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Die quant i ta t ive Methode der Phytolbest immung dureh 
Bildung des orangeroten Urethans mittels 4-Benzolazophenyl- 
isoeyanat und die ehromatographische Trennung sowie Kolori-  
metrierung desselben l~Bt sieh nieht ohne weiteres auf den un- 
verseifbaren Anteil der Pflanzenlipoide iibertragen. Es gelang 
aber, durch Einsehaltung zweier Vorreinigungen, nEmlieh 
dureh ehromatographisehe Aufteilung der unverseifbaren 
Lipoide mid dureh Hoehvakuumdest i l la t ion der phytolhal t igen 
Frakt ion,  eine ann~hernd quanti ta t ive Bestimmungsmethode 
auszuarbeiten. 

Besondere Sehwierigkeiten bereitete es bei der Ausarbei tung 
der Methode, einen bis 230 ~  t toehvakuum nieht siedenden 
Anteil  auszusehalten, der ebenfalls ein gef~rbtes Urethan mit  
4-Benzolazo-phenylisoeyanat liefert. Dieser Anteil, der im 
Bla t tex t rak t  yon Aesculus hippocastanum in grSBerer Menge 
zugegen ist als Phytol ,  wurde einigen Vorversuehen unterzogen. 

In  einer fr t iheren Mit te i lung 1 wurde  fiber Methoden  ber ichte t ,  die 
ges ta t ten ,  den  Gehal t  yon  re inem P h y t o l  im R o h p h y t o l  q u a n t i t a t i v  zu 
bes t immen.  Die S~utenchromatographie  des gefi~rbten, aus  P h y t o l  
mi t  4 -Benzolazo-phenyl i soeyana t  gebi ldeten  Ure thans  schien uns auch 
die MSglichkeit  zu bieten,  des  P h y t o l  yon  den  zahlreichen Beglei ts toffen 
abzut rennen,  die aus verseif ten P f l anzenex t r ak t en  als unverse i fbarer  
Lipoidante i l  gewonnen werden.  Es  war  unsere Absieht ,  eine Methode  
zur q u a n t i t a t i v e a  Bes t immung  des Phy to l s  in Pf lanzen zu entwickeln,  
da  eine solche unseres Wissens bisher  in der  L i t e r a tu r  n icht  beschr ieben 

* f3ber die vorliegende Arbei t  wurde in den I)isser~ationen an der Philo- 
sophisehen Fakult~it der Universit~it Wien yon 15. Stentzel (1954) und W. Br611 
(1954) beriehtet.  

1 0 .  Hromatka und L. Stentzel, Mh. Chem. 89, 54 (1958). 
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ist. 1V[an ging vielmehr immer yon der Meinung aus, dab Phytol  aus- 
schlieBlich im Ester Chlorophyll vorliegt und man daher aus der 
Chlorophyllbestimmung auch auf die Phytolmenge rfickschliefien kann. 
So bemerkte beispielsweise R. K u h n  2 in der Fugnote einer Untersuehung 
fiber Lyeopin, dab das Vorkommen yon Phytol  in freier Form oder in 
einer yon der Esterbestimmung im Chlorophyll verschiedenen Bindungs- 
form noch nicht beschrieben worden sei. 

Dies ist an sieh erstaunlieh, denn das Phytol  wird in der Pflanze 
vSllig unabh/~ngig gebildet und erst in einer sp/iteren Stufe mit  !V[g- 
Vinylphaeoporphyrin-a.5 zu Protochlorophyll verestert ~. Aus Versuchen 
und Verfahren zur pr~parativen oder technischen Gewirmung des Phytols  
aus grfinen Pflanzen, soweit darfiber fiberhaupt Literaturangaben vor- 
liegen, kann man aueh nicht auf die Gesamtmenge des Phytols in der 
Pflanze schlieBen. Die erste Gewinnungsmethode 4 ging fiber das Phaeo- 
phytin, schlol] also frei oder in anderer Bindungsart vorliegendes Phytol  
prinzipiell aus. Andere, zum Tell teehniseh angewendete Methoden spalten 
zwar die Esterbindung, sei es dureh Chlorophyllase in der Irisehen Pflanze 
oder dutch Alkalien in Pflanzenextrakten und isolieren das Phytol  mittels 
seiner LSslichkeit in LipoidlSsungsmitteln und nachfolgender Destillation 
im Vakuum 5, 6, ~. Sie bieten aber keine Gew/s dab alles Phytol  un- 
ver~ndert gewonnen wird und das Endprodukt  rein ist. 

Eine quantitat ive Bestimmungsmethode ffir a]les in der Pflanze 
im Chlorophyl] oder in anderer Form vorliegende Phytol  wird gestatten, 
die gfinstigsten Rohstoffe auszuw/~hlen und die Ausbeute bei den techni- 
schen Gewinnungsmethoden zu beurteilen. Sie wird aber aueh eine 
Antwort auf die Frage nach der Ver/~nderung des Phytolgehaltes im Laufe 
der j/~hrliehen Vegetationsperiode, besonders bei der herbstliehen Laub- 
verf/irbung, und naeh dem Phytolgehalt  etiolierter Pflanzen ermSglichen. 

Fiir die Ausarbeitung der Methode zogen wir die BlOtter der RoB- 
k~stanie (Ae8culus hippocastanum) heran, ffir die ein verh/iltnism/iBig 
sehr hoher Chlorophyllgehalt yon 9 bis 10 g/kg Trockenblatt  in der 
Literatur verzeichnet wird, und die dariiber hinaus den Vorteil bieten, 
dab man  das Versuehsmaterial weitgehend yore selben Baum gewinnen 
kaIln. Es wurden jewefls grSgere Mengen gesammelt, sofort bei 70 ~ 
getroeknet, zerkleinert, durch ein feinmasehiges Drahtnetz gesiebt und 
mit 96proz. Alkohol im Soxhlet.Apparat unter 5fterem Weehsel der 

R. Kuhn und Ch. Grundmann, Ber. dtsch, chem. Ges. 65, 1880 (1932). 
a Siehe l~eferat W. Siedel, Angew. Chem. 66, 735 (1954). 

R. Willstditter und F. Hocheder, Ann. Chem. 854, 215, 240 (1907). 
5 M . E .  Wall, Ind. Eng. Chem. 41, 1465 (1949); U. S. Patent 2537602, 

31. Okt. 1950. 
6 A. A.  Svishchyk und B. G. Savinov, Chem. Abstr. 1057, 4653 c. 
7 j .  Berka, 2R. Pek und S. Vybiral, Chem. Abstr. 1957, 7662 f. 
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Vorlage erschSp/end extrahiert. Da es nur auf die quantitative Effassung 
des in beliebiger Bindungsform vorliegenden Phytols, nieht aber auf die 
Vermeidung yon Umesterungen ankara, konnte siedender Alkohol ohne 
Bedenken verwendet werden. Der eingeengte Ext rak t  wurde mit soviel 
50proz. Natronlauge versetzt, dab eine n-NaOI4 resultierte, 3 Stdn. 
unter RfickfluB verseift, mit Wasser verdfinnt und mit Petrol/~ther vom 
Sdp: 35 bis 50 ~ erschSpfend extrahiert. Der Rfickstand der Petrol/ither- 
15sung, als unverseifbare Lipoide (u. L.) bezeiehne~, betrug bei dem 
Versuch, der das Ausgangsmaterial fiir die meisten der in dieser Arbeit 
angefiihrten Untersuchungen bildete, 23,9 g und wurde aus 750 g trockenen 
B1/~ttern gewonnen. Selbstverst/~ndlich geniigt es fiir die Einzel- 
bestimmung, 20 bis 30 g getrocknete BlOtter zu extrahieren; denn wir 
entwiekelten die Methode, indem wir 23,9 g u. L. im 100-ml-l~eBkolben 
in Benzol 15sten und fiir den Einzelversuch nur 3 ml --~ 0,7177 g u. L. 
verwendeten. 

Anfangs wurde versucht, die u. L. ohne vorherige Auftrennung mit 
4-Benzolazo-phenylisoeyanat umzusetzen. Die beim Chromatographieren 
auf Al20~-S/iulen und Entwickeln mit Petrol/~ther-:4ther-Misehungen 
erhaltenen 5 Farbzonen zeigten keine scharfe Trennung yon den farb- 
losen Zwischenzonen. Die Anwendung anderer LSsungsmittel oder anderer 
Adsorptionsmit~el (CaCO,, CaO, l~IgO) war noeh ungiinstiger. Als braueh- 
barster Weg erwies sich die Anwendung einer AlzO 3- Saule yon 1 em ~, 
aber einer L~nge yon 80 era. Es wurde mit der Petrol~ther-:4ther- 
misehung 3 : 1  entwiekelt, aber auf ein Durchlaufchromatogramm ver- 
zichtet, vielmehr die einzelnen Zonen mit der Sloatel getrennt und mit 
Methanol-~ther eluiert. Die 4. Yarbzone (von oben) enthielt das ge- 
f~rbte Urethan des Phytols, wie dureh iMischehromatographie mit der 
reinen Verbindung fes~gestellt wurde. 

Trotz nochmaliger chromatographiseher Trennung gab das aus den 
unverseifbaren Lilooiden gewonnene Ureihan ialsche Analysenwerte (ira 
Mittel C 80,36%, t t  9,93%, N 5,53% gegenfiber den bereehne~en Werten 
yon C 76,25%, t t  9,50%, N 8,08~o). Die kolorimetrisehe Bestimmung 
ftihrte zu dem unwahrseheinlieh hohen Mittelwer~ von 1,03% Phytol  
im t rockenen Blatt. Wir muBten also schlieBen, dab die Trennungs- 
methode nich~ geniigend und das Phy~ylure~han mit anderen, vermutlieh 
ebenfalls gefiirbten Verbindungen verunreinig~ ist. 

Daher wurden die unverseifbaren Lipoide vor der Umsetzung mit 
4-Benzolazo-phenylisocyanat in Petrol/~theriSsung auf A1203 einer Vor- 
ehromatographie unterworfen. Auf der S/iule entstanden yon oben 
beginnend folgende Zonen, die getrennt eluiert wurden: a) Eine nieht 
und eine langsam wandernde gelbe Zone, zusammen 22,6% der ein- 
gesetzten u. L ,  b) eine breite farblose Zone, 51,5% der u. L., e) eine sehnell 
wandernde gelbe Zone, 25,6% der u. L. DaB das Phytol in Zone b enthalten 
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war, stellten wir dadurch lest, dab wir in einem Versuch vor dem 
Chromatographieren 0,5635 g 82proz. Phytol  den 3 ml der u. L.-L6sung 
zusetzten und den ~[ehrgehalt an Phytol  in Zone b quantitativ wieder 
fanden. 

Das Eluat  der Zone b wurde dahor mit 4-Benzolazo-phenylisocyanat 
umgesetzt und in iiblicher Weise chromatographisch getrennt. Die im 
Durchlaufchromatogramm gewonnene orange gef~rbte Substanz erwies 
sich zwar im Mischchromatogramm Ms identisch mit Phytylurethan,  
gab aber noch Ialsehe Ana]ysen, n~tmlich im Mitre1 C 80,76%, H 9,88%, 
N 5,60~ . Aus der Kolorimetrie h~tte man auf 0,93% Phyto] im trockenen 
Blatt zu scbliel3en. Auch die Vorchromatographierung der u. L. brachte 
also keine Abtrennung des Phytols. 

Als n~chster Schritt wurde eine Vorreinigung der u. L. durch 
Methanol untersucht. Die u. L. aus 3 ml BenzollSsung wurden mit 
25 ml siedondem ~ethanol  behandelt, im Eisschrank gekiihlt und eine 
gallertige, farblose Substanz durch Zentrifugieren abgetrennt. Das 
~[ethanol enthielt noch 62,6% der u. L., die in fiblicher Weise mit 
4-Benzolazo-phenylisocyanat umgesetzt und chromatographiert warden. 
Die Zone des Phytylurethans gab eine Substanz, deren Analysenwerte 
zwar bessor stimmten (ira Mittel C 78,90%, H 9,44%, N 6,44%), die 
kolorimetrisch bestimmten Phytolwerte lagen abor in Parallolversuchon 
zwischen 0,66 und 0,870//o der Blatt-Trockensubstanz. Die Methode 
der Methanoltrennung liel] sich also nicht gleichm~l~ig durchfiihren und 
war unbrauchbar. Auch durch Kombination der Methanoltrennung 
und der Vorchromatographierung konnten keine besseren Resultate 
erreicht werden. 

Wir mul~ton daher doch die Destillation der u. L. im Vakuum zur 
l%einigung heranziehen. Im Hochvakuum destillierte aus einem Kugel- 
rohr ab 120 ~ Lnftbadtomperatur anfangs hochprozentiges Phytol, ab 
zirka 135 bis 155 ~ neben Phytol  auch wachsartig erstarrende Produkte. 
Aus den I)estillaten konnte in jedem Falle mittols 4-Benzolazo-phenyl- 
isocyanat in iiblicher Bestimmungsmethode reines Phytylurethan mit 
stimmenden Analysen (ira Mittol N 8 ,17~ gewonnen werden. Der in 
Parallelversuchen bestimrnte Phytolgehalt dot trockenen BlOtter gab 
abet sehr starke Streuungen. Es zeigte sich n~mlich, dal~ es nieht mSglich 
war, das Phytol  gleichmal~ig und quantitativ aus den sich bei der 
Destillation bereits zersetzenden Begleitstoffen abzudestillieren. 

Daher kombinierten wir die bereits oben besprochene chromato- 
graphische Vortronnung der u. L. auf der Al~Os-S~ule, bei der die Ab- 
scheidung der phytolhaltigen Schicht b yon zirka 50% toils gef~rbten, 
in der Hitze unbest~indigen Verbindungen mSglich ist, mit der anscblieBen- 
den Hochvakuumdestillation des Eluates b. Jetzt  enthielt das im Hoch- 
vakuum bei der Luftbadtemperatur  yon 110 bis 150 ~ iibergehende, leicht 
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bewegliche 01 alles Phytol. Eine zweite, yon 160 bis 190 ~ Luftbad- 
temperatur tibergehende 51ige, sparer wachsar~ig erstarrende Fraktion 
war phytolfrei. Als I~tickstand blieb ein z~ihes, nieht kristallisierendes 01. 

Wurde Fraktion 1 in fiblicher Weise mit 4-Benzolazo-pheny]isoeyanat 
umgesetzt und chromatographiert, so wurde ein Phytylurethan mit 
stimmenden Analysenwerten erhalten (im Mittel C 76,16%, t I  10,02%, 
N 7,80%). Die kolorimetrisehe Bestimmung des gef~rbten Urethans 
gab wenig streuende Werte yon im Mittel 0,31% Phytol  in der Blatt- 
Trockensubstanz. Dies entspricht einem Chlorophyllgehalt yon zirka 
1 ~ und zeigt also, dab in grfinen B1/ittern der RoBkastanie mindestens 
keine groBen Mengen Phytol augerhalb der Chlorophyllkomponente ent- 
halten sind. 

Die ~ethode zur Phytolbestimmung in Pflanzen ist also nach den 
vorher besprochenen Untersuchungen nur durch Kombination einer 
Anzahl von Verfahrensschritten m6glich. 

1. Schonende Trocknung des Pflanzenmaterials. 

Dabei trit~ kein Verlust an Phytol ein. Da mit Alkohol extrahiert wird, 
kann die Troeknung auch unterbleiben, wenn man frisehe Pflanzen ver- 
arbeiten will. 

2. Ersch6pfende Extrak~ion des lein zerkleinerten Pflanzenmaterials 
mit 96proz. Alkohol und Konzentration der Extrakte. 

Freies Phytol und Phytol in Esterform wird him" quan~itativ in L6sung 
gehen. 

3. Verseifung des eingeengten alkoholisehen Extraktes mit n-NaOtt. 

Bei dieser Stufe werden die Ester quanti~ativ gespalten und es sind 
keine Phy~olver]uste zu erwarten. 

4. ErschSpfende Extraktion der mit Wasser verdtinnten Mkalisehen 
L6sung mit Petrol~ither. 

Werm man auf saubere Sehichtentrennung achte~ und sich dureh W~gung 
des Riiekstandes der letzten Extrakte yon der Vollst/indigkeit iiberzeugt, 
geht Phytol quantitativ in den Petrol/ither. 

5. Chromatographie des unverseifbaren Anteils der Lipoide auf 
A1203. 

Weft die phytolhaltige Zone yon sehneller und langsamer wandernden 
Farbzonen begrenzt wird und die Elution quantitativ erfolgt, bringt aueh 
dieser Verfahrensschritt keine Verluste. 

6. Destillation des Riickstandes der Phytolzone im I-Ioehvakuum. 

Die Hochvakuumdestillation im Kugelrohr l~l]t sieh infolge der relativ 
geringen Begleitstoffmengen ohne Zersetzung des Phytols durehftihren. 
Dutch Abnehmen von hSher siedenden :Fraktionen konnten die Bedingungen 
fiir das quantitative ~rberdestillieren des Phytols ermittett werden. 
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7. Umsetzung der Phytolfraktion mit  4-Benzolazo-phenylisoeyanat 
naeh der frfiher publizierten lV[ethode ~. 

W/~hrend bei der Bestimmung des Prozentgehaltes yon Rohphytol (l. e.) 
16 bis 20 Stdn. unter RiickfluB gekoch~ wird, haben wir uns hier durehwegs 
mit 6 Stdn. begntigt, weil der dadurch eventuell gemachte Fehler fiir den 
Zweck tier Phytolbestimmung in Pflanzen belanglos ist. 

8. Chromatographische Abtrennung des gef/~rbten Phytylurethans.  

Die Trennung und Elution ist vollst~ndig, wie wir uns frfiher tiberzeugen 
konnten. 

9. Kolorimetrisehe Bestimmung des Phytylurethans.  

Im  MeBbereieh tier Eichkurve ist diese Bestimmung zuverlgssig. 

Es ist notwendig, dag sich der AnMytiker mit  der exakten Aus- 
fiihrung der immerhin komplizierten Bestimmungsmethode ver t raut  
macht  ; dann wird aber in Paralle]bestimmungen eine far die vor]iegenden 
Zwecke ausreichende Genauigkeit erreicht. 

Es interessierte uns noch die Frage, welche Verunreinigung ebenso 
wie Phytol  in Methanol ISslieh war, bei der Chromatographie der u. L. 
im selben Bereich der AleOs-S~ule adsorbiert wurde wie Phytol  und 
sich auch bei der Chromatographie der mit  4-Benzolazo-phenylisocyanat 
gebildeten Urethans nicht veto Phytol  trennen liel~. 

Wir hat ten diese Substanz oder das Gemisch mehrerer Verbindungen 
im Rtiekstand der Phytoldesti]lation zu erwarten. Wir destillierten daher 
aus diesem Rfickstand alle bei 0,001 Tort  und der Luftbadtemperatur  
bis 230 ~ tibergehenden Antefle ~b und machten mit  dem Rfickstand 
einige orientierende Vorversnche. 

Der Riickstand wurde auf AI~O 3 chromatographiert  und mit  Petrol- 
/~ther-Xther (3:1)  entwickelt. Nach Abtrennung der Endzonen der 
S~ule wurde eluiert, des L6sungsmittel vollstgndig en~fernt und der 
51ige Rfickstand analysiert. Die Werte der C-, H-Best immung wiirden 
die Brut~oformel CsoI-I1000 ermSglichen. 

Durch Umsetzung mit 4-Benzolazo-phenylisocyanat und Chromato- 
gruphie anf A1~O3 wurde, abgesehen von den aus dem l~eagens stammen- 
den Zonen eine einheitliche, breite orange Zone erhalten. Diese wurde 
eluier~ und gab C-, I-I- und l~l-Werte, die sich mit  der Bru~toformel 
C52Hs40 ftir einen Alkohol vereinbaren lieBen. Es ist interessant, dab 
ein Misehchromatogramm mit  dem entspreehenden Ureth~n des Phytols 
ebenfalls eine einheitliehe Farbzone ohne jede Andeutung einer Auf- 
trennung ]iefert. 

Die Bestimmung des Molgewichtes nach Rast gab fiir den ,,Alkohol" 
Werte yon 750 bis 810, w/~hrend z. ]3. ftir Cs0I-I1ooO 837,4 errechnet ist. 
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Bei der katalytisehen Hydrierung in absol. Atkohol mit Pd-Kohle 
wurden bei Raumtemperatur in 15M in. 11 Mole H z aufgenommen, 
wenn man ein Molgewicht 840 zugrunde legt. 

Die IR-Aufnahme ]ieB folgende Strukturelemente erkennen: Alko- 
holische OH-Gruppe, Paraffinkette, grSBere Zahl yon Doppelbindungen, 
eine davon eventuell in Allylstellung znr OH-Gruppe; mSglicherweise 
eine Folge yon Isoprengeriisten. 

Wir sind uns vollst~ndig der Tatsache bewul~t, dab eine Isolierung 
yon chemischen Individuen aus hSheren 51igen Lipoiden eine sehr 
schwierige Aufgabe ist. Unsere Anhaltspunkte fiir die Einheitlichkeit 
der Substanz sind noch ungeniigend. Da wir aber in den letzten Jahren 
das Problem nicht weiter bearbeiten konnten, wollen wir die Ergeb- 
nisse der u bekanntgeben. Neutrale Verbindungen der 
Formel Cs0HiisO und Cs0Hi200 hat beispielsweise J .  Asse l ineau  s in den 
Lipoiden yon Tuberkelbakterien aufgefunden. Dagegen wurden bei 
der Aularbeitung der Waehse yon Alfalfa ~ nur niedrigere Alkohole ge- 
funden. 

Rowland,  La t imer  und Giles 1~ besehrieben die Isolierung yon Solanesol 
aus Tabak. Trotz einiger Unterschiede zwisohen unseren vorlgufigen 
analytischen Ergebnissen und denen der genannten Autoren und obwohl 
deren experimentene Angaben tiber das IR-Spektrum einen strengen 
Vergleioh noeh nieht ermSgliehen, vermuten wir die Ident i t i t  des Sola- 
nesols mit unserer Verbindung. Wir sind mit weiteren Untersuehungen 
besehiftig~. 

Experimenteller Tefl 
Me~hodik der P h y t o l b e s t i m m u n g  

1970g am 5. Ok~ober gesammelte, aber noch ~iefgriine BlOtter der 
RoBkastanie wurden bei 70 ~ im Trockensehrank getroeknet, zerkleinert und 
(lurch ein feinmasehiges Sieb getrieben. Die erhal~enen 750 g Trockensubstanz 
wurden im Soxhle~-Appara~ mit 96proz. Alkohol ersehSpfend extrahiert, 
wobei der Alkohol im Vorlageko]ben mehrmals erneuer~ wurde. Die ver- 
einigten Ex~rakf~e wurden im Vakuum auf 1 1 eingeeng~, hierauf mit 80 g 
50proz. NaOH versetzt und 3 Stdn. am Wasserbad unter RiiekfluB gekocht. 
•aeh dem Erkalten wurden 3 1 Wasser zugegeben, wobei der wi~hrend der 
Verseifung ausgeschiedene braune BodenkSrper vollst~ndig in LSsung ging. 
Die LSsung wurde llmal mit je 1 1 Petrol~$ber (Sdp. 35 bis 50 ~ ausgesehiittelt 
und die vereinigten Extrakte am Wasserbad eingedampft. Es wurde bei 
100 ~ und 12 Torr zur Gewichtskonstanz getrocknet. Es blieb ein Rfiekstand 
yon 23,9 g (u. L.). Eine 12. und 13. Extraktion gab zusammen nur 0,35 g 
u. L. und wurde vernachlgssigt. 

s j .  Asselineau, Bull. soc. ehim. France 1954, 108. 
E.  H.  Blair, H .  L.  Mitchell und R.  E.  Sillser, Ind. Eng. Chem. 45, 

1104 (1953). 
is R . L .  Rowland, P .  H.  Latimer und J .  A .  Giles, J.  Amer. Chem. Soc. 78, 

4680 (1956). 
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Die Extrakt ion einer so groBen Blattmenge erfolgte nur, weft geniigend 
einhei$1iehes Material ftir die Ausarbeitung der Methode nStig war. Ffir die 
Einzelbestimmung werden 20 bis 40 g Blatt-Troekensubstanz geniigen. 

Die 23,9 g u. L. wurden mit  Benzol auf 100 ml LSsung gebraeht. / )avon 
wurden 3 ml iIn Vak. yon Benzol befreit und der l~iickstand in zirka 5 ml 
Petrol/ither (Sdp. 35 bis 50 ~ gelSst. 

F/Jr Einzelbestimmungen wird man den gesamten PetroI/~therrtiekstand 
der vorigen Operation (u. L.) in Petrol/ither 16sen trod zur Chromatographie 
verwenden. 

Die 1)etrol~therlbsung wurde mit  1Jetrol~ther quanti tat iv auf eine S~ule 
won A1203, standardisiert naeh Brockmann, yon zirka 17 mm ~ und 35 em 
L.~nge, die vorher mit  Petrol~ther getr~nkt war, gespiilt. Die Anwendung 
yon 1)ipetten ist fiir die Ubertragung viel gfinstiger als des ~bergiel~en, bei 
dem des Krieehen fiber die Gef~Bwand unbemerkte Fehler verursachen kann. 

Anschliel3end wurde mit  einer Misehung yon Petroli~ther-J~ther (3-~ 1) 
entwiekelt.  Die yon gefiirbten Zonen oben und unten begrenzte farblose 
Mittelzone der Al~Oa-S~iule wurde mechanisch mit  einer Sp~tel abgetrenn~ 
�9 mit  einer Misehung von 3 Vol. Methanol und 1 Vol. ~ h e r  quantita~iv 
eluiert, die LSsmlg in einem SchliffkoIben eingedampft und in ehr Kugelrohr 
(G]asrohr von zirka 20 cm Li~nge und zirka 1,0 em g ,  an dessen einem Ende 
sich eine Kugel yon zirka 2,0 em 2~ befindet) gebraeht. Es wurde zum Sehlul] 
bei 10 Torr zur Trockene gedampft und der l~fickstand aus einem Luftba.d 
im t tochvak,  abdestilliert. Das Kugelrohr wurde wiihrend der Destillation 
6fters bewegt. Des Destillat sammelte sieh in dem l~ohrteil auBerhalb des 
Luftbades an einer mit  einem feuchten Wattebausch gekiihlten Stelle. 
Zwisehen den Luftbadtemperaturen 110 und 150 ~ und 0,001 Torr destfllierte 
innerhalb yon ungef~hr 20 Min. ein leicht bewegliehes 01. Naeh Beendigung 
der Destillation wurde das Destillationsrohr mit  dem Destillat yon der Kugel 
mit  dem Riiekst~nd abgesehnitten und das Destillat mit  25ml  Benzol in 
�9 einen Kolben gesp~lt, der Rfiekflu/~kiihler und Chlorealciumrohr trug, mit  
0,4 g 4-Benzolazo-phenylisocyanat versetzt und 6 Stdn. am siedenden ~rasser- 
bad erhitzt. Nach dem Abdampfen des Benzols im Vakuum und Aufnehmen 
des Rficks~andes in Petrol~ther veto Sdp. 35 bis 50 ~ folgte die chromato- 
graphische Trennung auf einer S~.ule yon At20 3, standardisiert naeh Brock- 
mann, und die Elution mit  Petrol/~ther-Ather (3-b 1) sowie endlich die 
Kolorimet~'ie entspreehend der in der friiheren Mitteilu~.g I gegebenen Vor- 
:sehrift. 

Es sei noehmals darauf verwiesen, dab die kolorimetrische Messung im 
Pulfrich-Stufenphotometer bei S 47 und 1 cm Sehichtdicke nur innerhalb 
des ungef/ihren MeBbereiches yon E = 0,2 bis 0,4 ausgefiihrt werden sell. 
In  diesem Mei]bareich entsprieht einem E = 0,1 0,0483 mg Urethan oder 
~0,0276 mg Phyto] in 1 ml LSsung. 

In  4ParMlelbestimmtmgen wurden im verwendeten troekenen Blatt-  
material  l~hytolgehalte yon 0,323, 0,310, 0,301 und 0,306 gefunden. W~eitere 
Anwendungsbeispiele der besehriebenen Methode werden in einer sp~teren 
Mitteilung angegeben werden. 

G e w i n n u n g  de r  B e g l e i t s u b s t a n z  im  I ~ i i c k s t a n d  de r  D e s ~ i l l a t i o n  

Die u. L. wurden auf A1203 entspreehend der friiheren Vorsehrift 
.chromatographiert, die farblose Zone b m i t  Methanol-~ther extrahiert  und 
in ein Kugelrohr fiberfiihrt. Naeh dem Verdampfen des LSsungsmittels im 
-Vak. wurde bei 0,001 Torr im Luftbad bis 230 ~ erhitzt und alles Des~fllierbare 
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abgetrennt. Der Riickstand, ein dunkelgelbes z~hes 01, wurde in Petrol~ther 
gel6st, auf eine mit  Petrol~ther getr~nkte S~ule yon AlcOa, standardisiert 
naeh Brockmann, gebracht und  mit  einem Gemisch yon 3 Vol. Petrol~ther 
(Sdp. 35 bis 50 ~ und 1 Vol. ~ ther  entwiekelt. Die Mittelzone wurde mi t  
J~ther-Methanol eluier~ und bei 100 ~  Hoehvak. vSllig entgast. 

Gel. C 86,17, 86,14. t t  11,99, 11,90. 

U m s e t z u n g  des  Oles  m i t  4 - B e n z o l a z o - p h e n y l i s o e y a n a t  

0,1 g dieses 01es wurden in 25 ml Benzol mit  0,2 g 4-Benzolazo-phenyl- 
isocyanat 6 Stdu. unter  FeuchtigkeitsaussehluB unter  RiiekfluB erhitzt. 
Das Benzol wurde im Vak. abgedampft, der Riiekstand in Petrol~ther gelSst 
und auf eine mit  Petrol~ther getr~nkte A12Oa-Saule gebracht. Die Entwiek- 
lung mit  Petrol~ther-Ather (3 + 1) gab als langsam wandernde Farbzonen 
1. fibersehiissiges 4-Benzolazo-phenylisoeyanat und 2: p-Aminoazobenzol. 
Eine rasch wandernde, einheitliche Farbzone wurde vollst~ndig eluiert u n d  
eingedampft. Der Rfiekstand war ein dunkelro~es 01. 

Gel. C 83,19, 83,06, H 9,81, 9,88, N 4,43, 4,49. 

B e s t i m m u n g  des M o l g e w i e h t e s  der  B e g l e i t s u b s ~ a n z  

22,8, 32,2 u n d  28,7 mg 01 in 83, 102 trod 94 mg Kampfer gaben 14,5 ~ 
16,2 ~ und  15,1 ~ At ~ d  756, 780 und 810 1Vig. 

K a t a l y t i s e h e  H y d r i e r u n g  der  B e g l e i ~ s u b s t a n z  

0,5530 g 01 wurden in 50 ml absol. :4thanol mit  0,5 g vorher aushydrierter 
10% Pd-Aktivkohle bei 744 Torr und  26 ~ in der Schtittelente hydriert. Inner-  
halb yon 15!VDn. wurden 184ml I-I 2 aufgenommen; naehher keine weitere 
Aufnahme. ]:)as naeh dem Eindampfen des L6sungsmittels zurfickbleibend~ 
01 wurde im Hoehvakuum bei 100 ~ entgast. 

Gel. C 83,64, 83,61. H 14,35, 14,43. 

I i % - S p e k t r e n  a) de r  B e g l e i t s u b s t a n z  u n d  b) der  h y d r i e r t e n  
B e g l e i t s u b s ~ a n z  

Die Aufnahmen wurden mit  einem Einstrahl-Prismenspektrographen, 
Modell 12 c, der Firma PerIcin-Elmer aufgenommen. 

a) 3370 cm -1" ~-OH, durch Assoziation e~was versehoben. 
2920 era- l :  ~-CH. 
1670 era- l :  v - C : C - - ,  kann nieht konjugiert sein. 
1445 era-l :  c$-CH~. 
1375 em -1 : 6-CH a. 
1240 cm- l :  ftir prim~re Alkohole nicht sehr spezifisch. 
1035 era-l :  6-OH. 
1000 cm-l :  v-C--0,  besitzt die gleiche Lage wie im Phy~ol, wahr- 

seheinlieh Gruppierung O - - C - - C ~ C .  
Ri\ / R a  

835 cm- l :  C H - -  ,,wagging-Sehwingung", deutet ,auf / C = C \  
R~ H 

745em-1: CH~--, ,roeking-Sehwingung" bei langkettigen Paraf- 
finen. 
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b) 3360 c m - l :  v-OH, durch Assoziation etwas verschoben. 
2900 c m - l :  v-CH. 
1450 c m - l :  ~-CH~. 
1370 c m - l :  8-CHa. 
1150 c m - l :  wahrscheinlich C--C-Geriistschwingung. 
1060 cm -1: v-C--O. 

735 c m - l :  CHu--  , ,rocking-Schwingung" bei langkett igen 
linen. 

Paraf- 

Wi t  d~nken H e r r n  F. Grass fiir die Aufnahme  und  Diskuss ion der  
I R -  Spekt ren .  

S~mtl iche Ana lysen  wurden  yon  t t e r r n  Dr. W. Padowetz im Mikro- 
ana ly t i schen  L a b o r a t o r i u m  des I .  Chemischen Univers i t~ t s ins t i tu tes  
ausgef i ihr t :  


