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42. Sterine als ionoide Systeme I. 
Uber eine Vitamine D-Bestimmungsmethode auf Carbeniumsalzbasis 

von Herm. Sehaltegger. 
(20. xrr. 45.) 

Bei der Nachpriifung der wenigen bekannten chemischen 
Vitamin D-Bestimmungsmethoden zeigte es sich, dass es nicht 
moglich war, mit der biologischen Methode iibereinstimmende 
Resultate zu erhalten. Es schien daher in vieler Beziehung wunschens- 
wert, zu untersuchen, ob eine Reaktion zu finden ist, welche der 
biologischen Methode gleichwertig ist. Bis zu welchem Grade dies 
gelungen ist, sollen die nachstehend beschriebenen Farbreaktionen 
zeigen (vgl. vorlauf. Mitt.l). 

Von den fruher beschriebenen Nachweis- und Bestinimungs- 
methoden der Sterine und Vitamine D 2-7)  hat nur diejenige von 
Brockmann und (?hen*) als quantitative Vitamin D-Bestimmungs- 
methodc Bedeutung erlangt. In  der Folge ist diese Methode von 
versehiedenen Seiten 9-12) entsprechend den jeweiligen Verwendungs- 
zwecken modifiziert worden, doch blieb nach wie vor der Rattentest 
die verliisslichste Methodell). 

Ausser den iiblichen Bedingungen, wie Spezifitiit, Empfindlich- 
keit usw. miisste eine leistungsfiihige Methode imstande sein, biolo- 
gisch unwirksames, hauptsiichlich durch Luftsauerstoff veriindertes 
Vitamin D, von aktivem Vitamin D chemisch zu unterscheiden. 

Ausgangspunkt fur die vorliegende Vitamin D-Bestimmungs- 
methode waren die Asbeiten von G .  Woker und I. Anteaner 4, und 
I. Scherrer5), sowie von 5. Ekkert13). Diese Autoren fanden, dass 

l) H .  Sehaltegger,. Exper. 2, 27 (1946). 
2, G. E. Sehwab, oberblick iiber die Chemie der Sterine und ihrer Verbreitung in der 

3, W. Halden und H .  Taoni, Naturwiss. 24, 296 (1936). 
4, G. Woker und 1. Aiateiaer, Helv. 22, 47, 511, 1309 (1939). 
5, I .  Xcherrer, Helv. 22, 1329 (1939). 
B, H. Kagn und K. Mieueher, Helv. 22, 683 (1939). 
') H. Rrdekner, Bioch. 2.279, 346 (1934). 
s, H .  Brockmann und Y .  C. Chen, Z. physiol. Ch. 241, 129 (1936). 
9, N .  A.  Milas und R. Heggie, Ind. Eng. Chem. Anal. 13, 227 (1941). 

lo) L. K .  Wolff, Z. Vitaminf. 7, 277 (1938). 
11) Ritsert, Merck's Jahresber. 1938, 27. 
12) F. If. Reerrnk und 1. uaiz Xaekert, Vitaminf. 7, 269 (1938). 
13) L. Ekkert, Pharm. Zentralh. 69, 276 (1928). 

Natur. Ziirich 1941. 

18a 



286 HELVETICA CHIMICA A4CTA. 

alkoholische, rnit Furfurol oder Henzaldehyd versetzte Sterin- 
losungen, welche rnit konz. Schwefelsaure unterschichtet wurden, 
charakteristische Farbringe aufwiesen. Es lag nun der Gedanke nahe, 
diese Reaktionen in homogener Losung auszubilden, um dadurch 
konstante Verhaltnisse und reproduzierbare Farbungen zu erhalten. 

Beim eingehenden Studium der Reaktionen zwischen Ergosterin- 
derivaten und konz. Schwefelsaure rnit und ohne Aldehyde wurde 
f estgestellt , dass diese Reaktionen auf C a r b  enium s a lz b i l  d u n g  
beruhen, wie sie DiZthey und Wizingerl), sowie Wizinger und Mit- 
arbeiter z ,  3, in einem anderen Zusammenhange beschrieben haben. 
Die Ubertragung der Anschauungen yon Wixinger auf das Sterin- 
gebiet fiihrte nun zu ungeahnten experimentellen Moglichkeiten, 
uber die spater herichtet werden soll. Die Schwefelsaure bei den ob- 
genannten Reaktionen sowie auch bei den meisten Sterinreaktionen 
betrifft also nur die Bildung von Salzen; sic wirkt hochstens in unter- 
geordnetem Masse dehydrierend oder dehydratisierend. Die Schwefel- 
saure liefert letliglich das Anion und muss daher durch andere Sauren 
ersetzbar sein. Dies ist auch tatsachlieli der Fall, wenn auch nur 
unter ganz bestimmten Bedingungen. Das Vitamin D oder auch 
andere ungesattigte Sterine sind im polarisierten Zustande sehr 
schwache Basen; sic bilden daher nur rnit starken Sauren, z. B. 
Perchlorsaure, Salze. Mit Wasser erfolgt sofort Spaltung, denn dieses, 
als starkere Base4) verdrangt das organische Kation aus dem 
ionoiden Molekelverbande. Es sind daher alle ionisierenden Losungs- 
mittel, wie Alkohole, Est,er, Ather usw. von vorneherein auszu- 
schliessen. Fur die Ausfuhrung der Reaktion hat sich deshalb Benzol 
und Eisessig als Losungsmittel und Perchlorsaure als anion-lieferndes 
Agens bisher am besten bewahrt. Versetzt man beispielsweise eine 
benzolische Losung von Vitamin D, und Vanillin in der Warme mit 
einer PerchlorsAure-Eisessigmischung, so erhalt man die genau 
gleiche blaue Farbung, wie sie Vanillin-Schwefelsaure mit D, in 
Alkohol gibt. Im ersten Fall liegt ein Carbeniumperchlorat, im 
zweiten Fall ein Carbeniumsulfat vor. Die Lage der Schwerpunkte 
der beiden Absorptionsbanden differiert um etwa 10  mp, und zwar 
liegt die Bande des Perchlorates bei 590 mp und die des Sulfates 
bei etwa 600 mp. Auf Zusatz von Methanol verschwindet die blaue 
Farbe und man erhalt eine schwach gelbe Losung. Es gelingt nicht, 
das Vitamin D mit Vanillin in Abwesenheit einer starken Saure auf 
irgend eine Weise zur Reaktion zu bringen. Fur diese Reaktion ist 
also die Gegenwart einer SAure unerlasslich, wie Wixinger in einem 
anderen Zusammenhange gezeigt hat 

l) W.  Dilthey und R. Wizinger, J. pr. [2] 118, 321 (1928). 
2, R. Wizinger, J. pr. [2] 154, 1 (1939). 
3, R. Wizinger, J. pr. [2] 157, 129 (1941). 
4, G. Xchwarzenbach, Vortrag an der Wintervers. d. Schweiz. Chem. Ges. vom 

25. 2. 45. 
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Verwendet man statt Vanillin als Kondensationskomponente 
andere Aldehyde und statt Vitamin D andere Sterine rnit ionoiden 
C-Atomenl), so erhalt man die verschiedensten Farbeffekte (Tab. 1 
und 2). Besonders die Reaktionen von Vitamin D rnit aromatischen 
Aldehyden zeigen scharf ausgepragte Absorptionsbanden (Fig. 1). 
Fuhrt man hingegen die Reaktion nur mit Perchlorsarire ohne Kon- 
densation mit Aldehyden durch, so erhalt man fur die Vitamine 
D, und D, nur stumpfe schwachgrune Farbtone, in grosseren Kon- 
zentrationen stumpfblau. Es hat sich gezeigt, dass die grune Reak- 
tionslosung BUS einer blauen, dem Vitamin D-Carbeniumperchlorat, 
und einer gelben, der anionfreien Verbindung besteht. Durch Zusatz 
eines Uberschusses von HC10, kann man das Gleichgewicht zugunsten 
des Carbeniumperchlorates verschieben j die Farbe der Losung geht 
von Grun iiach Blau uber. Vergleicht man die Intensitat des Vitamin- 
D-Vanillin-Carbeniumperchlorates mit derjenigen des Vitamin D- 
Carbeniumperchlorates, so fdl t  die intensive Farbe des ersteren auf, 
die ihre Ursache in der auxochromen Wirkung des Vanillinrestes hat. 

Tabelle 1. 
~ ~~~ 

Aldehyde 

Phenylacetaldehyd . . . . .  
Zimmtaldehyd . . . . . . . .  

Benzaldehyd . . . . . . . .  
p-Tolyl-aldehyd . . . . . . .  
p-Cuminaldehyd . . . . . . .  
Salic ylaldeh yd . . . . . . . .  
o-Methoxy-benzaldehyd . . .  
p-Oxybenzaldehyd . . . . . .  
Anisaldehyd . . . . . . . . .  
Vanillin . . . . . . . . . .  
Isovanillin . . . . . . . . .  
hhylvanillin . . . . . . . .  

o-Nitrobenzaldehyd . . . . .  
m-Nitrobenzaldehyd . . . . .  
p-Nitrobenzaldehyd . . . .  
p-Dimethylamino-benzaldehyd 

Piperonal . 

Veratrumaldehyd . . . .  

Benzoyl-vanillin . 
p-Nitro-benzoyl-vanillin. . . .  
Furfurol . . . . . . . . . .  

._ -~ ~~ 

Ergosterin (2 mg) 

orange 498 
rot(or.) 470 530 

gelb 450 (End) 
gelb(braun) 480 
gelb(braun) 480 
rot(or.) 485 
rot(braun) 505 
rot(braun) 480 51( 
rot(braun) 476 50E 
rot 494 535 
rot@) 476 510 
rot (2 Maxima in 

griin u. bl.) 
orange(ge1b) 500 
gelb (schwach) 
gelb (schwach) 
brauner unlosl. 

Farbkorper 
rot 520 

~- ~- . - - __ -~~ 

rot 500 

braun(r) 500 
gelb( braun) 
violett( braun) 

schw. Bande 505 

Vit. D, (0,2 mg) 
_ _ _ _ _ _ _ _ ~  
gelb( griinl.) 
blau 593, Haupt- 

abs. im UR/R 
rot 530 
rot(v) 545 
rot 545 
violett(b1) 585 
blau(v) 565 
violett(b1au) 560 
violett(b1au) 565 
blau 590 
blau g 
blau 585 

rot(or) 550 
violett (schwach) 
violett (schwach) 
violetter unlosl. 

Parbkorper 
blau g, nur schwa- 

che Bande 590 
blau, sehr schwachc 

Bande 590 
rot 548 
hellrot 545 
violett(r) 552 

l) H .  Xchaltegger, Exper. 2, 27 (1946). 
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Vanillin Cuminaldehyd Furfurol 
n ~ ~ ~ ~ ~ y d  

I .  12yiem3 
2. 26y/cm3 

i: 

2 

I 

I 1- I 
- , .  

1 600 500 400 600 500 400 600 500 400 600 500 400ma 
Fig. 1. 

Absorptionskurven einiger Sterin-carbeniumperchlorate nach Kondensation mit den 
Aldehyden CHO 1 bis 5. 

Kondensiert man Cholesterin, Ergosterin und Vitamin D, der 
Reihe nach mit folgenden Aldehyden, welche in steigender Anzahl 
Auxochrome enthalten : Benzaldehyd, Anisaldehyd, Vanillin, 1,4- 
Oxynaphtaldehyd und Dimethylamino-benzaldehyd, so erhalt man 
nicht nur stabile Carbeniumsalze, die auch gegen Alkohol bestandig 
sind und worin das Perchlorat-Ion durch Anionen schwacherer 
Sauren ersetzt werden kann, sondern es nimmt auch der batho- 
chrome Effekt zul). Geht man z. B. vom 1,4-Oxybenzaldehyd zum 
174-Oxynaphtaldehyd uber, so erfolgt im Falle Vitamin D eine Rot- 
verschiebung der Absorptionsbande um rund 100 mp. Beini Vita- 
min D, und Dimethylamino-benzaldehyd beobachtet man eine rot- 
violette Farbung, die auf Zusatz von Alkohol nach Blau umschlagt 
mit Banden im aussersten Rot. Bei der rotvioletten Farbe handelt 
es sich wahrscheinlich um Farben zweiter Ordnung,). Bei den Kon- 

l) H .  Sehdtegger, Exper. 2, 27 (1946). 
z ,  R. Wizinger, Organisehe Farbstoffe, F. D i i m m l  e r s  Verl., Bonn 1933. 
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densationsprodukten mit schwacher positivierten Aldehyden fiihrt 
hlkoholxusatz mehr oder weniger rasch zur Entfarbung. Zu bemerken 
ist noch, dass Dimethylamino-benzaldehyd sich bedeutend schwerer 
kondensiert als andere Aldehyde j dafur sind die Kondensationd- 
produkte des ersteren gegen Hydrolyse bedeutend bestlndiger als 
die Kondensationsprodukte anderer Aldehyde. Es findet sich hier 
bestatigt, was Wixinger bei sejpen positivierten Athylenen fand, dass 
die Zunahme der Hydrolysenbestgndigkeit parallel geht mit der 
Abnahme der Kondensationsfiihigkeit der Aldehydkomponente. Dies 
ist wahrscheinlich auch der Grund, warum mit aromatischen Hetonen 
bis jetzt noch keine Kondensationsprodukte erhalten werden konnten. 

Tabelle 2. 

Die 

4-OXY-1 - 
naphtaldeh. Anisaldehydi Vanillin I %:$ I Furfur01 I 

Farben sind die gleichen P 

Aldehyde -+ 
F Sterine 

Cholesterin 
ca. 20 mg 

violett g 
530 

rosa-viol. 1 rosa-viol. orange g 1 violett g 1 farblos 
510 I 540 1 490 1 500 630 1 

orange 

rotviolett 
500 550 

gelb 500 

~~~ 

rot(v) 

blau L 590 
- . _ ~  -~ 

gelb 

rot L 550 
_______ 

Choleste- 
non-(3) 

Alle Reaktionen sind negativ. Die Losungen sind farblos. Negativier. 
Einfluss der CO-G 

Dihydro- 
vit. D, I 

blau g 590 

griin 

violett gg 
500 640 

violettrot 
520 

rot(v) 510 

D,-Malein- 
saureaddukt 

rot g 515 

Ergosterin rot 500 550 gelb 450 500 violett g 
480 500 

blau 600 braunrot 
480 510 

rot(v) 
490 520 

Lumisterin 
~- 

violett g blau 600 
490 530 

rot(v) 490 ~ gelb 490 
550 

Ergosterin 
B3 

orange(r ) 
480 515 

rotviolett g 1 blaugriin 
490 I 600 

Suprasterine rotbraun 
480 550 

violett g 1 g r g i 7 0  
550 620 

P,yrovit. D, rosa rosa(v) 530 ~ farblos 

Isopyro- 
vit. D, 
Vit. D, 

rot(v) blau 1 g e l b g r c  
I 

blauviol. 
L 565 

violettrot I griin L 650 
L 550 1 

I- 

t: bei Vitamin' D, Vit. D, 

Oxydiertes 
Vit. D, 

v 

-I ~~ 

braun(r) gg I braun(v) gg 1 or.braun gg 1 grau(v) I blau(v) g 

- I 
Ergosterin- 
rnaleinsaure- 

addukt i Alle Reaktionen negativ, die Losungen sind farblos bis gelblich. Es 
fehlt das Carbenium-C-Atom. 

~ 

Die Reaktionen wurden je nach der Farbstlrke mit 1-5 mg Substanz ausgefiihrt, die 
Vitamin D-Reaktionen nur mit 0,l mg Substanz. Die Zahlen geben die Lagen der Banden 
an. Abkiirzungen (gelten auch fur die anderen Tabellen): (v) = violettstichig, (r) = rot- 
stichig, (g) = grauhaltig, (gg) = stark grauhaltig, (L) = leuchtende Farbe. 
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Mit der Aufklarung der Funktionen der Saure und des Aldehyds 
bei diesen Sterinreaktionen hat man es nun in der Hand, die best- 
moglichen Bedingungen fur eine quantitative Bestimmungsmethode 
fur Vitamin D abzuleiten. Daruber hinaus bietet sich eine Pulle 
von Moglichkeiten, geeignete Farbreaktionen der einzelnen Sterin-, 
Steroid- und Gallensiiurengruppen aufzufinden. 

Abgrenzung u n d  S p e z i f i t a t  de r  neuen  Fa rb reak t ionen .  
Die Resultate aus zahlreichen Versuchen, von denen die wichtig- 

sten in Tabelle 2 figurieren, zeigen bestimmte Gesetzmassigkeiten. 
Es wurde fruher bereits angedeutetl), dass sich die Sterint., je 

nach der Zahl der ionoiden C-Atome in drei Typen einteilen lassen. 
Typus  T :  Alle Sterine, welche ausser der einen positivierten 

xthylengruppierung keine weiteren Doppelbindungen oder aber nur 
solche enthalten, welche nicht in Konjugation zur koordinativen 
Lucke stehen, sind nur in sehr geringem Masse zur Carbeniumsalz- 
bildung und zur Kondensation mit aromatischen Aldehyden be- 
fahigt. Folgende Falle wurden untersucht (der Carbenium-Kohlenstoff 
ist durch ein kleines Kreuz gekennzeichnet). Gber die Farbe der 
Reaktionen und die Lage der Banden orientieren die Tabellen 2 und 5. 

I 1  

(- ~' 'c H 

\H \H 01 'C! 

I / \~ ;  H o / v \ / ' \ O H  

'H, 

A/!/ AA, Ill l 1 : l  
HOA/XT!~/ HO/ \ / ~ I ~ / \ O H  HO/ 

1 / I  1 '  
H O / \ / V C \ H  

Typus  11: Dieser Typus umfasst alle Sterine mit konjugierten 
Doppelbindungen mit zwei ionoiden C-Atomen, wie sie im Ergosterin 
und 7-Dehydro-cholesterin vorliegen. Der Unterschied in der Neigung, 
Kondensationsprodukte zu bilden, ist bei Typus I und I1 sehr erheb- 
lich. Der Elektronenmangel an den Atomen ,!3 und p' bedingt eine 
starke Lockerung der Protonen, so dass leicht Kondensation mit 

1) H .  Xchaltegger, Exper. 2, 27 (1946). 
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Aldehyden eintreten kann. Wie gross der quantitative Unterschied 
zwischen Typus I und I1 in der Bildung von Kondensationsprodukten 
ist, zeigt Tab. 3 .  Die Reaktionen wurden wie im Versuchsteil be- 
schrieben ausgefuhrt und photometriert. (Fur Ergosterin wurde 100 
gesetzt.) 

Tabelle 3. 

I 

Ergosterin 100 100 
50 

100 
100 

D,-Maleinsiiure- 36 
addukt . . . 

Cholesterin . ., i 4  

8 

3 

16 

4 ~ 23 

Die vertikalen Reihen beziehen sich immer auf ein und den- 
selben Aldehyd. Wenn also der Umsatz fur die Sterine vom Typus I1 
100 % betriigt, so ist unter den gleichen Versuchsbedingungen der 
Umsatz fur die Sterine vom Typus T nur 3-30 ”/. Die Schwankungen 
der Ausbeuten sind auf die Konstitution und Eigenschaften der 
Rterine und Aldehyde zuruckzufuhren. 

Typus  111: Dieser umfasst alle Vitamine D und die Tachy- 
sterine. Diesen Verbindungen liegt ein System von drei konjugierten 
Doppelbindungen in offener Kette zu Grunde. Die Kondensations- 
geschwindigkeit der D,- bzw. D,-Carbeniumsalze mit aromatischen 
Aldehyden betriigt etwa das 10-fache derjenigen des Ergosterin- 
Carbeniumsalzes. Dies ist auch verstandlich, denn es wirken drei 
negativierende Zentren (die Carbeniumatome 5,  8 und 10) auf die 
,!?-Atome 6 und 7 ein. Fig. 2 zeigt die Intensitatsunterschiede der 
drei Sterintypen, hervorgerufen durch die unterschiedliche Kon- 
densationsgeschwindigkeit mit 5 Aldehyden in einer Sterinkonzen- 
tration von 4 x10p5  Mol pro Liter = 16 y Sterin pro em3 Reaktions- 
losung. 

CH, I I CH, \/ I 
/”;Ax c x  
.Gb\a/cP 

v /qX c x  
[ I 1 1  l i  

KO’ 
HO/ux\c c \a/ca & 

I 
H 
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Fig. 2. 
Intensitatsunterschiede der Sterinreaktionen. 

Die Intensitat wurde bei allen Sterinen in der Konzentration von 16 y/cm3 und bei dem 
Filter gemessen, welches bei Vitamin D, das Maximum anzeigt. 

Man erkennt daraus, dass die Reaktionen der Vitamine D 
gegeniiber den Reaktionen der Sterine um ein Vielfaches empfind- 
licher sind. Im weiteren erwies es sich, dass die Reaktionen der 
D-Vitamine mit den untersuchten Aldehyden in der Steringruppe 
in bezug anf die auftretende Farbe absolut spezifisch sind. Besonderes 
Gewicht wurde auf die Frage gelegt, ob biologisch unwirksames D, 
sich auch im chemischen Test anders als das Vitamin D, verhalten 
wurde. Fur die Zerstorung der antirachitischen Wirksamkeit kommt 
in erster Linie der Sauerstoff in Frage. 

Man liess eine benzolische Losung von krystallisiertem Vitamin D, (500 mg in 20 cmS 
Benzol) 50 Tage im offenen Gefass an der Luft stehen. Nach dieser Zeit zeigte die Losung 
keine D-lteaktionen mehr, Tab. 4, Fig. 3. 

Tabelle 4. 

~~ 

ohne Aldehyd . . . . . schwach griingelb 
Anisaldehyd . . . . . blauviolett (rein) 

braun 
stumpfes Braun 
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blauen Ablauf- 

farblos bis i keine Reaktion 

~ farben 
______ ~- 

gelblich (gelb) 

orange 1 tief rot mit 
blauen Ablauf - 1 farben 

Fig. 3. 
I. Vitamin-D, 11. Oxydiertes Vitamin D, 

1. 32 y ohne Aldehyd 
2. 8 y mit Anisaldehyd 2. 32 y mit Anisaldehyd 

1. 32 y ohne Aldehyd 

Aus den Absorptionskurven geht hervor, dass offenbar keine Kondensation rnit den 
Aldehyden stattgefunden hat. 

Reakt ionen einiger Gallensauren. Wegen der geringen 
Loslichkeit der Gallensauren in Benzol wurde die Reaktion in Eis- 
essig ausgefuhrt. Um das Gleichgewicht stark zugunsten des Car- 
beniumsalzes zu verschieben, wurde ein grosser Uberschuss an Per- 
chlorsaure zugefiigt. 

20 mg Substanz in 2 cm3 Eisessig, dazu in der Warme 10 Tropfen Perchlorsaure- 
reagens und 10mg Vanillin. Nach 2Minuten Kochen und 10 Minuten Stehenlassen 
notierte man die Farbe. Auf Methanolzusatz erfolgt Blaufarbung (Tab. 5 ) .  

Methanolzusatz 
__ 
tief blau 590mp 
kochbestandig 

farblos 
~~ 

tief blau 590mp 
kochbestandig 

Tetranitro- 
methan 

farblos 
~ - 

farblos 

~ ~ _ _ _  
braungelb 

Bei der Cholsiiure hat offenbar Wasserabspaltung stattgefunden unter Bildung 
cines ionoiden C-Atoms in Stellung 8. Daher die gleiche Reaktion wie die Apocholsaure. 

Die geschilderten Reaktionen lassen sich zur Identifizierung der 
drei Sauren heranziehen, wenn man zur Unterscheidung der Apochol- 
siiure von der Cholsaure die Gelbfarbung der ersteren rnit Tetra- 
nitromethan berucksichtigt. 

Reakt ionen anderer  Vitamine. @-Carotin:  0,7 mg in 
Benzol (Ausfuhrung wie bei der D-Reaktion) ohne Aldehyd, stark 
grauhaltige Blaufarbung rnit sehr schwachen Handen bei 590 und 
630 mp. Mit Vanillin und PerehlorsGure : tiefblaue graustichige 
Losung, schwache Bande bei 550 mp. 
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V i t a m i n  A: Zur Priifung gelangte eine Vitamin A-Fraktion, 
welche nach der Verteilmethode von Brockmannl) aus einem Vitamin- 
A-Konzentrat amerikanischer Herkunft mit 850 000 IEA/g erhalten 
wurde. Uber den Ausfall der Reaktionen gibt Tabelle 6 Auskunft,. 

Tabelle 6. 
Betr. CHO vgl. Tab. 7. 

1 
Abgek.*) I Name des Aldehyds Bezeichnung 

CHO 1 ~ CHO 2 1 CHO 3 1 CHO 4 1 CHO 5 I=-- ___ ~ 

Rk.-Farbe 
mit D, bzw. 

A-Konzentrat blaugrau ~ violett g I 1,5mg= 1 
1275 IEA Banden 1 

CHO 2 1 Vanillin (3-Methoxy-4- 

CHO 3 ~ Cuminaldehyd (4-Isopro- 
pyl-benzaldehyd) . . . I  

CHO 4 Furfurol (a-Furanaldehyd) 
CHO 5 4-Oxy-1-naphtaldehyd . 

1 oxy-benzaldehyd) . . . 

blau gg 
keine 
Bande 

blau 

rot 
rotviolett 

grun 

blau (grun- 
stichig) 
630 mp 

I 1 

grun 

- 
Alle Vit. D-Reaktionen zeigen fast reine Spektralfarben; sie sind alle stark leuch- 
tend im Gegensatz zu den Vit. A-Reaktionen, welche alle stark grauhaltig sind 

(optische Wirkung der vielen n-Elektronen). 

Die Vitamine B,, B,, C, E (d-cc-Tocopherol, Roche), K (Synkavit, 
Roche) und Linol-Linolensaure zeigen keine nennenswerten Reak- 
tionen. 

Busammenfassend wird also festgestellt, dass ausser dem Vita- 
min A und den Carotinen keines der zahlreichen Sterinderivate und 
Vitamine die gleichen Farbreaktionen wie die D-Vitamine aufweisen 
oder deren Intensitat erreichen. 

D i e  V i t a m i n  D - B e s t i m m u n g .  
Fur die qualitative und quantitative Ermittlung der D-Vitamine 

wurden aus 23 untersuchten Aldehyden (Tab. 1) die in der Tabelle 7 
angefuhrten funf Aldehyde ausgewahlt. 

Tabelle 7. 

4nax.**) 
ca. mp 

570 

590 

545 
552 
650 

*) Wird im folgenden beibehalten. 

l) H. Broekmann, Z. physiol. Ch. 241, 104 (1936). 

**) Ermittelt mit dem Kleinspektrographen von &iss.  
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Als Identitatsreaktion auf die Vitamine D eignen sich die 
Aldehyde CHO 1, CHO 2 und CHO 5, einerseits wegen der augen- 
falligen Farbunterschiede zwischen Vitamin D (blau bzw. p u n )  und 
den anderen Sterinen (rot bzw, blau) und anderseits wegen den 
scharf ausgepragten Absorptionsbanden, welche noch in einem sehr 
grossen ubersehuss anderer Sterine gut erkennbar sind. Bei An- 
wesenheit der 1000-fachen Menge Cholesterin ist die Bande von 
0, l  mg Vitamin D, in 5 em3 Reaktionslosung noch gut erkennbar. 

Fig. 4 stellt die mit den funf Aldehyden erhaltenen Eichkurven 
der Vitamin D,-Reaktionen dar. 

Diese Eichkurven wurden statistisch aus einer grossen Zahl von Messungen, welche 
mit krystallisiertem Vitamin D2 ausgefuhrt wurden, ermittelt . Dio Streuungen betrugen 
bis zu 20%. Der Grund hiefdr liegt in der Natur der Reaktion selbst, a. T. bei der Aus- 
fdhrung der Bestimmung. Diese wurde moglichst einfach gestaltet. Statt Parallelbestim- 
mungen mit ein und demselben Aldehyd auszufuhren, bestimmt man den D-Gehalt mit 
allen 5 Aldehyden. Dadurch wird die Methode absolut zuverlassig. Der mittlere Fehler 
der Einzelmessung betrBgt &So/, . 

10 20 4) 40 50 60 70 80 90 lOOrD 

Fig. 4. 

Vitamin D - Eichkurven mit CHO 1 bis CHO 5 .  
Statt der hier dargestellten Eichkurven kann man auch die Formeln der Tabelle 11 zur 

Ausrechnung benutzen. 

Bei der Ausfiihrung der Reaktion ist darauf zu achten, dass man nicht zu lange mit 
dem Photometrieren wartet, weil sich die Farblosungen andern. Es bilden sich allmahlich 
neue Farbstoffe aus, welche durchwegs langwelligere Absorption zeigen. Am Beispiel 
des Furfurols und des Anisaldehyds sol1 die Reaktion gezeigt werden. Fig. 5 gibt die Bb- 
sorptionskurven einer Reaktionslosung von Vitamin D2 und Furfurol wieder, gemessen 
sofort nach Ausfuhrung der Reaktion, dann nach einer Stunde und nach 4 Stunden. Man 
erkennt gut den Abbau des ersten Maximums bei 550 mp und die Ausbildung des neuen 
bei 655 mp. Beim Anisaldehyd-D,-Carbeniumperchlorat finden sich ganz lihnliche Ver- 
hliltnisse (Fig. 6). 
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Anisaldehyd-Vit. D2 

Fig. 6. 
Bildung des sekundaren Farbstoffes. 

Zusammenfassend sei auf die drei Faktoren hingewiesen, welche 
den quantitativen Verlauf der Reaktion beeinflussen : 

1. Gleichgewicht Carbeniumsalz Ifl gelbe Verbindung. 
2. Kondensationsgeschwindigkeit zwischen D, und Aldehyd. 
3. Bildungsgeschwindigkeit des sekundaren Farbstoffes aus 

Demgemass verhalten sich die funf L41dehyde je nach ihren Eigen- 
schaften als positivierte Systeme einerseits und als Kondensations- 
komponenten anderseits entgegengesetxt. Dieser Antagonismus wirkt 
sich bei der D-Bestimmung gunstig aus. Erhalt man namlich fur einen 
oder zwei Aldehyde zu hohe Werte, dann findet man fur die anderen 
xu tiefe Werte und umgekehrt, je nachdem das verwendete Benzol 
oder der Eisessig mehr oder weniger Spuren Wasser enthalten, oder 
ob man zur Kondensation kurzere oder langere Beit kocht. Auch 
das Alter des Perchlorsaurereagenses spielt hiebei eine Rolle und dann 
naturlich auch die Zeit vom Ansetzen der Reaktion bis zum Photo- 
metrieren, wegen der Bildiing des sekundaren Farbstoffes. hlle diese 
Faktoren werden durch die fiinf Aldehyde zum grofien Teil kom- 
pensiert . 

Da die Reaktion im offenen Reagensglas ausgefiihrt wird, in 
welchem man auch zum Kochen erhitzt, wurde der Pehler ermittelt, 
der durch mehr oder weniger starkes Verdampfen des Benzols ent- 
steht. Der mittlere Fehler der Einzelmessung (durch Auswagen be- 
stimmt) betragt bei Ausfuhrung der Bestimmung mit den 5 Alde- 
hyden & 0,6%. 

Zur Ausschaltung des in Bestrahlungsprodukten des Ergosterins 
eventuell vorhandenen Tachysterins wurde die Pahigkeit desselben, 

dem primaren. 
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Diensynthesen mit Maleinsaure-anhydrid einzugehen, benutzt. Vita- 
min D, und Tachysterin zeigen eine verschiedene Geschwindigkeit der 
Adduktbildungl). Vitamin D, reagiert gegenuber Tachysterin vie1 
langsamer mit Maleinsaure-anhydrid. Es wurde nun gefunden, dess 
das Vitamin D, erst nach einstundigem Kochen der benzolischen 
Losung mit Maleinsaure-anhydrid reagiert (Fig. 7) .  

'10 I h  = 970l0 4 
_. 

1 2 3 4 5 6 Stunden 
1- in siedendem B e n d  

En . Xylol bei 120a 

Fig. 7. 
Bildung des Vit. D,-Maleinsaure-adduktes. 

Diskussion der  Bes t immungsmethode  a n  H a n d  einiger 
ana ly t i scher  Daten. 

Als Beispiel fur die analytische Verwendbarkeit der fiinf Alde- 
hyde seien in der Tab. 8 die Resultate der Restimmungen reiner 

10 

m'F' 
% 
z t  

2,6 
4 3  
4,4 
1,l 
3,2 
4,6 
5,6 
6,l 
4,9 

2 
Einge- 
setzte 

Menge in 
gamma 

100 
50 
70 
50 
80 
50 
50 
30 
60 

~~ ~~~ - 

11 
F. 

bez. 
Kol. 2 

~ . _ _  

* Y o  ~ ~ 

0,4 
2,2 
0,9 
0,6 
1,2 
2,4 
1,6 
5,7 
1,5 

Tabelle 8. 

~- I c!L%-!Lk 
gefunden: Einzelwerte fur 

~ 

>HO 

49,4 
51,9 
69,9 
49,O 
80,8 
50,O 
52,5 
33,2 
58,9 

_ _  ~ 
~~ 

- 

'HO 2 

48,9 
54,4 
72,l 
49,5 
79,O 
48,5 
47,3 
28,3 
57,5 

-~ _____ 

- 

>HO : 

49,2 
51,l 
71,l 
49,7 
76,O 
52,O 
50,2 
32,O 
60,O 

- -~ _____ 

IHO 4 
_____ - ~- 

52,O 
48,2 
73,O 
50,O 
82,O 
47,O 
50,5 
32,5 
64,O 

:HO 5 

51,4 
50,2 
65,2 
50,5 
78,O 
46,7 
45,3 
33,3 
64,O 

- - ~  __ -__ 

- 
8 

Bttel 
wert 
L L ~  -- 

50,2 
51,l 
70,6 
49,7 
79,l 
48,8 
49,2 
31,7 
60,9 

- 
9 

Kolonne 11 gibt den relativen Fehler bezogen auf Kol. 2 (eingesetzt Dz). 
*) Man findet natiirlich nur die Hiilfte, namlich D,, die andere Halfte, das Lumi- 

sterin ist optisch und biologisch unwirksam. 

A. Windaus, A. Liittringhaus und G. Weidlich, A. 492, 226 (1932). 
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Vitamin D!-, D,- und D,-Losungen angefiihrt. Die erhaltenen Werte 
beziehen sich immer auf die in 5 em3 Reaktionslosung enthaltene 
Menge Vitamin D. Im Hinblick auf einen mijglichst kleinen prozen- 
tualen Fehler, sowie in bezug auf die Extinktionsmessung ist es 
daher am giinstigsten, wenn man die Bestimmungen im Konzen- 
trationsbereich zwischen 50 und 80 y Vitamin D pro 5 em3 Reaktions- 
losung ausf uhrt . 

Zum Vergleich mit Tab. 8 findet man in Tab. 9 Analysenresultate 
von Ergosterinbestrahlungsprodukten, welehe etwa folgende mittlere 
Zusammensetzung aufweisen: 50-70 % Vitamin Dz, 35-25 yo Lu- 
misterin, 10-15 yo Tachysterin und weniger als 1 yo Uberbestrah- 
lungsprodukte und Ergosterin. Zur Kontrolle wurden von allen 
Vitamin D-Losungen die biologisehen Bestimmungen im er- 
nahrungsphysiologischen Laboratorium der Dr. A. Wander A.G. aus- 
gefuhrt . 
- 
Rap. 

19*) 
19*) 
20*) 
20*) 

Nr . 
~ 
~ 

22 
23*) 
25 
25 
26 
26 - 

Tabelle 9. 

~ 

:HO 

67,O 
44,7 
59,7 
33,9 
48,5 
5 5 3  
80,8 
68,5 
59,7 
46,O 

~~ 
~~ 

'unden gamma Vit. 1 
~ 

'HO 2 

68,7 
48,4 
60,2 
33,s 
47,4 
52,s 
79,O 
67,O 
60,2 
46,5 

~ 
~ 

:HO : 

67,4 
41,l 
60,4 
31 ,0 
49,l 
61,6 
76,l 
70,3 
61,5 
44,7 

~~ 
~~ 

- 

~ 

'HO 4 
~ 

~ 

74,O 
47,l 
55,O 
33,3 
47,2 
50,5 
80,8 
72,5 
64,7 
45,O - 

' Mittel- 
: H O ~ ~  wert 

62,5 
41,6 
59,7 
32,3 
49,3 
53,9 
78,7 
64,s 
63,2 
44,6 - 

67,9 
44,6 
59,O 
32,9 
48,3 
54,8 
79,O 
68,6 
61,9 
45,4 

*) Olige Losungen mit 1000000 IED pro Gramm, direkt im 01 bestimmt. Die ub- 
rigen : alkoholische Losung in Benzol ubergefiihrt. 

Zusammenf assung. 
Ausgehend von den Farbringreaktionen von G. Woker und Nit- 

arbeitern wurde erkannt, dass es sich bei dieser Art von Reaktionen 
um Carbeniumsalzbildung handelt. Auf dieser Erkenntnis beruht die 
vorliegende Vitamin D-Bestimmungsmethode. Es konnte gezeigt 
werden, dass man die Sterine analog den einseitig positivierteri 
Athylenen von Wixinger als verschieden stark positivierte Systeme, 
je nach der Zahl der koordinativ ungeslittigten C-Atome auffassen 
kann. Die relativ geringe Farbstarke der Sterincarbeniumsalze wird 
durch Kondensation mit aromatischen Aldehyden um ein Vielfaches 
erhoht. J e  nach der Bahl und Art der positivierenden Auxochrome 
kann die Aldehydkomponente die verschiedensten optischen Effekte 
hervorbringen. Fur die Vitamin D-Bestimmung wurden auf Grund 
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der Eigenschaf ten der Carbenium-Kondensationsreaktionen funf 
verschieden stark positivierte Aldehyde ausgewiihlt. Die Extink- 
tionen der erhaltenen FBrbungen werden rnit dem Pdfrich’schen 
Stufenphotometer gemessen. 

Fraulein Prof. Dr. G. Woker danke ich fur die Hinweise betreffend ihrer Farbring- 
reaktionen. Das Studium der zahlreichen Reaktionen wurde sehr erleichtert durch den 
verwendeten Kleinspektrographen von Zeiss, fur dessen Benutzung ich der wanderst i f -  
tung meinen besten Dank ausspreche. 

Die Ausfiihrung der Vitamin D-Bestimmung. 
R e a g e n t i e n  u n d  A p p a r a t e  : 

Benzol  : Man kocht dieses 2 Stunden mit wasserfreiem Aluminiumchlorid technisch 
am Ruckflusskuhler lj. Nach dem Abdestillieren, Waschen mit Wasser und Trocknen 
mit Natriumsulfat wird rektifiziert. Das so gereinigte Benzol zeigt mit den funf Aldehyden 
keine Blindfarbungen. 

Eisessig : Der kaufliche Eisessig wird durch Ausfrieren vom Wasser befreit 2).  

Aldehyde:  von diesen stellt man sich 0,l-proz. Losungen in Benzol her; vom 
Cuminaldehyd eine 0,lB-proz. Losung. Das Furfurol muss auf jeden Fall vorher destilliert 
werden. Der 4-Oxy-1-naphtaldehyd wird nach der Herstellung z, aus Benzol umkry- 
stallisiert. Alle Aldehydlosungen, mit Ausnahme der Furfurollosung sind mindestens 
8 Tage bei tiefer Temperatur haltbar. Alte Aldehydlosungen geben abgesehen von grau- 
farbigen Blindwerten in Eisessig schwer losliche Kondensationsprodukte, die beim Photo- 
metrieren nicht erfasst werden. 

Perchlorsaure-Reagens:  Man setzt zu einer Mischunp von 2 ems Essigsaure- 
anhydrid und 2,5 em3 Eisessig langsam unter Schutteln 0,5 om3 70-proz. Perchlorsiiure 
(Kahlbaum). Die schwach gelbliche Losung erwarmt man unter Ausschluss von Feuchtig- 
keit eine halbe Stunde im Olbad von 95-100O. Das Reagens ist braun gefarbt und raucht 
anfangs an der Luft. Man fullt es noch warm in eine kleine Pipettenflasche. Das verjungte 
Ende des Pipettenrohres ist so bemessen, dass 2 Tropfen des Reagens ca. 39 mg wiegen. 
Zur Ausfuhrung der Reaktion werden 2 Tropfen verwendet. Es ist gut verschlossen min- 
destens 8 Tage haltbar. 

M a l e i n s a u r e - a n h y d r i d :  Dieses wird vor der Verwendung mit gleichen Teilen 
Phosphorpentoxyd 3, im Apparat Fig. 8, S. 300, destilliert. 

Mikrovakuum-destillationsapparatur (Fig. 8) : Der von C. Narburg4)  
beschriebene Sublimationsapparat wurde etwas modifiziert, so dass er auch zur Destilla- 
tion verwendet werden kann. Fur die Destillation der Aldehyde verwendet man das 
Kolbchen a rnit der Vorlage c;  fur feste Substanzen das Kolbchen b. Zur Destillation 
der Aldehyde beschickt man das Kolbchen a mit reinem Quarzsand und trankt diesen 
rnit 0,5-1 om3 der zu destillierenden Flussigkeit. Man destilliert im Vakuum (12 mm Hg) 
und bei Wasserbadtemperatur. Notigenfalls taucht man das Vorlagekolbchen in kaltes 
Wasser. 

Reagensgl i iser  : Fur eine Konzentrationsbestimmung werden entsprechend den 
5 Aldehyden 5 Glaser 16/160 mm Gross, verwendet. Reagensglaser mit eher langerem Hals 
sind vorzuziehen. 

l) E. Clar, Aromatische Kohlenwasserstoffe, Verl. S p r i n g  e r 1941, S. 88. 
2, Vanino, Handbuch d. prap. Chemie, Bd. 11. 
3, A‘. A. Milas  und R. Heggie ,  Ind. Eng. Chem. Anal. 13, 227 (1941). 
4, C. M .  Narburg ,  Am. SOC. 60, 509 (1938). 
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Q u a r z k u v e t t e :  ca. 6 7  cm3 Inhalt, Bestrahlungsflache von ca. 10 om2. Duroh 
einen Schliff lllsst sich die Kuvette mit einem Vakuumhahn verbinden. Sie dient zum 
spezifischen Nachweis der Provitamine durch Bestrahlung und Nachweis des gebildeten 
Vitamins D. 

CHO j. 

~ Filter+. . . 

c 

Fig. 8. 

q 2 j 3 1 4  5 
~ _ _ . _ _ _ ~  ~~ 

S 57 I S 57 1 S 55 i S 55 S 66 

Mikro-Vakuum-Destillationsapparatur. 

S t u f e n p h o t o m e t e r  von Puljrieh: Die fur die Bestimmung zu verwendenden 
Spektralfilter sind in Tab. 10 zusammengestellt. Zum Photometrieren verwendet man 
Kiivetten mit 1 cm Schichtdickc. 

Tabelle 10. 

D e r  q u a l i t a t i v e  Nachweis  d e r  P r o v i t a m i n e  u n d  V i t a m i n e  D. 
Alle vier Provitamine (Ergosterin, 7-Dehydro-cholesterin, Lumisterin,, und Lumi- 

sterin,), sowie deren Ester zeigen die gleichen Farbreaktionen. Fur den Nachweis verwendet 
man die Aldehyde CHO 1, CHO 2 und CHO 5. Uber die auftretende Farbe siehe Tab. 2. 
Die Ausfiihrung ist die gleiche wie bei der quantitativen D-Bestimmung. Es lassen sich 
noch 0,l mg Provitamine neben 10 mg Cholesterin nachweisen. Die Spezifitat und Emp- 
findlichkeit kann man bedeutend erhohen, wenn man die Sterinlosungen in einer flachen 
Quarzkiivette 10-15 Minuten im Vakuum der Restrahlung einer Hanauer Quarzlampe 
aussetzt. Nach der Bestrahlung erhalt man bei Anwesenheit von 10-20 Provitamin 
pro em3 Reaktionslosung die charakteristischen Fiirbungen fur die Vitamine D. Liegen 
noch schwachere Provitamin-Sterinmischungen vor, so adsorbiert man aus benzolischer 
Losung an Aluminiumoxyd 111. Die obersten Saulenbezirke enthalten das Provitamin 
in der 4-6-fachen Anreicherung. 
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Als Iden t i t a t s r eak t ion  auf alle Vitamine D (frei oder verestert) eignen sich 
die Farbreaktionen mit CHO 1, CHO 2 und CHO 5. Zur sichereren Identifizierung stellt 
man die Lage der Absorptionsbanden in einem kleinen Handspektroskop fest (Tab. 7). 
Bei Anwesenheit von 100 y Vitamin D, in 5 cm3 Reaktionslosung erhalt man neben der 
1000-fachen Menge 81  oder Sterine vom Typus I die charakteristischen D-Reaktionen. 
Linol-Linolensauregemische (Vitamin I?) storen in der 100-fachen Konzentration noch 
nicht. Uber die Ausfiihrung der Reaktion sei auf die quantitative Bestimmung verwiesen. 

Die quan t i t a t ive  Bestimmung der  Vitamine D. 

Alle D-Vitamine oder deren Ester geben die gleichen Reaktionen und zeigen die 
gleichen Intensitaten fiir ein und denselben Aldehyd. Zur Vitamin D-Bestimmung in 
Bestrahlungsprodukten des Ergosterins bzw. des 7-Dehydro-cholesterins verfahrt man 
folgendermassen: Das bestrahlte Ergosterin wird zur Abscheidung der Hauptmenge des 
unveranderten Ergosterins in Alkohol gelost und nach Abkiihlung auf 00 vom auskrystalli- 
sierten Ergosterin abgesaugt. Von der alkoholischen Vitamin D-Losung entnimmt man 
eine Menge, welche 0 , 2 4 , 3  g Trockensubstanz entspricht, dampft sie zur Trockne ein 
und evakuiert hernach 2 Stunden im Exsikkator. Den genau gewogenen Trockenriick- 
stand lost man mit Benzol auf das Volumen von 20 cm3. 2 em3 dieser Losung versetzt 
man mit 0,1-0,15 cm3 Essigsaure-anhydrid, spiilt mit 5 em3 Benzol nach und halt das 
Gemisch eine halbe Stunde bei 75O. Das acetylierte Bestrahlungsprodukt wird zur Inak- 
tivierung des eventuell vorhandenen Tachysterins mit 10-15 mg frisch destilliertem 
Maleinsaure-anhydrid und 5 em3 Benzol versetzt und 20-30 Minuten auf 75O erwarmt. 
Es ist daruf zu achten, dass die Losung nicht eindunstet, allenfalls erganzt man mit 
Benzol auf das urspriingliche Volumen. Nach der Adduktbildung kiihlt man ab und f a t  
mit Benzol auf 20 cm3 auf. Die so erhaltene Vitamin D-Losung ist meist noch zu stark, 
man verdiinnt deshalb auf das 10-fache mit Benzol. Von der zuletzt erhaltenen Verdiin- 
nung, welche a/2 y bestrahltes Ergosterin pro om3 enthiilt, ermittelt man in einer Vor- 
bestimmung den ungefahren Vitamin D-Gehalt: 1 cm3 der Losung, 1 cm3 CHO 5 und 
1,5 cm3 Benzol erhitzt man zum Kochen, fiigt 2 Tropfen Perchlorsaure-Reagens zu, kocht 
noch ca. 1 Minute und lasst bei Zimmertemperatur erkalten; danach versetzt man die 
triibe griine Losung mit 1,5 om3 Eisessig und misst die Extinktion bei 1 cm Schicht- 
dicke gegen eine rnit Wasser gefiillte Kiivette rnit Filter S 66. Aus der Tabelle 11 be- 
rechnet man den Vitamin D-Gehalt. Fur die Hauptbestimmung wahlt man dann die- 
jenige Menge der letzten benzolischen Verdiinnung, welche 50-80 y Vitamin D enthalt, 
setzt 1 cm3 CHO 1 zu und erganzt rnit Benzol auf 3,5 cm3. Man erhitzt zum Kochen, setzt 
2 Tropfen Perchlorsaure-Reagens zu, kocht maximal 1 Minute und lasst hochstens 10 
Minuten bis zum Erkalten stehen. Danach erganzt man mit 1,5 em3 Eisessig auf 5 em3 
Volumen und photometriert. Fiir die anderen 4 Aldehyde gilt das Gleiche. Die jeweils 
zii verwendenden Spektralfilter sind in Tab. 10 angefiihrt. Aus den abgelesenen Extink- 
tionswerten berechnet man nach Fig. 4 oder Tab. 3 1 die Vitamin D-Werte. 

Tabelle 11. 
Formeln zur Berechnung der Vit. D-Gehalte aus den abgelesenen Extinktionswerten. 

= 62,1 k +  2,5 
= 106,5 k +  2,75 
= 113,4 k+  2,5 
= 69,3 k- 1,3 
= 150,O k+10 
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B e s t i m m u n g  d e s  Tachys ter ins .  
Dieses wird erhalten aus der Differenz der Werte: Bestimmung ohne Maleinsiiure- 

anhydrid-Behandlung minus Bestimmung mit Maleinsaure-anhydrid-Behandlung. 

B e s t i m m u n g  d e r  V i t a m i n e  D i n  61. 
Liegen Vitamin D-Konzentrate vor, welche mindestens 500000 IED/cm3 = 12,5 mg 

Vitamin D, enthalten, so kann man das Vitamin D direkt ohne vorherige Verseifung be- 
stimmen. Hiefiir ist es aber notwendig, den Blindwert des Oles zu ermitteln. Bei niedri- 
geren Vitamin D-Konzentrationen wird nach den Vorschriften des Schweiz. Lebens- 
mittelbuches verseift und das Vitamin D im Unverseifbaren in der angegebenen Weise 
ermittelt. 

Wissenschaf tliche Porschungsab teilung 
der Dr. A .  Wander A.G. Bern, und haboratorium fur 
physikalisch-chemische Biologie der Universit5t Bern. 

43. Uber die Reduktion von Diphenyl-tetraketon 
und von Benzoyl-formoin 

(Synthesen in der 1,4-Diphenyl-butan-Reihe 1111)) 
von Paul Ruggli t, Hans Dahn und Peter Fries. 

(21. I. 46.) 

Wiihrend die Reduktion von vic. Diketonen2) und vie. Tri- 
ketonen3) bereits ausfiihrlich bembeitet worden ist, fehlen noch 
entsprechende Untersuchungen uber die Reduktion von vie. Tetra- 
ketonen. Um festzustellen, an welcher Ketongruppe die Reaktion 
einsetzt, unternahmen wir Reduktionsversuche mit dem einfachsten 
Tetrsketon der aromatischen Reihe, dem Diphenyl-tetraketon4) (I), 
dessen mogliche Reduktionsprodukte uns auch in anderem Zu- 
sammenhang interessierten. 

Das Tetraketon (I) lasst sich aus dem ausfuhrlich untersuchten und einfach zu- 
giinglichen Benzoyl-formoinb) (11) durch Oxydation mit Salpeterskure leicht darstellen. 
Wir verwendeten zu den weiteren Versuchen das dabei entstehende Tetraketon-Mono- 
hydrat. 

Bei Einwirkung von Wasserstoff in Gegenwart von Platin als 
Katalysator wird das Tetraketon-Hydrat leicht zum Benzoyl- 
formoin (11) reduziert. Dass die Reduktion an einer der mittleren 

1) 11. Mitt. P. Ruggli, P. ZeZZer, Helv. 28, 741 (1945). 
2) Reduktion von Benzil: J. A. Pearl, W. M .  Dehn, Am. SOC. 60, 57 (1938). 
3) Hydrierung von Diphenyl-triketon: L. A. Bigelow, H .  G. Rule, W.  A. P. Black, 

4) P. W. Abenius, H .  G. Soderbaum, B. 24, 3034 (1891). Vgl. A. H .  Blatt, W .  L. 

6 )  P. W .  Abenius, H .  G. Soderbaum, loc. cit. 

SOC. 1935, 83. 

Hawkins, Am. SOC. 58, 1894 (1936). 




