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137. Die getrennte Bestimmung der Tocopherole 
von M. Kofler. 

(10 .  V. 47.) 

Aus pflanzlichen Oelen sind 3 Bubstanzen mit Vitamin E- 
Wirksamkeit isoliert worden, die als M-, p- uncl y-Tocopherol bezeich- 
net werden und die als R'Zeth;vlderivate des ,,TocoIs" 

C'H, 

(CH,) >-('H -(('H2)?-CH-C'HJ 
I 
"H,$ 

I 
C'H 

aufgefasst werden konnen. Zm a-Tocopherol liegt das 5,7, %Trimethyl- 
tocol, im p-Tocopherol das 5,8-Dimethyl-tocol und im y-Tocopherol 
das 7,8-Dimethyl-tocol 1-01'. 5,7-Dimethyl-tocol ist in der Natur noch 
nicht aufgefunden, jedoch synthetisch hergestellt worden. Es besitzt 
eine biologische Aktivitat, die ungefahr derjenigen von a-Tocopherol 
gleichkommen solll). Kiirzlich ist von ainerikanischen Autoren2) aus 
Sojaol eine als &Tocopherol bezeichnete Verbindung isoliert worden, 
in welcher u-ahrscheinlich 8-Monomethyl-tocol vorliegt. Angaben 
iiber die biologische Wirksamkeit dieser Verbindung sind nicht he- 
kannt ; das synthetische 8-Monoinethyl-tocol, clas moglicherweise ein 
Raumisomeres der aus Sojaiil isolierten Verbindung ist, so11 hiologisch 
inaktiv sein3). 

Da p- und insbesondere y-Tocopherol eine bedeutend kleinere 
biologische Wirksamkeit aufweisen als cr-Tocopherol, ist eine getrennte 
Restimmung der Tocopherole eru-unscht. Uber diese Moglichkeit sol1 
im folgenden vorwiegend berichtet werden. 

Chroma t o g r a 11 h i  R c h e T r e n n u n g d (1 r T o c o p h e r o 1 e. 
Die getrennte Bestimrnung der Tocopherole wurde erleichtert, 

wenn es gelange, die Verbindungen chromatographisch zu trennen. 
Wir haben dies ~ersucht  unter Verwendung von Aluminiumoxyd als 
Adsorbens und sind zu folgendem Ergebnis gelangt : Die Haftfestig- 
keit steigt in der Reihenfolge a-Tocopherol, 5, 7-Dimeth)T1-tocol, ,8-, 
y - ,  &Tocopherol. Diese Reihenfolge ist auch theoretisch ZU erm-arten. 
denn die Adsorptionsaffinitat geht in erster Link 1-011 der 6-Oxy- 

l) Jucob. A . ,  Steiger, M., T o d d ,  A.  R., nnd Tl'ork, T .  S., Soc. 1939, 542. 
2)  Stern, ,W. H., Robeson, C'h. U.. Il'eislPr, L. und Ruxtw,  J .  G..  110th Meeting An. 

3 )  Jncob. A..  Suthclifle, F .  K .  und Todd, A.  R.. Soc. 1940, 327. 
SOC. Sept. 1946, 8. 36B. 
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gruppe aus. Benachbarte CH,-Gruppen durften diese Affinitat BUS 

hterischen Grunden herabsetzen. Folglich muss die Adsorptionsaffini- 
tat bei cr-Tocopherol (t5,7,X-Trimethyl-tocol) am geringsten und bei 
.j, i-Dimethyl-tocol nur wenig grosser sein, wie es das Experiment 
zeigt. Die Affinitat muss grosser sein bei 8- resp. y-Tocopherol (5,8- 
resp. 7,8-Dirnethyl-tocol), wo nur 1 Methylgruppe unrriittelbar be- 
nachbart zur Oxygruppe ist, und zwar ddrfte der die Adsorption 
hernmende Einfluss bei p-Tocopherol grosser sein, weiE die beiden 
Nethylgruppen auf versehiedenen Seiten der Oxygruppe liegen. Die 
geringste Herabsetzung der Adsorptionsaffinitiit muss schliesslich 
h-Tocopherol (8-blethj-1-tocol) zeigen, alles in Ubereinstimmung mit 
clem Experiment. 

Die Unterschiede in den adsorptionsaffinitBteii reichen gerade 
V US, um das schwach adsorbierbare cr-Tocopherol von den1 am stiirk- 
btru adsorbierbaren y - ,  resp. 8-Tocopherol quantitativ zu trennen. 
ITon diesem Trennverfahren mechen wir Gebrauch bei der Bestim- 
rnung von cr-Tocopherol in Gegenwart von y -  und &Tocopherol, denn 
ohne Trennung liesse es sich nur als Differenx bestimmen, da keine 
Reaktion bekannt ist, die fiir cr-Tocopherol positiv, fiir die iibrigen 
Tocopherole aber negatiir ausfallt. 

Kei tier ehromatographischen Trennung mussten wir uns eines 
Osyds bedienen, das wir mit Zinn(I1)-chlorid x-orbehandelt hatten, 
rin Verfa,hren, das andere Autorenl) bei Floridin angewendet haben. 
Ohnr dirse Torbehandlung konnte nur cr-Tocopherol vom Oxyd ver- 
lustlos abgeliist werden. Die Verluste stiegen in der Reiktenfolge stei- 
gender Aiisorptionsaffinitat und erreichten beim y-Tocopherol gegen 
80 91,. Offenbar handelt es sich urn eine Autoxydation des adsorbierten 
Tocophrrols. 

0 x y d i in ti t ria c h e 3% e t h o den. 

Rei diexen 31 ethoden werden die Tocopherole durcln ein Oxyda- 
tionsmittrl in p-Chinone iibergefiihrt. 

Ru\/'\\ c--c,,H,, R H resp. CH, 
R o,/ \ 

OH CH, 

Geniessen wird direkt oder indirekt der Verbrauch an Oxydations- 
mittel. Ohne vorangehende Trennungen sind diese YIetlioden natur- 
gemass sehr unspezifisch. 

Glavind. J . ,  K jolhede, K .  T. und Pmnge, I., Kem. Maanedsbl. nord. Handelsbl. 
kem. Ind. 23, 43 (1942), referirrt ('. 1942, 11, 555. 
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Hei der am meisten verwendeten Methode nach Emmerie und 
EngeP)  dient FeC1, als Oxydationsmittel, die gebildeten Eisen(I1)- 
Ionen werden an a, a’-Dipyridyl gebunden und der gebildete Komplex 
kolorimetrisch bestimmt. Bei der von uns gewiihlten Ausfuhrung der 
Tocopherolbestimmung mit FeCI,-Dipyridyl in alkoholischer Losung 
ergaben sich fur die einzelnen Tocole deutliche Unterschiede in der 
Reaktionsgeschwindigkeit, wie ~ L I S  Figur 1 hervorgeht. Oxydiert 
wurden 0,2.5 x lop6 Jlole (das sind ca. 0,1 mg Tocol). Wahrend a- 
und ,&Tocopherol sowie =i,7-Dimethyl-tocol in 2 Xinuten praktisch 
iTollstandig osydiert sind und dabei eine Extinktion von 1,31 crreichen, 

Extinktion 
I 

Fig. 1. 
Zeitlicher Ablauf der Eisen( I IT)-chlorid-a, a’-Dipyridyl-Reaktion. 

reagieren y -  und &Tocopherol vie1 langsamer, urn schliesslich nach 
20 Minuten eine Extinktion zu erreichen, die wesentlieh hoher ist als 
1,34. Auf die Tatsache, dass &Tocopherol bei der Eisen( 111)-chlorid- 
Dipyridyl-Reaktion ein von den anderen Tocopherolen abweichendes 
Verhalten zeigt, haben schon andere Rutoren hingewiesen2). Eine 
hohere Extinktion niusste sich ergeben, wenn Eisen( 11)-Ionen durch 
Oxydation des als Losungsmittel rerwendeten Alkohols gebildet, 
1%-urden. Um die Frage zu priifen, ob dieser Prozess durch 6-Toco- 
- ~ _ _ _  

l )  Emmerie, A. und ETzgel, Ch., H. 57, 1351 (1938). 
2, Stern, M .  H., Robrson, Ch. D., Weisler, L. und Baxtrr, J .  G., 110th Meeting hn. 

Soc. Sept. 1946, S. 36 B. 
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pherol katalysiert wird, haben wir die Reaktion in einer Mischung von 
Wasser-Aceton durchgefuhrt, wo eine Reduktion der Eisen(II1)- 
Ionen durch das Losungsmittel kaum moglich ist. Tatsachlich ergab 
sich nun fdr a- und &Tocopherol derselbe Wert der End-Extinktion, 
dabei rcagiert auch hier a-Tocopherol sehr vie1 rascher als S-Toco- 
pherol; die hohere Extinktion in L41kohol riihrt, also von einer durch 
&Tocopherol katalysierten Oxydation des Losungsmittels her. 

Wenn man annimmt, dass der Kattilysator Tocopherol durch 
ein reversibles EFin- und Herpendeln zwischen reduzierter und oxy- 
dierter Stufe wirkt, dann folgt, dass die primar, reversibel erreichte 
oxydierte Stufe nicht mit Tocopheryl-chinon identisch sein kann, 
denn Tocopheryl-chinon wirkt nicht katalytisch, sonst wurde kein 
Endwert der Ex  tinktion erreicht. 

Fuhrt man die Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion mit einer 
Ylischung der Tocopherole aus, so lasst sich aus der gemessenen Ex-  
tinktion nur eine ungefahre Abschatzung des Gesamt-Tocopherol- 
gehaltes machen. I n  Abwesenheit von p-Tocopherol trennt man 
a-Tocopherol chromatographisch von 7- und &Tocopherol ab und 
kann dann ersteres mit Hilfe der Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reak- 
tioii bestimmen. Einen anderen Weg beschreiten E. L. Hove unci 
2. Hocel) : Auf Grund der verschiedenen Oxydationsgeschwrindigkeit 
hei der Eisen(lI1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion wird a-Tocopherol ge- 
tsennt neben ,B- und y-Tocopherol bestimmt. 

Zur Restimmung des Tocopherols im Blutplasma haben wir uns 
iieben der fluorometrischen Methode (s. w-. u.) auch der Eisen(II1)- 
chlorid-Dipyridyl-Methode bedient. Fluorometrisch konnten wir 
zeigen, dass im menschlichen Blutplasma nur a-Tocopherol in mess- 
barer Nenge vorkommt. Die Ubereinstimmung zwischen den fluoro- 
nietrisch untl oxydimetrisch erhaltenen Werten ist befriedigend, be- 
sonders wenn der Plasmaextrakt chromatographisch gereinigt wirti. 
Die Spezifitiit cier Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Methode ist also in 
tliesem Falle ausreichend, so dass sich die LNethode fur Serien-Bestim- 
mungen gut eignet. 

Neben der Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion bedienen wir 
uns, wenn es sich um die Bestimmung relativ grosser Tocopherol- 
Mengen handelt, auch der C'er(IV)-sulfat - M e t h ~ d e ~ ) ~ ) .  Unterschiede 
in der Reaktionsgeschwindigkeit sind nicht nachzuweisen, da die 
Oxydation aller Tocopherole praktisch momentanverlauft. DieMethode 
eignet sich daher zur volumetrischen Bestimmung. 

I )  Hove, E. L. und Hove, Z., J .  Biol. Chem. 156, 601 (1944). 
2 ,  Kojler, M., Verh. Schweiz. Naturf. Ges. 1941, 239. 
") Schulrk, E.  und Rdrsa. P., Z. anal. Ch. 126, 233 (3943). 
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Die  Purter-Meyer-Reaktio n. 
Purter und Meyerl) haben gezeigt, dass r-Tocopherol unter der 

Wirkung von konz. Salpetersiiure in heissern Alkohol  in ein rot- 
gefarbtes Derivat ubergefuhrt wird und dass diese Reaktion zur 
quantitativen kolorimetrischen Bestimmung von 1-Tocopherol ver- 
wendet werden kann. Auch andere 6-Oxycchromane geben diese 
Reaktion2), so insbesondere die 3 isomereit Dimethyl-tocole und 
&Tocopherol. Allerdings ist die optimale Einwirkungsdauer der Sal- 
petersaure von Fall zu Fall verschieden. Daniit der rotbraune Stoff, 
tlas ,,Tocopherolrot" entsteht, muss die Realition nach Smith, Irwin 
und Ungnade2) in Alkohol durchgefuhrt wertlen, eine Heschrankung, 
die nach Pisher3) fur ,I!?- und y-Tocopherol nicht gilt. Dieser Autor 
oxydiert in einer Mischung von Chloroform iind Eisessig; dabei ent- 
steht bei y-Tocopherol eine vie1 intensivere Farbe als bei /I-Tocopherol. 

Wir haben a-, ,I!?-, y-  und &Tocopherol wiihrend einigen Ninuten 
in verschiedenen Losungsmitteln der Wirkung konz. Balpetersaure in 
der Kalte ausgesetzt. In  Methanol und Athariol eiitstehen keine Fiir- 
bungen. Dagegen reagieren p- und y-Tocopherol unter Entstehung 
rotvioletter bis gelber Losungen in Butanol. Benzylalkohol, Benzol, 
Ather, Petrolather, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Eisessig, Essig- 
ester, Aceton. Eine besonders intensive rotviolette Farbe tritt mit 
,$-Tocopherol in Chloroform auf; bei y -  und &Tocopherol ist die 
Farbe in diesem Losungsmittel mehr nach Orange verschoben. Bei 
dieser Farbreaktion handelt es sich um Halochromie, denn schuttelt 
man die rote Chloroformlosung mit Wasser, so geht die Farbe stark 
zuruck, um beim Schutteln mit konz. Salpetersiiure oder 85-proz. 
Schwefelsaure wieder zu erscheinen. Die Vemiutung, dass die Ralo- 
chromie durch Tocopherolrot bewirkt werde, erwieti sich alr unzutref - 
fend, denn fuhrt man das in Alkohol  hergtistellte Tocopherolrot in 
Chloroform uber, so zeigt es ebensowenig Halocliromie wie Tocopherol. 

Enthalt eine Mischung neben a-Tocopherol nocli eines der 3 
anderen Tocopherole, so kann letzteres durch die Salpetersaure- 
Reaktion in Chloroform und hierauf a-Toeopherol nach einer Sal- 
petersaure-Oxydation in Alkohol 'bestimmt wertlen, m-obei von der 
Extinktion der Betrag abzuziehen ist, welchcr den1 ,8-( y -  otlcr S-Toco- 
pherol entsprieht (vgl. Beispiel im experimml ellen Teil). 

F l u  orome t r i s  c h e Met  11 o d e. 
Nach rSmith, Irwin und Ungnade2) liege11 in den IJei der Salpeter- 

saure-Oxydation aus den Tocopherolen er*h:iltenen rotcn T-erbin- 
dungen Orthoehinone vor. Bum Beweis wjrd unter andervm ange- 

l) Furter, M .  und Meyer, R.  E., Helv. 22, 240 (1939). 
2,  Smith, L. I . ,  Irwin, W .  R. und Ungnade, H. E.. h i .  Soc. 6 I, 2424 (1 939). 
3, Fisher, C .  S., Ind. Eng. Chem. Anal. 17, 224 (1945). 

67 
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fiihrt, dass sich diese Verbindungen mit o-Phenylendiamin zu Phena- 
zinderivaten kondenxieren lassen : 

,~' i 
0 ( ,'- -x 
' I  CHZ \l~--'7 CH, 

"=[\,/ \CH, 
I 

o--/\,' \CH, -+ 
R\\ I )\, ~' ,.CI'--C,,H,, R'\/\ ~1 ,~--C,& 

It SH3 AH3 
R = H resp. CH, 

Wir haben auf Grund dieser Reakt,ion eine fluorometrische Be- 
stimmungsmethode fur a-Tocopherol ausgearbeitetl-3). Die 2 isomeren 
Dimethyl-tocole sowie &Tocopherol haben wir nun in gleieher Weise 
auf deren Phenazinderivate verarbeitet. Dementsprechend wurden 
die Tocole in siedendem A1 k o h o 1 mit Salpetersaure oxydiert, in 
Eisessig kondensiert und die Phenazinderivate chromatographisch an 
Aluminiumoxyd gereinigt. Dabei stiessen wir auf sehr komplizierte 
Verhaltnisse. Wahrend a-Tocopherol ein einheitliches Phenazinderivat 
liefert, ist das bei den ubrigen Tocopherolen nicht der Fall. 

Vergleichen wir zunachst das Paar a -Tocophero l  - y-Toco-  
p h e r  o 1. Die beiden Tocopherole sollten gemass obiger Formel das 
gleiche Phenazinderivat liefern. Tatsachlich resultieren aber bei y- 
Tocopherol mindestens zwei verschiedene Phenazinderivate, von 
denen das am leichtesten eluierbare auf Grund des chromatographi- 
schen Verhaltens und der Fluoreszenzfarbe mit dem aus a-Tocopherol 
hergestellten Derivat identisch sein diirfte, wie es die Formel verlangt. 
Daneben entsteht in viel geringerer Ausbeute ein etwas schwerer 
eluie,rbares und mehr grun fluoreszierendes Phenazinderivat, das sich 
v on dem leichter eluierbaren, gelbgrun fluoreszierenden Derivat an 
einer 20 em hohen Oxydsaule leicht abtrennen Iiisst. Moglicherweise 
erfolgt bei diesem Derivat die o-Chinonbildung resp. Phenazin- 
kondensation in 6,7-SteIlung. I m  Ultraviolettabsorptionsspektrum 
zeigen sich zwar auch bei diesem Derivat die typischen Banden wie 
sie das Phenazinderivat des a-Tocopherols aufweist (vgl. Figur 2), 
aber die langwellige Bande besitzt eine relativ zur kurzwelligen Bande 
viel kleinere Extinktion als dies beim Phenazinderivat des a-Tocopherols 
der Fall ist. 

Aueh fur das Paar b -Tocophero l  - 8-Tocophero l  ist ein 
identisches Phenszinderivat xu erwarten. Untei sucht man die Kon- 
densationsprodukte chromatographisch an schwsch aktiviertem Alu- 
miniumoxyd, so weisen beide eine gelbgrun fluoreszierende Zone a d ,  

l) Kofler, N . ,  Helv. 25, 1469 (1942). 
2, Kofler, M., Helv. 26, 2166 (1943). 
3, Kofler, M., Helv. 28, 26 (1945). 
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bei welcher es sich gemass der Raftfestigkeit. der Farbe tler Fluores- 
zenz und dem Ultraviolettabsorptionsspektrnnl uni eiii identisches 
Phenazinderivat handeln konnte. (Hinsicht1ic.h des chromatographi- 
sehen Verhaltens haben diese Phenazinderira te gross(’ Ahnlichkeit 
mit demjenigen der beiden aus y-Tocopherol hwgestelltm Phemzin- 
derivaten, das starker haftet. Dagegen weist ldzleres oin nierklich ver- 
schiedenes Absorptionsspektrum auf.) Dancben wirct aus p- resp. 
8-Tocopherol noch ein Phenazinderivat gelidtlet, tlas vie1 starker 

Fig. 2. 
Ultraviolett-Absorptions-Spektrc 11 \on: 

a-Tocopheryl-chinon ____ 
Phenazinderivat von a-Tocopherol - 

Losungsmittel : Petrolather 

haftet und welehes im Fslle von ,LI-Tocoplie.uol gelb, in1 Falle voii 
&Tocopherol p u n  fluoresziert. Auch diesc Dclrivate u-ejsen die ty- 
pischen Phenazinbandcii bei 265-270 und 3 i O  nip auf. The f h r -  
fiihrung von p- und &Tocopherol in deren I’1irn;azinderivate erfolgt 
in vie1 schlechterer Ausbeute, als das bei x- und y-Tocopherol tier 
Fall ist,  so dass die fluorometrische Method(. z iw Bestiiiiniimg dieser 
Tocopherole vie1 unempfindlicher wird. D:igegen koiinc~ri x -  und 
y-Tocopherol in Gegenwart dieser Tocophvrole fluoronietriscdh bc- 
stimnit werden, da letztere nur einen sehr Bleineri Beitrag zur Fluo- 
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reszenz liefern. Zudem haften die Phenazinderivate von p- und 6- 
Tocopherol wesentlich starker am Oxyd, so dass sie gegebenenfalls 
chromatographisch abgetrennt werden konnten. 

Eine Moglichkeit der fluorometrischen Bestimmung von y-Toco- 
pherol in Gegenwart von a-Tocopherol ergibt sich, wenn die Salpeter- 
saureoxydation in Chloroform durchgefuhrt wird, die ja nur bei 
y-Tocopherol rasch verliiuft. Tatsachlich xeigt eine anschliessende 
liondensation, dass man, ausgehend von gleichen Mengen a- und 
y-Tocopherol nur bei letzterem zu eineni intensiv fluoreszierenden 
Eluat gelangt. Wenn also eine Mischung 'von a- und y-Tocopherol 
nicht sehr vie1 a-Tocopherol neben wenig y-Tocopherol enthalt, darf 
man annehmen, dass die Fluoreszenz des Eluates praktiseh nur vom 
Phenaziiiderivat des y-Tocopherols herruhrt. 

Obschon auch p- und &Tocopherol in Chloroform durrh Salpeter- 
saure sofort angegriffen werden, gelangt man nach einer Kondensa- 
tion zu den Phenazinderivaten zu sehr schwaeh fluoreszierenden 
Eluaten, die sich nicht zur fluorometrischen Bestimmnng eignen. 
5,7-Dimethyl-tocol verhalt sich wie a-Tocopherol negativ, was nach 
dem negativen Ausfall der Salpetersaure-Reaktion in Chloroform zu 
erwarten war. 

V e r  s ch i  e d e n e k o 1 o r ime  t r i s c h e Met h o den. 
Wir haben fruherl) darauf hingewiesen, dass sich das Phenazin- 

deriTat des a-Tocopherols auch kolorimetrisch bestimmen lasst, ins- 
besondere in Schwefelsaure als Losungsmittel. Dies gelingt allerdings 
nur dann, wenn keine Begleitsubstanzen vorhanden sind, die durch 
Schwefelsiiure zu gefarbten Produkten zersetzt werden; diese Be- 
dingung durfte nur ausnahmsweise erfullt sein. 

Eine Rotfarbung der alkoholischen Losungen von @- und y-Toco- 
pherol beim Versetzen mit salpetriger SBure erwahnen Scudi und 
Buhs ". Dieselben Aut'oren haben auch die Vermutung ausgesproehen, 
dass j3- und y-Tocopherol, die ja in ortho-Stellung zum phenolischen 
Hydroxyl nicht beidseitig substituiert sind, xu einem Axofarbstoff 
gekuppelt werden konnten. &uaife3) hat darauf festgestellt, dass wohl 
y- ,  nicht aber ,&Tocopherol mit diazotiertem p-Nitranilin zu einem 
roten Farbstoff gekuppelt werden kann, der sich mit Petrola'ther aus- 
schiitteln lasst. Bei &Tocopherol erhielten wir weseiitlich intensiver 
gefarbte Losungen als beiVerwendung von y-Tocopherol. Die Reaktion 
erfolgt bei 8-Tocopherol etwas langsanier als bei y-Tocopherol. Eine 
Trennung der beiden Azofarbstoffe durch Chromatographie an Alumi- 
niumoxyd gelang uns nicht , dagegen lassen sich chromatographiseh 
f arbige Begleit sub st anzen abtrennen. 

I )  Kofler, X., Helv. 26, 2166 (1913). 
z, Scudi, J .  IT. und Buhs, R. P., J. Biol. ('hem. 146, 1 (1942). 
3, Qunife, H. L., Am. SOC. 66, 308 (1944). 
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Enthalt die zu analysierende Mischung neben c(- und p-Toco- 
pherol noch y-  oder  &Tocopherol, so lasseii pich die letzteren mit 
Hilfe der Diazoreaktion neben u- und ,&Tocopherol bestimmen, m-obei 
allerdings zu beriicksichtigen ist, dass die D iazoreaktion keine sehr 
spezifische Reaktion darstellt. Eine Moglichkcit, y -  und &Tocopherol 
nebeneinander zu bestimmen, erwahnen anierikaniache Aiitorenl) : 
gekuppelt wird mit diazotiertem o-Dianisidin und hierauf wird die 
Lichtahsorption bei 2 verschiedenen Alkalinitaten gemessen. 

S p e k t r o g r a p h i s c h e  Metlioden. 

Die Tocopherole besitzen im Ultraviolett eine Bhsorptionsbande, 
deren Maximum in Alkohol fur or-Tocopherol hci 292 mp, f i x  die an- 
deren Tocopherole etwas langwelliger, jedoch nicht uber 300 rnp liegt. 
Der molekulare Extinktionskoeffizient des Maxiniunis liegt zwischen 
3100 und 3800, a-Tocopherol absorbiert ;mi kiirzwelligsten und 
schwacheten, &Tocopherol am langwelligsle11 und starksten ; die 
Methylgruppen bewirken also eine Verfestigung. Die Unterschiede 
sind aber zu gering, als dam eine spektrographjsche Bestimmung der 
einzelnen Tocopherole einer Mischung ohne vorangehende Trennung 
in Frage kame. 

Wir haben versucht, Tocopherol spektrographisch ini mcnsch- 
lichen Blutplasma zu bestimmen. Fluoromctrisch konnten wir im 
Plasma nur a-Tocopherol in messbarer Menge nachweisen. Durch 
Verseifen und Chromatographieren sind wir zu Lijsungen gelangt, 
welche die Absorptionsbande des Tocopherols andeutungsmeise er- 
kennen liessen ; an eine quantitative Bestimmung war aber nicht xu 
denken. 

Wesentlich starker als Tocopherol absorhiert TocopherTl-chinon. 
Wir haben zunachst diese Verbindung durch Oxydation von Toco- 
pherol mit Cer(1V)-sulfat und nachfolgende chroniatogratphische Rei- 
nigung hergestellt und das Absorptionsspekt rum der rcinen Verbin- 
dung aufgenommen (Fig. 2). Tocopheryl-chinon weist cine Eande mit 
2 Maxima bei 260 resp. 269 m p  und einem niolekularen Extinktions- 
koeffizienten von 19 000 auf und daneben noch eine zweite Bande mit 
einem flachen Maximum in der Gegend von :330 mp und einem mole- 
kularen Extinktionskoeffizienten von 310. 1)iese beiden Banden- 
sgsteme sind hinsichtlich Lage und Hohe drr Iilxtinktion typisch fur 
die Parachinone2). Das kurzwelligere Maxiriium unseres Praparates 
entspricht einem Wert von Ei:,,l = 425, der ch-a  30';/0 hoher liegt 
als der von Emerson, Emerson und Evans3) augegebene IT&. 

I )  Weisler, L., Robeson, C .  D. und Baxfer, J .  G., 110th Meeting Am. Sor. Sept. 1946, 
s. 9L. 

A )  Braude, E .  A., SOC. 1945, 490. 
3, Emerson, 0. H., Emerson, G. A .  und Evans, H .  X., J .  Biol. Vheiii. 131,409 (1939). 
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Wir haben nun den Petrolatherextrakt aus dem Blutplasma nach 
einer Verseifung ebenfalls in alkoholischcr Losung mit Cer(1V)-sulfat 
oxydiert und gereinigt. Im  Spektrum liess sich zwar die Tocopheryl- 
chinon-Bande erkennen, jedoch zeigte der kurzwellige Ast nicht den 
erwarteten Abfall. Die Bande war besonders im Kurzwelligen durch 
Begleitstoffe noch wesentlich erhoht und gab daher zu hohe Werte 
fur den Tocopherolgehalt. 

Wir verzichteten auf eine weitere Reinigung und versuchten 
durch Aufnahme des U.V.-Absorptionsspektrums des Tocopherol- 
Phenazinderivates zum Ziele zu gelangen. Zu diesem Zwecke haben 
wir das Phenazinderivat rein hergestellt und sein Spektrum auf- 
genommen (Fig. 2) .  Die Verbindung weist eine Bande bei 270 mp 
rnit einem ausserordentlich hohen molekularen Extinktionskoeffi- 
zienten E von 90000 (John und Emtel) geben fur ein unreines Praparat 
den Wert 22100) und eine zweite Bande bei 367 m p  mit einem E 

von 12000 auf. Da es besonders schwer hiilt, die im Kurzwelligen 
absorbierenden Verbindungen xu eliminieren, ist auch diese letztere 
Bande, obschon niedriger, zur Konzentrationsbestimmung geeignet. 

Zur Bestimmung des Tocopherols im Blutplasma haben wir den 
Petrolatherextrakt, nach einer chromatographischen Reinigung in der 
ublichen Weise auf das PhenazindePivat verarbeitet und das Absorp- 
tionsspektrum aufgenommen. Die beiden Banden treten sehr deutlich 
hervor. Da die Uberfuhrung des Tocopherols in sein Phenazinderivat 
aber mit schlechter Ausbeute erfolgt, hat man sich einmalig Vergleichs- 
aufnahmen herzustellen, indem man v o ~ i  bestimmten Mengen Tocophe- 
rol ausgeht, dieses in das Phenazinderivat uberfuhrt und das Absorp- 
tionsspektrum aufnimmt. Die Bestimmung des Tocopherolgehaltes 
einer unbekannten Probe erfolgt dann durch Interpolation. Zur spek- 
trographischen Bestimmung genugen 5-10 em3 Plasma. Man erhalt 
Werte, die mit den nach den ubrigen Methoden bestimmten Werten 
gut ubereinstimmen. Fur Serienbestimmungen ist diese Methode zu 
kompliziert, sie kann aber gute Dienste leishen, wenn es sich um eine 
einmalige Kontrolle der Spezifitat einer Tocopherol-Bestimmungs- 
methode handelt oder wenn man bei der fluorometrischen Methode 
wegen Nebenfluoreszenzen auf Schwierigkeiten stosst. 

Die  Bes t , immung de r  E s t e r  des  Tocopherols .  

Nach den Aiigaben der Literatur sollen die Tocopherole, ins- 
besondere a-Tocopherol, in der Natur nicht in verestertem Zustand 
vorkommen. Dagegen sind synthetisch verschiedene Ester des Toco- 
pherols hergestellt worden. Wir hsben uns eingohender niit, dem Acetat 
und dem Phosphat des a-Tocopherols beschaftigt. Ersteres dient als 
Vitamin-E-Standardpraparat, letzteres wircl in Form wasserloslicher 

John, TI'. und Emtp, W., Z. physiol. Ch. 268, 85 (1941). 
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Alkalisalze zu Injektionszwecken verwendet. Die Hydrolps~ tles Ace- 
tates erfolgt am besten in alkoholischer, scli wclfelsaurer LOsung ; in 
allcalisehei Losung treten auch in inerter Gaiatmosphare kleine Ver- 
luste ein. Unsere Versuchc, den Phosphorsaiirr-ester' in saurer oder 
alkalischer-alkoholischer Losung xu spalten, 1)1 iebcn erfolglos. Trotz 
stundenlangem Kochen in alkoholischer Sehn c4elsaure liess sich kein 
Tocopherol nachweisen. Dagegen zerfallt der Ester schon in tler K d t e  
fast momentan in Gegenwart von Cer(IV)-siilf,it, eine Erwheinung, 
die wir schon bei drr Hydrolyse des Phosphorsaure-c.st~~r's von ?-Me- 
thyl-l,4-naphthohydrochinon beobachtet hat ten1). Vnter diesen Be- 
dingungen wird das freiwerdende Tocopherol hofort zu Tocopheryl- 
chinon oxydiert. Es ist aber zweifelhaft, ob tier Grund der leichten 
Spaltbarkcit in dieser Oxydation zu suchen ist, da Cer(lT7)-sulfut bei 
der Spaltung der Ace ta t e  von Tocopheroluncl ~-l\lcthyl-l,4-llaphtho- 
hydrochinon ohne wesentlichen Einfluss is1 . 1)ir Best imniung des 
Tocopheryl-chinons erfolgt dann entweder nac.h P w t w  ,I1 fyor als Toco- 
pherolrot oder fluorometrisch, als Phenazintlerivat. Tocopheryl- 
chinon wird bei der Salpetersaure-Reaktion niit gleiclier ,\usheute 
wie Tocopherol in Tocopherolrot ubergefuhri . 

E x p e r i m c n t e l l e r  T e i l .  
Jm folgenden werden zunachst die Methoden be\chriel.wn, die M 11' 7. erncnden, 

wenn niir eines der Tocopherole anwesend ist, was durch i'inen qualitatiren Versuch ent- 
schieden werden kann; s. w. u. 

Die  Cer ( I V )  - su l fa  t - T i t r a  t I on. 
Die als Eichsubstanzen verwendeten Tocole (a-Toeolrherol s!nth. . .KO(/IQ' '  

pherol synth. ,,Merck". Rahway ; naturliches y- und 0-locopherol der .,D 
Products", Rochester, X.Y. ; 5,7-Dimethyl-tocol synth. ,. Ro, he' ) xi erdcn ic folgt ccri- 
metrisch titriert: Ca. 10 mg werden in 10 emJ Alkohol gialost, init 2 Tropfen Diphenyl- 
amin-Indikatorlosung versetzt und mit einer 0,Ol-n. Cer( I V)-sulfatlosung blr zum Farb- 
umschlag nach Violett titriert. Bei schlechtem Farbums hlag lranri der Knclpunkt auch 
init Leukomitlachitgrun als ausserem (irreversiblem) Iiidi kal or hrstimint TI crden. 1 em 
0,01-n. Cer(1V)-sulfatlosiing entspricht 2,15 mg a-Toeolihciol b z ~ .  2.08 mg Dimethj 1- 
tocol bza . 2,Ol mg &Tocopherol. 

Die  E is  e n ( 1 1 I ) - c hlo r i d  - D i p  y r i d  y I - R P ak  t i o n. 
Die auf die Tocopherole zu untersuchende Extrakt ioiislosung w ird 1 om Losungs- 

mittel bcfreit und der Ruckstand in 15 cm3 Reagens a u f p  iiotnnicn. Dic. Exti:iktion m r d  
nach 10 Minuten ( M - ,  p-Tocopherol) bzw. nach 30 Minutcn (;)-, 0-l'ocupherol) nin t'ulfrich- 
Photometer gemessen mit Filter S 50 be1 einer Sehichtdicki. ron 5 cm. Alz Koinpen~ations- 
losung dicnt das Reagens. Dieses wird wie folgt bereitct Vor LrlbrauL h 1 erduiint man 
Pine Vorratslosung von 20 g FeCI,. 6H,O in 100 em3 LV<L r I .  1000 init Alkohol a h .  
und mischt diese Losung mit einer 0,OS-proz. Losung voi I a, a'- Dqnwd~vl in Alkohol im 
Verhaltnis 1:  1. Das Reagens farbt sich am Licht rot (Rc itiAtion dcs Eiscii(1 lI)-c~hlorids 
durch Alkohol), die Losungen wcrden daher bis zur Abl(.surig iin l)unl,cln aufhcwahrt. 
Die Berechnung geschieht nach einer Eichkurve (Fig. 3).  Zur 13c~it i inniui i~ I on ,'l-Toco- 
pherol kaiin die Kurve von a-Tocopherol verwendet m ei dcxti, n ohci ciitiprwhciid den1 
lrleinercn Molekulargew-icht 3 O / ,  d6s Gehaltcs abzuziehen - i i d  

l) Kofler, M., Helv. 28, 702 (1945). 
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Zur Bestimmung des Tocopherolgehaltes von Blutplasma mit der Eisen(II1)- 
chlorid-Dipyridyl-Reaktion werden 5- 10 om3 Plasma, wie friiher mitgeteiltl), rnit 
Petrollther ausgeschuttelt und der Petrolatherextrakt an schwach aktiviertem Aluminium- 
oxyd chromatographisch gereinigt2). wobei Tocopherol mit Benzol eluiert wird. Diese 

Extinktion 

t l  I I I I I I I I I 1  1 1  111 
0.02 0,04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 mg?ocopherol 

Fig. 3. 
Eisen( 111)-chlorid-a, or’-Dipyridyl-Reaktion. 

Reinigung ist bei Rinderplasma zur Entfernung der Carotinoide unbedingt notig. Beim 
Plasma von Mensch und Ratte waren die Unterschiede zwischen gereinigten und nicht 
gereinigten Proben nur von der Grossenordnung 5-20%. Das vom Losungsmittel be- 
freite Benzoleluat wird, wie oben angegeben, mit dem Rea.gens versetzt und die Konzentra- 
tion aus der Extinktionskurve fur  or-Tocopherol berechnet. 

D i e  F urter-Meyer- R e a k t ion.  

Alle 4 Tocopherole lassen sich durch Salpetersiiure in Alkohol  zu rotbraunen Ver- 
hindungen oxydieren. Die optimale Einwirkungsdauer ist bei den einzelnen Tocopherolen 
verschieden. Will man aber die Extinktionskurven auch zur Bestimmung von Mischungen 
der Tocopherole bestimmen, so empfiehlt sich eine einheitliche Reaktionszeit. Man 
versetzt 10 om3 der alkoholischen Losung mit 2 cm3 konz. Salpetersaure, erhitzt zum 
Yieden (Siedesteinchen), stellt das Kolbchen wahrend 5 Minuten auf das siedende Wasser- 
bad, kuhlt und erganzt mit Alkohol auf 20 em3. Die Extinktion wird am Pulfrich-Photo- 
meter gcmessen mit Filter S 50 bei einer Schichtdicke von 5 cm gegen Alkohol (Fig. 4). 

Zur Bestimmung von /3-, y-  oder &Tocopherol (auch in Gegenwart von a-Tocopherol) 
durch eino Oxydation in Chloroform gibt man 10 om3 der Chloroformlosung in einen 
25-cm3-Schiittelzylinder, versetzt mit 1 em3 konz. Salpetersiiure und schiittelt wahrend 
15 Sekunden. Nach einigen Sekunden laisst man die Chloroformphase in ein Reagensglas 

I) Koflei, H., Helv. 26, 2166 (1943). 
2, Kofler, M., Helv. 28, 26 (1045). 
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Exfinktion 

Fig. 4. 
Salpetersaure-Reaktion in dlkohol. 

ab (noch bevor NO,-Diimpfe entstehen) und filtriert in <.in dunnnandiges Reagensglas, 
halt dieses wenige Sekunden in warmes Wasser zur Vermeidung einer wahrcnd der Messung 
entstehenden Triibung und misst am Pulfrich-Photomvtcr niit Fi1tc.r P 50 bei einer 
Schichtdicke von 2 cm gegen Chloroform (Fig. 5) .  

Exfinktion 

Fig. 5. 
Palpetersaure-Reaktion in ChlorofoL~m. 
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D ie f 1 uor  ome t r is c h e Met  h o  de. 
Die der Kondensation zum Phenazinderivat vorangehende Oxydation mit Salpeter- 

waure muss bei a-Tocopherol in Alkohol durchgefuhrt werden; bei /3-, y- und. &Tocopherol 
ist sic sowohl in Alkohol als auch in Chloroform moglich. 

Zur Bestimmung nach ciner Oxydation in Alkohol  verfahrt man wie fruher an- 
gegebenl). Die Konzentrationsbestimmung erfolgt am besten mit Hilfe eines Fluoro- 
meters. In Ermangelung eines solchen sind Vergleichslosungen herzustellen. 

Fiihrt man gleiche Mengen von a- und y-Tocopherol in ihre Phenazinderivate iiber, 
so fluoreszieren die aus y-Tocopherol hergestellten Losungen etwa halb so stark als die aus 
x-Tocopherol gewonnenen Losungen ; zudem scheinen sie etwas grunlicher zu fluoreszieren, 
weil beim analytischen Verfahren eine Trennung der beiden aus y-Tocopherol gebildeten 
Pheuazinderivate unterbleibt. 

Die Methode ist fur p- und &Tocopherol sowie fur  5,7-Dimethyl-tocol viel unemp- 
findlicher als fur (L- und y-Tocopherol. Will man trotzdem vor ihr Gebrauch machen, so 
cnipfiehlt sich die Verwendung von nur schwach aktiviertem Aluminiumoxyd zur Rei- 
nigung der Phenazinderivate. 

y-Tocopherol liisst sich fluorometrisch in Gegenwart, von a-Tocopherol bestimmen, 
wenn die Oxydation in Chloroform durchgefuhrt wird. Dazu werden 10 em3 in einen 
graduierten Schuttelzylinder gegeben, mit 1 em3 konz. Salpetersaure versetzt und 2 Mi- 
riuten lang geschiittelt. Dann fugt man sofort ca. 20 em3 tiefsiedenden Petrolather und 
cn. 20cm3 Wasser hinzu, schuttelt, lasst die wasserige Phase ab, wascht mit Wasser, 
tlann mit konzentrierter Kochsalzlosung und vertreibt das Losungsmittel. Kondensiert 
wird wie iiblich. Auch diese Methode ist fur 8- und &Tocopherol viel unempfindlicher als 
fur y-Tocopherol und durfte sich als Bestimmungsverfahren fur diese Verbindungen nicht 
cignen. 

Der zur Kondensation verwendete Eisessig ist mit Y’ierkohle ZLI reinigen. Auch die 
beste kaufliche Qualitat enthalt einen lnhibitor, der die Kondensation des Tocopherolrots 
hemmt. Die mit gereinigtem Eisessig hergestellte Diaminlosung fiirbt sich an der Luft 
rasch braunrot, was nichts schadet. Ubrigens beobachtet man auch, dass die bei der 
Kondensation eintretende Dunkelfarbung um so intensiver wird, je mehr ‘Tocopherolrot 
kondensiert wird ; die Oxydation des o-Phenylendiamins wird also durch ‘Tocopherolrot 
lratalysiert. 

Die  D i a z o t i e r u n g  s m e t h o  d e. 
Zur Restimmung von y- bzw. &Tocopherol nach dieser Methode werden 15 em3 der 

dkoholischen Losung und gleichzeitig 15 cm3 Alkohol mit je 1 em3 Diazoniumsalzlosung 
versetzt. Man mkst die Extinktion nach 60 Minuten am Pulfrich-Photometer mit Filter 
S 53 bei einer Schichtdicke von 5 cm (Fig. 6); bis zur Messung werden die Losungen im 
Diinkeln aufbewahrt. Zur Herstellung der Diazoniumsalzlosung lost man 0,7 g p-Nitranilin 
in 20 em3 konz. Salzsaure plus 20 em3 Wasser, stellt diese Losung in den Eisschrank und 
inischt vor Gebranch 1 Teil dieser Losung mit 1 Teil einei. kalten I-proz. Eatriumnitrit- 
losung. Da es sich zeigte. class die Extinktion bei Verwendung von frisch bereitetem Reagens 
c.twas kleiner ist als bei Verwendung eines einige Stunden alten Reagens, stellen wir die 
I)iazoniumsalzlosung stets frisch her. 

Der Azofarbstoff kann niit Petrolather ausgeschiittelt werden, was insbesondere 
vrforderlich ist, wenn beim Versetzen der zu prufenden alkoholischen Losung mit dem 
wassrrigen Reageus eine Triibung entsteht. I n  diesem Falle setzt man der Farbstoffldsung 
nach Ablauf von 60 Minut,en 1 em3 Wasser zu und schiittelt mit ca. 15 em3 Petrolather 
(80- looo) aus, wascht diesen mit Wasser, filtriert in ein 20-cm3-Messkiilbchen und er- 
ganzt zur Marke. Man niisst am Puljrich-Photometer mit Filter S 53 gegen Petrolather 
hei einer Schichtdicke von 5 em (Fig. 6). 

Enthalt die Pctrolatherlosung farbige Begleitsubstanzen, so versucht man, sie 
chromatographisch abzutrennen. Dazu wird die Losung der Bzofarbstoffe in Petrolather 

l) Kofler, &I., Hclv. 26, 2166 (1043). 
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auf eine kleine Saule von schwach aktiviertem Aluminiumoxyd aufgetragen und mit einer 
Mischung Ton Petrolather-Benzol eluiert,. Die Zusammensetzung der Elutionsflussigkeit 
richtet sich nach der Aktivitat des verwendeten Oxyds. 

Exffnktion 
1 

Pig. 6. 
Diazoreaktion. 

Mischungen d e r  Tocopherole .  

Ob neben a-Tocopherol noch ein andcres Tocopherol vorhanden ist, entscheidet man 
am einfachsten mit der Salpetersaurereaktion in Chloroform, die mit /3-, y- und 8-Toco- 
pherol positiv ausfallen muss. Gleichzeitig orient'icrt die entstehcnde Farbe daruber, 
welchcs der 3 Tocopherole vorhanden ist : cine rotviolette Farbe deutet auf P-Tocopherol, 
eine rotorange- Farbc auf y -  oder &Tocopherol hin. 

y -  u n d  S-Tocophero l  lassen sich in Gegenwart yon cc- und ~-Tocoplierol niit dcr 
Diazoreaktion bestimmen. 

8-Tocophero l  lasst sich in Gegenwart von cc-Tocopherol mit der Salpet,ersaure- 
Reaktion in Chloroform bestimmen; ist noch y -  oder &Tocopherol vorhanden, so muss 
p-Tocopherol als Differcnz bestimmt werden, indem man y -  bxw. &Tocopherol mit der 
Diazoreaktion und hierauf 8- plus y- bzw. &Tocopherol mit der Salpetersaure-Realition 
in Chloroform bestimmt. 

a -Tocophero l  kann von y-  und &Tocopherol chromatographisch getrennt und 
hierauf einzeln ermittelt werden. In Gegenwart von 8-Tocopherol misst nian entweder 
fluoromctrisch, wobei praktisch nur cr-Tocopherol crfasst wird, oder man bcstimmt 
P-Tocopherol mit der Salpetcrsaure-Reaktion in Chloroform und hierauf a- plus P-Toco- 
pherol mit der Eisen(IIT)-chlorid-Dipyrid~l- oder der Salpeters~ure-Reaktioii in Alkohol. 
1st gleichzeitig noch y -  oder &Tocopherol anwesend, so trennt man diese chromatogra- 
phisch von a-Tocophcrol. Ini Benzoleluat findet sich dann z-Tocopherol neben einem Teil 
des 8-Tocopherols. Die Verhaltnisse sollen an 2 Beispielcn crlautert werden. 

Weizenkeimol. 5 g des Oles werden in einem 100-cm3-Rundko1bchen mit 25 cm3 
2-n. alkoholischer Kalilauge eine halbe Stunde irri Stickstoffstrorn am Riickfluss erhitzt. 
Man giesst durch den Kiihler 25 cma Wasser und lasst im Risbad erkalten. Die Verseifimgs- 
losung w i d  mit 75 ~ 1 1 1 3  Eiswasscr in eiricn Scheidetrichter ubergefuhrt und 2-ma1 rni t  je 
100 cnia kaltem Ather ausgeschiittelt. Der Ather u-ird mit 10 cm3 Wasser, verdiinnter 
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Salzsaure und wieder mit Wasser gewaschen. Vergleichende Versuche ergaben, dass 
Tocopherol aus den Verseifungslosungen von 81en besser mit &her statt mit Petroliitherl) 
extmhiert wird. Der Ather wird entweder auf ein bestimmtes Volumen eingeengt, 
oder, wenn chromatographiert werden soll, vollstandig vertrieben und der Ruckstand in 
Petrolather aufgenommen. Von einem so verseiften Weizenkeimol wurde die 1 g (21 ent- 
sprechende Menge der Salpetersaure-Reaktion in Chloroform unterworfen. Die gemessene 
Extinktion von 0,63 entspricht 1,14 mg ,&Tocopherol. Die Diazoreaktion, ebenfalls mit 
einer 1 g 01 entsprechenden Menge ausgefuhrt, war negativ, auch deutete die rotviolette 
Farbe bei der Salpetersaure-Reaktion in Chloroform auf /?-Tocopherol hin. Hierauf wurde 
eine 1 g 81 entsprechende Menge mit Hilfe der Salpetersaure-Reaktion in Alliohol unter- 
sucht; von der gemessenen Extinktion von 0,97 wurde die Extinktion 0,36 abgezogen, 
die sich ergeben wiirde, wenn 1,14 mg /?-Tocopherol in Alkohol mit Salpetersiiure oxgdiert 
wiirden. Die Differenz yon 0,61 entspricht 1,26 mg a-Tocopherol. Die Eisen(II1)-chlorid- 
Dipyridyl-Reaktion, ausgefuhrt mit einer 50 mg 01 entsprechenden Menge, ergab eine 
Extinktion von 1,15 entsprechend 1,82 mg G(- plus B-Tocopherol pro g (21. Das ist weniger 
als sich nach den kombinierten Salpetersaure-Reaktionen ergibt, narnlich 2,40 mg/g. 
Fluorometrisch fanden wir 1,l  mg a-Tocopherol/g. Kombiniert man dieses Ergebnis mit 
der Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion, so verbleiben fiir ,&Tocopherol 0,72 mg/g, 
also wesentlich weniger als nach der Salpetersaure-R,eaktion in Chloroform (1,14 mg). 

Baumwollsamenol .  Die Verseifung wurde analog wie diejenige des Weizen- 
keimoles durchgefiihrt unter Verdoppelung aller Mengen. Die mit einer 2 g 81 entspre- 
chenden Menge durchgefiihrte Salpetersaure-Reaktion in Chloroform fie1 positiv aus und 
ergab eine Extinktion von 0,75. Da durch die fluorometrische Analyse (200 mg 81 ent- 
sprechend ausgefuhrt) ,B- und 8-Tocopherol ausgeschlossen werden konnten, musste eine 
Mischung yon ct- und y-Tocopherol vorliegen. Aus obiger Extinktion ersechnet sich ein 
Gehalt von 0,82 mg y-Tocopherol pro g (21. 

Die chromatographische Trennung von a- und y-Tocopherol wurde wie folgt vor- 
genommen: Ein Chromatogramm-Rohr von 1 em lichter Weite wurde 20 cm hoch mit 
Sluminiumoxyd, das rnit Zinn(I1)-chlorid vorbehandelt und leicht aktiviert worden war, 
gefiillt, und das Unverseifbare aus 6 g (21, in Petrolather gelost, aufgetragen. Nach dem 
Durchsaugen von 100 om3 Petrolather wurde mit 40 cm3 Benzol und anschliessend mit 
30 em3 Methanol eluiert. 

Vom Methanoleluat wurde eine je 2 g (21 entsprechende Menge mit der Salpetersiiure- 
Reaktion in Chloroform bzw. der Diazoreaktion und eine je 200 mg 01 entsprechende 
Menge mit der Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion bzw. flnorometrisch auf y-Toco- 
pherol untersucht. Es  ergaben sich die Werte 0,43 mg, 0,35 mg, 0.41 mg und 0,40 mg 
y-Tocopherol pro g 01. Diese Werte liegen nahe beieinander und sind vie1 kleiner als der 
oben, ohne chromatographische Trennung erhaltene Wert. Dass die Salpetersaure- 
Reaktion in Chloroform ohne chromatographische Trennung einen zu hohen Wert liefern 
musste, ging daraus hervor, dass diese Reaktion mit dem Benzoleluat positiv ausfiel, 
obschon dieses auf Grund der Diazoreaktion frei von y-Tocopherol war. 

Zur Bestimmung von a-Tocopherol wurde vom Benzoleluat eine j e  200 mg (21 ent- 
sprechende Menge der Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion bzw. der fluorometrischen 
-4nalyse unterworfen. Es  ergab sich ein Gehalt von 0,38 bzw. 0,35 mg a-Tocopherol pro 
g 01, wogegen die Salpetersaure-Reaktion in Alkohol den wesentlich hilheren Wert von 
0,55 mg lieferte, was zu erwarten war, da ja die Salpetersaure-Reaktion in Chloroform 
mit dem Benzoleluat positiv ausfiel (s.o.), obschon dieses frei von y-Tocopherol war imd 
die Reaktion fur a-Tocopherol negativ ausfallen muss. 

Das zur chromatographischen Trennung verwendete Aluminiumoxyd wurde wie 
folgt bereitet: 4 kg Oxyd wurden mit 2 Liter konz. Salzsaure ubergossen, in der 200 g 
Zinn(I1)-chlorid gelost waren. Hierauf wurden noch 2 Liter Wasser zugesetzt und von Zeit 
zu Zeit aufgeriihrt. Nach 3 Tagen wurde mit Leitungswasser durch Dekantieren und 
nachher auf der Nutsche gewaschen, bis das Waschwasser mit Methylrot eine gelbe Farbe 

l) Kofler, M., Helv. 26, 2166 (1943). 
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annahm. Dann wurde rnit Aceton nachgewaschen und das Oxyd an der Luft getrocknet. 
Ein Teil des Oxyds wurde gegliiht und mit dem nicht gegluhten Oxyd gemischt. Die 
richtige Aktivitat wird in der oben beschriebenen Anordnung mit a- und y-Tocopherol 
eingestellt. Wir setzen soviel gegliihtes Oxyd zu, dass a-Tocopherol mit 40 em3 Benzol 
quantitativ und ohne y-Tocopherol eluiert wird. Letzteres wird dann mit Methanol eluiert. 

Die  B e s t i m m u n g  d e r  E s t e r  d e s  Tocopherols ,  
Zur Gehaltsbestimmung des als Standard-Praparat verwendeten A c e t a t e s  v o n  

a - T o c o p h e r o l  verseifen wir 50 mg in 30 cm3 einer 4-n. alkoholischen Schwefelsaure 
2 Stunden am Ruckfluss (eine inerte Gasatmosphare ist nicht notig!) und titrieren ceri- 
metrisch 10 em3 der mit Alkohol auf 50 cm3 erganzten Verseifungslosung: 1 cm3 0,01-n. 
Cer(1V)-sulfatlosung entspricht 2,36 mg a-Tocopherol-acetat. 

Wenn es sich darum handelt, Tocopherol-acetat in vitaminisierten Produkten zu 
bestimmen, so stellt man sich entweder einen Ather- bzw. Petrolatherextrakt her und 
verseift diesen, oder man verseift die Probe direkt. Die Verseifung fuhren wir alkalisch 
durch, wie oben bei den Olen angegeben wurde; dabei richtet sich die Menge an Lauge 
nach der Menge des zu verseifenden Produktes. Die Bestimmung des a-Tocopherols im 
Unverseifbaren erfolgt dann entweder mit der Eisen(II1)-chlorid-Dipyridyl-Reaktion, 
der Salpetersaure-Reaktion in Alkohol oder fluorometrisch. Es ist meist vorteilhaft, das 
Unverseifbare zuerst chromatographisch zu reinigenl). Der alkalischen Verseifung 
bedienen wir uns auch, wenn es sich darum handelt, nach Verabreichung von Tocopherol- 
acetat dieses im Blutplasma zu bestimmen. Man erhalt die Summe aus veresterteni und 
freiem Tocopherol, wlhrend eine Bestimmung ohne Verseifung lediglich letzteres liefert. 

Zur Bestimmung des P h o s p h o r s a u r e - e s t e r s  von a-Tocopherol versetzt man 
10 om3 der alkoholischen Losung mit 1 em3 0,l-n. Cer(1V)-sulfatlosung, 5 em3 Wasser 
und 50 cni3 Ather (peroxydfrei) und schuttelt 2 Minuten. Der Ather wird %ma1 rnit ca. 
10 om3 Wasser gewaschen und abgedampft. Man nimmt das gebildete Tocopheryl-chinon 
in 10 em3 Alkohol auf (Spuren von Wasser schaden nicht) und oxydiert wie ublich mit 
Salpetersaure. Das gebildete Tocopherolrot wird entweder als solches gemessen oder, falls es 
sich um sehr kleine Mengen handelt, in das Phenazinderivat iibergefuhrt und fluorometrisch 
bestimmt. 1 mg Tocopherol entspricht 1,18 mg des Phosphorsaure-esters. Unerklarlicher- 
weise konnten wir stets auch bei langerer Einwirkung des Cer(1V)-sulfates nur 75-8Og', des 
Esters erfassen. Ein Versuch mit 2 mg Tocopherol ergab, dass dieses quantitativ erfasst wird, 
so dass eine Zerstorung des Tocopherols bzw. Tocopheryl-chinons nicht vorliegt. Moglicher- 
weise ist der Verlust darauf zuruckzufuhren, dass der Phosphorsaure-ester beim Zusatz 
der wasserigen Cer(1V)-sulfatlosung zum Teil ausfallt und so der Spaltung entgeht. 

1st der Phosphqfsaure-ester in Form eines Salzes in Wasser gelost, so wird sauer 
ausgeathert, der vom Ather befreite Riickstand in Alkohol aiufgenommen und mit Cer( 1V)- 
sulfat gespalten. 

H e r s t e l l u n g  v o n  a-Tocophery l -ch inon .  
Zu der Losung von 1 g a-Tocopherol in 300 em3 95-proz. Alkohol liisst man langsam 

60 em3 0,l-n. Cer(1V)-sulfatlosung zufliessen, verdunnt nach wenigen Minuten mit 300 om3 
Wasser und schuttelt mit Petrolather aus. Der durch das Chinon gelb gefarbte Petrolather 
wird mehrmals mit Wasser und schliesslich mit einer gesattigten Kochsalzlosung gewaschen. 
Zur chromatographischen Reinigung verwendet man eine 30 ern hohe und 1 $$ cm dicke 
Saule von nur schwach aktiviertem Aluminiumoxyd. Die auf ein kleines Volumen einge- 
engte Petrolatherlosung wird aufgetragen, worauf mit Benzol entwickelt wird, bis das 
Chinon unten an der Saule angelangt ist. Dann werden die Benzoleluate gesondert auf- 
gefangen. Das nach dem Vertreiben des Benzols hinterbleibende 01 wird im Dunkeln im 
Hochvakuum getrocknet. 

C,,H,oO, Ber. C 77,96 H 11,29% 
Gef. ,, 77,58 ), 11,48% 

l) Kofler, M., Helv. 28, 26 (1945). 
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Zu der Losung von 1 g a-Tocopherol in 50 em3 95-proz. Alkohol gibt man 10 em3 
konz. Salpetersaure, erhitzt zum Sieden und halt die Losung wiihrend 5 Minuten bei 
Siedet.emperatur. Die gekiihlte, mit Wasser verdiinnte Losung wird mit Petrolather aus- 
geschuttelt, der Petroliither mit Wasser und gesattigter Kochsalzlosung gewaschen und 
abgedampft. Den Riickstand versetzt man mit einer Lijsung von 5 g o-Phenylendiamin 
in 20 em3 Eisessig und erhitzt wahrend 3 Stunden auf dem Wasserbad. Die Losung wird 
mit Wasser verdiinnt, mit Petrolather ausgeschuttelt und der Petrolather mit Wasser, 
verdiinnter Aalzsaure, verdiinnter Lauge und Wasser gewaschen. Die chromatographische 
Reinigung erfolgt wie diejenige des Tocopheryl-chinons, jedoch an stark aktiviertem 
Oxyd. Das Entwickeln und Eluieren wird vor der Quarzlampe verfolgt. Der vom Benzol 
befreite Riickstand wird bei 80O im Hochvakuum getrocknet. 

C,,H,,ON, Ber. C 81,22 H 10,03 N 5,57:4, 
Clef. ,, 81,51 ,, 10,521 ,, 5,65% 

Wissenschaftliche Laboratorien der 
P. Hoffmanm-La Boclae Ce: Co., Aktiengesellschaft, Basel. 

138. Uber die katalytisehe Hydrierung von Phenyl-benzyl-glyoxal. 
(1 2. Mitteilung iiber Ketone, KetonsSiuren und Enol-Lactone) 

von P. Ruggli + und A. H. Lutz. 
(10. v. 45.) 

Im Zusammenhang mit fruheren TJntersuchungen uber M, b-Dike- 
tonel) war es von Interesse, das Verhalten von Phenyl-benzyl-gly- 
oxal (I) bei der katalytischen Hydrierung kennen zu lernen. 

Aus den Angaben der Literatur2) ist zu entnehmen, dass bei 
aromatisch-aliphatischen 1,2-Diketonen die dem Phenylkern be- 
nachbarte CO-Gruppe sich in ihrern reaktiven Verhalteii von der dem 
aliphatischen R,est benachbarten CO-Gruppe unterscheidet. 

Phenyl-benzyl-glyoxal (I) kann, wie Kohler und Barnes3) fest- 
gestellt haben, in zwei vcrfichiedenen desrriotropen Forrnen erhalten 
werden, einer Enolform (I b) vom Schmelzpunkt 89-90° und einer 
Ketoform (Ia) vom Smp. 36O, welch letztere sich in Losung bei Gegen- 
wart >-on Hasen rasch in erstere umlagert. Bei den im folgenden zu 
beschreibenden Hydrierungsversuchen ergaben die beiden Formen die 
gleichen Produkte. 

In  einer ersten Versuchsreihe wurde Rlkohol als Losungsmittel 
verwendet und die Hydrierung wurde unter geringem oberdruck bei 
Zimmertemperatur in Gegenwart von Raney-Nickel durchgefuhrt. 

l) P. Ruggli t, P. Weis und H .  Rupe, Helv. 29, 1788 (1946). 
2, P. Couturier, C. r. 207, 345 (1938); A. Skita und F.  Keil, B. 62, 1142 (1929): 

3, E. P. Kohler und R. P. Barnes, Am. Soc. 56, 211 (1934). 
R. H .  B. Manske und T. B. Johnson, Am. SOC. 51, 680, 1906 (1929). 




