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Zur Kenntnis der Netzhautstoffe 
V. Isolierung yon  Vitamin C aus der  Netzhaut  

Von 

O. B~U~NER ~d W. KLEI~'AU 

Aus dem I. Chemisehen Universit~tslaboratorium in Wien 

(Eingeg~ngen am 26. 5. 1937. Vorgolegt  in  tier S i t zung  ~m 17. 6. 1937.) 

In einer vorhergehenden Arbeit ~ haben wir fiber den Vitamin- 
C-Gehalt der Netzhaut beriehtet und diesen dureh Titration der 
Netzhautextrakte mit 2,6-Diehlorphenolindophenol ermittelt. Da 
die Entf~rbung des TILL~Axschen Reagens (2, 6-Diehlorpheno]indo- 
phenol), wie EuL~  und KLUSS3[ANN 2 gezeigt haben, nicht streng 
spezifisch fiir Aseorbinsgure ist, sondern auch durch andere redu- 
zierende Substanzen des Tierk~rpers wie Sulfhydrylverbindungen, 
Redukton usw, hervorgerufen wird, haben wir damals die Titra- 
tionen auf  Grund der Arbeiten yon MA~TIUS und EunEa s bei einer 
Wasserstoffionenkonzentr~tion yon p s i 2 " 5  vorgenommen, da in 
diesem Konzentrationsbereieh die letztgenannten Substanzen zum 
grtil3ten Teile ausgeschaltet werden. Immerhin ersehien es uns zur 
Sicherstellung unserer Befunde dringend erwfinseht, den Beweis 
fiir das Auftreten der Aseorbinsgure in der Netzhaut auf  direktem 
Wege erbringen und den Naehweis dieses Vitamins dureh seine 
Isolierung in exakter Weise durehfiihren zu k~nnen. 

Wi t  haben daher versueht die Aseorbinsgure in Anlehnung 
an die yon HINSB~,~G und AM~o_~ bei der Isolierung ~us anderen 
physiologisehen Ausgangsmaterialen gefibte N[ethodik in Form 
des 2,4-Dinitro-phenyl-osazons der Dehydro-ascorbinsgure aus der 
Netzhaut des Rindes zn isolieren und zu identifizieron. Wie im 
naehfolgenden experimentellen Tell ausfiihrlich beschrieben wird, 
gelang es uns tatsgehlich diese Verbindung in Form sehSner 
toter Krist~illchen zu gewinnen, welehe bei 268 ~ sehmolzen und 
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sich im Gemiseh mit einem entsprechenden aus Cantan hergestellten 
Vergleichspriiparat identiseh erwiesen. 

Die Ausbeute an reinem Produkt betrug 20 mg gas 
225 gindernetzhguten. Dies entsprieht 28 ~ der dureh Titration 
ermittelten Ascorbinsguremenge. Zieht man die geringe Substanz- 
menge sowie die ganz bedeutenden Schwierigkeiten der sorgfgltigen 
Reinigung des Produktes in Betraeht, so ist diese Ausbeute als 
fiberaus gfinstig za bezeiehnen. 

Experimenteller Tell. 

225 1~inderaugen wurden dureh einen Frontalsehnitt knapp 
hinter der Ora serrata er~iffnet, die Netzh~ute herauspr~pariert 
und in 8%ige Trichloressigsgure eingelegt. Die Extraktion er- 
folgte unter stgndigem Durehleiten yon Stiekstoff. Naeh einigen 
Stunden wurde abgesaugt, die Netzhiiute in einer grol3en Porzellan- 
reibsehale mit gereinigtem ausgeglfihtem Seesand zerrieben und 
neuerlieh mit 8% iger Trlchloressigsiiure extrahiert. Nach dem 
Absaugen wurden die gesamten Filtrate vereinig~ und ihr Ge- 
samtvohmen gemessen (324 cmS). Nun wurden hievon 10 cmS ab- 
pipettiert und zur Bestimmung der zur Oxydatlon erforderlichen 
Menge JodlSsung mit letzterer titriert. Die Hauptmenge wurde 
sodann mit Xaliumbicarbonat neutralisiert, hierauf mit 70 cm 3 
7 % iger Salzs~ure versetzt und sodann unter Eiskfihlung mit der 
erreehneten Menge JodlSsung aufoxydiert. 

Die so erhalfene Fliissigkeit wurde nun mit einer LSsung 
yon 3 g 2, 4-Dinitro-phenyl-hydrazin in 200 cm 3 7 % iger Salzs~ure 
versefzt und das t~eaktionsgemiseh im Luftthermosta%n bei einer 
Temperatur yon 42 o mehrere Tage sich selbst iiberlassen. Die 
Osazone fielen als schi~ne rote volumin(ise Kristallmasse aus. 
Sie wurden abgesaugt, mit kaltem Wasser gewasehen und fiber 
Kaliumhydroxyd ~m Vakuum getroeknet. Zur t~einigung and 
Trennung wurden die trockenen Osazone nun zun~ehst mit kal- 
tern Alkohol, darauf mit kalfem Oxals~uredi~thylCster so lange 
behande]t, bls die L(isung nur mehr ganz sehwach gef~rbt war, 
und sodann der verbliebene t~fiekstand aus heiSem Oxalester 
unter l~fickftuSkiihlung umgeli~st, ttiebei ging das 2,4-Dinitro- 
phenylosazon der Dehydroascorbins~ure nunmehr in Liisung, 
w~hrend ein weiteres Osazon nngelSst im Riiekstand blieb. 
Zum Schhsse wurde das Osazon der Dehydroascorbins~ure 
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noch mehrmals in ganz wenig Dioxan gelSst und nach dem 
Filtrieren mit ~ief siedendem Petrol~ither (Sdp. 30--40 ~ gef/~lit. 
Nach sorgf~ltigem Trocknen im Vakuum schmolz die so er- 
haltene Substanz im VakuumrShrchen bei 2680 (BERLBLOCK, korr.). 

Der Mischschmelzpunkt mit einem entsprechenden aus ,,Can- 
tan a (BAYER) hergestellten Vergleichspr~iparaf, welches bei 2710 
schmolz, ergab keine Depression. 

2"630 mg Sbst. : 3"830 mg COs, 0"720 mg H20. 
C~sHI40~N s. Ber. C 40"44, H 2"64. 

Gef. , 39"72, ,, 3"06. 

Die vorstehende Arbcit wurde seitens der Akademle der 
Wissenschaften in Wien durch Gew~hrung einer Subvention aus 
den Mitteln der ZAc~-Stiftung gefdrdert. Wir gestatten uns auch 
an dieser Stelle unseren ergebensten Dank hiefiir zum Ausdruck 
zu brlngen. 

Auch der I. G. ~'arbenindustrie A. G, Leverkusen am Rhein 
(bzw. Vedepha, Wien) sind wit ftir die liebenswiirdige Uberlassung 
yon ,Cautan (Bayer)" zu Dank verpflichtet. 


