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Im folgenden soll die Autoxydation der Ascorbinséure, die durch
Zusatz bestimmter Stoffe beschleunigt oder verzdgert werden kann,
spektrographisch niher untersucht werden. Gleichzeitig soll die
Leistungsfahigkeit der optischen Methode im Hinblick auf quantitative
Ascorbinssurebestimmungen kritisch tberprift und zu der bisher
gebréuchlichsten chemischen Bestimmungsmethode mit Tillmans-
Reagens? 3. 4 in Vergleich gesetzt werden.

1. Beschleunigte Oxydation.

Die Autoxydation von l-Ascorbinsiure wurde bereits in umfang-
reichen Arbeiten untersucht.® Nach Ghosh und Rhakshit® ist sie ein-
deutig als spezifische Eigenschaft von l-Ascorbinsiure anzusehen, die
durch das Zusammentreffen von Ascorbinsiuremolekiilen mit aktivierten
gelosten Sauerstoffmolekiilen erklirt wird. Die Geschwindigkeit der

1 Vgl. E. Schauenstein, Absorptionsspektrographische Studien an 1-Ascor-
binsdure I. Mh. Chem. 79, 487 (1948).
2 J. Tillmans, Z. Unters. Lebensmittel 54, 33 (1927).
3 W. Reisner, Dissertation Miinchen, 1940.
R. Strohecker und R. Vaubel, Angew. Chem. 48, 666 (1936).
H. Schiimmer, Biochem. Z. 304, 1 (1940).
J. C.Ghosh und P.C. Rhakshit, Biochem. Z. 289, 15 (1937).
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Reaktion hingt vom pm-Wert entscheidend ab und kann durch Metall-
ionen (Kupfer, Eisen) bedeutend erhoht, durch die Anwesenheit von
Schwefelverbindungen, aber auch von Metaphosphorsdure? erheblich
herabgesetzt werden.

Im besonderen wurden folgende Oxydationsprozesse studiert:

a) Eine an Ascorbinsiure 0,001 m Losung in reinstem, luftfrei ge-
machtemn Wasser wurde im offenen Kolben der Einwirkung von Luft-
sauerstoff ausgesetzt.

b) Eine 0,001 m Ascorbinsdurelosung in reinstem Wasser mit
4 -10-*Molen Cut* (CuSO, Merck, puriss.) versetzt.

¢) Eine 0,001 m Ascorbinsiurelosung in reinstem Wasser mit
4-10~*Molen Fe++ (FeSO,, Merck, puriss.) versetzt.

d) Bestrahlung einer 0,001 m Ascorbinsfureldsung in reinstem Wasser
mit ultraviolettem Licht.

Alle Losungen, auch die der Stabilisierungsversuche, befanden sich in
mit Schliffstopfen verschlossenen MeBkolben aus Jenaer Gerdteglas und
wurden im Thermostaten bei 20,0°C im Dunkeln aufbewahrt. Nach be-
stimmten Zeiten wurde eine Probe entnommen und daran mit der im I. Teil
niher beschriebenen Methodik das ultraviolette Absorptionsspektrum ge-
messen. Zur Kompensation der Eigenabsorption der Losungen wurde dabei
stets die entsprechende ascorbinsgurefreie Losung in die Vergleichskiivette
gefiillt. Wie die Abb. 1 bis 8 zeigen, war es bei allen untersuchten Oxydations-
reaktionen notwendig, einen Bereich von mindestens zwei Zehnerpotenzen
(100 bis 10000) des molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten ¢ zu
erfassen. Infolge der zur Verfugung stehenden groBten Schichtdicke von
10 em muBte stets mit Konzentrationen der GréBenordnung 10—2m/l (¢ be-
trug fir alle Versuche 1,000-.10~%m/l) gearbeitet werden. Mit Riicksicht
auf die Angaben von Herbert und Hirst,® die ab 50 mg/100 ccm betrécht-
liche Abweichungen vom Lambert-Beerschen Gesetz feststellten, mulBte fir
die obige Konzentration erst die Gultigkeit des Gesetzes tiberpriift werden.
Dabei ergab sich, dafl 103 molare wifirige Losungen noch sicher im Giiltig-
keitsbereich liegen (die Téstlosungen miissen gegen den EinfluB der Luft-
oxydation durch Zusatz von z. B. Metaphosphorsiure geschiitzt werden).
Die in den verschiedenen Oxydationsstadien vorhandenen Ascorbinsdure-
mengen in Prozenten der Ausgangsmenge wurden dann jeweils aus der
Proportion ¢,: ¢ = x: 100 berechnet, worin ¢, den aus den einzelnen Kurven
im Maximum interpolierten molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten
bedeutet und & den unmittelbar nach dem Ansetzen der Losungen gemessenen
Extinktionskoeffizienten der reinen Ascorbinséure. AuBerdem wurde der
Prozentgehalt der Lésungen laufend durch Titrationen mit dem T%llmans-
schen Reagens ermittelt.

Die Abb. 1 bis 4 geben die spektrographischen Resultate wieder.
Ganz allgemein geht zunéchst daraus hervor, dal die Hohe des Maximums
bei 4100 mm=! mit fortschreitender Oxydation absinkt, woraus sich
ergibt, daB im Laufe der Oxydation die Zahl der am Absorptionsakt

7 A. Sosa, C. R. Acad. Sci.. Paris 216, 545 (1943).
8 R.W. Herbert und H. L. Hirst, J. chem. Soc. London 1933, 1280.
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bei 4100 mm~ beteiligten Ascorbinsiuremolekiile mit der Gruppie-

rung \CzC———Czo stindig abnimmt. In den Endstadien wird hierbei
l

ein Wert von ¢ erreicht, der weniger als 5%, der Gesamtabsorptionsstirke
von Ascorbinséiure betrigt und somit unter der Fehlergrenze der von
uns angewandten MeBmethode liegt. Daher wurde die Absorption der
Endstoffe bei Berechnung der Prozente Ascorbinséure in den einzelnen
Stadien nicht berticksichtigt. Im Endzustand ist somit keine eindeutige
Feststellung moglich, ob hier geringe Mengen von Ascorbinsiure oder
die im Endstadium auftretenden Stoffe die Absorption hervorrufen.
Bei Betrachtung der Abb. 1 bis 4 erkennen wir ferner deutlich zwei
Grenztypen: In einem Falle (Oxydation in Gegenwart von Cu* +, ferner
durch den Sauverstoff der Luft) tritt bei der Oxydation iiber Zwischen-
stadien eine zweite niederfrequente Bande bei 3250 bzw. 3370 mm-*
auf, deren Hohe bis zur Erreichung des Endwertes von log & = 2,40
bzw. log ¢ = 2,69 stindig zunimmt. In diesem Zusammenhang sind
Messungenr von Mokler und Lohr® zu erwihnen, die bei der Autoxyda-
tion von Ascorbinsiure in Gegenwart von Kupfer auf das Entstehen
neuer Banden bei zirka 3200 bis 3300 mm—! aufmerksam gemacht haben,
die sie jedoch chne. weitere Diskussion lediglich als Zeichen einer ,,tief-
greifenden Veréinderung der Ausgangssubstanz‘® betrachteten. Sowohl
die Frequenzlage als auch die Extinktionshohe lassen beim Vergleich
mit den Ergebnissen des I. Teiles erkennen, dafl hier ein Stoff entsteht,
dessen Konstitution durch ein System von drei miteinander konjugierten
Carbonylchromophoren gekennzeichnet und der aller Wahrscheinlichkeit
nach als reversibel oxydierte Form der Ascorbinsiure, als Dehydro-
ascorbinséure (I) anzusprechen sein diirfte.
Bei der Oxydation von Ascorbinsiure in Gegenwart
r ?:O von Fet+ und durch Bestrahlung mit ultraviolettem
0=0 Licht (in Abb. 3 und 4 dargestellt) liegt nun der zweite
Grenzfall vor: Auch hier nimmt die Absorption bei der
=0 Wellenzahl des Ascorbinsiuremaximums im Verlauf der
Oxydation ab und zeigt so eine Abnahme des Ascorbin-
sduregehaltes der Losungen an. Hingegen fehlt jede An-
CHOH deutung einer Vorbande. Es bestehen hier zwei Moglich-
| keiten: Entweder ist im Endzustand noch etwas Ascorbin-
CH,OH  sgHiure vorhanden wund der bei der Oxydation ent-
I standene Stoff ist in diesem Bereich durchléssig, oder
es ist die Ascorbinsiure praktisch vollstindig umge-
wandelt worden und der Endstoff zeigt im Ascorbinsiuregebiet eine
im Verhiltnis geringfiigige Eigenabsorption. Jedenfalls geht aus den

|
|
L

H

9 H. Mohler und H. Lohr, Helv. chim. Acta 21, 485 (1938).
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Absorptionskurven eindeutig hervor, daB die Ascorbinsiureoxydation
bei Anwesenheit von Fet+ zu einem ganz anderen Endkérper fithrt als
die durch Cu+*+ katalysierte Umwandlung. Nach dem vorhin Gesagten
folgt, daB bei der in Gegenwart von Fe++ durchgefiihrten Oxy-

dation micht die oben erwihnte Dehydroascorbinsgure entsteht,
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sondern ein anderer Stoff, dessen antiskorbutische Eigenschaften jedoch
noch nicht niher untersucht worden sind.

Wenn wir aus den Prozentgehalten der Lésungen an Ascorbinsdure,
wie sie aus den Spektren erhalten wurden, die Oxydationsgeschwindigkeit
in den einzelnen Versuchen entnehmen (Tabellen 1 bis 4), so sehen wir,

Tabelle 1.
Maximum bei 4100 mm~*
Zeit o % Ascor-
log ey, € %o Ascor- | iossure
o e binsEre it imetriseh
157 3,99 9795 100 100
1,300 3,16 1435 15 28
- 7,00 2,86 721 7 0
24,0h 2,48 301 5 0
Tabelle 2.
Maximum bei 4100 mm™?!
|
Zett log s ‘ e % Ascor- | %m?iﬁ?ﬁ’
s \ e bINSAUIS | is4rimetrisch
Oh 3,97 \ 9419 100 100
5,300 3,78 5984 64 38
24,00 3,40 2506 217 2
30,00 3,24 1746 19 0
7 Tage 2,64 ‘ 436 | 5 0
Tabelle 3.
Maximum bei 4100 mm~?*
Zeit % Ascor-
% Ascor- g
%8 fmax | mex binséure tit?ﬁ;‘g;ch
|
|
0’ 3,99 9795 100 100
157 3,88 7534 77 100
1,3h 3,80 6295 64 71
7,0h 3,48 3020 31 25
24,00 2,98 950 10 4

daB die besonders kriftige katalytische Wirkung des Cu*+-Ions die
Gesamtmenge an Ascorbinsdure innerhalb etwa einer Stunde auf weniger
als 209% der Anfangsmenge herunterdriickt.l’® Die Wirkung der Ultra-

10 Die auffallende Sonderstellung des Kupfers beziiglich seines Ein-
flusses auf die Geschwindigkeit der Autoxydation und die Natur des dabei
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Tabelle 4.
Maximum bei 4100 mm~?

Zeit "9 Ascor-
% Ascor- P

8 *maz o binsaare tit]roil;?n?;:ch
5’ 3,69 4898 50 72
107 3,64 | 4335 44 33
207 3,60 3954 40 19
25h 2,48 301 5 0

violettbestrahlung 148t den Gehalt an Ascorbinséiure innerhalb einer
halben Stunde auf etwa 409, sinken, 148t dann aber rasch nach. Noch
schwicher ist die Wirkung des Fet+-Ions, dessen katalytische Wirkung
schon nach etwa 15 Min. (noch etwa 709, Ascorbinsdure) erst langsam,
dann rascher nachlifBt.

Beim Vergleich der spektrographisch ermittelten Prozentwerte mit
den durch Titration mit Z'illmans-Reagens erhaltenen ergibt sich fol-
gendes: Bei der Oxydation der Ascorbinsiure in Gegenwart von Cut -
Ton ist die Konzentration schon nach 7 Stunden auf 09, abgesunken,
wihrend das Spektrum den Endwert erst nach etwa 30 Stunden anzeigt.
In den anderen Fillen ergeben beide Methoden fast konformen Oxydations-
verlauf, jedoch ist zu bemerken, daB zumeist die nach der Titrations-
methode erhaltenen Prozentgehalte Ascorbinsiure ein fritheres Ende
des Vorganges anzeigen als die aus den Spektren erhaltenen Werte.
Dies ist sicher darauf zuriickzufithren, daf das Tillmanssche Reagens
auf die in den vorgeschrittenen Stadien vorhandenen geringen Ascorbin-
siuremengen nicht mehr anspricht, wihrend das Absorptionsspektrum
diese geringfiigigen Anteile noch mit der dem Verfahren eigenen Fehler-
grenze anzeigt. Jedenfalls stellt das Absorptionsspektrum die weitaus
empfindlichere Bestimmungsmaoglichkeit fiir Ascorbinsiure dar.

2. Verzbgerte Autoxydation.

Nunmehr erschien es interessant, die durch bestimmte Stoffe wver-
zbgerte Autoxydation spektrographisch zu untersuchen, zumal solehen
»otabilisatoren®, die die Haltbarkeit des Vitamins erhéhen, nicht nur

entstehenden Endproduktes ist sicherlich kein Zufall: Stellt doch z. B.
die bei der biologischen Oxydation der Pflanzen entscheidend wichtige
Ascorbinsdureoxydase (bzw. Brenzcatechinoxydase) ein Kupferproteid dar
(vgl. hierzu z. B. W. Bladergroen, Physikalische Chemie in Medizin und
Biologie, Basel: Wepf und Cie. 1945). Nach Untersuchungen von W. Die-
mair und K. Zerban, Biochem. Z. 816, 189 {1944), ist die oxydative Wirkung
des Enzyms auf Ascorbinsdure nahezu proportional dem Gehalt an Kupfer,
das in einer lockeren Komplexverbindung irreversibel an das Triigerprotein
gebunden ist.
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biologisch und ernihrungstechnisch, sondern auch in der Praxis der
quantitativen Bestimmungsmethoden hervorragende Bedeutung zu-
kommt,.

Nach den bisherigen Ergebnissen 148t das ultraviolette Absorptions-
spektrum nicht nur eine exakte quantitative Messung der Oxydations-
geschwindigkeit, sondern im besonderen Aussagen daritber erwarten,
iiber welche Zwischenstadien und zu welchen Endstoffen die Reaktion
fiihrt.

Es ist daher das Ziel der folgenden Untersuchungen, durch Zusatz
von geeigneten Stoffen die Haltbarkeit von Ascorbinsiure zu erhdhen
und diese ,,stabilisierende” Wirkung bis zur vollstindigen Umwandlung
der Ascorbinsdure in ihre Oxydationsprodukte zu verfolgen.

Als. Schutzstoffe wurden verwendet:

a) Orthophosphorsiure, c¢) wiliriger Haferextrakt,

b) Ammoniumrhodanid, d) Metaphosphorséure.

Der Oxydationsverlauf wurde auler auf spektrographischem Wege durch
laufende Titrationen mit ZTillmans-Reagens verfolgt. Zur Kontrolle der
biologischen Wirksamkeit dienten Tierversuche an Meerschweinchen. Nach-
dem die Tiere auf Vitamin-C-freie Kost gesetzt wurden, zeigten sie bereits
nach einer Woche deutliche Skorbuterscheinungen; in Niere und Leber der
dann sezierten Tiere werden nur bestimmte geringe Mengen Ascorbinsiure
gefunden. Wird den Tieren nunmehr tédglich Vitamin C (auch als Dehydro-
ascorbinsdure) zugefithrt, so verschwinden die Skorbuterscheinungen, es
tritt rasche Gewichtszunahme auf und in bestimmten Organen der dann
sezierten Tiere zeigt ein entsprechend erhohter Vitamin-C-Gehalt eine
Speicherung von Ascorbinsdure an (Vgl. Anhang).

a) Stabilisierung mit Orthophosphorsdure.

Die Abb. 5 bis 8 geben die spektrographischen Ergebnisse der vier
Stabilisierungsversuche wieder. Man ersieht daraus sofort, daB die
Stabilisierung mit Orthophosphorsiure einen Sonderfall darstellt (Abb. 5).
Wahrend bei den tibrigen Stabilisierungsreihen im Endstadium Stoffe
mit dem in den vorangegangenen Untersuchungen eingehend studierten
niederfrequenten Maximum bei 3380 mm—1 auftreten, hat sich die
Ascorbinsdure in Gegenwart von Orthophosphorsidure offenbar in einen
oder mehrere Stoffe verwandelt, die zum TUnterschied von den End-
produkten der anderen Stabilisierungsreihen im Gebiet von 3000 mm—*
praktisch durchlissig sind und erst im Bereich ab etwa 4500 mm-—!
absorbieren. Bemerkenswert ist es jedoch, dafl auch dieses Endstadium
sich im Tierversuch als biologisch wirksam erwies. Tabelle 5 stellt die
aus der Extinktion bei 4100 mm~—! ermittelten Prozente Ascorbinsédure
den durch Titration erhaltenen Prozenten gegeniiber. Beide Bestimmun-
gen ergaben ein ahnlich rasches Absinken des Ascorbinsiuregehaltes
der Losung; mit abnehmender Ascorbinsdurekonzentration unterschieden
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sich jedoch die Werte immer mehr von den spektrographischen: Nach
dem Titrationsergebnis waren nach 3 Tagen noch 45% Ascorbinsiure
vorhanden, wihrend das Spektrogramm nur mehr 69, erkennen lief3.
Erst nach 5 Tagen wurde das Tillmanssche Reagens nicht mehr reduziert.
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Tabelle 5.
1 -1
Hauptband bei 4100 mm o Ascor-
Zeit '] % A binsdure
108 e | Emax | /ginsggi- titrimetrisch
‘ -
| !
Oh 3,90 | 7943 | " 100 100
24h 3,81 6457 81
3l1p 3,74 5500 69 73
40b 3,67 4677 | 59
48b 3,58 | 3802 ‘ 48 64
60n 3,01+ 1023 13
720 2,67 1468 | 6 45
1208 2,0 | 158 | 5 0

b) Stabilisierung mit Rhodanion.

Die stabilisierende Wirkung des CNS—-Ions hat schon W. Halden't
untersucht. Infolge der Eigenabsorption des Rhodanions erwies es sich
als notwendig, nur mit Losungen zu arbeiten, deren Konzentration an
NH,CNS nicht gréBer als 0,1% war. Wie Tabelle 6 und Abb. 6 zeigen,

1t W. Halden, B. M. Cammiel und M. Weiflenbdck, Wiener Chem.-Ztg.
43, 58 (1942).
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Tabelle 6.

Niederfrequentes Hauptband .
it in Band #'p04 = 3350 mm™! ¥ max = 4120 mm™! o, Ascorbin- Z(;ué:c&rigiri-
Tasen log &gy ‘max log emax ‘max e metrisch)

0 — — 3,88 7500 100 100

3 — — 3,88 7500 100 93

8 — — 3,78 6030 79 86
14 Erste Andeutung 3,56 3631 44 83
21 2,568 380 3,44 2754 31 44
27 2,68 479 3,41 | 2541 28 18
35 2,78 603 3,37 2320 25 0
41 2,83 676 3,30 1995 20 0
49 3,00 1000 3,25 1778 17 0
63 3,08 1202 3,08 1202 9 0
71 3,09 1230 3,00 1000 6 0
78 3,09 1230 2,78 603 0 | 0

liegt das Maximum des entstehenden niederfrequenten Bandes bei
3380 mm~ wesentlich hoher, als beispielsweise die Maxima der End-
stadien von Ascorbinsdureoxydationen in Gegenwart von Kupfer oder
durch den Luftsauerstoff. Daraus ist zu erkennen, daB sich hier die
Ascorbinséure nicht in einen einzigen anderen Stoff umgewandelt hat;
es miissen mehrere Stoffe entstanden sein, deren Absorptionsmaximum
etwa bei 3380 mm~! liegt, die aber im Gebiet des Ascorbinsturemaximums
ebenfalls noch betrichtlich absorbieren. Dafiir spricht auch die Tatsache,
daB die Kurven der einzelnen Zwischenstadien keinen gemeinsamen
Schnittpunkt besitzen, worauf spiter noch zuriickzukommen sein wird.

Bei der Berechnung der Prozente Ascorbinsiure mull nunmehr die
Eigenabsorption der Begleitstoffe beriicksichtigt werden. Setzen wir
die Absorption der Endstoffe rein rechnerisch summarisch gleich &,
und bezeichnen wir mit & den molaren dekadischen Extinktionskoeffi-
zienten der reinen Ascorbinsdure, so setzt sich nach dem Absorptions-
gesetz die Extinktion der Schichtdickeneinheit m jeweils additiv aus
den Moduln m,; und m, zusammen,

m = My - My, (1)
wobei jeweils gilt
m = & € + & Cs. (2)
Hier bedeutet ¢, die Konzentration an Ascorbinséure in Molenyl, ¢, die
Konzentration der Endstoffe in Molen/l. Ferner gilt

m=g-¢c, (3)

wenn ¢ den aus den einzelnen Kurven erhaltenen jeweiligen gesamten
molaren, dekadischen Xxtinktionskoeffizienten und ¢ die Gesami-
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konzentration in Molen/l darstellt. Setzt man nun ¢ = ¢; + ¢,, so er-
gibt sich durch Einsetzen von ¢, = ¢—¢; in (2)

M =& C + & ¢ — & Cq. 4)
Daraus berechnet sich ¢; zu:

G=cp (5)

Aus dieser Beziehung geht hervor, dall eine Bestimmung von ¢, nur
méglich ist, wenn sich e, und e, wesentlich voneinander unterscheiden.
In unserem Falle, in dem &, um eine Zehnerpotenz kleiner ist als e,
kann die Formel (5) ohne weiteres angewandt werden. Fir ¢ wurde
1-10-3m/l, fiir &, der Wert 7500 und fiir ¢; = 603 eingesetzt. Tabelle 6
tithrt die auf diesern Wege berechneten ¢,-Werte, umgerechnet auf Pro-
zente, fiir die gemessenen Zwischenstadien an.

Die titrimetrisch gewonnenen Prozente ergaben im Vergleich damit
ziemlich abweichende Resultate: Die Titrationen mit T%llmans-Reagens
zeigen, wie aus Tabelle 6 ersichtlich, innerhalb der ersten 30 Tage eine wesent-
lich raschere Umwandlung der Ascorbinsdure an, als aus den Spektrogrammen
hervorgeht. Die in diesem Versuchsstadium beobachteten Differenzen
zwischen den mit beiden Methoden ermittelten Prozentwerten betrugen z. B.
zwischen 15. und 20. Tag bis zu 409%,. Nach 31 Tagen sank der titrimetrisch
gefundene Prozentgehalt der Losung auf 09, ab, wihrend aus dem Absorptions-
spektrum noch die Anwesenheit von nicht umgewandelter Ascorbinsdure
hervorging und bis zum 71. Tag beobachtet werden konnte. In diesem
Stadium (32. bis 79. Tag) wurde versucht, die mutmaBlich entstandene
Dehydroascorbinsdure durch Reduktion mit Schwefelwasserstoff wieder in
Ascorbinsiure zu verwandeln, jedoch konnte auch hierdurch titrimetrisch
keine Ascorbinsture gefunden werden. Die Versuchslésung wurde nun zu
biologischen Tierversuchen verwendet, wobei sich eindeutig antiskorbutische
Wirksamkeit zeigte.

c) Stabilisierung mit der wiBrigen Ausschiittelung eines
petrolatherischen Extraktes aus Hafermehl

Wie schon aus einigen Arbeiten bekannt ist, enthalten viele Natur-
stoffe und tierische Organismen bisher noch wenig bekannte Substanzen,
die eine ausgesprochen stabilisierende Wirkung auf Vitamin C ausiiben.
So stellten de Caro und Qiani'? einen Oxydationsschutz in tierischen
Geweben (Leber, Niere, Skelettmuskel, Blutserum usw.) fest, den sie
auf geringe Mengen von Glucon und Glutathion zuriickfiihrten. Griebel
und Hef'® fanden eine Erhohung der Haltbarkeit der Ascorbinsiure
durch Zucker in hohen Konzentrationen und durch Zusatz von Honig.
Nach Sinowjew und Besspalova'* sind auch im Hafer Stoffe enthalten,

12 L.de Caro und M. Giani, Z. physik. Chem. 228, 13 (1934).
18 C. Qriebel und G. HeB3, Chem. Zbl. 1941 I, 295,
4 Sinowjew und Besspalova, Chem. Zbl. 1941 1, 1754,
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die als wirksame Antioxydantien in Nahrungsmitteln eine Schutzwirkung
auf Ascorbinsidure ausiiben. Wir versuchten nun, durch Extraktion mit
Alkohol, Methylalkohol, Benzol, Aceton und Petroldther aus Hafermehl
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Abb. 7, Stabilisierung mit Haferextrakt.

einen Auszug zu erhalten, der sta-
bilisierende KEigenschaften besitzen,
aber auch in optisch klarer Form
zur spektrographischen Aufnahme
vorliegen sollte. Beide Anforderun-
gen wurden nur von einer wélrigen
Ausschiittelung eines petrolédtheri-
schen Extraktes erfiillt. v

Der Reaktionsverlauf glich dem
vorhergehenden mit Ammonrhodanid:
Die Absorption der Ascorbinséure lie§
infolge mitabsorbierender Begleit-
stoffe ein etwas flacheres Band von
3300 mm ! an erkennen, das Maximum
lag jedoch unverindert bei 4120 mm—1.
In raschem Abfall nahm der As-
corbinséuregehalt bis zum 10. Tag
auf 59, ab, nachdem bereits nach
7 Tagen eine Vorbande aufgetreten
war. Nach 12 Tagen verschwand

das Maximum bei 4100 mm " vollstindig, und es trat ein ausgeprigtes
Maximum bei 3390 mm—! auf, das nach 49 Tagen seinen hochsten Wert

von log ¢ = 2,890 erreichte (Tabelle 7, Abb. 7).

Beim Vergleich der in

Tabelle 7.
Niederfrequentes Hauptband o i
Zeit in | 5204 Ymax=3300mm~* | #pppx = 4100 ram™? % Ascorbin- g%ulr&:c?trilt)ig
Tagen séure metrisch)
log emax *max log emax ®max
0 — — 3,95 8913 100 100
4 — — 3,55 3548 39 87
7 Erste Andeutung 3,11 1288 12 3
10 2,08 f 120 2,68 479 5 0
13 2,55 | 355 2,39 246 5
15 2,61 | 407 2,42 260 5
20 2,71 ‘ 507 2,48 302 5
24 279 | 617 2,51 320 5
27 1,84 — 2,587 372 5
31 2,86 716 2,58 380 5
37 2,87 741 2,60 398 3
49 2,89 776 2,60 398 5
70 2,90 | 795 2,60 398 5
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den Abb. 6 und 7 dargestellten Kurven fallt ganz offensichtlich eine
Ahnlichkeit zwischen den beiden Reaktionen auf: In beiden Fillen weist
das Fehlen eines gemeinsamen Kurvenschnittpunktes ebenso wie die
fast gleichgroBle Endabsorption im entstandenen niederfrequenten Band
bei 3380 mm~! (log ¢ ~ 3,0, also rund dreimal so hoch als bei einer
Oxydation durch Luftsauerstoff, Wasserstoffperoxyd, in QGegenwart
von Cu*+* oder auf elektrochemischems Wege) darauf hin, daB sich bei
beiden Reaktionen der Absorption der Triketoform noch eine weitere
Absorption iiberlagert; die auBerdem praktisch identische Wellenzahl
der beiden Endmaxima deutet darauf hin, daB auch die stabilisierende
Wirkung von Haferextrakten auf die Gegenwart einer reduzierenden
Schwefelverbindung zuriickzufiihren ist. — Die folgende Ubersicht zeigt,
daf in einem wilBrigen Auszug, wie er fiir die geschilderte Stabilisierung
verwendet wurde, in der Tat schwefelhaltige Eiweillbestandteile mit
reduzierender Wirkung, wie Cystin, zugegen sein konnen.

Nach Csonkal® betrigt der Anteil an lebenswichtigen Aminoséuren
in einer Hafersorte (,,Richland®‘):

Arginin ......... 0,248%, Lysin........... 0,206 %,
Cystin .......... 0,0759, Tryptophan ..... 0,030,
Histidin ........ 0,075%, Tyrosin......... 1,389,

Die Auswertung der Absorptionskurven auf Prozente Ascorbinsdure
erfolgte wieder nach der auf S. 79 entwickelten Formel. Aus Tabelle 7
entnimmt man, dafl die Autoxydation viel rascher vor sich geht als beim
Ammonrhodanid. Im Vergleich mit den spektrographischen Werten
lagsen die titrimetrischen einen praktisch konformen Reaktionsverlauf
erkennen. Der biologische Tierversuch, der mit der Unfersuchungslésung
nach 70 Tagen angestellt wurde, ergab eindeutig das Vorhandensein
von Vitamin C.

d) Stabilisierung mit Metaphosphorsiure.

Als wirksamster Stabilisator erwies sich nun Metaphosphorséure,
deren Schutzwirkung auf Ascorbinsdure erstmalig von Fujite und
Ebihara'® erkannt worden ist.

Aus einer Reihe von Vorversuchen ergab sich eine Konzentration
von 19 Metaphosphorsiure als giinstigste. Die Konzentration an
Ascorbinsdure wurde wie stets zu 103 Molen/l gew#hlt.

Die spektrographische Aufnahme von Ascorbinsiurelosung mit
zugesetzter Metaphosphorsdure ergab am 1. Tag die gewohnte Bande

3 F. 4. Csonka, Cereal Chem. 18, 523 (1941).
1 A. Fujita und Ebithara, Biochem. Z. 290, 172 (1936).

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 80/1. 6
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bei 4100 mm—* (Abb. 8). Das Spektrum blieb nun 9 Tage lang praktisch
unverandert, dann trat eine immer stirker werdende Bande bei 3300 mm 1
auf, withrend das Band bei 4100 mm~! stindig absank. Nach 59 Tagen
war in der Losung auf spektrographischem Wege keine Ascorbinsdure
mehr feststellbar; gleichzeitig erreichte auch die Vorbande bei 3380 mm—1
ihren hochsten Wert mit log & = 2,670. Abb. 8 zeigt aber auBerdem
einen relativ sehr genauen gemeinsamen Schnittpunkt, der den ver-
schiedenen Stadien entsprechenden Absorptionskurven. Dieser Effekt,
der hier mit einer bei einem so labilen Stoff wie Ascorbinséure bemerkens-
werten Schiirfe zu beobachten ist, 1a4bi sich nun folgendermalen inter-
pretieren:

Milt man ganz allgemein von zwei Komponenten A und B das
Losungsspektrum (molarer dekadischer Extinktionskoeffizient ¢ als
Funktion von A, Konzentration ¢, in Molen/I innerhalb des Giiltigkeits-
bereiches des Lambert-Beerschen Gesetzes) und findet man, dal beide
Extinktionskurven sich bei der Wellenlinge A schneiden, so gilt fiir diese
Wellenlinge

84, = Ep, = & (1)

Bestimmt man nunmehr die Absorptionskurve von beliebigen
Mischungen A, B, wobei die Gesamtkonzentration stets konstant ge-
halten werde,

Cp + CB = Cp, 2)

indem zundchst der Modul m (= 5) als Funktion der Wellenlinge ge-

messen wird, so setzt sich nach dem Absorptionsgesetz der Modul bei
jeder Wellenldnge additiv zusammen zu

m:mA+mB=€A'CA+EB'CB. (3)
Fiir die Schnittpunktwellenlinge 4 mul dann nach (1) und (2) m,
konstant sein, d. h. daB alle Modulkurven einen gemeinsamen Schnitt-

punkt besitzen werden. Dividiert man den Modul durch die stets konstante
Gesamtkonzentration cg, also

- > = )

Cates N ooy T Toy
8o erhilt man die Extinktionskurve (¢ als Funktion von 1) und ersieht
sofort, daB sich bei jeder Wellenldnge der erhaltene Extinktionskoeffizient
einer Mischung zusammensetzt aus Bruchteilen von &, und &g, deren
Grofle durch den betreffenden Molenbruch gegeben ist. Man erkennt
aus (4), daB auch die Extinktionskurven aller Mischungen einen gemein-
samen Schnittpunkt bei der Schmittpunktswellenlinge der Kurven der
reinen Komponenten haben werden und daB der Extinktionskoeffizient
dieses Schnittpunktes stets g, betragen wird; ferner, dall die Extinktions-
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koeffizienten der Mischungen bei den Wellenlingen der Maxima der
reinen Komponenten unmittelbar den im Gemisch vorhandenen Bruch-
teil der betreffenden Komponente angeben, unter der Voraussetzung,
dal} die Absorption jeder Komponente im Maximumsgebiet der anderen
praktisch zu vernachlassigen ist (weniger als 5%, betrigt).

Nunmehr erkennen wir aus der Abb. 8, dall der geschilderte Sach-
verhalt hier offenbar gegeben ist. Wiewohl die Extinktionskurve der
reinen Triketoform noch nicht vorliegt,'” zeigen doch der recht genaue
Schnittpunkt der Kurven ebenso wie die im ersten Stadium der Um-
wandlung befriedigende Ubereinstimmung der aus den Spektren sowie
aus Titrationen ermittelten Prozentgehalte an, dafi sich hier die Ascorbin-
sdure tatsichlich quantitativ und, ohne einen Zwischenkirper zu bilden,
in einen einzigen Stoff umwandelt.

AuBer den im 1. Teil ndher ausgefiithrten Hinweisen erlauben vor
allem die von Henri'® gemessenen Spektren verschiedener Carbonyl-
verbindungen, das entstandene Maximum bei 3380 mm~! einem System
von drei miteinander konjugierten CO-Chromophoren zuzuordnen (Ta-
belle 8). Man erkennt den EinfluB der steigenden Konjugation in einer
Rotverschiebung und gleichzeitigen, in erster Naherung proportionalen
Extinktionserh6hung, wihrend eine Erhohung der Zahl an isolierten
CO-Gruppen keine wesentliche Verschiebung, sondern lediglich wesent-
lich verstirkte Absorptionsintensitat bewirkt. Die Messung Henrys
gibt auch einen Anhaltspunkt fiir die GroBe von log gy, der oxydierten

Tabelle 8.
Nummer Substanz Y max wmY log e, o ‘max
I CH;—C—CH, 3697 1,2 15,8
O i H
11 CH,—C—C—CH, 3493 1,45 28
-
0O 0
Iir CH;—C—C—C—0—C,H; 3453 | 1,73 54,2
momo
0O 0 O
v CH;—C—-CH,—CH,—C—CH, [ 3693 2,09 124
I I
O (0] |

17 Es darf hier darauf verwiesen werden, dafB diesbeziigliche Unter-
suchungen — in praparativer Hinsicht in Zusammenarbeit mit Herrn Prof.
Dr. A. Zinke — bereits im Gange sind.

18 J. Bielecky und V. Henri, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 1712 (1914).

6%
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Ascorbinsiure, die gegentiber der Absorption von IIL (in alkoholischer
Losung) rund siebenmal so stark absorbiert. Fine quantitative Deutung
dieses betrachtlichen Unterschiedes steht zur Zeit noch aus.

F v 30
433
5" 70

i
unmitfelbarnach 4//.937‘2'5/1
2:pach 27 Iagen

N

Py =46 konstent

log E——

/

Z

o

J000 7500 £ 4500

vom —

Abb. 8. Stabilisierung mit HPO;

(vgl. Tabelle 9).

Wie Tabelle 9 zeigt, ergéinzen sich

"die Prozente Ascorbinsdure, die aus

den bei 4120 mm~! gemessenen Ex-
tinktionswerten errechnet wurden,
mit den Prozenten der oxydierten
Form im allgemeinen innerhalb der
Fehlergrenze von 10%, auf 100%.
Der Titrationsverlauf ergab fol-
gendes Bild : Nach den Prozentwerten,
die " sich aus den Titrationen er-
gaben, blieb die Ascorbinsdure 5 Tage
lang unveréndert erhalten, dann ver-
ringerte sich der Gehalt bis zum
31. Tag anndhernd gleichsinnig wie bei
den spektrographischen Befunden,
sank aber dann rasch auf 09, ab,
wihrend das Absorptionsspektrum
noch einwandfrei die Anwesenheit
von Ascorbinsiure und erhebliche

Mengen der Triketoverbindung anzeigte. Als Kriterium wurde wiederum
der biologische Tierversuch herangezogen. Nach 35 bis 60 Tagen der
Losung entnommene Proben ergaben einwandfreie antiskorbutische

Tabelle 9.
Niederfrequentes Hauvtband '

Band ¢ = 3380 mm ! % Dehy: ¥ = 4120 mm?! o Ascor- % ) _Ascor-_

Tage droaﬁcorbm Eiuséiure bu}saurei (ti-

108 €pax fmax silure 102 &0 x max trimetrisch)
0 — — — 3,96 9120 100 100
2 — — — 3,95 8913 98 100
7 — — — 3,95 8913 98 91
12 —_ — — 3,90 ) 7943 - 87 78
16 — — — 3,82 6531 72 —
21 1,86 72,4 15 3,95 8913 98 —
217 2,18 151 32 3,80 6383 70 L —
29 2,40 251 54 3,50 3170 32 40
33 2,563 342 73 3,27 1850 20 0
36 2,55 355 76 3,20 1585 17 Y
38 2,61 407 87 3,08 1216 13 0
53 2,65 447 95 3,17 1479 16 0
66 2,67 468 100 2,48 298 3 0
70 2,67 468 100 2,30 199 2 0
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Effekte; auBer der charakteristischen Gewichtszunahme konnte in Leber,
Niere und anderen Organen der sezierten Tiere Ascorbinsiure nach-
gewiesen werden.

Dieses Frgebnis zeigt, dafi die hier allein anwesende oxydierte Form
der Ascorbinséure mit dem der Triketostruktur zugeordneten Maximum
bei 3380 mm~! biologisch reversibel ist. Daraus darf sowohl im vor-
Hegenden Fall, als auch bei den biologisch gleichfalls wirksamen HEnd-
produkten der durch CNS- und Haferextrakt stabilisierten Autoxydation
von l-Ascorbinsdure ebenso wie bei der elektrochemisch erhaltenen
Triketoform (I. Teil) ein ungetffneter Laktonring angenommen werden.

Hiermit erscheint die Existenz einer reversibel oxydierten Form von
Ascorbinsgure der Konstitution (I) ausreichend belegt. Nach dem Kr-
gebnis des Tierversuches mit der mit H;PO, stabilisierten Losung er-
scheint es durchaus moglich, daf dies nicht die einzige reversibel oxydierte
Form der Ascorbinsiure darstellt und daBl etwa eine im untersuchten
Spektralbereich praktisch nicht absorbierende hydratisierte Form (vgl
hierzu die Arbeit von Ghosh und Rhakshit'®) gleichfalls reversibel ist.
Der Begriff ,,Dehydroascorbinsaure ist demmnach nicht so streng im Sinne
von Ghosh und Rhakshit zu fassen und lediglich auf eine nicht absorbierende
und daher als hydratisiert angenommene Ascorbimsiure zu beziehen;
die vorstehenden Untersuchungen ergeben vielmehr, dafl auch eine ganz
charaktzristisch absorbierende Dehydroascorbinsiure existiert.

3. Biologische Testbestimmungen.

Im folgenden seien noch auszugsweise die Ergebnisse der biologischen
Tierversuche wiedergegeben. Die biologischen Bestimmungen wurden
ebenso wie sémtliche in dieser Arbeit erwédhnten Titrationsanalysen von
Frau Dr. Renate M. Czmiel durchgefithrt, der wir an dieser Stelle fiir ihre
tatkraftige Unterstiitzung und wertvolle Mitarbeit bestens danken mdéchten.

Als Versuchstiere wurden ausschlieflich Meerschweinchen verwendet.
Die quantitative Bestimmung der Ascorbinsédure in den verschiedenen Organen
der sezierten Versuchstiere wurden durch Titrationen mit Dichlorphenol-
Indophenol nach Tillmans mit der bei Bestimmungen an biologischem
Material iiblichen Methodik?® durchgefuhrt. Den Absolutwerten dieser
Messungen kommt nun im besonderen nach den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchungen gewil3 eine ziemliche Unsicherheit zu; doch erscheinen hier
in erster Linie die relativen Unterschiede malligebend, die die biologische
Wirksamkeit der verfitterten Lésungen in tberzeugender Weise belegen.
Aus Tabelle 10 ersieht man aullerdern den eindeutigen Vorrang von Hypo-
physe und besonders Nebenniere im Hinblick auf die Féhigkeit, Ascorbin-
sdure zu speichern. Wie Tabelle 11 zeigt, ist dies auch nach den Angaben
der einschliagigen Literatur?' beim gesunden Tier der Fall.

¥ J. C. Ghosh und P.C. Rhakshit, Biochem. Z. 299, 401 (1938).

20 ¢. Bomskow, Methodik der Vitaminforschung. Leipzig: Verlag
G. Thieme. 1935.

21 A. Giroud, L’acide ascorbique dans la cellule et les Tissus, Proto-
plasma-Monographie, Bd. XVI. Berlin: Verlag Borntrager. 1932.
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Tabelle 10.

Tier I ‘ Tier IT ' Tier I1T ! Tier 1V 5TierV

t

Gewichte der Tiere in Grammen

!

400 380 380 420 420  Grundgewichte
166 146 300 180 176 Ende der l4tagigen.
Mangeldidt (bei IIT
achttégig)
397 330 350 200 —
22 Tage| 37 Tage |14 Tage | 16 Tage| —  Nach Verfitterung
Normales Aussehen Unter schwe- d. Versuchslésungen
ren Skorbut-
erscheinungen
eingegangen

Milligramm-Prozente Ascorbinsiure '

Gehirn . ... 4,9 4,0 — 5,3 2,0
Hypophyse 45,8 91,0 76,4 0,0 0,0
Niere ..... 7.8 9,0 10,0 2,5 0,1
Nebenniere. 35,2 19,0 71,3 15,5 3,0
Leber ..... 12,7 15,0 14,3 49 | 20
Darm ..... 14,0 8,4 — 2,8 0,0

Versuche mit der mit Metaphosphorsiure stabilisierten Ascorbinsdureldsung
(1% HPO,;, 1073 Mole Ascorbinsgure 11, s. S. 81).

35 Tage nach dem Ansetzen der Losung wurden je 5ccem entnommen
und an die Tiere I und II verfiittert. Die Losung zeigte in diesem Stadium
etwa das in Abb. 8 mit 4 bezifferte Ab-

Tabelle 11. sorptionsspektrum, demzufolge noch rund

% 209, der Ausgangsmenge als 1-Ascorbinséure

Ascorbinsiure und 809, Dehydroascorbinsdure vorhanden

waren, wahrend die Titration mit Téllmans-

Gehirn . . ... .. 15,7 Reagens 0%, Ascorbinsdure ergeben hatte.

Hypophyse . . . 138,5 Dies wurde 3 bzw. 5 Wochen lang fortge-

Niere ........ 11,0 setzt, so daB die dargebotene Lésung prak-

Nebenniere . . . 120,4 tisch ausschlieflich die Triketoform ent-
Leber........ 28,6 hielt.

Versuche mat dem wifrigen Auszug etnes petrolitherischen Extraktes von
Hafermehl (s. S.79).

Diese Losung wurde 70 Tage nach dem Ansetzen, also zu einem Zeit-
punkt, als die Titration 09, Ascorbinsdure, das Absorptionsspektrum das
Endstadium des Triketomaximums ergab, in gleicher Dosierung durch
2 Wochen an Tier IIT verfuttert. Auch mit der mit Orthophosphorsiure
und Ammonrhodanid stabilisierten Ascorbinséurelésung (vgl. 8. 76 und 77)
wurden ganz #hnliche Effekte beobachtet. SchlieBlich gibt Tabelle 10 in
den beiden letzten Spalten noch Versuche wieder, die mit Tieren (IV und V)
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angestellt wurden, die nach Beendigung der Mangeldidt lediglich mit einer
ascorbinsdurefreien Phosphatndhrlosung gefuttert bzw. auf Mangelkost
belassen wurden.

4, Diskussion und Zusammenfassung der Ergebnisse.

Die absorptionsspektrographische Untersuchung der Autoxydation
von Ascorbinsiure unter verschiedenen Bedingungen ergibt erstmalig
die Erkenntnis, daB} die beschleunigte ebenso wie die verziogerte Autoxy-
dation in wabriger Losung keineswegs stets gleichartig verliuft. Ab-
gesehen von den katalysierenden oder stabilisierenden FEffekten der
verschiedenen Zusitze zeigte es sich, dafl die Autoxydation teils zu
einer Umwandlung des Ascorbinsduremolekiils in unterhalb 4500 mm—t
nicht mehr selektiv absorbierende Stoffe fiihrt (bei Gegenwart von
Fe++-Ion, Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, Gegenwart von Ortho-
phosphorsdure); teils fithrt sie aber, ganz unabhingig davon, ob die
Reaktion beschleunigt oder verzdgert abliuft, zur Ausbildung einer
charakteristischen Vorbande, die mit Sicherheit einem System von drei
miteinander konjugierten CO-Gruppen zugeordnet werden konnte.
Verbindungen mit dieser Gruppierung konnen entweder als einziges
Oxydationsprodukt entstehen (bei Anwesenheit von Metaphosphor-
sdure) oder sie entstehen neben anderen gleichfalls absorbierenden Stoffen
(z. B. bei Gegenwart von Cut*-Ion, Rhodanion sowie eines pflanzlichen
Extrakts). Die folgende Tabelle 12 veranschaulicht die bemerkenswerte

Tabelle 12.
Absorptionsband des
Oxydationsproduktes
Ascorbinsgure oxydiert —_—
¥ max mm«1j log emax
mit p-Benzochinon .................. 3300 | — vgl. 1. Teil
T 5 I O 3370 } 2,58 vgl. 1. Teil

elektrochemisch in salzsaurer Lésung. . 3150 2,56 vgl. L. Teil
durch Luftsauerstoff................. 3370 ; 2,59
in Gegenwart von Cu'".............. 3300 | 2,40
' v s ONS/ L. 3380 3,09 Anwesenheit
- vs ,, Haferextrakt ...... 3390 2,89 } mitabsorb.
ye . » HPOg........... .. 3380 | 2,67 Begleitstoffe !

Ubereinstimmung der spektralen Daten dieser Oxydationsprodukte.
Im Falle der elektrochemischen Oxydation und der durch HPO,, CNS-
und Haferextrakt stabilisierten Autoxydation kann das Vorliegen einer
reversiblen Dehydroascorbinsiure der Xonstitution I aller Wahr-
scheinlichkeit nach als erwiesen angesehen werden.

AuBer grundsatzlich neuen Aufschliissen iiber Zwischen- und End-
produkte bei den verschiedenen Oxydationen erméglicht das Ultraviolett-



88 E. Schauenstein: Absorptionsspektrographische Studien.

spektrum eine quantitative Verfolgung des Reaktionsverlaufes. Aus
diesen Messungen geht hervor, daBl Cu* +-Ion den stérksten katalytischen
Effekt zeigt, wihrend die katalytische Wirkung der anderen Faktoren
in der Reihenfolge: ultraviolettes Licht, Fe*+-Ion, Luftsauerstoff ab-
nimmt. Die Wirkung der untersuchten Stabilisatoren nimmt in der
Reihenfolge: HPO,, NH,, CNS, Haferextrakt, H,PO, ab.

Die Konzentrationsbestimmungen mit Zillmans-Reagens wiesen im
allgemeinen einen dhnlichen Verlauf wie die spektrographischen Messungen
auf; die einzelnen Werte stimmten jedoch keineswegs mit den spektro-
graphischen iiberein, worauf auch z. B. Sosa®* hingewiesen hat. Vor
allem sprach das TWllmanssche Reagens bei geringen Konzentrationen
meist nicht mehr an, wihrend im Spektrum noch merkliche Mengen
von Ascorbinsiure gefunden wurden, wie auch die Tierversuche zeigten.
Abgesehen von der fiir Ascorbinsiure unspezifischen Reaktion ergibt
die Titration mit dem Tillmonsschen Reagens durch den oft nur sehr
unscharf zu beobachtenden Farbumschlag allgemein unsichere und bei
geringen Ascorbinséurekonzentrationen tiberhaupt keine reproduzier-
baren Resultate. Dagegen ermdoglicht die objektive absorptionsspektro-
graphische Methodik zuverlidssigere und auch wesentlich empfindlichere
Messungen; durch die Moglichkeit, den fiir Ascorbinsiure spezifischen
Ubergang von Ascorbinséure in die bei 3300 mm— absorbierende, rever-
sibel oxydierte Form quantitativ zu erfassen, gestattet die spektro-
graphische Methodik die Entwicklung eines exakten quantitativen,
vor allem aber auch weitgehendst spezifischen Verfahrens. Hierbei ist
die Anwendbarkeit auch bei gefdrbten Medien ebenso ein erheblicher
Vorteil, wie der Umstand, dall bei einem solchen Verfahren eine etwaige
vorzeitige teilweise Oxydation durch den Sauerstoff der Luft wihrend
der Bestimmung ohne praktischen EinfluB bleiben wird. Uber die
Methodik selbst soll an anderer Stelle noch ausfithrlich berichtet werden.

Ich méchte nun vor allem Herrn Prof. Dr. W. Halden, der die Leitung
des biochemischen Anteils dieser Arbeit innehatte, meinen herzlichen
Dank zum Ausdruck bringen sowohl fiir viele wertvolle Anregungen als
auch fiir die stets hilfsbereite Unterstiitzung mit Literatur und Substanzen,
wodurch die Durchfithrung vieler wesentlicher Versuche oft iiberhaupt
erst ermdglicht wurde. Ferner bin ich zu Dank verpflichtet Herrn Prof.
Dr. A. Pischinger fir die Leitung der biologischen Tierversuche sowie
Herrn Prof. Dr. O. Kratky fir beratende Diskussionen und das unseren
Untersuchungen entgegengebrachte lebhafte Interesse.

2 4. Sosa und C. Sosa-Bourdouil, Bull. Soc. Chim. biol. 25, 146 (1943).



