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fleck nachgwiesen. Es zeigte sich, dass sich weiche §-Strahlung sehr gut auf Diinn-
schicht-Chromatogrammen messen lisst, da die Absorption der Schichten sehr
klein ist.
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11. Zur Kenntnis der BOHN-SCHMIDT’schen Reaktion
1. Mitteilung

Isolierung und Strukturaufklirung neuartiger Verbindungen
aus der Oleumschmelze von a-Hydroxyanthrachinonen

von J. Winkler?) und W. Jenny
(20. XI. 64)

Vor rund 75 Jahren entdeckte R. Bonn die Bildung wertvoller Farbstoffe bei der
Einwirkung von hochprozentigem Oleum auf Anthrachinonderivate [1]. Fast gleich-
zeitig und unabhingig von BouN stiess auch R. E. ScaMIDT auf die gleiche Reaktion
(2]. Er erhielt durch Einwirkung von Oleum mit 70-809, freiem Schwefeltrioxid auf
Alizarin einen neuen, Alizarinbordeaux genannten Farbstoff. L. GATTERMANN, wel-
cher auf Anregung von ScHMIDT diesen Farbstoff untersuchte (3], machte die iiber-
raschende Feststellung, dass es sich bei Alizarinbordeaux um ein schwefelfreies Hy-
droxylierungsprodukt, das 1, 2,5, 8-Tetrahydroxyanthrachinon (Chinalizarin) handelt.
Diese Hydroxylierung mit hochprozentigem Oleum ist ganz allgemein auf Anthra-
chinonderivate mit mindestens einer Hydroxylgruppe in «-Stellung anwendbar [4].
Dass ScamipT fast gleichzeitig eine Reihe anderer Methoden zur Einfithrung von
Hydroxylgruppen in Anthrachinone fand [5], fithrte zu Missverstindnissen beziiglich
einer sauberen Definition der «BouN-ScuMIDT'schen Reaktion». Im folgenden sei
unter dieser Reaktion die Einwirkung von hochprozentigem Oleum?) auf Hydroxy-
anthrachinone mit mindestens einer «-stindigen Hydroxylgruppe, bei milden Tem-
peraturen (25-50°) verstanden [6].

Obwohl diese Methode der direkten Hydroxylierung zu den grundlegenden, auch
grosstechnischen Reaktionen der Anthrachinonchemie zihlt, finden sich in der wis-

1) Teil der Disscrtation J. WiNkceRr, Universitit Bern.
%) BonN und ScHMIDT verwendeten bei ihren typischen Reaktionen Oleum mit 70-80%, freiem
S0
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senschaftlichen Literatur nur sparliche Angaben iiber das Reaktionsgeschehen |7].
Nach GATTERMANN [3] entsteht bei der Uberfiihrung von Alizarin (I} in Chinalizarin
(ITII) ein neutraler, cyclischer Schwefelsdurcester IT als Zwischenprodukt. Die Iso-
lierung von 1I gibt aber keinen Hinweis auf den Reaktionsablauf, denn viele Ver-
bindungen mit benachbarten Hydroxylgruppen ergeben bei der Einwirkung von
Oleum cyclische Schwefelsdureester [8]. II konnte also auch in einer Folgereaktion
aus III entstanden sein.
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Wir haben versucht, einen tieferen Einblick in den Mechanismus der BoHx-
ScuMipT schen Reaktion zu erhalten. In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die
Isolierung von neuartigen Verbindungen, welche vermutlich im Reaktionsgeschehen
eine wichtige Rolle spielen. Ob es sich dabei um Zwischenprodukte oder um Alter-
nativ- oder Nebenprodukte handelt, werden wir in einer nichsten Mitteilung disku-
tieren.

Oleum und 1,4-Dihydroxyanthrachinon (Chinizarin). Nach kurzer Einwirkung von
74-proz. Oleum auf Chinizarin bei 33-36° oder noch besser von 45-proz. Oleum bei
36-38° erhilt man ein Produkt, welches im Diinnschichtchromatogramm auf Alu-
miniumoxid, mit Benzol/Tetrachlorkohlenstoff als Laufmittel, eine fast farblose, im
langwelligen UV. blau fluoreszierende Verbindung erkennen lidsst. Nach chromato-
graphischer Reinigung an Aluminiumoxid ergab die Kristallisation aus Tetrachlor-
kohlenstoff eine einheitliche, in prachtvollen gelben Nadeln anfallende Verbindung
C1.HgO4S, (366,3) mit einer intensiven blauen Fluoreszenz in Losung. Das Molekular-
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3) Die iiblichen Mcthoden der Molckulargewichtsbestimmungen versagten wegen zu geringer

Loslichkeit der Substanzen.
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gewicht3) wurde massenspektrometrisch zu 366 bestimmt. Das Massenspektrum ent-
hilt Fragment-Tonen bei mfe 302 (=M — SO,), mfe 238 (=M — 2 SO,), mfe 210
(= 238 — CO) und m/e 182 (= 238 — 2 CO). Das IR.-Spektrum zeigt keine Carbonyl-
bande mehr, das UV.-Spektrum ergibt keine Anhaltspunkte fiir das Vorliegen eines
Hydroxyanthrachinons [9]. Die gelbe Verbindung ist, im Gegensatz zu den Hydroxy-
anthrachinonen, in konz. Schwefelsiure sehr schwerldslich. Diese Feststellungen lies-
sen vermuten, dass ein Bis-sulfuryldioxy-anthracen4) IV vorliege.

Oleum und 1,5-Dihydroxyanthrachinon (Anthrarufin) oder 1-Hydroxyanthrachinon
(Erythroxyanthrachinon). Nach der Einwirkung von 45-proz. Oleum auf Anthrarufin
konnten wir den mit IV isomeren Korper V entsprechend isolieren. Das Massenspek-
trum zeigt neben dem Molekel-Ion 366 Fragment-Ionen bei mfe 302 (= M — SO,),
mie 274 (= M — SO, — CO), m[e 210 (= M — 2 SO, — CO) und mfe 182 (= M — 2 SO,
— 2 CO), also dieselbe Fragmentierung wie bei IV, aber in etwas anderer Reihenfolge.
IR.- und UV.-Spektrum sind mit der Konstitution V vertriglich. Bis-sulfuryldioxy-
{1,9; 5,10)-anthracen (V) kristallisiert aus Acetanhydrid in blassen, griingelben, im
UV. blau fluoreszierenden Nadeln. In Lésung fluoresziert V intensiv blau wie IV.
Auffallend ist wiederum die Schwerldslichkeit in konz. Schwefelsdure. Im allgemeinen
ist V viel weniger loslich als IV.

Aus 1-Hydroxyanthrachinon, dem einfachsten Anthrachinonderivat, welches der
BonN-ScHMIDT schen Reaktion noch zugénglich ist, erhielten wir nach lingerer Ein-
wirkung von 65-proz. Oleum wiederum V.

In den aus Chinizarin und Anthrarufin mit Oleum erhaltenen Rohprodukten liess
sich diinnschichtchromatographisch neben IV bzw. V noch ein héher hydroxyliertes
Anthrachinonderivat nachweisen,'das papierchromatographischals 1,4, 5-Trihydroxy-
anthrachinon identifiziert wurde.

Oleuwm und 1,4,5,8-Tetrahydroxyanthrachinon. Schon nach der Einwirkung von
nur 27-proz. Oleum auf 1,4,5,8-Tetrahydroxyanthrachinon konnte durch Siulen-
chromatographie an Aluminiumoxid eine neue Verbindung C,,H,0,,S, (396,3) isoliert
werden, die aus Chlorbenzol in schénen gelben Niadelchen kristallisierte und der wir
die Konstitution VI des Bis-sulfuryldioxy-(1,9; 4,10)-anthrachinons-(5,8) auf Grund
folgender Beobachtung zuteilen: Massenspektrometrisch wurde das Molekulargewicht
396 gefunden; daneben war noch eine Verunreinigung mit Molekulargewicht 412 er-
kennbar, welche in einer folgenden Mitteilung diskutiert werden soll. Das Massen-
spektrum zeigt ferner Fragment-Ionen bei mfe 332 (= M — SO,), mfe 268 (= M —
2 S0,), mfe 240 (= 268 — CO) und m/fe 212 (= 268 — 2 CO). Bruttoformel und Frag-
mentierung deuten auf einen der Verbindung IV dhnlichen Aufbau hin.

Im IR.-Spektrum findet man zwei charakteristische Banden bei 5,97 i« (1675 cm™1)
und 6,10 1 (1639 cm—1), welche auch bei 1,4-Naphtochinon und anderen 1,4-Chinonen
auftreten [10]. Sie werden den Carbonyl- und —-C=C-Streckschwingungen zugeordnet.
Das UV.-Spektrum ist dem von 1,4-Naphtochinon sehr dhnlich.

4) Nach einer freundlichen Mitteilung von Herrn Prof. Dr. R. WizinGer (Farbeninstitut der
Universitit Basel) soll R. E. SceMIDT in Vortrigen und Diskussionen iiber den Mechanismus
der BouN-ScHMIDT schen Reaktion solche Sulfuryldioxyanthracene mit peri-Verkniipfung als
(lieder im Reaktionsablauf postuliert haben. )
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Der Ubergang von 1,4,5,8-Tetrahydroxyanthrachinon in VI kann durch An-
nahme einer Tautomerie (vgl. Formelschema) gedeutet werden:

0O,
OH o O OH OH C 0’5\0
w/\/ /\ﬁ NN 280, !/ \/\
K/\/\; * ”\/\j\‘) j/)\/
OH O OH O OH OH \ e
Vi 82

Die NMR.-Spektren bestitigen die postulierten Strukturformeln IV, V und VI
(vgl. Fig. 1-4). In Arsentrichlorid gibt IV ein scharfes Signal bei § = 7,28, welches den
beiden dquivalenten Wasserstoffatomen am C-2 und C-3 entspricht. Im Bereich 6 =
7,7-8,4 tritt ein typisches 4,B,-Spektrum auf, das den vier restlichen Wasserstoff-
atomen des Bis-sulfuryldioxy-(1,9; 4,10)-anthracens zugeordnet werden kann. Der
Schwerpunkt des Signalkomplexes der A-Wasserstoffatome liegt bei § = 8,2, derjenige
der B-Wasserstoffatome bei d = 7,8. Die Integration der Signale ist mit dieser Inter-
pretation in Ubereinstimmung (Fig. 1). Als Vergleich wurde das Spektrum von Chini-
zarin im gleichen Losungsmittel aufgenommen (Fig. 2), das wie erwartet, demjenigen
von IV sehr dhnlich ist.

Das Spektrum des sehr schwerldslichen Bis-sulfuryldioxy-(1,9; 5,10)-anthracens
(V) wurde im zugeschmolzenen Rohrchen in Arsentrichlorid bei 130° aufgenommen
(Fig. 3). Als interner Standard diente Tetramethylammoniumsulfat. Tetramethylsilan
konnte wegen seines tiefen Siedepunktes nicht verwendet werden®). Zwischen § =
7,3 und é = 8,2, findet sich das erwartete A BC-Spektrum der zwei 4quivalenten Sitze
von je drei benachbarten Wasserstoffatomen. Die geringe Signalhohe ist auf die un-
geniigende Loslichkeit zuriickzufiihren (0,13 statt 0,3m). Als Modellsubstanz wurde
Anthrarufin (1,5-Dihydroxyanthrachinon) in 99-proz. Deuteroschwefelsiure bei 70°
aufgenommen (Fig. 4)%). Als interner Standard diente gemiss eines Vorschlages von
ReaviLL [11] ebenfalls Tetramethylammoniumsulfat. Das A BC-Spektrum des An-
thrarufing erscheint zwischen d = 6,8 und é = 7,7. Das Chinon VI wurde unter glei-
chen Bedingungen wie V aufgenommen. Das Spektrum enthilt zwei scharfe, flichen-
gleiche Signale bei § = 7,00 und § = 7,54 und bestitigt damit die Formel VI. Die
zentrosymmetrische Formel VII ist hiermit ausgeschlossen

02

o~ \0

u:ri:f

\S/ '
0, Vil

%) Das Tetramethylammoniumsuifat-Signal tritt in Arsentrichlorid (35°) bei 6 = 3,24 auf (Tetra-
methylsilan 6 = 0).

8) Die Verbindung war in Arsentrichlorid bei 130° und auch in Arsentrxbromld bei 200° zu wenig
l1oslich.
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Experimenteller Teil

Alle Smp. wurden mit einem REICHERT-Smp.-Mikroskop bestimmt und sind korrigiert. —
Die IR.-, UV.-, NMR.- und Massenspektren wurden in der Physikalischen Abteilung der CIBA
aufgenommen, Die IR.-Spektren?) wurden in Nujol mit einem PERKIN-ELMER-Instrument Mod.
221 aufgenommen; dice NMR.-Spektren?) auf cinem VARIAN-A-60-Instrument. — Die Massenspck-
tren®) wurden mit cinem ArvLas-Massenspektrometer CH4 mit Ofen-Ionenquelle und SEV-Ionen-
auffanger aufgenommen (Elektronenenergie 70 ¢V). Die Proben wurden direkt in der Ionenquelle
verdampft. — Die Analysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium (Leitung Dr. W. Pano-
weTz) der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, ausgefiihrt.

Bis-sulfuryldioxy-(1,9;4,10)-anthvacen (I1V): 100 g Chinizarin (analysenrcin) wurden in 1 kg
45-proz. Oleum bei 30—45°in 15 Min. eingetragen (zeitweise Wasserkiihlung). Nach 3 Std. Riihren bei
36-38° wurden unter Kiihlung 500 ml 96-proz. Schwefelsiurc zugetropft (Héchsttemperatur 45°).
Diese Losung wurde auf 2,2 kg Eis unter zusitzlicher dusserer Kiithlung mit Eiswasser zugetropft
(Innentemperatur 10-20°; Endkonzentration der Schwefelsiure ca. 509%,). Nach 12 Std. Stehen
wurde die Suspension auf ciner Nutsche von 24 ¢cm Durchmesser (2 Weichfilter) abfiltriert. Riick-
stand nach Neutralwaschen (Dauer 3 Tage) bei 70-80°im Vakuum getrocknct: 87 g dunkles Pulver.

Chromatographie: 54,0 g an 1,62 kg Aluminiumoxid (CaMac, Aktivitit I, neutral); Sdulen-
durchmesser 62 mm, Héhe der Schicht 60 cm. Elution nacheinander mit 120 1 Tetrachlorkohlen-
stoff/Benzol (9:1), 251 Tetrachlorkohlenstoff/Benzol (7:3) und 451 Benzol (Dauer 21 Tage; Durch-
flussgeschwindigkeit ca. 2 1/Std.) liefert insgesamt 1,2655 g rotgelbe Kristalle von 1V. Aus 185 ml
dest. Tetrachlorkohlenstoff 791 mg lange, flachc griingelbe Nadeln, Smp. 243,0-244,0°.

UV.-Spcktrum (Hexan): 4_ . [nm (loge)]: 260 (4,99), 367 (3,90), 375 (3,90), 387 (4,08), 410
(4,01).

IV sublimiert unzersetzt bei 135°/0,005 Torr. In Hexanldsung zeigt dic Substanz noch eine
deutlich blaue Fluoreszenz im UV. (350 nm) in einer Konzentration von 1,8 pg/ml Lésung. 0,1 ug
(1 Tropfen) reicht fiir den Nachweis aus.

CiaHgOgS, Ber. C45,90 H 1,65 34,94 S17,519,
(366,3) Gef. ,, 46,16 ,, 1,94 ,, 34,78 ,, 17,299,

Bis-sulfuryldioxy-(1,9;5,10)-anthracen (V). — a): 50,0 g Anthrarufin (analysenrein) unter zeit-
weiliger Kiihlung innert 20 Min. in 500 g 45-proz. Oleum eingetragen; Temperatur wihrend des
Eintragens 40-52°. 5 Std. bei 37-40° geriihrt. Auf 1,1 kg Eis ausgetragen; Endtemperatur 40°.
Filtriert und neutralgewaschen. Trocknung bei 90° im Vakuum: 31,9 g Rohprodukt als dunkles
Pulver.

Chromatographie: 20,0 g an 333 g Alox (Camacg, Aktivitat I, ncutral); Sdulendurchmesser
36 mm, Fiillhohe Alox 35 cm. Mit 17 1 Benzol cluiert. Ausbeute: 1,4802 g. Aus 120 ml dest. Acetan-
hydrid kristallisicrt. Trocknung 20 Std. bei 110-115°/0,002 Torr: 1,3433 g lange, blassgriine
Nadeln, Smp. 325-327°/0,01 Torr (Zers.).

UV.-Spektrum (Hexan), Bereich 250-700 nm. 4
(3,25), 410 (3,23).

CyHgOgS, Ber. C4590 H 1,65 03494 $17,519,
(366,3) Gef. ,, 45,99 ,, 1,56 ,, 35,00 ,, 17,609,

b): 25,0 g Erythroxyanthrachinon (analysenrein) in 500 g 65-proz. Oleum innert 5 Min. unter
Riihren und Wasserkiihlung eingetragen; Endtemperatur 32°. 161 Std. bei 30-40° geriihrt, dann
unter Eiskithlung in 250 ml 96-proz. Schwefelsiurc eingetropft. Losung auf 1 kg Eis gegeben;
Endtemperatur 38°. Nach 1 Std. abfiltriert (starker SO,-Geruch). Nutschendurchmesser 21 cm.
Neutralgewaschen. Im Vakuum bei 75° getrocknet: 32,5 g dunkles Pulver.

Chromatographie: 20,0 g an 375 g Alox (CaMac, Aktivitit I, neutral); Sdulendurchmesser
36 mm, Fiilllhdhe Alox 38 cm. Eluiert mit 10 | Benzol: 261 mg griingelbe Kristalle. Aus dest.
Acetanhydrid krist. ; getrocknet bei 110-120°/0,005 Torr : 183 mg, Smp. 318-321°/0,01 Torr (Zers.);
IR. identisch mit dem der nach a) hergestcliten Verbindung (vgl. theoretischer Teil).

Bis-sulfuryldioxy-(1,9;4, 10)-anthvacenchinon-(5,8) (VI): 112,0 g 1,4,5,8-Tetrahydroxy-
anthrachinon in 640 ml 27-proz. Oleum unter Kiihlung eingetragen; Héchsttemperatur 34°.

[nm (loge)]: 260 (4,26), 367 (3,11), 387

nax

) Herrn Dr. R. F. ZUrRcHER danken wir fiir die Interpretation der Spektren.
) Wir verdanken Herrn Dr. H. HURZELER dic Diskussion der Massenspektren.
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24 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Innerhalb 90 Min. in 1400 ml dest. Wasscr unter Riihren
cingetropft; Aussenkiihlung Eis/Kochsalz; Temperatur 12-28°. Suspension abfiltriert, Nutschen-
durchmesser 25 cm (2 Weichfilter). Konzentration der Schwefelsiure ~ 509%,. Filtration und
Neutralwaschen benotigten 2 Tage. Trocknen im Vakuum bei 90°: 113 g violettschwarzes Roh-
produkt.

Erste Chromatographic: 160 g Rohprodukt in ca. 2,4 1 Chlorbenzol aufgekocht, mit 80 g
Aluminiumoxid (CaMac, Aktivitit IV, neutral) versetzt, im Rotavapor zur Trockne eingedampft.
Erhaltenes Pulver an 4,00 kg Aluminiumoxid (Camag, Aktivitat I1I, neutral) chromatographiert;
Siulendurchimesser 91 mm, Héhe der Schicht 640 mm. Mit Chloroform eluiert (ca. 2 1/Std.). Gelbe
Loésung am Rotavapor abdestilliert und Chloroform wieder auf die Siule gegeben. Nach 230 1
Chloroform Chromatographie abgebrochen, da Siule praktisch erschopft (Dauer 18 Tage). Aus-
beute: 27,468 g gelbbraunc Substanz.

Zweite Chromatographie: 24,0 g Produkt der Alox-Chromatographie in 750 ml dest. Chlor-
benzol kochend geldst, mit 12,0 g Kieselgel (MERck 0,05-0,20 mm) versetzt. Im Rotavapor zur
Trockne eingedampft. Braunes Pulver auf Saule von 4,80 kg Kieselgel in Benzol gegeben. Saulen-
durchmesser 104 mm, Hohe der Schicht 123 cm. Elution mit Benzol {(ca. 2 1/Std.). Eluat im Rota-
vapor eingedampft, Benzol wieder eingesetzt. Nach 167 1 Benzol kam die Losung praktisch farblos
aus der Sdule, dann 9 1 Benzol/Chloroform 1:1, 9 1 Chloroform. Die gelbe Verbindung war nun
quantitativ cluiert. In der Sdule zuriickgebliebene braunschwarze Substanz mit 18 1 Athanol
quantitativ herausgelost. Chromatographiedauer 24 Tage. Gewichtsbilanz der Kieselgelchromato-
graphie: 1) 7,20 g (Benzol); 2) 0,30 g (Bz/Chloroform) (verworfen); 3) 0,14 g (Chloroform) (ver-
worfen); 4) 14,61 g (Athanol); zusammen 22,25 g.

Erste Fraktion (7,20 g) aus 500 ml dest. Chlorbenzol umkristallisiert: gelbe Nadeln. Abfiltriert
und mit Hexan gewaschen. Trocknung 12 Std. bei 55-60°/0,005 Torr: 4,765 g (~ 3% von 160 g
Rohprodukt). Smp. 300-305°/0,01 Torr (Zers.). IR.-Spektrum siehe theorctischer Teil.

UV.-Spektrum (Dioxan): 4, . [nm (loge)]: 240 (4,76), 249 (4,60), 255 (4,58), 261 (4,44), 285
(3,92), 325 (3,73), 404 (3,78).

C1aH, 0448, Ber. C42,43 H 1,02 040,37 $16,18%
(396,3) Gef. ,, 42,39 ,, 0,79 ,, 40,34 ,, 16,039,

max

Acetylierung der Fraktion (Athanolfraktion) (14,61 g): 3,0 g Substanz mit 3,0 g Na-Acetat
(wasserfrei) und 75 ml frisch dest. Acetanhydrid 5 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach Abkiihlen
im Rotavapor zur Trockne verdampft. Aus ca. 100 ml dest. Benzol umkristallisiert: 1,9 g hell-
braune Nadeln, Smp. 243-244°: 1,4, 5, 8-Tetracetoxyanthrachinon.

CpeHy Oy Ber. C60,00 H 3,66 COCH,%) 13,65% Gef. C 59,85 H 3,95 COCH,?) 13,37%

Wir danken der Dr. GADIENT ENGI-STIFTUNG der CIBA fiir die Gewidhrung eines Stipendiums
(].W.), sowie der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT fiir die grossziigige finanzielle Unterstiitzung dieser
Arbeit.

SUMMARY

In the course of an investigation of the BoOHN-SCHMIDT reaction, cyclic bis-sul-
fonic esters of tetrahydroxy-anthracenes have been isolated from solutions of 1-hy-
droxy-, 1,4-dihydroxy-, 1,5-dihydroxy-, and 1,4,5,8-tetrahydroxy-anthraquinones
in high-percent oleum. The constitution of the new compounds is confirmed by UV.,

IR., NMR. and mass spectra.
Institut fiir organische Chemie

der Universitit Bern
Forschungslaboratorien
der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Farbstoff-Abteilung

%) als CH, bcrechnet.
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12, Fixation spontanée de la biotine 4 une protéine
dans le sérum humain

par M. Vallotton, U. Hess-Sander et F. Leuthardt
(30 X1 64)

Dés le début des recherches de notre Institut sur la fixation de la biotine aux pro-
téines extraites du foie de poule, nous avions été frappés par l'importance d’'une
fixation spontanée s’effectuant encore a 4°, sans l'aide d’aucun cofacteur et en quel-
ques secondes [1]. Par la suite nous avons toujours did tenir compte de cette fixation
lors des essais d’incubation, pour le calcul de la proportion d’incorporation enzy-
matique de ce coenzyme [2]. C’est la raison pour laquelle nous avons continué i nous
intéresser — a c6té de nos recherches priucipales — a cette fixation spontanée; cela
nous a permis de découvrir qu'une fraction protéique déterminée du sérum humain
possédait la propriété de fixer la biotine [3]). Ce sont les résultats obtenus avec le
sérum humain que nous rapportons ici plus en détail.

Nous avons recouru a deux méthodes: 1° la dialyse d’équilibrage, 2° la filtration
sur gel de dextran (Sephadex).

1° Dialyse d’équilibrage
Meéthode: 1 ml de la solution de protéine est mise dans un sac de dialyse que I'on plonge dans
un petit ERLENMEYER (12 ml) contenant une solution de NaCl isotonique a laquelle la biotine-[14C
a ét¢ ajoutée. Un agitateur magnétique assure une agitation constante. L’opération s’effectue a
40, L’équilibre est atteint vers la 12¢ heure, mais nous avons toujours attendu 24 2 36 h pour
assurer a I'équilibrage une marge suffisante. A la fin de la dialyse, des fractions aliquotes du con-





