smp. mit dem Prod. aus Vit. A: 156O. 

Wenn man auch hier eine 7 -10-proz. Ausbeute an Semicarbazon 
(bezogan auf das Vitamin A) annimmt, entspricht dieses Resultat 
einem Vitamin A-Gehalt von 1 4  bzw. 10 mg in 700 mg des abgebauten 
Praparates oder 1,4-2,0 yo. 
Ver s u c h d e s N a c  h w ei  s e s vo n a s.-D ime  t h y l  b e r n  s t e in  s Bur e : 

Die Mutterlauge des Geronsaure-semicarbazons wurde mit Salz- 
saure kongosauer gemaeht und im Vakuum eingedampft, der Ruck- 
stand mit im ganzen 500 em3 Ather extrahiert und aus der ge- 
trockneten Ldsung der Ather verjagt. Das zuruckgebliebene 01 
wurde dann mit wenig heissem Benzol ausgezogen, der Extrakt 
filtriert, eingeengt und in der Kalte stehen gelassen. Es schieden 
sich auch nach langem Stehen und Impfen keine Krystalle Bus. 

Nachweis  u n d  R e s t i m m u n g  v o n  F o r m a l d e h y d :  
Zum Nachweis und zur Bestimmung von Formaldehyd im Abbau- 

gemisch von ozonisierten Vitamin A,-Praparaten diente die Farb- 
reaktion mit Phenylhydrazin und Eisen( 111)-chlorid nach ArnoZd und 
M e n t x e Z 1 ) .  

l) Arnold, C .  Mentzel, Z. Nahr. Genussm. 5, 353 (1902) - F.  Schafjer, Z. Nahr. 
Genussm. 16, 674 (1908). 
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Met hode. 
Fur die Anwendung diescr Reaktion hat sieh folgende Vor- 

schrift bewahrt : 5 cm3 der wasserigen Formaldehydlosung werden in 
nachst'ehender Reihenfolge versetzt mit : 

1) 0,2 em3 6-proz. Phenylhydrazin-hydrochloridlosung, 
2 )  1,5 em3 Alkohol, 
3) 0,l cm3 konz. Eisen(II1)-chloridlosung, 
4) 0,15 em3 konz. Schwefels%ure. 

Es entsteht eine charakteristische rote Farbung, die sich in 
einem begrenzten Konzentrationsbereich von Formaldehyd auch fur 
dessen kolorimetrische Bestimmung eignet. Als brauchbare Konzen- 
trationen erwie,sen sic.h jene, die zwischen lo-*  und liegen. Die 
Intensitat der Farbung nimmt nach dem Vermischen standig zu, 
erreicht aber nach etwa 10  Minuten das Maximum, um sich dann 
wahrend einigen Stunden nicht mehr zu andern. Mess- und Standard- 
losungen v-erden am besten gleichzeitig hergestellt und nach 15 oder 
30 Minuten verglichen. Die einzelnen Reagenzien werden aus Mikro- 
buretten zugegeben. Der Fornialdehyd der Vergleichslosungen wird 
jodometrisch bestimmt. 

B l indve r suc  he. 
1. Einfluss von Acetaldehyd, Aceton und Eisessig : 
Aus entsprechenden Blindversuchen ging hervor, dass weder die 

Anwesenheit von Acetaldehyd, noch die von Aceton oder Eisessig 
die kolorimetrische Bestimmung des Formaldehyds nach dieser 
Methode beeinflussen. 

2. Ausbeute der Bestimmungsmethode : 
Durch einc Losung von 5 em3 Eisessig und 0,5 em3 Wasser 

wurde unter Eiakiihlung wahrend 2 Stunden Ozon geleitet. Nach 
dem Hinzufugen von 3 cm3 Formaldehydlosung (c = 1,17 x 10W1, 
entsprechend 3,51 mg Formaldehyd, jodometrisch bestimmt) und 
20 em3 Acetaldehydlosung (c == ca. 3 x entsprechend ca. 3 mg 
Acetaldehyd) wurde eine Stunde lang am Ruckfluss gekocht (Spezial- 
kuhler fur Acetonbestimmung nach Kuhn und Roth, Vorstoss des 
Kuhlers in Vorlago mit wenig eisgekuhltern Wasser tauchend). In 
abwarh gedrehter Stellung des Kuhlers wurden hierauf ca. 40 cm3 
abdestilliert untl das Destillat auf 50 em3 aufgefullt. 

Von diosem Destillat wurde cin Teil 10mal verdiinnt und in der 
so erhaltencn Messlosung der Formaldehyd kolorimetrisch bestimmt 
(Leifo-Photometer). 

Gefunden: 2,28 mg Formaldehyd im Gesamtdestillat, 
Einwage : 3,51 mg Formaldehyd, 

Ausbeu te :  65%. 
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A b b a u  ejnes  Vi t amin  A, -Prapara tes .  

0,108 g eines ca. 70-proz. Vitanlin A,-Praparates (d. h. 75,6 mg) 
mit minimalem Axerophtolgehalt wurden in 6 em3 Eisessig gelost 
und nach Zufiigen von 0,6 em3 Wasser wahrend 4 Stunden ozonisiert. 
Die Ozonide wurden hierauf mit dem Nachsehaltwasser wahrend 
einer Stunde am Ruckfluss gekocht (Spezialkuhler) und anschliessend 
ca. 20 em3 des Gemisches abdestilliert. Das auf 25 em3 aufgefiillte 
Destillat (Gesamtdestillat) wurde zur Bestimmung des Formaldehyds 
verwendet. 

Kolorimetrie : 
Vergleichslosung: Formaldehyd c = 1,31 x 

Acetaldehyd 
Essigsaure ca. 50%. 
5 om3 des Gesamtdestillates auf 50 cm3 verdunnt; je 5 cm3 dieser 
Losung fur die Herstellung der Farblosung verwendet. 
30 Minuten nach der Herstellung der Farblosungen (Vergleichs- und 
Messlosung gleichzeitig). Leifo-Photometer. 

c = ca. 5 x1W3, 

Messlosung : 

Ablesungen : 

Ergebnis: Formaldehydgehalt der Messlosung: e : 1,2 x 

Ergebnis einer zweiten Bestimmung mit einer andern Vergleichs- 
Gesamtdestillat: e = 1,2 x 

losung (Formaldehyd c = 7,3 x 

d. h. 3 ,0  mg  Forma ldehyd .  

2 ,85 mg Forma ldehyd .  
Berechnet: 7,9 mg F o r m a l d e h y d  aus 75,6 mg Vitamin A, 

Ausbeute : 3 6 -3 8 %. 
C20H300. 

Korrigierte Ausbeute : 5 5 - 6 0 % (auf Grund des Blindversuches 2 
iiber die Ausbeute der Methode). 

Nach dem Abbau eines Vitamin A-Praparates (Axerophtol) 
konnten bei gleicher Arbeitsweise etwa 13 yo Formaldehyd (bereehnet 
fiir I Mol CH,O pro Mol Vitamin) nachgewiesen werden. 

4. Die katalytische Hydrierung. 
a )  Mikrohydr ie rung .  

3,23 mg eines hochstgereinigten Vitamin A,-Praparates T.Trurden in 
5 em3 Eisessig mit 20 mg Platinkatalysator in einer Mikrohydrierungs- 
Apparatur hydriert. Aufnahme 1,60 em3 Wasserstoff (725 mm, 16O C ) .  

Bei einem zweiten Versueh nahmen 4,71 mg des Vitamin A,- 
Praparates 2,36 em3 Wasserstoff auf (728 mm, 1 7 O  C ) .  

b) P r a p a r a t i v e  Hydr i e rung .  A l l o p h a n a t  des  P e r h y d r o -  

C,,H,,O Ber. 6 Mol Gef. 5,7 Mol; 5,8 Mol. 

v i t a m i n s  A,. 
Nach der Hydrierung des Vitamin A,-Praparates mit Platin in 

alkoholischer Losung wurde das Hydrierungsprodukt in Benzollosung 
mit Cyansaure behandelt. Das olige Reaktionsprodukt nahm man 

112 
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in wenig Alkohol auf. Nach langerem Stehen im Eisschrank hatte 
sich das Allophanat ausgeschieden. Es wurde aus wenig Alkohol 
umkrystallisiert , wobei eine sehr geringe Menge eines schwerloslichen 
Nebenproduktes zur Abtrennung gelangte. 

Das so gewonnene Allophanat schmolz nach vorgiingigem Sintern 
bei 73O und zeigte mit dem Allophanat des Dihydro-phytols (Smp. 73O, 
Gef. C = 68,76, H = 11,83 yo) o/o keine Schmelzpunktserniedrigung. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat. 

161. Uber die Photosynthese eines fluoreszierenden Stoffes 
der Thiazolreihe (Vitaehrom) 
von P. Karrer und M. C. Sanzl). 

(23. VII. 43.) 

Bei Bestrahlungsversuchen der Thiazolkornponente des Aneurins 
(4-Methyl-5-oxyathyl-thiazo12)) auf der photochemischen Wirkplatte 
wurde von R. StkmpfZi3) das Auftreten einer starken Fluoreszenx im 
Gebiete zwischen 210 und 400 m p  beobachtet. Dieselbe starke 
Fluoreszenz tritt auf bei der Bestrahlung einer wasserigen L6sung 
desselben Praparates mit einer Quecksilberdampflampe : schon nach 
einer Minute Bestrahlungsdauer erscheint die Losung hellblau flno- 
reszierend im Wood'schen Licht. Die Fluoreszenz nimmt wahrend 
einer langen Bestrahlungsdauer (bis zu 40 Stunden) sehr stark zu. Sie 
ist sehr ahnlich derjenigen von Thiochrom, besitzt aber eine vie1 
griissere p,-Bestaindigkeit als letztere. Die Fluoreszenz i s t  am starksten 
im sauren Gebiet (sehr kraftig sogar in konz. Schwefelsaure) irnd 
nimmt in alkalischem Milieu ab, ist aber bei pH 13 noch deutlich 
sichtbar, mahrend Thiochrom nur in alkalischem Gebiet fluoresziert. 
Mit Natriumclithionit entsteht eine nicht fluoreszierende Leukover- 
bindung, die an der Luft wieder in die fluoreszierende iibergefiihrt 
mird. 

W. H .  Xehopfer4) hat in Fortsetzung seiner Arbeiten mit fluores- 
zierenden Vitalfarbstoffen -7ie Thiochrom, Lumiflavin und Liimichrom 
diesen neuen fluoreszierendsn Stoff auf seine Vermndbarkeit in der 
Cytophysiologie untersucht. Er diffundiert ausserordentlich schnell 
in die Zellen ein und reiehert sich in der Vakuole an, wird aber in sehr 

1) Mit Unterstiitzung der ,,Roche"-Studienstiftung. 
2) Synthetisches Praparat der Fa. Hoffmann-La Roche & Co., Basel. 
3, R. Sfiimpfli, Med. Diss. 1942, Bern; R. Stiimpjli, Verh. Schweiz. Physiol., 

4, W .  H .  Schopfer, Helv. physiol. Aota I, 49-50 (1943). 
Juni 1942, S. 9. 


