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Nach Erkalten fielen 0,1 g Di-pyrazol des Succinyl-di-(acetessigesters) (VII) als
feines Krystallpulver aus. Nach Waschen mit wenig eiskaltem Alkohol zeigten sie den
richtigen Smp. 155—157°. Das Priparat war identisch mit dem oben beschriebenen
Produkt.

Das alkoholische Filtrat wurde mit etwas Wasser ausgespritzt und das emulgierte
1 durch Erwirmen in Losung gebracht. Nach Stehen iiber Nacht krystallisierten 0,3 g
Pyrazol-pyrazolon des Succinyl-malonester-acetessigesters (IX), das nach dreimaligem
Umlésen aus wissrigem Alkohol fast farblose Nadelchen vom Smp. 114—115° bildete.
Die Substanz gibt eine violette Eisen(III)-chlorid-Reaktion.

3,938 mg Subst. gaben 9,565 mg CO, und 1,980 mg H,O
2,292 mg Subst. gaben 0,235 cm? N, (18°, 746 mm)
CyHyuO,N, Ber. C 66,38 H 5,78 N 11,47%
Gef. ,, 66,28 ,, 5,63 ,, 11,80%

Eine Anreicherung des Succinyl-di-(acetessigesters) konnte auch durch fraktionierte
Fallung mit Kupferacetat erreicht werden. Eine Lésung von 3 g des oben beschriebenen
Ols (Gemisch) in 5 cm3® Alkohol wurde tropfenweise unter Reiben mit konz. wassriger
Kupferacetatlosung versetzt, bis sich die schon blaue Kupferverbindung abzuscheiden
begann. Dann gab man weitere 2 cm?® Kupferacetat zu, saugte ab und wusch aus. Durch
Zerlegung erhielt man 1,3 g gelbliches 01, das mit Phenylhydrazin in Essigsiure zu einer
gleichfalls éligen Verbindung umgesetzt wurde. Diese wurde mit 5 cm? konz. Sodalésung
unter Erwérmen verrieben, die iiberstehende Lisung abdekantiert und mit Wasser nach-
gespiilt. Beim Erkalten wurde das Ol fest. Nach Lésen in 8 cm® warmem Alkohol kry-
stallisierten 0,6 g farblose kleine Prismen vom Smp. 156°, identisch mit dem Di-pyrazol
des Succinyl-di-(acetessigesters) (VII).

Universitit Basel, Anstalt fiir Organische Chemie.

52. Chromatographische Trennung von Vitamin A-Alkohol,
Vitamin A-Ester und 3-Carotin und ihre spektrophotometrische
bzw. stufenphotometrische Bestimmung
1. Mitteilung
von P. B. Muller.

(11. II. 44.)

A) Allgemeiner Teil.

2

Sowohl die kolorimetrische 1)2) wie die spektrometrischen 1)3-8)
Bestimmungen von Vitamin A werden durch gewisse Begleitstoffe (Ste-
rine, Carotinoide, Oxydations- und Abbauprodukte des Vitamin A)
beeintrichtigt. Die ermittelten optischen Daten lassen sich deshalb

1) (Istvrner, Fritz, ,,Chemisch-physikalische Vitamin-Bestimmungsmethoden™, Fer -
dinand Enke Verlag, Stuttgart, 1940, S. 5ff.

%) Carr, F. H. und Price, E. A., Biochem. J. 20, 497 (1926).

3y Vere-Jones, N., Ind. Chemist 12, 85 (1936).

4) Chevallier, A. und Chabre, P., Biochem. J. 27, 298 (1933).

5) Drummond, J. C. und Morton, E. A., Biochem. J. 23, 785 (1929).

8) Fuchs, L. und Soes, E., Sci. pharm. 8, 141 (1937).
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oft nur schwierig in eine einheitliche Beziehung zu der biologischen
Wertigkeit der untersuchten Priparate bringen. Die bestehenden
Unsicherheiten dussern sich besonders deutlich bei der Umrechnung
der spektrometrisch festgestellten Extinktionen in internationale
(biologische) Einheiten?), fiir welche Umrechnungsfaktoren von
1000 —3600 vorgeschlagen wurden?). Die Unstimmigkeiten traten aber
auch dadurch in Erscheinung, dass nach der Auffassung einiger For-
scher der Vitamin A-Ester in spektrophotometrisch dquivalenter Men-
ge eine hohere biologische Wertigkeit aufweist als der Vitamin A-Al-
kohol, wihrend andere Forscher beiden Vitamin A-Formen dieselbe
biologische Wirksamkeit zusprechen?). Zu diesen Schwierigkeiten
kommt noch hinzu, dass neben den vereinbarten internationalen Ein-
heiten3) und den in den U.S.A. verwendeten U.S.P.-Einheiten+-§)
haufig auch empirisch gewonnene Einheiten ) gebraucht werden, so-
dass es oft fast unmoglich ist, verschiedene Angaben zu vergleichen.

Die Unsicherheiten blieben auch noch bestehen, nachdem der
2. Internationale Kongress in London 19343) 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-
min A/g (im Folgenden als i.E.A/g angefiihrt) vorgingig der Bestim-
mung verseift werden miissen. Nach einer in Chicago aufgestellten
Vorschrift, welche am 15. Juni 1941 fiir den Handel in den U.S.A.
allgemein giiltig erklirt wurde?), darf die quantitative Vitamin A-
Bestimmung nur im Unverseifbaren des Untersuchungsmaterials und
mit einer spektrometrischen Methode vorgenommen werden. Fiir die
Berechnung des Vitamin A-Gehaltes in U.S.P.-Einheiten wird der
Faktor 2000 und ausser der Gebaltsdeklaration auch Angabe des
Extinktionswertes Ej., vorgeschrieben.

Alle diese Vorschriften betreffen im wesentlichen nur die Aus-
wertung der optischen Messungen von Vitamin A und erstreben eine
Reinigung des Untersuchungsmaterials nur durch Verseifung. Ver-

1)'1 Internationale Einheit Vitamin A (1 i. E.A.) entspricht derjenigen Menge Vi-
tamin A, welche an Vitamin A-frei erndhrten Ratten die gleiche Schutz- und Heilwirkung
ausiibt wie 0,6 y f-Carotin.

*) Siehe Anmerkung am Schluss der Arbeit. Das Ergebnis der pharmakologischen
Uberpritfung des Umrechnungsfaktors zur spektrophotometrischen Vitamin A-Bestim-
mung (nach diesem Verfahren) wird spater mitgeteilt.

%) Coward, ,,Biological Standardisation of the Vitamins®, Verlag Bailliére, Tindall
and Cox, London 1938, S.213—218.

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

3) ,,The Vitamins, A-Symposium®, bearbeitet vom ,,Council on Pharmacy and
Chemistry and the Council on Foods of the American Medical Assoc., Chicago 1939, S. 120.

%) Rosenberg, H. R., ,,Chemistry and Physiology of the Vitamins*, Interscience
Publishers, Inc., New-York 1942, S: 83.

’} Referat im: Oil Paint and Drug Reporter 139, No. 18, 4, 30 (1941).
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seifung allein, obwohl sie fiir stark verunreinigte Ole ein drastisches
Reinigungsverfahren darstellt!), fiilhrt aber nicht zu optisch reinen
Losungen, welche im U.V. zwischen 3000 und 3500 A ausser dem
Vitamin A keine messbaren Mengen mehr von anderen absorbierenden
Anteilen enthalten. Auch Messung der Lésung vor und nach der
Zerstorung des Vitamin A 2)3) oder Behandeln der Losungen mit
Brom zur Oxydation von Hemmungssubstanzen der Carr-Price-
Reaktion?) vermogen die Fehler nicht zu beheben, die aus der An-
wesenheit von stérenden Verunreinigungen erwachsen.

Das von mir kiirzlich beschriebene Verfahren 3)8) zur Bestim-
mung der Aktivitidt 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 g-Carotin unter Ausschaltung der stérenden
Beimengungen in besserer Weise zu losen als die bisher in der Lite-
ratur bekannt gewordenen Verfahren zur chromatographischen Reini-
gung von Vitamin A 7-19), Hierzu gelangen Adsorptionskolonnen
aus drei iilbereinandergeschichteten verschieden aktiven Aluminium-
oxyd-Praparaten zur Verwendung. Die unterste Schicht besteht in
allen Féllen aus maximal aktiviertem Aluminiumoxyd mit einem
Wirmeténungswert Q von 83,5 cal. Die Aktivitit der mittleren und
obersten Schicht variiert mit dem chromatographischen Problem.
Sie entspricht, wie in der nachstehenden tabellarischen Ubersicht
angegeben ist, einem Wirmetonungswert Q von 10,0 bzw. 5,0 cal.
zum Zwecke der Abtrennung von Vitamin A-Alkohol (I), 56,5 bzw.
50,0 cal., wenn Vitamin A-Ester isoliert werden soll (II) und 54,0
bzw. 50,0 cal., wenn die Isolierung von g-Carotin angestrebt wird (I11).

I 1I 11T
5,0 cal 50,0 cal 50,0 cal ‘ 1. (oberste) Schicht
10,0 cal 56,5 cal 54,0 cal . 2. {mittlere) Schicht
83,5 cal 83,5 cal 83,5 cal ' 3. (unterste) Schicht

In der obersten, weniger aktiven Schicht werden unter diesen
Bedingungen jeweils die Substanzen zuriickgehalten, die etwas
1y Chevallier, 4. und Chabre, P., Biochem. J. 27, 298 (1933).

)

) Chevallier, 4., Z. Vitaminf. 7, 10 (1938).
) Demarest, B., Z. Vitaminf. 9, 20 (1939).
)
)
)

R

Notevarp, 0. und Weedon, H. W., Biochem. J. 30, 1705 (1936); 32, 1668 (1938).
Miiller, P. B., Helv. 26, 1945 (1943).
Miiller, P. B., Helv. 27, 404 (1944).

“) Karrer, P., v. Euler, H. und Schipp, K., Helv. 15, 493 (1932).

8) Willstaedt, H. und With, T. K., Z. physiol. Ch. 253, 40, 133 (1938).

%) Willstaedt, H. und With, T. K., Z. Vitaminf. 9, 212 (1939).

10) With, T. K., ,,Absorption, Metabolism and Storage of Vitamin A and Carotene®,
Verl. E. Munksgaard, Kopenhagen 1940, S.33.

@ o
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leichter adsorbierbar sind als der zur Isolierung bzw. Bestimmung
gelangende Anteil. Dieser wird vollstindig in der mittleren Schicht
festgehalten. Alle anderen schwiicher adsorbierbaren Komponenten
gehen in die unterste Schicht, sodass das zur Entwicklung dienende
Losungsmittel (hochsiedender Petrolither) stets rein ablduft und
ohne Reinigung wieder fiir weitere 10—20 Versuche verwendet
werden kann. Der an der Mittelschicht haftende Anteil wird nach
dem weiter unten beschriebenen Verfahren eluiert und Vitamin A-
Alkohol bzw. Vitamin A-Ester mittels dem Quarzspektrographen
und p-Carotin im Pulfrich-Stufenphotometer bestimmt.

Vitamin A-Alkohol und Vitamin A-Ester sind auf Grund ihrer
grossen Adsorbierbarkeitsunterschiede chromatographischleicht trenn-
bar. Dagegen wird Vitamin A-Ester nur sehr wenig stirker adsor-
biert als 8-Carotin, sodass bei der chromatographischen Trennung stets
beide zusammen zur Adsorption gelangen und nur in sehr hohen
Kolonnen chromatographisch voneinander getrennt werden kénnten.
Thre Trennung gelingt aber auf einfachste Weise, wenn der Vitamin A-
Ester vorher durch schonende Verseifung in den Vitamin A-Alkohol
iibergefiihrt wird. Um unreine Gemische von Vitamin A-Alkohol.
Vitamin A-Ester und g-Carotin, wie sie in Form von Extrakten und
Konzentraten hiufig in den Handel kommen und in Blut und Ge-
websextrakten vorliegen, fiir die spektrophotometrische oder kolori-
metrische Analyse vorzubereiten, bestehen also die in folgendem
Schema angedeuteten Moglichkeiten:

Vitamin A-Alkohol+Vitamin A-Ester+ g-Carotin.

-~
Verseifunz/ \ Chromatographie

“ PN

Vitamin A-Alkohol + §-Carotin Vit. A-Alk. Vit. A-Ester+ 8-Carotin
(praformiert. ’
Vit. A-Alkoh.) |
Chromatographie Verseifung
|
P\ |
Vitamin A-Alkoh. g-Carotin Vitamin A-Alkoh.+ g-Carotin
(Gesamt-Vitamin A)
Chromatographie
|
)/ \

Vitamin A-Alkoh. f-Carotin
Am raschesten erfolgt darnach die Bestimmung aller drei Anteile,
wenn in einer 1. Probe unter Verwerfung des Vitamin A-Esters und
des p-Carotins der priformierte Vitamin A-Alkohol chromato-
graphisch isoliert und in einer 2. Probe nach Verseifung auf Gesamt-
Vitamin A und g-Carotin chromatographiert wird.
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Zur Abkiurzung des chromatographischen Verfahrens kann man
auch 3-schichtige Kolonnen verwenden, welche die Trennung von
Vitamin A-Alkohol und pg-Carotin bzw. Vitamin A-Alkohol und
Vitamin A-Ester in einem Analysengang ermoglichen und folgender-
massen zusammengesetzt sind:

Kolonne zur Trennung von

Vit. A-Alkohol Vit. A-Alkohol

AlL,O;f und B-Carotin ALO, und Vit. A-Ester
Q in cal Q in cal

VII 5,0 VII 5,0 1. (oberste) Schicht
VI 10,0 VI 10,0 2. Schicht
v 50,0 v 50,0 3. Schicht
111 54,0 I 56,5 4. Schicht
I 83,5 I 83,5 5. (unterste) Schicht

Die Lésungen von Vitamin A-Alkolol und A-Carotin, die nach
dem vorstehend beschriebenen Verfahren erhalten werden, sind
geniigend rein, um mit irgend einer einwandfreien Bestimmungs-
methode quantitativ ausgewertet zu werden. Die Bestimmung von
Vitamin A erfolgt aber am zuverlissigsten durch Auswertung seines
U.V.-Spektrums, fiir welches die Absorption bei 3280 A (Extinktions-
maximum) und die dieser maximalen Absorption benachbarten Wellen-
lingen charakteristische Grossen sind. Die der quantitativen Auswer-
tung zugrunde gelegten Absorptions- bzw. Extinktionskurven geben
daher gleichzeitig auch Aufschluss iiber die optische Reinheit der aus-
zuwertenden Losungen.

Von einer Extinktionskurve, die zur Vitamin A-Bestimmung
verwendet werden soll, ist folgendes zu verlangen:

1. Das Extinktionsmaximum der Kurve muss genau bei 3280 A liegen. Diese Be-

dingung kann mit einer subjektiven Methode, z. B. im Spektrenprojektor auf ca. 4= 20 A
genau durchgefithrt werden.

2. Der Kurvenverlauf muss im wesentlichen mit demjenigen der Standardkurve I,
Fig. 1 (unter denselben Bedingungen aufgenommen) iibereinstimmen.

3. Zwischen 3000 und 3500 A diirfen keine weiteren Extinktionen die Extinktions-
kurve von Vitamin A {iberschneiden. Ganz reine Priparate diirfen ausser der spezifischen
Extinktion 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 Chevallier und Mitarbeiter?), dass fir die Versuchs-
losung und das reine Lésungsmittel der Punkt gleicher Schwérzung des Spektrums bei
3100 A tiefer liegt, als derjenige bei 3400 A.

Diese Bedingung wird nach der chromatographischen Reinigung,
entsprechend der Vorschrift, im allgemeinen erfiillt. Erfahrungs-
geméss liegen aber auch noch die Ergebnisse von chromatogra-

Yy Chevallier, M. A., Manuel, S. und Faubert, M. P., Bl. Soc. Chim. Biol. 23, 1429
(1941).
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phisch gereinigten Pridparaten innerhalb der Fehlergrenze der
Methode, wenn bei einem Extinktionsmaximum von 3280 A der
Punkt bei 3100 A auf gleicher Hohe (Kurve II, Fig. 1) oder nur
wenig hoher liegt (Kurve III, Fig. 1) als derjenige bei 3400 A. Kurven,
welche sich ohne Kulminations- bzw. Knickpunkt bei 3280 A mit
zunehmender Schichtdicke gleichmissig vom kurzwelligeren nach
dem langwelligeren Licht verschieben (Kurve IV, Fig. 1), sind un-
brauchbar.

Schichtdicken Schichtdicken
gleicher Schwdrzung gleicher Schwirzung
mm mm
M} 4E
16 16
18 18+
20+ 20+
22+ 22
24 + 241
265+ 26,5+
29 1 291
32 N —d 32 Y S .
3600 3400 3200 3000 3600 3400 3200 3000
Kurve I Kurve I1
Schichtdicken Schichtdicken
gleicher Schwdrzung gleicher Schwdrzung
mm mm
74 L HE

20 - 20F
27 22t
24t 24F
265+ 265+
29+ 29
32 O S VD S e A4 32 PR S VS S R
3600 3400 3200 3000 3600 3400 3200 3000
Kurve IIT Kurve IV
Fig. 1.

Vitamin A-Absorptionskurven.

Bis heute kennt man keine Verbindung, die die gleiche Extink-
tionskurve wie Vitamin A gibt, ohne auch dieselbe biologische Wirk-
samkeit zu entfalten. Hingegen gibt es Verbindungen, die iiber das
gesamte Gebiet der U.V.-Absorption des Vitamin A gleichmiissig absor-
bieren. Dadurch kommt es zu einer gleichmissigen Aufhellung des
ganzen Spektraluntergrundes und somit auch zu einer Erhohung des
Extinktionsmaximums des Vitamin A bei 3280 A, ohne dass die Form
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der Extinktionskurve merklich verindert wird. Das ist z. B. der Fall,
wenn f-Carotin zugegen ist, welches unter den Auswertungsbe-
dingungen des Vitamin A zu einer gleichmissigen Aufhellung des
Spektraluntergrundes zwischen 3000 und 3500 A fiihrt. Bei einem
p-Carotingehalt (in i.E. ber.) von 63,5 9, des Vitamin A-Gehaltes wer-
den so gerade 109, Vitamin A zuviel vorgetiuscht, was bei der
Bestimmung von Vitamin A in Gegenwart von g-Carotin zu beriick-
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 iiberein, 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 4quimolaren Losungen ein identisches Ab-
sorptionsspektrum aufweisen.

Die quantitative Vitamin A-und g-Carotin-Auswertung
erfolgt auf bekannte Weise auf Grund des spektrometrisch- bzw.
stufenphotometrisch ermittelten Extinktionskoeffizienten Ei% . Die
biologische Wirksamkeit eines Vitamin A-Praparates errechnet sich
daher z.B. auf Grund der internationalen Vereinbarungen von 19341)
nach der Formel:

E1% (3280 A)x 1600 = Int. Einh. Vitamin A/g

lem
Die Auswertung der bei der g-Carotin-Bestimmung bei 4700 A
stufenphotometrisch ermittelten EiZ, (a) erfolgt auf Grund des Ex-
tinktionskoeffizienten Ei%, (b) eirer reinen g-Carotinlésung in Petrol-
dther I (=2140) nach der Formel:

(Bl _ (Bren)s .
= = g fB-Carotin,g
G

Die unterste Erfassbarkeitsgrenze der Methode, welche
durch die maximal zulissige Einwage an Untersuchungsmaterial
(0,5 g) zur Chromatographie und durch die apparativen Bedingungen
bei der spektrophotometrischen und stufenphotometrischen Aus-
wertung festgelegt wird, liegt theoretisch bei ca. 20 i.E.2) Vitamin A
und 3 y B-Carotin pro Ansatz bzw. 40 i.E.A/g und 10 y B-Carotin/g
Untersuchungsmaterial. Wihrend diese berechneten kleinen Mengen
B-Carotin auch praktisch noch erfassbar sind, wirken sich die chro-
matographisch nicht mehr vollstindig abtrennbaren Verunreinigungen
beim Vitamin A schon so stérend aus, dass bei der spektrophotometri-

1y Coward, ,,Biological Standardisation of the Vitamins*, Verlag Bailliére, Tindall
and Coz, London 1938, S. 213—218.
%) Allen Angaben in i.E.A bzw. 1. E.A/g liegt der im Jahre 1934 international ver-
einbarte Faktor 1600 zu Grunde.
29
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schen Bestimmung iiberhaupt keine auswertbaren Vitamin A-
Spektren mehr erhalten werden. Auf Grund unserer Erfahrungen
mit zahlreichen schlechten Priparaten liegt die praktisch noch
erfassbare kleinste Menge Vitamin A bei ca. 75 i.E.A pro Ansatz,
entsprechend ca. 150 i.E.A/g Priparat. 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 zuldssige Menge Vitamin A bzw. -Carotin zur
Chromatographie, welche durch die Adsorptionskapazitit der 2. und
bei der kombinierten Xolonne auch der 4. Adsorptionsschicht ge-
geben ist, liegt bei ca. 30000 i.E.A. und 0,6 mg g-Carotin pro Ansatz.

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

1. Vom Aktivitatsgrad des Adsorptionsmittels, da Vitamin A, insbesondere Vita-
min A-Ester und f-Carotin schon an wenig aktiverem Aluminiumoxyd als zu ihrer Ad-
sorption notwendig ist, teilweise zerstért werden. Aus 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
Aluminjumoxyd wieder adsorbiert werden. Aus dem f-Carotin entstehen braune Zer-
setzungsprodukte, die eine stirkere 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 1. Adsorptionsschicht in die 2. (bzw. 4.) Schicht gelangt, von
dieser aber nicht in die 3. (bzw. 5.) Schicht iibertritt. Auch diese Verluste sind bei Ein-
haltung der Versuchsbedingungen praktisch null.

3. Von der Temperatur beim Einengen der Eluate nach der Chromatographie.
Wiabrend Vitamin A-Alkohol und -Ester weitgehend hitzestabil sind, verandern sich
B-Carotinlésungen teilweise beim Erwirmen iiber 50° C. Beim Einengen der §-Carotin-
Eluate wird deshalb die Temperatur stets unterhalb 50° C gehalten.

4. Von der Dauer und der Temperatur der Verseifung des Untersuchungsmaterials.
Wihrend Vitamin A-Alkohol und -Ester unter den gewihlten Versuchsbedingungen eine
kaum nachweisbare Abnahme erleiden, erfahrt f-Carotin einen deutlichen, aber reprodu-
zierbaren Verlust, der bei der Berechnung beriicksichtigt wird.

5. Von der Grésse der Intervalle zwischen den einzelnen Schichtdicken bei der
spektrophotometrischen Auswertung. Bei der Variation der Schichtdicken um 10%, lisst
sich die Extinktion im Maximum der Extinktionskurve suf £ 5% genau abschitzen.

Unter Beriicksichtigung aller dieser Fehlermoglichkeiten und
gestiitzt auf die praktische Erfahrung im Laufe von vielen hundert
Bestimmungen, kann die maximale Strenung (Fehlergrenze)
des gesamten Vitamin A-Bestimmungsverfahrens fir Pri-
parate mit 1000 i.E.A/g und mehr mit +4109%, fiir solche mit 500
i.E.A/g und weniger mit 4209, angegeben werden!). Im Falle einer
Verseifung ist bei Priparaten mit 500 i. E.A/g und weniger mit einem
Verlust von 59, zu rechnen.

1) Die durchschnittliche Streuung unserer Analysen iiberschreitet im allgemeinen
nicht 5 bzw. 109%,.
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Die Strenung (Fehlergrenze) des gesamten B-Carotin-
Bestimmungs-Verfahrens liegt bei 459, wenn folgende Ver-
luste eingerechnet werden:

fir Praparate mit 30 y S-Carotin pro g = 209,
fiir Praparate mit 300 p §-Carotin pro g = 10%,
fiir Praparate mit 1500 y B-Carotin pro g = 59

Verseifungsverlust: einheitlich fiir alle Dosen =109,

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) Experimenteller Teil.

Reagenzien.

Die Bestimmung der im Folgenden angefiihrten Warmeténungswerte Q als Mass-
stab der Aktivitit des Aluminiumoxyds und der verschiedenen Adsorptionskolonnen so-
wie als Charakteristikum des zur Chromatographie verwendeten Losungsmittels erfolgte
nach den friiher vertffentlichten Angaben?). Die nachfolgend erwiahnten Wirmeténungs-
werte beziehen sich ausschliesslich auf Messungen, die in dem beschriebenen Kalorimeter
unter Anwendung von 65 cm3® Lésungsmittel und 50 g Adsorptionsmittel durchgefiihrt
wurden.

Fir die Herstellung der verschieden aktiven Aluminiumoxydpriparate?) wurde
maximal aktiviertesa Aluminiumoxyd I verwendet, welches mit den Testlosungs-
mitteln Athylather und Chloroform Wirmeténungswerte Qgo¢ von 132 bzw. 120 cal,
mit Hexan einen solchen von 64 cal und mit einem mit Oleum gereinigten hochsieden-
den Petrolather IV einen Wert Qqc von 65,6 cal aufwiesd). Zur Entwicklung der
Chromatogramme und zur Aktivitdtsmessung der verschieden aktiven Aluminiumoxyd-
praparate gelangte ein mit Schwefelsdure gereinigter hochsiedender Petrolather I,
dem ein mit Aluminiumoxyd I gemessener Warmeténungswert Qg von 83,5 cal zu-

“kommt, zur Verwendung.

Fiir die Versuche wurden verschiedene Aluminiumoxydpriparate verwendet, welche
mit dem Petrolither I die durch folgende WirmetSnungswerte charakterisierten chro-
matographisch verwertbaren Adsorptionsaktivititen ergaben:

AlL,O; I maximal aktiviert Qgogc = 83,5 cal

Al,0, II partiell desaktiviert Qgoc = 56,5 cal (aus 45 g I+55 g V)
AL, O, III partiell desaktiviert Qg.c = 54,0 cal (aus 35 g I+65 g V)
ALO,; IV partiell desaktiviert  Qgoc = 50,0 cal (aus 20 g I+80 g V)

ALO, V partiell desaktiviert Qpoc = 45,5 cal (aus 100 g I+ 3,3 g H,0)

AL, O, VI partiell desaktiviert  Qgoc = 10,0 cal (aus 100 g I+16 g H,0)

Al,0, VII partiell desaktiviert Qo= 5,0 cal (aus 100 g I+21 g H,0)

Zur Regenerierung wird das gebrauchte Aluminjumoxyd so oft mit 95-proz.
Athanol aufgeriihrt, bis der Alkohol praktisch farblos abgenutscht werden kann. Nach
dem Trocknen durch 24-stiindiges Stehen an der Luft (eventuell im Trockenschrank)
wird, wie frither beschrieben, geglitht und aktiviert.

Da nach diesem Verfahren stets wieder die urspriingliche Aktivitit erhalten wird,
ist die Aktivitat des aktivierten Adsorptionsmittels jeweils nur bei Verwendung von ganz
neuem, noch ungebrauchtem Aluminiumoxyd nach dem kalorimetrischen Verfahren zu

Ly P. B. Miller, Helv. 26, 1945 (1943).
2} loc. cit. S. 1953.
3) loc. cit. S.1956, 1961, Helv. 27, 408 (1944).
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kontrollieren. Erforderlichenfalls ist dann das fiir die vorgeschriebene Aktivitdt der Mi-
schungen benétigte Mischungsverhéltnis neuerdings festzusetzen.

Als Losungsmittel wurden verwendet:

Petrolather I, mit Schwefelsiure gereinigt, zur Entwicklung der Chromato-
gramme und zur stufenphotometrischen B-Carotin-Bestimmung.

Petrolather II, aus Petrolither I mit 5% absolutem Athanol hergestellt, zur
Eluierung der Vitamin A-Adsorbate. (Zur Reinigung des Athanols wird der Alkohol aus
einer ca. 5-proz. dthanolischen NaOH-Losung in einer Glasschliffapparatur abdestilliert.)

Petrolather ITI, tiefsiedender Petrolather mit 5% absolutem Athanol, zur Eluie-
rung der 8-Carotin-Adsorbate. — Der Petrolather ist zuvor (wie Petrolather I) mit Schwefel-
sdure zu reinigen, bis dieses farblos abgetrennt werden kann, dann wie Petrolither I
mit KMnO,, Fe,30, und NaOH ohne kalorimetrische Kontrolle weiter zu behandeln.

Petrolather IV, mit Oleum gereinigt, zur spektrophotometrischen Vitamin A-Be-
stimmung.

1-n. Athanolische KOH, aus Kalium hydricum pro analysi und 95-proz. reinem
Athanol, zur Verseifung des Untersuchungsmaterials.

5-n. wiasserige NaOH, aus Natrium hydricum pro analysi, zur Reinigung des
Untersuchungsmaterials.

Zur Regenerierung wird der Petroldther I wie bei der Reinigung, die friither
beschrieben wurde, destilliert und so oft mit konz. Schwefelsiure ausgeriihrt, bis diese
farblos ablauft und der Petrolither wieder seine urspriingliche Warmetonung Qg.c = 83,5
cal aufweist. Daraufhin wird er mit Kaliumpermanganatlosung, Eisen(II)-sulfatlésung und
Natronlauge weiter gereinigt. Petrolather II und IIT werden destilliert, der Alkohol
durch 5maliges Auswaschen mit je 1/ Volumen Wasser entfernt, der zuriickbleibende
Petroldther mit Schwefelsdure ausgeriihrt, bis diese farblos ablauft und dann ohne Kon-
trolle der Warmet6nung wie Petrolather I weiter gereinigt. Der hochsiedende Petrolather
wird schliesslich mit dem Quarzspektrographen auf die U.V.-Durchlassigkeit hin gepriift.
Ist er im U.V. bis gegen 2800 A durchlassig, so ist er nach dem Athanolzusatz wieder als
Elutions-Petrolather II verwendbar. Der tiefsiedende Petrolather kann ohne weitere Prii-
fung direkt mit absolutem Athanol versetzt und wieder wie zuvor verwendet werden.
Petrolither IV wird destilliert und auf die U.V.-Durchlissigkeit gepriift. Entspricht
sie nicht den an diesen Petrolather gestellten Anforderungen, so ist er wieder mit Oleum
zu reinigen. Wird durch diese Reinigung die U.V.-Durchlissigkeit bis gegen 2300 A nicht
mehr erreicht, so kann der Petrolather nicht mehr zur spektrophotometrischen Auswer-
tung verwendet werden.

Apparate.

1. Eine grossere Schliffapparatur zur Destillation von hochsiedendem Petrolather
in Ansitzen von ca. 5 Liter im Vakuum.

2. Eine Glasschliffapparatur zur Destillation der Eluate (bis zu 250 cm?®) im Va-
kuum und unter Stickstoffatmosphire (siehe Fig. 3).

3. Anordnung zur chromatographischen Reinigung der zu untersuchenden Ausgangs-
materialien (siehe Fig. 2).

4. Eine Vorrichtung zum emulsionslosen Auswaschen von Seifen und Alkohol aus
verseiften Priparaten (siehe Fig. 4).

5. Ein Hilger'sches A-Vitameter.

6. Ein Quarzspektrograph mit Beleuchtungseinrichtung (Wasserstofflampe) fiir
U.V.-Absorptionsspektren.

7. EBin Plattenauswertungsgerit (z. B. Spektrenprojektor).

8. Ein Pulfrich-Stufenphotometer mit dem Filter S 47 und 1 em-Kiivetten.

Die chromatographische Reinigung von Vitamin A und g-Carotin.

1. Zur Herstellung der weiter unten beschriebenen 3- und 5-schichtigen Kolonnen
werden die Al,0,-Schichten unter leichtem Ansaugen von Luft in die Adsorptionsrohre
eingefiillt. Die Schichten werden durch ein dazwischengelegtes Rundfilter getrennt und
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die Kolonne zu oberst mit einem solchen bedeckt. Schliesslich werden die Chromato-
grammrohre zu der in Fig. 2 dargestellten Anordnung zusammengestellt, evakuiert und
wieder mit O,-freiem Stickstoff gefiillt, ein 2. Mal evakuiert und ohne vorangehende
Behandlung mit Stickstoff mit Petrolather I aufgefillt.

B=25 mm 300 mm

!

Aufgeschliffene Glasplatte Glasfritte ,, Jena G 2+

mit Schliff Z
( W]
Vakuum ~——
750 cm?
Fig. 2.

Anordnung zur analytisch-chromatographischen Vit. A-Bestimmung.

Die nach diesem Schema aufgestellten Adsorptionskolonnen enthalten von unten
nach oben angeordnet folgende Adsorptionsschichten:

Vitamin A-Alkoholkolonne: 35g ALO, I, 35g ALO; VI, 35 g ALO, VIL

Vitamin A-Esterkolonne: 20g AlLO, I, 40 g Al,O, II, 40 g AlL,O, IV.

B-Carotinkolonne: 20g ALO,; I, 40 g Al,0, III, 40 g ALO, IV.

Kombinierte Vitamin A-Alkohol-Ester-Kolonne: 20 g AL,O; I, 40 g ALO,
II, 40 g AL, O; IV, 35 g Al,0; VI, 35 g ALO,; VIL

Kombinierte Vitamin A-Alkohol-8-Carotin-Kolonne: 20g ALO; I, 40 g
ALO; II1, 40 g AL,0,; IV, 35 g AL O, VI, 35g Al,0, VII.

Zur Reinigung von Vitamin A-Alkohol und -Ester und von f-Carotin
in Tranen und Olen werden 0,5 bis maximal 2,5 g (im allgemeinen 1 g) Untersuchungs-
material in Petrolither I geldst und auf 50 cm? gebracht. Die Einwagen sind dem Pri-
parat anzupassen. Von Priparaten mit 300 bis 150000 i.E.A/g ist einheitlich 1 g, von
schwicheren Praparaten sind 2 g (maximal 2,5 g), von stirkeren entsprechend weniger
in 50 em? Petrolither zu 16sen. Davon werden jeweils 10 cm3 (= 0,2 g Einwage) zur Chro-
matographie auf die Adsorptionskolonne gegeben, bis auf eine Schicht von 1 mm Fliissig-
keit eingesogen, 2mal mit ca. 10 cm® Petrolather gespiilt und wie zuvor eingesogen.
Schliesslich wird das Vitamin A-Chromatogramm unter leichtem Saugen mit 350 cm?®
Petrolither I, das B-Carotin-Chromatogramm mit 120 cm?® Petrolather I entwickelt. Die
Durchflussgeschwindigkeit ist so einzustellen, dass der Petrolither eben als diinner
Fliissigkeitsfaden abliuft.
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Nach der Entwicklung der Chromatogramme werden die Zonen unter der U.V.-
Lampe (z. B. Philora-Lampe) und unter Vorschaltung eines Blaufilters 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 vollstdndig in der 2. Schicht liegen, aber nicht in die 3. Schicht vordringen,
wahrend in den 5-schichtigen Kolonnen Vitamin A-Ester und 8-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 zweckmissig. Kleine Ab-
weichungen des Wiarmetonungswertes Q des Petrolithers I von der Vorschrift kénnen
auf Grund dieser Kontrolle durch Entwicklung der Chromatogramme mit etwas mehr
oder weniger Losungsmittel ausgeglichen werden.

Nach der Entwicklung der Chromatogramme werden die den Vitamin A-Alkohol
bzw. den Vitamin A-Ester oder das f-Carotin enthaltenden Al,0,-Schichten mit einem
Spatel sorgfaltig von den benachbarten Schichten abgetrennt und in ein 100 cm3-Becher-
glas gegeben. Zur Eluierung des Vitamin A wird das ALO; sofort mit athanolischem
Petrolather II, zur Eluierung des 8-Carotins mit Petrolather ITII bedeckt, mit dem Spatel
aufgeriihrt, in eine Glasfrittennutsche (Jena, G3, o 70 mm) gegeben und das Eluat so
abgenutscht, dass noch keine Luft durch das Aluminiumoxyd gesogen wird. Hierauf
wird das Aluminiumoxyd einmal mit ca. 25 cm? Losung IT bzw. III iibergossen und diese
méssig scharf abgesaugt. Schliesslich wird 4mal mit ca. 25 cm?® Elutionsmittel aufge-
rithrt und nun jedesmal scharf abgesaugt. Im ganzen erhilt man ca. 150 cm?® Lésung.
Samtliche Filtrate werden in einem 250 cm® Rundkolben aufgefangen und unter vor-
sichtigem Anlegen eines Vakuums und bei missiger Spiillung mit O,-freiem Stickstoff
{eventuell noch unter Vorschaltung eines Turmes mit alkalischer Pyrogallolisung) in
der in Fig. 3 dargestellten Apparatur eingeengt. Die Vitamin A-Eluate werden im sieden-

H,0

Vakuum «—— ] o

—-

zur N,-Spilung  zur N,-Spilung
des Kolbens bei der Destillation

Fig. 3. Anordnung zum Eindampfen der Eluate.
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den Wasserbad zur Trockne eingedampft, die f-Carotin-Eluate bei 40°C auf 1-—2 c¢cm?
eingeengt. Nach dem Abdampfen wird erkalten gelassen, die Apparatur mit absolutem
Stickstoff gespiilt, der Rundkolben abgenommen, die Vitamin A-Riickstinde mit
ca. 5 cm?® Petrolather IV, die B-Carotin-Riickstinde mit 5§ cm?® Petrolather I aufgenom-
men, quantitativ in einen 25 cm3.Messkolben gespiilt und mit demselben Losungsmittel
auf 25 cm?® aufgefiillt.

Zur raschen Einstellung der fiir die spektrophotometrische Vitamin A-Be-
stimmung benétigten Verdiinnung wird ein aliquoter Teil (0,5—25 cm?) der eingeengten
und auf 25 em? gebrachten Eluate so lange mit Petrolather IV verdiinnt, bis die Losung
im Hrlger'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 (Zevss’schen) Quarzspektrographen (QU 24) bei den Schichtdicken 14,
18, 18, 20, 22, 24, 28,5, 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 L&sungs-
mittels ohne Vitamin A aufgenommen unter Vorschaltung eines Sektors von «® = ca. 90°
und oben und unten auf der Platte die Wellenlingenskala in A oder mu aufgeblendet.

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

Die stufenphotometrische f-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
Petrolither I verdiinnt.

Zur Verseifung wird das zur Chromatographie in hochsiedendem Petrolather
geloste Untersuchungsmaterial in der Apparatur zum Eindampfen der Eluate (Fig. 3)
im Vakuum und unter stindigem Stickstoffstrom im siedenden Wasserbad zur Trockne
eingedampft bzw. Losungen mit f-Carotin bei 45° C auf 1—2 cm?® eingeengt. Nach Zu-
gabe von 10 cm? der frisch bereiteten 1-n. d&thanolischen KOH wird die Apparatur eva-
kuiert und wieder mit Stickstoff durchstrémt, der Rundkolben bis zur Grenze des Ver-
seifungsgutes in ein siedendes Wasserbad gestellt, das Untersuchungsmaterial unter
leichtem Schwenken genau wihrend 5 Minuten verseift und durch Einstellen in kaltes
Wasser rasch abgekiihlt. Das erkaltete Verseifungsgut wird in einen 50 cm?® Schiittel-
zylinder iibergefiihrt, der Kolben 2mal mit ca. 5 m3 95-proz. Athanol gespiilt, die ver-
einigten &dthanolischen Fraktionen mit einem Teil Wasser verdiinnt, mit 1—2 Teilen
Petrolather I versetzt (den Kolben damit nochmals schwenken) und wihrend % bis 1
Minute energisch ausgeschiittelt. Diese Operation wird ohne Stickstoffstrom unter Luft
durchgefiihrt und die im Versuchsprotokoll!) angefiihrten Werte beziehen sich auf diese
einfache Arbeitsweise ohne spezielle Vorsichtsmassnahmen zur Vermeidung von Oxyda-
tionsverlusten.

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

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

1) Siehe Anmerkung am Schluss der Arbeit.
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Zur chemischen Reinigung werden 10 cm?® der 2—5-proz. Ausgangslésungen in
einen 50 cm?® Schiittelzylinder gegeben, weitere 10 cm?® Petrolither I und dann 10 ¢cm3
1.n. NaOH + 10 cm? Feinsprit hinzugefiigt und wihrend 1 Minute energisch geschiittelt,
Trennung der Schichten, Auswaschen der Seifen und des Alkohols und Weiterverarbei-
tung, wie bei der Verseifung beschrieben wurde. Eine chemische Reinigung des Unter-
suchungsmaterials ist aber dusserst selten notwendig; sie wird im allgemeinen vorteil-
hafter durch die Verseifung ersetzt. Das Verfahren ist ohne Einfluss auf das quantitative
Ergebnis.

Leitung

|~ Schiittelzylinder

E
: § j
SIS
§
Q
>~
hY
4 Spiitwasser + Seifen
+ Alkohol
Fig. 4.
Vorrichtung zur emulsionslosen Entseifung und Auswaschung von verseiitern.
Extraktionsgut.

Zur THustration des ganzen Arbeitsvorganges einer quantitativen Auswertung seier
im Folgenden 2 Beispiele angefiihrt:

1. Beispiel: Bestimmung von Vitamin A.

Einwage: 1 g Tran pro 50 cm?® Petrolither. Davon werden 10 cm? zur chromato-
graphischen Reinigung verwendet und nach dem Eindampfen des Eluates auf 25 cm?
aufgefiillt (Losung a). Von dieser Losung a mussten 0,5 cm? auf 50 cm? verdiinnt wer-
den, um im Hilger’schen A-Vitameter eine Extinktion von 0,3 zu geben. Die spektro-
photometrische Auswertung wurde mit einem Sektor von o = 88°24" (entsprechend
log J,;7 = 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 A bei der Schicht-

dicke von 2,0 cm erreicht. Daraus errechnet sich die E% %m zZu:
El% — E 0,61 = 38,1 und

lem = "eid  §x1073x2,0
die bjologische Wirksamkeit des Prdparates nach der Vereinbarung des Jahres 1934 zu:
38,1 X 1600 = 61 000 int. Einheiten/g.

2. Beispiel: Bestimmung von f-Carotin.

Einwage, Chromatographie und Eluierung wie im Beispi~l 1. Extinktion des auf
25 ecm aufgefiillten und nicht weiter verdiinnten Eluates (a) bei 1 em Schichtdicke = 0,72.
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Die E1% des Untersuchungsmaterials betragt:

1cem

o E 0,72

1% — 2 D% 96
lem c-d 0,8x1 0.50

und der B-Carotingehalt des Untersuchungsmaterials:

1%

(El cm/Vers.-Leg. 0,90

7 11% -

\El cm)Test-Lsg. 2140
Aus Griinden der zeitbedingten Platz- und Materialeinsparung wird auf die Ver-

offentlichung der Versuchsunterlagen und einer vollstindigen Literaturliste verzichtet.

Eine Zusammenstellung von Ausziigen aus den Versuchsprotokollen steht Interessenten

zur Verfiigung.

Basel, den 31. Januar 1944.

= 0,420 x 10-2% g g-Carotin/g.

Wissenschaftlich-analytisches Laboratorinm der
F. Hojfmann-La Roche & Co. A. Q.

53. Recherches dans la série des cyclites VII.
Sur la eyeclite des moules (mytilite) et sur quelques
substances voisines?)
par Théodore Posternak.

(10 II 44)

En 1913, B. 0. P. Jansen?) isola des muscles obturateurs des
moules (mytilus edulis) une substance & laquelle il donna le nom de
mytilite et qu’il considérait comme un cyclchexane-pentol C.H,,0; ().

Quelques années plus tard, D. Ackermann3) retira 4 son tour des
moules le méme composé auquel il attribua la formule C,H,,O,.
D’aprés cet auteur, la mytilite contient 6 groupes hydroxyles et re-
présente une méthyl-inosite (IT), chez laquelle, vu ’absence de groupe
méthoxyle, le reste méthyle ne peut étre fixé qu’s un atome de car-
bone.

En 1926 enfin, Daniel et Doran*) eurent la mytilite entre les mains
et se prononcérent en faveur de la formule d’4ckermann.

CHOH CHOH
HOHC/ \CHOH HOHC/ \CHOH
| I | §
HOHC\ /CHOH HOHC\ /CHOH

I CH, 11 HO-C-CH,

1) Les principaux résultats de ce travail ont été communiqués le 28 II 43 4 la
Socié¢té Suisse de Chimie, & Berne; voir Schw. Ch. Z. 26, 155 (1943).

?) Z. physiol. Ch. 85, 231 (1913).

3) B. 54, 1938 (1921). 4) Biochem. J. 20, 676 (1926).



