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Nach Erkalten fielen 0,l g Di-pyrazol des Succinyl-di-(acetessigesters) (VII) als 

feines Krystallpulver aus. Each Waschen mit wenig eiskaltem Allrohol zeigten sie den 
richtigen Smp. 155-157O. Das Praparat war identisch mit dem oben beschriebenen 
Produkt. 

Das alkoholische Filtrat wurde mit etwas Wasser ausgespritzt und das emulgierte 
61 durch Erwiirmen in Losung gebracht. Nach Stehen uber Nacht krystallisierten 0,3 g 
Pyrazol-pyrazolon des Succinyl-malonester-acetessigesters ( IX),  das nach dreimaligem 
Umlosen aus wassrigem Alkohol fast farblose Xadelchen vom Smp. 114-115'' bildete. 
Die Substanz gibt eine violette Eisen(II1)-chlorid-Reaktion. 

3,938 mg Subst. gaben 9,565 mg CO, und 1,980 mg H,O 
2,292 mg Subst. gaben 0,235 om3 N, (18O, 746 mm) 

C,,H,O& Ber. C 66,38 H 5,78 N 11,47;/, 
Gef. ,, 66,28 ,, 5,63 ,, 11,800/, 

Eine Anreicherung des Succinyl-di-(acetessigesters) konnte auch durch fraktionierte 
Fallung mit Kupferacetat erreicht werden. Eine Losung von 5 g des oben beschriebenen 
019 (Gemisch) in 5 om3 Alkohol wurde tropfenweise unter Reiben mit konz. wassriger 
Kupferacetatlosung versetzt, bis sich die schon blaue Kupferverbindung abzuscheiden 
begarm. Dann gab man weitere 2 cm3 Kupferacetat zu, saugte ab und wnsch aus. Durch 
Zerlegung erhielt man 1,3 g gelbliches 01, das mit Phenylhydrazin in Essigsaure zu einer 
gleichfalls oligen Verbindung umgesetzt wurde. Diese wurde mit 5 cm3 konz. Sodalosung 
unter Erwarmen verrieben, die uberstehende Losung abdekantiert und mit Wasser nach- 
gespiilt. Beim Erkalten wurde das 01 fest. Each Losen in 8 cm3 warmem Alkohol kry- 
stallisierten 0,6 g farblose kleine Prismen vom Smp. l56O, identisch mit den1 Di-pyrazol 
des Succinyl-di-(acetessigesters) (VII). 

Universit,at Basel, Anstalt fiir Organische Cheiiiie. 

52. Chromatographische Trennung von Vitpmin A-Alkohol, 
Vitamin A-Ester und p-Carotin und ihre spektrophotometrische 

bzw. stufenphotometrische Bestimmung 
1. Mitteilung 

von P. B. Mtlller. 
(11. 11. 44.) 

A) A l l y e m e i n e r  T e i l .  
Sowohl die kolorimetrische l) 2, mie die spektrometrischen l) 3-6)  

Bestimmungen von Vitamin A werden durch gewisse Begleitstoffe (S t e -  
rine, Carotinoide, Oxydations- und Abbauprodukte des Vitamin A) 
beeintriichtigt. Die ermittelten optischen Daten lassen sich deshalh 

1) Gstirner, Fritz, ,,Chemisch-physikalische Vitamin-Bestimmungsmethoden", F e r - 

2, Carr, F .  H .  und Price, E.  A., Biochem. J. 20, 49i (1926). 
3, Vere-Jones, S., Ind. Chemist 12, 85 (1936). 
4)  Chevallier, A. und Chabre, P., Biochem. J. 27, 298 (1933). 
5 ,  Drtminond,  J .  C. und Xorto tL ,  R. d., Biochem. J. 23, 7% (1929). 
e, Fuchs, L. und Soos,  E., Sci. pharm. 8, 141 (1935). 

d i n a n d  E n k e  Verlag, Stuttgart, 1940, S. 5ff. 
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oft  nur schwierig in eine einheitliche Beziehung zu der biologischen 
Wertigkeit der untersuchten Praparate bringen. Die bestehenden 
Unsicherheiten aussern sich besonders deutlich bei der Umrechnung 
der spektrometrisch festgestellten Extinktionen in internationale 
(biologische) Einheiten l), fi ir  welche Umrechnungsfaktoren von 
1000 -3600 vorgeschlagen wurden2). Die Enstimmigkeiten traten aber 
auch dadurch in Erscheinung, dass nach der Auffassung einiger For- 
scher der Vitamin A-Ester in spektrophotometrisch aquivalenter Nen- 
ge eine hohere biologische Wertigkeit aufweist als der Vitamin A-A1- 
kohol, wahrend andere Forscher beiden Vitamin A-Formen dieselbe 
biologische Wirksamkeit zusprechen2). Zu diesen Schwierigkeiten 
kommt noeh hinzu, dass neben den vereinbarten internationalen Ein- 
heiten3) und den in den U.S.A. verwendeten "J'.S.P.-Einheiten4-6) 
hiiufig auch empirisch gewonnene Einheiten 8,  gebraucht werden, so- 
dass es oft fast unmoglich ist, verschiedene Angaben zu vergleichen. 

Die Unsicherheiten blieben auch noch bestehen, nachdem der 
2. Internationale Hongress in London 1934 3, fiir die quantitative 
physikochemische Vitamin A-Bestimmung lediglich die spektro- 
photometrischen Methoden im U.V. mit dem Umrechnungsfaktor 
1600 anerkannte und vorschrieb, dass Trane unter 10000 i.E.Vita- 
inin A/g (im Folgenden als i.E.A/g angefuhrt) vorgangig der Bestim- 
mung verseift werden miissen. Xach einer in Chicago aufgestellten 
Vorschrift, welche am 15. Juni 1941 fiir den Hsndel in den 5.S.a. 
allgeniein gultig erklart wurde'), darf die quantitative Vitamin A- 
Bestimmung nur im Unverseifberen des Cntersuchungsmaterials und 
mit einer spektrometrischen Xethode vorgenommen werden. Fiir die 
Berechnung des Vitamin A-Gehaltes in I7.S.P.-Einheiten wird der 
Faktor 2000 und ausser der Gebaltsdeklaration auch Angabe des 
Estinktionswertes E;:), vorgeschrieben. 

Alle diese Vorschriften betreffen im wesentlichen nur die Bus- 
11-ertung der optischen Xessungen von Vitamin A nncl erstreben eine 
Reinigung des Untersuchungsmsterials nur (lurch Terseifung. Ver- 

'1 Internationale Einheit Vitamin A (1 i. E.A.) entspricht derjenigen Menge Vi- 
tamin -4, welche an Vitamin A-frei ernahrten Ratten die gleiche Schutz- und Heilmirkung 
ausiiht wie 0,6 y 8-Carotin. 

'f Siehe Anmerkung am Schluss der Arheit. Das Ergehnis der pharmakologischen 
L'berpriifung des Umrechnungsfaktors zur spektrophotometrischen Vitamin A-Bestim- 
mung (nach diesem Verfahren) wird spiiter mitgeteilt. 

?) Coward, ,,Biological Standardisation of the Vitamins", Verlag BaiZZiBre, Tindall 
and Cox, London 1938, S.213-218. 

') 11. Pharmacopoeia of the United States of America (1936) und 1. Supplement 
(1937) und 2. Supplement (1939). 

j ,,The Vitamins. A-Symposium", bearheitet vom ,,Council on Pharmacy and 
Cheniivtry and the Council on Foods of the American Medical Assoc., Chicago 1939, S. 120. 

6 ,  Rosenberg, H .  R., ,,Chemistry and Physiology of the Vitamins", Interscience 
Puhlishers, Inc., New-Pork 1942, S: 83. 

:) Referat im: Oil Paint and Drug Reporter 139, So. 18, 4, 30 (1941). 
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seifnng allein, obwohl sie fur stark verunreinigte Ole ein drastisches 
Reinigungsverfahren darstellt l),  fuhrt aber nicht zu optisch reinen 
TJijsungen, welche im U.V. zwischen 3000 und 3500 A ausser dem 
Vitamin A keine messbaren Mengen mehr von anderen absorbierenden 
*4nteilen enthalten. Auch Messung der Losung vor und nach der 
Zerstorung des Vitamin A2)3)  oder Behandeln der Losungen mit 
Broin zur Osydation von Hemmungssubstanzen der Caw-  Price- 
Reaktion4) vermogen die Fehler nicht zu beheben, die aus der An- 
wesenheit von storenden Verunreinigungen erwachsen. 

Das von mir kurzlich beschriebene Verfahren 5 ) 6 )  zur Bestim- 
mun g der Aktivitat von Adsorptionsmitteln und chromatographischen 
Systemen schien mir nun geeignet, um das vorliegende Problem : 
Quantitative Trennung eines Gemisches von Vitamin A-Alkohol. 
Vitamin A-Ester und p-Carotin unter Ausschaltung der storenden 
Beirnengungen in besserer Weise zu losen als die bisher in der Lite- 
ratur bekannt gexordenen Verfahren zur chromatographischen Reini- 
gung von Vitamin A '-10). Hierzu gelangen Adsorptionskolonnen 
a m  drei ubereinandergeschichteten verschieden aktiven Aluminium- 
oxyd-Praparaten zur Verwendung. Die un terste Schich t besteht in 
sllen Fiillen aus maximal aktiviertem Aluminiumoxyd mit einem 
Wiirmetonungswert Q von 83,5 cal. Die Aktivitiit der mittleren und 
obersten Schicht variiert mit dem chromatographischen Problem. 
Sie entspricht, wie in der nachstehenden tabellarischen Uberaicht 
angegeben ist, einem Warmetonungswert Q von 10,O bzw. 5,O cal. 
zum Zwecke der Abtrennung von Vitamin A-Alkohol (I), 56,3 bzw. 
;iO,O cal., wenn Vitamin A-Ester isoliert werden sol1 (11) und . S , O  
bzw. 50,O cal., wenn die Isolierung Ton p-Carotin angestrebt toird (111). 

5,O cal 
10,O cal 
8 3 3  cal 

I 

50,O cal I 50,O cal ' 1. (oberste) Schicht 
56,5 cal I 54,O cal I 2.  (auittlere) Schicht 
83,5 cal 1 83,5 cal ' 3. (unterste) Schicht 

I1 111 

I )  CheoalEier, -4. und Chabre, P., Biochem. J. 27, 298 (1933). 
2, Cheoullier, A., Z. Vitaminf. 7, 10 (1935). 
3, Demurest, B., Z. Vitaminf. 9, 20 (1939). 
4, Y o t e m r p ,  0. und W e e d o n ,  H .  W. ,  Biochein. J .  30, 1705 (1936); 32, 1668 (1938). 
5, Nt i l l e r ,  P. B., Helv. 26, 1945 (1943). 
6, LMuller, P. B., Helv. 27, 404 (1944). 
7, Kurrer, P., u. Euler, H .  und Schdpp, Ii.. Helv. 15, 493 (1932). 
*) Willstuedt, H. und With, 7. I<., Z. physiol. Ch. 253, 40, 133 (1938). 
8 ,  Wzllstuedt. H. und With, 2'. Ti., Z. Vitaminf. 9, 212 (1939). 

lo) With, T. I<., ,,Absorption, Metabolism and Storage of Vitamin A and Carotene", 
Verl. E. N u n k s g a a r d ,  Kopenhagen 1940, S. 53. 
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leichter adsorbierbar sind als der zur Isolierung bzw. Bestimmung 
gelangende Anteil. Dieser wird vollstandig in der mittleren Schicht 
festgehalten. Alle anderen schwacher adsorbierbaren Komponenten 
gehen in die unterste Schicht, sodass das zur Entwicklung dienende 
Losungsmittel (hochsiedender Petrolather) stets rein abliiuft und 
ohne Reinipng wieder fur weitere 10-20 Versuche verwendet 
werden kann. Der an cier Xittelschicht haftende Anteil wird nach 
dem weiter unten beschriebenen Verfahren eluiert und Vitamin A- 
Alkohol bzw. Vitamin A-Ester mittels dem Quarzspektrographen 
und /?-Carotin im Pdfrich-Stufenphotometer bestimmt. 

Vitamin A-Alkohol und Vitamin A-Ester sind auf Grund ihrer 
grossen Adsorbierbarkeitsunterschiede chromatographisch leicht trenn- 
bar. Dagegen wird Vitamin A-Ester nur sehr wenig stiirker adsor- 
biert als B-Carotin, sodass bei der chromatographischen Trennung stets 
beide zusammen zur Adsorption gelangen und nur in sehr hohen 
Kolonnen chromatographisch voneinander getrennt werden konnten. 
Ihre Trennung gelingt aber auf einfachste Weise, wenn der Vitamin A- 
Ester vorher durch schonende Verseifung in den Vitamin A-Alkohol 
ubergefiihrt wird. Um unreine Gemische von Vitamin A-Alkohol. 
Vitamin A-Ester und /?-Carotin, wie sie in Form von Extrakten und 
Konzentraten hiiufig in den Handel kommen und in Blut und Ge- 
websextrakten vorliegen, fur die spektrophotometrische oder kolori- 
metrische Analyse vorzubereiten, bestehen also die in folgendem 
Schema angedeuteten Moglichkeiten : 

V i t a m i n  A - A 1 k o ho 1 + V i t a m i n  A - E s t e r + ,!?-Car o t i n. 

Vitamin A-Alkoholf 8-Carotin Vit .  A -  Alk. Tit. -%-Ester+ 8-Carotin 
(priiformiert. -- , -, 

Vit. A-Alkoh.) I 
Verseifung 

I 
Chromatographie 

I I 

k A A  
Vita  niin A - A1 k o h. 
( Gesamt-Vitamin A) 

j3 - Ca r o t  i n 
.1 

Vitamin A-Alkoh. + j3-Carotin -- 
I 

Chromatographie 

/'\ 
V i t a m i n  A - A 1 k o h . B - C a r o t i n 

Am raschesten erfolgt darnach die Bestimmung aller drei Anteile, 
wenn in einer 1. Probe unter Verwerfung des Vitamin A-Esters und 
des /?-Carotins der praformierte Vitamin A-Alkohol chromato- 
graphisch isoliert und in einer 2. Probe nach Verseifung auf Gesamt- 
Vitamin A und /?-Carotin chromatographiert wird. 



Vit. A-Alkohol 
und B-Carotin A1,0, ,,I Q in cal 

VII  5,o VII 
VI 10,o VI 
IV 50,O IV 
I11 54,O I1 
I 83,5 I I 

Die Losungen von Vitamin A-Alkohol und ,9-Carotin, die nach 
tlem vorstehend beschriebenen Verfahren erhalten werden, sind 
genu.gend rein, um mit irgend einer einwandfreien Bestimmungs- 
methode quantitativ ausgewertet zu werden. Die Bestimmung von 
Vitamin A erfolgt aber am zuverlaissigsten durch Auswertung seines 
U.V..-Spektrums, fur welches die Absorpt,ion bei 3280 A (Estinktions- 
maximum) und die dieser maximalen Absorption benachbarten IVellen- 
hngen charakteristische Grossen sincl. Die der quantitativen Auswer- 
tung zugrunde gelegten Absorptions- bzm. Estinktionskurven geben 
clzther gleichzeitig auch A4ufschluss iiber die optische Reinheit iler aus- 
zuwertenden Losungen. 

Von einer Extinktionskurve, die zur Vitamin A-Bestimmung 
verwenclet werden SOH, ist folgendes zu verlnngen : 

1. Das Extinktionsmaximum der Kurve muss genilu bei 3280 liegen. Diese Be- 
clingung kann mit einer subjektiven Methode, z. B. im Spektrenprojektor auf ca. rf 20 
genau durchgefuhrt werden. 

2. Der Kurvenverlauf muss im wesentlichen nlit demjenigen der Standardkurve I ,  
Fig. :L (unter denselben Bedingungen aufgenommen) iibereinstimmen. 

3. Zwischen 3000 und 3500 if durfen keine weiteren Extinktionen die Extinktions- 
kurve von Vitamin A iiberschneiden. Ganz reine Praparate diirfen ausser der spezifischen 
Extiriktion des Vitamin A im U.V. zwischen 3800 A bis hinunter gegen 2300 A iiberhaupt 
keine weiteren Extinktionen aufweisen. 

4. Zur genaueren Beschreibung der an die Extinktionskurve von reinem Vitamin A 
zu stellenden Bedingungen fordern Chewallier und Nitarbeiter'), dass fur die Versuchs- 
losung und das reine Losungsmittel der Punkt gleicher SchwBrzung des Spektrums bei 
3100 A tiefer liegt, als derjenige bei 3400 ,i. 

Diese Bedingung wird nach der chromatographischen Reinigung, 
entsprechend der Vorschrift, im sllgemeinen erfiillt. Erfahrungs- 
gemass liegen aber auch noch die Ergebnisse von c h r o m a t o g r a -  

~~ 

I) Chewallier, iM. A., Manuel, S. und Fazkbert, -TI. P., B1. SOC. Chim. Biol. 23, 1429 
(1941). 

Vit. A-Alkohol 
und Vit. A-Ester 

Q in cal 

$0 1. (oberste) Schicht 

___ 

10,O 2. Schicht 
50,O 3. Schicht 
56,b 4. Schicht 
83,s 5. (unterste) Schicht 
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p h i s  c h g e r e i n  i g t e n  Praparaten innerhalb der Fehlergrenze der 
Xethode, wenn bei einem Extinktionsmavimum von 3280 A der 
Punkt bei 3100 A auf gleicher Hohe (Kurve 11, Fig. I) oder nur 
wenig hoher liegt (Kurve 111, Fig. 1) als derjenige bei 3400 A. Kurven, 
welche sich ohne Kulminations- bzw. Knickpunkt bei 3280 A mit 
zunehmender Schichtdicke gleichmiissig vom kurzwelligeren nach 
dem langrrelligeren Licht verschieben (KurT-e IT-, Fig. l), sind un- 
brauchbar. 

Schichtdicken Schirhtdrden 
gleicher Schwdrzung qlricher Schwurztrng 

rnrn 

20 i'\ I _  i ~ - ~ ~  ,~ 

22 

24 
26.5 26.3 

29 
32 A 32 rI 
3600 3400 3200 3000 3600 3400 3200 3000 

Kurve I Kurve I1 

Schrchtdicken S r h i c h t d i c h  
qleicher Srhwarzung qlricher S c h w a r x n g  

mrn rnm 

! 

21 
26.3 

29 
A i : ~  32 3600 3400 3200 3000 A 

Kurve I11 Kurve IV 
Fig. 1. 

Vitamin A-Absorptionekurven. 

Bis heute kennt man keine Verbindung, die die gleiche Extink- 
tionskurve wie Vitamin A gibt, ohne such dieselbe biologische Wirk- 
samkeit zu entfalten. Hingegen gjbt es Verbindungen, die iiber clas 
gesamte Gebiet der U.V.-Absorption des Vitamin A gleichmassig absor- 
bieren. Dadurch konimt es zu einer gleichmiissigen Aufhellung cles 
ganzen Spektraluntergrundes und somit auch zu einer Erhohung des 
Estinktionsmasininms des Vitamin A bei 3250 A, ohne class die Form 
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der Extinktionskurve merklich verandert wird. Das ist z. B. der Fall: 
wenn j3-Carotin zugegen ist, welches unter den Auswertungsbe- 
dingrungen des Vitamin A zu einer gleichmassigen Aufhellung des 
Spektraluntergrundes zwischen 3000 und 3500 A fiihrt. Bei einem 
,&Carotingehalt (in i.E. ber.) von 63,5 % des Vitamin A-Gehaltes wer- 
den so gerade 10% Vitamin A zuviel vorgetaiuscht, was bei der 
Bestimmung von Vitamin A in Gegenwart von ,&?-Carotin zu beruck- 
sichtigen ist. 

Hingegen stimmt die Extinktionskurve des Vitamin A-Esters 
sowohl in qualitativer als auch in quantitativer Hinsicht mit der- 
jenigen des Vitamin A-Alkohols uberein, der aus dem Vitamin A- 
Ester durch Verseifung erhalten wird. Darnach ist zu schliessen, 
dass der im Vitamin A-Ester vorhandene Acylrest die Extinktion des 
Alkoholrestes nicht merklich beeinflusst und dass Vitamin A-Alkohol 
und Vitamin A-Ester in aquimolaren Losungen ein identisches Ab- 
sorptionsspektrum aufweisen. 

Die q u a n t i t a t i v e  V i t a m i n  A -  und ,&?-Carot in-Auswer tung  
erfalgt auf bekannte Weise auf Grund des spektrometrisch- bzw. 
stufenphotometrisch ermittelten Extinktionskoeffizienten E:Zm. Die 
biologische Wirksamkeit eines Vitamin A-Priiparates errechnet sich 
daher z. B. auf Grund der internationalen Vereinbarungen von 1934l) 
nach der Formel: 

E:"&, (3280 d) x 1600= Int. Einh. Vitamin A/g 

Die Auswertung der bei der ,&?-Carotin-Bestimmung bei 4700 a 
stufenphotometrisch ermittelten E:2m (a) erfolgt auf Grund des Es- 
tinktionskoeffizienten E:tm (b) eirer reinen ,&?-Carotinlosung in Petrol- 
ather I (=2140) nsch der Formel: 

Die u n t e r  s t e E rf a s s b a r  k e i  t s g r  e n  z e der Nethode, welche 
durch die maximal zuliissige Einwage an Untersuchungsmaterial 
(0,5 g) zur Chromatographie und durch die apparativen Bedingungen 
bei der spektrophotometrischen und stufenphotometrisehen Aus- 
wertung festgelegt wird, liegt theoretiseh bei ca. 20 i.E.2) Vitamin A 
und 5 y ,&?-Carotin pro Ansatz bzw. 40 i.E.A/g und 10 y B-Carotinlg 
Unsersuchungsmaterial. Wahrend diese berechneten kleinen Mengen 
,&?-Carotin auch praktisch noch erfassbar sind, wirken sich die chro- 
matographisch nicht mehr vollstgndig abtrennbaren Verunreinigungen 
beim Vitamin A schon so storend aus, dass bei der spektrophotometri- 

l) Coward, ,,Biological Standardisation of the Vitamins", Verlag BaiZliBre, Tiadall 

') Allen Angaben in i.E.A bzw. i.E.A/g liegt der im Jahre 1934 international ver- 
and COZ, London 1938, S. 21g-218. 

einbarte Faktor 1600 zu Grnnde. 
29 
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schen Bestimmung uberhaupt keine auswertbaren Vitamin A- 
Spektren mehr erhalten werden. Auf Grund unserer Erfahrungen 
mit zahlreichen schlechten F'riiparaten Liegt die praktisch noch 
erfassbare kleinste Menge Vitamin A bei ca. 75 i.E.A pro Ansatz, 
entsprechend ca. 150 i.E.A/g Priiparat. Bei niedrigeren Gehalten ist 
das Vitamin A durch Verseifung und Extraktion des Unverseifbaren 
vor der Chromatographie von Ballaststoffen zu befreien und anzu- 
reichern. 

Die hochst  zultissige Menge Vitamin A bzw. B-Carotin zur 
Chromatographie, welche durch die Adsorptionskapazitiit der 2. und 
bei der kombinierten Kolonne auch der 4. Adsorptionsschicht ge- 
geben ist, liegt bei ca. 30000 i.E.A. und 0,6 mg p-Carotin pro Ansatz. 

Die Genauigkeit  des Verfahrens zur Bestimmung von Vita- 
min A-Alkohol, Vitamin A-Ester und !-Carotin ist im wesentlichen 
von folgenden Faktoren abhiingig : 

1. Vom Aktivitiitsgrad des Adsorptionsmitteh, da Vitamin A, insbesondere Vita- 
min A-Ester und 8-Carotin schon an wenig aktiverem Aluminiumoqd als zu ihrer Ad- 
sorption notwendig ist, teilweise zerstort werden. Bus dem Vitamin A bilden sich dabei 
im U.V. gelb-orange-rot fluoreszierende Zersetzungsprodukte, die in deutlichen Schlieren 
durch die 2. (bzw. 4.) Adsorptionsschicht hindurchwandern und erst von noch aktiverem 
Aluminiumoxyd wieder adsorbiert werden. Aus dem p-Carotin entstehen braune Zer- 
setzungsprodukte, die eine s takere  Adsorbierbarkeit aufweisen. Bei Einhaltung der Ver- 
suchsbedingungen treten jedoch noch keine solchen Verluste auf. 

2. Von der Entwicklung der Chromatogramme, die so zu leiten ist, dass alles Vita- 
min A bzw. @-Carotin von der l. Adsorptionachicht in die 2. (bzw. 4.) Schicht gelangt, yon 
dieser aber nicht in die 3. (bzw. 5.) Schicht iibertritt. Auch diese Verluate sind bei Ein- 
heltung der Versuchsbedingungen praktisch null. 

3. Von der Temperatur beim Einengen der Eluate nach der Chromatographie. 
Wiihrend Vitamin A-iilkohol und -Ester weitgehend hitzestabil sind, veriindern sich 
B-Carotinldsungen teilweise beim Erwiirmen iiber 600 C. Beim Einengen der b-Carotin- 
Eluate wird deshalb die Temperatur stets unterhalb 50" C gehalten. 

4. Von der Dauer und der Temperatur der Verseifung des Untenuchungsmaterials. 
Wiihrend Vitamin A-Alkohol und -Ester unter den gewiihlten Versuchsbedingungen eine 
kaum nachweisbare Abnahme erleiden, erf&hrt p-Carotin einen deutlichen, aber reprodu- 
zierbaren Verlust, der bei der Berechnung beriicksichtigt wird. 

5. Von der Grosse der Intervalle zwischen den einzelnen Schichtdicken bei der 
spektrophotometrischen Auswertung. Bei der Variation der Schichtdicken urn 10% liisst 
sich die Extinktion im Maximum der Extinktionskurve auf f 5% genau abschiitzeu. 

Unter Beriicksichtigung aller dieser Fehlermoglichkeiten und 
gestutzt auf die praktische Erfahrung im Lade von rielen hundert 
Bestimmungen, kann die maximale S t reuung (Fehlergrenze)  
des gesamten Vitamin A-Bestimmungsverfahrens fiir  Pr5- 
parate mit 1000 i.E.A/g und mehr mit &lo  yo, f i i r  solche mit 500 
i.E.A/g und weniger mit f20 % angegeben werden I). I m  Falle einer 
Verseifung ist bei Praparaten mit 500 i.E.A/g und weniger mit einem 
Verlust von 5 %  zu rechnen. 

1) Die durchschnittliche Streuung unserer Analysen iiberschreitet im allgemeinen 
nicht 5 bzw. 10%. 
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Die St reuung (Pehlergrenze)  des gesamtea p-Carotin- 

Best immungs-Verfahrens liegt bei 355, wenn folgende Ver- 
luste eingerechnet werden : 

fiir Priiparate mit 30 y B-Carotin pro g = 20% 
fiir &&prate mit 300 y 8-Carotin pro g = 10% 
fiir Priiparate mit 1500 y B-Carotin pro g = 5% 

Verseifungsverlust : einheitlich fiir alle Dosen = 10 yo. 
Diese Angaben beziehen sich auf die in der Vorschrift angegebene 

durchschnittliche Einwage von 0,2 g Untersuchungsmaterial zur Ver - 
seifung, Chromatographie und quantitativen Auswertung. 

B) E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
Reagenzien. 

Die Bestimmung der im Folgenden angefiihrten Warmetonungswerte Q als Mass- 
stab der Aktivitiit des Aluminiumoxyds und der verschiedenen Adsorptionskolonnen so- 
wie als Charakteristikum des zur Chromatographie verwendeten Losungsmittels erfolgte 
nach den friiher veroffentlichten Angabenl). Die nachfolgend erwiihnten Wiirmetonungs- 
werte beziehen sich ausschliesslich auf Messungen, die in dem beschriebenen Kalorimeter 
unter Anwendung von 65 cm3 Ldsungsmittel und 50 g Adsorptionsmittel durchgefiihrt 
wurden. 

Fiir die Herstellung der verschieden aktiven Aluminiurnoxydpriiparate*) wurde 
maximal  ak t iv i e r t e s  Aluminiumoxyd I verwendet, welches mit den Testlosungs- 
mitteln AthylLther und Chloroform Wiirmet6nungswerte Qo0c von 132 bzw. 120 cal, 
mit Hexan  einen solchen von 64 cal und rnit einem mit Oleum gereinigten hochsieden- 
den Petroli i ther IV einen Wert QoOc von 65,6 cal aufwies3). Zur Entwicklung der 
Chromatogramme und zur Aktivitiitsmessung der verschieden aktiven Aluminiumoxyd- 
prapiparate gelangte ein rnit Schwefelsiiure gereinigter hochsiedender Pe t ro lBther  I, 
dem ein mit AIuminiumoxyd I gemessener Warmetonungswert QOOC von 834 cal zu- 
kommt, zur Xerwendung. 

Fiir die Versuche wurden verschiedene Aluminiumoxydpriiparate verwendet, welche 
niit dem Petroliither I die durch folgende Wiirmetonungswerte charakterisierten chro- 
matographisch verwertbaren Adsorptionsaktivitiiten ergaben: 

QoOc = 83,6 cal 
QoOc = 56,5 cal (aus 45 g I t 5 5  g V) 
QoOc = 54,O cal (aus 35 g I+65  g V) 
QoOc= 50,O cal (aus 20 g It-80 g V) 
QoOc = 45,5 cal (aus 100 g I+ 3,3 g H,O) 
QoOc = 10,O cal (aus 100 g I+ 16 g H,O) 
Qoo, = 5,0 cal (aus 100 g I+21  g H,O) 

Zur Regenerierung wird das gebrauchte Aluminiumoxyd so oft mit 95-proz. 
&Jxmol aufgeriihrt, bis der AIkohol praktisch farblos abgenutscht werden kann. Xach 
den1 Trocknen durch 24-stiindiges Stehen an der Luft (eventuell im Trockenschrank) 
wird, wie friiher beschrieben, gegldht und aktiviert. 

Da nach diesem Verfahren stets wieder die urspriingliche AktivitiLt erhalten wird, 
ist die Aktivitiit des aktivierten Adsorptionsmittels jeweils nur bei Vemendung von ganz 
neuem, noch ungebrauchtem Aluminiumosyd nach dem kalorimetrischen Verfahren zu 

Alz03 I maximal aktiviert 
Al,O, I1 partiell desaktiviert 
Al,O, I11 partiell desaktiviert 
A1,03 IV partiell desaktiviert 
Al,O, V partiell desaktiviert 
Al,O, V I  partiell desaktiviert 
Al,O, VII partiell desaktiviert 

l) P. B. Xiilk?, Helv. 26, 1945 (1943). 
,) loc. cit. S. 1953. 
,) loc. cit. S. 1956, 1961, Helv. 27, 408 (1944). 
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kontrollieren. Erforderlichenfah ist dann dits fiir die vorgeschriebene Aktivitat der Mi- 
schungen benotigte Mischungsverhiiltnis neuerdings festzusetzen. 

Ah Losungsmittel wurden venvendet : 
P e t r o l a t  h e r  I, mit Schwefelsiiure gereinigt, zur Entwicklung der Chromato- 

gramme und zur stufenphotometrischen B-Carotin-Bestimmung:. 
P e t r o l a t h e r  11, aus Petroliither I mit 5% absolutem Athanol hergestellt, zur 

Eluierung der Vitamin A-Adsorbate. (Zur Reinigung des Athanols wird der Alkohol aus 
einer ca. 5-proz. iithanolischen NaOH-Losung in einer Glasschliffapparatur abdestilliert.) 

P e t r o l a t h e r  111, tiefsiedender Petrolather mit 5% absolutem Sthanol, zur Eluie- 
rungder B-Carotin-Adsorbate. -Der Petrolather ist zuvor (wie Petrolather I )  mit Schwefel- 
siiure zu reinigen, bis dieses farblos abgetrennt werden kann, dann wie Petroliither I 
mit LVnO,, Fe,SO, und NaOH ohne kalorimetrische Kontrolle weiter zu behandeln. 

P e t r o l 5  t h e r  IV, mit Oleum gereinigt, zur  spektrophotometrischen Vitamin A-Be- 
stimmung. 

I - n .  A t h a n o l i s c h e  KOH, aus Kalium hydricum pro analysi und 95-proz. reinem 
Bthanol, zur Verseifung des Untersuchungsmaterials. 

5 - n .  wiisserige NaOH, aus Natrium hydricum pro analpsi, zur Reinigung des 
Untersuchungsmaterials. 

ZurRegener ie rungwirdder  P e t r o l i i t h e r  I w i e  beider Reinigung, die friiher 
beschrieben wurde, destilliert und so oft mit konz. SchwefelsLure ausgeriihrt, bis diese 
farblos ablauft und der Petroliither wieder seine ursprungliche Wiirmetonung QOmc = 83,5 
cal aufweist. Daraufhin wird er mit Kaliumpermanganatlosung, Eisen(I1)-sulfatlosung und 
Natronlauge weiter gereinigt. P e t r o l a t h e r  I1 u n d  I11 werden destilliert, der Alkohol 
durch 5maliges Auswaschen mit je 1/3 Volumen Wasser entfernt, der zuriickbleibende 
Petroliither mit Schwefelsiiure ausgeriihrt, bis diese farblos abliiuft iind dann ohne Kon- 
trolle der WLrmetonung wie Petroliither I weiter gereinigt. Der hochsiedende Petrolather 
wird schliesslich mit dem Quarzspektrographen auf die U.V.-Durchlilssigkeit hin gepruft. 
1st er im U.V. bis gegen 2800 A durchliissig, so ist er nach dem Athanolzusatz wieder als 
Elutions-Petrollither I1 verwendbar. Der tiefsiedende Petrolather kann ohne weitere Prii- 
fung direkt mit absolutem Athanol versetzt und wieder wie zuvor verwendet werden. 
P e  t ro l i i ther  IV wird destilliert und auf die U.V.-Durchlassigkeit gepriift. Entspricht 
sie nicht den an diesen Petrolather gestellten Anforderungen, so ist er wieder mit Oleurn 
zu reinigen. Wird durch diese Reinigung die U.V.-Durchliissigkeit bis gegen 2300 A nicht 
mehr erreicht, so kann der Petroltither nicht mehr zur spektrophotometrischen Suswer- 
tung verwendet werden. 

A p p a r a t e .  
1. Eine grossere Schliffapparatur zur Destillation von hochsiedendem Petrolather 

2.  Eine Glasschliffapparatur zur Destillation der Eluate (bis zu 350 cm3) im Va- 

3. Anordnung zur chromatographischen Reinigung der zu untersuchenden Ausgangs- 

4. Eine Vorrichtung zum emulsionslosen Auswaschen von Seifen und Akohol aus 

5 .  Ein Hilger’sches A-Vitameter. 
6. Ein Quarzspektrograph mit Beleuchtungseinrichtung (Wasserstofflampe) fur 

7 .  Ein Plattenauswertungsgerat (z. B. Spektrenprojektor). 
8. Ein Pulfrich-Stufenphotometer init dem Filter S 47 und 1 cm-Kiivetten. 

Die  c h r o m a t o g r a p h i s c h e  R e i n i g u n g  v o n  V i t a m i n  A u n d  p - C a r o t i n .  
1. Zur Herstellung der weiter unten beschriebenen 3- und 5-schichtigen Kolonnen 

werden die Al,03-Schiohten unter leichtem Snsaugen von Luft in die Adsorptionsrohre 
eingefiillt. Die Schichten werden durch ein dazwischengelegtes Rundfilter getrennt und 

in h s a t z e n  von ca. 5 Liter im Vakuum. 

kuum und unter Stickstoffatmosphare (siehe Fig. 3). 

materialien (siehe Fig. 2). 

verseiften Priiparaten (siehe Fig. 4). 

U.V.- Absorptionsspektren. 
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die Kolonne zu oberst mit einem solchen bedeckt. Schliesslich werden die Chromato- 
grammrohre zu der in Fig. 2 dargestellten Anordnung zusemmengestellt, evakuiert und 
wieder mit 0,-freiem Stickstoff geftillt, ein 2. Ma1 evakuiert und ohne vorangehende 
Behandlung mit Stickstoff rnit Petrolather I aufgefiillt. 

Vnkuum c D 750 cm3 

Fig. 2. 
Anordnung zur analytisch-chromotographischen Vit. A-Bestimmung. 

Die nach diesem Schema aufgestellten Adsorptionskolonnen enthalten von unten 

V i t a m i n  A-Alkoholkolonne:  35 g Al,03 I, 35 g A1,0, VI, 35 g A1,0, VII. 
V i t a m i n  A - E s t e r k o l o n n e :  2 0 g  Al,O, I ,  4Og A,O, 11, 4Og 81,0, IV. 
,?I-Carotinkolonne: 20g 81,0, I, 4Og A1,0, 111, 40g  -=,O, IV. 
K o m h i n i e r t e  V i t a m i n  A - A l k o h o l - E s t e r - K o l o n n e  : 20 g Al,0, I ,  40 g 91,0, 

11, 40 g A1,0, IV, 35 g Al,O, VI, 35 g A,0, VII. 
K o m b i n i e r t e  V i t a m i n  A-Alkohol - /3-Caro t in- IEolonne:  20 g Alto3 I ,  4 0 g  

A1,0, 111, 40 g Al,O, IV, 35 g A1,0, VI, 35 g MZO3 VII. 
Z u r  R e i n i g u n g  von  V i t a m i n  A-Alkohol  u n d  - E s t e r  u n d  v o n  p - C a r o t i n  

in  T r a n e n  u n d  Olen  werden 0,5 bis maximal 2,s g (im allgemeinen 1 g) Untersuchungs- 
material in Petrolather I gelost und auf 50 cm3 gebracht. Die Einwagen sind dem Pra- 
par:tt anzupassen. Von Prtiparaten mit 300 bis 150000 i.E.A/g ist einheitlich 1 g, Ton 
schwacheren Praparaten sind 2 g (maximal 2,5 g), von starkeren entsprechend weniger 
in 50 cm3 Petrolather zu Iosen. Davon werden jeweils 10 em3 (= 0,2 g Einwage) zur Chro- 
mat,ographie auf die Adsorptionskolonne gegeben, his auf eine Schicht von 1 mm Flussig- 
keit eingesogen, 2mal rnit ca. 10 cm3 Petrolather gespiilt und wie zuvor eingesogen. 
Schliesslich wird das Vitamin A-Chromatogramm unter leichtem Saugen rnit 350 om3 
Pet.rolather I, das p-Carotin-Chromatogramrn mit 120 cm3 Petrolather I entwickelt. Die 
Durchflussgeschwindigkeit ist so einzustellen, dass der Petrolather eben als dunner 
Fliissigkeitsfaden ablauft. 

nach oben angeordnet folgende Adsorptionsschichten: 
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Nach der Entwicklung der Chromatogramme werden die Zonen unter der U.V.- 

Lampe (2. B. Philora-Lampe) und unter Vorschaltung eines Bleufilkra kontrolliert. Der 
Vitamin A-Alkohol bildet eine sehr schwach dunkelgriin fluoreszierende, der Vitamin 
A-Ester eine stark hellgriin fluoreszierende Zone. Diese Zonen sollen in den 3-schichtigen 
Kolonnen vollstiindig in der 2. Schicht liegen, aber nicht in die 3. Schicht vordringen, 
wiihrend in den 5-schichtigen Kolonnen Vitamin A-Ester und /3-Carotin bis in die 4., 
aber nicht in die 5. Schicht gelangen miissen. Unter Einhaltung der Vorschrift ist dies 
immer der Fall; eine Kontrolle unter der U.V.-Lampe ist aber zweckmiissig. Kleine Ab- 
weichungen des Wiirmetonungwertes Q des Petrokthers I von der Vorschrift konnen 
auf Grund dieser Kontrolle durch Entwicklung der Chromatogramme mit etwas mehr 
oder weniger Lasungsmittel ausgeglichen werden. 

Nach der Entwicklung der Chromatogamme werden die den Vitamin A-Alkohol 
bzw. den Vitamin A-Ester oder das /3-Carotin enthaltenden Al,0,-Schichten mit einem 
Spate1 sorgfiiltig von den benachbarten Schichten abgetrennt und in ein 100 cm3-Becher- 
glas gegeben. Zur Eluierung des Vitamin A wird daa &03 sofort mit iithanolischem 
Petroliither 11, zur Eluierung des @-Carotins mit Petroliither I11 bedeckt, mit dem Spetel 
aufgeriihrt, in eine Glasfrittennutsche (Jens, G3, 0 70 mm) gegeben und das Eluat so 
abgenutscht, drtss noch keine Luft durch das Aluminiumoxyd gesogen wird. Hierauf 
wird das Aluminiumoxyd einmal mit a. 25 cm3 Losung I1 bzw. I11 iibergossen und diese 
miissig scharf abgesaugt. Schliesslich wird 4mal mit ca. 25 om3 Elutionsmittel aufge- 
riihrt und nun jedesmal scharf abgesaugt. Im ganzen erhiilt man ca. 150 om3 Liisung. 
Siimtliche Filtrate werden in einem 250 cm3 Rundkolben aufgefangen und unter vor- 
sichtigem Anlegen eines Vakuums und bei massiger Spiilung mit 0,-freiem Stickstoff 
(eventuell noch unter Vorschaltung eines Turmes mit alkalischer Pyrogalloll8sung) in 
der in Fig. 3 dargestellten Apparatur eingeengt. Die Vitamin A-Eluate werden im sieden- 

Vakuum 

iur NJpulung zur N2-Splilung 
der Kolbens bei der DestilloLion 

Fig. 3. Anordnung zum Eindampfen der Eluate. 
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den Wasserbad zur Trockne eingedampft, die p-Carotin-Eluate bei 40° C auf 1-2 om3 
eingeengt. Nach dem Abdampfen wird erkalten gelassen, die Apparatur mit absolutem 
Stickstoff gespiilt, der Rundkolben abgenommen, die Vitamin A-Riickstande mit 
ca. 5 om3 Petroliither IV, die p-Carotin-Riickstande mit 5 ,ma Petroliither I aufgenom- 
men, quantitativ in einen 25 cm3-Messkolben gespiilt und mit demselben Losungsmittel 
auf 25 cm3 aufgefiillt. 

Zur raschen Einstellung der f i i r  die spektrophotometrische Vi tamin  A-Be- 
st inimung bendtigten Verdiinnung wird ein aliquoter Teil(O,5-25 cm3) der eingeengten 
und auf 25 cm3 gebrachten Eluate so lange mit Petroliither IV verdiinnt, bis die Liisung 
im IZilger'schen A-Vitameter eine Extinktion von 0,25-0,3 aufweist. In diesen Losungen 
wird das Absorptionsspektrum des Vitamin A (Vitamin A-Alkohol und Vitamin A-Ester) 
im U.V. mit dem (Zeiss'schen) Quarzspektrographen (QU 24) bei den Schichtdicken 14, 
16, IS, 20,22,24,26,5, 29, 32, 35 und 40 mm und bei 30 Sekunden Belichtung mit einer 
Wasserstofflampe als Lichtquelle aufgenommen. Zur quantitativen Auswertung des Spek- 
trums wird zu jeder Schichtdicke noch das Absorptionsspektrum des reinen Losungs- 
mittels ohne Vitamin A aufgenommen unter Vorschaltung eines Sektors von = ca. 90° 
und oben und unten auf der Platte die Wellenlangenskala in A oder mp aufgeblendet. 

Die Beurteilung und quantitative Auswertung der Extinktionskurven erfolgt nach 
den im allgemeinen Ted gegebenen Weisungen (siehe auch Beispiel weiter unten). 

Die s tufenphotometr i sche  p-Carotin-Bestimmung erfolgt direkt in den auf 
25 cm3 gebrachten Eluaten unter Vorschaltung des Filters ,,S. 47" nach den im allge- 
meinen Teil gegebenen Richtlinien. Konzentrierte Losungen werden zur  Messung mit 
Petrolather I verdiinnt. 

Zur Verseifung wird das zur Chromatographie in hochsiedendem Petrolather 
gelbste Untersuchungsmaterial in der Apparatur zum Eindampfen der Eluate (Fig. 3) 
im Vakuum und unter stiindigem Stickstoffstrom im siedenden Wasserbad zur Trockne 
eingedampft bzw. Losungen mit p-Carotin bei 450 C auf 1-2 cm3 eingeengt. Nach Zu- 
gabe von 10 cm3 der frisch bereiteten 1-n. iithanolischen KOH wird die Apparatur eva- 
kuiert und wieder mit Stickstoff durchstromt, der Rundkolben bL zur Grenze des Ver- 
seifungsgutes in ein siedendes Wasserbad gestellt, das Untersuchungsmaterkl unter 
leichtem Schwenken genau wahrend 5 Minuten verseift und durch Einstellen in kaltes 
Wasser rasch abgekuhlt. Das erkaltete Verseifungsgut wird in einen 50 cm3 Schiittel- 
zyljnder iibergefiihrt, der Kolben 2mal rnit ca. 5 :m3 95-proz. dthanol gespiilt, die ver- 
einigten iithanolischen Fraktionen mit einem Teil Wasser verdiinnt, mit 1-2 Teilen 
Petroliither I versetzt (den Kolben damit nochmals schwenken) und wshrend '/z bis 1 
Minute energisch ausgeschiittelt. Diese Operation wird ohne Stickstoffstrom unter Luft 
durchgefiihrt und die im Versuchsprotokolll) angefiihrten Werte beziehen sich auf diese 
eidache Arbeitsweise ohne spezielle Vorsichtsmassnahmen zur Vermeidung von Oxyda- 
tionsverlusten. 

Nach der Trennung der Schichten wird die wasserige Losung abgebssen, der Schiit- 
telzylinder zu der in Fig. 4 dargestellten Auswasch- und Entseifungsanordnung zu- 
sammengestellt, mit so vie1 Wasser aufgefiillt, bis das Wassereinleitungsrohr eben in den 
Petroliither eintaucht und das Extraktionsgut mit Leitungswasser wahrend 5-10 Minuten 
ausgewaschen. Die Geschwindigkeit ist so einzustellen, dass kein Petroliither mitgerissen 
wkd. Durch diese Anordnung werden die Extrakte, ohne Emulsionsbildung und ohne 
Luft in die Losung einzufiihren, in kiirzester Zeit vollstiindig von Seifen und Alkohol 
befreit. 

Nach der Entseifung wird das Wasser vom Extrakt abgetrennt, der Petroliither 
mit Natriumsulfat getrocknet, durch Watte filtriert, der Schiittelzylinder mit dem Na- 
triumsdfat noch 3mal mit je ca. 5 om3 PetrolBther I geschwenkt und die einzelnen Frak- 
tionen durch dasselbe Wattefilter zum Extrakt gegeben. Die gesammelten und vereinigten 
Filtrate werden, wie zuvor beschrieben wurde, chromatographiert. 

l) Siehe Anmerkung am Schluss der Arbeit. 
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Zur chemischen  R e i n i g u n g  werden 10 cm3 der 2-5-proz. Ausgangslosungen in 

einen 50 em3 Schiittelzylinder gegeben, weitere 10 cm3 Petrolather I und dann 10 om3 
1-n. XaOH + 10 cm3 Feinsprit hinzugefiigt und wahrend 1 Ninute energisch geschiittelt. 
Trennung der Schichten, Auswaschen der Seifen und des -0ohols  und Weiterverarbei- 
tung, wie bei der Verseifung beschrieben wurde. Eine chemische Reinigung des Unter- 
suchungsmaterials ist aber iiusserst selten notwendig; sie wird im allgemeinen vorteil- 
hafter durch die Verseifung ersetzt. Das Verfahren ist ohne Einfluss auf das quantitative 
Ergebnh. 

i? E E II Q 

Schiittelzylinder 

Spilwasser + Seifen 
f Alkohol 

m 
Spilwasser + Seifen 

f Alkohol 

Fig. 4. 
Vorrichtung zur emulsionslosen Entseifung und Auswaschung von verseittell. 

Ex traktionsgut . 
Zur Illustration des ganzen Arbeitsvorganges einer quantitativen Auswertung seien 

im Folgenden 2 Beispiele angefiihrt : 

1. Beisp ie l :  B e s t i m m u n g  v o n  V i t a m i n  A .  
Einwage: 1 g Tran pro 50 cm3 Petrolather. Davon werden 10 em3 zur chromato- 

graphischen Reinigung verwendet und nach dem Eindampfen des Eluates auf 25 em3 
aufgefiillt (Losung a). Von dieser Losung a mussten 0,5 em3 auf 50 em3 verdiinnt wer- 
den, um im Hilger'schen A-Vitameter eine Estinktion von 0,3 zu geben. Die spektro- 
photometrische Auswertung wurde mit einem Sektor von a = 88O21' (entsprechend 
log J,iJ = E = 0,6100) bei den Schichtdicken von: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,5, 29, 32, 
35 und 40 mm durchgefiihrt und das Extinktionsmaximum bei 3280 d bei der Schicht- 
dicke von 2,O em erreicht. Daraus errechnet sich die E::* zu: 

= 38,l und 0,61 - E;&=-- "1 E 
c.d 8 ~ 1 0 - ~ ~ 2 , 0  

die biologische Wirksamkeit dee Praparates nach der Vereinbarung des Jahres 1934 zu: 
38,l x 1600 = 61 000 int. Einheitenlg. 

2. Beisp ie l :  B e s t i m m u n g  v o n  B-Carot in .  
Einwage, Chromatographie und Eluierung wie im Beispi21 1. Estinktion des auf 

25 em aufgefiillten und nicht weiter verdiinnten Eluates (a) bei 1 em Schichtdicke = 0,72. 
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Die E: tm des Untersuchungsmaterials betragt : 

und der j3-Carotingehalt des Untersuchungsmsterials: 

Aus Griinden der zeitbedingten Platz- und Materialeinsparung wird auf die Ver- 
offentlichung der Versuchsunterlagen und einer vollstandigen Literaturliste verzichtet. 
Eine Zusammenstellung von Auszugen aus den Versuchsprotokollen steht Interessenten 
zur Verfugung. 

Basel, den 31. Januar 1944. 

Wissenschaftlich-analytisches Laborstorium der 
P. Hojfmam-La Roche & Co. A.G. 

53. Reeherehes dans la serie des eyelites VII. 
Sur la eyelite des moules (mytilite) et SUP quelques 

substances voisines l) 
par Theodore Posternak. 

(10 I1 44) 

En 1913, B. C. P. Jansen2) isola des muscles obturateurs des 
moules (mytilus edulis) une substance B laquelle il donna le nom de 
mytiZite et qu’il considkrait comme un cyelchexane-pentol C,H,,O, (I). 

Quelques annkes plus tard, D. Ackermaran3) retira B son tour des 
moules le mBme compose auquel il attribua la formule C,H,,O,. 
D’aprBs cet auteur, la mytilite contient 6 groupes hydroxyles et re- 
prksente une m6thyl-inosite (11), chez laquelle, vu l’absence de groupe 
m6tliosyle, le reste mkthyle ne peut &re fix6 qu’h un atome de car- 
bone. 

En 1926 enfin, DanieZ et Doran*) eurent Is mytilite entre les mains 
et se prononcerent en faveur de 1% formule d’Ackermann. 

CHOH CHOH 

H O H ~  \CHOH HOHC/ ‘CHOH 
I I HOHC, I ,CHOH 

HOHC, /CHOH 
I CH, 11 HO.C.CH, 

l) Les principaux resultats de ce travail ont C t B  communiquBs le 28 I1 

2, Z. physiol. Ch. 85, 231 (1913). 
,) B. 54, 1938 (1921). 

43 lib 
SociBtB Suisse de Chimie, B Berne; voir Schw. Ch. Z. 26, 155 (1943). 

4, Biochem. J. 20, 676 (1926). 


