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Wegen der teehnisehen Bedeutung yon Phytol  Ms Roh- 
stoff fiir Synthesen der Vitamine E und BI wurden selektive 
quant i ta t ive Bestimrnungsmethoden ausgearbeitet.  Diese be- 
stehen 1. in der gravimetrisehen Best immung der in Methanol 
schwer 16sliehen Verbindung des Phytol-3,5-dinitrobenzoes~ure- 
esters mi t  a -Naphthylamin  und 2. in der Bildung des orangerot 
gef~rbten Urethans aus Phyto l  und 4-Benzolazo-phenyl-iso- 
cyanat ,  der ehromatographisehen Trennung und kolorimetri- 
sehen Best immung dieser Verbindung. 

Phy to l ,  die Alkoho lkomponen te  des Es ters  Chlorophyll ,  h a t  ffir 
Syn thesen  yon  Vi t amin  K,  besonders  abe t  yon  Vi t amin  E (Tocopherol)  
besondere  Bedeu tung  er langt  nnd  wird  daher  in grSBerem M a g s t a b e  
aus gr i inen Pf lanzen oder  synthe t i soh  gewonnen.  Bei  der  Uberpr i i fung  
yon  , ,Phy to l "  verschiedener  Erzeugungss tg t t en  zeigte sich, da~ die 
P r ~ p a r a t e  keineswegs rein waren,  sondern  t ro tz  annghernd  s t immender  
S iedepunkte  bei der  Vakuumdes t i l l a t ion  Verunre in igungen in sehr unter-  
sehiedl ichem Prozen t sa tz  enthiel ten.  

Beispielsweise erhielten wir in einem allerdings extremen Fal l  yon einer 
amerikanisehen F i rma ein t~raloarat, das naeh Angabe der Lieferfirma aus 
dem Unverseifbaren von Alfalfa durch Molekulardestillation bei 0,0025 Tort  
und 120 ~ gewonnen und einer l%edestfllation bei 2 bis 4 Torr und 180 ~ unter-  
worfen worden war. Wir t rennten das Produkt  durch Destil lation bei 0,1 Torr 
in 11,1~/o einer Frak t ion  veto Sdp. 110 bis 133 ~ in 69,3% einer Frak t ion  
veto Sdp. 133 bis 143 ~ in 9,3~o einer Frak t ion  vom Sdp. 143 ~ und endlich 
einen l%tiekstand von 10,3%. 

* ~ b e r  die vorliegende Arbei t  wurde yon L. Stentzel in ihrer Dissertation 
(Universit~t Wien, 1954) beriehtet.  
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Nur in der 3. Frakt~ion waren zirka 10% Phytol ~nthalten. In  den anderen 
liel~ es sieh nieht mehr naehweisen. Die Fraktionen 1 und 2 kristatlisierten 
beim Kfihlen der Petrolatherlbsung mit Kohlens~ureschnee. Die Xristalle 
konnten vorderhand auf einen Sehmp. 30 ~ gebracht werden. 

Aber auch reinste Pr~parate anerkannter Chemikalienfirmen enthalten 
nach unseren Erfahrungen nur zirka 80% Phyto]. Auf die Sehwierigkeit 
der Reinigung von Phytol  weist aueh B a d e r  1 hin, der durch oftmalige 
HV-Destillation ein Preparer  yore Sdp. 150 bis 151~ Torr, d ~ -  
----- 0,8506 und n~j ~ ~ 1,4637 herstellte. Die Charakterisierung der Pr~parate 
dutch Siedeintervall, Dichte, Breehungsindex, Jodzahl und Verseffungs- 
zahl ist unseres Eraehtens aber nieht ansreiehend und es bestand des 
Bediirfnis nach einer spezifisehen, quanti tat iven Bestimmungsmethode 
fiir Phyto]. Die in der Literatur angegebenen Methoden erffillen diesen 
Zweek nicht. Die Anlagerung yon Brom an die Doppelbindung naeh 
Witlsti~tter und Hocheder  2 ist selbstverst~ndlich nut  anwendbar, wenn 
unges~tttigte Verunreinigungen fehten. Es ist aber bekann~, daI3 PhySadien 
oftrnals Phy~ol verunreinigt. Allgemeine Aeylierungsverfahren sind 
nur dann anwendbar, wenn die Verunreinigungen nieht acylierbar sind. 

Folgende kristallisierte Verbindungen des Phytols wllrden in der 
Literatur besehrieben: des Silbers~lz der Phytyl-phthalestersgure ~, des 
Semicarb~zon des Brenztraubens~tureesters 4, der Ester der Chrysanthe- 
mumcarbons~ure s, Urethane unter Verwendung yon Phenyl- und 
Naphthylisocyanat  6, des Allophanat v, s und endlich der 3-Nitrophthal- 
sgureester 9. 

]~ildungsweise und Eigenschaften dieser Derivate gestatten aber nut 
eine Identifizierung, doch keine quantitative ~Bestimmnng des Phytols. 

Wir suchten zun~ichst die yon Reichstein le zur Charakterisierung 
niedriger Alkohole verwendete Methode der Veresterung mit 3,5-Dinitro- 
benzoylchlorid in Pyridin und ansehliel~ende Umsetzung mit a-Naphthyl- 
~min a uf Phytol anzuwenden. W~thrend Reichstein diese Me,bode ffir 
hShere Alkohole nicht gut geeignet fend, erhielten wir mit Phytol eine 
in Methano] schwerl6sliche, kristallisierte orange Verbindnng CsTH510sNs 
vom Schmp. 60 bis 61 ~ l~ei genauer Einhaltung der im experimentellen 

i ~. Bader, Helv. Chim/Acta 84, 1632 (1951). 
2 R. Willst~tter und F. Hovheder, Ann. Chem. 35~, 248 (1907). 
3 R. Willst~tter, E. W. Mayer und E. Hi~ni, Ann. Chem. 878, 87 (1910). 

L. Bouveault, C. r. aead. sci., l~aris 188, 984 (1904). 
R. Staudinger und i}. Ruzicka, I-Ielv. Chim. Ac~a 7, 457 (1924), 
R. FVillstiitter und F. Hosheder, Ann. Chem. 8~, 252 (1997). 
A. ~. Todd, F. Bergel und Th. S. Work, Biochemical. J. 31, 2257 (1937). 

s p .  Karrer ,  A .  Geiger, H.  Rentschler, E .  Zb inden  u n d  A .  Kugler ,  Helv. 
Chim. Act~ ~6, 1741 (1943). 

Th.  Lennartz ,  Ber. dtseh, chem. Ges. 76, 248 (1943). 
~o T.  Reichstein,  I4elv. Chim. Acta 9, 799 (1926). 
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Tefl angegebenen Arbeitsweise gelang es, die Methode mit ertr~glicher 
Fehlerbreite auch quanti tat iv durchzufiihren. 

Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse einiger Parallelbestimmungen mit  
versehiedenen Phyto]mustern.  

Tabe l l e  1 

~uster Nr. Herkunit % Reinphytol 

British Drug I-Iouse 
d ~ 0,862, n~ ~ ~ 1,465 

British Drug House 
Frankreich 

80,00, 80,15 

78,4, 78,56 
77,01, 77,04 
73,80, 72,59 

Obwohl diese Methode ftir viele F~ille ausreiehend war, suchten wir 
naeh einem Verfahren, das in der chromatographischen Trennung und 
kolorimetrischen Bestimmung eines geiiirbten Phytolderivates bestehen 
sollte. Derartige Verfahren rind fiir Alkohole schon 5fters angegeben 
worden. So wurden 3,5-Dinitrobenzoesi~ureester aliphatiseher Alkohole 

�9 yon 1 bis 6 Kohlenstoffatomen dutch Adsorption an Silicagel getrennt n 
und dutch Fluoreszenz 12 kenntlich gemaeht. Fiir die qualitative Analyse 
aliphatischer Alkohole dureh Papierehromatographie wurden die Halb- 
ester der 3,6-Dinitrophthals~ure herangezogen is. Auch die mit  4-Di- 
methylamino-3,5-dinitrobenzoylchlorid bereiteten farbigen Ester wurden 
Itir Trennungen verwendet ~-~s. Ziemlich ausgedehnte Verwendung 
~anden die mit  4-Benzolazobenzoylehlorid hergestellten farbigen 
Ester 1~-2~. Aueh die mit  4-Benzolazo-phenylisoeyanat aus Alkoholen 
hergestellten rot gefgrbten Urethane wurden bereits mehrfach in der 
Literatur beschrieben und der chromatographisehen Trennung unter- 

11 j .  W.  Whi te  jr. u n d  E .  C. Dryden ,  Analyt. Chemistry 20, 853 (1948). 
13 H.  Brockmann  u n d  F .  Volpers, Chem. Ber. 80, 77 (1947). 
is T.  Momose  u n d  M ,  Torigoe, J.  Pharmac. See. Japan 71, 977 (1951); 

Chem. Abstr. 46, 1921 b (1952). 
la H .  H .  S t ra in ,  Chromatographic Adsorption Analysis, S. 74. ~qew 

York. 1945. 
15 K .  A .  Jensen ,  ~ .  ]-,imborg mid W .  M .  Solstadt,  Acta Chem. Scand. 4, 

392 (1950). 
1~ H.  van Du in ,  l~ec. tray. china. Pays-Bar 78, 68 (1954). 
1: K .  JLadenburg, E . ~ e r n h o l z  und E . S .  Wall is;  J. Org. Chem. 3, 294 

(1938). 
is W.  S.  Reich,  C. r. acad. sci., Paris 208, 748 (1939). 
1~ M .  R.  Craw u n d  ~VI. D.  Sutherland,  Chem. Abstr. 44, 3945 a (1950). 
~o j .  K. .Mertzwei ler ,  D . M .  Carney u n d  F . F .  Farley ,  J. Amer. Chem. 

Soc. 65, 2367 (1943). 
21 Ch. D.  Robeson und J .  G. Baxter ,  J .  Amer. Chem. See. 69, 136 (1947). 
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worfen22, 2a. Wit entschieden uns, aueh ftir den Fall einer Phytol- 
bestimmung das 4-Benzolazo-phenylisocyanat zu verwenden, weil dieses 
Reagen s nach den Angaben yon Masuyama und Hamada ~2 leicht her- 
gestellt werden kann und die Bildung der Urethane in einer einfachen 
und vollstgndig verlaufenden l~eaktion erfolgt. 

In  zahlreichen Versuchen wurden die gtinstigsten Versuchsbedingungen 
fiir die Bildung des gefgrbten Urethans, fiir seine ehromatographische 
Trennung auf Al~Oa-Sgulen und die kolorimetrische Bestimmung unter 
Zugrundelegung einer Eichkurve ausgearbei~et. Die Methode gestat~et 
die Bestimmung des Phytolgehaltes mit einer Genauigkeit yon =j= 2%. 
Die AnMysenvorschrift und die zugehSrigen Bemerkungen And irn experi- 
mentellen Tell enthMten. 

Experimenteller Teil 

A. G r a v i m e t r i s e h e  B e s t i m m u n g  der a - N a p h t h y l a m i n v e r b i n d u n g  
des 3 , 5 - D i n i t r o b e n z o e s g u r e - p h y t y l - e s t e r s  

Im 50-ml-Erlenmeyer-Kolben mit Sehliffstopfen wird ungefghr 1,0g 
,,l~ohphytol" genau gewogen, in 5 ml Pyridin gelSst und mit 1,6 g 3,5-Dinitro- 
benzoylchlorid versetzt. Unter Schfit~eln wird bis zur v611igen L6sung gelinde 
erwgrmt und 1 Tag bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Zusa~z 
yon 20 ml Wasser wird die Mischung in einen Scheidetrichter gebrach~ und 
mit J~ther quantitativ nachgespfilt. [Nun setzt man verd. Schwefelsiiure 
bis zur kongosauren l%eaktion zu. Die wgBrige LSsung IgBt man in einen 
2. Scheidetriehter ab, ebenso 10 ml Wasser, mit dem die ~_therlSsung aus- 
gesch~ttelt wurde. An der Phasengrenze bleiben unlSsliche Flocken yon 
Dinitrobenzoesgureanhydrid, die nicht weiter stSren. Die sauren Auszfige 
in Seheidetrichter 2 werclen mit J~ther ausgeschflttelt, der ~therextrakt 
wird mit wenig Wasser gewaschen und in Scheidetrichter 1 gebraeht. In 
diesem wird nun die vereinte ~therl6sung mit verd. Na2COa-LSsung und 
anschliel]end mit Wasser ausgesehfittelt. Die wgl~rig-alkalisehen Ausziige 
werden wieder im Scheidetriehter 2 mit ~ther geschfittelt. Aueh dieser 
~therauszug wird mit etwas Wasser gesehiittelt und mit der ~therlSsung 
in ScheJdetriehter I vereinigt. Sie wird quantitativ in einen Erlenmeyer- 
Kolben gespfilt, fiber Na2SO 4 getrocknet, hierauf in einen l~undkolben 
dekantiert und griindlieh mit ~ther naehgespfilt. Zum Sehlu8 wird am ~rasser- 
bad im Vak. eingedampft. 

Der I)initrobenzoesgureester des Phytols ist ein hellgelbes, zghes ()I, 
das in warmem Methanol zwar wenig 16slich ist, sich abet trotzdem mit ins- 
gesamt 20 ml heiBem Methanol in Form yon TrSiofchen volls~gndig in einen 
50-ml-Erlenmeyer-Kolben spfilen lgl~t. Man ffigt eine L6sung yon 2,0g 
a-Naphthylamin in 10 ml Methanol zu, erwgrmt die dunkelrote L6sung 
auf zirka 50 ~ und versetzt unter Riihren mlt soviel Tropfen J~ther, bis alles 
gelSst ist. Beim langsamen Erkalten seheiden sich or~ngerote feine Nadeln 

22 S. Masuyama und M. Ham.ada, J. Chem. See. Japan 70, 198, 232 
(1949); 71, 47 (1950). 

2a j .  B. Davenport und ~i. D. Sutherland, Chem. Abstr. 45, 2910 e (1951). 
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ab. Nach mehrsttindiger Eiskiihlung wird abgesaugt, n i t  zirka 10 ml eis- 
kaltem Methanol gewasehen ulid im Vak. getroeknet. Sehmp. 60 bis 61 ~ 

C~THslOGN 3 (633,80). ]3er. C 70,11, l=i 8,11, N 6,63. 
Get. C 70,35, 70,24, I-I 8,18, 8,22, 2q 6,47, 6,55. 

1,000 g der Verbindung entsloricht 0,4678 g Phytol. 

]3. K o l o r i m e t r i s c h e  ] 3 e s t i m m u n g  des 4 - B e n z o l a z o - p h e n y l u r e t h a n s  
des P h y t o l s  

0,05 bis 0,15g Rohphytol werden n i t  2 ,5~quivalenten 4-]3enzolazo- 
phenylisocyanat in 15 his 20 ml Benzol unter  sorgfitltigem Fenehtigkeits- 
anssehlul~ 12 bis 20 Stdn. unter  ]%tiekflul~ erhitzt. 

4-Benzolazo-phenylisocyanat wird in Mengen yon 0,1 bis 0,2 g in 
GlasrShrchen eingeschmolzen aufbewahrt. Die Berechnung der Menge 
erfolgt so, als w~ire das Rohphyto] 100prozentig. 

AnftLngliche Versuche n i t  nur  1,5~quivalenten 4-Benzolazo-phenyl- 
isocyanat gaben ungleichmiil~ige Ergebnisse. Bei nu t  1 Std. Riickflul3- 
kochen und 12 bis 48 Stdn. Stehen bei 1;~aurntemperatur lagen die Phytol- 
werte bis zu 4 Absolutprozent unter den bei langerem Erhitzen gefundenen 
Durchschnittswer~en. AuBerdem war im Chromatogramm die sp~Lter 
als Zone e bezeichnete schmale Farbzone zu beobachten, die bei l~ngerer 
Reaktionsdauer verschwand. Vielleicht handelt  es sich bei dieser Zone 
um die instabile cis-Form des 4-Benzolazo-phenylurethans des Phytols, 
die bei l~ngerem Erhitzen in die als Hauptmenge vorliegende stabile 
trans-Form t~bergeht. 

Das Benzol wird im Vak. bis auf zirka 2 ml eingedampft, dann n i t  zirka 
8 ml Petrol~ther veto Sdp. 35 his 50 ~ versetzt, mitte]s einer Pipette auf die 
Chromatographiers~iule gebracht und n i t  PetroNither quanti tat iv naehgespiilt. 
Als S~iule (35 cm Lttnge, 1,7 cm ~) wird Ahlmininmoxyd, standardisiert 
nach Broclcmann, verwendet und  n i t  Petroliither getriinkt. Es wird n i t  
einer Mischung yon 3 u l~etroliither veto Sdp. 35 bis 50 ~ und  1 Vol. Xther 
entwickelt, bis das als schnellste Zone wandernde orangegelbe Phytolurethan 
quanti tat iv eluiert ist. 

Wird n i t  Benzol eluiert, ist die Trennung tier Zonen unsch~rfer, was 
besonders bei niedrigprozentigen Phytolmustern stSrt. Die endgiiltig 
verwendete Petroliither-Xther-Misehung ist auch gtinstiger als Mischungen 
yon Benzol und  Benzin (Sdp. 70 bis 90 ~ und  bew~ihrt sieh auch bei sehr 
unreinem, niedrigprozentigem Rohphytol. Im  allgemeinen entstehen an 
der Sgule im Laufe des Eluierens folgende Zonen: 

a) Als oberste Zone nieht umgesetztes 4-Benzolazo-phenylisocyanat. 
b) Eine hel]gelbe Zone, die Zersetzungsprodukte des Reagens dureh 

nieht wasserfreie LSsungsmittel enthielt. 
e) Eine dunkelgelbe Zone yon p-Amino-azobenzol, das dutch Miseh- 

schmp, identifiziert wurde. 
Die Zonen a bis e werden in gleieher Lage aueh erhalten, wenn man 

in Vergleiehsversuehen 4-Benzolazo-phenylisoeyanat allein chromato- 
graphiert. 

d) Eine breite farblose Zone. 
6) In  den Sonderfgllen einer zu kurzen Erhitzungsdauer eine sehr 

schmale, orange Zone, vermutlieh das cis-isomere Urethan. 
f) Eine sehmale farblose Zone. 
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g} Eine breite orange Zone des 4-Benzolazo-phenylurethans des 
Phy~ols. 

Dutch Eindamlofen des Eluates der Zone g und Troeknen des R/iek- 
standes bei I0 Torr und 56 ~ fiber P~O 5 wurde das 4-Benzolazo-phenyl- 
urethan des l~hytols als rotes el erhalten, des unter 15 ~ waehsartig kristallin 
erstarr~. 

C33I-I49021~T 3 (515,75). :Ber. C 76,25, :I~ 9,50, :N 8,08, 
Gef. C 76,36,  76,56, ]~ 9,80, 9,86, 1~ 7,95, 7,95. 
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Abb. 1. ~Eiehkurve zur kolorime~r. Phytolbestimmung 

Dttreh Chroma~ographieren und Eluieren einer gewogenen lY[enge yon 
reinem Uretban wurde festgestellt, dab bei diesem Vorgang keine Verluste 
ein~reten. 

Falls das Urethan eines Rohphytols ehromatogr~lohiert wird, des als 
Verunreinigung Carotinoide en~h~It, wandern diese als gelbe Zone sehneller 
durch die S~ule als des Urethan und werden vor dessen Gewinnung abgetrennt. 

]:)as Eluat des Urethans wird am Wasserbad irn Vak. eingedampft, wobei 
eine ~Iberhitzung des l~fiakstandes vermieden wird. 

L~ngeres Erhitzen fiihrt ebenso wie l~nger dauernde Liehteinwirktmg 
zu einer Farbvertiefung, wodureh bei der kolorimetrischen Messung zu 
hohe Phytolwerte vorget~uscht werden. 
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Der 1%fickstand wird mit  Benzol quanti tat iv in einen geeigneten Mel~- 
kolben gebraeht. Zur kolorimetrischen Messung mit dem Stufenphotometer 
nach Put]rich der Firma C. Zeil~ unter  Verwendung des Filters S 47 und  
einer Schichtdicke yon 1 cm zieht man m6gliehst eine Konzentrat ion yon 
0,12 bis 0,2 mg Urethan pro Milliliter heran. Mittels der in Abb. 1 gegebenen 
Eichkurve k6nnen in diesem lV[efibereich die mg Urethan/ml L6sung direkt 
abgelesen werden. 1,000 mg Urethan entspricht 0,575 rag Phytol. Inner-  
hall) des Mel~bereiches entsprieht E = 0,1 einem Gehalt yon 0,0483mg 
Ureth~n oder 0,0276 mg Phytol pro i ml L6sung. 

Die Eiehkurve wurde mit  reinstem, mehrfach chromatographiertem 
4-Benzolazo-pheny]urethan des Phytols ermittel%. 

In  Tabelle 2 werden die Ergebnisse versehiedener Anatysen verzeichnet. 

T a b e l l e  2 

A. Niedrigprozentiges Handelsphytol 

Vet- 
such 
Mr. 

1 

2 

3 
4 
5 

6 

7 

8 
9 

g ~oh- 
phytol 

0,0379 

0,0401 

0,0427 
0,0487 
0,0900 

0,0946 

0,0713 

0,0653 
0,0702 

Isocyanat 

g [ ~iquival. 

0,0432 1,5 

0,0453 1,5 

0,0830 2,5 
0,0551 1,5 
0,1712 2,5 

0,1779 2,5 

0,1331 2,5 

0,1440 2,93 
0,1326 2,5 

Stdn. Erhitzung 

1 + 15 Stdn. 
Raumtemp. 

1 + 4 8  Stdn. 
Raumtemp. 

10 
11 
16 

20 

14 bei 60 ~ 

14 
17 

% l~ein- 
phytol 

38,1 

42,25 

43,8 
38 
43 

42,7 

40,15 

43,8 
44,8 

]~emerkungen 

,,Zone e" siehtbar 

,,Zone e" in Spuren, nieht 
mei~bar 

Verh. analog Versuch 2 
,,Zone e ~ siehtbar 
,,Zone e" nieht mehr vor- 

handen 
,,Zone e" nicht mehr vor- 
handen 

,,Zone e" in geringster 
Menge vorhanden 

,,Zone e" nieht vorhanden 
,,Zone e" nieht vorh~nden 

7 
8 
9 

10 

1 0,0416 
2 0,0871 

3 0,0809 
4 0,0867 
5 0,0875 
6 0,0639 

0,0758 
0,0607 
0,0711 
0,0633 

0,0471 
0,0985 

0,0915 
0,1640 
0,1661 
0,1288 
0,1482 
0,1195 
0,1353 
0,1!10 

B. I-Ioehprozentiges Handelsphytol 

1,5 
1,5 

1,5 
2,5 
2,5 
2,5 
2,5 
2,5 
2,5 
2,5 

9,5 
15 

15 
7,5 

16 
12 
20 
17 
17,5 
24 elektrisehe 

HeJzp]atte 

63,2 
72,8 

66 
62,2 
66 
65,5 
67,3 
65,3 
65 
69,3 

,,Zone e" sichtbar 
,,Zone e '~ nicht vorhanden, 

L6sung lange unter 
Lichteinflu~ gestanden 

,,Zone e" nieht vorhanden 
,,Zone e ~ sichtbac 
,,Zone e" nicht vorhanden 
,,Zone e" nicht vorhanden 
,,Zone e" nieht vorhanden 
,,Zone e" nieht vorhanden 
,,Zone e" nieht vorhanden 
,,Zone e" nicht vorhanden 


