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Zur Bestimmung cler absolut.en Sauerstoffkonzentration wird eine Eichkurve auf- 
genommen, indem die Stufenhohe in Losungen verschiedener Sauerstoffkonzentration 
gemessen wird'). Die Abhangigkeit ist streng linear. 

Die Beziehung zwischen der Hohe des Grenzstromes und der Temperatur zeigt 
Fig. 2 fur zwei Losungen verschiedener Sauerst.offkonzentration. Bei einem Gehalt von 
9,s mg O,/Liter (Losung im Gleichgewicht mit Luft) betragt das Gefalle d i jd9  = 1,13 
Ga1v.-Tlstr./Crad, bei 4,O mg O,/Liter 1,02 Tlstr./Grad. Der Unterschied diirfte inner- 
hnlb der Fehlergrenzen liegen. 

&Tit diesen Werten liisst sich fur jede Temperatur der Temperatur- 
koeffizient des Grenzstromes u = l/i * di/d9 berechnen. Durch Ein- 
setzen in Gleichung (4) erhiilt man daraus den Temperaturkoeffizien- 
ten B iter Diffusion. Fur die Losung mit der Sauerstoffkonzentration 
9,8 mg/l erhalt man z. B. bei 16O 

PI, = 0,014 

Dieser Wert stimmt gut uberein mit dem aus direkt experimen- 
tell ermittelten Diffusionskoeffizienten berechneten ,BI6 = 0,015 von 
in Wasser gelostem Wasserstoff. Fiir CO, erhiilt man ebenfslls aus 
experimentellen Werten f i i r  die Diffusionskoeffizienten bei ver- 
schiedenen Tempe,raturen (Int. Crit. Tables2)) ein 

Es wBre fur den auf dem Gebiete der Zellatmung arbeitenden 
Biologcn wunschenswert, wenn iihnliche Xessungen in verschiedenen 
Losungen mit grossercr Genauigkeit als sie uns moglich war, durch- 
gefiihrt werden konnten. 

= 0,019. 

Universitiit Ziirich, Institut fur allgemeine Botanik. 

4. Die fluorometrische Methode zur Bestimmung von Tocopherol 
3. Nitteilung 

von M. Kofler. 
(24. XI. 44.) 

Die  B e s t i m m u n g  in  P f l anzen  u n d  i n  t ie r i schen  
Organen .  

I n  der vorangegangenen Mitteilung3) wurde eine Methode be- 
schrieben zur fluorometrischen Bestimmung von Tocopherol in 
Serum, Milch, tierischen und pflanzlichen Fetten. Bei der Bestim- 
mung des Tocopherolgehaltes von Pflanzen und tierischen Organen 
wird prinzipiell gleich verfahren. Die Extraktion erfolgt durch 
Kochen rnit alkoholischer Kalilauge im Stickstoffstrom und an- 
schliessendes Ausschutteln der rnit Wasser verdiinnten Extraktions- 

l) Fur die Durchfuhrung der Sauerstoffanalysen (TVinhler) bin ich Herrn Kantons- 
chemiker Dr. 41. Stazib zu grossem Dank verpflichtet. 

%) loc. cit. 3, 2. Mitt. Helv. 26, 2166 (1943). 
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huge mit Petrolather. Tierische Organe gehen meist schon nach 
wenigen Knuten  in Losung; aber auch aus Pflanzen lasst sich Toco- 
pherol auf diese Weise gut extrahieren. I n  gewissen Fallen (siehe 
weiter unten) erwies es sich als notig, den Petrolatherextrakt einer 
Vorreinigung zu unterziehen. 

Die Bestimmung des Tocopherols in dem vom Losungsmittel 
befreiten Extrakt erfolgt wie in der 2. Etteilung beschrieben wurde. 
Da sowohl die Oxydation des Tocopherols zum Tocopherolrot als 
auch die Kondensation des Tocopherolrots zum Tocopherol-Phenazin- 
derivat unvollstandig verlaufende Reaktionen sind, ist auf die Kon- 
stanz der Bedingungen grosse Sorgfalt zu verwenden. 

So sind zur Kondensation stets Kijlbchen V O K ~  gleicher Form zu wiihlen, und ihrc 
Eintauchtiefe in das siedende Wasserbad soll annahernd die gleiche sein; ein wesentlich 
starkeres Eintauchen fiihrte ZLI merklich sclilechteren Ausbeuten, was wohl auf den durch 
das Verdampfen des Eisessigs behinderten Zutritt der Luft zuriickzufiihren ist : die kata- 
lytische Wirkung des Sauerstoffes wurde schon in  der 2. Xtteilnng erwahnt. Die Kon- 
densation hat bei gediimpftem Tageslicht oder kiinstlichein Licht zu erfolgen, im direkten 
Sonnenlicht wird das Phenazinderivat unter den gewahlten Rondensationsbedingungen 
zerst,ort. Der Analysengang gestattet eine Unterbrechung nach der Oxydation zum Toco- 
pherolrot. Ein Stehenlassen der Losung von Tocopherolrot in Petrolather iiber Xacht 
fiihrte zu keinen Verlusten. Dasselbe giIt von der Losung des Phenazinderivates in Eis- 
essig, falls die Losung im Dunkeln aufbewahrt, wird. Ein 12 Stunden langes Stehen in1 
‘I’ngeulicht fiihrte aber zu Verlust,en. 

Schwierigkeiten traten auf bei der Bestimmung des Tocopherol- 
gchaltes von Hirn, wo die grosse Menge an Unverseifbarem sehr 
schlechte Phasentrennungen nach der Oxydation bzw. Kondensation 
zur Folge hatte. Die Schwierigkeiten konnten behoben werden durch 
Filtration des Petroliitherextraktes durch eine Saiule von schwach 
aktiviertem Aluminiumosyd und daranffolgende Elution des Toc,o- 
pherols durch Benzol. Unter diesen Umstanden bleibt die Haupt- 
menge des Unverseifbaren am Aluminiumoxyd zuriick. Bei dieser 
Filtration wird auch Tocopheryl-chinon quantitativ zuriickgehalten, 
welehes bei der Analyse sonst ebenfalls als Tocopherol bestimmt wird, 
(la es bei der Oxydation mit Salpetersaure in Tocopherolrot uber- 
gefuhrt wird. Tocopheryl-chinon soll keine Vitamin E-Wirkssmkeit 
besitzen, seine Abtrennung kann also erwiinscht sein. Es wird durch 
Nethanol aus dem Aluminiumoxyd eluiert und kann im Eluat durch 
uberfuhren in das Tocopherol-Phenazinderivat einzeln bestimmt 
werden, sofern nicht, wie bei Hirn, grosse Mengen an Unverseifbarem 
vorhanden sind, welche durch Methanol ebenfalls eluiert werden. 

Die getrennte Bestimmung Ton Tocopherol und Tocopheryl- 
chinon ergab, dass bei Serum, tierischen Organen und frischen 
Pflanzen nicht mit der Anwesenheit von Tocopheryl-chinon zu 
rechnen ist. Dagegen konnten in getrockneten Pflanzen Mengen 
Ton Tocopheryl-chinon festgestellt werden, die bis xu 50 yo des 
Tocopherols ausmachen. 



25 - 

Im folgenden werden die bei Pflanzen und tierischen Organen 
fluorometrisch ermittelten Tocopherolgehalte aufgefuhrt und den 
Gehalten gegenubergestellt, wie sie andere Autoren oxydimetrisch 
bestimmt haben. Die Zahlenwerte bei den Pf l anzen  beziehen sich 
auf das Trockengewicht. Wo nur Angaben bezuglich des schlecht 
definierten Frischgewichtes vorhanden waren, ist dies durch F.G. 
gekennzeichnet . 

- 

- 
Kopfsalat . . . . . . 
Schnittsalat . . . . . 
Niisslisalat (Feldsxlat) 
Kresse . . . . . . 
Junger Lowcnzahn . 
Petersilien . . . . 

Spinat . . . . . . 
Msngold . . . . . 

f l u o r o m e t r i s c h  

9, 10, 14, 17, 26, 35 mgY, 

-~ __ 

17 mg% 
14 me% 
20, 43 mg”/o 

7 mg?/, 
15, 16, 30 mgqo 

4, 6, 16, 23, 24 mgob 
2, 24 mg% 

o x  y d i m e  t r i s c i~ 

1 7 - 4 6  mgo/ul) 

_ _ _ _ _ ~ .  

1,85 F.G.?) 

27,7 mgYo2) 

50 mg%4) 
5,5 F.G.3) 

weniger als 
0,Ol mg”/u F.G.”] 

Die einzelnen Pflanzen zeigen stark schwankenden Tocopherol- 
gehalt. Grossenordnungsmassig stimmen die fluorometrisch ermittel- 
ten Werte mit den oxydimetrisch ermittelten iiberein, doch liegeri 
sie im Mittel etwas niedriger, vvas sich durch die grossere Spezifitat 
des fluorometrischen Verfahrens erklart. 

Unter den t i e r i s chen  Organen  galten nach den Unter- 
suchungen von Evans und Sure auf Grund von biologischen Br- 
stimmungen Placenta und Hypophyse als besonders Vitamin E-reich. 
Die fluorometrische Bestimmung ergab fur eine menschliche PlacentLt 
den relativ niedrigen Wert von 0,5 mg yo Tocopherol, bestiitigte da- 
gegen den hohen Tocopherolgehalt von Hypophysen, besonders des 
Vorderlappens. Untersucht wurden Rinderhypophysen. Fiir den 
Vorderlappen wurden Werte von 2,6,  2,8 und 3,O mg% gefunden, 
f i i r  den Hinterlappen 0,9 und 1,l mg%. Letztere Zahlen stellen 
Mittelwerte dar, da wegen des kleinen Gewichtes der Druse gleich- 
zeitig die Masse von 6 Hinterlappen zur Analyse angesetzt wurde. 
.Meunier und Vinet5) geben auf Grund oxydimetrischer Messungen 
fiir den Gehalt einer Rinderhypophyse 1 mg%, fur Pferdehypo- 
physen Werte zwischen 2,2 und 3,15 mg% an. 

l) Kjelhede, R. Th., Om Kemisk Bestemmelse af Tocopherol, Kopenhagen 1943. 
2, Xeunier, P. und Vinet, A., 131. SOC. Chim. biol. 24, 365 (1942). 

Emmerie, A. und Engel, Chr., Z. Vitaminf. 13, 259 (1943). 
Dam, H., Glavind, J., Prange, I .  und Ottesen, J., Danske Vid. Selsk., Biologiske 

Meddelelser 16, S. 13 (1941). 
5 )  Neunier, P. und Vinet, A., loc. cit. 
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Beachtenswert sind die hohen Werte, welche fur Rinderhirn 
gefunden wurden, die mit 2,2-3,3 “8% ebenso hoch liegen wie die 
der Hypophyse. Eine eingehendere Untersuchung ergab bei einem 
Rinderhirn fur die weisse Substanz 2,3 mg% und fiir die graue Sub- 
stanz 1,2 mg%. 

Urn Aufschluss zu erhalten, welche Organe besonders toco- 
pherolreich sind, wurden verschiedene Keninchenorgane analysiert. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 

- 

Hirn . . . . . . . .  0,5 (3ma.l), 1,0, 1,5, 1,8 (2mal) mgyo 

Herz . . . . . . . .  0,7, 1,2, 1,3 mg?: 
Milz . . . . . . . .  1,O rng?/O 
Leber. . . . . . . .  0,9, 1,0, 1,2, I,-& nigo,; 

Darm. . . . . . . .  0,4, 0,6, 0,7 mg?:, 
&gen . . . . . . .  0,6, 1,2 mgy0 
Haut . . . . . . . . .  0,26 mg% 
Muskeln (Schenkel) . 0J3, 0,24, 0,25, 0,26, 0,30, 0,33 mg% 
Fett . . . . . . . .  0,6 nig% 

Lunge . . . . . . .  L O ,  1,9 mg% 

Niere . . . . . . .  O,5, 0,7 mg% 

Besonders grosse Schwankungen wurden beim Tocopherolgehalt 
des Wirnes festgestellt. Aus den bisherigen Ergebnissen zu schliessen, 
scheinen junge Tiere bedeutend tocopheroliirmer zu sein als ausge- 
wachsene Tiere. Ein solcher Zusammenhang ergab sich auch bei der 
Bestimmung des Tocopherolgehaltes des menschlichen Serums, wo 
der Gehalt beim Siiugling etwa Bmal niedriger liegt als derjenige 
bei der Mutter, eine Erscheinung, auf welche auch d’OZiweijral) auf 
Grund oxyilimetrischer Bestimmungen hingewiesen hat. Aus der 
Tabelle ergibt sich der suffellend niedrige Tocopherolgehalt des 
Nuskelfleisches. Heunier und Vinet2) fanden oxydimetrisch fur 
Kaninchenmuskeln 0,48 mg yo. Fiir Rindermuskeln wurden fluoro- 
metrisch 0,33 mg % gefunden, wahrend Karrer, Jneger und KelZer3) 
oxydimetrisch 0,58 mg yo bestimmten. 

E s p e r im e n  t e 11 e r T e i 1 . 
Die B e s t i m m u n g  d e s  Tocophero ls  i n  Pf lanzen.  

Da es sich gezeigt hat, dass beim Trocknen der Pflanzen leicht Verluste an Toco- 
pherol eintrcten, ist es vorteilhaft, frische Pflanzen zu extrahieren und zur Umrechnung 
des Tocopherolgehaltes auf das Trockengewicht gleichzeitig eine Wasserbestimmung aus- 
zufiihren. Zu diesem Zwecke werden die Pflanzen ca. 12 Stunden im Vakuum bei 80° 
getrocknet. 

Zur Analyse der frischen Pflanzen werden dieselben mit dem Messer zerkleinert 
und 10 g mit 50 em3 2-n. alkoholischer Kalilauge (95-proz. Alkohol) 1 Stunde im Stick- 
stoffstrom im Sieden erhalten. Nach dem Erkalten (Eiswasser) wird durch eine grob- 
porige Ghssinternntsche filtriert, mit ca. 50 cm3 Petroliither (tiefsiedend) nachge- 
waschen und das Filtrat mit weiteren 50 cm3 Petrolather in einen Scheidetrichter iiber- 

I )  d’OZioeijra, E. tJ., Diss. Amsterdam, 1942. 
2, Meunier, P. und Vinet, A.,  loc. cit. 3, Helv. 23, 464 (1940). 
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gefiihrt. Man verdiinnt mit 50 cm3 Eiswasser und schiittelt kraftig aus. Die wasserige 
Phase wird noch einmal mit 100 cm3 Petrolather ausgeschiittelt. Gewaschen wird mit 
ca. 20 cm3 5o-proz. Alkohol, verdunnter Salzsaure und Wasser, wie in der 2. Mitteilung 
angegeben. 

SOD Tocopherol neben Tocopheryl-chinon bestimmt werden, so filtriert man den 
Petrolatherextrakt, wie unten angegeben, durch schwach aktiviertes Aluminiumoxyd. 
Dabei lauft Carotin mit dem Petrolather durch, Xanthophyll wird erst durch Methanol 
eluiert, das Benzoleluat ist praktisch farblos. (Im Gegensatz zur Sdsorption a n  Floridin 
haftet Tocopherol starker a n  Aluminiumoxyd als Carotin !) Durch diese Vorreinigung 
wird also Tocopherol von den Carotinoiden getrennt, was auch bei der oxydimetrischen 
Bestimmung des Tocopherols von Nutzen sein kann. Verluste a n  Tocopherol treten keine 
auf. Die Vorreinigung envies sich auch zur Elimination von Nebenfluoreszenzen verur- 
sachenden Stoffen als wirksam, ist also besonders beiniedrigen Tocopherolgehalten angezeigt . 

Die Eluate werden nach dem Vertreiben des Losungsmittels in der iiblichen 
Weise auf das Phenazinderivat verarbeitet. 

Znr Bestimmung des Tocopherolgehaltes getrockneter Pflanzen werden 1-2 g 
des pulverisierten Materials mit 20 cm3 2-n. alkoholischer Kalilauge erhitzt, gekiihlt, mit 
20 01113 Wasser verdunnt und mit 2 x 50 cm3 Pebrollther analog wie oben ausgeschiittelt. 

D i e  B e s t i m m u n g  d e s  T o c o p h e r o l s  i n  t i e r i s c h e n  O r g a n e n .  
Von tocopherolreichen Organen, wie Hirn, werden 2 g, von tocopherolarmen, wie 

Muskeln, 10 g zur Analyse angesetzt. Die Menge an 20-proz. alkoholischer Kalilauge be- 
triigt stets 15 cm3. (Die Lauge wird hergestellt durch Losenvon Ilaliumhydroxyd in 95-proz. 
ALkohol unter Erwarmen im Stickstoffstrom; sie bleibt, ini Eisschrank aufbewahrt, 
langere Zeit farblos.) Die Organe losen sich in der siedenden Lauge (Stickstoffstrom) 
schon nach wenigen Minuten meist vollstandig auf ; bei Leber beobachtet man bisweilen 
weisse Flocken von Glykogen. Sobald die Organe gelost sind, wird mit Eiswasser gekiihlt, 
die Lauge mit 50 cm3 PetrolLther und 15 cm3 Eiswasser in einen Scheidetrichter uber- 
gefiihrt. Man schiittelt 2 Minuten kriiftig aus, laisst die wasserige Phase in einen zweiten 
Scheidetrichter ab, wo sie nochmals rnit 50 cm3 Petrolather ausgeschiittelt wird und 
wascht in der iiblichen Weise mit ca. 10 cm3 50-proz. Alkohol, verdunnter SalzsLure 
und Wasser. 

Die Vorreinigung des Extraktes, wie sie unten beschrieben wird, ist bei der Analyse 
von Hirn unbedingt notig. Sic erwies sich auch als vorteilhaft bei der Analyse von 
Kaninchenmuskeln zur Elimination von Nebenfluoreszenzen. 

Die vom Losungsmittel befreiten Extrakte bzw. Eluatfe werden wie oben weiter- 
vernrbeitet. 

Die  Vorre in igung d e s  P e t r o l a t h e r e x t r a k t e s .  
1st man genotigt, den aus Pflanzen oder tierischen Organen hergestellten Petrol- 

atherextrakt einer Vorreinigung zu unterwerfen, sei es zur Entfernung der Hauptmenge 
des Unverseifbaren oder von Nebenfluoreszenzen bewirkenden Stoffen, so wird wie folgt 
verfahren: -4uf einen Saugstutzen (vgl. Fig. 1 der 2. Mitteilung) setzt man ein Chromato- 
grammrohr von ca. 2 em lichter Weite, das 10 cm hoch mit schwach aktiviertem Alu- 
miniumoxyd gefiillt ist. Zur gewunschten Aktivitat gelangt man am einfachsten durch 
Mischen von aktiviertem und nichta.ktiviertem rlluminiumoxyd in bestimmten Ver- 
hlltnissen. Auf diese Schicht giesst man den auf Tocopherol zu untersuchenden Petrol- 
atherextrakt, wascht rnit 50 cm3 Petrolather und eluiert das Tocopherol mit 50 cm3 Benzol. 
Nach dem vorsichtigen Vertreiben des Losungsmittels wird der Ruckstand des Benzol- 
eluates in 10 om3 Alkohol gelost und in der ublichen Weise auf das Phenazinderivat 
verarbeitet. Das verwendete Aluminiumoxyd soll einerseits Tocopherol aus dem Petrol- 
ather quantitativ zuriickhalt,en, andererseits soll Tocopherol durch die 50 cm3 Benzol 
quantitativ eluierbar sein. Ob diese Forderung erfiillt ist, wird durch einen einmaligen 
Versuch bestimmt. Dazu werden z. B. 50 y Tocopherol, gelost in ca. 100 cm3 Petrol- 
ather, aufgetragen, mit 50 cm3 Benzol und anschliessend mit 30 cm3 Methanol eluiert. 
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Petrolather-, Benzol- und Methanoleluat werden getrennt aufgefangen und auf das 
Phenazinderivat verarbeitet. Das Benzoleluat muss die gesamte Tocopherolmenge ent- 
halten. 1st der Petrolather bzw. das Methanoleluat tocopherolhaltig, so war das Osyd 
zu schwach bzw. zu stark aktiviert. 

Die  g e t r e n n t e  B e s t i m m u n g  von Tocophero l  u n d  Tocophery l -ch inon .  
Sol1 das FiItrieren durch Aluminiumoxyd nicht nur zur Vorreinigung des Extraktes 

dienen, sondern zur getrennten Bestimmung vcjn Tocopherol und Tocopheryl-chinon, so 
wird nach der EIution des Tocopherols mit 50 em3 Benzol noch eine Elution mit 30 cnia 
Nethanol zur Elution des Tocopheryl-chinons angeschlossen. Um zu priifen, ob bei der 
gewiihlten Aktivitat des Aluminiumoxyds Tocopheryl-chinon nicht durch Benzol eluiert 
wird, sondern sich quantitativ im Methanoleluat befindet, stellt man sich eine Losung 
von Tocopheryl-chinon in Petrolather her, am einfachsten durch Oxydation einer alkoho- 
lischen Losung von Tocopherol mit einer wasserigen Cer( 1V)-sulfat-Losung, Verdunneri 
niit Wasser und Ausschiitteln des Chinons mit PetroIather. Von dieser Losung tragt man 
eine bestimmte Menge, entsprechend etwa 50 y Tocopheryl-chinon, auf, eluiert mit 50 cmz 
Benzol und 30 cm3 Methanol und verarbeitet die Eluate auf dasTocophero1-Phenazinderivat . 

Zur ersten Orientierung iiber die Aktivitat des Aluminiumosyds genugt es, die 
Tocopherol- bzw. Tocopheryl-chinon enthaltenden Eluate nach der Eisen(II1)-chlorid- 
Dipyridyl-Met-hode bzw. der Furter-Xeyer-Reaktion zu untersuchen; man hat dann abcr 
etwa 200 y Tocopherol bzw. 1-2 mg Tocopheryl-chinon anzusetzen. 

Das Abdampfen des Losungsmittels bei den auf Tocopherol zu untersuchenden 
Extrakten bzw. Eluaten, insbesondere des Benzols, hat unter vermindertem Druck 
unter Vermeidung starken Erhitzens zu geschehen ; auf die Verwendung eines inerten 
Gases kann dagegen verzichtet werden. 

Wissenschaftliche Laboratorien der 
F.  Hoffmunn-La Roche & Go. A.G. Basel. 

5. Die Glykogen-Phosphorylierung durch Muskel und Leber 
bei normalen und adrenalektomierten Tieren 

von R. Doetsch. 
(28. XI. 44.) 

Den ersten direkten Nachweis fur die Storung der Phospho- 
rylierung des Glykogens bei nebennierenlosen, sdynamen Tieren 
hat 8chumunn1) an  Ratten erbracht. Er untersuchte in einem Ansatz 
aus Muskelbrei, Glykogen und Nstriumfluorid die Abnahme des 
freien Phosphates bzw. die Zunahme der veresterten Phosphorssure. 
Dieser Prozess war beim nebennierenlosen adynamen Tier deutlich 
vermindert. Verxdr und fiIo.ntigeZ2-7) hsben diesen Befund an 
Nuskeln von Ratten, Katzen und Hunden erweitert. Sie konnten 

l) Sehumann, H., Pfltiger’s Arch. 243, 686 (1940). 
2, Nonligel, C. und F. Verzcir, Schweiz. med. Wschr. 71, 101 (1941). 
3 ,  Nontigel, C. und F.  Verzcir, Verh. Schweiz. Physiologen, Jan. 1942. 
4, il.lontzgel, C. und F .  Verzcir, Helv. 25, 9 (1942). 
5 ,  i l lontigel,  C. und F .  Verzcir, Helv. 25, 22 (1942). 
6,  XontqeE, C., Helv. 26, 883 (1943). 
’) Verzcir, F.  und C. ililontigel, Helv. physiol. pharmacol. acta I ,  115 (1943). 




