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Zur Verseifung wurden 2,6 g des Acetats 1 Stunde mit 5-proz.
alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbad erwirmt. Nach dem
Verdiinnen mit Wasser, Ausziehen mit Ather, Waschen der Ather-
losung mit verdiinnter Salzsdure und Wasser und Verdampfen des
Lésungsmittels erhielten wir das [C* 2-d,l; C* 4,8'-[]-a-Tocopherol
als farbloses Ol.

Das Allophanat, in iiblicher Weise dargestellt und aus Alkohol
umkrystallisiert, schmolz bei 1729.

Aus 3 g [C* 2-d,l; C*4',8"-1]-a-Tocopherol und 3 g 3-Brom-d-
campher-7’-sulfochlorid wurde in Pyridin nach frither mitgeteilter
Vorschrift!) das Bromcamphersulfonat bereitet. Dieses schmolz nach
wiederholtem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 519 gleich hoch wie
das. entsprechende Derivat aus natiirichem «-Tocopherol und aus
[O*2-d,l; C*4',8-d]-a-Tocopherol. Eine hoéher schmelzende Brom-
camphersulfonatfraktion, die bei der Darstellung des aus syntheti-
schem d,l-Phytol hergestellten [C* 2-d,l; O* 4/,8'-d,[]-x-Tocopherols
friither?) erhalten worden ist, konnte im vorliegenden Fall nicht beob-
achtet werden.

Zur Verseifung des Bromcamphersulfonats wurden 0,68 g in
16 ¢cm? 5-proz. absolut-alkoholischer Kalilauge gelost und im Bomben-
rohr 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten wurde mit
Wasser verdiinnt und mit Ather extrahiert. Als Riickstand der éthe-
rischen Lésung blieben 0,4 g [C*2-d,I; C*4',8'-l]-a-Tocopherol
zuriick, die wir in das Allophanat verwandelten. Dieses schmolz bei
172—1739, also gleich hoch wie das Allophanat der nicht iiber das
Bromecamphersulfonat verarbeiteten Substanz.

Zirich, Chemisches Institut der Universitét.

160. Zur Kenntnis des Vitamins A,
von P. Karrer und E. Bretscher.
(20. VII. 43)

In zwei fritheren Mitteilungen3) haben wir uns mit der Konstitu-
tion des Vitamins A, beschiftigt. Diese Arbeiten konnten nunmehr
vervollstindigt und zu einem gewissen Abschluss gebracht werden.

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

1) Helv. 21, 820 (1938); 22, 1139 (1939).

%) 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 Calciumhydroxydsdule unterworfen. Als
Losungsmittel und Entwicklungsflissigkeit diente Petroldther. Durch
dreimalige chromatographische Trennung liessen sich Vitamin A,-
Priparate gewinnen, deren Extinktionskoeffizient E}% fiir das Ab-

sorptionsmaximum 345 mu 1300—1400 betrug. Ei% fir 693 my,
dem Absorptionsmaximum der blauen Antimontrichloridreaktion des
Vitamins A,, lag bei diesen Pridparaten bei ca. 2000—2200 m .

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

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

E1%  fir 345 my 1450 E}%  fiir 693 mu 2300

lem lcm

Vgl. die Absorptionskurven Fig. 1 und 2.
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Fig. 1.
Absorptionsspektrum des Vitamin A,-Priparates im Ultraviolett.

Einmal ging bei der dritten Molekulardestillation eines solchen Priparates Eioé”m

fiir 344 m p wieder auf 1050 zuriick, ein Anzeichen, dass solche hochgereinigten Praparate
labil sind und sich leicht (durch Polymerisation ?) zersetzen kénnen.
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Die Analyse dieser besten Vitamin A,-Praparate ergab folgende

Werte:

CyHgO  Ber. C 83,85 H 10,56%  Hydrierungszahl 6,0 Mol
Gef. ,, 83,33 ,, 10,469, . 5,7; 5,8 Mol

log. E
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Fig. 2.

Absorptionsspektrum der blauen Farbreaktion von Vitamin A, und Antimontrichlorid.

Unsere besten Vitamin A,-Priparate enthalten wahrscheinlich
nur noch 2—39, Vitamin A (Axerophtol). Dies liess sich durch
quantitative Geronsidurebestimmungen feststellen. Aus 0,077 g
Vitamin A liessen sich nach dem Abbaul) mit Ozon 42 mg rohes
Geronsiure-semicarbazen isolieren, dessen Menge nach dem Um-
krystallisieren aus Essigester auf 16 mg reines Semicarbazon zuriick-
ging. Demgegeniiber lieferten 0,70 g unseres Vitamin A,-Priparates
(d. h. die neunfache Gewichtsmenge) nur 2,1 mg rohes Geronsiure-
semicarbazon. Unter Zugrundelegung der Ausbeuten, die man aus
reinem Axerophtol erhielt, berechnet sich fiir unser verwendetes
Vitamin A,-Priparat ein Vitamin A-Gehalt von héchstens 2 9.

Durch das Ergebnis 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 Geronsiure ergeben wie
Axerophtol. Aber auch die Formel (I1) von Gray?) muss fallen gelassen
werden, da Vitamin A, bei der Oxydation keine Dimethylbernstein-
siure liefert3), was wir durch neue Abbauversuche mit dem hochst-
gereinigten Vitamin A,-Priparat erneut bestidtigen konnten.

L) P. Karrer, R. Morf, K. Schipp, Helv. 14, 1431 (1931).
2y Bioch. J. 32, 405 (1938).
3) Vgl. P. Karrer, A. Geiger, E. Bretscher, Helv. 24, 161 E (1941).
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In der ersten Mitteilung iiber Vitamin A,!) hatten wir fiir diese
Verbindung die ,,offene‘‘ Formel III in Erwigung gezogen
CH, CH, CH,

| | | v
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‘Wir haben daher unser bestes Vitamin A,-Priaparat nochmals mit
Ozon abgebaut und gepriift, ob dabei Aceton entsteht. Dies war der
Fall und das Aceton wurde als krystallisiertes p-Nitrophenylhydrazon
isoliert. Seine Menge betrug in diesem Versuch nur 8,3 9, in fritheren
Versuchen etwas mehr. Wir priiften daher, ob sich noch ein anderes
Abbauprodukt gebildet hatte. Ein solches fanden wir im Formal-
dehyd auf, den wir nach dem Abbau des Vitamin A,-Priparates mit
Ozon in 38—409%, der Theorie (auf 1 Mol berechnet) nachweisen
konnten; da Blindversuche ergaben, dass beim Kochen der ozon-
haltigen Eisessiglosung mit Wasser 17—20 9, Formaldehyd, vermut-
lich infolge weiterer Oxydation, verloren gehen, betrigt die korrigierte
Formaldehydaugsbeute aus unserem Vitamin A,-Priparat 55—609,.

Man wire versucht, aus diesen Ergebnissen die Schlussfolgerung
zu ziehen, dass Vitamin A, aus Hechtlebern ein Gemisch der Iso-
propylidenverbindung III und dem Strukturisomeren IV ist:

IV.  CH,C-CH,CH,- CH,C~CH-CH~CH-C~CH-CH~CH-C~CH-CH,0H
| l
CH, CH, CH, (‘JHa

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

1y P. Karrer, A.Geiger, E. Bretscher, Helv. 24, 161 E (1941).
?) s. z. B. V. Grignard, J. Doeuvre, R. Escourrou, Bl. {4] 35, 932 (1924). — J. L.
Simonsen, Terpenes I, S. 59 (Cambridge 1931).
111
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Formaldehyd gebildet werden. Beispielsweise soll natiirliches Citro-
nellal eine Mischung der Isomeren
(CH,),C=CH-CH,-CH,-CH-CH,-CHO  CH,-C-CH,-CH,-CH,-CH-CH, CHO

|
CH, CH, CH,

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

Auch fiir Vitamin A, missen wir diese Frage offen lassen, dies
umsomehr, als wir fanden, dass auch aus Vitamin A (Axerophtol),
Liycopin, ja selbst Carotin beim Abbau mit Ozon etwas Formaldehyd
entsteht, aus Axerophtol bedeutend weniger als aus Vitamin A,
aus Lycopin und Carotin in Mengen von ungefihr gleicher Grossen-
ordnung. In diesen Fillen kann die Bildung des Formaldehyds nur
auf irgendwelche Nebenreaktionen bzw. Umlagerungen beim Abbau
mit Ozon zuriickgefithrt werden.

Wenn unsere Auffassung von der Konstitution des Vitamin A,
richtig war, musste sich die Verbindung durch Hydrierung in Di-
hydro-phytol iiberfilhren lassen. Wir haben diesen -Hydrierungs-
versuch ausgefiithrt und aus dem Reduktionsprodukt ein Allophanat
isoliert, das wie Dihydro-phytol-allophanat nach vorgingigem Sintern
bei 73° schmolz und mit diesem gemischt keine Schmelzpunkts-
erniedrigung zeigte. Auch dieser Versuch steht demnach mit der fiir
Vitamin A, vorgeschlagenen Konstitutionsformel im Einklang.

Das hochstgereinigte Vitamin A,-Priparat, das wir gewonnen
hatten, hat Hr. Prof. H. ». Fuler in Stockholm auf unsere Bitte auf
Vitamin A-Wirkung an der Ratte gepriift, wofiir wir auch an dieser
Stelle herzlich danken. Dabei ergab sich, dass dieses eine Zuwachs-
wirkung besass, die ungefahr 1/;, derjenigen des Axerophtols betrug.

Dosis Zahld. Mittl. tagl. Internat. Einheiten
Tiere | Gewichtszunahme per g
1. Ver-) Vitamin A,-Praparat| 9,2y 4. 1,056 g 366,000
such} B-Carotin . . . . . 18y | & 10 g
2. Ver-) Vitamin A,-Praparat| 9,2 ¢ 6 1,54 g 375,000
such} B-Carotin . . . . . 18y, 6 1,37¢g

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

Einige Prozente dieser Vitamin A-Wirksamkeit sind auf den
kleinen Gehalt an Axerophtol, den unser Priparat noch aufwies,
zuriickzufithren. Nach Abzug derselben bleiben aber immer noch
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einige, schitzungsweise 5—7 Prozente, die sehr wahrscheinlich dem
Vitamin A, zugeschrieben werden miissen. Man wird daher anzu-
nehmen haben, dass der Organismus der Ratte die Féahigkeit besitzt,
Vitamin A, in beschrinktem Umfang zu Axerophtol zu cyclisieren.
Dieser Ringschluss wire von derselben Art wie jene, die sich bei vielen
aliphatischen Terpenen so leicht vollziehen (Citral - Cyclocitral,
Pseudojonon > Jonon usw.). Ist Vitamin A, wirklich ein Gemisch
der Isopropyliden- und der Methylen-Strukturisomeren, so ist der
Grund, dass nur ca. 5—79, 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 befdhigt ist,

CH, CH,
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CH CH-CH-CH-C=CH-CH-CH-C=CH-CH,0H
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wihrend derjenige Anteil, der die Methylen-Struktur IV aufweist,
diesem Ringschluss nicht unterliegen kann.

Experimenteller Teil.
1. Die Isolicrung von Vitamin A, aus Heechtlebern.
a) Gewinnung und Verseifung der Leberdle.

Die Lebern, die bei uns in frischem Zustande in Eispackung
eintrafen, wurden in Portionen von 2—6 kg in der Fleischmiihle zer-
kleinert und mit einem Uberschuss an wasserfreiem Natriumsulfat
(meist das Doppelte vom Gewicht der Lebern) fein zerrieben. Den
Brei iibergoss man dann mit Petroldther (Sdp. 30—60°) und extra-
hierte ihn wihrend zwei Tagen unter hiufigem Umrithren. Nach
dieser Zeit wurde die Lésung abgenutscht und der Riickstand ein
zweites Mal mit Petroliither ausgezogen. Ein dritter Auszug wurde
jeweils zur ersten Extraktion der nichsten Portion Lebern ver-
wendet, da es sich gezeigt hatte, dass sich die Hauptmenge der
lgslichen Anteile in den ersten beiden Ausziigen befand. Die filtrierten
klaren Lidsungen 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 braun gefirbte Ole, in denen sich
beim Stehen hiufig Sterine niederschlugen. Bis zur Verseifung be-
wahrten wir die Ole in evakuierten Ampullen auf.

Aus 31 kg Lebern von Weissfischen (Squalius leuciscus, Leuciscus
rutilus, Alburnus alburnus) erhielten wir so 5,5 kg — d. h. 18 %, — Tran,
wiahrend sich im Laufe von 21 Monaten 108,5 kg meist einheimische,
zum Teil auch dinische und ungarische Hechtlebern auf 8,52 kg
— d. h. 7,99, — Tran aufarbeiten liessen. Bei den im folgenden be-
schriebenen Versuchen wurden, wenn nicht ausdriicklich etwas ande-
res bemerkt wird, Ole aus Hechtlebern verwendet.

Die Verseifung der Leberole nahmen wir in Portionen von 300 g
bis 500 g vor. Wir versetzten 100 g Ol mit 300 cm3 12-proz. Kali-
lauge und erhitzten wihrend 60—70 Minuten unter Durchleiten von
Stickstoff auf 60°. Die erkaltete Seifenlosung zogen wir 5-—7mal
mit Petroldther aus, wobei wir pro 100 g verseiften Tranes 4 -5 Liter
Extraktionsmittel benotigten. Nach Zugabe der ersten Portion
Petrolither versetzten wir jeweils mit der auf das Seifenvolumen
bezogenen halben Menge Wasser, um beim zweiten Ausschiitteln
nochmals dieselbe Menge Wasser zuzugeben. Wir wuschen dann die
Petrolitherlosungen mit Wasser seifenfrei, filtrierten zur Entfernung
von Wasserresten dreimal durch grosse Faltenfilter und dampften
schliesslich im Stickstoffstrom (zuletzt im Vakuum) ein. Als Un-
verseifbares hinterblieb ein goldgelber, wachsartiger Riickstand,
dessen Gewicht durchschnittlich 5,29, des Oles oder 0,419, der
angewandten Lebern betrug. Das Unverseifbare wurde jedesmal
sofort in der folgenden Weise weiterverarbeitet.

b) Ausfrieren der Sterine aus dem Unverseifbaren.

Um die Hauptmenge der Sterine abzutrennen, lésten wir das
Unverseifbare in kochendem Methanol und saugten nach einstiindi-
gem Stehen bei Zimmertemperatur ab. Dann liessen wir durch Ab-
kiihlen der Lésung auf —10° bis —16° weitere Mengen Sterine
auskrystallisieren und entfernten sie durch rasches Abnutschen. Alle
Riickstinde wurden jeweils nach dem Absaugen mit Methanol von
entsprechender Temperatur gewaschen. Die klare, rote Losung wurde
nun in einer Mischung von festem Kohlendioxyd und Aceton auf
—60° bis — 70° gebracht und die ausgefrorenen Sterine in einer mit
Methanol und festem Kohlendioxyd vorgekiihlten Nutsche abge-
sogen. Das Filtrat.engten wir im Vakuum (Stickstoff) auf etwas mehr
als die Hilfte ein und froren nach Zusatz von 2 -39, Wasser erneut
aus. Diesmal geschah das Absaugen in einer vorgekiihlten Nutsche,
deren Filter mit einer Schicht zerstossenen festen Kohlendioxyd-
schnees bedeckt gehalten wurde. Die so abgetrennten Sterine waren
meist stark gelb gefarbt; diese Farbe konnte auch durch lingeres
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Waschen mit Methanol nicht entfernt werden. In den zuletzt aus-
gefrorenen Portionen fand sich fast immer etwas rote Schmiere, die
bei Zimmertemperatur zum Teil in ein tiefrotes Ol iiberging. Die
Ausbeute an Sterinen betrug durchschnittlich 39, des zur Verseifung
gelangten Tranes. Auf 100 g Sterine kamen im Durchschnitt 12,9 g
ausgefrorenes Konzentrat.

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

Die ausgefrorene Methanollosung versetzten wir mit Petrol-
dther und etwas Wasser und trennten die Schichten. Die wiisserige
Phase wurde mehrmals mit etwas Petrolither ausgeschiittelt. Nach
dem Waschen mit Wasser trockneten wir die vereinigten Benzin-
ausziige durch Filtrieren und dampften sie im Vakuum (Stickstoff)
ein. Der Riickstand war ein viskoses rotes Ol, das wir im Hoch-
vakuum bei 60° trockneten und in hochevakuierte Ampullen ein-
schmolzen. Die Ausbeute an diesem Produkt (im folgenden Konzen-
trat genannt) belief sich im Durchschnitt auf 7,79, bezogen auf das
Unverseifbare, oder 0,39 %, bezogen auf den Tran, oder 0,0319%, be-
zogen auf die Lebern. Aus den uns zur Verfiigung stehenden 8,5 kg
Leberolen gewannen wir insgesamt 33,3 g solcher Konzentrate, die wir
in Portionen von 4—12 g weiterer Anreicherung unterwarfen.

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

Ultraviolettspektrum: Ejax: 220—455

Carr- Price-Reaktionsspektrum : Egg3:1) 370—1200
B 220—6002)
Q = Egpa/Egg: 0,8—2,0%)

Die hichsten Q-Werte zeigten die Konzentrate aus Olen, die
wihrend der Monate August bis April (1941/42 und 1942/43) ge-
sammelt worden waren (Winterdle), wihrend die Sommersle (Mai bis
Juli) die Konzentrate mit den kleinen Q-Werten lieferten. Visuell
waren im Spektroskop bei den Carr- Price-Reaktionen der Konzen-
trate aus Sommerdlen zwei Banden bei 690 und 620 my, bei jenen
aus Winterdlen nur eine bei 690 mu zu erkennen.

¢) Anreicherung durch Chromatographie.

An einer 56 cm langen und 3 em dicken Sdule von Calcium-
hydroxyd adsorbierten wir unter Stickstoff 6,6 g eines Konzentrates

1) Der Extinktionskoeffizient E}Z‘)m tir die Wellenlange 4 mg wird in dieser Arbeit

abgekiirzt als B, bezeichnet, also z. B. E%OCA’m fir 345 mu als By, oder E%Z"m fir 693 mp
als Eg,,.

%) Bei den besten Konzentraten aus Hechtlebern ist im Spektrum der Carr- Price-
Reaktion nur noch ein Maximum bei 693 myu zu beobachten. Die Absorptionskurven
weisen im Gebiete zwischen 600 und 640 mu lediglich eine Ausbuchtung auf.
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aus Hechtlebern (Eg, = ca. 500), das wir in 50 em?® Petrolither
gelost hatten. Die Sidule war vorgewaschen mit 200 cm? des Liosungs-
mittels. Mit 220 em3 Petrolither wurde die Adsorptionszone in
31, Stunden auf eine Linge von 46 cm auseinandergezogen. Im
oberen, grosseren Teil dieser Zone zeigte sich ein kontinuierlicher
Ubergang von farblosem iiber beige gefarbtes bis zu gelb und dunkel-
gelb gefarbtem Adsorbens, wihrend zu unterst schmale Ringe von
orange, hellgelber und gelber Farbe scharf gegeneinander abgegrenzt
waren. Wir trennten die Séule in vier Teile und eluierten mit Petrol-
dther und 109, Methanol und erhielten folgende Fraktionen:

(oberste) Schicht 1, 17 c¢m lang: 0,6 g orangefarbenes 01, durchsetzt mit festen
Anteilen (Sterinen);
Schicht 2, 15 cm lang: 0,4 g orangefarbenes Ol,
Egqy = 1320
Egz = 4207) Q=3.1;
Schicht 3, 12 em lang: 0,4 g gelbrotes Ol,
Egqy = 1460
Egsp = 5601) Q = 2,6;
Schicht 4, 2 cm lang: 2,0 g rotes, diinnfliissiges Ol
Eggs = 140
Eg = 65%) Q=2,2.
Durch Nacheluation der Schichten 1—4 mit Chloroform erhielten
wir vier weitere IFraktionen:

0,1 g orangefarbenes Ol;

0,1 g rotoranges Ol

0,2 g rotoranges OI;

0,05 g rotes OL 5
Im Calciumhydroxyd sammeln sich also im obersten Teil der Siule
sterinartige Stoffe, wihrend diinne, rote Ole durchgewaschen werden.
Vitamin A, wird stirker adsorbiert als Vitamin A, was der grissere
Wert von Q der Fraktion aus Schicht 2 gegeniiber jener aus Schicht 3
zeigt. ‘

Nach der geschilderten 1. Adsorption an Calciumhydroxyd
losten wir die Nacheluate aus den Schichten 2 und 3 (0,3 g) in wenig
Methanol, kiihlten die Lésung auf —20° ab, wobei Sterine aus-
krystallisierten. Nachdem diese abgenutscht waren, extrahierten wir
die Methanollosung nach Zusatz von wenig Wasser mit Pefrolither
und erhielten so nach dem Eindampfen des Petroliatherextraktes 0,1 g
Substanz mit Eg, = 1250 (Fraktion P). Durch Verdampfen der
Methanol-Mutterlauge wurden weitere 0,07 g mit E,, = 750 gewonnen
(Fraktion M). Hierauf wurden auch die Oele aus den Schichten 2
und 3 vereinigt (2,6 g), in wenig Methancl aufgelost und die Lésung
auf —20° abgekiihlt. Dabei schied sich ein Niederschlag aus, der
hauptsichlich Verunreinigungen enthielt. Die Methanollésung hinter-
liess nach dem Verdampfen 2,1 g orangegelbes Ol (Fraktion N).

1) Kein Maximum in der Absorptionskurve; der Wert (z. B. 420) entspricht der
Ordinate des Kurvenpunktes bei 620 mpu. 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 c¢m?® Petrolither und chromato-
graphierten in Stickstoffatmosphire an einer Calciumhydroxydsiule
von 32 em Linge und 2,5 ecm Durchmesser, die mit 100 ecm3? des
Losungsmittels vorgewaschen war:

(oberste) Schicht 1, 3 c¢m lang: 0,1 g rotoranges Ol,

Egq = 750;

Schicht 2, 24 em lang: 0,6 g rotoranges Ol,
Egyy = 2000
Ego0 = 10001) Q = 2,0
Eayy = 1450;

Schicht 3, 5 cm lang: 0,7 g rotoranges Ol,
Eqg5 = 1200

Egp = 6501) Q = 1,8;
Schicht 4, Durchlauf: 0,5 g rotoranges Ol,
Egg3 = ca. 400.
Die Nacheluate mit Chloroform aus den Schichten 1—3 lieferten
0,1 g rotoranges Ol.

d) Reinigung durch Molekulardestillation.

Zur Destillation unserer Priparate verwendeten wir eine Appa-
ratur fiir Molekulardestillation, wobei wir ein spezielles Destillations-
gefiss fiir kleine Substanzmengen an das Vakuumsystem anschlossen
(Fig. 3). Die zu destillierenden Priparate wurden mit wenig Petrol-
dther auf den Boden des Destillationsgefiisses gespiilt, der Petrol-
4ther im Vakuum verdampft, und das Ol im Hochvakuum getrocknet.
Sodann wurde das Destillationsgefiss bei
einem Druck von 10-3 mm Hg mit seinem
untern Teil in ein durchsichtiges Olbad
(Paraffindl in Glasgefiss) gebracht und
r 2% cm langsam angeheizt. Zum Abtrennen einer

Fraktion haben wir das Olbad entfernt, in
der erkalteten Apparatur Atmosphiren-
druck hergestellt und den Xiihlzapfen aus
0.5cm dem1 Destillationsgefiss entfernt. Nach
kurzer Zeit erweichte das glasig gefrorene
Destillat — die Kiihlung des Zapfens er-
folgte wihrend der Destillation mit Kohlen-
dioxyd-Aceton-Gemisch — und liess sich
mit Petrolither in ein Filter spiilen. Das Filtrat wurde im Vakuum
eingedampft, das zuriickbleibende Ol im Hochvakuum getrocknet
und eingeschmolzen. Unterdessen setzten wir das Destillationsgefiss
wieder zusammen und setzten die Destillation fort. Nach dem Ab-
trennen der letzten Fraktion wurde der Destillationsriickstand eben-
falls mit Petrolither von der Heizfliche abgespiilt und weiter wie die
Destillate behandelt.

1) Kein Maximum in der Absorptionskurve bei 620 mgy.
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Beispiel: Ein durch Adsorption an Calciumhydroxyd gereinigtes
Priparat (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:

1. Destillation (in zwei parallelen Ans#étzen durchgefiihrt).
Praparat: 2,54 g, H;,; = 1000.
T

| Zeit ‘ Badtemperatur und Fraktionen
‘ S —
Beginn 0820 ’ 75°C .
0830 88 Frakt. 1: 0,2 g helles, v1sll.mses,
0840 92 orangefarbenes Ol,
i = 1440.
Unterbruch 0845 | 100 Egy; = 1440
Wiederbeginn 1020 75 )
1030 gp Frakt.2: 13 g helles, viskoses,
1045 120 orangefarbiges 01,
' B,,; = 1180.
Unterbruch 1115 135 345 180
Wiederbeginn 1420 95
1440 145 Frakt. 3: 0,3 g helles, vigkoses,
' orangefarbiges Ol, etwas
ig;g igi dunkler als 1 und 2.

Ende Riickstand: 0,4 g viskoses, rotes a1,
l6slich in Petrolather.
0,14 g harzige, braune

Schmiere, unléslich in

Petrolather.
2. Destillation:
Fraktion 2 der 1. Destillation, 1,3 g.
Zeit Badtemperatur und Fraktionen
Beginn 0825 759C Frakt.1: 0,80 g Ol, wie Ausgangs-
0830 85 material,
| 0850 | 110 Eggy = 2300, Q = 2,05
Unterbruch 0910 | 125 Byys = 1450.
. . Analyse: C 83,33 H 10,46
Wiederbeginn | 1035 75 N .
1040 100 Frakt. 2: 0,4? ga] Ol, wie Ausgangs-
| material,
| 1100 130 B4 = 1000,
1145 145
Ende Riickstand: 0,02 g helles, orangefarbiges

01, petrolitherlsslich.
0,01 g harzige Schmiere,
unléslich in Petrolather.

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

CyHs0  Ber. C 83,85 H 10,56%
Gef. ,, 83,33 ,, 10,64%

2. Die spektrographische Bestimmung.
a) Das Ultraviolett-Absorptionsspektrum.

Die Spektren wurden nach dem Messprinzip der Vergleichs-
spektren in der Anordnung von H. »v. Halban und Mitarbeitern?) mit
einem Hilger- Quarz-Spektrographen aufgenommen. Als Lichtquelle
diente eine Wasserstofflampe. An photographischem Material ver-
wendeten wir Agfa-Isochrom- und Perutz-Persenso-Platten. Thre
Empfindlichkeit gestattet, die Belichtungszeit auf 30—-35 Sek. zu
halten. Die Priparate wurden zur Aufnahme in reinem 96-proz.
Alkohol gelost.

Vitamin. A-Priparate, die frei sind von Vitamin A,, weisen Ab-
sorptionskurven mit einem Maximum bei 328 mﬂ auf; B %, des reinen
Vitamins liegt bei 17002).

Unsere Priparate aus Hechtlebern zeigten in ihren Kurven ein
Maximum zwischen 327 und 345 mgu, sowie ein untergeordnetes
Maximum bei 288 myu. Das Absorptionsmaximum der reinsten Pri-
parate lag stets bei 345 myu. Eine langwelligere Lage konnten wir
nie beobachten. Der Extinktionskoeffizient E,,, unserer besten
Praparate betrug 1450.

b) Das Spektrum der Carr-Price’schen Reaktion (Blau-
spektrum).

Auch die Spektren der Reaktionsgemische von Vitamin A- und
Vitamin A,-Priparaten mit Antimontrichlorid in Chloroform nahmen
wir spektrographisch nach der Methode der Vergleichsspektren auf.
Es stand uns dazu ein Spektrograph von Halle mit einer Wolfram-
Bandlampe als Lichtquelle zur Verfiigung. Als Bezugsspektrum
dienten die Emissionsspektren von Helium oder Quecksilber. Als
Plattenmaterial erwiesen sich ,,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 simtliche Schwéirzungsstreifen des Losungs-
mittels (Antimontrichloridlésung zur Reaktion von Carr und Price
oder Chloroform) auf. In visuellen Vorversuchen wurde sodann die
Konzentration ermittelt, in welcher das zu bestimmende Priparat

1) H. v. Halban, (. Kortiim, B. Szigetti, Z. El. Ch. 42, 628 {1936).

%) P. Karrer, R. Morf, Helv. 16, 557, 675 (1933). — DBaater und Robeson, Science
(New York) 92, 203 (1940).
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in Chloroform geldst werden musste, damit 1 Teil der Losung mit
11 Teilen Carr- Price-Reagens jene Intensitit der Blaufdrbung ergab,
die fiir unsere Aufnahmen notig war. Um die Fehler moglichst klein
zu halten, die sich aus Abweichungen vom Lambert- Beer’schen Gesetz
ergeben konnten, hielten wir bei unseren Versuchen die absoluten
Extinktionen in relativ engen Grenzen und wandten immer das-
selbe Schema an (log ¢ = 0,613 — 0,832 und Schichtdicken d = 0,8
—2,5 em). Bs folgte nun die Aufnahme der Schwirzungsstreifen
der Farblosung. Um das Volumen der Messlosung méglichst klein
halten zu konnen, wurden nicht nur die Schichtdicken, sondern auch
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 (Herstellung?!)) in ein Baly-Rohr einlaufen gelassen und
nach Zugabe von drei Tropfen Essigsiure-anhydrid 1 Teil der Lésung
des Priparates aus einer Mikrobiirette zugegeben. Mit dem Stempel
des Baly-Rohres vermischten wir rasch, setzten das Rohr in den
Strahlengang der Apparatur und belichteten 10 Sekunden nach Be-
ginn des Vermischens. (Fiir die Aufnahmen sind zwei Personen
notig). Nach erfolgter Belichtung wurde das Rohr entleert, sofort
mit Chloroform ausgespiilt und die nichste Fiillung vorgenommen.

Die geschilderte Methode ist relativ umstdndlich und zeit-
raubend; auch wird dafiir viel Antimontrichloridléosung benotigt.
Doch gestattet sie, die ganze Absorptionskurve aufzunehmen, nicht
nur die Hxtinktionskoeffizienten bei den Wellenlingen 620 mg und
693 myu.

Um die Brauchbarkeit unserer Methode zu priifen, haben wir
folgende Versuche ausgefiihrt:

1. Reproduzierbarkeit bei Gleichhaltung aller Bedingungen:
Eine erste Aufnahme eines Priparates ergab einen Eg,-Wert von
1530. Mit einer neuen Einwage wurde die Aufnahme nach dem
gleichen Aufnahmeschema (gleiche Konzentration, Schichtdicken und
Sektorenextinktionen) wiederholt. Es resultierte ein Egy,-Wert von
1510. Differenz: 1,3 9.

2. Verwendung von Chloroform an Stelle von Carr-Price-
Reagens als Losungsmittel im Vergleichsrohr: Bei zwei Aufnahmen
wurde das Vergleichs- Baly-Rohr das erste Mal mit Chloroform, das
zweite Mal mit gesdttigter Losung von Antimontrichlorid in Chloro-
form gefiillt. Die E4q,-Werte betrugen 480 bzw. 470. Differenz: 2,1 9.

3. REinfluss der Antimontrichlorid-Konzentration im Reaktions-
gemisch: Mit derselben Losung eines Priparates (¢ = 4,66 x 10-3)
wurden zwei Aufnahmen gemacht. Fir die erste Aufnahme wurde
zur Herstellung der Farblosung 1 e¢m?® dieser Ldsung mit 11 em?

1) Merck’s Jahresberichte XLIX, 1935.
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Carr- Price-Reagens vermischt, so dass sich eine Konzentration von
0,388 X 10-3 ergab. Bei der zweiten Aufnahme mischten wir 2 em3
der Lisung mit 10 em?® Reagens, so dass einerseits die Konzentration
verdoppelt war; andererseits verwendeten wir gegeniiber der ersten
Aufnahme die halben Schichtdicken. FErhaltene Werte fiir Egy,:
1530 bzw. 1380. TFErgebnis: die Konzentration des Antimontri-
chlorids muss bei allen Aufnahmen gleichgehalten werden (bei uns:
auf 1 em?® Vitaminlésung 11 em? gesattigte Antimontrichloridlésung).

4. Gultigkeit des Lambert- Beer’schen Gesetzes: Bei zwei Auf-
nahmen des gleichen Priparates betrug die Konzentration des

Vitaming im Reaktionsgemisch das erste Mal 1,53 x 10-3, das zweite

Mal 0,8 x 10-3. Beide Aufnahmen ergaben ein Eg, von 1200.

Das Carr- Price-Reaktionsspektrum von Vitamin A weist ein

Maximum bei 620 mu auf. Nach Morton') betrigt Ei%, fiir diese

Wellenlinge 5000.

Die Blauspektren unserer Priparate lassen sich in zwei Reihen
einteilen :

1. Spektren mit zwei Maxima um 627 mu und 690 my.

2. Spektren mit nur einem Maximum um 693 mu und einer grisseren
oder kleineren Ausbuchtung der Absorptionskurve im Gebiete
zwischen 610 mu und 640 myu.

Die Spektren der ersten Gruppe gehoren zu Olen, die im wesentlichen

im Laufe der Sommermonate gewonnen worden sind, jene der

zweiten Gruppe zu Winterdlen. Die besten Priparate zeigten nur

ein Maximum bei 693 my und eine ganz geringe Ausbuchtung der

Absorptionskurve zwischen 610 my und 630 mu. Der Extinktions-

koeffizient Eg, betrug 2300.

¢) Die Bewertung von Vitamin A,-Priéparaten unter
gleichzeitiger Verwendung des U.V.- und des Blau-
spektrums.

Im Verlaufe unserer Untersuchungen machten wir die Beob-
achtung, dass sich die beiden Gruppen von Préiparaten, 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 Priparaten aus Winterolen, die im Blauspektrum nur eine
Bande bei 693 myu zeigten, lag das Hauptmaximum der U.V.-Ab-
sorption stets bei 345 myu. Diese Lage dnderte sich auch im Laufe
der Anreicherung nie; auch der Quotient Q der Extinktionskoeffi-
zienten des Blauspektrums solcher Anreicherungsserien blieb nahezu
gleich. Sommerdl-Priparate mit zwei erkennbaren Absorptions-

1) R. A. Morton, Nature (London) 137, 148 (1936); R. A. Morton: The Application
of Absorption Spectra to the Study of Vitamines and Hormones. London (Adam Hilger
Ldt.), S.22.
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maxima des Cary- Price-Reaktionsgemisches, bei 620 mu und 693 my,
besassen durchwegs Hauptmaxima der U.V.-Absorptionskurven
zwischen 328 und 345 my, nie aber in der Grenzlage 345 mpu. Mit
zunehmender Anreicherung des Vitamins A, in solchen Priparaten
verschob sich dieses Maximum mehr und mehr gegen 345 mu, ohne
diese Lage aber je zu erreichen, wihrend der Q-Wert der Blau-
spektren sich vergrosserte.

Beispiele:

EY% 4. U.V.-Sp. |E'% |EM%

“1 cm 1 em 1em Q

Thage | wem | 0 00|
1. Prap. aus Winterdlen:
Konzentrat . . . . . . . .. | 345 195 370 : 1901 | 1,9
2mal adsorbiert . . . . . . . I 345 | 560 | 1320 650Y)| 2,0

2mal adsorbiert u. 2mal dest. . \‘ 345 | 1350 1 2200 111501 | 1,9
‘ |
\

2. Prip. aus Sommerdlen:

2mal adsorbiert . . . . . . . I 330 695 1120 | 760 1,5
3mal adsorbiert . . . . . . . 334 740 1490 1110 1,3

3mal adsorbiert u. einmal dest. . \ 337 \ 845 2100 ‘\100‘0 2,1

Dass bei dieser Parallelitit der Q-Wert des Blauspektrums allein
nicht entscheidend ist, sondern dass auch die Form der Absorptions-
kurve des Cary-Price-Reaktionsgemisches (ein oder zwei Max.)
wesentlich ist, zeigt der Vergleich der folgenden zwei Priparate:

El% 4. U.V.-Sp. |E% |Rl%

lcm lem lem Q

Lage l Wert 693 | 620
1 I
1. Prap. aus Winterdlen . . . . 345 ’l 1370 2200 12001){ 1,8
2. Prap. aus Sommerdlen . . . 334 i | t 1,8

425 ‘ 1320 | 750

Fir die Beurteilung der Priparate aus Winterdlen ergibt sich
somit folgendes. Die Absorptionskurven im U.V. und die Blau-
spektren von Ausgangsmaterial und gereinigtem Produkt unter-
scheiden sich wohl in der Hohe der Extinktion der Maxima, nicht
aber in der Form. Das bedeutet nichts anderes, als dass sich das
Mengenverhiltnis der absorbierenden Stoffe (Vitamin A und Vita-
min A,), falls iiberhaupt deren mehrere vorhanden sind, nicht merk-
lich verdndert hat. Da sich dieses Verhiltnis bei der Anreicherung
von Vitamin A, aus Sommerdlen aber zugunsten von Vitamin A,

1) Kein Maximum in dsr Absorptionskurve; der Wert (z: B. 190) entspricht dcr Or-
dinate des Kurvenpunktes bei 620 m u.
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verschiebt (Vergrosserung von Q und Verschiebung des Maximums
der U.V.-Absorption gegen 345 mu), folgt daraus, dass der Vitamin A-
Gehalt der Winterdle und der daraus gewonnenen Priparate dusserst
gering ist.

Diese Erklirung fiir das spektrale Verhalten unserer Priparate
konnte gestiitzt werden durch die Aufnahme kiinstlich hergestellter
Gemische von Vitamin A,-Priparaten, die wenig A-Faktor ent-
hielten, mit A,-freien Priparaten von Axerophtol.

Zum Beispiel:

Vitamin A,-Priparat aus Winterslen:

B,y = 455 Bygs = 255
Egys = 1200 Q=20
Vitamin A-Priparat:
By = 520
Eg15 = 1330 (Priaparate vergleichbarer

spektraler Stirke)

1. U.V.-Spektrum eines Gemisches 1:1 von beiden Priaparaten :

Von diesen Priparaten wurde je eine alkoholische Lésung von
der Konzentration 0,848 x 10-2 hergestellt. Von einem Gemisch
aus gleichen Teilen beider Losungen wurde das U.V.-Spektrum auf-
genommen. Absorptionskurve mit zwei Maxima (wie bei Priparaten
aus Sommerdlen): E,,, = 450, E,pq = 272,

Fir das Hauptmaximum ergibt sich theoretisch (graphische Er-
mittlung): Kges = 450.

2. Blauspektrum eines Gemisches 1:1 aus beiden Priparaten:

Zur Aufnahme des Blauspektrums wurde eine Losung 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 erwidhnten Bedingungen. Absorptions-
kurve mit zwei Maxima (wie bei Priparaten aus Sommerdlen):

Eggg = 760, Egpp = 1300, Q = 0,58
Wenn die beiden Maxima, die den Faktoren A und A, zuzuschreiben
sind, unbeeinflusst durch die Uberlagerung der beiden Absorptions-
kurven im Spektrum des Gemisches erscheinen wiirden, wiren die
entsprechenden Extinktionskoeffizienten (siehe oben):
Ego; = 1200, E,, = 1330, Q = 0,9

3. Der Abbau mit Ozon.

Nachweis und Bestimmung von Aceton und Geronsiure.
Versuch zum Nachweis von as.-Dimethylbernsteinsidure.
(Beispiel eines Abbaues mit Blindversuchen.)

a) Blindwert der jodometrischen Titration (fiir simt-
liche Versuche dieser Reihe wurden dieselben Reagenzien und das
gleiche, speziell destillierte Wasser verwendet): 9 em? Eisessig und
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12,5 cm?® Wasser wurden wihrend 50 Minuten am Rickfluss gekocht.
Nach dem Abdestillieren von 20 cm3 wurde im Destillat mit 8 cm?
2-n. Kalilauge die Essigsdure abgestumpft und die Losung mit 5 cm3
n. Kaliumpermanganat-Losung wihrend 10 Minuten am Riickfluss
gekocht. Nun wurde wiederum destilliert und das Destillat von
20 cm3 auf 25 cm?® aufgefiillt. Von dieser Losung titrierten wir 10 cm3
auf Aceton:

1. Zusatz von 5 cm? 2-n. Kalilauge,

2. Zusatz von 10 cm? 0,1-n. Jodlésung,

3. 15 Minuten Stehen unter gelegentlichem Schiitteln,

4. Zusatz von 10 em?® 2-n. Schwefelsiure,

5. Riicktitration mit 0,1-n. Thiosulfatlésung.
Jodverbrauch: 0,05 cm?3 0,1-n. Losung.
Blindwert: 0, 05 cm? fur 10 cm3 Destillat.

b) Blindprobe mit 5,0 mg Aceton: Der unter a) beschriebene
Versuch wurde wiederholt mit einer Losung von 5,0 mg Aceton in
b em3 Kisessig und 6 cm® Wasser.

Jodverbrauch: 1,92 em® 0,1-n. Lésung durch 10 em?® Destillat,
entspr. 1,86 mg Aceton in 10 em? Destillat,
entspr. 4,65 mg Aceton im Gesamtdestillat

Verlust: 0,35 mg =79, Aceton.
¢) Abbau eines Vitamin A-Priparates (Axerophtol),
Bestimmung von Aceton und Geronséiure: 0,23 g eines Vita-
min A-Priparates aus Heilbutt wurden in 5 cm3 Eisessig geldst und
nach dem Zusatz von 0,56 cm?® Wasser wihrend 514 Stunden der Ein-
wirkung eines ozonhaltigen Sauerstoffstromes unterworfen (3—4-
facher Uberschuss an Ozon). Nach dem Verkochen der Ozonide
(50 Minuten) wurden 20 c¢m? in ein gekiihltes Schliffkdlbchen ab-
destilliert.
Acetonbestimmung: Im Destillat wurde auf die unter a) be-
schriebene Weise der Acetongehalt bestimmt.
Jodverbrauch: 0,23 cm?® 0,1-n. Losung durch 10 ecm3? Destillat,
entspr. 0,22 mg Aceton in 10 e¢m? Destillat,
entspr. 0,556 mg Aceton im Gesamtdestillat.
Geronsaurebestimmung: Der Destillationsriickstand der ver-
kochten Ozonide wurde auf Geronsiure-semicarbazon aufgearbeitet.
Aus der wisserigen Losung der Siduren liessen sich 100 mg rohes
Geronsiure-semicarbazon gewinnen.
Umbkrystallisiert aus Alkohol: 24 mg (Smp. 153°), d. h. 7,29, der
Theorie. Nochmals umkrystallisiert aus Essigester: 18,3 mg (Smp. 1599°).
Um einen Anhaltspunkt fiir die Empfindlichkeit des Nachweises
von Geronsiure zu erhalten, wurde ein zweiter Abbau mit 0,077 g
desselben Vitamin A-Priparates durchgefiihrt:
Rohprodukt: 42 mg Geronsiure-semicarbazon.
Umkrystallisiert aus Hssigester: 16 mg (Smp. 1549, d. h. 109%,
der Theorie.
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Nochmals umkrystallisiert aus Alkohol: 5 mg (Smp. 1589).

d) Abbau eines Vitamin A,-Priparates. 0,70 g eines Vita-
min A,-Priparates (Egy; = 2200, E,,; = 1360) wurden in 9 ¢m?® Eis-
essig gelost und nach der Zugabe von 1,5 cm?® Wasser withrend 6 Stun-
den ozonisiert. Unter Einhaltung der gleichen Bedingungen wie bei
den Blindversuchen wurden dann im Abbaugemisch Aceton und
Geronsidure bestimmt.

Acetonnachweis- und Bestimmung:

Jodverbrauch: 4,39 cm? 0,1-n. Losung durch 10 cm3 Destillat,
entspr. 10,98 em? 0,1-n. Losung durch das Gesamtdestillat,
entspr. 10,6 mg Accton

Ausbeute: 8,39, der Theorie (fiir 95-proz. A,-Priparat).

Der Rest (15 em?3) des acetonhaltigen Destillates wurde mit 4 em?
einer 20-proz. Lésung von p-Nitrophenylhydrazin-hydrochlorid und
wenig 0,02-n. Salzsiiure versetzt. Die Losung zeigte sofort eine gelbe
Triitbung und nach einer Stunde hatten sich schone gelbe Nadeln
gebildet. Nach 24-stiindigem Stehen bei 0° wurde abgenutscht und
der Riickstand in 2 em3® Alkohol geldst. Die warme alkoholische
Losung wurde sodann in 5 e¢m? warmes Wasser gegossen und iiber
Nacht bei 0°¢ stehen gelassen. Das so umkrystallisierte Aceton-p-
nitrophenylhydrazon wurde abgenutscht, gewaschen und getrocknet.
Smp. 147° Misch-Smp. 148°,

Geronsidurebestimmung:

2,1 mg rohes Geronsiure-semicarbazon, Smp. 153°,
aus Essigester umkrystallisiert: Smp. 156%;
Misch-Smp. mit dem Prod. aus Vit. A: 1569,

Wenn man auch hier eine 7 —10-proz. Ausbheute an Semicarbazon
(bezogen auf das Vitamin A) annimmt, entspricht dieses Resultat
einem Vitamin A-Gehalt von 14 bzw. 10 mgin 7 OO mg des abgebauten
Priparates oder 1,4-2,0%,.

Versuch des Nachweises von as.-Dimethylbernsteinsiure:

Die Mutterlauge des Geronsédure-semicarbazons wurde mit Salz-
sdure kongosauer gemacht und im Vakuum eingedampft, der Riick-
stand mit im ganzen 500 cm3 Ather extrahiert und aus der ge-
trockneten Losung der Ather verjagt. Das zuriickgebliebene Ol
wurde dann mit wenig heissem Benzol ausgezogen, der KExtrakt
filtriert, eingeengt und in der Kilte stehen gelassen. Is schieden
sich auch nach langem Stehen und Impfen keine Krystalle aus.

Nachweis und Bestimmung von Formaldehyd:

Zum Nachweis und zur Bestimmung von Formaldehyd im Abbau-
gemisch von ozonisierten Vitamin A,-Priparaten diente die Farb-
reaktion mit Phenylhydrazin und Eisen(ITT)-chlorid nach Arnold und
Mentzell).

1y Arnold, C. Mentzel, Z. Nahr. Genussm. 5, 353 (1902) — F. Schaffer, Z. Nahr.
Genussm. 16, 674 (1908).
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Methode.

Fir dic Anwendung dieser Reaktion hat sich folgende Vor-
schrift bewihrt: 5 em? der wisserigen Formaldehydlosung werden in
nachstehender Reihenfolge versetzt mit:

1) 0,2 cm?® 6-proz. Phenylhydrazin-hydrochloridlésung,
2) 1,5 em? Alkohol,

3) 0,1 em?® konz. Eisen(11T)-chloridlosung,
4) 0,15 cm?® konz. Schwefelsidure.

Es entsteht eine charakteristische rote Firbung, die sich in
einem begrenzten Konzentrationsbereich von Formaldehyd auch fiir
dessen kolorimetrische Bestimmung eignet. Als brauchbare Konzen-
trationen erwiesen sich jene, die zwischen 10-% und 10-3 liegen. Die
Intensitit der Féarbung nimmt nach dem Vermischen stindig zu,
erreicht aber nach etwa 10 Minuten das Maximum, um sich dann
wihrend einigen Stunden nicht mehr zu dndern. Mess- und Standard-
losungen werden am besten gleichzeitig hergestellt und nach 15 oder
30 Minuten verglichen. Die einzelnen Reagenzien werden aus Mikro-
biiretten zugegeben. Der Formaldehyd der Verglelchslosungen wird
jodometrisch bestimmt.

Blindversuche.
1. Einfluss von Acetaldehyd, Aceton und Kisessig:

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 eine Lésung von 5 em?® Eisessig und 0,50 em?® Wasser
wurde unter Eiskithlung wihrend 2 Stunden Ozon geleitet. Nach
dem Hinzufiigen von 3 c¢m?® Formaldehydléosung (e = 1,17 x 10-1,
entsprechend 3,51 mg Formaldehyd, jodometrisch bestimmt) und
20 ecm? Acetaldehydlosung (¢ == ca. 3 x 10-2, entsprechend ca. 3 mg
Acetaldehyd) wurde eine Stunde lang am Riickfluss gekocht (Spezial-
kiithler fiir Acetonbestimmung nach Kuhn und Roth, Vorstoss des
Kiihlers in Vorlage mit wenig eisgekiihltem Wasser tauchend). In
abwirts gedrehter Stellung des Kiihlers wurden hierauf ca. 40 em?3
abdestilliert und das Destillat auf 50 ecm? aufgefiillt.

Von diesem Destillat wurde ein Teil 10 mal verdiinnt und in der
so erhaltenen Messlosung der FFormaldehyd kolorimetrisch bestimmt
(Leifo-Photometer).

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

Ausbeute: 659,
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Abbau eines Vitamin A,-Priaparates.

0,108 g eines ca. 70-proz. Vitamin A,-Priparates (d. h. 75,6 mg)
mit minimalem Axerophtolgehalt wurden in 6 cm3 Eisessig gelost
und nach Zufiigen von 0,6 cm3 Wasser wihrend 4 Stunden ozonisiert.
Die Ozonide wurden hierauf mit dem Nachschaltwasser wihrend
einer Stunde am Riickfluss gekocht (Spezialkiihler) und anschliessend
ca. 20 em?® des Gemisches abdestilliert. Das auf 25 em?3 aufgefiillte
Destillat (Gesamtdestillat) wurde zur Bestimmung des Formaldehyds
verwendet.

Kolorimetrie:
Vergleichslésung: Formaldehyd ¢c=1,31 x10-3,
Acetaldehyd ¢ = oca. 5 x1073,
Essigsdure ca. 50%.
Messlsung: 5 cm?® des Gesamtdestillates auf 50 cm® verdiinnt; je 5 cm?® dieser
Losung fiir die Herstellung der Farblosung verwendet.
Ablesungen: 30 Minuten nach der Herstellung der Farblésungen (Vergleichs- und

Messlosung gleichzeitig). Leifo-Photometer.

Ergebnis: Formaldehydgehalt der Messlosung: ¢ = 1,2 x 10-3,
Gesamtdestillat: ¢ = 1,2 x 10-2, d. h. 3,0 mg Formaldehyd.

Ergebnis einer zweiten Bestimmung mit einer andern Vergleichs-
losung (Formaldehyd ¢ = 7,3 x 10~%):

2,85 mg Formaldehyd.

Berechnet: 7,9 mg Formaldehyd aus 75,6 mg Vitamin A,
CaoH30O.

Ausbeute: 36-389.
Korrigierte Ausbeute: 55—-609, (auf Grund des Blindversuches 2
iiber die Ausbeute der Methode).

Nach dem Abbau eines Vitamin A-Priparates (Axerophtol)
konnten bei gleicher Arbeitsweise etwa 13 9, Formaldehyd (berechnet
fiir 1 Mol CH,O pro Mol Vitamin) nachgewiesen werden.

4. Die katalytische Hydrierung.

a) Mikrohydrierung.

3,23 mg eines hichstgereinigten Vitamin A,-Priparates wurden in
5 em? Eisessig mit 20 mg Platinkatalysator in einer Mikrohydrierungs-
Apparatur hydriert. Aufnahme 1,60 cm?3 Wasserstoff (725 mm, 16°0C).

Bei einem zweiten Versuch nahmen 4,71 mg des Vitamin A,-
Priaparates 2,36 ecm?® Wasserstoff auf (728 mm, 17¢ C).

CyoH;, 0 Ber. 6 Mol = Gef. 5,7 Mol; 5,8 Mol.

b) Priaparative Hydrierung. Allophanat des Perhydro-
vitamins A,.

Nach der Hydrierung des Vitamin A,-Priparates mit Platin in
alkoholischer Liosung wurde das Hydrierungsprodukt in Benzollosung
mit Cyansiure behandelt. Das 6lige Reaktionsprodukt nahm man
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in wenig Alkohol auf. Nach lingerem Stehen im Eisschrank hatte
sich das Allophanat ausgeschieden. Es wurde aus wenig Alkohol
umkrystallisiert, wobei eine sehr geringe Menge eines schwerldslichen
Nebenproduktes zur Abtrennung gelangte.

Das so gewonnene Allophanat schmolz nach vorgingigem Sintern
bei 73° und zeigte mit dem Allophanat des Dihydro-phytols (Smp. 739,
Gef. C =68,76, H =11,83%) Y% keine Schmelzpunktserniedrigung.

Ziirich, Chemisches Institut der Universitit.

161. Uber die Photosynthese eines fluoreszierenden Stoffes
der Thiazolreihe (Vitachrom)
von P, Karrer und M. C. Sanz?!).
(23. VII. 43.)

Bei Bestrahlungsversuchen der Thiazolkomponente des Aneurins
(4-Methyl-b-oxyithyl-thiazol?)) auf der photochemischen Wirkplatte
wurde von R. Stampfli®) das Auftreten einer starken Fluoreszenz im
Gebiete zwischen 210 und 400 mg beobachtet. Dieselbe starke
Fluoreszenz tritt auf bei der Bestrahlung einer wisserigen Ldsung
desselben Priparates mit einer Quecksilberdampflampe: schon nach
einer Minute Bestrahlungsdauer erscheint die Lésung hellblau fiuo-
reszierend im Wood’schen Licht. Die Fluoreszenz nimmt wihrend
einer langen Bestrahlungsdauer (bis zu 40 Stunden) sehr stark zu. Sie
ist sehr ahnlich derjenigen von Thiochrom, besitzt aber eine viel
grossere py-Besténdigkeit als letztere. Die Fluoreszenz ist am stéirksten
im sauren Gebiet (sehr kriftig sogar in konz. Schwefelsiure) und
nimmt in alkalischem Milieu ab, ist aber bei py 13 noch deutlich
sichtbar, withrend Thiochrom nur in alkalischem Gebiet fluoresziert.
Mit Natriumdithionit entsteht eine nicht flucreszierende Leukover-
bindung, die an der Luft wieder in die fluoreszierende iibergefiihrt
wird.

W. H. Schopfert) hat in Fortsetzung seiner Arbeiten mit fluores-
zierenden Vitalfarbstoffen wie Thiochrom, Lumiflavin und Lumichrom
diesen neuen fluoreszierenden Stoff auf seine Verwendbarkeit in der
Cytophysiologie untersucht. Er diffundiert ausserordentlich schnell
in die Zellen ein und reichert sich in der Vakuole an, wird aber in sehr

1) Mit Unterstiitzung der ,, Roche'‘-Studienstiftung.
2) Synthetisches Priaparat der Fa. Hoffmann-La Roche & Co., Basel.
3y R. Stimpfli, Med. Diss. 1942, Bern; R. Stimpfli, Verh. Schweiz. Physiol.,
Juni 1942, S.9.
4y W. H. Schopfer, Helv. physiol. Acta 1, 49—50 (1943).



