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Zur Finfiihrung

Die Bedeutung der Erforschung der Vitamine ist durch die zahlreichen
Ergebnisse der letzten Jahre klar und eindringlich hervorgetreten. Verschiedene
groBe wissenschaftliche Tagungen haben als Hauptthema die Vitaminlehre
behandelt und damit zum Ausdruck gebracht, dal diese in der praktischen
Medizin ebenso wie in der medizinischen Forschung und auf ihren Grenz-
gebieten Gegenstand lebhafter Anteilnahme ist.

Allerdings zeigte sich dabei, daf8 die Vitaminlehre trotz der’ leen sicher-
begriindeten Grundtatsachen noch kein fertiges Gebidude darstellt.” Es bedarf
noch der miihevollsten experimentellen Kleinarbeit, bis es maglich sein wird,
die Einzelbausteine sinnvoll miteinander zu verbinden, und cs bedarf gleich-
zeitig einer Sammlung von sorgfiltig klinisch beobachteten Krankheitsfillen,
an denen allein gepriift werden kann, wie weit die im Experiment festgestellten
Tatsachen fiir die praktische Medizin Bedeutung haben.

Wie bei jeder neuen Entdeckung, so ging es auch in der Vitaminforschung:
es wurden die gefundenen Tatsachen zunichst weit iiberschiatzt und zum Teil
wurden Feststellungen an niederen Laboratoriumstieren ohne weiteres auf die
menschliche Erndhrungslehre iibertragen. Manche noch nicht aufgeklarten
Krankheitszustinde wurden mit einer derartigen schwachen oder sogar leicht
angreifbaren Begriindung als Avitaminosen gedeutet. Hier muB cine kritische
Forschung cinsetzen, die zu rasch ins Kraut geschossene theoretische Gebilde
bescitigt und zunichst die Frage zu klidren versucht, wie hoch der eigentliche
Vitaminbedarf des Menschen in den verschiedenen Alters- und Lebenslagen ist.
Schon heute wird man auf Grund einfacher Uberlegungen behaupten konnen,
dal} echte Avitaminosen beim Menschen nur unter ganz besonderen Erndhrungs-
verhiltnissen auftreten, also selten sind. Trotzdem handelt es sich um eines
der aussichtsreichsten Forschungsgebiete in der heutigen Medizin, Biologie und
Chemie, weil die Untersuchungen iiber den Vitamingehalt der tierischen Organe
einerseits und der pflanzlichen auf der anderen Seite voraussichtlich erst dazu
fithren werden, daB8 wir auch einen relativen Vitaminmangel beseitigen und den
Menschen gewissermafien auf dem kiirzesten Wege richtig ernihren lernen.
Nur unter Zuhilfenahme der experimentellen Vitamin-Testmethoden wird es
uns gelingen, alle die Einfliisse zu erforschen, die z. B. Art und Menge der Vi-
tamine in den Pflanzen zu éndern vermogen. Angefangen von Untersuchungen
des Vitamingehaltes der Griser und Kriuter, die als Vitaminquelle fiir unsere
Milchtiere dienen, bis zu den vom Menschen genossenen Gemiisen und Friichten
wird allmihlich alles, was als Vitaminspender in Frage kommt, untersucht
werden miissen und es werden sich erst dabei Methoden der besten Pflanzen-
und Gemiiseaufzucht ergeben. Ein anderes, weitcres Forschungsgebiet stellen
die crst kiirzlich aufgedeckten Beziehungen zwischen Hormonen und Vitaminen
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dar, das nur unter Anwendung simtlicher bekannter und brauchbarer Vitamin-
Testmethoden bearbeitet werden kann.

Wir besitzen heute zwar mehrere zusammenfassende Darstellungen iiber
die Vitamine oder die Avitaminosen, die in kurzer oder breiter Form die bisher
wichtigsten Forschungsergebnisse enthalten, es fehlt aber an einer brauchbaren,
zuverlassigen Anleitung zur Ausfithrung der neuesten Vitamin-Testmethoden.
Sehr viele methodische Arbeiten sind in der auslindischen Literatur, nament-
lich der englischen und amerikanischen, erschienen. Deshalb waren wir bei
unseren eigenen Vitaminarbeiten z. B. gezwungen, uns alle methodischen An-
leitungen, die groftenteils in der auslindischen Literatur erschienen sind, miihe-
voll zusammenzusuchen. Dariiber hinaus lie} es sich oft nicht umgehen,
die verschiedenen, fiir ein und dasselbe Vitamin angegebenen Testmethoden
selbst nebeneinander durchzufiihren, um zu priifen, welche davon fiir die von
uns anzugehende Fragestellung die geeignetste und zuverlissigste wire. Es ist
ja nicht mdéglich, bei der Verschiedenheit der gestellten Aufgabe jeweils mit
ein und derselben Testmethode zum Ziel zu gelangen. Ein Beispiel mége das
erliutern. Man bestimmt gewohnlich das Vitamin D mit Hilfe rachitogener
Diiiten, indem man junge Ratten damit fiittert und die zu priifende Substanz
prophylaktisch oder therapeutisch verabreicht. Diese rachitogenen Didten
weisen aber nicht nur einen D-Mangel auf, sondern auch ein gestortes Verhéltnis
Ca zu P. Enthilt also die zu priiffende Substanz schon geringe Mengen Phosphate,
so kann allein durch diese Phosphatzulage die Ratte vor Rachitis bewahrt
bleiben und so ein Vitamin D-Gehalt vorgetéduscht werden. Bei der Untersuchung
einer solchen Substanz mufl man also dann entweder die zu untersuchenden
Substanzen verseifen, um das Vitamin zu extrahieren oder man muf} eine der
anderen nicht iiber die Erscheinungen der Rachitis fiihrenden Testmethoden
anwenden, also z. B. den Wachstumstest oder den Knochenkalktest. Die
Kost der Tiere mull dabei im Hinblick auf den sonst entstehenden Fehler die
Mineralien in normaler Zusammensetzung enthalten.

Wir haben im Laufe der letzten Jahre bei diesen Arbeiten nicht nur eine
ansehnliche Sammlung von methodisechen Vitaminarbeiten und Mitteilungen
anderer Autoren, die so lichenswiirdig waren, uns durch Ubersendung ihrer
Arbeiten oder personliche Auskiinfte zu unterstiitzen, angelegt, sondern wir
haben auch in der Ausfiihrung vieler Vitamin-Testmethoden mancherlei cigene
Erfahrungen auf dicsem Gebiet erlangt.

Der Leiter meines Laboratoriums, Dr. phil. Bomskov, hat es nun auf meine
Anregung hin unternommen, in diesem Buch dic Methoden der Vitamin-
forschung in systematischer Weise an Hand der Sammlung fremden und
eigenen Materials darzustellen. Der Zweck des Buches ist es, allen denjenigen
Forschern, die auf dem Vitamingebiet sich unterrichten oder selbst arbeiten
wollen, eine zuverldssige Anleitung zur Durchfithrung der Testmethoden zu
bieten. Um eine brauchbare Beobachtung und Beurteilung der experimen-
tellen Nahrschiaden zu ermoglichen, werden auflerdem siamtliche Verdanderungen,
welche die Tiere bei den Avitaminosen zeigen, auch wenn sie nichts mit der
Testmethode zu tun haben, genau geschildert. Weiter enthilt das Buch die
wichtigsten Angaben nach dem heutigen Stande unserer Kenntnisse iiber die Ent-
stehung und Bildung der Vitamine, ihr Vorkommen in der Natur und im Orga-
nismus und ihre Speicherung in den verschiedenen Organen, weil gerade diese
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fiir die Auswertung von gréBter Wichtigkeit ist. Auch der Bedarf der einzelnen
Tierarten an den Vitaminen wird, soweit hieriiber heute Untersuchungen vor-
liegen, angegeben.

Dr. Bomskov hat mit Recht nicht einfach eine Testmethode nach der
anderen aufgenommen, sondern hat nur solche ausgewdhlt, die sich als wirklich
brauchbar und zuverléissig erwiesen haben. Noch umstrittene Methoden werden
von ihm nur kurz anhangsweise erwéhnt und unsichere kurzerhand iiber-
gangen. Seine eigene chemische und biologische und namentlich experimentell
praktische Erfahrung, die er wihrend seiner 5jahrigen Tétigkeit in meiner
Klinik in enger Fiihlung mit uns Klinikern gesammelt hat, berechtigt ihn
zu dieser kritischen Auslese.

Aus der urspriinglich geplanten kleinen Einfithrung ist ein Buch geworden,
dessen reicher Inhalt hoffentlich allen denen, die es in Gebrauch nehmen, die
besten Dienste und mancherlei Anregung bieten wird und ihnen namentlich
die groBle Mithe und Arbeit ersparen wird, die der Verfasser auf sich ge-
nommen hat.

Rominger



Yorwort

Die Vitaminforschung, eines der grolen Grenzgebiete zwischen Chemie und
Medizin, ist aufgebaut einerseits auf rein chemischen Methoden, andererseits
auf den Methoden der experimentellen Medizin. Nur die enge Zusammenarbeit
zwischen Vertretern der beiden groflen Disziplinen erméglichten es bisher, die
Schwierigkeiten, die sich fiir den einen oder anderen bei der Handhabung der
seinem Fach fremden Methoden ergaben, zu umgehen. Es ist der Zweck des
vorliegenden Buches, an der Beseitigung dieser Schwierigkeiten mitzuhelfen.

Die Methodik der Vitaminforschung soll dem Chemiker die Méglichkeit
an die Hand geben, seine Substanzen und Konzentrate im Tierversuch aus-
zuwerten. Fir den Mediziner, der sich experimentell mit den Nahrschiden be-
fat und dem die chemischen Methoden ferner liegen, sind die Kapitel be-
stimmt, in denen Darstellung und Reinigung der Vitaminextrakte beschricben
werden.

Die Durchfithrung der Tierversuche ist bis ins einzelne geschildert, da
es bekanntlich Voraussetzung des Gelingens solcher Versuche ist, alle zuerst
vielleicht nebenséchlich erscheinenden Bedingungen auf das genaueste ein-
zuhalten. Andererseits wurde aber auch auf dic ausfiihrliche Wiedergabe der
Darstellungs- und Extraktionsverfahren Wert gelegt, um dem Mediziner nach
Moglichkeit die Arbeit zu erleichtern. SchlieBlich wurden auch alle Methoden
beschrieben, die es gestatten, auf chemischem Wege ein Vitamin auszuwerten.
Die meisten kénnen heute noch nicht den Tierversuch ersetzen. Sie sind trotzdem
angefiihrt, als begriiBenswerte Ansidtze zu Verfahren, dic uns vielleicht spiiter
einmal eine Bestimmung der Vitamine, ohne Tierversuch, ermiglichen werden.
Alle anderen nicht direkt mit der Methodik zusammenhingenden Arbeiten
wurden, sofern sie wichtig erschienen, nur kurz gestreift.

Die Literaturangaben wurden beschrinkt. Fiir die nichtmethodischen
Kapitel verweise ich, um Wiederholungen zu vermeiden, auf die Handbiicher:
Sherman-Smith, The Vitamins, New York 1931; Browning, The
Vitamins, London 1931, und Scheunert, Die Vitamine 1933, im Hand -
buch der Lebensmittelchemie.

Kiel, den 1. September 1934
Christian Bomskov
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Allgemeiner Teil

Definition des Vitaminbegriffs, Klassifizierung der Vitamine

,,Vitamine sind organische Verbindungen, die in kleinster Menge dauernd
dem tierischen Organismus zugefiihrt werden miissen, um die Erhaltung oder
Vermehrung der Zellsubstanz zu erméglichen und die normale Funktion der
Organe zu gewihrleisten. Nur dann sind derartige Stoffe als Vitamine zu be-
zeichnen, wenn sie unter geeigneten Bedingungen bereits in einer Menge wirksam
sind, deren Kleinheit ihre Verwendung zur Kalorienlieferung sowie als direktes
Baumaterial der Zellsubstanz ausschliefit, und wenn die Zelle selbst zu ihrer
Totalsynthese von sich aus nicht befihigt ist. Hierfiir ist es gleichgiiltig, ob diese
Stoffe vollig fertig mit der Nahrung zugefithrt werden miissen, oder ob sie in
Form unwirksamer Vorstufen in die Zelle eintreten und erst hier in das Vitamin
umgewandelt werden (Carotin), oder endlich ob ihre Bildung in der Zelle zwar
moglich, aber von exogenen Momenten chemischer oder physikalischer Art
(Zufuhr von kleinsten Bausteinen, von katalytisch wirksamen Substanzen, von
strahlender Energie) abhangig ist (Vitamine B,und D). (Stepp und Kithnaul).)

Die Loslosung der Vitamine von den Hormonen ist an sich nicht berechtigt,

da manche Vitamine als Hormone auftreten konnen, indem sie endogen gebildet
werden, wie z. B. das Vitamin C bei der Ratte. Die Abtrennung der Vitamine
ist nur eine didaktisch notige Willkiir, die der einzig moglichen Definition der
pflanzlichen Genese bei der Wirkung auf das Tier folgt. Versuche aus
neuester Zeit zeigen, da auch eine Trennung der Vitamine von den Fermenten
immer schwieriger wird, da Vitamine im Organismus in Fermente umgebildet
werden konnen, wie z. B. das Vitamin B, in das gelbe Ferment der eisenfreien
Atmung (Vitazyme, v. Euler 1934).
{{y In folgendem fallen unter den Vitaminbegriff nur die bekannten, in um-
‘stehender, erweiterter Tabelle nach Stepp und Kiithnau aufgefiihrten Fak-
toren. Die alte Einteilung in fettlosliche und wasserlosliche Vitamine wurde
beibehalten.

Allgemeines iiber Testmethoden

Eine Testmethode ist eine Methode, die es erlaubt, chemisch nicht faBBbare
- Substanzen, die dem Chemiker entweder unbekannt sind oder in solcher Kon-
zentration vorliegen, dal chemische Methoden versagen, exakt im biologischen
Versuch auszuwerten. Wir sprechen insbesondere dann von Testmethoden, wenn
wir in Hormon- oder Vitaminlgsungen den biologischen Wirkungswert ermitteln.
1) Stepp c. s, Klin. Fortbildg 1933, 41.
Bomskov, Vitaminforschung 1




Tabelle 1

Gegenwiirtig ge-
briauchlichste Be-

i o s
Bezeichnung nach l

|
Synonyma | Frithere Bezeich-
|

zeichnung in Buch- der Funktion nungen
staben
I. Fettlosliche Vitamine *)
Vitamin A | Antixerophthalmi- ' Biosterin Euler 1924)
(McCollum, | sches Vitamin  (Takahashi 1922)

Kennedy 1916)

Vitamin D
(McCollum 1925)

Vitamin E
(Sure 1925)

__**)

Vitamin B,
(Accessory Food

Antirachitisches
Vitamin

Antisterilitits-
vitamin
Fettlosliches
Wachstumsvitamin

‘Antiinfektioses Vita-|
.min (Cramer 1929)

Calciferol (Angus, ' A, (v. Euler 1924)
Askew u. Mitarb. . E (Funk 1925)
1931)

F (Funk 1925)

‘1D (v. Euler 1924)
F (z.T.) (Evans,
Burr 1928)

II. Wasserlosliche Vitamine

Antineuritisches
Vitamin

Factor Committee

1928)

Vitamin B,
(Accessory Food

Factor Comrnittee °

1928)

" Antiberiberin (Su-

1

i
i
| t
!

Pellagraschutzstoff
" Besteht aus 3 Fak-
toren:

1. Wachstumsfak-
tor, Vitamin B,
= Flavin von
Gyorgy

. Antidermatitis-
faktor = Anti-
pellagravitamin

| = Vitamin By

. nach Gyoérgy
3 Antianédmischer

i Faktor = Anti-

., spruevitamin |

| = extrinsic fac-

" tor (Castle)

- Torulin (Eadie und
' Oryzanin (Suzuki
" u. Mitarbeiter 1912)
. Antineuritin (Hof-

i Eutonin (Abder-

Aktivator B (Mc¢Collum,
. (Schaumann1911). Kennedy 1916,
Vltamln(FunkIQIZ)‘ McCollum 1928)
F (Sherman, Axt-

mayer 1927)
B-P (Salmon 1927)
FB (van Leersum
1929)

zuki) 1912)

Mitarbeiter 1912)

meister 1918)

halden-Schau-

mann 1918)
Antidermatitisfaktor P—P (Goldberger
(Peters 1929) 1925)
P (Funk 1925)

Vitamin (z. T.) | B (Chick, Roscoe
(Sure, Kik, 1927)
Smith 1931) G (Sherman, Axt-
mayer 1927)
GB (van Leer-
sum 1929)
F (Kruse,
McCollum 1929)

Antianédmisches |
|
!

*) Funk hat fiir diese Gruppe die Bezeichnung ,,Vitasterine‘’ vorgeschlagen,
die sich allerdings nicht eingefiihrt hat.
**) Bisher ohne allgemein anerkannte Buchstabenbenennung.



Gegenwiirtig ge-
brauchlichste Be-
zeichnung in Buch-

staben

Bezeichnung nach
der Funktion

l

Synonyma

Frithere Bezeich-
nungen

Vitamin B,
(Williams,
Waterman 1927;
Peters 1930)

Vitamin B,
(Readeru.Peters
1930)

Vitamin Bj

Alkalilabiles
‘Wachstumsvitamin
der Taube

Alkalilabiles

Wachstumsvitamin |

der Ratte
Alkalistabiles

(Carter, Kinners- Wachstumsvitamin

der Taube

\
|
Vitamine d’entretien’
ou de fonctionne- |
ment; vitamine .
"d’utilisation nutri- |
tive (Randoin,
Lecoq 1926); third |
pigeon factor |
(Peters 1929); fac- !
tor of rising nutrition!
(Carter, Kinners-!
ley, Peters 1930) ‘

third rat factor
(Peters 1929)

|

- Fourth pigeon fac-

tor; factor of main-

B, (Peters 1929)

. B; (Reader 1929)

ley, Peters 1930) . tenance nutrition
(Carter u. Mitarb.
" 1930); vitamine

d’utilisation cellu-
‘ lairc (Randoin,
f Lecoq 1929)

Alkalistabiles . Fourth rat factor A hDr (?) (v. Euler

M*)

Wachstumsvitamin |  (Peters 1930) . - 1924)
der Ratte | ©'Y (Chick, Cop-
1 : ping 1930)

%) Wachstumsfaktor

der Forclle

H (McCay, Bing,
Dilley 1928)

Vitamin C Antiskorbutisches Antiskorbutin _
(Drummond1919) Vitamin (Holst 1912)
Ascorbinséure
(Szent-Gyorgyi
: 1933)
Vitamin H Seborrhoeverhiiten- | Hautfaktor —_

(Gyorgy 1931) des Vitamin & (Gyorgy 1931)

III. Nicht Kklassifizierbares Vitamin
| Wasserunlosliches | Insoluble rat factor
| ‘Wachstumsvitamin { (Hunt 1928) I
der Ratte ‘

.._*)

R (Williams,
Lewis 1930)

Bevor eine Methode als Test angewandt werden kann, muf} sie verschiedenen
Anforderungen geniigen: Die als Kriterium der Wirkung ausgewihlte Reak-
tion mufl spezifisch sein und darf unter den gewihlten Versuchsbedingungen
nicht etwa spontan auftreten. Die Zeitdauer einer Auswertung muBl auf wenige
Wochen, besser noch auf Tage beschrinkt werden. Wesentlich fiir die Brauch-
barkeit eines Tests ist seine Empfindlichkeit, die derart sein soll, daf schon kleine
Dosen deutliche Wirkungen hervorrufen, eine Forderung, die hinsichtlich

*) Bisher ohne allgemein anerkannte Buchstabenbenennung.
1>
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Materialverbrauchs eine Rolle spielt. Der Test mull an wenigen Tieren leicht aus-
fiihrbar sein, da sonst nicht unerhebliche Kosten fiir Tiermaterial eine laufende
Standardigierung belasten.

DieFehlergrenze derTestmethoden unterschreitet auch im giinstigsten
Fall selten die Werte von 259, 4. Das ist fiir den Chemiker, der gewohnt ist,
seine Analysen auf die vierte Dezimale genau auszurechnen, etwas Ungewohntes.
Dafiir sind aber viele Testobjekte weit empfindlicher als die beste Analysenwaage.
So kénnen, um nur ein Beispiel zu nennen, bei der Auswertung des antirachi-
tischen Vitamins im Rattenversuch 0,01 y gut erkannt und bestimmt werden.
(1 ¥ =1/1000 mg) (Laquer). Die Genauigkeit jeder Testmethode hiingt ab von
der Menge des benutzten Tiermaterials. Jede Standardisierung wird um so
genauer, je mehr Tiere man benutzt. Selbst ein guter Test verlangt fiir jede
zu priifende Dosis mindestens 5 Tiere. FEine genaue Standardisierung der Vi-
tamine A und D ist nur mit 10 Tieren pro Dosis ausfiihrbar.

Bei Wiederholung einer Auswertung, unter Einhaltung der in einem
Laboratorium gesammelten Erfahrungen, wird es einem zweiten Laboratorium
mit derselben Methode nur sehr schwer mdoglich sein, dieselben Ergebnisse zu
erzielen. Selbst im selben Institut weichen die Ergebnisse zu verschiedenen
Zeiten voneinander ab. Diese, als jahreszeitliche Schwankungen angesprochene
Empfindlichkeitsinderung kann teilweise dadurch ausgeschaltet werden, dafl
ein Standardpriparat in jedem Versuch mitliuft und die gefundenen Werte
darauf bezogen werden.

Ausschlaggebend fiir das Gelingen ciner biologischen Standardisierung ist
die Haltung und Pflege der Tiere. Es ist selbstverstandlich, dal Versuche
mit wahllos gekauften Tieren von vornherein zum Scheitern bestimmt sind.
Namentlich Ratten und Miuse miissen einer Zucht entstammen, die unter
hygienisch einwandfreien Bedingungen gehalten wird.

Allgemeines iiber die Haltung der Versuchstiere
1. Haltung und Pflege der Ratten

Als Versuchstier dient die Albinoratte, entweder reinrassig oder gekreuzt.
Ratten erreichen ein Alter von 3 Jahren. Die Schwangerschaft dauert 3 Wochen,
die Zahl der Jungen betrigt 10—12. WeiBle oder schwarzweiBle Tiere sind fiir
viele Zwecke gleichwertig. In manchen Fillen sind reinrassige Tiere zu bevor-
zugen. Mainnliche Ratten wachsen stirker als weibliche. Das Geburtsgewicht
ist gleich (4—5 g), die Gewichtszunahmen bis zum 60. Tage dieselben.

In den Donaldsonschen 2) Tafeln, die die Entwicklung der Ratten zeigen,
erreichen die Tiere mit 30—40 Tagen ein Gewicht von 40 g. Diese Angaben
stimmen im allgemeinen fiir deutsche Verhiltnisse besser als die Tafeln von
Hartwell3), dessen Tiere schon mit 21 Tagen 40 g schwer sind.

Die Einrichtung und Betreuung einer Rattenzucht erfordert viel Sorgfalt,
wenn Fehlschlige vermieden werden sollen. Die in manchen Instituten iibliche
Haltung séimtlicher Tiere auf Drahtrosten, die natiirlich hinsichtlich der Séu-
berung Vorteile bietet, ist fiir Muttertiere ungeeignet. In manchen Fillen ver-

2) Donaldson, The Rat. Mem. Wistar Instit. Anat. a. Biol. 1915, Nr. 6.
3) Hartwell, Biochemic. J. 21, 1076 (1927); 17, 208 (1923).
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streuen die Tiere ihre Jungen, verweigern die Aufzucht oder verzehren sie. Die
Drahtnetze sind meist zu scharf und bieten den Jungen von unten keinen ge-
niigenden Wirmeschutz. Wir verwenden mit
gutem Erfolge Kafige, die im folgenden kurz
beschrieben seien.

Aus Abb. 1 geht die Konstruktion unserer
Zuchtkiifige hervor. Ein Kifigblock, der 9 Einzel-
kiifige enthilt, ist etwa 150 x 170 X 50 cm grof3.

Abb. 1. ZweckmiBige Zucht-  Abb. 2. Ein Einzelraum der in Abb 1 gezeigten
kifige fiir Ratten (rechtsi.Bild). Kiifigoe.

Jeder Einzelraum (Abb. 2) miflt 0,5 cbm. Der Boden besteht aus einem abnehm-
baren Metallnetz, unter dem eine herauszichbare verzinkte Platte liegt, auf der die
Exkremente aufgefangen werden. Die Einzelkiifige, die mit Holzwolle versehen sind
(téglich erneuert), be-
herbergen 4—6 Ratten-
weibchen mit 1 miénn-
lichen Tier.

Sobald die Ratten-
weibchen trachtig sind,
werden sie in Einzel-
kifige gesetzt, die in
Abb. 3 zu sehen sind.

Jeder Kiifig besteht
aus halb- oder ganz-
zolligem Holz und mift
40 cm in der Lénge,
30 cm in der Hohe und
25 cm in der Tiefe. Die
Kifige besitzen seitlich Abb. 3. Einzelkifig fiir triachtige Ratten.
eine Tiir zur Reinigung
und oben eine Offnung
mit Deckel zur leichteren Fiitterung. Die Vorderseite bestcht aus Drahtgeflecht.
Jeder Kiifig ist mit Sitzbrett versehen. Die Kiifige enthalten eine Schicht Holz-
mehl (Sdgemehl) und geniigend Holzwolle zur Nestbildung.

ll



Die Kifige wer-
den téglich aus der
seitlichen Tir gesau-
bert, wobei nach dem
Werfen das Nest, das
gewohnlich unter dem
Sitzbrett liegt, unbe-
rithrt bleibt. Die Sége-
mehlschicht wird er-
neuert, die Nahrungs-
reste entfernt.

Fiir Versuchs-
zwecke benutzen wir
ausschlieBlich folgenden Kifig mit abnehmbaren Deckel und erhéhtem Draht-
geflechtboden (3 ¢cm), der die Koprophagie ausschaltet. Die Kifige stehen
auf verzinkten Eisenblechen, die
taglich mit Wasser zu séubern sind.

Abb. 4. Versuchskifig fiir Ratten und Miuse mit er-
héhtem Drahtgeflechtboden.

Abb. 5. Versuchskifig fur Ratten. Abb. 6a. Versuchskifig. (Nach
(Nach Schultz.) Pittenger.)

Der Deckel wird mit Bleigewichten beschwert. Die Kifige sind 25 cm lang,
17 cm hoch und 20 cm breit.

An Versuchskifigen sind verschiedene Modelle im Gebrauch. Zu erwihnen
ist der Ferrysche Kiifig, der
aus einem runden, glocken-
formigen, unten offenen
Drahtgeflecht besteht, das
iiber cin auf drei Fiflen
ruhendes Drahtnetz gestiilpt
wird, auf dem die Tiere
sitzen. Beide Teile stehen
in einem emaillierten Topf.
Abnlich gebaut ist der
Abb. 6b. Einzelteile des Pittcngerschen Kifigs. Kiif.ig von Pitten.ger‘l),
A = Kiifighoden zum Auffangen der Exkremente, d‘(?r m Abb' 6au. 6b 1n‘a,llen
B = Drahteinsatz (Sitzfliche), C = Deckel, D — Linzelheiten zu schen ist.
Drahtmantel, E = Trinkflasche, F = Futternapf, 4) Pittenger, Amer.
G = Aufhéngevorrichtung fir die Trinkflasche. J. Pharmacy 100, 83 (1928).
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Als Versuchskéfige sehr praktisch und leicht zu siaubern sind
auch emaillierte Kochtopfe, die ein auf BleifiiBen ruhendes Draht-
netzals Sitzflachehaben (5cmiiberdem Boden) und miteinem Deckel
aus Drahtgeflecht versehen sind.

2. Haltung und Pflege der Miuse

Als Versuchsmaus kommt die Albinomaus in Frage. Die Trichtigkeitsdauer
betragt 3 Wochen, die Zahl der Jungen 4—6. Miuse sind schwierig zu ziichten,
solange man nicht iiber geniigende Erfahrungen verfiigt.

Wir halten unsere Mause in den oben fiir Ratten beschriebenen Holzkifigen,
die mit Siagemehl und Holzwolle versehen sind. Ein solcher Kifig bietet fiir
6—8 Weibchen mit einem ménnlichen Tier geniigend Platz. Die Tiere kommen,
sobald sie trichtig sind, in Einzelkifige aus Glas, die in Abb. 7 zu sehen sind.
Die Kifige cnthalten
grobes Sigemehl und
eine Hdndvoll sehr
kurzhalmiges, weiches
Heu zur Nestbildung.
Wir haben mit Heu
bedeutend bessere Er-
fahrungen gemacht als
z. B. mit Holzwolle.
Die Tiere bleiben im
Kifig bis die Jungen
etwa 21 Tage alt sind.
Wenn notig, mufl der
Behilter 6fter gereinigt
werden, jedoch nicht Abb. 7. Einzelkiifig fiir trichtige Miuse, auch als Ver-
bevor die Jungen selb- suchskiifig goeignet.
standig herumkriechen.

Fiir die Haltung der Miiuse praktisch sind weiter die von Mitchell §) angegebe-
nen Versuchskifige, die aber fiir Reihenversuche weniger geeignet sind. Versuchs-
méuse halten wir in densclben Glaskifigen, die dann etwa 3 cm tber dem
Boden (und iiber der Sigemehlfiillung) ein nicht zu weitmaschiges Drahtnetz
haben. Man kann in diesen Kiisten den Futternapf zwischen Boden und Drahtnetz
einklemmen und dabei im Draht eine kleine Offnung lassen, durch die cine Maus
gerade den Kopf zwiingen kann, um zu dem Futter zu gelangen, Eine solche An-
ordnung wird vielfach empfohlen, um das Verstreuen des Futters unméglich zu
machen.

Sehr wichtig ist im Méusestall die Einhaltung einer konstanten Temperatur,
die etwa zwischen 21 und 22° liegen kann. Frische Luft mit geniigendem Feuch-
tigkeitsgrad, Ruhe und stark geddmpftes Licht bilden die Voraussetzung beim
Arbeiten mit Médusen.

Als Hilfmittel bei der Altersbestimmung der Tiere sei angegeben, daB die ohne
Behaarung zur Welt kommenden Jungen bereits am 11.—12. Tag einen dicken
seidenartigen Pelz zeigen. Dic Offnung der Augen erfolgt regelmiBig am 12. bis
13. Tag. Das Maximalgewicht der minnlichen Mause wird in der 91. Lebenswoche,
das der weiblichen in der 94. Woche erreicht.

5) Mitchell, J. Labor. a. clin. Med. 7, 299 (1922).



3. Haltung und Pflege groBerer Tiere

a) Kaninchen. Fiir Versuchszwecke sind gemischtrassige Kaninchen im all-
gemeinen reinrassigen oder gar Riesenrassen vorzuziehen. Trichtigkeitsdauer des

Abb. 8. Kafige fiir groBere Tiere (Hunde, Kaninchen,
Meerschweinchen, Tauben, Hiihner. Fur letztere mit
Drahtgeflecht abkleidbar [in der Abb. angedeutet]).

Sitzfliche besteht meist aus engen Holzrosten mit

Kaninchens 4 Wochen,
Zahlder Jungen 5—10.

b)Meerschwein-
chen. Das Meer-
schweinchen ist das
typische Tier fiir den
Vitamin  C- Versuch.
Rein weile Tiere oder
rehfarbene Tiere sollen
bei der Reaktion auf
Vitamin C aus der
Reihe fallen. Trichtig-
keitsdauer des Meer-
schweinchens 9 Wo-
chen, Zahl der Jungen
1-3.

Kaninchen und
Meerschweinchen kon-
nen in Holzkifigen ge-
halten werden. Die

einer Strohschicht dar-

iiber. Wir benutzen folgende Kifige, mit denen wir recht zufrieden sind *):

E

Abb. 9. Laboratoriums- und Transportkifig fiir Kanin-
chen und Meerschweinchen.

Jeder Kaifigblock
umfaBt drei durch hor-
auszichbare Scheide-
winde getrennte Ein-
zelrdume, deren Boden
aus einem ausgestanz-
ten dicken Aluminium-
blech bestcht (Offnun-
gen 0,56 gem). Die Ex-
kremente werden auf
einer darunterliegenden
Blechplatte aufgefan-
gen. Kifige fir Kanin-
chen und Mcerschwein-
chen dirfen nie eine
Sitzflicho aus Motall-
drahtnetz haben, da
der scharfe Draht den
Tieren nicht zutrdg-
lich ist.

Als Laborato-
riums- und Transport-

kifig benutzen wir folgenden. Die Konstruktion geht ohne weiteres aus der

Abb. 9 hervor.

*) Samtliche angefiihrten Kifige sind durch die Fa. Schumann & Ehlers, Kiel,

Burgstrae, zu beziehen.



4. Haltung und Pflege von Tauben,
Hiihnern und Kiicken

Tauben und Hiihner werden in geriu-
migen Drahtkifigen gehalten oder aber in
den oben beschriebenen Kifigen fiir Meer-
schweinchen nach Abkleidung mit Draht-
geflecht, wie in der Abb. 9 angedeutet.
Kiicken sind wirmebediirftig. Sie werden
in besonderen heizbaren Kasten wihrend der
Versuchsdauer gehalten (s. S. 34). Bei Ver-
suchen mit Hithnern und Kiicken ist es nétig,
die Kéfige mit Musselin zu iiberdecken, da
dieTiere sonst Fliegen undUngeziefer fressen.

EinpraktischerVersuchskifig fiirTauben
ist in Abb. 10 zu sehen. Die rechte Trommel
enthélt Reis.

Abb. 10. Praktischer Versuchs-
kiifig fiir Tauben. (Nach Funk 6).)

5. Kiifige zum Auffangen von Kot und Urin

Die tiiblichen Stoffwechsclkifige, wie sie Abb. 11 und 12 zeigen, bestchen aus
Glaszylindern mit einem Einsatz aus Drahtgeflecht. Das obere Drahtnetz ist weit-

maschiger als das darunterliegen-
de, das den Kot auffingt. Beide
liegen etwa 4—>5 cm auseinander,
um zu verhindern, da3 die Ratte
den Kot herausholt. Der Urin
sammelt sich am Boden des Zy-
linders und kann getrennt unter-
sucht werden.

Eine andere Form besteht aus
ciner umgokehrten Glasglocke.
Durch cin daruntergestelltes Ge-
fil kann der Urin jederzeit ent-
nommen werden.

Diese Stoffwechselgefif3e
lassen sich in jedor Groéfe an-
fertigen. Sic besitzen zweifellos
ihre Vorteile vor den Metallkiifi-
gen (quantitativ auszuspiilen —
leichter zu reinigen — nicht
rostend), trotzdem moéchte ich
gie fiir lidngerdauernde Stoff-
wechselversuche nicht empfehlen.
Wir haben die Erfahrung ge-
macht, da3 die Tiere in diesen
GlasgefiaBon nicht recht gedeihen,
wahrscheinlich durch zu schlechte
Ventilation. Etwas besser sind
in dieser Hinsicht die Glocken-
gefifle.

Die besten Ergebnisse bei
Stoffwechscluntersuchungen ha-
ben wir mit Kiifigen erzielt, die
in Abb. 13 zu sehen sind. Die

6) Funk, Die Vitamine.

Abb. 11. GlockengefiiBe fitr Stoffwechselversuche

mit Ratten und Miusen,

Abb. 12. ZylindergefaBe fiir Stoffwechselversuche.
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Abb. 13. ZweckmiBiger Stoffwechselkafig.

Abb. 14.
Macallum.

Stoffwechselkifig nach
(Nach Funk.)

6. Wassernapf. 7. Erlenmeyer zum
Harnauffangen. 8. Einrichtung zur
getrennten Aufnahme von Harn und
Fiézes (der Harn flieBt an der Aufien-
seite der Kugel in den Erlenmeyer,
withrend die Exkremente in einen
Becher fallen). 9. Futterndpfe ver-
schiedener GréBe. 10. Trichter ver-
schiedener Grofe, sich dem Alter der
Ratten anpassend, wodurch das Zer-
streuen der Nahrung unmoglich ge-
macht wird.

Kiifige sind genau so
gobaut wic unsere Ver-
suchskifige fiir Ratten
(s. Abb. 4). Sie werden
in einen Ganzmetall-
trichter gesetzt, der mit
Abflu8 versehen ist. Die
Riinder des viercckigen
Trichters sind hochge-
bogen, so, dal} sie etwa
die halbe Hohe des
Kifigs rundherum ver-
decken, eine MaBBnahme,
die nétig ist, um Urin-
verlust zu vermeiden.
Der Boden des Trichters
trigt oin feinmaschiges
Metallsieb, das Kot und
Futterreste zuriickhélt.
Der Urin kann durch
ein Gefdl aufgefangen
werden. Die Trichter werden auf ein Ge-
stell mit zwei parallel verlaufenden Leisten
gesetzt. Wir verwenden diese Anordnung
auch fiir Stoffwechseluntersuchungen gro-
Berer Tiere in entsprechend groBerer Form.
Die Kiifige diirfen nie mit Holzwolle oder
dhnlichem verschen werden, da diese grof3e
Mengen Urin aufsaugt.

Einen viel gebrauchten Stoffwechsel-
kiifig, der aber fiir groBere Untersuchungs-
reihen recht kompliziert und auch zu
kostspielig ist, hat Macallum (I. c. 6)
angegeben. Der Kiifig soll ein Verstreuen
der Nahrung unmdéglich machen.

Spontanerkrankungen der
Versuchstiere

Die Spontanerkrankungen der Labo-
ratoriumstiere kénnen die Auswertung
der Vitamine in erheblichem Mafe stéren.
Wir verfolgen deshalb die Technik, nach
Beendigung eines Versuchs jedes Tier zu
téten und genauestens zu sezieren, um
dadurch evtl. Unstimmigkeiten des Ver-
suchs, die durch eine Erkrankung des
Tieres hervorgerufen sein kénnen, aus-
zumerzen.

Die Spontanerkrankungen der klei-
nen Laboratoriumstiere sind zu mannig-
faltig, als das hier darauf eingegangen
werden kann. Es sei auf das aus-
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gezeichnete Werk von Jaffé: Anatomie und Pathologie der Spontanerkran-
kungen der kleinen Laboratoriumstiere, verwiesen'7).

Nur einige MaBnahmen seien hier angefiihrt, um Infektionen im Tierstall
zu vermeiden. Im Ratten- und Méauscstall haben wir sehr gute Erfolge geschen
durch tégliches Zerstiuben von Fichtennadelél in Alkohol, das nebenher den
Vorteil hat, gut zu riechen *). Namentlich bei Ratten und Méausen sehen wir ab
und zu Ohrriude auftreten, doch ist die Héaufigkeit nach Einfithrung des Zer-
staubungsverfahrens ganz auBcrordentlich gesunken. Therapeutisch behandeln
wir die Ohrenrdude durch Bepinseln mit Chloramin T in chloriertem Paraffinél.
Die Fliegenplage im Tierstall kann wirksam bekdmpft werden durch Zerstiuben
von Flit. Die beste Prophylaxe ist immer noch die Sauberkeit im Tierstall.
Samtliche Kafige sind téglich zu sdubern, nichtgefressene Nahrungsreste zu ent-
fernen. Die Auffangbleche werden tdglich mit Wasser gereinigt. Nach Beendi-
gung cines Versuchs wird der Kifig griindlich mit Lysolwasser behandelt.
Ebenso sind die grolen Zuchtkéfige mindestens wochentlich zu reinigen.  Eine
Grundforderung fiir den Tierstall ist frische Luft. Zugluft ist aber auf jeden
Fall zu vermeiden. Unsere Tierstille werden durch Ventilatoren geliiftet.  Die
Luft wird durch einen 6 m langen, von einem Heizungsrohr erwirmten Blech-
kanal, von auflen zugefiihrt.

Sehr wichtig ist bei der Haltung der Ratten und Méuse Ruhe im Tier-
stall. Man sorge stets fiir stark gedampftes Licht. Grelles Licht ist den kleinen
Nagern schidlich.

Allgemeines iiber Kostformen fiir den Tierversuch

1. Andere auf Nahrungsinsuffizienz beruhende Erkrankungen aufier den
Avitaminosen

Typische Mangelkrankheiten entstchen nicht nur bei Fehlen der Vitamine
in der Kost, sondern auch bei mangelndem Angebot an Eiweillbausteinen, Fetten
und auch Mincralien.  Deckung des EiweiBBbedarfs durch minderwertige
Proteine wie Glutin, Zein, Gliadin oder Hordenin gewéhrleistet nicht die normale
Entwicklung cines Organismus. Es fehlen in diesen Eiweilarten gewisse Amino-
siiuren wice Histidin, Tryptophan, Cystin, Tyrosin und Lysin, dic namentlich
tir das Wachstum von Bedeutung sind. Auch bei vollkommen fettfreier
Didt entsteht bei Ratten Wachstumsstillstand und ein typisches Krankheitshild
(scaily tail) mit Hautaffcktionen. Immer wicder reproduzierbar sind ferner die
auf Mineralmangel der Kost beruhenden Erkrankungen. So erzeugt Magnesium-
mangel ecin schweres Krankheitshild, dessen Hauptsymptome Vasodilatation,
Herzarrhythmic und tonisch-klonische Krampfe sind, und das in kurzer Zeit zum
Tode fithrt. Chlormangel duBert sich beim Hund in Erbrechen, Appetitlosigkeit
und nervésen Erscheinungen. Mangel an Kalk oder Phosphor fiihrt bei Ratten
zu Wachstumsstillstand und Osteoporose.

*) Als Inscktenpulver sehr gut bewithrt hat sich uns das Cutralin der 1. G-
Farbenindustrie.  Ks ist ein staubfeines Pulver, das mit Hilfe cines Gummiball-
zerstivubers verteilt wird.

7) Jaffé, Anatomic und Pathologic der Spontancrkrankungen der kleinen
Laboratoriumstiere.  Springer, Berlin 1931.
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Es ist deshalb fiir Vitaminversuche unbedingt erforderlich, mit einer optimal
zusammengesetzten Kost zu arbeiten, um alle anderen Stérungen, als die auf
Vitaminmangel beruhenden, auszuschalten. Dabei ist besonders Gewicht zu
legen auf die Vollwertigkeit der Eiweillzufuhr und auf ausreichendes Mineral-
angebot.

Wir unterscheiden zwei Arten von Kostmischungen: solche, die natiirliche
Bestandteile enthalten, wie die Haferkost des Meerschweinchens oder die Reis-
kost der Tauben und solche, die aus kiinstlichen Bestandteilen bestehen. Letztere
enthalten gewohnlich als Eiweiquelle das hochwertige Casein.

2. Die Ernihrung der Versuchsratten

Die Erndhrung eines Rattenstamms, also einer Zucht, aus der man junge
Tiere fiir Vitamintestversuche nimmt, stoft gewohnlich auf Schwierigkeiten.
Erstens darf man die Tiere nicht mit einem schr vitaminreichen Futter ernihren,
weil sie dann die zugefithrten Vitamine ihren Jungen iibermitteln, dic sie spei-
chern und gegen die Avitaminose zu resistent werden. Zweitens sollen die Tiere
sich in genligendem MaBe vermehren, weil natiirlich fiir Reihenversuche grofiere
Mengen junger Tiere benotigt werden. Drittens sollen die einzelnen Wiirfe an
Zahl nicht zu klein sein, da Wiirfe von 3—+ Tieren infolge Vitaminspeicherung
ebenfalls unbrauchbar sind.

Eine wahlfreie Ernihrung erfiillt nur die beiden letzten Forderungen, aber
nicht die erste. Deshalb miissen Tiere, die fir die Auswertung der Vitamine
herangezogen werden, regelmallig dasselbe Futter erhalten. Namentlich die
Amerikaner haben frithzeitig diese Forderung erkannt und Zuchtdidten, sog.
,stock “-Didten, beschrieben. Diese Zuchtdiiten haben ihre Nachteile. Der
Hauptfehler aller ist der, daf3 die Tiere entweder sich nicht in dem gewiinschten
Ausmal vermehren oder, dal} sic zwar Junge zur Welt bringen, sie aber nicht
aufziehen konnen.

Moore fand sowohl an Zahl der Jungen, als auch an Gewicht die besten
Ergebnisse auf einer natiirlichen Kost. Danach kam eine synthetische Mischung
mit 109, Hefe. Die schlechten Ergebnisse hinsichtlich Laktation auf synthe-
tischen Didten sind vielleicht auf Mangel an Mangan zuriickzufithren. Glanz-
mann9) konnte feststellen, dafl ein Mangangehalt der Kost von 0,059, ge-
niigend ist fiir den Ablauf einer normalen Laktation. Mangan kann zugefiihrt
werden mit Vollkornbrot, Salat, Spinat und Lattich.

Die hauptséchlichste Literatur iiber Erndhrung der Versuchstiere findet man
bei Greenman-Duhring und Hartwell-Mottram 10), 11). Die wichtigsten
Kostformen, mit denen man leidliche Ergebnisse erzielt, seien angefiihrt. Auller
diesen kennen wir eine ganze Reihe anderer, die aber teilweise abgelehnt wurden,
oder mit denen keine geniigenden Erfahrungen vorliegen. Nicht aufgefiihrt sind
hier ferner einige weitere ,,stock‘‘-Didten, die namentlich bei der Prifung der
Vitamine A und D Verwendung finden und dort unter den Testmethoden
zu finden sind.

9) Glanzmann, Z. Vitaminforschg 1934.

10) Greenman-Duhring, Breeding and Care of Albino Rats for Rescarch
Purposes.  Philadelphia 1924.

11) Hartwell c. s., Technik of Breeding Albino Rats. Biochemie. J. 17 (1923).
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3. Zuchtdiiiten fiir Ratten (siche auch bei Vitamin A und D)

Die Zuchtdidten sind natiirlich je nach dem zu testenden Vitamin ver-
schieden. Ratten speichern Vitamin A und D. Tiere, die fiir die Unter-
suchungen dieser Vitamine verwandt werden sollen, diirfen natiirlich keine
an diesen Substanzen reiche Kost erhalten, da sie dann fiir den Test un-
brauchbar werden. Fir den Test auf Vitamin B ist dagegen die Vordiit der
Tiere weniger wichtig.

Zuchtdidten fiir Ratten, sog. ,,stock“-Didten, sind folgende:

Diat nach Steenbock12): Didat nach Sherman13):
Mais, gemahlen . . . . 769 Weizen, ganz gemahlen 679,
Leinsamenmehl. . . . . 169 Vollmilehtrockenpulver . 339,
Casein, roh . . . . . . 59 oder:
ﬁlfa;fa,] gemahlen . . . %%0 Weizen, ganz gemahlen . 65,89,
py olc salz b oo (,’éf’ Vollmilchtrockenpulver . 32,99,

aleumearbonat .. .. 05%  Kochsalz . . . . ... 065%
Dazu rohe Milch ad libitum Calciumcarbonat . . . . 0,659%,

Diit nach McCollum14):

Weizen, ganz gemahlen . . . . . . . . . . . 67,69
Casein, roh . . . . . ..o Lo oL 0L 189
Vollmilchtrockenpulver . . . . . . . . . . . 109
Butterfett . . . . . . . ... ... 52Y%
Kochsalz . . . . . . . . ... ... .... 089
Calciumearbonat . . . . . . . . .. . ... L5%

Diit nach Coward15):

Mais, gelb, gemahlen . . . . . . . . . . . . 659
Weizen, ganz gemahlen . . . . . . . . . . . 209
Casein, rein e e e e e e e e 99,
Trockenhefe . . . . . . . . . . ... ... 5%
Kochsalz.. . . . . . . . . ... ... ... 05Y%
Calciumecarbonat . . . . . . . . . . . .. . 0,59

Dazu erhalten die Tiere 209, dieser Mischung an Vollmilchtrockenpulver und
weiter zweimal wochentlich je Tier 2 g frische Leber und 2 g frisches Gemiise (Kresse).
Wihrend der dritten Laktationswoche gibt man keine Leber, damit die Jungen
nicht eine zu groBe Vitamin A-Reserve erhalten. Tiere, die fiir den Vitamin A-Test
Verwendung finden sollen, erhalten besser in 14 Tagen dreimal je 2 g Fleisch und
nur einmal 2 g Leber. Die Tiere sind im Gewicht von 40—50 g fiir den A-Test und
im Gewicht von 55—60 g fiir den B-Test brauchbar (vgl. aber die Erfahrungen
von Laquer und Mitarbeitern mit dieser Kost).

Wie aus folgender Tabelle hervorgeht, gedeihen die Tiere auf der Didt gut.
Dic Durchschnittsgewichte der verschiedenen Alter sind:

12) Steenbock, Science 58, 449 (1923).

13) Sherman, J. of biol. Chem. 60, 5 (1924).

14) McCollum, zit. nach J. of biol. Chem. 82, 345 (1929).
15) Coward, Biochemic. J. 26, 678 (1932).



Tabelle 2

' Gewicht der

Alter . L .
| minnlichen | weiblichen Tiere
4 Wochen | 45,3 41,8
5 ., ! 61,3 55,6
6 . ; 83,7 71,3
7 “ : 103,4 : 84,2
8 . Poo121,1 95,6
9 .- i 137,5 . 105,8
10 1504 115,0
11 " 163,1 ) 123,1
12 . 175,0 129,6

Diit nach Irvine-Brand-Nelson16):
(Die Didt ist einc modifizierte Steenbock-Diit)
Maismehl aus ganzem Mais . . . . . . . . . 649

Leinsamenmehl . . . P
Hefe, trockne Brauerelhefe e e e e e e .29,
Weizenkeime, trocken . . . . . . . . . . . . 109%
Casein, roh . . . . . . . .. .. ... .. 59

Alfalfa, gemahlen . . . . . . . . . . .. . . 29
Koehsalz. . . . . . . . . .. ... .. .. 059
(Calciumearbonat . . ... 0,59
dazu pro Tier/Tag 10 g fnqcho \'ollmlk h

oder:
HafergrieB . . . . . . . . . . . . ... .. 359
Mais, gemahlen . . . . . . . . . . .. . . . 389

Alfalfa, gemahlen . . . . . . . . . . . . . . 59
Weizenkeime, trocken . . . . . . . . . . . . 99
Leinsamenmehl . . . . . . . . .. .00 0L 8%
Trockenbuttermileh . . . . . . . . . . . . 0 39

Diét nach Jones-Robson17)
(modifizierte Steenbock-Didt):
Mais, gemahlen . . . . . . . . . . .. ... 719%

Leinsamenmehl . . . . . . . . . . . ... . 169
Casein, roh . . . . . . . ... 0.0 00 8Y%
Alfalfa, gemahlen . . . . . . . . . . . . . . 29
Vollmilchtrockenpulver . . . . . . . . . . . 359%

Kochsalz . . . . . . . . . ... .. ... 059%
Calciumearbonat . . . . . . . . . . . . . . 059

Didt nach Bills-Honeywell-Wirick-NuBBmeier 18)
(modifizierte Steenbock-Kost):

Mais, gelb, gemahlen . . . . . . . . . . . . 579%
Vollmilchtrockenpulver . . . . . . . . . . . 25Y%
Leinsamenmeh!l . . . . . . . . . . . . ... 129%
Casein, roh . S A
Alfalfa, gvmahlv e e e .. 1,5 Y%,
Jodspeisesalz . . . . . . . . .. ... ... 049%
Calicumearbonat . . . . . . . . . ... . . 049

16) Irvine c. s., J. of biol. Chem. 88, 449 (1930).

17) Jones c. 8., J. of biol. Chem. 91, 43 (1931).

18) Bills c. s., J. of biol. Chem. 90, 619 (1931).
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dazu Wasser ad libitum. Junge Ratten, deren Miitter auf dieser Kost gehalten
wurden, wiegen mit 24 Tagen etwa 50 g und sind dann fiir den ,line test* auf
Vitamin D brauchbar.

Didt von Kon19):

Kon sah bei der Evans-Kostform, enthaltend

67,6 g Vollweizenmehl
15 g Casein

10 g Trockenvollmilch
1 g Kochsalz und
1,6 g Calciumcarbonat
5 g Butterfett

sowie Salat

zunéchst gutes Wachstum, das aber in der zweiten Generation aufhorte, wobei
Laktationsstorungen eintraten.

Besser war eine modifizierte Stcenbock-Didt aus:

709% Vollroggenmehl

159, Leinsamenkuchen

69, Casein

59, Butterfett

39, gedampfte getrocknete Ochsenleber
0,5 9%, Calciumcarbonat

0 o% Kochsalz

10 9% Vollmilchtrockenpulver

1 Schmtte Karotten pro Tag,

die gutes Wachstum, aber auch unbefriedigende Laktation ergab.
Diit nach Hartwell 20):
Im Gegensatz zu allen beschriebenen Kostformen gibt Hartwell eine syn-

thetische Mischung an. Bisher erzielte man damit nur méBige Erfolge, doch scheint
die vorliegende die anderen zu tbertreffen (Gewicht der Jungen mit 21 Tagen 28 g).

Casein . . . ... . 20g
I\artoffelstalke ... .64 g
Butter. . . . . . .. .12¢g
Salzgemisch . . .. 4
Marmite- Hefeoxhakt .. bg
Wasser . . . . . . . 300 cem

(wihrend dor Laktation gibt man 10 g Marmite).

Der Vorteil dieser Kost liegt vielleicht in ihrem hohen Wasscrgehalt. Sie wird
hergestellt durch Mischen des Caseins mit der Stédrke unter Zusatz von Marmite
und Butter. Man gibt weiter auf 40° angewérmtes Wasser hinzu (auf 22 g Casein
65 ccm Wasser) und erhitzt in einem Topf unter starkem Riihren bis die Massc
steif wird. Die Vitamine werden durch die kurze Erhitzung nicht zerstort.

Wir selbst verwenden neben den angegebenen fiir besondere Zwecke noch
eine Kost aus 1, Vollweizen und 1/ Vollmais gequetscht mit Vollmilch ad lib.
unter zweimal wochenthchen Zulagen von Gemiise (Kohl, Karotten, Riiben).
AuBerdem erhalten die Tiere gerdstete Brotchen oder gerdstetes Weillbrot tég-
lich. Wir haben damit auBerordentlich gute Zuchtergebnisse erzielt. Jungtiere
dieser Zucht sind mit 21 Tagen etwa 27 g schwer. Allerdings haben die Tiere
solche Reserven an Vitamin B,, daB sie fiir entsprechende Versuche nicht zu

gebrauchen sind.

19) Kon, Lancet 1931, 779.
20) Hartwell, Biochemic. J. 27, 146 (1933).
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4. Zuchtdiiiten fiir Miuse 20a)

Wie bei den Ratten spielt die Erndhrung der Versuchsmaus fiir den Ausfall
einer Testmethode eine ausschlaggebende Rolle. Die Haltung und Ziichtung
der Maus ist ohne Erfahrung recht schwierig, vielfach weil man allzu leicht
geneigt ist, die Zuchtdidten fiir die Ratte einfach auf die Maus zu tibertragen.
Die Maus muB3 aber individuell behandelt werden. Sie hat ganz andere Nah-
rungsbediirfnisse als die Ratte.

Die Beardsche Kost fiir Zuchtmiuse, die aus

Casein, techn. . . . . . 319,
Stéarke . . . . .. L L. 38 9%
Crisco . . . . . . . .. 219,
Osborne-Salzgemisch . . 79,
Lebertran . . . . . . . 39%

und 100 mg Trockenhefe pro Tag/Tier

besteht, erméglicht zwar gutes Wachstum, liefert aber schlechte Zuchtergebnisse.
Bedeutend verbessert wird sie durch Zugabe von Salat (Vitamin E ?).

Vogt-Moller gibt neuerdings eine Kost an, mit der man sehr gute Ergeb-
nisse erzielen soll. Sie besteht aus

Weizen, ganz gemahlen . 559
Reiskleie . . . . . .. 5 %
Casein. . . . . . . . . 189
Milchpulver (Vollmllch . 125 0/
Butterfett . . . . . . . 7%
Kochsalz . . . . . . . 19
Calciumcarbonat . . . . 1,59

dazu wihrend der Laktation 3 g Hefe pro Tier/Woche.

Die damit gefiitterten Méuse sind gegen Infektionen usw. viel resistenter
als andere. Wachstum und Reproduktion sind ausgezeichnet. Schlechte Er-
fahrungen machte Vogt-Moller mit einer Kost, die 50 9, Weizenkleie, 509,
Magermilchtrockenpulver, Salatblatter und Spratts C. L. O. Puppie Biscuits
enthielt, da viele Tiere an Durchfall eingingen.

Wir geben Weizen (ganz gemahlen), Hafer (ganz gequetscht) 1 : 1, Krabben-
schalen (getrocknet), hart gerostetes Weillbrot und Gemiise, dazu Hundekuchen
und kleine Keks aus Milchpulver, Stiarke, Lebertran, Salze und Hefe.

Der Eiweillbedarf der Maus liegt hoher als der der Ratte. Er ist mit etwa
319, der Kost zu veranschlagen. Der Salzbedarf wird erst mit 7 9, gedeckt.

Analyse von Spratts Hundekuchen (Spratts Patent Ldt., 24/5 Fenchmach Str.,
London E C3)

Wasser 9,659, Asche 2,659, Rohfaser 0,69, Fett 4,839,
Protein 20,79, Kohlehydrate 61,569,

20a) Bing-Mendel, J. Nutrit. 2, 49 (1929/30). — Freudenberg-Cerecedo,
J. of biol. Chem. 94, 207 (1931). — Beard, Amer. J. Physiol. 75, 645, 658, 668, 682
(1926). — Hubbel-Mendel, J. of biol. Chem. 75, 657 (1927). — Bing-Adam c.s.,
J. Nutrit. 5,571 (1932). — Smithec.s.,in Abderhalden, Handb. biol. Arbeitsmeth.,
Abt. IV, Teil 13, Heft 2, S. 117. — Roberstson c. s., Chemical Basis of Growth usw.
Philadelphia 1923. — Thompson, Amer. J. Physiol. 77, 140 (1926). — Gudjonsson,
Hosp.tid. (dén.) 73, 733 (1930). — Vogt-Moéller, Reaktionen mellem B Vitaminerne
og Ernearingens Indhold. Kopenhagen 1934.
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5. Das Futter groBerer Versuchstiere

Kaninchen und Meerschweinchen erhalten im Sommer frisches Gras, Klee und

etwas Hafer, im Winter Heu, Hafer und Riiben evtl. Wasser.

die verschiedene Ernshrung zu beriicksichtigen.
Hiuhner und Kiicken werden mit Korn und Mais evtl. Kiichenabfillen ernéhrt.

Den Tieren muBl stets frisches Wasser zur Verfiigung stehen.

kiinstliche Zuchtdidt fiir Hithner ist folgende:

Bei Versuchen ist

Eine vollwertige

Casein, roh . 259
Dextrin .. 389
Butter . . 159,
Salzgemisch 5%
Agar-Agar . 29%
Trockenhefe .29
Filterpapier . 1589

Tauben erhalten Mais und Korn und frisches Wasser. Auch Reis unter Zusatz
von Hefe ist lange Zeit vollwertig. Auch kiinstliche Kostformen sind im Gebrauch,
wie z. B.

Casein, roh . 229
Zucker 109,
Stirke . 279,
Agar-Agar . 2%
Salzgemisch 3%
Buttor . 30%
Trockenhefe 69,

6. Die chemische Zusammensetzung der verwandten natiirlichen
Kostmischungen 21)

Als Hauptbestandteile einer Didt kommen Korn (Weizen, Hafer, Mais)
Reis, Leguminosen, griines Gemiise, sowie Fleisch und Milch in Frage. Folgende
Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die chemische Zusammensetzung der wichtig-
sten Getreidearten und Hiilsenfriichte.

Tabelle 3. Zusammensetzung der Getreidearten und Hiilsenfriichte
in runden Mittelzahlen in Prozenten 20b)

——— - - — - SRR
Fruchtart Wasser ’ Protein ' Fett iZuc.l?;eru Asche Roh-
‘ ‘ | Starke faser
i b e s
Weizen . : 13 P69 2 2—2,5
Roggen 13 i [ 69 | 2 2—2,5
Gerste . boo13 68—69 | 2,5 4,5
Hafer .13 S569 3 10
Mais . . . | 13 68 . 1L,h—2 2—3
Reis ((\nthulst) 12| | 75—18 | 0,5—1,5| 0,6—1
Buchweizen . 13 1] i 0 1 11,6
Bohnen (Vicia) 14 [ 4T 3 .8
Bohnen (Ph&SPOIUb) . 11 ‘ 1 55 ! 4 4
Erbsen . i 14 | . 53 | 3 5
Linsen . . Lo 12 26 2 [ 53 | 3 4
Sojabohnen’ (gelb) .10 34 19 27 i 5 5
i | | (Saccha-
| | |" rose) ‘ '
Lupinen (gelb) ST 38 . 4 | 25 | 35 | 14

20 b) Chem Zbl. 192511, 96, 192.
21) Tillmans, Lebensmittelchemie.
Bomskov, Vitaminforschung 2
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Eine weitere Tabelle gibt Auskunft iiber die Zusammensetzung der Mehle

und Stirkearten.

Tabelle 4. Die mittlere Zusammensetzung in Prozenten der Mehl-
und Starkearten ist in runden Zahlen etwa folgende

N- %arke u. Roh-
Wasser Substanz Fett Zucker faser Asche
Weizenmehl (fein) . . | 12—13 f 12 1 L 74—75 1 0,3 0,5
Roggenmehl(gewohnl ) 13 | 10 1 I S | 1
Gerstenmehl . . 12—13 | 12 2,56 71 0,75 1,5—2
Hafermehl . . . . . 10 i 14,5 | 65—7 66,5 « 1 1,5
Maismehl . . . . . . 13 . 10 3 72 ! 1,5 1
Reismehl . . . . . . o120 7.5 0,5 79 | 01 0,5
Buchweizenmehl . . u 8 2 | 74—75 | 0,51 1
Bohnenmehl . . . . | 10—11 ; 23 2 59 | 1,6—2 3
Erbsenmehl . . . . . n o2 l1s—2 0 57 1 3
Linsenmehl . . . . . (o1 o2 15—2 1 57 2 2,5
Weizenstirke . . . . poo14 1 L 0,2 o84 i 02 0,5
Maisstirke . . . . . [ - S 1 | Spur 85 ! Spur 0,4
Kartoffelstirke . . . | 18 | 1 Spur : 80—81 | Spur 0,5
Tapiokastirke . . . | 14,5 ! 0,75 0,2 84 | Spur 0,2
Kartoffelwalzmehl . . @ 10 ! 7 0,25 79 | 1,5—2 2,5
WeizengrieB . . . . 13 | 11 L5 13 i 0,56—1 | 0,5—1
MaisgrieB . . . . . . S § 9 1 18 | 05 0,5
Weizen enthdlt etwa 1,9—29, Asche, die sich wie folgt verteilt:

Ca 0,09 9, Mg 0,1849,

K 04769 P 03319,

S 0,2049, Fe 0,0059%,

Weizenkleie enthillt etwa:

Saccharose 1,64%,
Dextrin 4,199,
Stirke 13,399,
Pentosane 27,589

Die Asche der Weizenkleie besteht aus:
Ca 0,12 9
Mg 0,511

K 12179
Na 0,154

Protein 17,009,
Fiber 9,37%,
Fett 7,079,
Asche 7,27%,

P 12159,
Cl 0,09 9%,
S 0247
Fe 0,0078%,

Vom gesamten Weizenkorn sind etwa 83,5%, Endosperm, 159, Kleie und

nur 1,5%, Embryo.

Die Kohlenhydrate der Getreide- und Leguminosenarten bestehen zum
groBten Teil aus Stirke, nur in der Sojabohne finden sich grole Mengen Sac-
charose. Das Weizeneiweill enthdlt vier verschiedene Proteine:

Leukosin (Albumin) . . . . . . . . .
salzlosliches Globulin . . . . . . . .

alkohollgsliches Prolamin (Gliadin) . . . .

alkohol- und salzunlésliches Glutenin

C 5%
C ... 10—209
. 35—509,
..... 25509,
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Gliadin und Glutenin sind die Hauptbestandteile des Weizenklebers.
Gliadin enthilt kein Glykokoll und kein Lysin, dagegen viel Glutaminsdure,
Prolin und Ammoniak. Glutenin hat viel weniger Prolin und Ammoniak, dafiir
aber die im Gliadin fehlenden Bestandteile.

Hafer ist von allen Kornarten am fettreichsten. Mais verhdlt sich ebenso.
Hafer enthilt zwei Proteine, ein alkohollosliches und ein salzlésliches. Das
Avenin ist ein Gemisch beider. Es zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an
Leucin aus. Bemerkenswert ist der hohe Schwefelgehalt der Haferproteine.
Glutenin ist scheinbar im Hafer nicht vorhanden. Der HaupteiweiBkorper des
Mais, das Zein, ist minderwertig, da Tryptophan, Lysin und Glykokoll fehlen.
Teilweise wird dieser Mangel durch das Glutenin des Mais ausgeglichen. Reis
enthalt zur Hauptsache ein Glutenin (alkoholloslich), das Oryzenin, daneben
kleine Mengen Albumin und Globulin.

Die Hiilsenfriichte sind wie die Getreidefriichte fettarm. Dagegen ist der
Aschegehalt hoher als bei diesen. Besonders sind Calcium und Kalium stérker
vertreten, wiahrend sie weniger Phosphor enthalten. Der HaupteiweiBstoff der
in Frage kommenden Phasecolusbohne, deren Samen (als weille Bohne) auch
fiir die menschliche Erndhrung wichtig ist, ist das Phaseolin. Daneben kommen
kleine Mengen Vicellin (Globulin) und Legumelin (Albumin) vor. Bemerkens-
wert ist der hohe Arginingehalt dieser Proteine (beim Phaseolin 4,99%). Das
Globulin der Bohne enthilt bedeutend weniger Tyrosin als das der Getreide-
arten. Die Sojabohne ist durch einen hohen Fettgehalt ausgezeichnet. Der
Proteingehalt ist ebenfalls gréBer. Der Haupteiweilstoff ist das Globulin
Glycinin, mit hohem Arginingehalt (Pflanzencasein!).

Griine Gemiise werden bei der Tierhaltung nicht nur als Triger der Vitamine
verfiittert, sondern ebensosehr als Erginzung der unterwertigen Proteine und
der Mineralien. Die Zusammensetzung der wichtigsten Gemiisearten geht aus
folgender Tabelle hervor.

Tabelle 5

Art des Gemises Wasser Suli{;mxz Fett hl;g?:l;t’;z gRohfaser Asche
WeiBkohl . . . . . . | 9211 | 1,52 0,15 417 0,88
Rotkohl . . . . . . 91,61 1,67 0,17 4,78 0,72
Wirsing . . . . . . 89,60 ' 2,66 0,45 5,02 1,20
Blumenkohl . . . . 90,89 2,48 0,34 4,65 | 0,83
Griinkohl . . . . . . 80,50 4,90 0,89 10,28 | 1,56
Spinat (Blitter). . . | 93,34 2,28 | 027 1,74 1,87
Schnittbohnen . . . 89,06 2,62 0,19 6,30 | 0,68
Wachsbohnen . . . . 92,61 1,77 ] 0,16 |, 3,85 ‘ 0,99 | 0,61
Spargel (geschalt) . . | 95,34 1,64 011 | 1,74 | 063 | 054
Tomaten . . . . . . 93,42 0,95 0,19 | 3,99 0,84 0,61
Gurken (geschilt) . . 97,66 0,55 0,17 | 0,89 0,30 : 0,43
Kopfsalat . . . . . 94,88 1,42 0,28 | 1,88 0,64 | 0,90
Endiviensalat . . . . 94,13 1,76 0,13 ! 2,58 0,62 | 0,78
Feldsalat . . . . . . 93,41 2,09 0,41 | 2,73 0,57 | 0,79
Mohren . . . . . . 86,77 | 1,18 0,29 ! 9,06 1,67 . 1,03

Uber die Proteine der Gemiise ist nicht viel bekannt. Nur so viel steht fest,
daB in ihnen EiweiBarten vorkommen, die in vielen Getreidearten fehlen und

daB sie als Erginzung dieser minderwertigen Proteine eine nicht unerhebliche
. 2%
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Rolle spielen. Die Kohlehydrate bestehen zur Hauptsache aus Glucose und
Fructose. Daneben finden sich Cellulose und Pentosane. Gemiiseaschen sind
reich an Kalium und Magnesium. Viele Gemiise enthalten reichlich Eisen (Kopf-
salat), daneben finden sich Phosphorsiure, Schwefelsdure und Chlor.

Das Fleisch enthélt die hochwertigsten Proteine. Seine Zusammensetzung -
geht aus folgender Tabelle hervor.

Tabelle 6. Chemische Zusammensetzung des Fleisches

Wasser . . . . . . . v e 00 e . 70—1759,
Proteine . . . . . .. . .. ...
Muskelwand (Sarkolemma, Stroma) . . . 13—18%
Bindegewebe (leimgebend) . . . . . . . 2— 59
Fett (zwischen den Muskelfasern abgelagert) 0,5—3,6%,
Asche . . . . . . . . .. .00 0. 0,8—1,89,

Eiweill aus Ochsenmuskel besteht aus: 2,19, Glykokoll, 3,79, Alanin,
0,89, Valin, 11,79, Leucin, 3,29, Phenylalanin, 2,29, Tyrosin, 5,89, Prolin,
4,59, Asparaginsaure, 15,5%, Glutaminsédure 4 Tryptophan, 7,59%; Arginin,
7,69 Lysin, 18%,, Histidin, 1,19, Ammoniak.

Fleischasche ist zur Hauptsache Kaliumphosphat. Fleisch enthélt wenig
Kohlehydrate, Pferdefleisch mehr als andere Fleischarten.

Gelatine zeichnet sich durch einen besonders hohen Gehalt an Glykokoll
aus. Dagegen fehlen Cystin, Tyrosin und Tryptophan, auch Glutaminséure ist
nur in geringer Menge vertreten.

Milch hat im Mittel folgende Zusammensetzung:

Wasser . . . . . .. .. .. .. .89
Casein . . . . . . . . . .. .. .2-25%
Albumin und Globulin . . . . . . . 0,5Y%
Asche . . . . . . .. . ... .. .0759%
Reststickstoffsubstanz . . . . . . . 0,39
Fett . . . . ... ... .....28-359
Milchzucker . . . . . . . . . . . . 4=59Y

Der HaupteiweiBkorper der Milch ist das Casein, es bestcht aus folgenden
Aminoséuren 22) :

Tabelle 7

Glykokoll . . . . . . . . . 0 g Phenylalanin . . . . . . . . 35 g
Alanin . . . . . . . . .. 0,9 g Tyrosin . . . . . . . . . . 4,6 g
Valin . . . . .. ... .. 6,69 g Tryptophan . . . . . . . . 2,0 g
Leucin . . . . . . . . .. 7,92 g Histidin © . . . . . . . .. 2,6 g
Isoleucin . . . . . . . .. 1,43 g Arginin . . . . . .. . .. 48 g
Serin . . . . . ... ... 0,43 g Lysin . . . . . ... ... 58 g
Asparaginsiure . . . . . . 1,2 g Ammoniak . . . . . . . .. 1,8 g
Glutaminséurce . . . . . . . 10,77 g Cystin . . . . . ... ... +

Prolin . . . . . .. ... 6,7 g Oxyprolin . . . . . . . .. 0,23 g

Bemerkenswert ist das Fehlen des Glykokolls. Die Milch enthélt 0,759,
Asche, die aus:

22) Vgl. auch Vickery-White, J. of biol. Chem. 103, 415 (1933).



Tabelle 8

Kali . . . . .. 24,65 9, Eisenoxyd . 0,299,
Natron . . e o . .. 8,189 Phosphorsiiure . 26,289,
Kalk . . . . .. . oo 0. 22429 Schwefelsiaure 2,529,
Magnesia . . . . 2,59, Chlor L 13,959
besteht.
Tabelle 8a. Analysen von Trockenmilceh
Vollmilehtrockenpulver Magermilechpulver
Protein . 25,19, Protein . . 33,69,
Fett . .. 26,89, Fett . . . . .. 1,19,
Zucker .. 0L . 37,09 Zucker 53,19,
Asche 5,89, Asche . . 8,20,
Wasser 4,00,

Zusammenfassend ergibt sich:

Tierische Albumine enthalten kein Glykokoll, pflanzliche Albumine da-
gegen etwas Glykokoll. In letzteren ist ferner der Gehalt an Glutaminsiure
erheblich hoher als in ersteren.  Tierische Globuline unterscheiden sich wenig
von den tierischen Albuminen. Pflanzliche Globuline unterscheiden sich von
den tierischen durch einen héheren Gehalt an Arginin und  Glutaminséiure.
Ptflanzliche Albumine und Globuline enthalten wenig Tyrosin.  Die Gliadine
zeichnen sich durch einen bemerkenswert hohen Gehalt an Ammoniak, Prolin,
Glutaminsiure und Tyrosin aus. Casein enthilt auller Glykokoll alle Amino-
siuren, Gelatine viel Glykokoll, aber kein Cystin, Tyrosin und Tryptophan.

7. Uber Einzelbestandteile der kiinstlichen Diiiten

Cascin. Wihrend in den Zuchtdidten das Casein in roher Form Verwen-
dung finden kann, muf} es in den Testdidten erst ciner Reinigung unterworfen
werden.  Zu diesem Zweck geht man am besten nicht vom kauflichen Casein
aus, sondern stellt es sich selbst her. Man versetzt abgerahmte Milch mit ver-
diinnter Essigsiure bis zur optimalen Ausflockung und filtriert das Cascin durch
Gaze ab. Der Niederschlag wird wieder in verdiinnter Natronlauge gelost und
erncut durch Sdurezusatz gefillt. Das Casein wird nun tagelang mit verdiinnter
Issigsiiure gewaschen, wobei téiglich das Wasser gewechselt wird.  Man riihrt
die Mischung, die diinnfliissig sein soll, mehrmals am Tage um. Schlielich wird
das Cascin abfiltriert und in Alkohol suspendiert. Nach langerem Stchen fil-
triert man ab, trocknet mit stirkerem Alkohol, dann mit Ather und extrahiert
das Cascin erschopfend mit Ather im Soxleth. Das so vorbchandelte Casein
wird erst an der Luft, dann 24 Stunden lang bei 100° getrocknet. Man kann es
weiter in flachen Schalen ausbreiten und 24 Stunden lang an der Luft auf 1200
crhitzen.

Funk und Macallum 22a) extrahieren das Casein 6 Stunden mit 95 9 igem
Alkohol. Nach Drummond 22b) geniigt die Behandlung aber nicht. Es mul
mindestens zweimal je 6 Stunden bei 60® mit Alkohol und dann weiter 6 Stunden
mit Ather behandelt werden. Absolut vitaminfreies Casein ist schwer herzua-
stellen. Namentlich dic Vitamine A und B, werden hartnickig festgchalten.

22a) Funk, c. s. Z. physiol. Chem. 1914.
22b) Drummond, Biochemic. J. 16, 10 (1889).
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Ein Ersatz des Caseins in der Kost durch Eiereiweil ist auf dic Dauer
ungeniigend (Boas 23)) (vielleicht wegen Mangel an Lysin ?). Die Verwendung
von Casein, das durch die Erhitzung eine braunliche Farbe angenommen hatte,
fithrt leicht zu Durchfall, namentlich bei Mausen (Vogt-Méller).

Fett. Als Fett verwendet man Butterfett, das man aus bei niederer Tem-
peratur geschmolzener und filtrierter Butter herstellt. Schr giinstig sind auch
die Erfahrungen mit gehirteten Olen wie Arachiscl oder anderen, da sie fast
vitaminfrei sind. Man erhitzt sie vor Gebrauch einige Stunden unter Durch-
leitung von Luft. Nach Hartwell (l. ¢. 20) ist Schweineschmalz in einer
svnthetischen ,stock“-Didt besser als Butter. Gute Erfahrungen liegen mit ge-
hirtetem Baumwollsamendl (Crisco) vor. Die Fette diirfen allerdings nicht
total hydriert secin, da nach Evans und Burr 24) ungesittigte Siduren
(Linolsdure) zum Wachstum notig sind.

Kohlehydrate. Bei Verwendung von Kornstirke ist auf Vitaminfreiheit
zu achten. Namentlich Kartoffelstirke kann Vitamin B, enthalten. Am besten
ist Mais- oder Reisstirke. Vollkommen vitaminfrei ist Rohrzucker. Die Ver-
abreichung der Starke geschicht 6fter als Dextrin. Man erhitzt sic nach Be-
feuchten mit Wasser im Drucktopf oder Autoklaven mehrere Stunden, trocknet
und pulverisiert (Palmer-Kennedy 25)).

Salze. Von grofiter Bedeutung fiir das (lelingen eines Versuchs ist die
richtige Zufuhr der Salze. Man gibt am besten kiinstliche Mischungen, die der
Korperasche oder Milchasche nachgeahmt sind.  Sie enthalten alle fiir das Tier
nétigen Elemente. Die bekanntesten Zusammenstellungen sind :

Oshorne-Mendel-Salzmischung 26)

Calciumearbonat . . . . . . . . 1348
Natriumcarbonat . . . . . . . . 342
Phosphorsédure . . . . . . . . . 103,22

Schwefelsaure . . . . . . . . . 9,2

Zitronensdaure . . . . . . . . . . 11,1 -} 1,5 Wasser
Ferricitrat . . . . . . . . . . . 634415 Wasser
Kaliumjodid . . . . . . . . . . 002
Natriumfluorid . . . . . . . . . 0248
Kaliumaluminiumalaun . . . . . 00245
Magnesiumearbonat . . . . . . . 242
Kaliumcarbonat . . . . . . . . 1433

Salzsgure . . . . . . . . . . .. 534
Mangansulfat . . . . . . . . . . 0079

Die Salzmischung wird hergestellt durch Mischen obiger Siuren und Salze
unter Wasserzusatz., Die willrige Losung, die einen Niederschlag enthélt, wird
auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft und das trockne Salz im Mérser
fein zerkleinert.

23) Boas, Biochemic. J. 18, 424 (1924).

24) Evans-Burr, J. of. biol. Chemn. 96.

25) Palmer c. s., J. of biol. Chem. 74, 591 (1927); 75, 619 (1927).
26) Osborne c. s., J. of biol. Chem. 84, 131, 1918.



Salzmischung nach MeCollum-Simmonds27):

Kochsalz . . . . . . . . . .. .0173
Natriumphosphat, primir. H,0 . . 0,347
Kaliumphosphat, sek. . . . . . . 0,954
CaH,(POy),-H,O . . . . . . . . 0540
Ferricitrat . . . . . . . . . . . 0118
Calciumlactat, krist. . . . . . . . 1,3 (enthilt 1394 Ca)
Magnesiumsulfat, wasserfrei . . . 0,266

Die Steenbock-Mischungen 28):

Mischung 35: Kochsalz . . . . . . . 10
Calciumecarbonat . . . . 1,5

Mischung 32: NaCl . . . .. . . .. 0202
MgSO,, wasserfrei . . . . 0,311
Na,HPO, - 12H,0 . . . 0,526

K,HPO, . . . . . .. 1115
Ca,Hy(POL) 2-H,O . . . 1,116
Caleiumlactat . . . . . 0,289
Ferricitrat . . . . . . . 0,138

Auch bei ciner natiirlichen Didt, z. B. auf ciner Zuchtkost, ist die Ver-
abreichung von Salz wichtiger als vielfach angenommen wird.  Ratten oder
Miuse gedeihen auf ciner Getreidekost mit Salzzulage besser als ohne Salz.
Meist wird NaCl zugegeben.  Die Calciumzufuhr ist aber auf Getreidedidten
cbenso wichtig, da sonst leicht Kalkmangelerscheinungen auftreten konnen.

Vitamine. Eine Didt, mit deren Hilfe man den Vitamingehalt ciner
Substanz ermitteln will, soll alle anderen Vitamine in ausreichender Menge
cnthalten.

Vitamin A wird meist in Form von Lebertran oder Butter verabreicht, man
achte aber die Giite des Trans und nehme nicht einen beliebigen. Auller Leber-
tran stchen uns heute verschiedene Konzentrate zur Verfiigung, so besonders
das Praparat Vogan der |. G. Farben und Merek, das aber auch Vitamin D-haltig
ist. Man kann weiter auch die Carotine zugeben. Zu beachten ist, dafl das
Vitamin A bei unzweckmaBiger Lagerung und bei Vermischen mit fein verteilten
Stoffen leicht zerstort wird. Es wird ferner zersetzt, wenn es in der Kost mit
gehirtetem Walfischol oder mit Schweineschmalz, der vorher auf 100° crhitzt
wurde, gemischt wird. Auf 509 erhitztes Schweinefett und ungehértetes Cocosél
zerstoren das Vitamin nicht. Das Vitamin A soll, wenn irgend maoglich, getrennt
von der {ibrigen Kost verabreicht werden. (Ein Standardlebertran wird von
Squibb Sons, New York City, abgegeben.)

Vitamin B wird meist in Form trockener Braucrcihefe verfiittert. Backerei-
hefe ist weniger wirksam. Oft ist es notig, abgetotete Hefe zu nehmen, da sonst
die Vitamine im Darmkanal synthetisiert werden. Trockenhefe enthilt simt-
liche Vitamine der B-Gruppe.

Als B;-Zugabe dient cin Fullererdeadsorbat oder ein alkoholischer Weizen-
auszug (Bourquin). Auch Tikitiki-Extrakt aus Reisschalen wird viel benutzt.
Neuerdings bringt dic I. G. Farben reines Vitamin B; in den Handel. Die

27) McCollum c. s., J. of biol. Chem. 33, 55 (1918).
28) Steenbocek, J. of bhiol. Chem. 40, 501 (1919).
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Priparate Marmite (The Marmite Food Extrakt Co. Ltd. Mincing Lane House,
59 East Cheap, London EC 30) und Vegex (Vegex Inc., 170 Varick Str., New
York City) sind als B,-Zulage oft ungeniigend (!).

Vitamin B, wird in Form autoklavierter Hefe (5 Stunden bei 1209 oder
autoklavierter Hefecxtrakte verfiittert. Ein reines B,-Praparat (Flavin) ist
unschwer herzustellen.

Sehr vitaminreiche Hefe, die fast allgemein in der amerikanischen Literatur
als die beste bezeichnet wird, liefert North Western Yeast Company, 1750 North
Ashland Ave., Chikago Ill. (U.S.A.).

Vitamin C gibt man in Form decitrierten Zitronensafts oder als krist.
Priparat (Ascorbinsiure). In Ampullen oder Pulverform ecrhiltlich ist das
Cebion Merck.

Vitamin D wird in Form des reinen krist. Praparats Vigantol gegeben.
Die Zufuhr kann natiirlich auch durch Ultraviolett-Bestrahlung der Tiere
oder des Futters erfolgen.

Vitamin E muB namentlich bei Wachstumsversuchen zugelegt werden.
Meist bedient man sich, wenn ein Konzentrat nicht erhaltlich ist, des Weizen-
keimols.

8. Die Form der Fiitterung

Die Verfiitterung einer Diét soll nie als Pulver erfolgen, da die Tiere dann
die Moglichkeit haben, den ihnen zusagenden Bestandteil herauszusuchen.
Vielfach wird vorgeschlagen, die Kost mit Wasser in Breiform zu fiittern. Eine
solche Nahrung bietet aber den Nagewerk-
zeugen der Tiere nicht geniigend Betatigung
und ist auf die Dauer ungeeignet.

Die zweckmifBigstc Form der Fiitterung
ist die eines Keks. Die Bestandteile werden
mit Wasser zu einem Brei von Kuchenbrei-
konsistenz geknetet, flach ausgewalzt, zu Keks
geschnitten und entweder an der Luft ge-
trocknet oder auf einer mit Olivendl gefetteten
Platte leicht gebacken.

Die Vitamine sollen méglichst nicht mit
der Kost verabreicht werden. Walirige Losungen
werden entweder mit der Sonde gegeben oder
aber mit wenig Nahrung angeriihrt verfiittert.
Die Sondendarrcichung geschieht in Riicken-
Abb. 15. Pipettenfiitterung. strecklage. Die Sonde fiir Ratten und Méuse

(Nach Schultz29).) wird an einer Rekordspritze befestigt. Sie be-

steht aus einem diinnen steifen Catgut- oder
Hartgummirohr. Olige Losungen werden mit der Pipette verfiittert (s. Abb. 15).

Wasser wird den Tieren in den Windausschen Trinkflaschen gegeben.
Sie verhindern ein Verunreinigen und bieten den Tieren stets Trinkgelegenheit.
Auch billige Trinkflaschen, z. B. ein oben mit einer Kugel versehenes und durch
einen Gummistopfen verschlossenes Glasrohr sind praktisch. Fir Mause ver-
wenden wir die oben abgebildeten Reagensrohre.

29) Schultz, Z. Kinderheilk. 47, 472 (1929).
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Milch wird in Steingutnapfen verabreicht. Futternipfe bestchen ebenfalls
aus diesem Material. Sie miissen oft gesiubert werden. Wir stellen sic auf das
oben abgebildete Sitzbrett. Parsons gibt Futterkisten an, dic cin Verstreuen
der Nahrung verhindern sollen. Das Futter wird dabei durch ein weitmaschiges
Drahtnetz bedeckt.

Als Wasser dient in den meisten Fillen Leitungswasser. Pittenger empfichlt
einen Zusatz von 2 Tropfen Lugolscher Losung auf 1 Liter Wasser (10 g Kalium-
jodid und 5 g Jod auf 100 cem Wasser). Der Zusatz soll Bakterienwachstum ver-
hiiten.

Zeichnung der Tiere

Werden in einem Kiifig mehrere Tiere gehalten, ist cine Markicrung unvermeid-
bar. Man kann sic erreichen durch Firbung verschiedener Korperteile (z. B, Ricken,
linke Seite, rechte Seite, Bauch, beide Seiten usw.) mit einer wiilrigen oder alko-
holischen Losung von Pikrinsiure. Die Farbe halt sich gut. Auch das Abscheren
der Haare an bestimmten Korperteilen kann als Zeichnung bhenutzt. werden.

Ganz sicher ist cine Ohrmarkicrung.  Sie kann erfolgen durch Stutzen kleiner
Ohrstiickehen mittels einer scharfen Schere. Der Bingriff ist schmerzlos und un-
blutig. Die Markicrung durch Ohrmarken ist den Tieren viel unangenchmer,
aber bei Meerschweinechen und Kaninchen nicht zu umgehen, Hihner, Kicken
und Tauben erhalten numerierte Beinringe.

Das Wiigen der Tiere erfolgt auf empfindlichen Briefwaagen oder anderen
Hebelwaagen. Miiuse werden zu diesem Zwecek in kleine Blechkiisten gesetzt, deren
Deckel mit Luftlochern verschen ist. Far Ratten gibt es entsprechend  groBere
Kiisten.




Spezieller Teil

Die fettloslichen Vitamine
Das Vitamin A1

Durch die Arbeiten von McCollum-Davis und Osborne-Mendel iiber
die Wachstumswirkung der Fette sowie durch die Untersuchungen von MeGo-
wan-McNeill, Findlay, Mori, Block und Blegvad iiber Zusammenhange
zwischen Ernihrung und gewissen Augenerkrankungen wissen wir heute, daf3
viele Fette einen Stoff enthalten, der fiir die Ernihrung hochst bedeutsam ist
und dessen Fehlen typische Krankheitserscheinungen hervorruft. Wir bezeichnen
dicse Substanz mit Vitamin A.

I. Die Avitaminose A1)

1. Die Symptome des Vitamin A-Mangels
Die Symptome des Vitamin A-Mangels lassen sich in 4 Gruppen teilen:
a) Erscheinungen, die zuriickzufithren sind auf degencerative Ver-
inderungen der Haut- und Schleimhautstruktur, wic Kera-
tinisicrung und Verhornung des epithelialen Gewebes, verbunden mit
Herabsetzung der Resistenz (gegeniiber Infekten).  Die Erscheinungen
aullern sich bei driisigem Gewebe in einem Versiegen der Sckretion (bei
den Tranendriisen Zersetzung und Infektion des Konjunktivalsekretes,
Austrocknung der Kornea, Lidverklebung, Xecrophthalmie).
Krscheinungen, dicaufnervéser Degencration beruhen (kombinierte
Strangdegeneration des Riickenmarks) und sich besonders bei Hunden
und Schweinen in Spasmen, Paresen der Hinterbeine und Krampf-
anfillen duflern.
Stérungenim Pigmenthaushalt, wic die auf Verlust der Regenera-
tionsfihigkeit des Schpurpurs beruhende Hemeralopie (Nachtblindheit).
Storungen der Sexualsphire, die denen bei Mangel an Vitamin E
gleichen (bei Méannchen: Degeneration der Samenkanilchen, Verlust
des Keimepithels, bei Weibchen Resorptionssterilitiat) oder von diesen
verschieden sind (Verlust des Geschlechtstriebs, Nichtzustandekommen
von Befruchtung und Implantation).

1) Sherman-Smith, The Vitamins. New York 1931, — Browning, The
Vitamins. London 1931.
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2. Die Erscheinungen der Avitaminose A bei der Ratte

a) Wachstumsstillstand. Bei Ernihrung eines Ticres mit einer A-freien Kost
ist das erste Zeichen des Vitaminmangels der Wachstumsstillstand. Ratten
wachsen nur in der ersten Zeit normal, bis auf der Mangeldiit dic A-Reserven
des Organismus erschopft sind. Dann treten Wachstumsstillstand, Gewichts-
verlust, allgemeine Schwiche und Appetitlosigkeit ein, die bald zum Tode
fiihren (nutritive Kollapse). Zulage von Vitamin A verhiitet die Gewichtsab-
nahme und ist imstande, normales Wachstum wiederherzustellen.

b) Xerophthalmie. Erscheinungen der Xerophthalmic sind bei Ratten auf
einer Vitamin A-armen Kost hinfig.  Etwa 3—5 Wochen nach Beginn der
Fiitterung treten pathologische Verinderungen auf, dic zunichst darin bestehen,
daf3 den Tieren die Augenwimpern auszufallen beginnen.  Die Augenlider sind
verfirbt und geschwollen. Die Tiere zeigen cine gewisse Lichtscheu.  Nach
5—6 Wochen triibt sich die Kornea, die Sklera zeigt eine auffallende Trockenheit.
Absonderungen eines blutig-serésen Sekretes fiihrt zu Verklebungen der Augen.
Geschwiire ohne entziindliche Reaktion treten auf und schlieBlich wird der
ganze Bulbus befallen, wodurch es zu dauernder Erblindung kommt. Die histo-
logische Untersuchung bietet das typische Bild der Keratomalacie des Kindes-
alters.

Schon rein duBerlich sind die Tiere in einem schlechten Zustand. Sie haben
cin struppiges Fell und sind viel kleiner als gleichaltrige gesunde.  Sie zeigen
aber nicht alle Xerophthalmie.

Gudjonsson?2) sah Xerophthalmic in 9794 der Fille, cine Zahl, dic nicht oft
crreicht wurde.  Schwellungen und Verfiirbungen der Augenlider sind  dagegen
immer zu schen. Die Xerophthalmie entwickelt sich bei jingeren Tieren leichter
als bel dilteren.  Allgemein tritt die Krkrankung cinige Tage vor Errcichung des
Hochstgewichts auf, in vielen Fillen aber spiater. Sherman-Storms3) sahen
Xerophthalmice bei Ratten, die mit 4 Wochen in den Versuch kamen, in 759 der
Fille.  Von dlteren Tieren (2—9 Monate bei Versuchsbeginn) entwickelten nur
259, Xerophthalmice.

¢) Resistenzverminderung und andere Erscheinungen der Avitaminose A.
Bei der Avitaminose A ist dic Empfinglichkeit gegen baktericelle Einfliisse infolge
der Epithelverinderungen auflerordentlich erhoht.  Die Epithelveranderungen
erstrecken sich bis in die feinsten Bronchien. Sie konnten nachgewiesen werden
in Nasenhohle, Trachea, submaxillaren und sublingualen Speicheldriisen, Augen-
driisen, Parotis, Nicrenbecken, Harnleiter, Blase, Prostata, Samenblase, Pan-
kreas, Genitalorganen usw. Die epitheliale Metaplasie tritt zuerst an Zunge
und Nierenbecken auf und fiithrt im Vormagen zu Geschwiirsbildungen, Kar-
zinomen.  An der Vaginalschleimhaut entwickelt sich eine Kolpokeratose ge-
nannte Erkrankung. Typisch ist das Auftreten von Steinen im Verdauungstrakt
(Eingeweidegicht der Hiihner).

Schidigungen, die auf Infektionsbereitschaft der A-arm ernihrten Ratten
zuriickzufiihren sind, wie Storungen der Verdauung, Durchfille, Erkrankungen
des Respirationsapparates, Kiterungen an Nase und Stirnhéhle, sowic Abszesse
an der Zungenbasis kommen fast ebenso hiufig vor wie die Xcrophthalmic

2) Gudjonsson, Acta path. scand. (Kobenh.) Suppl. 4, 189 (1930) und friihere
Arbeiten.
3) Sherman-Storms, J. amer. chem. Soc. 47, 1653 (1925).
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selbst. Nervose Erscheinungen, wie Muskelschwiche und Muskelinkoordination,
begleiten die Avitaminose A bei der Ratte ebenso wie die Hemeralopie.

d) Vorstadium der Xerophthalmie. Ein Vorstadium der Xerophthalmie be-
schreiben Mouriquand-Rollet-Chaix4). Sie kénnen durch Anwendung eines
Binokularmikroskops bei der Ratte die ersten Zeichen
der Avitaminose schon nach 20 Tagen feststellen.

¢) Salzxerophthalmie wird eine Erkrankung genannt,
die mit typischer Xerophthalmio verlduft und sich bei
Ratten durch eine Kost mit 59, Butterfett und 0,29,
Eisensulfat erzeugen 1iBt. Die Erscheinung beruht auf

oxydativer Zerstorung des Vita-
mins A durch Eisen.

3. Die Erscheinungen des
Vitamin A-Mangels beim
Hiihnchen 6)

Werden junge Kiicken im
Abb. 16. Rechts im Bild ein Vitamin A-frei  Alter von 1 Tag auf eine A-freio
erndhrtes Kiicken, links gleichaltriges gesundes.  Kost gesetzt, so zeigen sic in

(Nach Elvehjem.) den  ersten 3 Wochen gutes
Wachstum. Zwischen der 3. und
4. Woche tritt dann plotzlicher Wachstumsstillstand ein, verbunden mit Gewichts-
abnahme (Abb. 17). Die Tiere haben einen schwankenden Gang, machen unkoordinierte
Bewegungen und bewegen sich zuletzt tiberhaupt nur, wenn sie gescheucht werden.
Um das Gleichgewicht zu halten, kriechen sie h#ufig nur auf den Schenkeln.
Im vorgeschrittenen Stadium liegen sie auf
der Seite, der Kopf fillt vorniiber, das
Gefieder ist zerknittert und beschmutzt.
Basal ration // Schnabel und Schenkel sind farblos (Abb. 16).
plus 2 per cent Der Appetit nimmt nicht ab. Sic kriechen bis
ot fiver ol /) zuletzt zum Futternapf, um die Nahrung zu
o // erreichen. Krfolgt keine Zufuhr von Vita-
min A, so tritt bei gleichbleibenden Sym-
20 ptomen nach wenigen Tagen der Tod ein.
/ A-Mangelerscheinungen beim Kiicken
wurden besonders von Emmett- Peacock,
Hart, Steenbock und Mitarbeiter, von
Henninger und Hutchinson beschrieben.
Auch Hiihner entwickeln A-Mangelsym.-
-4 ptome (Eingeweidegicht).

Weight
. | |
280

/(/ TR 4. Die Erscheinungen der Avitaminose
e T T A beim Meerschweinchen
728 Bosal rafon n Simola konnte feststellen, daB auch
wl = =i " wek] Meerschweinchen ohne Zufuhr des Vitamins A
i I nach kurzer Zeit das Wachstum einstellen.
1 2 3 u 5 Am besten werden junge Tiere mit einem
Gewicht von 110—140 g benutzt. Auffallend
Abb. 17. Gewichtskurven Vitamin ist bei Mecerschweinchen die Erscheinung,
A-frei ernéhrter Kiicken mit und  daB das Vitamin durch Xanthophyll schein-
ohne Lebertranzulage (2°/, der Kost).  bar ersetzt werden kann. Die Dosen, die fiir
Ordinate == Gewicht, Abszisse = Zeit normales Wachstum nétig sind, liegen er-
in Wochen. (Nach Elvehjem.) heblich hoher als beim Carotin.

N
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4) Mouriquand c. s., Bull. Acad. Méd. 103, 479 (1930).
5) Elvehjem c. s., J.of biol. Chem. 97, 76 (1932). — Kline c. s., J. of biol.
Chem. 97, 83 (1932).
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5. Die Avitaminose A bei anderen Tieren

Auch andere Tiere erkranken an Xerophthalmie, wie z. B. der Hund. Die
ssblack-tongue’* ist eine kombinierte Avitaminose, die auch auf Fehlen A-wirk-
samer Substanzen beruht. Interessant ist die Erscheinung, da8 die black-tongue
durch Vitamin A nicht zu beeinflussen ist, aber sofort heilt, wenn Carotin ge-
geben wird.

II. Die Hypervitaminose A 6)

1. Die Erscheinungen der Hypervitaminose A

In grolen Dosen ist das Vitamin A bei Ratten und Mdausen toxisch. Die
Tiere zeigen Haarausfall, gerdtete, geschwollene, verklebte Augenlider und
Exophthalmus. Bei der Sektion tritt eine bedeutende Verfettung der Leber

Tabelle 9
) 'éeful;a&bei Vcrs&éhsendo &1';1”12. Taée
Dosier.ung ‘in Zahl Durch-
Ratteneinheiten | dor Gewichtsdifferenz von Anfangs- | schnittliche | Zahl
| Tiero und Endgewicht in g bei den ein- | Gewichts- | der
Tages-| Gesamt- zelnen Méiusen | differenz | Toten
dosis| mengo | | | me |
250 | 2500 10 | —15 &£ +1 40,5 —05 —4
i —356 —1—0,5 —2 —1,0 0
500 5000 P18 | 4+ —0,5 —5 4 4+ —2,56 —0,5
| —1 —4 +0,6 40,5 +1 +1,5
+ 0,56 —1 —0,5 + 0,6 4 — 0,6 0
1000 10000 18 | —35 —1 —1 —2 —3,5 —3,5
tot 10. Tg. —1 + —1 40,5
4+ +05 +05 -2 —2 —2 | — 1,24 1
2000 20 000 20 | —5,5 —5,5 —6,5 tot 7. Tg.
tot 7. Tg. tot 7.Tg. —4 — 4
—6 — 17,6 tot 11. Tg. tot 8.Tg.
—6 — 5,6 —5 tot12.Tg. — 3,5
— 3 tot 10. Tg. — 6 — 5,2 7
4000 40000 8 | tot 8. Tg. tot 11. Tg. tot 8. Tg.
tot 12. Tg. tot 7. Tg. tot 8. Tg.
tot 10. Tg. — 5,5 —y0 7
8000 | 40—56 000 4 | tot 7. Tg. tot7.Tg. tot 9. Tg.
tot 7. Tg. — 4
20000| 60—100 000 4 | tot 5. Tg. tot 6. Tg, tot 5. Tg.
tot 7. Tg. — 4
20000 60 000 2 | tot 4. Tg. tot 6. Tg. —_ 2
20000 20000 6 | tot 6. Tg. tot 12. Tg. — 5,5 tot !
8. Tg. tot 8. Tg. tot 8. Tg. . —5,8 b

Kontrollen (0,2 cem Sesamdl téglich)
’ 8 | +1 +2 —1,5 +2 —1,6 +1
—0,5 41 + 0,5 0

6) Drigalski, Klin. Wschr. 308, 1171 (1933). — Moll-Domagk-Laquer,
Klin. Wschr. 1933, 465; Arch. f. exper. Path. 1933. — Collazo, Klin. Wschr.
1933. — Bomskov und Mitarbeiter, Z. exper. Med. 1933. — Moore, nach per-
sonlicher Mitteilung.
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hervor (Kup ffersche Sternzellen). Bei der Hypervitaminose A kann die Lipoid-
speicherung in den Endothelien der verschiedensten Organe so hochgradig sein,
daB das histologische Bild an die Lipoidspeicherkrankheiten des Menschen er-
innert. Uberdosierung des Vitamins fiihrt ferner zu einer Mineralverarmung
der Knochen mit zahlreichen Spontanfrakturen. Auch wirkt die Hypervitami-
nose A der rachitisheilenden Wirkung des Vitamins D entgegen. Kaninchen
sind gegen die Uberdosierung resistent. Das A-wirksame Carotin ist ungiftig.

2. Die Bestimmung der toxischen Grenzdosis des Vitamins A

Die toxische Grenzdosis wird an der Maus ermittelt, weil Méuse gegen Uber-
dosierung des Vitamins A am empfindlichsten sind. Als Giftgrenzdosis gilt
diejenige kleinste Menge, die bei mindestens 4 Mausen im Gewicht von 18—20 g,
nach 10maliger Darreichung eine Gewichtsabnahme von 2,5 g oder den Tod
verursacht. Die verabreichte Volummenge darf dabei 0,2 cem nicht iiberschreiten,
die Darreichung muB mit der Sonde geschehen. Vorstehende Tabelle gibt ein
ausfiihrliches Beispiel7).

Wie daraus ersichtlich, ist bei der Tagesdosis von 1000 RE. von 18 Tieren nur
1 Tier eingegangen, withrend nur 3 Tiere starke Gewichtsabnahme zeigen. Im
Durchschnitt wird eine Abnahme von 2,5 g nicht erreicht. Dio Dosen tiber 2000 RE.
sind durchweg toxisch, wihrend die unter 1000 RE. vertragen werden. Der Gift-
grenzwert liegt zwischen 1000—2000 RE.

Vogan tétet in Tagesdosen von 4000 RE. mit ciner Gesamtdosis von 40000 RE.
sicher. Die Berechnung des therapeutischen Index erfolgt aus der Wirksamkeit
im Rattentestversuch auf Vitamin A und der an Mausen ermittelten Giftigkeit.

1. Die Testmethoden auf Vitamin A
A. Versuchstiere und ihre Haltung

1. Ratten

a) Auswahl der Versuchstiere. Das typische Tier fiir den Vitamin A-Test
ist die Ratte. Man verwendet am besten 3—4 Wochen alte Tiere mit einem
Gewicht von 35—55 g (Alter in Tagen: 21—28 Tage), da éltere Ticre gegen den
A-Mangel nicht so empfindlich sind. In einigen Fillen sind die Ratten schon
frither brauchbar. Bei der Auswahl ist das Gewicht weniger wichtig als das
Alter (Nelson8)). Tiere, die auf der Norris-Church-Zuchtdiit9) gehalten
wurden, sind schon mit 28—29 Tagen versuchsreif (vgl auch Sherman-Mun-
sell10)). In den Laboratorien der I. G. Farbenindustrie und Merck verwendet
man Tiere mit einem Gewicht von 35—45 g (Laquer c. s.,1. ¢c. 7).

Die Vorschrift der U-S-Pharmakopoe fordert Tiere, die einer bestimmten Zucht
entstammen, und die nicht junger als 25 Tage und nicht élter als 29 Tage sein
sollen und nicht unter 35 g und nicht iiber 45 g wiegen diirfen. Die Forderung ist

nicht immer einzuhalten. Wir kennen z. B. Rattenrassen, deren Junge schon mit
25 Tagen 49—53 g schwer sind. Man nimmt in diesem Fall besser 21—23 Tage alte

7) Holtz-Laquer c. s., Biochem. Z. 237, 248 (1931). —Moll-Dalmer c. s.,
Arch. f. exper. Path. 170, 176 (1933).
8) Nelson, Science 68, 212 (1928).
9) Norris c. 8., J. of biol. Chem. 89, 589 (1930).
10) Sherman c. 8., J. amer. chem. Soc. 47, 1639 (1925).
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Tiere im Gewicht von 40—45 g. Alle Wiirfe werden im Alter von 7 Tagen auf 6
reduziert.

b) Haltung der Versuchstiere. Die Ratten werden in Einzelkdfigen aus
Draht oder Glas gehalten. Vorbedingung ist stets die Verhiitung der Kopro-
phagie. Die Kifige stehen in einem besonderen Raum, der gut durchwirmt und
geliiftet ist. Glaskéfige oder Emailletépfe werden mit einem Drahtnetzeinsatz
als Sitzfliche versehen. Der Boden wird zum besseren Wirmeschutz mit einer
Schicht Séigemehl bedeckt, die so weit unterhalb der Sitzfliche liegen muf}, da
die Tiere sie mit der Pfote nicht erreichen kénnen.

¢) Einteilung der Versuchstiere. Fiir jede zu priifende Substanz sind etwa
4—6 Wiirfe erforderlich. Pro Dosis rechnet man mit 10 Tieren. Man teilt die
Wiirfe in Zehnergruppen ein, von denen die eine als negative Kontrolle dient,
wihrend eine als positive Kontrolle mit einem bekannten Standardpréparat
behandelt wird. Alle anderen Gruppen erhalten steigende Dosen des zu unter-
suchenden Praparats. Es ist darauf zu achten, daB die Versuchsgruppen ein-
ander mdglichst gleichwertig sind. Die Wiirfe werden so verteilt, daB in jeder
Gruppe moglichst ein Tier cines jeden Wurfs vertreten ist. Auch ist auf gleiche
Verteilung der Gewichte und Geschlechter zu achten (Coward12)).

d) Fiitterung der Versuchstiere. Die Tiere erhalten einc der untenstehenden
A-freien Didten und Wasser ad libitum. Verschiedene Autoren bestimmen dic
téglich gefressenen Nahrungsmengen. Bei Fortschreiten der Avitaminose wird
mitunter tagelang die Nahrung verweigert. Wir sclbst haben die besten Er-
fahrungen mit der Sherman-Didt gemacht (Nr. 3).

Von griBter Wichtigkeit fiir den Testversuch auf Vitamin A ist die Zufuhr
von Vitamin D. Fehlt dieses Vitamin in der Diit, so erzielt man mit einer
Zugabe von Vitamin A iiberhaupt kein Wachstum. Erst beide Vitamine zu-
sammen- ermdglichen normales Wachstum. Ist das eine Vitamin in kleinerer
Menge vorhanden als das andere, so wird das Wachstum durch das in der
kleinsten Konzentration vorliegende Vitamin begrenzt. Die Zufuhr des Vita-
ming D kann geschehen:

1. durch Ultraviolettbestrahlung der Tiere oder des Futters13),

2. durch Zufuhr von bestrahltem Ergosterin14).

Bei dem Studium der vor 1923 erschiencnen Arbeiten tiber A-Testversuche
ist zu beriicksichtigen, dal man damals noch keinen Wert auf geniigende Zufuhr
des Vitamins D legto15).

In der Fitterungstechnik folgen wir den Angaben von Laquer und Mit-
arbeitern (1. c¢. 7): Die einzelnen Futterbestandteile werden vermischt. Zu
1 kg der Mischung gibt man 5 cem einer mit vitaminfreiem Sesamdl hergestellten
Losung von kristallisiertem Vitamin D in einer Verdinnung des Handels-
vigantols von 1:300. Die Mischung wird unter Zugabe von Wasser zu einem
Brei von Kuchenkonsistenz geknetet. Die Kost mull wegen des Wassergehaltes
oft bereitet werden. Die Zufuhr des Vitamins D in der Didt ist so bemessen,

12) Coward, Biochemic. J. 27, 873 (1933).

13) Steenbock c.s., J. of biol. Chem. 59 Proc. — Chick c. s., Biochemic. J.
20, 633 (1926).

14) Leigh c. s., Biochemic. J. 21, 208 (1927).

15) Steenbock c.s., J. of biol. Chem. 56, 355 (1923); 73, 113 (1927); 61, 405
(1924).
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daB bei einer Aufnahme von 10 g Futter die Ratte das Doppelte des téiglichen
Bedarfs bekommt. A

Einzelne der unten angegebenen Didten enthalten Leinsamenmehl. Ein solcher
Zusatz ist moglichst zu meiden, da das Mehl eine Substanz, " Gossypol, enthilt,
die dem Wachstum entgegenwirkt. Autoklavieren oder Zugabe von Eisen zer-
stort diese 16).

e) Die Verabreichung der zu testenden Substanz. Je nachdem man einen
prophylaktischen oder einen kurativen Test bevorzugt, wird die zu priifende
Substanz den Tieren bei Beginn des Versuchs oder erst nach einer Vorperiode
zugegeben. Die Substanz muB stets getrennt von der anderen Nahrung ver-
abreicht werden. Olige Lésungen fiittert man mit der Pipette oder Sonde.
Andere Substanzen werden mit einem kleinen Teil der Kost angeriihrt. Zu-
gabe der Substanz zur Testdidt ist zu vermeiden, da feinverteilte Stoffe das
Vitamin A zerstoren konnen17).

f) Die Haltung der Zuchttiere. Von groBter Bedeutung fiir den Test-
versuch auf Vitamin A ist die Diat der Muttertiere. Enthilt sie zuviel Vitamin,
so haben die Jungen solche A-Reserven, dal sie nur sehr schwer zu schiadigen
sind und fiir Testversuche unbrauchbar werden. Das ist der Fall, wenn man
eine Kost aus 2/, Vollmilchtrockenpulver und !/, Weizen fiittert. Gibt man
umgekehrt eine zu vitaminarme Kost, wie z. B. 1/ Vollmilchtrockenpulver
und 5/¢ Weizen, sind die Jungen so empfindlich, da} sie schon wihrend der
Vorperiode eingehen.

Bewihrte Zuchtdiidten fiir Ratten, deren Junge fiir den A-Test Verwendung
finden sollen, seien im folgenden mitgeteilt 18):

Sherman-Diit (1. c. 10 und 19)): /5 Vollmilchtrockenpulver und 2/, Weizen-
vollmehl, dazu 30—60 g Fleisch pro Tier/Woche, oder /5 Vollmilchpulver und
2/, Vollweizenmehl, dazu pro Woche 2%, des Weizengewichts an Kochsalz und
109, an Fleisch.

U-S-Pharmakopoe-Diit: 339, Vollweizenmehl und 66 %, Vollmilchpulver,
dazu 19, des Weizens an NaCl.

Didt von Laquer (1. c. 7):

7 Teile Maisschrot . . . . . . . . . 17,59
15 Teile Weizen (voll) . . . . . . . . 37,69
10 Teile Vollmileh . . . . . . . . . .25 9
3 Teile Hafer (voll) . . . . . . . . . 7,59%

5 Teile Brot . . . . . . . . ... .1259

0,03 Teile CaCOg . . . . . . . . . . 0075%

0,06 Teile NaCl. . . . . . . . . . . 01509

Das Maismehl wird mit der Milch kurz aufgekocht und die iibrigen Be-
standteile einschlieBlich der Korner mit dem Brei zu einer leicht brockelnden
Masse geknetet. AufBer dieser Kost erhalten die Tiere eine Zugabe von 2mal 4 g

16) Gallup, J. of biol. Chem. 91, 387 (1931).
17) Marcus, J. of biol. Chem. 90, 507 (1931).
18) Steenbock, Science 58, 449 (1923). — Cady c. s., J. of biol. Chem. 86,
743 (1931). — Sure c. 8., J. of biol. Chem. 83, 375 (1929). — Grafe, Handbuch der
organischen Warenkunde 5, 51 (1928).

19) Sherman c. 8., J. of biol. Chem. 78, 671 (1928). — Osborne c. s., J. of
biol. Chem. 60, 5 (1924).
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magerem, fettfreiem, gemahlenem Pferdefleisch pro Woche und abwechselnd
damit 4mal je 2 g frisches Gemiise (Salat, Kohl) pro Tier und Woche.

Die Diit von Sherman wurde von Laquer verlassen, weil sich herausstellte,
daB die Tiere auf der Kost bis zum Versuchsbeginn nur selten das richtige Gewicht
erreichen und weil wéhrend der Vorperiode zum kurativen Test betrichtliche Tier-
verluste eintraten. Dieselben schlechten Erfahrungen wurden mit einer modifi-
zierten 20) U-S-P-Diit gemacht, die aus 33 9, Weizen, 34 %, Maisschrot, 21 9, Voll-
milchpulver, 29, getrockneter Leber, 29, Alfalfa und 79, Leinsamendl bestand.
Unter Weglassung von Alfalfa und Leinsamen und durch Zugabe von weiteren
2 g Frischleber erhielten die Tiere abnorm hohe A-Reserven, die sie fiir den Test-
versuch unbrauchbar machten. Auch bei der Laquerschen Kost empfiehlt es sich
nicht, die Zulagen an Milch und Fleisch zu erhéhen. Die Tiere werden dadurch
zwar schwerer, aber gegen den A-Mangel auch bedeutend resistenter.

Gudjonsson?2l1) gibt folgende Diét fiir Zuchttiere, durch die dieJungen eine
so kleine A-Reserve erhalten, daB es moglich ist, sie fiir den prophylaktischen
Test auf das A-Vitamin zu benutzen. Die Didt besteht aus: Magermilchpulver
30 Teile, Reismehl 40, Hefe 15, Cocosnuflsl unter Zusatz von 0,3 %, Haifischol
15 Teile. Wiirfe, die auf dieser Kost erhalten wurden, sind nach A-freier Er-
niahrung schon nach 4 Wochen auch fiir den kurativen Test brauchbar.

Gudjonsson erzielte mit dieser Zuchtkost gute Ergebnisse. Die Diiit war
fiir 10 Generationen geniigend (Zuchtergebnis etwa 40 Wiirfe pro Monat von
100 Muttertieren). Dabei erreichten die Jungen mit einem Alter von 30 Tagen ein
Gewicht von etwa 45 g. Bei Verwendung dieser Tiere konnte die Vorperiode des
Versuchs auf 4—5 Wochen beschrinkt werden. Bessere Ergebnisse wurden erzielt,
woenn alle Wirfe auf 6 reduziert wurden. Die angegebene Kostform ist unter der
Bezeichnung Diiit Nr. 4 von G. bekannt.

Auch die von Bacharach beschriebene Kostform fiir Zuchttiere, deren
Junge fiir den Vitamin-A-Test Verwendung finden sollen, hat sich bewihrt.
Die Kost besteht aus:

Weizen, ganz gemahlen . . . . . . . 70 Teile
Vollmilchtrockenpulver . . . . . . . . 30
Marmite . . . . . . . . . . .. .. 5
Wasser . . . . . . . . . ... ...45

dazu 2 g Gemiise pro Tag sowie 1mal pro Woche 2—3 g Fleisch und 2mal pro
Woche 2 g Leber oder Fleisch. Die Kost ist eine modifizierte Sherman - B-Diét.
Norris®22) beschreibt cine Kost aus:

1000 g Weizen (voll gemahlen)
500 g Trockenvollmilch

75 g Weizenkeimen

75 g Trockenhefe

20 g Kochsalz, jodiert,

mit einer 3mal wichentlichen Zulage von griinem Salat und einer Zugabe von
3 g magerem Rindfleisch pro Woche. Tiere aus dieser Zucht sind im Alter von
28—29 Tagen fir den A-Test brauchbar. Sie entwickeln nach 26—33 Tagen
auf einer A-freien Kost Ausfallserscheinungen.

20) Holmes, J. Amer. pharmaceut. Assoc. 20, 6, 588 (1931).
21) Gudjonsson, Biochemic. J. 24, 1592 (1930).
22) Norris, J. of Nutrit. 5, 495 (1932).
Bomskov, Vitaminforschung 3
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Versuche, die standardisierten Zuchtratten zu wumgehen, schlugen fehl
(Franke 28)). Auch der Vorschlag von Samson-Korenschevsky 24), die
Mutter zusammen mit den Jungen vom 16. Tage ab A-frei zu erndhren, ist
nicht ideal. )

2. Hithnehen (1. c. 5). Einen Tag alte, weie Leghornkiicken werden mit A-freier
Diat und Wasser ad libitum ernéhrt. Die Tiere werden in Kéfigen mit Gitterboden
gehalten, deren Winde und Deckel ebenfalls aus Drahtgeflecht bestehen. An jeden
Kifig angeschlossen ist cin etwa ebenso groBer, dessen Winde aber aus Holz oder
Blech bestehen, und der ebenfalls mit Gitterboden versehen ist. Dieser Kifig wird
konstant elektrisch geheizt. Beide Kéfige, die durch eine kleine Offnung verbunden
sind, stehen auf einer verzinkten Metallplatte mit hochgebogenen Réndern, die
zum Auffangen der Exkremente dient. Der stabile Holzkiifig ist an drei Seiten
mit etwa je 3—4 kreisrunden Offnungen versehen, durch die ein Kiicken eben den
Kopf hindurchstecken kann. AuBen befinden sich, etwas unterhalb dieser Offnungen,
kleine Krippen aus Metall, diec abnehmbar befestigt sind. In diese Krippen wird
teils die Nahrung, teils Wasser getan. Die tiiglich gefiitterte Menge wird gewogen.
Die ganze Anlage steht auf einem sauberen Holztisch oder auf einer groBen Zink-
fliche. Die Anordnung der Futterkdsten ermdéglicht es, die nur auBerhalb des
Kifigs verstreute Nahrung zu sammeln und so den wirklichen Nahrungsbedarf
der Tiere festzustellen.

Auch 6 Wochen alte Kiicken entwickeln auf A-freier Didt Mangelsymptome,
doch treten die Erscheinungen der Avitaminose erst spiter cin.

8. Meerschweinchen. Die Erzeugung ciner Avitaminose A beim Mecrschwein-
chen ist schwierig, da die Tiere nur selten die A-freic Kostmischung fressen. Diec
Meerschweinchen zeigen keine Augenverdnderungen, sondern lediglich Gewichts-
stillstand und Gewichtsabnahme. Auch die bei der Sektion gefundenen Verdnde-
rungen weichen in manchen Fillen von denen der Ratte ab.

Fiir den Meerschweinchenversuch nimmt man am besten 4—6 Wochen alte
Tiere, die zundchst mit ciner butterhaltigen Kost gefiittert werden. Dabei ist es
notig, sie zum Fressen anzulernen. Nur Tiere, bei denen dies gelingt, sind fiir den
Versuch brauchbar. Nachdem man sie etwa 4 Wochen auf dieser Kost gehalten hat
(bis sie etwa 550—560 g schwer sind), wird die Butterzulage durch Schweineschmalz
ersetzt und die Zitronensaftzulage, die wihrend der Vorperiode 20 cem tiglich
betrug, auf 4 ccm reduziert. Die Tiere nehmen gewohnlich noch auf 600 g zu, erst
dann tritt Gewichtsstillstand ein. Die Uberlebensdauer der Tiere betriigt 66 bis
110 Tage.

B. Vitamin A-freie Kostformen

1. Allgemeines

Zwei Schwierigkeiten ergeben sich bei der Auswahl einer A-freien Test-
didt. Die erste ist die, daB3 die Tiere nur schwer von ihren A-Reserven zu be-
freien sind und nicht aufhéren zu wachsen. Die ,,run out time*, wic die Ameri-
kaner sie nennen, ist zu lang. Zweitens ist die Ansprechbarkeit auf eine ge-
gebene Vitamindosis bei den verschiedenen Kostformen verschieden und weiter
auch bei derselben Kost unter den einzelnen Tieren schwankend.

Bei der Zusammenstellung einer A-freien Kost ist vor allem darauf zu
sehen, daf} sie auBer dem fehlenden Vitamin alle anderen, fiir die Ratte nétigen,
enthilt. Uber die Zufuhr des Vitamins D ist bereits das Notige gesagt. Neben
diesem ist aber die Zufuhr der Vitamine der B-Gruppe ausschlaggebend. Meist -
verabreicht man sic in Form von Hefe, die vor Gebrauch erschépfend mit Ather
extrahiert wird, um Spuren des Vitamins A zu entfernen. Die Zufuhr von

23) Franke, Ber. Physiol. 69, 499 (1933).
24) Samson-Korenschevsky, Biochemic. J. 26, 322 (1932).
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Vitamin C ist bei der Ratte unnétig. Beim Meerschweinchen wird man heute
auf die reine Ascorbinsdure zuriickgreifen.

Ein Fettgehalt der Kost ist nach Laquer (L. c¢. 7b) moglichst zu vermeiden.
Die Tiere miissen so stark sein, daB sie auch ohne Fettzufuhr wihrend des
Versuchs wachsen. Auch Bacharach stellte fest, daBl ein Fettgehalt der Kost
auf den Ausfall des Versuchs ohne EinfluB ist 25). Dagegen scheint die An-
wesenheit von Fett fiir die Resorption von Carotin wichtig. Ahmad 26) zeigte,
daB zugefithrtes Carotin bei Abwesenheit von Fett nur zu 109, resorbiert
wird, wihrend die Aufnahme bei Fettangebot nahezu quantitativ war.

Fiir den Versuchsverlauf ist es ferner gleichgiiltig, ob die Kohlehydrate
als Stirke oder Dextrin verabreicht werden. Demgegeniiber scheint aber die
verwandte Caseinform fiir das Testergebnis von groéBerer Bedeutung zu sein.
Culbhane 27) gibt an, mit alkalibehandeltem Casein leichter Xerophthalmie er-
zeugen zu koénnen als mit gewohnlichem. Coward 28) hat gezeigt, daBl man mit
hochgereinigtem, vitaminfreiem sog. ,,Glaxo Casein®, wenn die Ratten auf-
héren zu wachsen, durch A-Zulage das Wachstum nicht in Gang bringen kann
oder aber, daB dic Reaktion auf verschiedene Dosen fast gleich ist. Wurde in
derselben Kost das Casein durch weniger gereinigtes sog. ,light white Casein‘
ersetzt, gelang die Auswertung steigender Dosen ohne Schwierigkeit. Es hat
also den Anschein, daB im hochgereinigten Casein cin Stoff fehlt, der auBler
der A-Wirkung vorhanden sein muf}, damit Wachstum eintreten kann. Bacha-
rach (1. e. 25) konnte allerdings die Befunde bei einem Vergleich zweier Didten
mit den beiden Caseinsorten mit oder ohne Fettzulage nicht bestitigen. Er
empfiehlt fiir Testversuche eine fetthaltige Kost mit Glaxo Casein (vgl. auch
Moore 29)).

Culhane 1. c. 27) verglich zwei Kostformen mit light white Casein und hoch-
hochgereinigtem, erhitztem und extrahicrtem Casein. Danach enthélt das light
white Casein etwas Vitamin A, weil Tiere, die damit gefiittert wurden, viel lang-
samer und cine viel weniger schwere Xerophthalmie entwickelten, als auf der
andcren Kost. Dementsprechend waren auch die Dosen, die zur Heilung der Xer-
ophthalmie oder zu Wachstumssteigerung fiihrten, in beiden Fiillen au8erordentlich
verschieden. Wihrend auf der light white Casein Kost schon sehr kleine Mengen
geniigten, waren schon viel groBere Dosen erforderlich, um eine Reaktion auf der
anderen Kost auszulésen. Die Cowardsche Kost mit light white Casein enthielt
kein Fett, withrend die andere otwa 109, gehiirteto Pflanzensle hatte. Die fett-
freie Kost rief Hautverinderungen hervor, selbst bei einer Hefezulage von 89%,.

Es ist unbedingt nétig, bei einem Vergleich der in der Literatur nieder-
gelegten Werte auf die Kostform zu achten. Auswertungen mit verschiedenen
Kostmischungen sind nur schwer vergleichbar.

2. Vitamin A-freie Diiiten fiir Ratten

Die nachstechend aufgefithrten Kostmischungen fiir Ratten sind stets aus
gereinigten Nahrstoffen herzustellen. Fehlt bei der betreffenden Didt aus
irgendeinem Grunde die Angabe des Reinigungsverfahrens, ist zweckmifig,

25) Bacharach, Ber. Physiol. 72, 70 (1933).
26) Ahmad, Biochemic. J. 25, 1195 (1931).
27) Culhane, Ind. Engin. Chem. 51, 259 (1932).
28) Coward, Biochemic. J. 23, 695 (1929).
29) Moore, Meeting, Brit. Ass. 116 (1932).
3%
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nach den unter Nr. 1 und 2 angegebenen Methoden vorzugehen. Die beiden
Kostformen 1 und 2 zeigen die verschiedenen Typen der fettfreien und fett-
haltigen Dist. Die Salzmischungen sind einmal der Milchasche, zweitens der
Koérperasche nachgeahmt.

Nr. 1 (Osborne-Mendel 30), Coward, 1. c. 12).

Cagein . . . .. ... .. ..189%
Starke . . . . . ... ... .76
Salzgemisch . . . . . . . .. 49
Hefe . ... .. ....... 29

Das Casein (aus Kuhmilch) wird 24 Stunden lang in flachen Schalen auf 102°
erhitzt. Man extrahiert darauf erschépfend mit Alkohol und Ather im Soxleth.
Funk 81) empfiehlt eine Alkoholextraktion in der Wérme und eine Behandlung mit
Oxydationsmitteln, die das Vitamin A schnell zerstoren. Potter 82) erhitzt in flacher
Schicht 7 Tage lang im elektrischen Ofen auf 110°. Als Stédrke dient Reisstiirke,
die ebenso behandelt wird. Die trockene Brauereihefe wird mit Ather extrahiert.
Das Salzgemisch ist das Osborne-Mendelsche (1. c. 26). Die einzelnen Teile
der Diit werden gemischt, mit Wasser zu einem Brei von Kuchenbreikonsistenz ge-
knetet und flach ausgewalzt getrocknet.

Nr. 2 (Drummond, L. c. 44, v. Euler, c. s. 1. ¢. 46, Kuhn, c. s. 33)).

Casein . . . . . ... .. ..209%
Dextrin. . . . . . . . . . . .159%
Reisstarke . . . . . . . . . .39
Arachisél, gehiartet . . . . . 159,
Vitox (Marmite) . . . . . . . 109
Salzgemisch . . . . .. . .. 59

Das Casein wird mit Methanol hci3 extrahiert und, darauf 24 Stunden lang
auf 120° erhitzt. Die Reisstirke wird ebenso behandelt. Das Arachisol wird
8 Stunden bei 150° durchliftet. Die Kost wird wie oben hergestellt. AuBerdem
erhalten die Tiere je 2 klin. E. Vigantol pro Woche. Das Salzgemisch ist das
MeCollum-Simmondsche 84).

Bemerkungen zu nebenstehender Tabelle. Zu Nr. 3: Die Kost ist nach
den Erfahrungen von Laquer und nach unseren eigenen fir den kurativen Wachs-
tumstest am geeignetsten. Die einzelnen Bestandteile werden wie unter 1 und 2
gereinigt, gemischt und mit etwa 70 ccm Wasser fiir 100 g geknetet. Man legt 0,05 9,
bestrahltes Ergosterin zu. Russell (1. c. 36) bestrahlt die fertige Mischung mit
Ultraviolett (UV). Man kann den Zusatz von Ergosterin oder die UV-Bestrahlung
der Kost umgehen, wenn man nur 9,9 % Hefe zulegt und die restlichen 0,19, erst
nach UV-Bestrahlung. Sherman-Munsell (1. c. 37) gaben 1925 eine ganz dhnliche
Kost an, die 20 %, Casein, 70 9, Stiirke und 5 %, Hefe enthielt. Sie wurde vor der Ver-
abreichung UV bestrahlt. Das Casein wurde mit 90 %igem Alkohol bei 80° 3mal
1 Stunde zum Sieden erhitzt (200 g Casein auf 500 ccm Alkohol), dann bei 100 bis
120° getrocknet. Zu Nr. 4: Die Kost wird UV bestrahlt und soll in 60 Tagen Xer-

30) Osborne c. s., J. of biol. Chem. 37,557 (1919); 15,311 (1913); 33, 55 (1918);
45, 277 (1921).

31) Funk, Die Vitamine.

32) Potter, Science 1932, 1952.

33) Kuhn ec. 8., Z. physiol. Chem. 213, 1 (1932).

34) McCollum c. 8., J. of biol. Chem. 33, 55 (1918).
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Weitere A-freie Kostformen

= - - - T
g .2 g (oA = S ey =

Nr. ! Autor ; % ‘ :§ | E E ;: g E é E g:
] o © ®.A o TR

3 Sherman,c.s. 85), 35&), ?

. 86), 87) . 18 | 67 10 4|1

4 Sure88). ... 120 66 | 10 | 4

5| Cady, c.s.89). .. 18 70-72{6—8 4

6 | Nelson, c.s. 40) . 118 67 8 . 4 | 2

7 } Steenbock c. s. .18 69 169 4 |

8 | Ahmad, c.s. . . . 120 175 (6 4!

9 ‘ Sherman, c. s. 41) 82 I 4 4 i 10

10 | Pittenger42) . . 78 6 . 4 18

11 1 Coward, c.s. 43) 15 73 08 4

12 | Drummond, c.s. 44) 40) 20 | 50 ;1 5 i 15

13 | v. Euler, c.5.46),47) . | 20 | 50 {10 | & 12

14 | Drummond, c¢.s.48). . | 15 | 70 .5 b5

15 | Osborne, c.s. . . . . | 18 ' 51 L5 4 22

16 HeB, c.s.49) . . . . . 21 | 57 L5 17
17 . Funk, Scheunert30) . | 20 | 55 | P56 ! 15

18 | Olcott, e.s.81) . . . . 18 | 46 ' 8 | 4 24

19 | Randoin, ¢.5.52) . . . | 17 | 63,6 13,51 4 | 12
20a Hauge, c.s.58) . . .. 18 | 63 | 3 4 10 2
20D (15120 52 313 5| 2
200\ |18 1 25 1 38 | 3 | 4 | 10 2
21 | Morgan, c.s.54) . . . |19 71 | b 4 5| 2
22 ! Culhane88) . . . . . . 20 | 60 f8 | B 9,9

23 | f Bacharachb6) . . . . - 20| 50 ‘ 5 | 10 l
24 . Moored? . . . . . .. 120 60 | “,5 005 |15

35) Sherman c. s., J. of biol. Chem. 88, 683 (1930).

35a) Norris, J. Nutrit. 5, 495 (1932).

36) Russell, J. of biol. Chem. 85, 289 (1929).

37) Sherman c.s., J. amer. chem. Soc. 47, 1639 (1925).

38) Sure, J. of biol. Chem. 83, 375 (1929).

39) Cady c. s., J. of biol. Chem. 86, 743 (1931).

40) Nelson c. s., J. of biol. Chem. 80, 215 (1928).

41) Sherman c. s., J. amer. chem. Soc. 47, 1646 (1925).

42) Pittenger, Amer. J. Pharmacy 100, 63 (1928).

43) Coward c. s., Biochemic. J. 24, 1952 (1930).

44) Drummond c. s., Biochemic. J. 13, 81 (1919); 14, 661 (1920); 19, 1068
(1925); 23, 785 (1929).

45) Zilva c. s., Biochemic. J. 15, 654 (1921).

46) v. Euler c. s., Z. physiol. Chem. 213, 21 (1932).

47) Chick c. s., Biochemic. J. 20, 633 (1926).

48) Drummond c. s., Biochemic. J. 19, 1068 (1925).

49) HeB c.s., J. of biol. Chem. 47, 395 (1921).

50) Scheunert c. s., Milchwirtschaftl. Forschg 3, 117 (1926).

51) Olcott c.s., J. of biol. Chem. 94, 185 (1931—33).

52) Randoin c.s., Bull. Soc. Chim. biol. Paris 15, 706 (1933).

53) Hauge c. 8., J. biol. of Chem. 86, 161 (1930); 93, 657 (1931).

54) Morgan c. s., J. of biol. Chem. 88, 9 (1930).

55) Culhane, Biochemic. J. 27, 69 (1933).

56) Bacharach, Biochemic. J. 27, 5 (1933).

57) Moore, Biochemic. J. 23, 803 (1929).
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ophthalmie erzeugen. Die Salzmischung ist McCollumsche. Zu Nr. 5: Das Casein
wird vor der Zubereitung UV bestrahlt. Zu Nr. 6: Die Salzmischung ist die Osborne-
sche. Man gibt zur Kost noch 19, Ol hinzu, das vorher UV bestrahlt wurde oder
dem bestrahlten Ergosterin zugesetzt wurde. Das Casein wird 10mal heil mit
Alkohol extrahiert, getrocknet, gemahlen und an der Luft erhitzt. Zur Dextri-
nierung der Stidrke autoklaviert man die angefeuchtete Masse 2 Stunden bei
15 Pfund Druck und trocknet im HeiBluftstrom bei 50—55° Nach dem Trocknen
wird staubfein zermahlen. Zu Nr. 7: Das Casein wird 2 Wochen in diinner Schicht
auf 90° erhitzt. Die Kost enthilt insgesamt 7%, Hefe, von denen aber 0,19, erst
nach UV-Bestrahlung zugegeben werden. Zu Nr. 8: Man gibt zur angefiihrten
Mischung noch 0,01 mg bestrahltes Ergosterin pro Tag/Tier. Die Kost soll in
4—5 Wochen Wachstumsstillstand erzeugen. Zu Nr. 9: Die Kostmischung ist
unter der Bezeichnung Nr. 701 bekannt. Das Fleisch muf in Pulverform vorliegen.
Es wird wiederholt mit heilem Alkohol extrahiert, um anhaftendes Vitamin A
zu entfernen. Die Salzmischung ist die Osbornesche. Fiir D-Zufuhr muB gesorgt
werden. Zu Nr. 10: Vitamin D muf3 zugegeben werden. Zu Nr. 11: Die Kost ist
unter der Bezeichnung A 51 C bekannt. Das Casein ist das light white Casein
des British Droug. House. Mit Glaxo Casein (vitaminfrei) wurden schlechte Er-
gebnisse erzielt. Als Stérke wird Reisstidrke dextriniert. Vitamin D-Zugabe nétig.
Zu Nr. 12: Die Didt ist diejenige Form, aus der sich fast alle anderen entwickelt
haben. Reinigung der Bestandteile unter 1 und 2. Zugabe von Apfelsinensaft zu & 9,
der Kost. Nach den heutigen Erfahrungen unnétig. Die Diit wurde von Chick-
Roscoe (l. c. 47) zunichst ohne Zusatz von Vitamin D gegeben. Erst nach 5§ Wochen
erhielten die Tiere das Futter UV-bestrahlt und waren in weiteren 1—2 Wochen
fiir den kurativen Test brauchbar. Zu Nr. 13: Verabreichung von Vitamin D in
Form von Vigantol. Als Fett dient gehértetes Arachisél. Reinigung unter 2.
Zu Nr. 14: Zufuhr von Vitamin D nétig. Urspriingliche Zugabe von 59, Zitronen-
saft unnétig. Zu Nr. 15: Zugabe von Vitamin D. Reinigung wie unter 1 und 2.
Als Fett wird Crisco = gehirtetes Baumwollsamenol gegeben. Zu Nr. 16: Reis-
stirke, Osborne- Salzgemisch, hydriertes Baumwollsamenél. Als B-Zugabe 60 mg
Osborne-Wakeman-Hefeextrakt pro die. Zugabe von Vitamin D nétig. Zu
Nr. 17: Das Casein wird 4 Stunden in diinner Schicht UV bestrahlt, die Reisstirke
desgleichen. Das Arachisél wird 8 Stunden bei 150° durchliftet. Das Salzgemisch
ist das McCollumsche. Die Tiere erhalten auflerdem 1 Tropfen Vigantol pro
Woche. Statt Arachisol kann erhitztes durchliftetes Palmin verwandt werden. Zu
Nr. 18: Die Salzmischung ist die Osbornesche. Statt Dextrin wird reiner Rohr-
zucker gegeben. Pro Kilogramm enthélt die Mischung 10 Tropfen Viosterol. Zu
Nr. 19: Die Kost soll besonders fiir den Prophylaxeversuch geeignet sein. Statt
Casein wird Muskelpepton gegeben. Als Fett nimmt man Arachisél. Das Salz-
gemisch ist das Osbornesche. Zu Nr. 20a, b, ¢: Salzgemisch nach McCollum.
Fett ist Schweineschmalz. Zufiitterung von bestrahltem Ergosterin. Xerophthalmie
nach 3—4 Wochen. Die beiden letzten Kostformen sind brauchbar fir die Bestim-
mung des Vitamin A-Gehaltes der verschiedenen Getreidearten, indem man die
Stérke (Maisstidrke) durch das zu priifende Mehl ersctzt. Zu Nr. 21: Salzmischung
Osborne, Fett = UV bestrahltes Crisco. Dazu 0,5 g Trockenhefe pro Tag/Tier.
Zu Nr. 22: Als Hefe wird der Marmiteextrakt benutzt. Xerophthalmie nach 2 bis
6 Wochen. Bekannt unter der Bezcichnung A 5. Reisstirke, Drummondsches
Salzgemisch, dazu Radiostol 3000 E. 0,19, der Kost. Ein Vergleich der Kost-
mischung mit Nr. 11 ergab, daB letztere die Tiere nicht geniigend xerophthalmisch’
machte, da sie etwas Vitamin A enthielt. Das in vorliegender Kost benutzte Casein
wurde extrahiert und erhitzt. Zu Nr. 23: Als Casein wird Glaxo Cascin (vitaminfrei)
benutzt. Die schlechten Erfahrungen Cowards (Nr. 11) konnten nicht bestiitigt
werden. Reisstirke, McCollum - Salzgemisch, Arachisél wurden verwandt. Die
Mischung soll auBerdem noch weitere 59, fettfreie Weizenkeime und 5 9, Zitronen-
saft enthalten. Als Vitamin D wird 2mal wéchentlich jedem Tier Vigantol (100 E.)
verabreicht. Zu Nr. 24: Das Casein ist Glaxo Casein. Reisstirke, Arachisol, statt
Hefe Marmiteextrakt. Pro Tag/Tier wird 1 Tropfen Radiostol (D) gegeben.
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3. Vitamin A-arme Diiiten fiir Kiicken

Didt von Elvehjem-Neu, L. c. 5
Gemahlener Mais (weill) . 589,
‘Weizenmehl, mittelfein . . 259,
Casein . . . . .. ... 129%

Salzgemisch . . . . . . . 1%
Calciumearbonat . . . . . 19
Calciumphosphat . . . . 1%
Trockenhefe . . . . . . . 29

Zugabe von 29, Lebertran erméglicht normales Gedeihen. Die Tiere crhalten
zu obiger Kost Wasser ad libitum und werden wéchentlich 3mal je 20 Minuten
UV bestrahlt.

4. Vitamin A-arme Diiiten fiir Meerschweinchen

a) Diit von Simola.

Mit der Kostform von Simola gelingt es, Mcerschweinchen zum Wachstums-
stillstand zu bringen. Die Kost ist nicht ganz A-frei, enthilt aber fiiv das Wachstum
ungeniigende Vitaminmengen.

Hafer, schwarz . . . . . 800 g
Weizenkleie . . . . . . . 800 g
Casein . . . . .. ... 80g
CaCO; . . . ... ... 8¢
NaCl . . . . . .. ... 20¢g

Die Tiere erhalten auBerdem dezitrierten Zitronensaft in Mengen von 3—4 ccm
pro die. Wachstumsstillstand und Gewichtsverlust treten schon nach 3—4 Wochen
auf. Zulage von 0,0075 mg Carotin oder 0,075 mg Xanthophyll ruft dann starkes
Wachstum hervor, das aber nach gewisser Zeit wieder aufhért und durch crneute
groBere Dosen wiederkehrt.

b) Diit von Wolbach, Howe, Tozer, Book usw.

Meerschweinchen werden zunichst mit ciner Kost untenstehender Zusammen-
setzung etwa 4 Wochen lang gefiittert, bis sie cin Gewicht von 550—560 g erreicht
haben. Dann iindert man die Mischung durch Ersatz der Butter durch Schweine-
schmalz und durch Reduktion der Zitronensaftgaben auf tiglich 4 cem. Die Kost
ist nicht ganz A-frei. Versuche mit reiner Ascorbinsiure liegen nicht vor.

Casein . . . . . . . . . 159%
Stirke . . . . .. ... T8
Butterfett . . . . . . . . 69%
Salzgemisch Osborne . . 39,
Hefe . . . . ... ... 2%

Filterpapier und Wasser ad libitum, dazu téglich 20 cem Zitronensaft.

C. Die einzelnen Testmethoden

Zur Auswertung des Vitamin A-Gehaltes sind verschiedene Methoden in
Anwendung, von denen hier nur die bewdhrten genannt seien:

1. Der Heilungstest, d. h. der Test, der die Heilung der Xerophthalmic

als Kriterium fiir die Vitamin A-Wirkung benutzt, wurde namentlich von

Coward und Mitarbeitern empfohlen, ist aber nach den heutigen Er-
fahrungen den anderen Methoden unterlegen.

2. Der Wachstumstest von Drummond und Sherman mit ihren Mit-
arbeitern ist die gebriduchlichste Methode und kann entweder kurativ
oder aber prophylaktisch verwandt werden. :
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3. Der Kolpokeratose-Test von Hohlweg und Dohrn, der namentlich in
der von Laquer und Mitarbeitern ausgearbeiteten Modifikation brauch-
bar ist. )

4. Der Resistenztest von Boynton-Bradford, der, was Empfindlichkeit
anbetrifft, den anderen Methoden mindestens gleichwertig ist.

1. Der kurative Wachstumstest

Der kurative Wachstumstest, der auf Grund der Arbeiten von Osborne-
Mendel, Steenbock, Drummond, Coward und Sherman ausgearbeitet
wurde, beruht auf der Erscheinung, dafl Ratten, die alle fiir das Wachstum
nétigen Vitamine enthalten, das Wachstum einstellen, wenn in der Didt das
Vitamin A fehlt. Zulage von Vitamin A beeinfluft das Wachstum spezifisch.
Der Test zerfillt in eine Vorperiode, wahrend der die Tiere eine der oben an-
gegebenen Kostformen, die A-frei sind, erhalten, bis die A-Reserven des Orga-
nismus erschopft sind, und in eine Versuchsperiode, wihrend der die zu testende
Substanz verabreicht wird.

a) Vorperiode: Junge Ratten, die nach den oben angegebenen Richtlinien
ausgewahlt wurden, erhalten eine A-Mangelkost, bis sie das Wachstum ein-
stellen und Symptome von Xerophthalmie zeigen. Die Tiere werden 2—3mal
wochentlich gewogen. Wachstumsstillstand und Xerophthalmie treten .ge-
wohnlich nach 3—5 Wochen auf. Wenn die Tiere 7 Tage lang nicht mehr zu-
nehmen oder aber schon abzunehmen beginnen, ist die Vorperiode zu Ende
und die zu priifende Substanz wird zugefiittert. Das ist etwa in der 6. Versuchs-
woche der Fall.

Die Tiere, die zu Anfang des Versuchs etwa 40—50 g wiegen, haben dann
ein Gewicht von etwa 70—130 g erreicht. Fiir den Testversuch sind aber nur
solche mit einem Gewicht von 70—100 g brauchbar. Wenn mdéglich, sind die
Grenzen noch enger zu stecken.

Steenbock und Mitarbeiter legen das Gewicht der Testtiere zu 70—125 g
fest. Von 144 Tieren die A-frei ernéihrt wurden, waren nach der Vorperiodo 15 zu
schwer und 20 an Infektionen erkrankt. Im allgemeinen ist das Gewicht der Ratten
auf einer A-freien Kost nach Beendigung der Vorperiode auf der Steenbock-Diiit
56 g, auf der Sherman-Kost 71 g und auf der reishaltigen Steenbock-Kost 65 g.

Im allgemeinen wird man das Gewicht der weiblichen Tiere zu Beginn der
Versuchsperiode mit 75—95 g und das der ménnlichen mit 75—100 g be-
grenzen. Coward 58) nimmt fiir weibliche 84 g und fiir méannliche Ratten 87 g.

Die Augenerscheinungen treten bei 50 9, der Tiere schon vor der Gewichts-
abnahme auf, bei 409, wihrend der Gewichtsabnahme und bei 109, fehlen
sie ganz. Negative Kontrollen gehen, wenn man sie unbehandelt 1a8t, unter
weiterem starkem Gewichtssturz 50—60 Tage nach Beginn der Mangelkost-
darreichung gerechnet, zugrunde.

b) Versuchsperiode: Die Versuchsperiode schlieBt sich unmittelbar an die
Vorperiode an. Der Beginn der Versuchsperiode fillt auf den 7. Tag nach dem
Gewichtsstillstand. Bei starkem Gewichtsabfall kann auch schon frither mit
der Darreichung der zu priifenden Substanz begonnen werden. Tiere,.die schon
ausgeprigte Xerophthalmie zeigen, scheiden fiir den Versuch aus. Selten hért
die Gewichtsabnahme aller Tiere einer Serie auf einmal auf. Man nimmt dann

' 58) Coward, Biochemic. J. 26, 691 (1932).
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die Tiere, die 7 Tage lang nicht zugenommen haben. Die anderen folgen erst
einige Tage spéter nach.

Jeder Test wird mit mindestens 10 Tieren fiir jede zu priifende Dosis aus-
- gefiihrt, z. B. fiir 5 Dosen desselben Priiparats 6 Serien von je 10 Tieren. Dabei
achtet man auf die oben gegebenen Anweisungen iiber die Verteilung der Tiere
nach Abstammung, Gewicht, Geschlecht usw. Von diesen Serien dient eine
als negative Kontrolle, die anderen bekommen steigende Mengen des Praparats.
Um die Wirkung des unbekannten Priparats gleich auf die internationale Ein-
heit zu beziehen, empfiehlt es sich, eine der obigen Serien mit einer bekannten
Dosis eines Standardpraparates zu behandeln, um auf diese Weise die Wirkung
des Standards zur Wirkung des Unbekannten in Beziehung zu bringen.

Die Hohe der Dosis ist derart zu wiahlen, dal die Gewichts-
zunahme der Tiere pro Woche etwa 3 g betragt. Auf diese Weise
ergibt sich am leichtesten eine klare Beziehung zwischen Dosis
und Wirkung.

Die verschiedenen Dosen sind stets in derselben Menge Ol mit der Sonde oder
Pipette zu verabreichen. Man verwendet am besten als Einheitsdosis 0,1 cem
Sesamél, das 4 Stunden bei 200° im Hochvakuum erhitzt wurde. Fiir griindliche
Durchmischung der 6ligen Lésung muB gesorgt werden. Olivensl kann Peroxyde
enthalten, die das Vitamin schnell zerstéren. Zusatz von Hydrochinon 0,002 bis 0,05 9,
hat einen schiitzenden Effekt. Athyloleat ist als Losungsmittel unbrauchbar 59).
Die Zufiitterung hat tiiglich getrennt von der Nahrung zu erfolgen, da feinverteilte
Stoffe, wie Stérke, das Vitamin zerstéren kénnen. Bei der Darreichung ist zu
beachten, da groBle Dosen einmalig verabreicht dieselbe Wirkung haben, wie kleine
Portionen derselben Dosis tiber lingere Zeit verteilt 60).

Ist die zu priifende Substanz kein O1 und relativ A-arm, so kann man ent-
weder das Vitamin vorher aus diesen Stoffen extrahieren oder man ist ge-
zwungen, einen erheblichen Teil der Kost durch die zu priifende Substanz zu
ersetzen. Man hat diese Methode mit Erfolg auf die A-Bestimmung im Mais
angewandt. Dabei wurde in der Kost stets ein bestimmter Teil der Stirke
durch das Maismehl ersetzt.

¢) Dauer der Versuchsperiode: Der Testversuch dauert 5—6—8 Wochen.
Im allgemeinen ist eine Versuchsdauer von 35 Tagen anzuraten.

In Amerika benutzt man vielfach eine achtwéchentliche Periode. Eine solche
ist nicht zu empfehlen, da die Tiere zwar in den ersten 5 Wochen regelméBig an
Gewicht zunehmen, nach dieser Zeit aber UnregelméBigkeiten auftreten, bei denen
die tégliche Gewichtszunahme fiir eine Woche berechnet fir die 5.—8. Woche,
immer kleiner wird. Die tiigliche Gewichtszunahme fir den gesamten Achtwochen-
versuch wird hierdurch kleiner als fiir den Fiinfwochenversuch. Daher ist eine Einheit
im Fiinfwochenversuch ausgewertet eine kleinere Grée als im Achtwochenversuch.
Mit anderen Worten wird fiir eine gegebene Vitaminmenge im Fiinfwochenversuch
mehr herauskommen als im Achtwochenversuch. Dic Begrenzung der Versuchs-
periode auf 5 Wochen erhéht die Werte um etwa 1/,.

Nach Sherman-Burtis6l) kam fiir eine gegebene Vitaminmenge im
Fiinfwochenversuch eine durchschnittliche wéchentliche Gewichtszunahme von
3,62 g, im Achtwochenversuch eine solche von 3,24 g heraus. Bei lingerem
Versuch treten unregelmiBige Schwankungen der Gewichtskurve auf.

59) Huston c.s., J. of biol. Chem. 79, 507 (1928).

60) Olcovitt-Matill, J. of biol. Chem. 91, 105 (1931).

61) Sherman c.s., Dissertation, New York 1928 (s. Hume- Smith, Biochemic.
J. 22, 504).



42

Schmidt-Nielsen 62) und Mitarbeiter sehen die Ursache dieser Schwan-
kungen der Gewichtskurve in der wihrend des Versuchs einsetzenden Pubertiit
des Tieres. Sie fanden, daf} die fallende Gewichtskurve nach weiteren Wochen wieder
anstieg. Daher empfehlen sie eine Dauer der Versuchsperiode von mindestens
3 Monaten oder besser eine solche von 5 Monaten.

Coward und Key63) geben verschiedene Reaktionstypen verschiedener
Tiere auf dieselbe Dosis Vitamin A, die aus folgender Abbildung ersichtlich sind.
Um diese auszuschalten, muB man eine Versuchsperiode von mindestens
8 Wochen nehmen. Nach Coward 64) ist eine Auswertung zwar um so genauer,
je linger sie ausgedehnt
. wird, aber sowohl Zeit-
:j aufwand wie auch Ar-

beitsleistung stehen in
keinem Verhéltnis zur
Verbesserung der Ge-
nauigkeit. Daher geniigt
ein Dreiwochenversuch
stets.

,4}& S _ d) Festlegung der
LK . Einheit: Nach Hume-
& P Smith 65) ist die Re-

u.‘.‘a" ¢- 30 days.y

0+4 g. of a vitamin margarine 0-4 g butter (early April)

g8 3888

Body weight of rats in grams

8

aktion auf kleine Dosen
gleich Null. Mittlere
Dosen des Vitamins er-

Abb. 18. Reaktionstypen A-frei ernihrter Ratten auf
Zugabe derselben Vitamindosis.
Gestrichelte Kurven = Gewichtsverlauf wihrend der ze.ugen sub.norm?,len"Gre-
Vorperiode, ausgezogene Kurven = Gewichtsverlauf wichtsanstieg mit spiter
withrend der Behandlungsdaucr. (Nach Coward.) fallender Kurve. Gro-

Bere Gaben fithren vor-

iibergehend zu normalem Wachstum. Erst optimale Dosen ermdéglichen
dauernde Gewichtszunahme.

Verschiedene Autoren bevorzugen die Begrenzung der Gewichtszunahme
auf 3 g pro Woche und nennen die Vitaminmenge, die imstande ist, diese Wirkung
hervorzurufen, eine Einheit 66).

Die Festlegung der Einheit auf normales Wachstum der Tiere ist weniger
sicher und nicht immer reproduzierbar, da verschiedene Rattenrassen verschieden
stark wachsen. Auch die von Javillier87), Dutcher 68) und Euler 69) als Einheit
vorgeschlagene ,,halbe Wachstumswirkung®, die einer Zunahme von etwa 6 g pro
Woche entspricht, ist abzulehnen.

Sherman definiert die Einheit des Vitamins A als diejenige Menge, die
tiglich verfiittert nach 5—8 Wochen die Augenerscheinungen zum Abheilen

62) Schmidt-Nielsen, Biochemic. J. 23, 1153 (1929), Kong Norsk Vid.
Selsk. 2, 44, 51 (1929).

63) Coward-Key, Biochemic. J. 22, 1019 (1928).

64) Coward, Biochemic. J. 1932 u. 1933.

856) Hume c. 8., Biochemic. J. 22, 504 (1928).

66) Zilva c. s., Biochemic. J. 15, 654 (1921).

67) Javillier, C. r. Acad. Sci. Paris 179, 998 (1924).

68) Dutcher c. 8., J. of biol. Chem. 75, 85 (1927).

69) v. Euler c. 8., Sv. Vet. Ark. Akad. Kemi 9, 117 (1929).
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bringt und eine durchschnittliche wéchentliche Gewichtszunahme von 3 g
pro Ratte verursacht (U-S-P-Einheit). Besser ist die Definition von Laquer,
die auch dem Vogan zugrunde liegt, und nach der eine Einheit diejenige
Menge darstellt, die téglich verabreicht, nach 35 Tagen einen
Gewichtsanstieg von i. D. 15 g und bei 609 der Tiere herbeifiithrt
und die Augenerscheinungen zum Abheilen bringt.

e) Auswertung der Versuchsergebnisse: Bei Auswertung der Versuchs-
ergebnisse muf} ein deutlicher Gang zu erkennen sein, derart, daB Tiere, die
groflere Dosen erhielten, auch groflere Gewichtszunahme zeigen.

Nach Coward vergleicht man am besten die Gewichtskurven der weib-
lichen und ménnlichen Tiere getrennt. Bei Begrenzung der Gewichtszunahmen
auf etwa 3 g pro Woche ist das aber unnétig. Bei der Auswertung der Kurven
bleiben die Tiere, die in den ersten 20 Tagen des Versuchs eingehen, unberiick-
sichtigt. Auch Tiere, die aus der Reihe herausfallen und einen ungleichmiBigen
Kurvenverlauf haben, werden nicht gewertet.

Aus der Tabelle von Laquer und Mitarbeiter ist ein Auswertungsbeispiel
in allen Phasen ersichtlich: Tabelle 10 zeigt die Zusammenfassung der Werte.
Danach sterben bei der Tagesdosis von 2 mg von 10 Tieren 3. Von den rest-
lichen erreicht der Durchschnitt cine Gewichtszunahme von 15 g, jedoch nur
bei 3 Tieren, d. h. 43 9%,. Bei der Tagesdosis von 2,5 mg ist die Gewichtszunahme
21 g. Eine Gewichtszunahme von 15 g errcichen 9 von 10 Tieren, also 90%,.
Bei der Tagesdosis von 1 mg und 0,5 mg geht ein groBer Teil der Tiere ein,
die iiberlebenden zeigen Augenverdnderungen und erreichen nicht die geforderte
Gewichtszunahme. Dic wirksame Dosis liegt zwischen 2 und 2,5 mg, also inner-
halb einer Differenz von 259%,.

In Einheiten ausgedriickt hat der gepriifte Lebertran also etwa 400 bis
500 Einheciten pro Gramm. Bei Carotin liegt die wirksame Dosis zwischen
2 und 3 y. Vogan erfiillt die Bedingungen des Tests in einer Tagesdosis von
0,025 mg. Es hat danach eine Wirksamkeit von 40000 Ratteneinheiten pro
Kubikzentimeter.

Erwiithnt sei noch, daB3 Lebertran-Wasser-Emulsionen oft hohere Werte er-
geben als der entsprechende Tran in derselben Dosis, wohl infolge hoherer Resorption
der Emulsion 70)).

.Tabelle 10. (Nach Laquer und Mitarbeiter)

Zahl iDiffcrenz zwischen Anfangs- u Zahl der Tiere
der }Endgewicht d.Versuchsperiode | mit mohr | it tot nacl
Dosis gewer,i Kleinste = groBte I‘ als 3 g | Xer::)lph- o d;lm H
inmg |5 4 Gowichts- | Gewichts- > ur%"" | Gewichts- !
eten i schnitt thamie 20. Tage
Tiere | zunahme | zunahme zunahme | -
| ing | ing ™ & absol.|in%, absol.|inY%,|absol.[in %
s s ; i =
25 10 | 410 432 420 9 9% 0 0 0 ' 0
20 7 | — 2 | 437 415 3 48 0o 0 0 0
1,0 0 11 ., — | 42 | 4+ 6 2 18 1 9 6 | b5
05, 1T | — — 0 0 0 4 6 5 10

70) Jones c. s., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 511 (1933).
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Tabelle 11. (Nact Lagquer und Mitarbeiter)
Datum T Gewicht und Alter Gewichtadifferenz gegen-
(Beginn der i ages- bei Beginn bei Begi iiber dem Gewicht bei Be-
Versuchsperiode Ratte | Geschlecht .dosxs der Mangelperiode | d. Vemuchg;:;iode ginn der Versuchsperiode Bemerkungen
1932) Ne Inmg | Gewicht | Alter | Gewicht| Alter in g nach Tagen
ing |inTagen| ing |inTagen 10 | 20 | 28 | 35
25. VIIL. 2108 | weiblich | 2,5 42 31 96 638 4+ 5|+ 6]+ 9 +16 = T
2119 s 2,6 39 31 97 68 + 2|4 6| +13| 419 —
2127 | ménnlich 2,5 38 27 96 66 +15| +22| +32| +32 —
2133 | weiblich 2,5 38 34 90 69 +11| 4+14| +16| +18 —
2135 | minnlich 2,6 40 34 94 66 + 3| 15| +24] 427 —
2136 | weiblich 2,5 38 34 98 66 +11| 19| +27| +27 —
2138 | ménnlich 2,5 39 34 91 66 + 6| +11| +20 +21 —
2173 weiblich 2,6 39 35 99 76 4 4| 410 416 +18 .
2182 » 2,5 38 35 98 76 +10| +19| +23 | +20 —
292 |, | 25 | 42 32 98 76 — 8 0+ 91 +10 —
- . Im Durchschnitt: 39 | 33 | 96 70 + 6] +12) +19] 421
25. VIII. 1997 | ménnlich 20 | 40 ] 35 84 | 65 s 418 #3418 T —
1998 o 2,0 41 35 78 67 + 2] — — — | Eingegangen am 14. Tag.
1999 weiblich 2,0 44 35 71 65 + 4+ 5|+ 4| — 2 i _
2001 ménnlich 2,0 43 35 81 65 0|+ 6| 414 +11 -
2006 weiblich 2,0 39 35 81 65 4 5| 412} +17| + 1 —_
2008 . 2,0 43 32 91 62 421 | 428 4-34| 430 e
2012 ” 2,0 45 32 89 62 + 7]+ 8| +12| +11 -
2014 ’ 2,0 44 35 91 65 + 8| +21| +37) 437 —
2081 Lo 2,0 44 36 72 64 — — — ~— | Eingegangen am 4. Tag.
) 2058 munnhchw 20 43 34 97 68 — —_ — — Eingegangen am 6. Tag, Magengeschwiire, Darmentziindung.
o ~ Im Durchschnitt 43 | 34 | 83 65 + 7] 412] +19] +15°
25. VIIL 2019 weiblich 1,0 43 35 79 65 ‘+ 30 | _i_"éo ,}'_”31 i;_ 251 o I
2021 ’ 1,0 43 32 85 62 +23 +27 — —_ Eingegangen am 31. Tag, Abszesse am Zungengrund.
2025 miénnlich 1,0 39 32 92 62 — 2|4+ 1|+ 4|+ 6 B _
2033 . 1,0 43 34 72 67 + 9| 412 +17| — Eingegangen am 30. Tag.
2047 " 1,0 41 35 76 68 +14 | 4+15| +16]| +16 —
2051 ’ 1,0 40 39 89 72 421 423 +14| — Eingegangen am 31. Tag, Blutung im Magen.
2055 » 1,0 45 27 84 59 + 1| 4+ 3] — — | Eingegangen am 27. Tag, Blutung im Magen, Darmentzindung.
2064 » 1,0 40 35 81 66 +14| +13| 411 410 : —
2071 1,0 42 39 81 71 +12| +15| +14| + 9| Xerophthalmie ab 32. Tag.
2074 weiblich 1,0 44 39 72 71 +11| +19| +13| — | Eingegangen am 31. Tag, Abszesse am Zungengrund, Blutung
in der Blascnwand, Blasensteine.
- 12079 v 1,0 42 39 84 71 4 4| + 4| — — | Eingegangen am 25. Tag, Abszesso d. sublingualen Speicheldriise.
- Im Durchschnitt: 42 | 35 | 80 66 +12| +13| +11] + 6/
27. VIIL. 1976 | minnlich 0,5 40 31 96 707 4+ 2] +18| — | — | Xerophthalmic ab 20. Tag, eingegangen am 21. Tag, Abszesse
. am Zungengrund, Magengeschwiire, Darmentziindung.
198? wmbh.ch 0,5 38 36 84 75 + 3| — — — | Eingegangen am 18. Tag.
2016 ménnlich 0,5 43 35 85 67 +15| +18 0| — | Xerophthalmie ab 27. Tag, eingegangen am 33. Tag, Abszesse
. und Geschwiilste im Zungenrund, Blutung im Magen.
2018 weiblich 0,5 39 35 92 67 +15| +20| — — | Eingegangen am 26. Tag, Magengeschwiir, Blutung in der
. Blasenschleimhaut, Blasensteine.
2020 | miénnlich 0,5 44 35 96 67 4+10| +15| — 8| —19| Xerophthalmie ab 32. Tag.
2073 ” 0,5 44 39 100 73 — 1} — — — | Bingegangen am 15. Tag, Geschwiire u. Abszesse im Zungengrund.
2021 » 0,5 41 36 72 66 — 8| — 5| — — | Xerophthalmie ab 13. Tag, eingegangen am 28. Tag, Abszesse
in den Halslymphdriisen.
2166 » 0,5 42 33 90 63 0| —16| — 7| —13| Xerophthalmie ab 32. Tag.
2171 » 0,5 41 35 89 67 — | — | — | — | Eingegangen am 8. Tag.
21_72 1 05 42 35 73 65 + 2|+ 5| +11| — | Eingegangen am 32. Tag.
Im Durchschnitt: 41 | 35 | 89 | 68 + 4|+ 3] — | —
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Ubersichtliche Bilder iiber den Versuchsverlauf erhdlt man. durch Ein-
tragung der Werte in ein Koordinatensystem (siehe Abb. 19 und 20).

Man kann natiirlich die gefundenen Ergebnisse auch in anderer Weise aus-
werten. So ist es zulissig, beim Vergleich zweier Substanzen anzugeben, wieviel
Gramm jeder Substanz dieselbe Gewichtszunahme verursacht. Eine weitere Méglich-
keit ist die Zurickfithrung der untersuchten Substanz auf ein Standardpriparat.
Ein solcher Vergleich ist immer am sichersten und man ist ziemlich unabhingig
von der benutzten Kostform, von der Auswertungsdauer usw. Voraussetzung ist
dabei natiirlich, daB bei jedem Test das Standardpraparat mit ausgewertet wird.
Uber internationalen Standard s. S. 63. Auch die Aufstellung einer Standardkurve,
die natiirlich mit groBem Tiermaterial erfolgen soll, kann zur Auswertung heran-
gezogen werden. Man bestimmt dann fiir verschiedene Dosen des Standards die
Gewichtszunahmen und trigt sie auf der Ordinate eines Koordinatensystems ein.

Grams 6ram
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&
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1601 60
120[’ 50
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40r 30+
10 It 1 L 1 L i ]
20 - 1 1 1 1
Days40 80 120 160 200 240 260 Days30 40 50 60 70 80 90
Abb. 19. Gewichtskurven minnlicher Abb. 20. Gewichtskurve ciner Ratte
(Male) und weiblicher (Female) Ratten withrend des kurativen Wachstwnstests.
auf vollwertiger Kost. Vorperiode bis zum Kreuz, Behand-
(Nach Pittenger.) lungsperiode. (Nach Pittengor.)

Die Dosis steht an der Abszisse. Aus der erhaltenen Kurve kann man die der or-
mittelten Gewichtszunahme ontsprmhmdc Menge des Standards ablesen und somit
das unbekannte Priparat gleich in Standardeinheiten ausdricken.

) Fehlergrenzen der Methode. Nach Coward-Key-Dycer-Morgan (l c.63u.64)
betrigt die Fehlergrenze der Methode bei 10 Ratten pro Dosis etwa 309,. Sherman
fand eine Fehlergrenze von 25 9 bei 9 Tieren pro Dosis und einer achtwoéchentlichen
Versuchsdauer. Coward berechnet bei verschiedener Versuchsdauor die Ab-
weichungen nach oben oder unten vom wahren Wert fiir den 1—2-—3—4- und
5-Wochenversuch nach oben zu 44-—28-—21--19—17 9%, und nach unten zu 31—23
—18-—-16—159%. Zur Erzielung derselben Fehlergrenze muf3 man doppelt soviel
weibliche als ménnliche Ratten in den Versuch nehmen (z. B. 11 miénnliche oder
21 weibliche Tiere pro Dosis). Das Geschlecht ist fast ohne Einflul, wenn die
Einheit bei 3 g pro Woche festgelegt wird.

2. Modifikationen der kurativen Methode

a) Methode von Coward. Nach Coward ist die Lebensdauer der Tiere im
kurativen Testversuch proportional der gegebenen Vitaminmenge. L&t man die
Tiere, die in der ersten Woche der kurativen Periode eingehen, unberiicksicht und
bewertet nur diejenigen von der 2.—5. Woche, so erhilt man ein Bild, das mit der
Gewichtszunahme ubereinstimmt. Ein Beispiel ist in folgender Tabelle gebracht.
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Tabelle 12. (Nach Coward.) To show the growth response of groups

of rats to different doses of cod-liver oil,

whlte casein® (B.D. H) in the diet

extracted “ligth

Dose | No. f No. o in- Mean
of Total | Date test | dead | dead Rats alive | crﬁ)asmg increase
c.L.o. | Po-of began I inl | ing-5 | &b end of { 10 g in§weeks
mg rats ’. week ; Weeks 5 weeks | lnsweeks g
0,25 31 Jan. 1930 2 115 14 : 3 —11,6
! (78, 79):
1,0 | 37 Apr. 1930 7 6 | 24 ’ 53 13
! : 712, 79)
1,5 35 May 1930 5 | 3 | 27 67 17,1
5 i j (103, 179)
2,5 ; 32 : Nov. 1929 ) | 30 90,3 ‘ 27,7
; ; \ (198, 119) |
7,5 31  Dee. 1929 o . 1 30 97 482
i | (183, 129) ! {3 55,7
C : ! Q 37,0}
20,0 32 | Dec. 1929 1 0 31 100 45,4
) ‘ i (1563, 169) l {d‘ 53,0
1 ; ?37,2
Tabelle 13. (Nach Collison und Mitarbeiter.) Test of carotene for
i vitamin A activity
1 No. ! No. No of ”ﬁ‘.ﬁiﬁfﬁ' l
Material tested Dose= of ! of 'Sex! f.ﬁ?.?. ! pe(‘;%‘“‘ | Notes
k mg Hlttel 1 rat | tenance | experi- '
S N SR S _dmenbg | e
Cabbage carotene: 1 ! |
1.V.330 0,01 1228 . 572 @ 284 . 40 —
M.P. 174—178% ,, 1227 5773 284 76 . —
0,005 ,, 579 @ 28 7 | Moribund at end of cxperi-
: i ' ment with septic bladder
i | condition
. ., 578 3 284+ 60 —
0,003 1223 563 & 28+ 25 —
, 12256 601 3 28 + 10 Following smaller dose,
; septic glands in neck
0,002 1223 564 & 28+ 16 —
,» 1275 601 & 6 — 5 . Following smaller dose,
. . changed to larger dose
. if 6 ' Maintained to end of
0,001 1223 561 ¢ ! 24 ‘\—15 : period on 0,002 mg
, 1228 574 & 4 | — 2 Cured by cod-liver oil
» 1275604 @ 3 | — 5 Died—septic uterus
. . 605 2 14 5 | Haematuria
o L— 4
. ' vy 601 & 6 — 5 . Changed to larger doso
Carrot carotene: E \ f
(a) 1.V. 220 0,04 1272 596 @ 284+ 29| —
M.P. 1690 0,02 1223 567 & 28 4 7 | Following dosc mother-
: liquor
» 1272 600 @ 284 23 —
» » 897 3 28+ 29 —
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Growth - -
Dose No. | No. No of | during
Material tested of | of |Sex| Jays | period Notes
mg | ..
litter| rat tenance| experi-
ment g
(b) Recryst. 0,01 | 1223 | 560|Q | 28 4| 31 |Following dose mother-
1.V. 300 * liquor
, | 1228 ] 573 | 3 7 | — 6 | Fulminatingcornealsepsis.
| Treadet perhaps prema-
! | turely with other ma-
| 1 terial—cured )
I, | 12271576 /3 128+ 36 —
0,005/ 1275 | 607 | 2 | 10 i — 4 | Cured by cod-liver oil
v . 6023 |16 — Changed to 0,01 mg with
\ temporary improvement
0,004 ,, | 608 Q |13 — 8 | Cured by cod-liver oil
0,002| 1275 | 603 | 3 |12 — 8 | Cured by cod-liver oil
0,001 1228 | 575 | 3 5  — 4 | Cured by other material
{5, | 12751608 | Q |13 | — 8| Changed to 0,004 mg
L, v 607 | @ [ 12. | —10 | Changed to 0,005 mg
' , 60213 17 — 8 | Changed to 0,005 mg
Spinach carotene: E : | .
{a) 1.V. 338 0,012 1300 6113 ' 8 . — | Haematuria, died, severe
M.P. 164° ‘ i : | " stone
Y, , 616/3 284+ 36 Foetid urine
10,008 , 609|Q 28+ . 15 Haematuria before be-
i l l ‘ : ginning dosage
v » 610 Q 18 ‘{_lﬁ}' Haematuria—died
{(b)'LV. 352 10,010 ,, 6133 28+ 51 Foetid urine—enlarged
; ‘ : i * gland in neck
[ s 1 614|3  8 —10 | Haematuria before be-
i ; i | | ! ginning dosage—died
f 1 1 .| 25 | Haematuria—recovered
P o 61518 125\ 14! with cod-liver oil
(c) After shaking | 0,006' 1300 612 |3 |

log + 27 —
solution with, ! i i
and filtering | 5
through, chalk : I

i i : i

b) Methode von Collison-Hume-Smedley-McLean 71). Ebenso wie
Coward ziehen die genannten Autoren als Kriterium der Wirkung des Vitamins A
neben der Gewichtszunahme die Uberlebensdauer heran. Junge Ratten erhalten
5—6 Wochen lang eine A-freie fetthaltige Kost mit 6—12 9, Hefe. Mit der 5. bis
6. Woche tritt Wachstumsstillstand cin, entsprechend gibt man 28 Tage lang die
zu untersuchende Substanz.

Als Kriterium der Wirksamkeit gilt die Erhaltung von Leben und Gewicht.
Es wird diejenige kleinste Menge A-Vitamin bestimmt, dic das Leben 28 Tage
erhalten kann. Die Gewichtszunahme in dieser Zeit wird erst in zweiter Linie be-
rucksichtigt. Dann wird diejenige Dosis ermittelt, die diese Bedingungen nicht
erfiillt. Die Methode hat den Nachteil, daB viele Tiere eingehen, und zwar auch bei
Dosen, die bei anderen wirksam sind, da die Wirkung des verabreichten Vitamins
erst nach einer gewissen Latenzzeit eintritt, wihrend der die Tiere noch weiter
geschwicht werden.

Die ermittelte Dosis, die fiir ,,maintenance‘‘ ausreicht, ist natiirlich viel kleiner
als diejenige, die die im obigen Test geforderte Gewichtszunahme verursacht. Ein
Auswertungsbeispiel ist in Tabelle 13 zu sehen.

7i;6;;lison c. s., Biochemic. J. 23, 634 (1929).
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3. Der prophylaktische Test

Der prophylaktische Wachstumstest gibt ebenfalls gute Werte. Man ver-
fihrt wie oben beschrieben, nur mit dem Unterschied, da man von vornherein
den Tieren auf der A-freien Diiit auch das zu priifende Priparat verabreicht.
Hierbei muB ganz besonders Wert auf gleichartiges Tiermaterial
gelegt werden. Die negativen Kontrollen miissen sorgfiltig beobachtet
werden. In derselben Weise wie oben teilt man die Tiere ein und gibt einer
Serie eine bestimmte Menge eines bekannten Standardpriparates, um so die
Wirkungen vergleichen zu kénnen. Am besten dehnt man die Versuche auf eine
lange Zeit aus (Hume-Smith 73)).

Als Einheit nimmt man entweder die Menge, die gerade den Gewichts-
abfall verhindert und das Tier normal erscheinen liBit, oder besser eine der
verabreichten Standarddosis entsprechende Menge.

Wir haben mit diesem Test ebenfalls gute Erfolge gesehen, im allgemeinen
ist aber der kurative vorzuziehen. Nach Culhane ist der prophylaktische
Test mindestens dem kurativen gleichwertig (vgl. auch Scheunert-Schieb-

lich 74),75),%6).
4. Die Xerophthalmieheilung als Test

Von vielen Autoren wird als Test auf das Vitamin A die xerophthalmie-
heilende Wirkung benutzt. Die Schwierigkeit hierbei liegt zweifellos in der Be-
schaffung eines gleichwertigen Tiermaterials, da nicht jedes erkrankte Tier
gleichméBig stark erkrankt ist. Eine weitere Schwierigkeit liegt darin, dafB
langst nicht alle Tiere Xerophthalmie entwickeln. Scheunert und Schieb-
lich (l. c. 74) brauchen 10 Tiere pro Dosis und fordern, daB innerhalb 35 Tagen
8 von 10 Tieren am Leben bleiben und Abheilung der Xerophthalmie zeigen
sollen.

Die Xerophthalmie heilenden Dosen liegen meist héher als die wachstums-

steigernden. Bei einer Zufuhr von 5 y Carotin pro Woche bleibt die Xerophthalmie
unbeeinfluft. Erst Dosen von 20 y pro Tier und Woche heilen sie.

5. Die Auswertung des Vitamins A nach dem Kolpokeratose-Test

Der Kolpokeratosetest von Hohlweg und Dohrn beruht auf der Er-
scheinung, daB bei A-freier Erndhrung schon vor dem Wachstumsstillstand
eine Kolpokeratose 77),78),79) genannte Erkrankung der Vaginalschleimhaut
der kleinen Nager einsezt, die durch Zufuhr von Vitamin A zum Verschwinden
gebracht werden kann. Die zyklischen Verdnderungen in der Vaginalschleim-
haut der kleinen Nager seien nur kurz skizziert: Im Ruhestadium zwischen den
Sexualzyklen finden sich im Ausstrich der Vagina Leukozyten und wenig
Epithelien. Im Proéstrus nehmen die Epithelzellen auf Kosten der Leukozyten

73) Hume-Smith, Biochemic. J. 22, 504 (1928).

74) Scheunert c. s.,, Biochem. Z. 263, 444, 454 (1933).

75) Sherman c.s., J. of biol. Chem. 91, 505 (1931).

76) Coward c. s., Biochemic. J. 22, 1019 (1928).

77) Wolff-Overhoff, Nederl. Tijdschr. Geneesk. 1, 1662 (1933).

78) Wolbach-Howe, J. of exper. Med. 42, 753 (1925); Arch. of Path. 5,
239 (1928).

79) van Eeckelen, Arch. neerl. Physiol. 16, 281 (1931); Z. Vitaminforschg
1, 65 (1932).

Bomskov, Vitaminforschung 4
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zu. Im Volléstrus tritt eine Verhornung der oberen Epithelschichten ein, die
zum typischen Schollenstadium fithrt. Im Metéstrus, dem Ubergang zu einem
neuen Intervall, treten wieder Epithelien und Leukozyten auf. Infantile oder
kastrierte Tiere zeigen dauernd das Bild des Intervalls: Leukozyten und wenig
Epithelien. Erndhrt man sie aber mit einer A-freien Kost, so findet man nach
kurzer Zeit im Ausstrich Bilder, die einen Volléstrus vortduschen, ndmlich
reines Schollenstadium (Kolpokeratose). Bei Behandlung mit A-wirksamen
Substanzen verschwinden schon nach wenigen Tagen die Schollen aus dem
Ausstrich. Der Kolpokeratose-Test kann deshalb als umgekehrter Allen-
Doisy-Test angesehen werden.

a) Die Technik von Hohlweg und Dohrn 80). Der Test wird an kastrierten
Ratten ausgefithrt. Die Tiere werden A-frei erndhrt. 15 Tage nach Beginn
der Fiitterung werden téglich Scheidenabstriche gemacht und untersucht. Die
Bilder lassen sich in vier Stadien teilen:

Stadium 0 = Stadium der normalen kastrierten Ratte,
" 1 = Beginn des Auftretens der Schollen,

2 = im Ausstrich 509, Schollen,

4 = im Ausstrich 1009, Schollen.

’

2

Nachdem die Tiere etwa 1 Woche lang Bilder der Stadien 2 und 3 gezeigt
haben, sind sie fir die Auswertung einer A-haltigen Substanz brauchbar. Je
3—>5 Tiere erhalten die zu priifende Substanz in Arachisél gelost mit der Schlund-
sonde in vier Portionen auf 2 Tage verteilt. War die Dosis wirksam, so zeigt
sich gewohnlich schon am dritten Tag im Ausstrich das Stadium 0. Der Test
ist ebenso empfindlich wie der kurative Wachstumstest. 5 y Carotin oder
1 Blaueinheit pro Tag und Tier heilen innerhalb 4—5 Tagen.

b) Die Technik von Laquer und Mitarbeitern (1. c. 7b). Kastrierte oder
nicht kastrierte Rattenweibchen werden A-frei ernihrt, wobei man fortlaufend
den Vaginalabstrich kontrolliert. Mit Beginn der Versuchsperiode erscheinen
vermehrte Leukozyten und kernhaltige Zellen. Einige Tage spéter sicht man
verhornte Zellen, die nach weiteren 2—3 Tagen das ganze Bild beherrschen.
Das Schollenstadium bleibt bis zum Tode des Tieres bestehen. Prophylaktische
Darreichung von Vitamin A oder Carotin in Dosen, die zum normalen Wachstum
geniigen, verhiitet die Entstehung der Kolpokeratose. Ungeniigende Dosen ver-
zogern ihre Entstehung. Als Test bietet aber die Prophylaxe vor der Wachs-
tumsmethode keine Vorteile. Besser ist der therapeutische Test.

Man benutzt Rattenweibchen, die 1009, Schollen im Abstrich zeigen.
Erhalten die Tiere eine einmalige Dosis Vitamin A oder Carotin, so ist zu-
niachst am darauffolgenden Tage das Abstrichbild unverindert. Am zweiten
Tage treten die Schollen zuriick und erst am dritten Tage sind sie vollkommen
verschwunden. Bei hohen Dosen kénnen auch die Leukozyten zuriickgehen, so
daBl der Ausstrich zur Hauptsache aus Schleim besteht. Das schollenfreie
Stadium kann, je nach der Dosis, bis zu 1 Woche anhalten. Sobald das ge-
speicherte Vitamin aufgebraucht ist, erscheinen im Ausstrich wieder Schollen.
Die Tiere reagieren dann auf eine erneute A-Gabe wie zuvor.

80) Hohlweg-Dohrn, Z. exper. Med. 71, 762 (1930); Proc. 2nd internat.
Congr. Sex. Res. London 1930.
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Die Zeit, in der die Schollen aus dem Abstrich verschwunden sind, ist
der verabreichten Vitaminmenge proportional. Schwankungen kommen, wie
bei jedem biologischen Test, vor. (Gewéhnlich reagieren Tiere, die erstmalig
behandelt werden, auflerhalb der Reihe. Sie zeigen entweder abnorm lange
im Ausstrich das schollenfreie Stadium oder das Schollenstadium bleibt trotz
der Behandlung bestehen. Auch Ratten, die lange Zeit unbehandelt gelassen
wurden, reagieren oft iiberhaupt nicht. Die Reaktion ist nur dann gleichméBig,
wenn nach dem Wiederauftreten des Schollenstadiums die Zeit bis zur er-
neuten Behandlung abgegrenzt wird. GleichmaBiger wird der Test weiter bei Be-
nutzung kastrierter Tiere, da sich sonst 6strale Erscheinungen doch oéfter bemerk-
bar machen. Die Auswertung erfolgt an Hand von Kurven. Beispiel s. Abb. 21.

Aus der Abbildung geht

hervor, daB3 ein Abstand der Ratte Nr 587 Weibchen kastrier!
Ordinate von 2 em das schollen- s

freie und das Schollenstadium 1 200mg Stond Levertran &

abgrenzen. Auf der Abszisseist 6 [ 2 womg » - [
1cm — 1 Tag. 701~ 3 50y Corotin

In dieses Schema triigt man

. o 1e - < 1001 V Einzelbestimmungen
die tiglichen Befunde ein. Es "

g
1051 ¢ 100mg Stand Lebertran §
3
95 &

entsteht so cine Reaktionskurve. wl B

Sie bildet mit einer weiteren | s

Linie, dic den Anfangs- und 4| § I ¢
Endpunkt der Reaktion ver- b l
bindet und als 100 % ige Schol- 70 .§ """ NIRRT
lenlinie parallel der Abszisse s »%} Jﬂ
verlduft, einc Fliche, dic in & —~§§ 0% Schollen — d —
Quadratmillimeter ausgemessen 55X

cinen MaBstab der Wirkung s {/ ’(;m”"/’;z Z

abgibt. Man bezeichnet die Wir- ¢
kung in Wirkungszahlen == aus- %
gemessenenQuadratmillimetern. ¥ L g
Aus Tabelle 14 geht ein Aus- 5 T o b m o B B w600 5 085 70 5 885 0 65 m

KN

wertungsbeispiel hervor. Tage
_ Wichtig ist die Zeitdauer — Abb. 21. Auswertung des Vitamins A nach dem
zwischen dem kKnde der einen Kolpokeratosetest. (Nach La quer.)

Reaktion und dem Beginn der
crneuten Behandlung.  Sie mull 4—5 Tage betragen. Wiihrend dieser Zeit soll
der Abstrich 1009, Schollen zeigen.

Far die Auswertung der Ergebnisse legt man am besten die Dosis fest, die eine
durchschnittliche Wirkungszahl von 800—1000 gibt, weil hicrbei das schollenfreie
Stadium immer erreicht wird und der Versuch nur 4—5 Tage dauert, so, daf3 die Tiere
nach der vorgeschricbenen Zeit wieder versuchsreif sind. Hohere Dosen bendtigen
eine lingere Versuchsdauer und niedrigere werden in den Ausschligen zu ungenau
(Tabelle 14).

Die Fiarbung des Ausstrichs, der mit einem um eine Nadel gewickelten Watte-
bausch cntnommen wird, geschiecht am besten mit Hdmatoxylin-Eosin.

¢) Die Technik von Klussmann und Simola 81). Kastricrte Rattenweibchen
werden 1 Woche nach der Operation auf eine A-freic Didt gesctzt. Gewicht der
Ticre 40—60 g. Die crsten Abstriche (nach 3 Wochen) zeigen reichlich Schleim
und Leukozyten, also das normale Bild des kastrierten Tieres. Allmihlich treten
Schollen auf. Zuletzt findet man 100 %iges Schollenstadium. Bemerkenswert ist
die Feststellung, daB3 der Dauerdstrus schon zu einer Zeit erscheint, in der die Tiere
noch regelmaBig wachsen. 5—6 Tage nach Beginn des reinen Schollenstadiums
wird die zu priifende Substanz in 0] verabreicht. Riickgang der Schollen beweist
die A-Wirksamkeit der Substanz.

81) Klussmann-Simola, Biochem. Z. 258, 195 (1933).

4*
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Tabelle 14. (Nach Laquer und Mitarbeiter)

Zeit, der ) Zal,)lz'li;ier Dosis Wirkungsgah]en Durch
Priifungen fungen in mg Einzelwerte schnitt
Dezember 1931 6 200 | 1200, 1100, 1800, 2100, 1500, 1000 | 1500 | 1800

Juni 1932 6 200 | 1800, 1100, 3500, 2800, 2100, 1750 | 2050 |

Aug.—Okt. 1931 20 100 | 1250, 1350, 1150, 400, 900, 1600,
1300, 500, 300, 250,1000, 250,
450, 900, 600, 900, 1150, 400,
500, 800 800

Okt.—Dez. 1931 | 20 100 | 350, 300, 250, 950, 300, 1700,
1300, 500, 500, 1050, 800, 600,
3200, 850, 300, 200, 550, 350,
300, 500 750
Jan.—April 1932 | 20 100 | 1650, 1000, 2300, 900, 600, 500,
1400, 850, 2200, 400, 400, 600,
400, 350, 400, 400, 400, 400,
950, 400 800 ; 800
Juni—Juli 1932 20 | 100 | 650, 200, 500, 800, 1800, 400,
: | 1700, 700, 400, 800, 1100, 700,
{600, 650,1550, 750, 800, 600,
200, 950 850
1000, 800, 1150, 2050, 1000, 1850,
550, 300, 1100, 2500, 800, 500,
350, 750, 750, 300, 500, 550,
700, 1000, 750 900
200, 400, 100, 200, 250, 500,
100, 500, 300, 100, 200, 100 250]
Juli—Aug. 1932 8 50 | 600, 500, 200, 600, 1900, 150, :
350, 200 550]
Okt.—Dez. 1931 9 25 | 150, 100, 100, 200, 150, 200,
300, 100, 300 200
Jan.—April 1932 | 18 25 | 200, 150, 100, 0, 100," 50,
200, 200, O, 50, 50, 600, ! 200
350, 100, 150, 200, 150, O | 150
|
Juli 1932 4 | 25 | 400, 300, 400, O . 300
Okt.—Dez. 1931 | 12 10 o, 0, 0,100, 0, O,
50, 100, 150, 50, 0, O, | 50

Aug.—Sept. 1932 22 100

Oktober 1931 P12 50

o
5
>

400

Carotin bewirkt in Dosen von 1 y nach 9 Tagen Auftreten der Leukozyten.
Nach Verabreichung von 2,5 y erscheinen sie nach 5 Tagen und nach 5 y schon
in 8 Tagen. Vollstindiger Riickgang des Schollenstadiums wurde erreicht nach
1 y Carotin in 16 Tagen, nach 2,5 y in 11 Tagen und nach 5 y in 12 Tagen. Auch
Baumann 82) gibt eine Versuchstechnik an, die sich aber nicht wesentlich von
den beschriebenen unterscheidet.

6. Der Resistenztest von Boynton und Bradford83)

Der vielleicht empfindlichste Test auf das Vitamin A ist der Resistenztest
von Boynton-Bradford. Schon lange vor Eintreten des Wachstumsstill-
stands ist die Resistenzverminderung bei der Avitaminose A nachweisbar. Ein

82) Baumann, Science (N. Y.) 1932, 420.
83) Boynton-Bradford, J. of Nutrit. 4, 323 (1931).



53

sonst harmloser Rattensaprophyt, der Bac. mucosus capsulatus, wird pathogen,

wenn man ihn 4 Wochen A-frei erndhrten Ratten intraperitoneal injiziert

(Dosen von 0,25—0,4 cem einer 1:10 verdiinnten Bouillonkultur). * Kleinste

Vitamin A-Mengen sind imstande, die Resistenzverminderung zu verhiiten.
Nachpriifungen der Methoden liegen bisher nicht vor.

IV. Die chemischen Methoden zur Bestimmung des Vitamins A

Neben den biologischen Methoden zur Bestimmung des Vitamins A kennen
wir auch einige chemische Reaktionen, die imstande sind, in manchen Féllen
den Tierversuch zu ersetzen. Die hauptsichlichen dieser Methoden wurden
von Fearon84), Bezssanoff83) und Carr-Price 86) angegeben.

Der Pyrogalloltest von Fearon beruht auf der Blaufirbung eines Vitamin A-
haltigen Oles mit Pyrogallol. Die Reaktion ist aber wahrscheinlich unspezi-
fisch 87), 88), 89) und kaum in Gebrauch. Bezssanoff zieht die Erscheinung, daB
A-haltige Ole sich mit Molybdin-Phosphorwolframsiure intensiv blau firben, zum
Nachweis heran. Der weitaus beste und gebriduchlichste Test ist die Reaktion
von Carr und Price, die auf der Blaufdrbung einer A-haltigen Losung mit Antimon-
trichlorid beruht.

A. Die Carr-Price-Reaktion
1. Allgemeines

Beobachtungen iiber die Farbreaktionen verschiedener Ole mit Schwefel-
siure, Arsen- und Antimonchloriden bildeten die Grundlage fiir die Ausarbeitung
einer quantitativen Bestimmungsmethode fiir das Vitamin A.

An Stelle der von Rosenheim und Drummond 90) verwandten Arsen-
verbindung ist man heute allgemein dazu iibergegangen, die entsprechende
Antimonverbindung anzuwenden. Man geht hierbei so vor, da8 man das zu
priiffende Ol mit einer Losung von Antimontrichlorid versetzt und die ent-
stehende Farbe gegen abgestufte Blaugliser oder gegen Standardlésungen
miBt. Die Methode ist nur fiir konzentrierte Losungen brauchbar, wie sie z. B.
im Lebertran vorliegen. Aus anderen Substanzen ist das Vitamin vorher zu
extrahieren und anzureichern. Pflanzliche Pigmente stéren die Reaktion
(Lykopin, Bixin, Crocetin). Die Methode versagt bei der Iykopinreichen
Tomate. Die Reaktion ist fir das Vitamin A spezifisch. Das A-wirksame
Carotin gibt eine 20mal schwichere Blaufarbe.

Die Farbtiefe ist bei héheren Konzentrationen keine lincare Funktion
des Vitamin A-Gehalts des Lebertrans. Deshalb empfiehlt es sich, wenn man
nicht den Fehler dieser Bestimmung bei kleinen Konzentrationen mit in den
Kauf nehmen will, den Tran nach einer der bekannten Methoden zu verseifen
und das Unverseifbare, das mit Athylendichlorid, Chloroform oder Petrolither

84) Fearon, Biochemic. J. 19, 888 (1925).

85) Bezssanoff, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 11, 294 (1929).

86) Carr c. s., Biochemic. J. 20, 497 (1926).

87) Moore, Lancet 2, 219 (1929).

88) Willomot-Wokes, Lancet 2, 8 (1927).

89) Rosenheim-Webster, Lancet 2, 806 (1926); Biochemic. J. 20, 1342
(1926).

90) Rosenheim c. s., Biochemic. J. 19, 753 (1925).
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ausgeschiittelt wird, in Chloroform gelést, zu untersuchen. Kleine Mengen von
Athylendichlorid oder Petrolither storen die Reaktion nicht. Diese Methode
ist um so vorteilhafter, als gewisse Ole, durch darin enthaltene stérende Sub-
stanzen, die Ergebnisse erheblich beeinflussen kénnen.

2. Herstellung der Chloroformlésung des Antimontrichlorids

Reines Chloroform wird 2—3mal mit Wasser gut ausgeschiittelt und dann
iber gegliihter Pottasche getrocknet. Das Chloroform wird destilliert, wobei
die ersten 109, des Destillates verworfen werden. Waihrend Trocknung und
Destillation ist die Losung vor Lichtzutritt zu schiitzen. Das Antimontrichlorid
wird mit dem reinen Chloroform gewaschen, bis die Losung farblos abliuft und
darauf iiber Schwefelsdure getrocknet. Aus den beiden reinen Bestandteilen
stellt man sich eine bei 20° gesittigte Losung her, die etwa 21—23 9 Antimon-
trichlorid enthélt. Sie ist in braunen Flaschen mit GlasverschluB etwa 4 Wochen
haltbar 91). Peinlichste Sauberkeit vor Verunreinigung mit Wasser ist Vor-
bedingung!

Gutzeit 92) gibt neuerdings ein anderes Reagens an, mit dem aber nicht ge-
niigende Erfahrungen vorliegen, um zu entscheiden, ob es gegeniiber dem be-
schriebenen erhebliche Vorteile bietet. Die Losung enthiilt neben Antimon auch
Arsentrichlorid und Hydrochinon zur Haltbarmachung.

3. Ausfiihrung der Reaktion

2 g des zu untersuchenden Lebertrans werden genau abgewogen und im
MeBkolben mit reinem Chloroform auf 10 cem aufgefiillt. Man gibt 0,2 ccm
dieser Losung (abgemessen mit einer 1-cem-Pipette von 15 em Linge) in den
10-mm-Trog des Kolorimeters. Nach Einsetzen der Kiivette in den Apparat
gibt man weiter 2 ccm der Antimonchloridlésung hinzu und riithrt mit einem
Glasstab gut um. Die Ablesung mull schnell erfolgen, da die Farbtiefe nach
10 Sekunden ein Maximum erreicht. Die Bestimmung erfolgt durch Vor-
schalten farbiger Gliser (gelb, rot, blau) bis zur Ubereinstimmung des Farb-
tones. Man nimmt nach 4—5 Ablesungen den Mittelwert, wobei jedesmal der
Ansatz in der Kiivette erneuert wird.

In der beschriebenen Weise (20 mg Ol auf 1 cem Reagens) mu8 cin guter
Lebertran einen Wert von 10 Blaueinheiten geben. Nach Rosenheim-
Webster (I. c. 89) ist dieser Wert gleich 1 C.L.O. (cod liver oil). Die Ermittlung
der C.L.O.-Zahl ergibt sich aus der Beziehung:

. 20mal abgelesene Blaueinheiten CL0.93)
Milligramm der zu testenden Substanz in Kubikzentimeter

Die Ablesung erfolgt nach der Stoppuhr, am besten immer nach 30 Se-

kunden 94).
Verseift man einen Tran und fiihrt die Reaktion mit dem Unverseifbaren

aus, 80 bekommt man fiir 1 cem Reaktionsgemisch schon mit 10 mg einen Wert
91) Evers, Quart. J. Pharmakol. 2, 227, 566 (1929).
92) Gutzeit, Arch. Sci. Phys. et Nat. Gén. 9, 155 (1927).
93) Report of the C.L.0O. Coulour Test Subkomm. London 1931.
94) Everdingen, Proc. roy. Acad. Amsterdam 35, 1339 (1932).
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von 10 Blaueinheiten 95). Fiir den Vergleich der Wirkung des Vogans mit der
Blaufarbe muB dieser Wert herangezogen werden, um Ubereinstimmung zu
bekommen. Der Farbtest ist bei Blauwerten iiber 10 weniger gut durchzufiihren
als bei kleineren. Bei héheren Konzentrationen besteht kein Verhiltnis zwischen
Farbe und A-Gehalt. Coward u. a. empfehlen ecine Ablesung bei 4—6 Blau-
werten. Bei Bestimmung des Blauwerts von Vogan erhilt man in 0,1 9iger
Losung einen Wert 10 Blau + 4 Gelb (0,2 cem Vogan — 2 cem Reagens). Bei
Bestimmung in 0,5%iger Losung ergibt sich 6,5 Blau + 2,5 Gelb (0,1 ccm
Vogan — 2 ccm Reagens).

Als Lichtquelle fir die Ablesung nimmt man cine 40-Watt-Osram-Nitra-
Milchglaslampe fiir 220 Volt, deren Licht durch einen dahintergestellten weilen
Milchglasriickstrahler reflektiert wird (Laquer und Mitarbeiter). Die Ablese-
genauigkeit betrigt fiir verschiedene Personen 0,5 Blau.

Die oben angegebene Einheit von 20 mg Lebertran wurde gewihlt, weil
diese Mengen im Testversuch auf Vitamin A gerade 1 Sherman-Kinheit
entspricht. 1 C.L.O. ist also gleich 1 Sherman-Einheit.

4. Die Kolorimeter

Fir die Carr-Price-Reaktion kann jedes beliebige Kolorimeter benutat
werden. Gewdhnlich wird die Reaktion in dem Lovibond-Tintometer von Rosen-
heim und Schuster 96) ausgefiihrt, das durch dic ,,Tintometer Ltd.*, Salisbury.,
England, fiir 12 engl. Pfund (!) bezogen werden kann. Das Tintometer besteht
im wesentlichen aus einem Okular, hinter dem zwei Offnungen angebracht sind.
Vor die eine Offnung kommt die Kiivette mit der zu untersuchenden Lésung, vor
die andere setzt man solange standardisierte Gliser in Rot, Gelb und Blau, bis beide
Farbtone tibercinstimmen. Eine eingchende Beschreibung liegt dem Apparat bei. Dic
Berechnung der Blauwerte ergibt sich durch Addition der fiir die vorgeschalteten Gliser
geltenden Kennzahlen. Gelbe oder rote Zusatzgliser werden nicht berticksichtigt.

Als Ersatzinstrument haben Kuhn-Brockmann 97) cin Mikro-Hellige-
kolorimeter verwandt und messen mit gutcm Erfolg die Blauwerte gegen Lésungen
von Kupfersulfat und Kobaltnitrat. Bleyer und Mitarbeiter (1. ¢. 103) benutzen das
Authenrieth-Kolorimeter in der gewohnlichen Form und messen gegen Viktoria-
blaulésung. Auch das Stufenphotometer von Zeiss hat sich ausgezeichnet bewiihrt.
Die blaue Farbe der Antimonreaktion zeigt dabei die groBte Absorption zwischen
550 und 600 mu. KEmmerie-Julius-Wolff 98)) arbeiten mit Filter ,,S 61*.
Es ist dabei zweckmilig, das Kolorimeter durch einc Hilfskraft fiillen zu lassen,
um sofort auf Farbgleichheit einstellen zu kénnon. Die Apparatur hat den Vorteil,
ohne Vergleichslosung zu arbeiten. Man cicht mit einem Standardlobertran, stellt
eino Konzentrationskurve auf und kann aus jeder Ablesung sofort den Wirkungswert
ermitteln. Logarithmische Kurven ergeben fiir die aufeinanderfolgenden Kon-
zentrationen eine gerade Linie.

B. Modifikationen der Carr-Price-Reaktion

1. Methode von Norris-Church 99). Die Modifikation beruht auf Ein-
fithrung einer gekihiten Loésung von Antimontrichlorid. Nach Abkithlung der
gesiittigten Losung in Eiswasser resultiert eine etwa 18 % ige, mit der diec Reaktion

95) Coward c. s., Biochemic. J. 25, 1102 (1931).

96) Rosenheim c. s., Biochemic. J. 21, 1329 (1927).

97) Kuhn c. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1862 (1931).

98) Emmerie c. s., Neederl. Tijdschr. Geneesk. 1933, 605.

99) Norris c. s., J.of biol. Chem. 85, 477 (1929); 89, 421 (1930); J. of Nutrit.
5, 495 (1932). avr L2/
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ausgefiihrt wird. 0,3 cem der zu untersuchenden Liésung werden in die Kiivette
des Lovibond-Kolorimeters gebracht, mit 3 cem der gekiihlten Losung versetzt
und der Farbwert nach 15—30 Sekunden abgelesen.

Die Modifikation soll den Vorteil haben, daB bei der niedrigen Temperatur
die Farbe sich besser hiillt. Bei Anwendung der Methode ist zu beachten, da8 hier
die Blauwerte von einer anderen Gréfenordnung sind als beim vorhergehenden
Versuch. Hier entsprechen 1 Sherman - Einheit (derjenigen Menge, die im 8-Wochen-
kurativen-Test eine Gewichtszunahme von 25 g verursacht) etwa 2,18 Lovibond-
Einheiten. .

2. Methode von Morgan 100). Bessere Ergebnisse als nach der oben be-
schriebenen Methode soll man erzielen, wenn man bei der Ablesung am Lovibond-
Kolorimeter nicht nur die Blauwerte bestimmt, sondern den Wert blau minus gelb.
In diesem Fall scheinen die stérenden Einfliisse verschiedener Begleitstoffe aus-
geschaltet zu sein, da man so auch eine ziemliche Ubereinstimmung zwischen Leber-
tran und Unverseifbarem findet. Nachpriifungen der Methode liegen nicht vor.

3. Methoden von Smith-Hazley 101) und Moore 102) u. a. Die ge-
nannten Autoren beschreiben Modifikationen der Carr-Price-Reaktion, die im
wesentlichen auf Verseifung des Ols und Einfithrung neuer Berechnungsmethoden
beruhen. Einzelheiten s. Original.

Rosenthal 102a) und Mitarbeiter empfehlen bei Ausfithrung der Farb-
reaktion auf Vitamin A den Zusatz von Brenzcatechin. Es entsteht zunéchst eine
blaue, dann eine rote Firbung. Da Carotin eine Blaufdrbung gibt, kénnen
Vitamin A und Carotin nebeneinander bestimmt werden. Als Vergleichslosung
dient Kaliumpermanganat.

4. Methode von Bleyer-Schlemmer-Miiller:-Parchem 103)

An Hand von Versuchen mit dem Stufenphotometer bestimmen die
Autoren die grofite Absorption der blauen Farbe der Carr-Price-Reaktion
und dndern das Authenrieth-Kolorimeter so um, dal es durch Einschaltung
einer blauen Glasscheibe nur Licht von 550—600 mu durchlaft.

Das Kolorimeter wird zusammen mit einer Osram-Nitra-Opallampe von 100 Watt
auf ein Brett fest aufmontiert. Die Lampe steht etwa 10 em hinter dem Instrument.
Nur das Glasfenster darf beleuchtet werden. Die Lichtquelle wird so abgedeckt,
daB kein Licht von oben in das Kolorimeter fillt. Der Glaskeil des Kolorimoters
wird mit einer Losung von Viktoriablau 1:300000 gefullt. 0,5 cem Lebertran
werden genau abgewogen, mit gereinigtemn Chloroform auf 10 cem aufgefiillt und
in eine Mikrobiirette gebracht. Eine zweite Mikrobuirette enthélt die Antimon-
l6sung. Man laBt beide Losungen nacheinander in die Kiivette des Kolorimeters
flieBen und gibt die Antimonlésung dabei in einer solchen Menge zu, dafl der Trog
insgesamt 2 ccm Losung enthilt. Bei Zugabe von 0,2 cem der Ollésung benotigt
man also 1,8 cem der Antimonlésung usw.

Nach Beendigung der Zugabe mischt man schnell und stoppt mit einer Uhr
genau 60 Sekunden ab. Dann erfolgt die Ablesung. Der Wert entspricht der Schicht-
dicke in Millimeter. Konzentration und Schichtdicke sind direkt proportional.

Auswertung der Ergebnisse: Durch Eichung des Hellige-Kolori-
meters mit den Glasplatten des Lovibond-Apparates ergab sich fiir 1 Lovi-
bond-Einheit ein Wert von 2 mm Schichtdicke des Keils.

100) Morgan, Biochemic. J. 26, 377 (1932).

101) Smith-Hazley, Biochemic. J. 24, 1942 (1930); 27, 17 (1933).

102) Moore, Biochemic. J. 24, 692 (1930).

102a) Rosenthal, Biochem. Z. 267, 119 (1933); Biochemic. J. 28, 41 (1934).

103) Bleyer-Schlemmer-Miiller:Parchem, Arch. der Pharmaz. 566,
269 (1931).
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20 mg Tran entsprechen fiir 1 ccm Reagenzlosung nach Carr-Price
= 10 Lovibond-Einheiten.

10 Lovibond-Einheiten =1 C.L.O.

Denselben Wert von 10 Lovibond-Einheiten geben 0,035 mg Carotin.

20 mg Tran entsprechen also = 0,035 mg Carotin in ihrem Blauwert.
(Die Werte fiir 2 cem Reagensgemisch sind entsprechend zu é&ndern.)

Mit dem Hellige-Kolorimeter wurde fiir 2 cem Gemisch fiir 10 mg Tran
ein Wert von 7,0 mm gefunden. Denselben Wert gaben 0,0208 mg Carotin.

Nach dieser Methode entsprechen also 10 mg Tran = 0,0208 mg Carotin.

Die fiir verschiedene Lebertransorten gefundenen Werte gehen aus folgenden
Tabellen hervor. Die Werte kénnen in Schichtdicken fiir 1 g des untersuchten
Stoffes angegeben werden. Besser wire eine Berechnung nach ,,Carotinwerten‘ .
Ein solcher Wert wire dicjenige Carotinmenge in Milligramm, deren Farbwert

dem Farbwert von 1 mg des untersuchten Stoffes gleich wire. Fur Carotin ist
dieser Wert = 1000.

Tabelle 16. (Nach Bleyer und Mitarbeiter.) Vergleich verschiedener
VA-haltiger Stoffe mittels der Antimontrichloridreaktion. Ab-
lesezeit nach 1 Minute

! Kolori- ’ Carotin-
Praparat  Menge und Schichtdicke | meterwert | wert
. wog | -poz
1. Norw. Standard-Lebertran ¢ ' |
1931, DAB. VI . . . . 10,54 mg= 7l mm ' 676mm | 1,99
2. Norw. Standard-Lebertran :
1929, DAB. VI . . . . 101 , = 69 ., , 683, | 2,00
3. ,,Deutscher‘ Med.-Leber- ; !
tran, 1931, DAB. VI . . 10,08 ,, — 64 , ! 634 ., 1,86
4. Japanisch.,,Dorsch*‘-Leber-. 1
tran . . . e 1,642 ,, == 87 . | 5305 ., 15,54
5. Carotin ,,I\arrer . 0,0208 ,, = 7,1 ,, 1341346 ,. 1000,00
6. Ein,,VA“ Handblspxaparat 0,378 ,, == 5,4 , | 14444 42,34
7. Hai-Lebertran . . . 2,13 ,, = 68 , | 3192 ,, 9,36
8. Vieh-Lebertran, ,,(-xtra |
hell, filtriert . . 5,0 » o= 6,0, 1 1200 3,52
9. Vieh-Lebertran, .,holl ¢ f:l- |
triert . . 10,1 , == 10,9 ,, | 1080 ,, 3,17
10. Ein dcut%herMarkontran, i
DAB. VI . . . . 9,65 ,, = 53 , 555 ,, 1,63
11. Ein ausldndischer Marken- ' :
tran, DAB. VI. . . . . | 10,0 o= 6,2 ; 620 ,, 1,82
12. Med.-Tran aus einer Apo- i ;
theke(Stichprobe)DAB.VI | 10,01 ,, = 9,5 ,, ‘ 950 ,, | 2,79
13. Butter (frische Sommer- i
butter, Wert berechnet aus i |
dem Unverseifbaren . . 400 , = 6,4 ,, | 16 ,, | 0,047
! | = /g mittl.
} | Lebertran-
‘ I wert
14. Med.-Tran. Norweg. Stan- | Keine Reaktion mehr, | 1’
dard-Tran 1929, 12Monate | veollstindig verdorben | ;
unter Zusatz weniger Trop- | im Sinne der Versuchs- ' i
fen Wasser bei Lichtzutritt anordnung i i
gelagert f i
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C. Die Bestimmung des Vitamins A in Organen 108),1083a)
1. Die Bestimmung des Vitamins A in der Leber nach Wilson 104)

Die Methode beruht auf der Behandlung des zerkleinerten Lebergewebes
mit der dreifachen Menge 94 9 igen Alkohols und Trocknung des Riickstandes
bei 95°. Die getrocknete Leber wird 24 Stunden mit Ather extrahiert, der Ather
im Vakuum verdampft und der Riickstand in Chloroform aufgenommen. Mit
dieser Chloroformlésung wird die Carr-Price-Reaktion nach den oben ge-
gebenen Richtlinien ausgefiihrt. Der Autor hat auch gegen eine 1/;040 Lsung
von Viktoriablau gemessen, wobei er diese Farbtiefe als 1 Einheit festsetzte.

2. Die Bestimmung des Vitamins A in der Leber nach Laqueur 105)

Die Methode von Laqueur und Mitarbeiter ist bedeutend einfacher.
5 g Leber werden mit 20 g wasserfreiem Natriumsulfat in einem Morser gut
verrieben. Das trockene Gemisch wird im Soxlethapparat 3—4mal mit
Chloroform extrahiert und die vereinigten Chloroformlésungen im Vakuum
eingeengt. Nach Auffiillen der Lésung auf ein bestimmtes Volumen, etwa
10 cem oder weniger, stellt man mit 0,2 cem die Carr-Price-Reaktion an.
Dabei ist selbstverstindlich Wasserfreiheit der Losungen Voraussetzung. Die
Methode hat auch bei der A-Bestimmung in Lebertranemulsionen gute Werte
gegeben.  Die gefundenen Mengen werden am besten auf einen Standardtran
mit 100 E. in Kubikzentimeter bezogen. Wenn cine Leber 40 E. A besitzt,
so bedeutet das, dafl 1 g Leber ebensoviel Vitamin A hat wic 0,4 g des Standard-
lebertrans. Die Methode ist fiir alle Organe anwendbar. Sie ergibt etwas hohere
Werte als die Wilsonsche.

Man hat mit ihrer Hilfe festgestellt, daff Schweineleber nur wenig Vitamin A
hat, withrend Rinderleber daran reicher ist. Von dem gesamten Vitamin A-Vorrat
des Organismus finden sich ctwa 9/, in der Leber. Die Leber enthiilt eine 200- his
400mal groBere Vitaminmenge als der Muskel. In Niere und Lunge ist dic Menge
an Vitamin 40mal so grof} als im Muskel. Der A-Gehalt der frischen Leber ist am
groften. Am A-reichsten crwiesen sich die Leber von Steinbutt und Makrelen
(v. Euler 108)). Selbstverstiindlich kann dic Reaktion auch mit dem Unverseif-
baren der Leber ausgefiihrt werden 107).

D. Die Bestimmung des Vitamins A im Blut

Menken (1. ¢. 108) gibt eine Methode zur A-Bestimmung im Blut. Da-
nach werden 20 ccm Serum mit der 10fachen Menge 96 9 igem Alkohol gefillt
und zentrifugiert. Der Riickstand wird wiederholt mit Petrolither aus-
geschiittelt und das Volumen des Petrolithers auf 1 ccm reduziert. Man be-
stimmt dann im Lovibond-XKolorimeter den Gehalt an Carotin (Gelbwert).
Dann erfolgt eine weitere Einengung auf 0,2 cem und eine Bestimmung des
Blauwerts

1()4) Wilson, Biochemic. J. 21, 1055 (1927).

105) Laqueur c. s., Dtsch. med. Wschr. 1928, 1495.

106) v. Euler c. s., Biochem. Z. 245, 252 (1932).

107) Moore, Lancet 1932, 669.

108) Vgl. weiter Menken, Dtsch. med. Wschr. 1932, 1484 und Wolff, Lancet
2, 617 (1932).

108a) Brockmann c. s., Z. physiol. Chem. 221, 117 (1933).
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10 ccm Serum geben gewohnlich 0—8,4 Lovibond Blau und 1,1—8,5 Gelb.
Der aus dem Carotinwert errechnete Gehalt wird von der  Bestimmung des
A-Vitamins abgezogen.

v. Euler und Virgin (l. c. 106) bestimmen das Vitamin A im Serum durch
Extralktion mit Ather und Aufnehmen des Atherriickstandes im Chloroform. Reak-
tion wie oben. Das Serum von Meerschweinchen und Ratten gibt keine Reaktion.

Lundborg 109) modifiziert die Gottlieb-Rése-Methode fir die A-Be-
stimmung. Nach seiner ersten Vorschrift werden 50 ccm defibriniertes Blut
6mal mit je 100 cem Ather ausgeschiittelt, die Extrakte iiber wasserfreiem Natrium-
sulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in 5 ccm Chloro-
form gelést und mit dieser Losung die Lovibond-Bestimmung ausgefiithrt. Nach
der Ammoniakmethode wird das Blut zuniéchst mit konzentriertem Ammoniak
versetzt (50 cem defibriniertes Blut + 2,5 cem Ammoniak). Zu dem Brei gibt
‘man 50 ccm Ather und 50 cem Petroldther. Die Lésung wird zentrifugiert und der
Riickstand von neuem mit Petroldther ausgezogen. Die Lésungen werden vereinigt
und das Vitamin A bestimmt. Besser ist die Verwendung verdiinnten Blutes
(50 cem Blut + 50 cem destilliertes Wasser), da hier der Extrakt gewéhnlich schon
nach der zweiten Extraktion farblos ist.

Interessant ist die Feststellung, daBl Blutkérperchen keine mit Antimon-
trichlorid reagierenden Substanzen enthalten.

E. Blauwerte verschiedener Substanzen

Die Aktivitit ist in Blauwerten ausgedriickt fiir:

p-Carotin . . . . . . . 7000
Vitamin A . 110000—150000
Xanthophyll . . . . . 4100
Dihydrocrocetin . . . . 24000

10 Blaueinheiten werden von 20 mg Lebertran -+ 0,08 ccm Chloroform + 1 cem
Antimontrichlorid im 10-mm-Trog des Kolorimeters gegeben.
Der C.L.O.-Wert verschiedener Leberole betriigt nach Karrer bei

Heilbutt (Hlppoglossus) 200

Hubhn . . . . 75
Meerschwem(,hen e 5
Steinbutt . . . . . . . 800
Makrelenhecht . . . . . 500

Vitamin A, reinstes . . 9500

Der Wert ist bei gewohnlichem Dorschlebertran etwa 1—3. Fischleberole
enthalten im Sommer 20—30mal gréBere A-Mengen als im Winter.

F. Fehlerquellen der chemischen Vitaminbesﬁmmungen

Neben den Fehlerquellen, die das rasche Arbeiten mit sich bringt, selbst
bei peinlichstem Arbeiten unter Vermeidung aller Spuren Wasser, bleiben noch
unvermeidbare Fehler, die in der Natur der untersuchten Lebertrane liegen.

Lebertran enthilt Stoffe, die die Reaktion nach Carr-Price hemmen110).
Einen dieser Stoffe hat man isoliert. Es ist eine ungesittigte Saure, etwa der
Zusammensetzung C, H,,0,. Die Substanz ist 6lformig und lieB sich aus
1 Liter Tran in einer Menge von 2,5 ccm gewinnen. Sie hemmt die Reaktion

109) Lundborg, Biochem. Z. 258, 325 (1933).
110) Emmerie, Nature (Lond.) 1, 364 (1933); Acta brev. neerl. Physiol.
2, 156 (1933); Proc. roy. Soc. Amsterdam 35, 1347 (1932).
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zwischen Vitamin A und Antimonchlorid schon in kleinsten Mengen. Ver-
seifung zerstért die Substanz.

Die Ausfilhrung der Reaktion mit pflanzlichen Stoffen kann Schwierig-
keiten bereiten, da man diese zunichst extrahieren und das Vitamin anreichern
muf}, aber auch deshalb, weil sie Pigmente enthalten, die die Reaktion stiren.
Dasselbe ist bei Butter und Eigelb der Fall. Zundchst gibt Carotin auch die
Reaktion nach Carr-Price 111). Dann enthalten diese Substanzen Pigmente,
die man vorher durch Adsorption entfernen muB. Willimot-Wokes nehmen
z. B. fiir eine Petrolitherlosung des Unverseifbaren aus 100 g Butter 10 g Kohle
und schiitteln diese Mischung mehrere Stunden lang. Dann sind die meisten
Pigmente entfernt.

Bemerkenswert ist, daB Dihydro-g¢-Carotin, das weniger gefirbt ist als
Carotin und darin dem Vitamin A nihersteht, auch die Carr-Price-Reaktion
in starkerem MaBe gibt als Carotin. Weiter konnte Seel 112) durch vorsichtige
Oxydation von Cholesterin wirksame A-Priparate gewinnen, die auch die
Carr-Price-Reaktion liefern. Das crinnert an frithere Befunde von Ta-
kahashi, der aus dem Unverseifbarem des Lebertrans ein Cholesterinderivat
isolierte und fiir identisch mit dem Vitamin A hielt.

Pummerer und Rebmann behaupten, dal auch zerstortes, A-unwirk-
sames Carotin die Reaktion liefert. Bei Beurteilung der Werte ist also Vorsicht
geboten. Eine Bestitigung durch den biologischen Versuch ist unumganglich.
Als Kontrolle der Fabrikation oder als Auswahlversuch fiir die zu verarbeitenden
Transorten wird die Reaktion aber gute Dienste leisten.

Corbet 1122a) gibt neuerdings eine ganze Liste der Substanzen, die die
Carr-Price-Reaktion beeinflussen.

G. Ubereinstimmung zwischen biologischem Test und Farbreaktion

Die Ubereinstimmung zwischen Tierversuch und Farbreaktion ist inner-
halb gewisser Grenzen recht gut. Widersprechende Ergebnisse konnten nicht
bestitigt werden. Allerdings geben gewdhnlich sehr hochwirksame Trane im
biologischen Versuch eine geringere Wirkung als ihrer C.L.O.-Zahl nach zu
erwarten wire (Morgan 113)). Es ist nach wie vor zu fordern, dal das Er-
gebnis der chemischen Untersuchung durch den Tierversuch kontrolliert wird.

V. Die spektroskopische Untersuchung auf Vitamin A

Die Absorptionsspektrometrie ist im allgemeinen fiir die schnelle Auswertung
der Vitamine nicht brauchbar, teils wegen der zu hohen Anschaffungskosten der
Apparate, teils wegen der nicht immer leichten Handhabung. Immerhin sei an-
gegeben, dal Bills 114) einen Spektrographen speziell fir die schnelle Bestimmung
des Vitamins A angegeben hat.

111) v. Euler c. s., Z. physiol. Chem. 157, 263 (1926); Biochem. Z. 208, 73
(1929).

112) Seel, Arch. of exper. Path. a. Pharm. 159, 93 (1931).

112a) Corbet, J. of biol. Chem. 100, 657 (1933).

113) Morgan, Biochemic. J. 26, 377 (1932).

114) Bills, J. Biol. Chem. 100, 15 (1933).
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Das Vitamin A absorbiert selektiv im UV. bei 320—330 mp (Duliere 115),
Morton und Mitarbeiter 116)). Carotin zeigt keine UV.-Absorption. Der aus
Vitamin A mit Antimontrichlorid entstechende blaue Farbstoff hat bei 608—612mpu
eine charakteristische Absorptionsbande. Der mit Carotin ontstehende Kérper
absorbiert bei 590 mu. Neuerdings (1. ¢. 110) hat man aus der blauen Farblésung
des Vitamins A durch Adsorption an Fullererde zwei Chromogene trennen kénnen,
von denen nur das bei 610 my absorbierende Vitamin A-Wirkung hat.

Man kann bei der spektrophotometrischen Bestimmung des Vitamins A zwei
Wege gehen. FEinmal kann man die Absorption des Vitamins im UV. messen, und
ein anderes Mal die der mit Antimontrichlorid entstehenden blauen Lésung. Die
Methode von Chevallier c. s. 117) beruht auf der Anwendung eines UV.-Quarz-
Monochromators, an dessen Ende eine photoelektrische Kaliumzelle sitzt, die mit
einer fluoreszierenden Substanz bedeckt ist. Der durch die Fluoreszenz hervor-
gerufene Strom wird mit einem Galvanometer gemessen. Da eine konstante Be-
ziehung zwischen der UV.-Strahlung, der Fluoreszenzintensitit und dem photo-
elektrischen Strom besteht, kann man die UV.-Absorption jeder in den Strahlengang
eingeschalteten Substanz messen. Die Autoren nehmen als Losungsmittel Hexan
und entfernen vorher aus dem Lebertran stérendc Pigmente und freie Fettsiduren
durch Extraktion mit Alkohol in saurer Losung. Die erhaltenen Werte stehen,
wie folgende Tabelle zeigt, in guter Ubereinstimmung mit denen des biologischen
Versuchs.

Tabelle 17. (Nach Chevallier)

{ Absorption | Diluti . Daily | Gain b
No. of | S . of sample at Pon - gose per | in weight | Difference
| Sample : of the | ‘
group | 3280 A. log I,/1 los animal . per week | o,
‘; 1%, 1 em samples | mg i (mean)g
0 | 1 0,950 1 5 511 | -
30 13 12,5 © 113 5 4585 11
60 1 : 0,950 1 Y %1 7,84 | —
50 | 4 : 3,8 1/4 7,5 7,77 1
20 | 1 0,950 1 10 9,10 l —
40 | 13 1 12,5 o131 10 )] 13
70 4 3,8 I V7SN 1) L 9,30 2

Drummond und Morton (l. e. 116) bestimmen ncben der direkten Absorption
auch dio der Blauverbindung. Dieser letztere Wert ergibt nicht nur Ubereinstim-
mung mit dem Lovibond-Wert, sondern auch mit den nach anderen Verfahren
ermittelten (Edisbury 118)) (Tabclle 18).

Morton 119) sieht in dem Zusatz von 7-Methylindol zur Vitaminlésung eine
Verbesserung der Absorptionsmessung, da dadurch dic einzelnen Banden sich nicht
gegenseitig liberschatten. Dic Reaktion zwischen Vitamin A und Antimonchlorid
wird gechemmt. Die Bande bei 610 mu verschwindet, withrend die 572 mu-Bande
bestehen bleibt (Emmerie, 1. c. 110). Gleichzeitig dndert sich die Farbe von Blau
nach Purpur 120).

Die internationale Vitaminkonferenz des Volkerbundes hat 1934 in London
einen spektrophotometrischen Test auf Vitamin A, der auf Messung der Ab-
sorption bei 328 myu beruht, als Methode zur Bestimmung der A-Aktivitit

115) Duliere c. s., J. Soc. Chem. Ind. 40, 316 (1930).

116) Morton c. s.,, Biochemie. J. 24, 136 (1930); 23, 786 (1929); 22, 987
(1928).

117) Chevallier c. s., Biochemie. J. 27, 299 (1933).

118) Edisbury, Biochemic. J. 26, 1164 (1932).

119) Morton, Biochemic. J. 26, 1197 (1932).

120) Lancet vom 7. Juli 1934.
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Tabelle 18. (Nach Drummm'ld-Morton.) Comparison of biological
and physical measurements of the relative vitamin A value
of the six cod-liver oils

0il iBiologica.l Colorimetric method ' Ultra-violet

: method | Tintometer | Spectrometeri band
c 2 | 25 2,65 ‘[ 2,66
F 5 . 3,3 3,3 ! 3,25
G | >2 i 3,0 3,15 3,25
J 2 ! 1,7 : 1,7 . 1,5
K L5 1,8 1,77 1,7
L 1 i 1,0 1,0 1,0

anerkannt. Die Konferenz wird eine Tabelle herausgeben, aus der man aus
der Absorption die biologische Wertigkeit ablesen kann.

Barnett120a) hat ncuerdings eine Methode beschrieben, die es gestattet,
in Butter Carotin spektrometrisch zu bestimmen.

VI. Der Vitamin A-Standard

Die 1931 in London tagende, vom Vélkerbund einberufene Vitamin-
konferenz hat ein nach einer bestimmten Methode hergestelltes Carotinpriparat
(FP = 179° Willstdatter) als internationalen Standard fiir das Vitamin A
angenommen.

Die Wirkung eines y dieses Carotins ist eine internationale Einheit. Das
Priparat ist in zugeschmolzenen Flaschen vom Reichsgesundheitsamt zu
beziehen.

Die festgelegte internationale Einheit entspricht etwa 1/,—1/, der US-
Pharmakopoe-Sherman-Einheit.

1 USP-Einheit ist 1 Blaueinheit.
1 USP-Einheit wird zugefithrt mit 3—5 » Carotin.
1 Blaueinheit entspricht also etwa 3 y Carotin.

Beim Vitamin A liegen die Verhiltnisse etwas schwicriger, da es noch
nicht in reiner Form vorliegt. Man kann lediglich schitzen, dal 1 USP-Ein-
heit etwa 0,3—0,5 y Vitamin A entsprechen werden und da8 diese Menge ctwa
2 Blaueinheiten gibt.

Auf der zweiten internationalen Vitaminkonferenz 1934
in London wurde statt des unreinen Carotin reines g-Carotin
von Smp. 1849, optisch inaktiv, als A-Standard eingefiihrt.
p-Carotin ist wirksamer als der alte Standard. Schon 06 »
des reinen g-Carotins haben dieselbe Wirkung wie 1 y des
alten Standards. Diese Menge des pg-Carotins wird als
Einheit festgelegt. Als Loésungsmittel wird CocosnufBél
empfohlen.

120a) Barnett, J. of biol. Chem. 105, 265 (1934).



VII. Die Bildung von Vitamin A und Carotin

Hoéhere Tiere sind zur Vitamin A-Synthese nicht befihigt. Sie kénnen nur
das ihnen zugefiihrte Carotin in Vitamin A umwandeln. Die Carotinsynthese
ist der Pflanze vorbehalten. Sie erfolgt schnell bei Anwesenheit von Licht und
Chlorophyll. Die A-Wirksamkeit des Pflanzenmaterials ist wihrend des gréBten
Wachstums am gréBten und nimmt bis zur Bliite dauernd zu (Virtanen120b)).
Die Frage der A-Synthese durch Bakterien ist nicht vollig geklirt. Es scheint,
daB Bakterien nur Carotin bilden kénnen, es aber nicht in Vitamin A umlagern
(Baumann und Mitarbeiter 121)). Fiir das Vitamin A des Lebertrans ist die
Bildung durch Diatomeen und Algen erwiesen.

VIIL. Die Speicherung des Vitamins A

Die Beobachtung, daB Tiere, die vorher mit einer A-reichen Kost gefiittert
wurden, nur sehr schwer A-Vitaminmangelsymptome zeigen, beruht auf der
Speicherungsfihigkeit des Organismus fiir Vitamin A. Die Speicherung er-
reicht namentlich bei élteren Tieren hohe Grade. Schon eine einmalige Dosis
kann Ratten gegen den A-Mangel auBerordentlich resistent machen. Weibliche
Individuen speichern gréfiere A-Mengen als ménnliche. Die Unterschiede sind
durch die Fettdepots bedingt. Die Speicherung in der Rattenleber kann solche
Grade erreichen, daB der Bedarf des Tieres fiir mehr als ein Jahrhundert ge-
deckt erscheint.

Die wichtigsten Speicherstitten sind Leber und Fettgewebe. Katzen
speichern in der Leber kein Vitamin A, sondern einen Farbstoff, dessen Natur
und biologische Rolle umstritten ist.

Nach Zufuhr des Provitamins A, des Carotins, wird Vitamin A in der
Leber abgelagert. Erst nach sehr hohen Dosen Carotin erscheint das Pro-
vitamin selbst in der Leber. Mineraltle wirken der Resorption des Vitamins A
entgegen. Carotin ist nur in Gegenwart von Fett resorbierbar.

IX. Der Vitamin A-Bedarf

Ratte, Maus, Meerschweinchen, Kaninchen, Huhn und Hund sind auf die
Zufuhr des Vitamins A angewiesen. Tauben kommen ohne A-Zulage aus. Der
Bedarf des erwachsenen Menschen betrigt etwa 500 USP.-Einheiten pro Tag. Die
erwiinschte Zufuhr liegt aber viel hoher.

X. Vorkommen des Vitamins A 122)

Als Einheit gilt in folgender Tabelle diejenige Wirkung, die bei A-frei
. erndhrten, im Gewichtsstillstand befindlichen Ratten im 4—8 wochentlichen
Versuch eine Gewichtszunahme von 3 g pro Woche hervorruft.

120b) Virtanen c. s., Biochem. Z. 267, 179 (1933).

121) Baumann c. 8., J. of biol. Chem. 103, 350 (1933).

122) Scheunert, Die Vitamine. Handbuch der Lebensmittelchemie 1933. —
Debré, C. r. Soc. Biol. Paris 114, 1162 (1933). :
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Tabelle 19
Vlta.mm A- Vitamin A-
Substanz Einheiten Substanz Einheiten
o pro g | pro g
Lebertran . . . . . . . | 10—500 Gelbe Telle vom Kurbm \
Butter . . . . . . . . . 30— 50 Griine getrocknote Erbsen |/ 4—10
Eigelb . . . . . . . .. 10— 50 Lattich, Erbsenschoten,
Ei, gesamt . . . . . . . 15— 20 Bohnenschoten, Selleric- l 1—10
Milch . 2 blidtter, Banancn, To- l
Kondensmilch . N 4 maten
Vollmilchtrockenpulver . . 16 Gelbe Riiben  (turnips), )
Fleisch (Rind, Schwein, weiBe Futterriiben, Lin- unter 1
Hammel, Huhn, Ratte) Spur—0,5 sen, Gerste, Kleie, Brot, abm:nach-
Blut . . . . . 1— 2 Apfel, Orangensaft weisbar
Niere . . .. .. .. .| 8—10 Radieschen, Pilze, Reis un-
Lunge . . . . . . . .. 10— 15 poliert u. poliert, Hirse,
Leber . . . 5—140 Mehle, Weizen, Hafer,
(In den Sommermonaten Stirke, patent flour, N
ist die Leber A-reicher pflanzliche Ole wie Ara- Spur—0
als im Winter) chisol, Cocosnufol, Lein-
Spinat . . . . . . . .. 25— 60 samenol, Olivendl, Raps-
Karotten . . . . . . . .| 25— 70 ol, Sesamol |
Klee, Alfalfa . . . . . . 25— 60
Alfalfa, trocken . . . . . 100 ~
Salat, grim . . . . . . . 50 T
Brunnenkresse : 50 |
Orangenschalenol . t bis 50 ‘
Maisdl (gelb) . . . . . .| 10
Gelber Mais ... 3— 4 !

Tierische Produkte enthalten zur Hauptsache reines Vitamin A, Die A-Wirk-
samkeit der Butter ist nur zu 159, auf den Carotingchalt zuriickzufithren. Pflanz-
liche Nahrungsmittel dagegen enthalten fast nur Carotin. Der A-Gehalt der Pflanzen
geht im allgemeinen der grilnen Farbe parallel.  Stark rot pigmentierte Gemiise und
Friichte, wie Tomaten und Karotten, sind stark A-wirksam. Eine getrennte Be-
stimmung des Carotin und Vitamin A-Gehaltes ist im. Tierversuch unmdaglich.

Angaben iiber die Verteilung des Vitaming A im Organismus finden sich bei
Debré, v. Euler, Moore u. a.

XI. Chemische Natur des Vitamins und der Provitamine A 123)

Carotin ist ein Gemisch dreier Isomerer, des a-, §- und y-Carotins, die
sémtlich in kleinsten Dosen starke Vitamin A-Wirkung besitzen. Sie werden im
Organismus durch ein Ferment, die Carotinase, in Vitamin A umgewandelt.
(Nach Drummond zweifelhaft, Ber. Physiol. 69, 499.) Die Umlagerung kann
auch in vitro durch Bebriitung kolloidaler Carotinlésungen mit Leberbrei oder
Serum bewerkstelligt werden.

Carotin besteht aus einer Kette von Isoprenresten, deren Enden von zwei
Iononresten ‘besetzt sind. a-Carotin ist aus dem symmetrischen §-Carotin durch
Verschiebung der Doppelbindung innerhalb eines Ringes entstanden zu denken.

123) Siehe Arbeiten von R. Kuhne. s. und P. Karrer c. s. in Ber. Chem. Ges.,
Z. physiol. Chem. und Helvet. chim. Acta 1930—34. Zusammenfassung bis 1932
bei Karrer, Handbuch der Biochemie, Erg.-Werk, Bd. 1. Jena 1933. Neueste
Zusammenfassung bei Zechmeister, Carotinoide, 1934.

Bomskov, Vitaminforschung 5
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Vitamin A entsteht durch Spaltung des Carotinmolekiils in zwei gleiche
Hilften, ein Vorgang, der nur bei f-Carotin moglich ist, wihrend die anderen
Isomeren nur je 1 Molekiil Vitamin liefern. Dadurch crklirt sich die doppelt
so starke Vitamin A-Wirkung des f-Carotins.

CH, CH,
A4
¢

CH,

CH,

PN | |
CH, C—CH = CH—C = CH—CH = CH—C=CH—CH,0H

XII. Eigenschaften des Vitamins A

Vitamin A.

und des Carotins

Tabelle 20
Vitamin A Carotin
Aussehen Farbloses Ol Rot-violette Kristalle, in
konzentrierter Losung rot,
in verdiinnter gelb
Vorkommen Namentlich in tierischen Nah- | Namentlich in pflanz-
rungsmitteln lichen Produkten
Loslichkeit Léslich in allen Lipoid- Dasselbe
16sungsmitteln
Temperaturbestin- Erheblich, Butter verliert bei | Erheblich, Tomatensaft ver-
digkeit 17stiindiger Erhitzung in N,-| liert erst nach 17 Stunden
Atmosphére 339 der Wir- Erhitzung auf 97° in N,-
kung Atmosphire 17 9, der Wir-
. kung
Sauerstoffempfind- Sehr empfindlich! 12stiindige
lichkeit Durchlaftung von Butter bei
‘ 80° zerstort
Bestiindigkeit gegen | In Konserven voll erhalten, in | Dasselbe
Kochen und Milch durch Kochen nicht
Pasteurisieren zerstort
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Vitamin A

Carotin

Besténdigkeit gegen
Trocknung

UV.-Betrahlung
Hirtung von Olen

Zerstoérende chemi-
sche Agenzien

Besondere Eigen-
schaften

Geeignetes Losungs-
mittel fiir den
Tierversuch

Verseifung
Séurcbestindigkeit
Oxydationsschutz

Bei der Milchtrocknung kén-

nen Verluste entstehen (Zer-

stdubungsverfahren)

Zerstort

Unter milden Bedingungen er-
halten

P,0,, Acetylchlorid, alkalische
Kupferlosung, H,0, Na-
triumbisulfit

Wird durch feinverteilte Stoffe
wie Sirke zerstort .

Wird vernichtet durch Ole, die
Linolsiiure enthalten oder
peroxydhaltig sind

S(w..sami')l, Erdnu3ol, gehiirtete
Ole

Erhalten

Gering

Hydrochinonzusatz, aufbewah-
ren in braunen Flaschen

-
|
I
i
i
|

Im Heu ist die Wirksam-
samkeit z. T. verloren,
schnelle Trocknung von
Frichten zerstért nicht

Dasselbe

Wird nur resorbiert, wenn
die Diit fetthaltig ist

Dasselbe

Dassclbe

XIII. Darstellung Vitamin A-haltiger Konzentrate fiir den

Tierversuch

Fiir viele Testversuche und fir die Carr-Price-Reaktion ist es notig,
das nur in kleinen Konzentrationen vorkommende Vitamin A anzurcichern.

Bewihrte Methoden

sind folgende:

Gewinnung des Unverseifbaren aus Lebertran

A. Methode von Takahashi-Kawakami 124).

Zu ciner frisch bereitoten

noch warmen Lésung von 40 g KOH in Alkohol gibt man 100 g Lebertran und erhitzt
30 Minuten auf dem Wasserbad. Die Losung wird nach dem Abkiihlen mit 200 cem

Wasser verdiinnt und

Die Extraktion wird

mit 150 cem  Petrolither
dreimal wiederholt.

extrahiert (Sdp.
Die vereinigten Petrolitherextrakte

30—509).

werden mit Wasser geschiittelt, bis keine Tendenz zur Kmulsionsbildung besteht,
und das Losungsmittel dann im Vakuum unter CO, verjagt.

Der verbleibendo Rest enthélt nahezu quantitativ die Vitamine A und D
und wird nun entweder fiir die Carr-Price-Reaktion in Chloroform oder fur den

biologischen Testversuch in Ol aufgenommen.

s. unten.)

(Vorsicht bei der Wahl des Ols,

B. Methode nach Marcus 125). 1. Zu einer frisch bereiteten Losung von 260 g

NaOH in 250 cem Wasser gibt man 1000 cem Lebertran und verrithrt die Masse
nach Zugabe 'von 10 cem Alkohol gut. Die Seife wird unter starker Erwirmung
steif. Man liBt die Masse abkiihlen, gibt 90 cem Wasser hinzu und zieht die Losung
wiocderholt mit Athylendichlorid aus. Dieses Lésungsmittel ist vorteilbafter als
Ather oder Petrolither, da es crstens fir das Vitamin A ein besseres Losungsmittel

124) Takahashi c. s., J. chem. Soe. Jap. 44, 590 (1923).
125) Marcus, J. of biol. Chem. 80, 11 (1928).



68

ist, und da es zweitens schwerer ist als die Seifenlésung und so unten abgezogen
werden kann, wobei die Seifenlésung bei mehreren aufeinanderfolgenden Extrak-
tionen stets im Scheidetrichter bleiben kann. Die vereinigten Athylendichlorid-
l6sungen werden anschlieBend mit wasserfreiem Chlorcalcium behandelt, das auBer
Wasser noch kleine Mengen Seife entfernt. Die trockenen Lésungen werden im
Vakuum so weit eingeengt, daB als Riickstand ein gelboranges 01 verbleibt, das die
ganze Wirksamkeit an A- und D-Vitamin des Ausgangsmaterials besitzt. Samt-
liche Operationen sind unter Luftabschlu3 auszufiihren.

C. Methode nach Marcus. 2. Zu einer Loésung von 250 g NaOH in 480 cem
Alkohol gibt man 100 cem Wasser und 1000 cem Lebertran und erhitzt 40 Minuten
bei 60°. Der Alkohol wird durch Vakuumdestillation entfernt. Die Seife verdiinnt
man mit 300 cem Wasser und zieht wie unter B die Vitamine durch Extraktion
mit Dichloréthylen aus. Der nach Verjagen des Losungsmittels verbleibende Riick-
stand wird dann mit Ol oder Chloroform aufgenommen.

Auch Weidemann 126) gibt eine Methode zur Verseifung der Ole und Fette an,
die auf Verseifung mit alkoholischer Kalilauge beruht. Nach dem Verseifen wird
die Losung mit einer alkoholischen Lésung von Calciumchlorid gefallt, wobei nach
der Gleichung: 2 KOH + Ca(l, == 2KCl + Ca(OH), ein fast neutrales Filtrat
entsteht.

XIV. Darstellung der Carotine

Die Darstellung geschiecht am besten aus Karotten, Brennesseln oder
Riitben. Willstdtter und Mieg 127), Willstdtter und Stoll 128) stellen
Carotin aus Brennesseln dar. Diese Methoden bilden die Grundlagen der secither
ausgearbeiteten Verfahren.

A. Darstellung von Carotin aus Karotten 128 a), 129), 130), 131)

32 kg frische Karotten werden in Scheiben von 4 mm Dicke geschnitten und
2mal mit Wasser bei 50—60° je 2 Stunden extrahiert. Die Karotten werden darauf
im HeiBluftstrom bei 50-—60° 22 Stunden lang getrocknet. Die Masse wird fein
gepulvert. Ausbeute: 1,67 kg. — Das Pulver wird mit 1,75 Liter Petrolather (unter
559) 1 Stunde bei Zimmertemperatur geschiittelt, abfiltriert und die Riickstiinde mit
Petroldther gewaschen, bis die Losung farblos ablduft (5mal je 500 cem). — Die
vereinigten Extrakte werden filtriert und im Vakuum auf 300 cem eingeengt (Tem-
peratur nie iiber 35°!). Die noch heile Liosung wird zentrifugiert. Der Niederschlag
wird verworfen und das Filtrat im Eisschrank der Kristallisation iiberlassen. —
Die Kristalle werden 3mal mit je 30 cem Petrolither gewaschen und in 30 cem
Chloroform gelost. Die Lésung wird durch Asbest filtriert in einer Kristallisations-
schale mit 10 cem Alkohol versetzt. Die Schale wird iiber eine zweite mit Alkohol
gefillte gestellt (Exsikkator) und der Kristallisation im Vakuum iiberlassen. Aus-
beute: 1,4 g Carotin.

B. Darstellung von Carotin aus Bliittern

Spinat oder Riibenbliitter werden 22 Stunden lang bei 50—60° getrocknet,
1,6 kg Trockensubstanz werden mit 2—2,5 Liter Petroldther 16 Stunden lang bei
Zimmertemperatur geschiittelt (Petrolither Siedepunkt 40—70°). Das Losungs-

126) Weidemann, Biochemic. J. 20, 685 (1926).

127) Willstéatter c. s., Ann. Chem. 355, 12 (1907).

128) Willstatter c. 8., Untersuchungen tiber Chlorophyll. Berlin 1913.
128a) Smith, J. of biol. Chem. 96, 35 (1932).

129) Escher, Z. physiol. Chem. 64, 47 (1910).

130) Kohl, Diss., Leipzig 1912.

131) Schertz, J. agricult. Res. 30, 471 (1925).
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mittel wird abfiltriert, die Riickstiinde wie oben gewaschen. Die Petrolitherlésungen
werden mit einer Losung von 30 g KOH in 200 cem Methylalkohol geschiittelt und
anschlielend mit 500 cem Wasser je 4mal gewaschen. Die Petrolitherlosung wird
tber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum auf 100200 cem ecingeengt. Man
versetzt sie mit dem 2—3fachen Volumen absolutem Alkohol. Ausfallende Fette
und Wachse werden entfernt, das Filtrat im Eisschrank der Kristallisation iiber-
lassen. Dio Kristalle sind mit Fett verunreinigt. Man kocht sie mit 25 cem Petrol-
dther aus und filtriert die Losung, wobel das Carotin auf dem Filter bleibt. Um-
kristallisicren aus Chloroform.

Die Trennung der einzelnen Isomeren ist in den Arbeiten von Kuhn und Mit-
arbeitern nachzulesen. Die Darstellung kann natiirlich auch aus anderen Materialion
wie Nebennieren (Bailly -Netter 132)), Corpora lutea, Paprikaschoten oder Vogel-
beeren geschehen (Escher, Loe. 129), Fischer-Rose 133), Kubhn-Lederer 184)).
Auch neuere Darstellungsmethoden wurden beschrichen (Delcano 185), Ver-
massc 186)) (vgl. Strain 136a)).

XV. Kolorimetrische Carotinbestimmung

Carotin wird am besten dirckt kolorimetrisch bestimmt. Man vergleicht
dic Farbe gegen eine standardisierte Bichromatlésung, die gegen Carotin ge-
cicht wurde. Der direkte Vergleich der Farbe der Butter gibt zu hohe Werte.
Am besten wird eine Petroliatherlosung des Unverscifbaren benutzt. Methoden
zur Carotinbestimmung wurden besonders von Chidester 137), Palmer 138)
u. a. ausgearbeitet.  Sie beruhen alle auf dem Willstdtterschen Prinzip.
Neuerdings fithren Kuhn und  Mitarbeiter 139a) das  Azobenzol als Ver-

gleichslésung ein.  Eine Carotinlésung in Benzin (Siedepunkt 70—809) wird

gegen cine Losung von 145 mg reinstem Azobenzol in 100 cem 95 9(igem

Alkohol gemessen (Mikro-Hellige-Kolorimeter).

Bei der kolorimetrischen Carotinbestimmung storen andere anwesende Caro-
tinoide erheblich.  Deshalb wird in den meisten Iillen eine Trennung unumgiing-
lich sein. Man extrahicrt zu diesem Zweck das trockene Material mit. Methanol,
dann mit Benzin und vereinigt beide Losungen.  Man entmischt mit Wasser.  Die
Benzinphase wird mit 90 9%igem Methanol und dieses wicder mit Benzin aus-
geschiittelt.  Die Benzinlosung enthéilt (farotin, Lycopin, Lutein- und Zeaxanthin-
ester.  Die Methanolphase Lutein, freies Zeaxanthin und Crocetin. Die Benzin-
Iosung wird mit demselben Volumen alkoholischer Kalilauge (5 g KOH auf 100 cem
96 9% igem Alkohol) 3 Stunden bei 40° behandelt. Man entmischt dureh Wasser-
zusatz (Alkoholphase mul 20 9, Wasser enthalten), trennt die Schichten und sehiittelt
nochmals mit Benzin aus. Die Benzinlosung wird mit 90 9 igem Methanol ge-
waschen. Sie enthiillt Carotin und Lykopin.  Eine Trennung beider erreicht man
durch die Adsorptionsmethode von Tswett 139).  Kin gerades Chlorealciumrohr
wird mit einer Mischung aus 10 Teilen Fasertonerde (Merek) und 40 Teilen Aluminium-
hydroxyd (grob, Merck) gefiillt. Man saugt an der Wasserstrahlpumpe die Benzin-
lIosung hindurch. Dabei erscheint Carotin im Filtrat, withrend Lycopin die Schicht

132) Baily c. s, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 14, 623 (1932).

133) Fischer c. s., Z. physiol. Chem. 88, 331 (1913).

134) Kuhn c. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1349 (1931).

135) Deleano, Biochem. Z. 259, 110 (1933).

136) Vermasse, Diss., Utrecht 1931,

136a) Strain, J. of biol. Chem. 105, 523 (1934).

137) Chidester, Thesis Rudgers Univers. 1932.

138) Palmer, Carotinoids and related Pigments. New York 1922.
139a) Kuhn c. s., Z. physiol. Chem. 206, 41 (1932).

139) Tswett, Botan. Ber. 24 (1906); 29, 630 (1911).
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langsamer als leuchtend roter Ring durchwandert. Eine Trennung kann auf die-
selbe Weise durch scharf getrocknetes, gefilltes Calciumcarbonat errcicht werden.

Selbstverstédndlich kann die Carotinbestimmung auch spektrophotometrisch
erfolgen 140).

1. Die Carotinbestimmung im Blut 141), 142). Carotin ist ein normaler Be-
standteil des Blutes 148), Carotindimie wird héufig nach Genu3 von Gemiise und
bei Diabetes beobachtet. Carotin ist aus Blut nicht ohne weiteres durch Petrol-
dither extrahierbar, da es z. T. an Eiweill gebunden vorkommt. Ks ist notig, vor
der Extraktion das Eiweil durch Alkohol zu koagulieren. Mcthoden zur Carotin-
bestimmung im Blut wurden vor allem von Willstiitter und van den Berg be-
schrieben. Sie beruhen auf der Kolorimetrie gegen Bichromat., Die Werte van den
Bergs sind nach Connor (L. c. 141) zu hoch, da der Standard zu hoch cingestellt war.
Wahrend van den Berg im Serum 0,4-—1,34 mg 9, Carotin fand, liegen die Werte
gewdhnlich bei 0,02—0,11 mg9;. Folgende Methode wird von (fonnor angegeben:

3 cem Plasma werden mit 3 cem absolutem Alkohol geschiittelt, zentrifugiert
und der Alkohol verworfen. Der Niederschlag wird mit 4 cem Petrolither ge-
schiittelt, zentrifugicrt und die Petrolitherlosung kolorimetriert.  Als Vergleich
dient eine Kaliumbichromatlésung, die 0,04- oder 0,029 ig ist. Die crstere ent-
spricht ciner Carotinkonzentration von 0,0003 9, dic zweite ciner solchen von
0,00019,. Plasma hat cinen Carotingchalt von ctwa 0,05 mg9,.

2, Die Carotinbestimmung in Organen. Untersuchungen tiber den (arotin-
gehalt verschiedener Organe wurden von Euler 144), Wolff 145), Moore 146),
Green 147), Fox 148), Kauffmann-Drigalski 149), Kuhn und Mitarbeiter 150),
Loéonnberg 151) u. a. mitgeteilt.  Am earotinreichsten erwiesen sich die Corpora
rubra, dic in 0,3 g etwa 0,6 mg Carotin enthalten. Leber hat 1-—6 mg9,, Neben-
nieren 4—15 mg9, Carotin. Die Bestimmung geschicht nach Connor wie folgt:

Das frische Organ wird gewogen und mit ciner Lésung von 20%, KOIH in
70 9% igem Alkohol so lange gekocht, bis die Substanz aufgeldst ist. Die Losung wird
dann mit einer geniigenden Menge wasserfreiem Natriumsulfat versetzt und das
trockne Pulver wiederholt mit Petrolither extrahiert.  Die Petrolitherextrakte
werden mit 859 igem Alkohol gewaschen, bis der Alkohol farblos bleibt. Man
trocknet wie oben und kolorimetriert gegen Bichromatlosung.

Kuhn und Mitarbeiter empfehlen die Extraktion des Organs mit dem dop-
pelten Volumen Aceton, die im ganzen 3mal wiederholt wird, worauf 2—3mal mit
Benzin ausgezogen wird. Die Extrakte werden vereinigt und mit Wasser entmischt.
Man wiischt die Benzinphase mehrmals mit 90 95igem Alkohol und kolorimetricrt.

XVI. Substanzen mit A-Wirkung 152), 153)

Die Carotine wirken auch bei gréBter Uberdosierung nicht toxisch. Sie
sind nur in Gegenwart von Fett resorbicrbar. Nach Verfiitterung der Carotine
wird bei fg-Carotin doppelt soviel Vitamin A in der Leber abgelagert als nach

140) Shrewsbury, J. of biol. Chem. 101, 701 (1933).

141) Clausen, Trans. amer. pediatr. Soc. Chikago 1931.

142) Mackay, Arch. Dis. Childr. 9, 65 (1934).

143) CConnor, J. of biol. Chem. 77, 619 (1928).

144) Euler, Sv. Kem. Tidskr. 44, 191 (1932).

145) Wolff, Lancet 1932, 617.

146) Moore, Lancet 1932, 669.

147) Green, Lancet 1932, 723.

148) Fox, Lancet 1933, 953.

149) Kauffmann c. s.,, Klin. Wschr. 1933, 306; Diss. Zurich 1931 K.T.H.
150) Kuhn ec. s., Z. physiol. Chem. 200, 246 (1931).

151) Lonnberg, Sv. Akad.-Ark. Zool. 21 B (1929); 23 A (1931).
152) Kuhn c. s., Z. physiol. Chem. 221, 129 (1933).

153) Brockmann, Z. angew. Chem. 1934,
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a- oder y-Carotin. Die obengenannten Dosen bringen auch den Daueristrus
zum Verschwinden. Zur Hervorbringung der 4maligen Wiederkehr des Genital-
zyklus sind etwa 20 y erforderlich.

Tabelle 21

T
Substanz Minimaldosis
Vitamin A . ( 0,3—0,5 y
a-Carotin . . . . . . . ... 5y
p-Carotim . . . . . . . L. 2,5y
y-Carotin . . . . . . .. .. 5y
Kryptoxanthin . . . . . . . . S5y
f-Oxycarotin . . . . . . . . . 5y
f-Semicarotinon. . . . L . L. 5y
fA-Semicarotinonmonoxim . . . 5y
f-Dehydrosemicarotinon . . L . 5y
p-Carotinoxyd. . . . . . . . . Hoy
Carotinjodid . . . . . . . .. 40y

Nach ncueren Untersuchungen von Kuhn c. s 154) ist die Wachstums-
wirkung des gelben Maises durch den Gehalt an Kryptoxanthin bedingt.  Der
Farbstoff wird im Organismus in Vitamin A verwandelt.

Das Vitamin D1)2)3)

I. Die Avitaminose D

1. Die Symptome des Vitamin D-Mangels

Dic typische Vitamin D-Mangelkrankheit ist die Rachitis des wachsenden
Organismus. Die Hauptsymptome der Rachitis sind:

1. Skelettverinderungen,
2. Verinderungen im Mineralstoffwechsel und in der Blutzusammen-
sctzung.

Das zeitlich zuerst auftretende Symptom der Skeletterkrankung ist cine
Schidelerweichung oder Kraniotabes, die bei spiater von Rachitis befallenen
Kindern im 3.—4. Monat, bei Frithgeborenen noch frither auftritt.  Zeitlich
folgt darauf meist eine Schwellung samtlicher Knochen-Knorpelgrenzen der
Rippen, dic zu dem diagnostisch leicht erkennbaren Rosenkranz fithrt.  Auller
Rosenkranz und Kraniotabes sind fiir die Rachitis typisch die Verinderungen
an den Extremititen. Epiphysenschwellungen durch Quellung der Knorpel-
wucherungszone sind in ihrem Wesen dem Rosenkranz gleichzustellen.  Dice
rachitischen Verdnderungen an den Extremititen treten am besten bei der
histologischen oder bei der Rontgenuntersuchung zutage.

154) Kuhn e¢. s., Ber. dtseh. chem. Ges. 67, 593 (1934).
1) Sherman-Smith, Vitamins. New York 1931,
2) Browning, The Vitamins. London 1931.
3) Goldblatt, Erg. Path. 25 (1931).
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a) Histologie der normalen und der rachitischen Epiphysengrenze

Zum Verstandnis der rachitischen Knochenverinderungen ist dic Kenntnis
des normalen Knochenwachstums erforderlich. Das Liingenwachstum, das bei
der Rachitis zur Hauptsache gestort ist, vollzieht sich nur an der Epi-Diaphysen-
grenze durch endochondrale Verknoécherung.

Beim wachsenden langen Knochen finden wir an der Grenze Diaphyse-
Epiphyse die Knorpelzellen zu Reihen angeordnet, indem die Zellachse der
Knochenachse parallel verliuft. Die Zellen vergréBern sich, wobei besonders
die diaphysenwirts ge-
legenen sich umbilden.
Die aus 2—3 solcher
Zellen bestehenden Rei-
hen (Séulen) sind durch
zylindrische, bienen-
wabenéhnliche Mantel
von  Knorpelsubstanz
umgeben. Dieses Knor-
pelgeriist erstarrt durch
die provisorische Ver-
kalkung. Damit beginnt
von der Diaphyse her
die eigentliche Bildung
des Knochens.  Gleich
bei Beginn der Knochen-
bildung entwickelt sich
ein stark vaskularisier-
ter Kern innerhalb des
wachsenden Knorpels.
Von diesem geht die
fortschreitende ~ Mark-
raumbildung vor sich,
in der Weise, daf} immer
neue Kapillaren aus-
sprossen, die sich mit
Markzellen  umgeben.
Abb. 22. Normale Epiphysengrenze. (Nach Kihn.) Letztere nehmen in der

Nihe des neuzubilden-
den Knochens die charakteristische Osteoblastenanordnung an.

Den obigen Knorpelzellsiulen kommt nun je ein Markraum entgegen. Da-
bei verschwinden die Knorpelzellriesen in dem epiphysenwérts vorschreitenden
Markraum, der nun als Zapfen in der erstarrten Knorpelwabe drinsitzt. Nun
beginnen die Ostcoblasten den Hohlzylinder mit osteoider Substanz auszumauern,
die bald verknochert. Wihrenddessen wird das provisorische Verkalkungs-
gebiet resorbiert und aus dem wabenartigen Bau der Knorpelknochengrenze
entsteht die Gitterstruktur der Knochenspongiosa (Heubner).

Die provisorische, priparatorische Verkalkungszone verlduft beim normalen
Knochen in einer geraden Linie. Dic darunter befindliche Schicht von Osteoid
bildet nur einen schmalen Streifen. Fiir die Rachitis ist die Stérung der provi-
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sorischen Verkalkung typisch. Dicse erfolgt zunichst nicht an der gesamten
Epi-Diaphysengrenze, sondern nur an einigen Stellen, wodurch es zur Aus-
fransung der sonst sehr scharfen Verkalkungslinie kommt. Mit der Entwicklung
der Rachitis verschwindet die provisorische Verkalkungszone, und in dem
Gebiet zwischen Diaphyse und dem fritheren Verkalkungsraum kommt es zur
Bildung grofler Mengen unverkalkten Osteoids. Im Lingsschnitt sicht man die
bekannte Form der becherformigen Aushohlung der Epi-Diaphysengrenze.
Bei der Heilung der
Rachitis kommt es zu
einer schlagartig einset-
zenden Einlagerung von
Kalksalzen. Die endo-
chondrale Verkalkung
verliuft mit Hilfe einer
neuen  provisorischen
Verkalkungszone, die
nicht direkt an der
Knorpelknochengrenze
liegt, sondern mehr nach
der Epiphyse zu, wo sie
gelegen haben wiirde,
wenn die Rachitis nicht
bestanden hatte. Durch
weitere Verkalkung des
zwischen dieser Schicht
und dem Markraum ge-

legenen Osteoids erfolgt  Apb. 23. Das histologische Bild der floriden Rachitis
dann vollige Heilung. an der Epiphysengrenze. (Nach Kihn.)

b) Der normale und der rachitische Knochen im Rontgenbild 4)

Die oben beschriebenen Veranderungen der Knochen bei der Rachitis treten
im Réntgenbild ebenfalls scharf zutage. Am Ende mancher Rohrenknochen
ist die Epiphysengrenze ausgefranst und verwaschen und das Diaphysenende
becherférmig ausgehéhlt. Die Metaphyse besteht aus Knorpel oder Osteoid
und enthilt wenig oder gar keinen Kalk. Neben diesem aktiven Typ bleibt
das Diaphysenende beim passiven Typ ziemlich normal, flach oder konvex
gegen die Epiphyse verlaufend. Der passive Typ kann in den aktiven iibergehen.

Bei miBig schweren Fillen ist das am Epi-Diaphysenende gelegene Band
der provisorischen Verkalkungszone unterbrochen oder fehlt ganz. Beim Tier
kommt nur der aktive Typ vor.

Bei 4 Wochen alten Ratten auf einer rachitogenen Diit treten schon nach
cinwdchentlicher Fiitterung in den langen Knochen Verinderungen ein, die im
Rontgenbild zunéichst in einer VergroBerung der hellen Zone zwischen Diaphyse
und Epiphyse bestehen, mit leichter Andeutung einer beginnenden Aushohlung
des Diaphysenendes. Mit Steigerung der Knorpelwucherung wird die rachitische
Metaphyse immer gréfer und die Entfernung von der kalkhaltigen Diaphyse

4) Wimberger, Lancet 2, 11 (1922); Erg. inn. Med. 1925.
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Diaphyse zu. Am schwersten sind die Veranderungen distal am Radius und
Ulna, proximal an der Tibia und den beiden Enden der Fibula.

Folgende Abbildungen zeigen einen normalen Knochen im Vergleich zu
den rachitischen. Wie ersichtlich, ist beim gesunden Knochen die Begrenzung
zwischen Epi-Diaphyse eine haarscharfe, abschlieBende, homogene, dunkle
Linie, die im histologischen Préparat der provisorischen Verkalkungszone
entspricht. Diaphysenwirts folgt eine hellere ganz schmale Querzone.

Bei der Heilung der Rachitis treten die bekannten Verinderungen eben-
falls im Roéntgenbild auf. Zundchst crscheint als erstes Zeichen der Heilung
das schmale etwas unregelméBige Band der provisorischen Verkalkungszone
zwischen Epi- und Diaphyse in der verdickten Knorpelwucherungszone, in

mys a

Abb. 24, Schwere floride Rachitis im Abb. 25. Beginn der Heilung einer
Roéntgenbild. (Nach Wimberger.) Rachitis im Roéntgenbild. Neue pri-

paratorische Verkalkungszone  iber
den Diaphysenenden als Schattenlinien sichtbar. (Nach Wimberger.)

einem gewissen Abstand von der Diaphyse. Zwischen dieser Verkalkungslinie
und der kalkhaltigen Diaphyse liegt ein heller kalkfreier Saum, der um so
breiter ist, je linger der rachitische ProzeB dauerte. Die weitere Heilung fithrt
schnell zu einer Verschmelzung der Verkalkungslinie mit der Diaphyse. Die
Verkalkungszone ist wieder gegen die Diaphyse scharf abgegrenzt. Auch in
der Diaphyse kommt es zu verstérkter Kalkeinlagerung. Die ganze Begrenzung
des Knochens wird scharf. Die Epi-Diaphysenenden zeigen eine viel kompak-
tere Struktur gegen die iibrige Diaphyse als normal, woran man noch nach
langer Zeit eine abgeheilte Rachitis erkennen kann.

Bei der Ratte erscheint die Heilung sehr frith im Rdéntgenbild. Bereits
in der ersten Woche findet man in der hellen Zone zwischen Epi- und Diaphyse
das schmale Band der préaparatorischen Verkalkungszone. Diese verbreitert
sich allmahlich, und wenn die ganze Metaphyse verkalkt ist, bleibt nur noch
eine sehr schmale Linie, die Epi- und Diaphyse scheidet.



76

¢) Weitere Erscheinungen des Vitamin D-Mangels

Spasmophilie: Die Erscheinung, daB rachitische Kinder namentlich im Friih-
jahr elektrischo Ubererregharkeit und Krimpfe zeigen, beruht auf ciner Heilkrisis
der Rachitis (Rominger-Meyer-Bomskov 5).  Der Mineralstoffwechsel der
Tetanie ist das Positiv der rachitischen Stoffwechselstérungen. Typischo Tetanie
l&Bt sich bei rachitogen erniihrten Ratten ausléosen durch plétzliche Anderung der
phosphorarmen Kost in eine phosphorreiche (Shohl, 1. ¢. 3).

Osteomalacie : Zwischen Rachitis und Osteomalacie bestehen nur altersbedingte
Unterschiede. Die Osteomalacie ist die Rachitis des Erwachsenen.

Wachstumsstillstand: D-arm ernidhrte Ratten zeigen nach lingerer Ver-
suchsdauer Wachstumsstillstand. Zugabe des fehlenden Vitamins fiihrt Ge-
wichtszunahme herbei.

Abb. 26. TIm Rontgenbild sichtbare Abb. 27. Geheilte Rachitis im Rént-
Reparation einer Rachitis an allen genbild. (Nach Wimberger.)
Moetaphysen. (Nach Wimberger.)

Resistenzverminderung: Tm Verlauf der D-Avitaminose tritt eine Herab-
setzung der natiirlichen Resistenz ein, die zu Infekten aller Art fiihrt.

Stoffwechselstorung: Die hauptsichlichste Stérung im Mineralhaushalt
bei der Avitaminose D liegt im Phosphorstoffwechsel. Schon vor Beginn der
klinischen Erscheinungen der Rachitis ist cine starke Ausschwemmung von
Phosphaten, namentlich im Urin, nachweisbar. Die Stoffwechsclstérung der
floriden und heilenden Rachitis 148t sich in vier Stadien einteilen (Rominger-
Meyer-Bomskov). Mit Beginn der dritten Phase zeigt sich als erstes
Symptom der Heilung eine abnorm starke Phosphatretention, dic so regel-
miBig auftritt, daB man an Hand dieser Reaktion Vitamin D-haltige Priparate
auswertet. Die schwere Mineralhaushaltstérung findet besonders ihren Aus-
druck in der fehlerhaften Zusammensetzung des Knochens. Wahrend die

5) Rominger-Meyer-Bomskov, Z. exper. Med. 73 und 78.
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Aschenmenge des Knochens bei gesunden Ratten im Alter von 23 Tagen 409,
betriigt und nach 3 Wochen auf 62 9, ansteigt, weisen 6 Wochen alte rachitische
Tiere nur einen Wert von 26 9%, auf (Dutcher). Auch der Kalk- und Phosphat-
gehalt des Knochens weicht stark von der Norm ab. Der Knochenkalkgehalt
sinkt nach mehrwochentlicher Fiitterung mit rachitogener Kost von etwa 209,
auf ctwa 159 (auf fettfreie Trockensubstanz berechnet). Das Verhalten der
Knochenasche geht am besten aus folgender Abb. 28 hervor.

2. Die experimentelle Rachitis der Ratte
60r A Obwohl Spontanrachitis auch bei Rat-
E] 5ot B ten vorkommt, gelang die einwandfreie Er-
2 zeugung dieser Krankheit erst den Amerika-
S‘*o nern McCollum, Shermanund Pappen-
230 heimer (1. ¢. 1—3).

¢ Setzt man junge Ratten auf eine rachi-

zh " L L L L L L L s . .
1 2 3 4 5 6 7 8 togene Diét, so entwickeln sie nach 2—3
Weeks Wochen das typische Bild der Rachitis des

Abb. 28. Knochenasche im Pro- Kindesalters. Rein duBerlich ist schon eine
zent des getrockneten extrahierten  schwere Rachitis bei der Ratte an der Ver-
Femurs bei Ratten mit zunch-  gjckung der Epiphysen sichtbar. Legt man
mendem Alter. . .. . .

. . das Tier auf den Riicken, so siecht man in

A auf vollwertiger, B auf der rachi- . - s
togenen Kost 2965 mit Vitamin vielen Fillen schon den rachitischen Rosen-
D-Zulage, C auf derselben Diiit ohne ~ Kranz. Bei leichter Rachitis zeigen die Tiere
D-Zufuhr. (Nach Dutcher6).) in ihrem Benehmen keine weiteren Sonder-
heiten. Bei schwerer Rachitis verlieren
sie jedoch ihre natiirliche Lebhaftigkeit, sitzen meist zusammengekauert im
Hintergrund des Kifigs und zeigen 6fter eine skolioseartige Einknickung der
Wirbelsdule (Abb. 29). Der
Gang auf ebener Fliache wird
schwerfillig, mit schrig vom
Leib abgesetzten Beinen.
Vielfach bewegen sich die
Tiere auch auf dem gesamten
Tarsus oder Metatarsus fort.
Die Diagnose Rachitis
kann stets aus dem Rontgen-
Abb. 29, Skolioscartige Einknickung der Wirbel.  Pild oder aber aus histologi-

siiule bei experimenteller Rattenrachitis. schen Befunden oder aus
(Nach Funk7).) Blutphosphorwert und Kno-

chenanalyse gestellt werden.
Namentlich das Rontgenbild ist ein wertvolles Hilfsmittel, den rachitischen
Prozel in allen seinen Phascn am selben Tier zu verfolgen.

Histologisch ist die experimentelle Rachitis der Ratte von der Spontan-
rachitis des Kindes verschieden. Man erhiilt aber bei abwechselnder Verfiitterung
einer phosphorarmen rachitogenen Kost mit einer normalen Bilder, die histo-
logisch von echter Rachitis nicht zu unterscheiden sind.

6) Dutcher-Creighton-Rothrock, J. of biol. Chem. 70, 173 (1929).
7) Funk, Die Vitamine.
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3. Experimentelle Rachitis bei anderen Tieren

Beard und Pomerence 8) konnten durch Verfiitterung der Steenbock-
Diét 2965 oder der Osborne-Mendel-Park-Kost bei Midusen Rachitis erzeugen,
die nach 14 Tagen méBig oder schwer war. Sie heilt nach einiger Zeit spontan
infolge Wachstumsstillstand ab. Bei Schweinen entsteht auf rachitogenen Diiten
schwere Rachitis, die histologisch der menschlichen nahekommt. Auch Kaninchen
zeigen auf der McCollum-Kost 3143 schwere rachitische Verdnderungen (Gold-
blatt, . c. 3). Die Rachitis der Kiicken (leg weakness) ist histologisch nicht typisch,
weil schon normalerweise der Ossifikationsvorgang beim Vogel ein anderer ist. Stoff-
wechselchemisch ist sie fir die Auswertung des Vitamins D brauchbar.

II. Die Hypervitaminose D

1. Die Erscheinungen der Hypervitaminose D (vgl. 1. c. 3)

Uberdosierung von Vitamin D in Form von Vigantol oder Lebertran fithrt
zu einem typischen Krankheitsbild, das eine echte Hypervitaminose darstellt.
Rein duBlerlich zeigen die mit Vitamin D vergifteten Tiere ein struppiges Fell,
Mangel an FreBlust, Durchfall und Gewichtsverlust. Bei der histologischen
Untersuchung findet man in zahlreichen inneren Organen wie Lunge, Herz,
Niere, Leber sowie in den Arterien ausgedehnte Kalkablagerungen im Sinne
einer metastatischen Verkalkung. Die Ablagerungen sind bei kalkreicher
Nahrung sehr viel ausgeprigter. Bei ungeniigender Kalkzufuhr tritt Entkalkung
des Knochens auf (Osteoporose). Herbivoren zeigen Hyperphosphatamie,
Omnivoren Hypercalcimie. Die Organverinderungen sind teilweise riick-
bildungsfihig, doch fithrt die Vergiftung in den meisten Fillen zum Tode
(Kreislaufstorungen). Rachitische Tiere sind gegen die Uberdosierung auBer-
ordentlich resistent.

2. Die toxische Dosis

Die Vitamin D-Priparate variieren in ihrer Giftigkeit stark. Bei der UV.-
Bestrahlung des Ergostering entstehen Substanzen, die antirachitisch nicht
wirksam, aber stark toxisch sind und deren Bildung von der Bestrahlungs-
dauer, vom Losungsmittel, von der Lichtquelle u. a. abhéngig ist. Zur Er-
mittlung der toxischen Dosis priift man die Vertriglichkeit der Substanz an
der Maus. Gleichzeitig wird an der Ratte die antirachitische Grenzdosis fest-
gelegt. Aus beiden errechnet man den therapeutischen Index. Kr betrigt fiir
Bestrahlungsprodukte des Ergostering etwa 1:2000 bis 1:5000. Fiir reines
D-Vitamin wurde der Wert zu 1 : 3500 ermittelt. Altere Angaben iiber die Ungiftig-
keit selbst der 10000—40000fachen antirachitischen Grenzdosis sind widerlegt.

3. Die Bestimmung des toxischen Wertes eines Vitamin D-Priiparates 9)

Die Bestimmung der Giftgrenzdosis erfolgt an Méiusen. Jeder Versuch
wird mit 4—5 abgestuften Dosen angesetzt, wobei fiir jede Dosis mindestens
4 Miuse genommen werden. Die Abstufung der Dosen wird am besten so vor-
genommen, daB die Tiere 2, 1, 0,5, 0,2 und 0,1 mg erhalten.

In einem Vorversuch bestimmt man die Dosis, die giftig ist, und eine solche,

8) Beard-Pomerence, Amer. J. Physiol. 89, 54 (1929).
9) Holtz-Laquer-Kreitmair-Moll, Biochem. Z. 237, 247 (1931).
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Tabelle

22

Gewichtsabnahme und Tod

Zahl
der Méuse

Verkalkung der Nieren nach 10 maliger
Behandlung und Tétung am 12. Tage

Stark bei | Gering bei | Fehlt bei

Uber 2,5 g odrer tot
Von 0,5 bis 2,5 g
Bis 0,6 g oder Zunahme

1230
580
170

629/, 189/, 209/,
187, 129/, 809/,
0 29, | 989/,

die noch ungiftig wirkt. Man kann aus dem antirachitischen Wert diese un-
gefihr schatzen, da im allgemeinen die Giftgrenzdosis die 2000—5000fache
der antirachitischen Dosis betragt. Die Versuche werden an ausgewachsenen,
gesunden Mausen von 16—22 g ausgefiihrt. Die Tiere werden niichtern gewogen,
trichtige Tiere ausgeschlossen. Die Méuse werden in Glisern, wie sie oben ab-
gebildet sind, gehalten. Als Streuunterlage dient Torf oder Holzmehl, als
Nahrung Hafer und feuchtes Brot.

Die Darreichung der Priiparate erfolgt mit der Schlundsonde nach der
Methode von Marks 9a) mit einer in !/, ccm eingeteilten Spritze. Die Tiere

9a) Marks, J. of cxper. Med. 10 (1908):

Tabelle 23. Giftpriifung von Bestrahlungs-

Maiuse Dosen Kongen.|| Gewicht in Gramm nach dem
NI. || Begoich- |Anfangs- tration | 1. Tag |2.Tag|3.Tag|4.Tag|5.Tag
ewicht | Glas | mg | cem , B

| nung 8 g 1 ! % |\Behandcity| B B B B
1| Riigelb| 20 { 19,5 17

2 Na , | 20 1 1,0 02| 05 20,5 18

3 Ko ,, 19 18,5 17,5
4|0 21 20 17

5 || Rigelb| 18 17,5 17

6|l Na ,, 18,5 18,5 18,5

7l Ko 18 105 02| 025 18 17

80 19 18,5 18

9 | Rigelb| 19 18,5 19

10 | Na ,, 18,5 19,5 18

1| Ko . | 185 (L 04 029 02 19 16,5k
12010 18,5 19,5 18,5

13 | Riigelb| 18 ! 17,5 15,6k

14 | Na ,, 18 18,5 17

15 | Ko ,, 18 V1087024 015 19 18
160 18 18 17,5

17 | Riigelb| 19,5 i 18 17

18 | Na ,, 20,5 ;= 20 20

19| Ko , | 18 v | 02 02 01 17,5 117,5

20 | O 19 : 19 118,5

21 || Riigelb| 18,5 ; 18 1 18,6

22 || Na ,, 19,5 o 19 18

23| Ko ., | 19 (VI 0L 02 005 19 18,5
2410 18 | 17 17,5

Ergebnis: Grenzwert 0,8 mg.
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erhalten die Dosis morgens niichtern. Das Volumen soll 0,2 cem nicht iiber-
steigen. Erforderliche Verdiinnungen werden mit Sesamél hergestellt. (Auf-
bewahrung in braunen Flaschen. Vermischen der Losungen durch langsames
Umschwenken.) Fiir jedes Praparat wird eine besondere Spritze verwandt,
die téglich mit Ather und Alkohol gesiubert wird.

Die Méuse werden téglich gewogen. Sie verlieren schon bald nach Beginn
der Behandlung ihre Munterkeit. Das Fell wird struppig, die FreBlust 18t nach.
Spiter sitzen die Tiere schlafend in gekrimmter Haltung und zeigen beschleu-
nigte Atmung, die Augen sind meist verklebt. Der Tod crfolgt plotzlich, mit-
unter auch bevor die Krankheitserscheinungen ausgeprigt sind.

Die Darreichung der Dosen erfolgt insgesamt 10mal, so daB durch den
Ausfall des Sonntags die letze Dosis am 11. Versuchstage gegeben wird. Bei
jedem der iiberlebenden Tiere wird die Gewichtsdifferenz von Anfangs- und
Endgewicht errechnet und fiir jede Gruppe das Mittel genommen. Kine Ab-
nahme von iiber 2,5 g wird als Giftwirkung angesprochen. Kleinere Gewichts-
abnahmen sind nicht spezifisch. AuBer Gewichtsabnahme gilt als weiteres
Kriterium der Tod der Tiere und die Verkalkungserscheinungen in der Niere.

Die wihrend des Versuchs eingegangenen Tiere und die nach Beendigung
des Versuchs tiberlebenden, werden nach dem Téten seziert, um festzustellen,

produkt Kontrollpriparat. Versuch Nr. 330

Gewicht in Gramm nach dem G"“"""‘S‘J 17(:11;2:1 (zlxoixrd
: ‘ zu- oder | Ty Verkalkung
6. Tag | 7. Tag | 8. Tag | 9. Tag | 10. Tag|11. Tag| 12. Tag A"{;’:“l‘"lc schnittliche|  dor Nieren
B B ' B B | B 12.mag | G
. _ e —— B
15,5k 15 [ tot geringe
E . Verkalkung
14,6kd| tot | starke  ,,
13 k 12,5k 13 k 112 kd|| — 7 3 tot » ’
14 kd 13,5kd | tob | — 1 " ”
14,5k 15 k 14 k 113 kd|| —5 geringe
16,6k 16 k 16 kd 15,56k || — 3 ’ ’
15,56k 14 k 15 kd 15,56kd | — 2,56 » s
16 k 16,5 ) 14,6kd 13,5kd)| — 5,5 | — 4,0 | starke ,,
19 19 18,5 18 —1 keine ’
16 k 15,5 14,5k 156 kd|| — 3,5 starke
15,5k tot 1 tot || keine .
16 k 15,5 14,5kd 13 kdj| —5,56| —33 |starke ,,
13 kd 12,5 tot geringe  ,,
16,5 16 k 16,56k 16 k | —2 keine ’
16,56k 16 15,5 155k | — 2,5 1 tot ' '
16 15,5 16 16 —2 — 2,2 || geringe
16,6 16,5 17,5 18 — L5 keine .
20 20 19,5 20 — 0,5 geringe ,,
16 16 k| 16,5kd 15,5kd} — 2,5 keino ’
20 18,5 19,5 20 +1 —0,9 s ”
19 18,5 19,5 19,5 +1 keine »
18,5 18 18 18 — 1,5 i »
19 19 19,6 19 + s ”»
17 16,5 17,5 18 T —01 . .

Zeichenerkldrung: k = krank, d = Durchfall.
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ob interkurrente Erkrankungen (Lungenkomplikationen usw.) die Gewichts-
abnahme oder den Tod herbeigefiihrt haben. Alle solche Méuse scheiden bei
der Beurteilung aus. Die Nieren werden auf Kalkablagerungen untersucht.
Kalk findet sich sowohl in der Rinde als auch in den ibrigen Teilen. Zum
histologischen Nachweis des Kalks bedient man sich der Methode von Kossa9b)
und Nachfirbung mit Alaunkarmin an Gefrierschnitten. Man unterscheidet
zwischen starker Kalkablagerung, bei der im Gesichtsfeld eines Schnittes an
vielen Stellen sich Kalkablagerungen finden, und schwacher Verkalkung, bei
der nur vereinzelte Kalkherde vorkommen. Eine Tabelle iiber die Beziehung
der Gewichtsabnahme zur Verkalkung ist vorstehend wiedergegeben (Tabelle 22).

Die Verkalkung der Nieren geht meist dem klinischen Bild parallel. Im
Bereich der Giftgrenzdosis nimmt die Verkalkung ab und fehlt bei kleineren
Dosen ganz. Die Stiarke der Verkalkung entspricht aber nicht immer der Hohe
der angewandten Dosis.

Beispiel: Ein Auswertungsbeispiel geht aus Tabelle 23 hervor.

Wie ersichtlich, nehmen nach der Darreichung von 1 mg des Préparatoes alle
Miiuse an Gewicht ab und gehen am 9. Tage ein. Bei allen Tieren finden sich Kalk-
ablagerungen in der Niere. Tagesdosen von 0,5 und 0,4 mg sind ebenfalls giftig. Die
Gewichtsabnahme ist bei der Mehrzahl dieser Ticre noch tiber 2,5 g. Die Nieren-
verkalkung erreicht verschiedene Grade. Drei von den vier Miusen die 0,3 mg er-
hielten, tiberleben. Eine zeigt eine Gewichtsabnahme von 2,5 g, die tibrigen nohmen
weniger ab und zeigen im Durchschnitt eine Gewichtsabnahme von nur 2,2 g.
Kalkablagerungen in den Nieren sind bei dicsen nicht mehr festzustellen. Kleinere
Dosen sind nicht tédlich, die Tiere nechmen im Durchschnitt auch weniger als 2,56 g
ab. Die Giftgrenze betrigt 0,3 mg.

Bei verschiedenen Priiffungen schwankt der Giftgrenzwert innerhalb einer
Differenz von 509%,. In dem gegebencn Beispiel mit 0,3 mg als Grenzwert wird bei
einer Wiederholung der Priifung die Dosis von 0,4 mg immer giftig sein, withrend
eine solche von 0,2 mg immer ungiftig ist. Die Werte der dazwischenliegenden
Dosen iiberschneiden sich. Ein weiteres Einengen der Giftgrenzdosis kommt also
wegen der Streuung nicht mehr in Frage.

Auswertung der Ergebnisse: Die Auswertung der Ergebnisse kann in
verschiedener Weise erfolgen.

1. Kann als Grenzdosis diejenige kleinste Menge angesehen werden, die in
10 Tagen bei toten und iiberlebenden Méausen eine Gewichtsabnahme
von 159, herbeigefithrt hat (Holtz-Schreiber 10)).

2. Kann als Grenzdosis diejenige Menge gelten, die bei mindestens 50 %, der
Tiere eine Gewichtsabnahme von iiber 2,5 g oder den Tod der Tiere
herbeifiihrt (Laquer 11) und 1. c. 9).

3. Gilt als Giftgrenzdosis diejenige kleinste Menge, die bei mindestens
4 Miausen eine Gewichtsabnahme von durchschnittlich 2,5 g oder den
Tod der Tiere herbeifithrt, wobei nach héheren Dosen Verkalkung in
der Niere nachzuweisen sein soll (Moll 12)).

Alle drei Arten der Auswertung sind gleichwertig. Ein Beispiel aus den
Laboratorien in Géttingen, Elberfeld und Darmstadt moge das erldutern:

9b) Kossa, Beitr. path. Anat. 29, 163 (1901).
10) Holtz c. 8., Z. physiol. Chem. 191, 1 (1930).
11) Laquer, Dtsch. med. Wschr. 1931, 243.

12) Moll, Miinch. med. Wschr. 1928, 637.
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Tabelle 24. KW 52

) ~ Toxische Wirksamkeit
Tagesdosis i{}_'nqg 1]05]0,20,10,07,0,06]0,06 |
Gestorben 24' 14!12513[ 4|—!-——
Uber 159/, G — 4 7 9113 1 |1
10—15% G | —  — 3| — i — 1 ;38
Unter 109, 6 | — — 20 1 —;—|9|
Durchschnittlicher{ —_ ' 27 | 19 i 15 | 31 | 22 . 6 | ausschlieBlich Gestorbener
© Gin Y, 22,6/ 32 | 22| 26| 32| 22 | 6 | einschlieBlich »

T = Zahl der Versuchsmiiuse, die innerhalb von 10 Tagen starben, iiber 15 9%,
10 bis 159, oder unter 10 %, Gewichtsverlust zeigten.

G = Gewichtsverlust innerhalb von 10 Tagen, in Prozent des Ausgangs-

gewichtes der Tiere.
Giftgrenzwert 0,06 mg.

Tabelle 25
(Fortsetzung von Tabelle 24)

2. Elberfeld:

Tagesdosis in mg ‘ 0,20 0,15 : 0,1
Tot [ — 2
Schwere Abnahme 1 4 2
Leichte ’s = 2 1
Zunahme — -— 1

o/

Giftigkeitsgrenze (iiber 50 9,

3. Darmstadt:
Tox. Versuch Nr. 257/260

schwere Abnahme oder tot): mindestens 0,1 mg.

a) Zahl der
Tages- Befund der Einzelmiuse toten Tiere,
dosis bei Versuchsendo b) Durchschnittl. Bemerkungen tiber
in (Gewichtszu- oder abnahme, || Gewichtsabnahme| Verkalkung, Sonstiges
mg tot) der uberlebenden
Tiere
R ‘ ’ S T
01 | —6 l —05 —45 & Maus 1,3, 6,7, 8 starke,
S N Maus 2 geringe, Maus 5
1 ;{g')t,;:; 7 3 l—tgb keine Verkalkung
a5l 18 o= Maus 5 starke, Maus 1
0,075 4,6 | L5 —3 0,5 und 7 geringe, Maus 2,
totam; —0,5-—3 | —0,5 1 tot 3, 4, 6, 8 keine Ver-
6. Tag| i —2,2 kalkung
0,05 | +0,5 [ —3 —3 | tot, Maus 2 und 3 geringe,
| :interkurr.t Maus 1, 4, 5, 6, 7, 8
‘am 7. Tag keine Verkalkung
|
+1 1 —1 —1 —0,5 —1,2
i i i
0,02 |—1 | —0,5,—0,5; +05 —0,2

Giftgrenzwert 0,075 mg.
Bomskov, Vitaminforschung
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Die beste Definition der Giftgrenzdosis ist folgende: ,Der
Giftgrenzwert eines bestrahlten Ergosterins ist diejenige kleinste
Tagesmenge pro Tier, die bei mindestens 4 ausgewachsenen
Mausen im Gewicht von iiber 16 g, in 12 Tagen 10mal verabreicht,
entweder die Tiere tétet oder im Durchschnitt eine Gewichts-
abnahme von 2,5 g oder mehr herbeifithrt, wobei die Mehrzahl
der mit héheren Dosen behandelten Miuse Ablagerungen von
Kalk in den Nieren haben sollen.*

III. Diebiologischen Methoden zur Auswertung des Vitamins D
A. Allgemeines iiber die Testmethoden auf Vitamin D

Wie bei allen Vitamintestmethoden kann man auch bei den D-Tests pro-
phylaktische und kurative Verfahren anwenden.

Die kurativen Methoden, die besonders im Ausland ausgearbeitet wurden,
haben den Nachteil, relativ mehr Zeit in Anspruch zu nehmen als die pro-
phylaktischen, da die Vorperiode ziemlich lang ist. Bei einigen dieser Methoden,
z. B. bei den Line tests, ist es auBerdem nicht mdglich, bei Beginn der thera-
peutischen Periode den Zustand des Versuchstieres genau festzulegen. Man

R A ls
;—200 1-0International Unit 15 P
£ 100 daily 168
i§ 4 5%
€ 50F0-5unit. 148
£ 138
2 on
(& 251 _ 25

..1 (=]

THAY. JUL. SEPT. NOV. JAN. MAR.MAY. JuL. spt. hov. 112

APR JUNE AUb OCT DEC FEB. APR JUNE AUG. OCT DEC

Abb. 30. Die Ergebnisse der Auswertung derselben Vitamin-D-Lésung zu ver-
schiedenen Zeiten.

Jeder Punkt der Kurve wurde an 20 Ratten crmittelt. Links = Aktivitdt in °/,
rechts = Grade der aus der Skala abgelesenen Heilung. (Nach Bourdillon.)

kann sich hier nur durch Untersuchung gleichwertiger Kontrolltiere helfen,
die aber nicht immer einen Mafstab fiir gleichbehandelte Tiere desselben
Wurfs abgeben. In diesem Punkte sind die kurativen Réntgenmethoden besser,
da man hier fortlaufend die Heilung am selben Tier verfolgen kann.

Von den prophylaktischen Methoden ist besonders die Rontgenmethode
durch die Arbeiten von Windaus in Deutschland zur héchsten Genauigkeit
gebracht worden. Am objektivsten ist die Knochenaschemethode, leider auch
am schwierigsten. In erster Hinsicht stehen ihr die prophylaktische Réntgen-
methode von Holtz-Laquer-Kreitmair-Moll sowie die kurative Methode
von Schultz nahe.

Ein Urteil iiber die Brauchbarkeit der einen oder anderen Methode ist
schwierig zu féllen. Bei Anwendung geniigend groSen Tiermaterials und bei
geniigender Erfahrung in Testversuchen scheinen sie gleichwertig zu sein. Wie
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bei jeder Testmethode am Tier muB man auch hier mit der schwankenden
Reaktionsfahigkeit des tierischen Organismus, d. h. mit nicht niher definier-
baren, nicht beherrschbaren Momenten rechnen. Trotz Einhaltung derselben
Versuchsbedingungen variiert die Empfindlichkeit der Ratten gegeniiber dem
Vitamin D. Bei Priifung desselben (unter Zersetzung ausschlieBenden Um-
sténden aufbewahrten) Préparats zu verschiedenen Zeiten ist der gefundene
wirksame Grenzwert nicht immer der gleiche (Abb. 30).

Es wird deshalb vom Accessory Food Factor Commitee empfohlen, gleich-
zeitig im selben Test ein Standardpriparat zu priifen, das international ge-
eicht ist. Auf diese Weise kann man jedes Priparat, gleichgiiltig nach welcher
Testmethode man arbeitet, mit dem Standard vergleichen und so in inter-
nationalen Einheiten ausdriicken.

Die gegen die therapeutischen Methoden 18) und besonders gegen den ,,Line-
Test‘‘gemachten Einwiinde sind bei richtiger Technik nicht stichhaltig. Auch der

Fehler des ungleichen Tiermaterials, das zur Bohandlung kommt, ist ausschalt-
bar, wie z. B. aus der Methode von Schultz hervorgeht.

Ganz allgemein zu entscheiden, ob nun prophylaktische oder therapeutische
Methoden zu bevorzugen sind, ist nicht moglich, da es jeweils von der ver-
wandten Art der Methode abhingt 14). So ist z. B. der Line-Test nur in der
kurativen Form anwendbar. Der Knochenkalktest dagegen nur als Prophylaxe-
 versuch. Ein Vergleich des prophylaktischen Aschetests mit dem kurativen
Rontgentest ergibt, daf beide gleichwertig sind. Der Rontgentest hat aber den
Vorteil der leichteren Handhabung, ist dafiir aber auch bedeutend kostspieliger
als der chemische Test. Das gilt auch beim Vergleich der beiden Methoden im
prophylaktischen Versuch.

Uberhaupt ist die Beziehung zwischen der kurativen Dosis und der prophylak-
tischen eine viel engere als sich eigentlich aus der Bezeichnung ergibt. Trigt man
die am 1., 4., 8., 12, 16., 20., 24. und 28. Tag réntgenoskopisch ermittelten Epi-
physenweiten bei rachitogen ernéhrten Tieren, die entweder unbehandelt waren
oder aber steigende Dosen Lebertran prophylaktisch erhielten, gegen die Zeit in
ein Koordinatensystem ein, crgibt sich, dal bei den unbehandelten Tieren die
grofften Epiphysenbreiten am 12. Tage vorhanden sind und von da ab schmiler
werden. Mit 1, 2 und 3 mg Lebertran pro Tag sind die Epiphysenspalten am 8. Tage
am gréBten und mit 5, 6 und 10 mg am 4. Tage. Erst mit etwa 20 mg Lebertran
pro Tag verlduft die Kurve vollkommen gerade, d. h. dic Epiphysenwecite éndert
sich nicht. Daraus ergibt sich, da3 die gewéhnlichen grophylaktischen Methoden
eigentlich kurativ sind. Die wahre schiitzende Dosis liegt héher (Schultzer 15)).
Zu der gleichen Feststellung kommt neuerdings Ottokarl Schultz (I c. 41).

B. Versuchstiere und ihre Haltung

Die gebrauchlichsten Tiere fiir den Vitamin D-Test sind Ratten. Ab-
weichend von allen anderen Vitamintestversuchen kann Rachitis bei dieser
Tierart nicht dadurch erzeugt werden, daB einzig und allein das Vitamin D
in der Kost fehlt. Es muB auBer dem D-Mangel noch eine Verinderung in der

13) Kreitmair, Erg. Physiol. 30, 202 (1930). — Scheunert-Schieblich,
Klin. Wschr. 1929, 699; Biochem. Z. 209, 290 (1929). — Demole, Schweiz.
med. Wsechr. 177 (1931).

14) Bourdillon-Bruce, Biochemic. J. 26, 506 (1932).

15) Schultzer, Biochemic. J. 27, 376 (1933).

6*



84

Mineralzusammensetzung der Kost eintreten, bevor sie rachitogene Eigen-
schaften erhilt.

a) Auswahl der Tiere. Rachitis liBt sich nur am wachsenden Organismus
erzeugen. Altere Tiere entwickeln lediglich eine Osteoporose.

Ratten fiir den Testversuch auf Vitamin D miissen etwa 3—5 Wochen alt
sein und ein Gewicht von etwa 30—50 g besitzen. Schwarze oder schwarzweifle
Tiere eignen sich fiir den Versuch ebensogut wie weile. Laquer und Mit-
arbeiter (1. c. 9) nehmen 4—6 Wochen alte Tiere, die 33—45 g wiegen.

b) Haltung der Tiere. Je nachdem die Tiere fiir den kurativen oder pro-
phylaktischen Test bestimmt sind, hélt man sie in grofien Kifigen zusammen,
bis sie eine Rachitis entwickelt haben, oder sie werden gleich von Anfang des
Versuchs an in Einzelkéfige gesetzt. Die Grofle der Kifige ist so zu wihlen,
daB nicht etwa durch Beschriankung der Bewegungsfreiheit eine Osteopathie
hervorgerufen wird. In einem Kifig von 40 X 40 X 25 cm haben zwei Tiere Platz.

Vielfach gibt man in die Metallkifige noch Holzwolle. Sie hindert nicht
die Entstehung der Rachitis, mufl aber o6fter durchgeschiittelt und erneuert
werden, damit die Tiere die Exkremente nicht fressen. Man kann auch die
Tiere in Holzkifigen halten, die mit einer diinnen Schicht Sagemehl oder Torf
bedeckt sind. Diese Schicht mufl mindestens wochentlich erneuert werden.
Wir haben gute Erfahrungen mit den oben abgebildeten Holzkéfigen gemacht,
die Platz fiir 5—7 Tiere bieten. Als Einzelkifige verwenden wir unsere ab-
gebildeten Versuchskifige. Auch Glaskéifige mit Drahtdeckel, die einen Draht-
rost enthalten oder eine Schicht Torfmull, kénnen verwendet werden. Man
reinigt sie téiglich in einem Spilraum. GroBte Sauberkeit ist Vorbedingung
des Versuchs.

Die Kifige stehen in cinem dunklen Raum. Direkte Sonnenbestrahlung
und diffuses Sonnenlicht sind auszuschlieen. Der Raum darf nur fiir Vitamin D-
Versuche Verwendung finden. Die Temperatur soll 20—22° betragen und keinen
Schwankungen unterworfen sein. Fiir frische Luft mull gesorgt werden.

Die Tiere werden 6fter gewogen. Tiere, die nicht wachsen, sind fiir den
Test unbrauchbar (s. dariiber die einzelnen Methoden).

¢) Einteilung der Tiere. Man teilt die Tiere fiir den prophylaktischen Ver-
such gleich in Serien, fiir den kurativen Versuch erst nach Beendigung der Vor-
periode, wihrend der sie wurfweise gehalten werden. Die Verteilung erfolgt,
wie bei allen Testversuch®n so, daB jede Serie méglichst gleich zusammengesetzt
wird und gleichviel Tiere desselben Wurfs enthélt. Fiir jede zu priifende Dosis
mufl man mindestens mit 10—12 Tieren rechnen. Man teilt die Tiere derart
auf, da Gruppen dieser Grife entstehen.

Davon nimmt man stets eine als Kontrolle und verabreicht ein Praparat,
dessen Wirkung bekannt ist. Beim prophylaktischen Versuch erhilt die Kon-
trolle keinerlei Behandlung und muf3 die schwersten Verdnderungen zeigen.

d) Fiitterung der Versuchstiere. Die Versuchstiere erhalten eine der nach-
stehenden rachitogenen Didten und Wasser ad libitum.

Wenn die Tiere in den Versuch kommen, miissen sie erst an das Alleinsein
gewohnt werden. Fiir den prophylaktischen Test fiittert man daher erst
3 Tage lang die rachitogene Diit ohne Zulage der zu testenden Substanz. Bis
die Tiere sich an Umgebung und Futter gewohnen vergehen etwa 2 Tage, in
denen sie regelmiBig abnehmen.
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Man kann die Tiere auch einige Tage, bevor man sie von der Mutter ent-
fernt, dadurch an das Futter gewéhnen, da man es ihnen zusammen mit Milch
verabreicht und erst dann die Milch wegliBt, wenn sie getrennt werden.

¢) Verabreichung der zu testenden Substanz. Die Verabreichung der zu
priifenden Substanz mufB, wenn moglich mit der Pipette erfolgen.

Die Losungen werden mit Olivenol oder Sojacl (das antirachitisch un-
wirksam sein soll) verdiinnt, so, daB die Tagesdosis in 0,1 ccm Ol enthalten ist.
Die Verdiinnungen miissen sehr sorgfiltig gemacht werden. Bei der Ver-
mischung mufl mindestens 15 Minuten lang langsam hin- und hergeschwenkt
werden. Die Verabreichung geschieht mit einer geeichten 1-cem-Pipette, die
nach dem Gebrauch in Benzin, Alkohol, Chromschwefelsiure und Wasser
gereinigt und mit Alkohol-Ather an der Saugpumpe getrocknet wird. Kontroll-
tiere erhalten dieselbe Menge an reinem Losungsmittel.

Jede zu priifende Substanz, z. B. Milch usw. muf} vorher auf ihren Phosphor-
gehalt untersucht werden. Zufuhr einer phosphorhaltigen Substanz heilt die
experimentelle Rachitis, auch wenn kein D-Vitamin vorhanden ist, was schon
zu schweren Irrtiimern Veranlassung gegeben hat.

Auf der rachitogenen Kost von Randoin-Lecoq 16) wird das Vorhanden-
sein einer internationalen Einheit D-Vitamin vorgetéuscht, wenn die Zulage enthilt :

4,0 mg P in Form von Phosphorsiurc
4,5 mg P als Mononatriumphosphat
5,0 mg P als Dinatriumphosphat

7,0 mg P als Trinatriumphosphat
10,0 mg P als Natriumpyrophosphat
15,0 mg P als Natriummetaphosphat.

Die genaue Dosierung der zu untersuchenden Substanz ist von gréBter
Bedeutung. In Amerika wird das Praparat vielfach dem Futter beigemischt.
Diese Methode ist nicht nachahmenswert. Wenn man erfahren hat, wie schwer
es ist, die von einer Ratte im Laufe von 24 Stunden gefressene Futtermenge zu
bestimmen, wird man einsehen, wie ungenau die Dosierung wird.

f) Die Haltung der Zuchttiere. Genau wie bei dem Testversuch auf Vita-
min A ist die Zuchtdiit der verwandten Ratten fiir den Ausfall cines D-Testes
von groBter Bedeutung. Verschiedentlich wurde die Beobachtung gemacht,
daB Ratten gegen den D-Mangel duflerst resistent sind, eine Erscheinung, die
auf zu groBe Reserven zuriickzufiihren ist. Wir haben selbst vor einigen Jahren
die Erfahrung gemacht, daB einige Tiere auf sonst stark rachitogenen Didten
iiberhaupt nicht rachitisch werden, weil die Miitter dieser Ratten regelmaBig
mit Fischabfillen gefiittert wurden.

Zuchtdidten fiir Ratten, die fiir den D-Test Verwendung finden sollen, sind
z. B. die Steenbock- und Sherman-Didten. Auch eine Kost aus Milch,
Hafer, Kleie, Gemiise mit Zugaben von rohem Fleisch hat sich bewéahrt.

In den Laboratorien der I. G. Farben und Merck wird den Zuchttieren
folgendes Futter verabreicht (1. c. 9):

5 Teile Maisschrot, 10 Teile Weizen, 8 Teile Milch, 4 Teile Hafer, 5§ Teile
Brot, 0,025 Teile Calciumcarbonat, 0,06 Teile Kochsalz, mit téglichen Zugaben
von wechselnd Gemiise, Fleisch, Riiben, 0,4 Teile Casein oder 2 Teilen Reis.

16) Lecoq-Vilette, J. de Pharmacie 1933, 192.
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In Gottingen wird folgende Kost gegeben:

Auf 4 Teile Reis 1 Teil Fleischmehl in Wasser weich gekocht. Dazu 1 Teil
Weizenschrot 4 1 Teil Maisschrot. Ein Loffel Bierhefe, 200 g Natriumchlorid,
200 g Salzgemisch nach McCollum und woéchentlich 2mal rohe Méhren und
taglich Roggen nach Belieben.

Wir selbst verwenden eine Kost aus Weizen, Maisschrot und frischer Milch
unter Zulagen von Gemiise.

Die Tiere werden jihrlich 3mal gedeckt und kommen, wenn sie trichtig sind,
in die oben beschriebenen Einzelkiifige. In der Regel bestehen die Wiirfe aus 6 bis
8 Jungen. Wenn zu groBe Wiirfe erhalten werden, ist es gut, die Zahl der Tiere
auf 8 zu reduzieren. Zu kleine Wiirfe sind ebenfalls nicht brauchbar. Wir ver-
wenden solche fur die Zucht.

Bourdillon-Bruce und Webster (1. c. 14) fiittern die Zuchtratten mit
Weizen, Mais oder Hafer, sowie Brot, Gemiise, Fleisch und etwas frischer Milch.
Gleichwertig war eine Kost aus:

Weizenmehl (ganzer Weizen) 629

Weizenkeime . . . . . . . 99%
Trockenmagermilch . . . . 199,
Hefe . . . . ... .... 89
Fett . . ... ... ... bY
Ferricitrat . . . . . . . . . 0259

dazu taglich 2 g Karotten, Spinat oder Kohl und zweitigig 2 g gekochte
Leber.

Wiihrend der Laktation erhalten die Tiere 18 bzw. 299, Weizenkeime und
Magermilchpulver, wobei die entsprechende Menge Weizenmehl fortfiillt. Die Leber-
zulage kann ebenfalls wihrend der Laktation reduziert werden.

O. Schultz (I. c. 41) sah mit folgender Kost gute Ergebnisse:

Korn und Mais, dazu Milch (aus Trockenmilch bereitet), Karotten und reich-
lich trockene Brotchen, auerdem Spinat und Griinkohl und ab und zu etwas
rohes Fleisch.

Die Jungen werden mit 4 Wochen abgesetzt und erhalten 3—8 Tage weiter
diese Kost, bis sie versuchsreif sind.

Dyer gibt folgende Kostmischung fiir die Versuchsratten an:

Mais, gelb, gemahlen . . . . 659
Weizen, ganz gemahlen . . . 209
Cagein . . . .. .. ... 99
Trockenhefe . . . . . . . . 59
Kochsalz . . . . .. ... 059
Calciumcarbonat . . . . . . 059

Die Tiere werden nach der Entfernung von der Mutter mit 32—35 g Gewicht
ausschlieBlich damit ernéhrt, bis sie 50—60 g schwer sind. Sie erhalten wiihrend
dieser Zeit auBer der Kost etwa 4 g Wasserkresse pro Woche, Hafergriitze und
etwa 2 g Leber oder Fleisch pro Woche. Die Tiere sind mit 50—60 g fiir den Line-
Test brauchbar.
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C. Vitamin D-arme Diiiten

a) Allgemeines iiber rachitogene Diiiten. Die experimentelle Erzeugung
einer Rachitis bei der Ratte ist nicht nur bedingt durch die An- oder Abwesen-
heit des Vitamins D, sondern hingt vielmehr auch ab von dem Verhiltnis von
Kalk zu Phosphor in der Nahrung.

Eine Kost, in der das Vitamin D fehlt, die aber ein Verhiltnis Ca:P
= etwa 2 hat, wirkt nicht rachitogen. Diédten aber, bei denen das Verhéltnis
Ca:P =3,5—10 ist und in denen auBerdem das Vitamin fehlt, erzeugen
Rachitis. Die Rachitis ist um so schwerer, je hoher der Quotient Ca : P. Milde
Rachitis, bei deren Heilung Tetanie auftritt, kann erzeugt werden durch eine
Kost mit einem Verhiltnis Ca: P = 3,5.

Bei einem Vergleich der in der Literatur niedergelegten Arbeiten ist
stets die verwandte Didt zu beriicksichtigen. Wenn es z. B. heifit, da8
1 v eines Priparats imstande ist, die Rachitis zu heilen oder zu verhiiten,
so gilt das nur fir die benutzte Didt. Die Menge an Vitamin D, die ver-
hiiten oder heilen kann, ist nur fiir diese bestimmte Diit dieselbe und
dndert sich, wenn eine andere benutzt wird. Die fiir die Heilung oder Ver-
hiitung einer Rachitis bendtigte Dosis D-Vitamin ist nicht nur abhéngig
vom Verhiltnis Ca:P der rachitogenen Diit, sondern auch vom absoluten
Mineralangebot.

Tritt bei einem konstanten Verhiltnis Ca:P Rachitis auf, so wird sie
immer leichtere Grade annehmen, je hoher das Angebot der Mineralien ge-
halten wird. Bei einem Gehalt der Kost von 0,5%, P kann durch noch so
groBe Kalkzufubr keine Rachitis erzeugt werden. Ist die Menge der Kalk-
zufuhr in der Diit festgelegt, so wird die Rachitis immer schwerer durch
Erh6hung des Quotienten Ca: P.

Diese Verhiltnisse miissen namentlich auch bei dem Knochenkalktest auf
Vitamin D beriicksichtigt werden. Der Mineralgehalt der Knochen ist weit-
gehend von dem Angebot abhéngig.

Weiter hidngt die Entstehung einer Rachitis von dem Sauregrad der ver-
futterten Didten ab. Im allgemeinen besteht die Tendenz, daB bei einer sauren
Kost sich cine immer weiter fortschreitende Rachitis entwickelt, wihrend auf
ciner mehr basischen Diit derselben Zusammensetzung eine Rachitis entsteht,
die nach einiger Zeit Heilungstendenz zeigt. Im Verlauf dieser Heilung kann
es unter Umsténden zur Tetanie kommen. Diese Zusammenhinge sind wichtig
bei der Auswahl der Testdiit.

Im Gegensatz zur Rachitis des Kindes, die nur durch Bestrahlung bzw.
durch Zufuhr bestrahlter Substanzen geheilt werden kann, ist die experimentelle
Rachitis der Ratte heilbar

1. durch Bestrahlung oder durch Zufuhr bestrahlter Substanzen,

2. durch Anderung der Mineralrelation der Kost, derart, daB diese ihren
rachitogenen Charakter verliert, also z. B. durch Zugabe von Phosphaten
oder organischen Phosphorverbindungen.

Bei der Herstellung der rachitogenen Diidten ist deshalb immer auf den
Mineralgehalt der verwandten Getreidearten zu sehen. Es ist bekannt, daBl
Mais im Phosphorgehalt stark schwankt. .
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Die fiir rachitogene Kostformen verwandten Maisbestinde miissen in
gemahlenem Zustande erst 6 Monate lagern, bevor sie Verwendung finden, weil
dadurch die erzeugte Rachitis gleichméaBiger und schwerer wird (Harris 17)).
Die Ursache liegt in einem geringen Vitamin D-Gehalt des Maises.

Bevor man einen Versuch ansetzt, muBl man sich iiber den Mineralgehalt
der Maissorte orientieren. Der Kalkgehalt betriigt etwa nur 0,059, und kann
vernachlissigt werden. Dagegen schwankt der Phosphatgehalt derart, daf
das Verhiltnis von Ca: P in der Steenbock-Kost 2965 Werte von 3,9—6,7
erreichen kann. Eine solche Schwankung stért die Auswertung des Vitamins D
auBerordentlich. Eine Anderung des Quotienten Ca:P von 4:1 auf 2:1
tauscht bei gleichbleibendem Vitaminangebot einen Mehrgehalt an Vitamin D
von 0,7 Einheiten vor (Kay 18)).

Wichtig ist nach neueren Untersuchungen der Magnesiumgehalt der
Kost. Eine Magnesiumzulage zur rachitogenen McCollum-Kost wirkt bei
ungeniigendem D-Angebot stark antirachitisch (v. Euler-Rydbom). Auch
der Chlorgehalt einer rachitogenen Didt spielt eine Rolle (Gyorgy und Mit-
arbeiter 19)).

AuBer von den erwihnten Umsténden hingt die Entstehung einer experi-
mentellen Rattenrachitis auch noch von anderen unspezifischen Faktoren ab,
so von der Natur der in der Didt enthaltenen Getreideart. Den stirksten rachi-
togenen Effekt unter den Cerealien iibt das Maismehl aus, dann folgen Hafer,
Reis und Weizen. Kochen mit Salzsdure schwicht die rachitogene Wirkung
(Gyorgy, 1. c. 19).

Erst neuerdings wurden die Verhéltnisse durch die Untersuchungen von Bruce
und Callow 19a) geklirt. Danach enthalten die verschiedenen Cercalien keine
toxische Substanz. Die unterschiedliche rachitogene Wirkung ist vielmehr durch
den Gehalt der Substanzen an Phytinphosphorsidure erkliarlich. Bisher wurde in
den Substanzen nur der Gesamtphosphorgehalt bestimmt. Dieser gibt aber kein
richtiges Bild iiber die rachitogene Wirkung der Substanz. Eine solche hingt
vielmehr ab vom Verhiltnis Gesamtphosphor zu Phytinphosphor. Der Phytin-
phosphor ist fiir den Organismus nicht verwertbar und deshalb ist die rachitogene
Wirkung um so ausgepriigter, je mehr Phytinphosphor cine Substanz cnt-
hilt. Die rachitogene Eigenschaft wird durch Hydrolyse mit Salzsiure ge-
schwicht, weil dabei die Phytinphosphorséiure zerstort wird und anorganisches
Phosphat entsteht. Es handelt sich bei der Salzsdureeinwirkung also nicht,
wie bisher angenommen, um die Zerstérung eines Toxins. Alle Cerealien ent-
halten ein Ferment Phytase, die aus Phytinphosphor bei der Lagerung an-
organischen Phosphor freimacht. Dadurch éndern sich aber die Eigenschaften
der Diit und damit #ndern sich die zur Heilung oder Verhiitung der Rachitis
noétigen Vitamindosen. Man muB also in Zukunft in den Mehlen nicht nur den
Gehalt an anorganischem Phosphat bestimmen, sondern daneben sich auch iber
den Gehalt an Phytinphosphor orientieren. Die Bestimmung des Phytinphosphor
kann nach den Methoden von Heubner-Stadler19b) oder Andrews-Baily
erfolgen 19¢).

Erwiihnt sei noch, da wir aufler der phosphatarmen Rachitis auch eine kalk-

17) Harris c. 8., J. Labor. a. clin. Med. 19, 390 (1934); Science (N. Y.) 73,
95 (1931).

18) Kay c. s., Biochemic. J. 26, 196 (1932).

19) Gyorgy c. s, Z. Kinderheilk. 55, 442 (1933).

19a) Bruce c. 8., Biochemic. J. 28, 517 (1934).

19b) Heubner c. s., Biochem. Z. 64, 422 (1914).

19¢) Andrews c. 8., Ind. Eng. Chem. 24, 80 (1932).
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arme kennen, die durch erhéhtes Phosphatangebot zustande kommt. Sie steht
jedoch der Spontanrachitis nicht so nahe und wird fiir methodische Zwecke kaum
herangezogen.
b) Rachitogene Kostformen
1. Die Kostform 3143 von M¢Collum, e. s. 20).

WeizengrieS . . . . . . 33 Teile
Maisgrie8 . . . . . . .33
Gelatine . . . . . . .15
Weizenkleber . . . . . 15,
Kochsalz . . . . . . . 1
Calciumecarbonat . . . . 3

Der Gehalt an Ca bzw. an P in 100 g betriagt 1,20 g bzw. 0,30 g.

Der Weizenkleber (Kleie) wird im Soxlethapparat 12 Stunden lang mit
96 9,igem Alkohol extrahiert, aus den Hiilsen herausgeholt und an der Luft
getrocknet. Dic Kost wird hergestellt, indem man gepulverte Gelatine in Wasser
aufkocht und diese Losung heil {iber die gut gemischten Substanzen gief3t.
Es ist dabei destilliertes Wasser zu verwenden. Es geniigt 1 Liter Wasser fir
die zehnfache der angegebenen Mengen in Gramm. Die zuerst gut verrithrbare
Masse wird nach gutem Durchkneten in flache, mit Wasser vorher ausgespiilte
Schalen gegossen und nach dem Erstarren in Wiirfel geschnitten. Die Tiere
crhalten auBler dieser Kost Wasser (dest.) ad libitum, wie bei allen anderen
Didten. Es ist empfehlenswert, nicht zu grole Ansiitze zur Zeit herzustellen,
da sie infolge des Wassergehaltes leicht verderben. Andererseits ziehen wir diese
Darreichung der trockenen Verabreichung der Substanzen vor.

Die Kost kann durch Ersatz der 3 Teile Calciumcarbonat durch nur
1,2 Teile in eine nicht rachitogene verwandelt werden. Der Phosphorgehalt
betragt dann 0,276 g, der Kalkgehalt nur 0,542 g pro 100.

Neuerdings empfichlt Sechieblich 21) statt Weizen Buchweizen zu verwenden,
da er weniger Phosphor enthiilt. Dieses Vorgehen verstiarkt die rachitogenen Eigen-
schaften der Kost erheblich. Withrend bei der Originalkost die Tagesdosis im pro-
phylaktischen Réntgentest bei ctwa 0,03 p liegt, erfordert die neue Form eine
Menge von 0,07 y. Die Empfindlichkeit, der Methode leidet durch die Abdnderung
nicht. Nach wic vor sind im Prophylaxetest Dosen, die um 0,01 p differicren,
deutlich unterscheidbar.

Schon Mc¢Collum suchte cine Anderung sciner Kostform, da sich zeigte,
dal im Phosphorgehalt zwischen weichem und hartem Weizen erhebliche
Unterschiede bestehen. Fiir die Kost kann nur weicher Weizen Verwendung
finden. Aus den Versuchen McCollums ergab sich die Kostform 4025, die
aber nicht ideal ist, da sie Butter enthalt.

Die Kritik, die die Kostform Nr. 3143 von Steenbock erfahren hat, grindete
sich darauf, daB diese Nahrung zu viel Proteine und Gelatine enthalte, was zu
Durchfallsstorungen bei den Ratten fithre. Auch sei die Kost zu wenig Vitamin-A-
haltig.  Steenboek hat deshalb als verbesserte Kost seine unten angegebene
Nr. 2965 cingefiihrt.

20) McCollum e¢. s., Bull. Hopkins Hosp. 32, 160 (1921); J. of biol. Chem.
47, 507 (1921); Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 18, 277 (1920); Amer. J. Hygien.
1, 512 (1921).
21) Schieblich, Biochem. Z. 265, 1 (1933). ,
6
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2. Die Kostform 2965 von Steenbocek und Black.
Die Kostmischung besteht aus:

Mais, gemahlen . 769,
Weizenkleber . 209,
NaCl . 1Y%
CaCo, 39,

Sie enthalt in 100 g etwa 1,2 g Ca und 0,25 g P. Der Weizenkleber wird wic
unter 1 mit Alkohol extrahiert. Der P-Gehalt schwankt je nach der Maissorte.
Das Verhdltnis von (a: P liegt um 5:1. Hess und Weinstock 25), die anstatt
Mais (ganz) nur Maismehl verwenden, konnten die rachitogenen Eigenschaften der
Kost erheblich verstirken. Das Verhiltnis Ca: P liell sich auf etwa 10 erhohen.

Die Kostformen 1 und 2 sind die bei Rachitisstudien am
meisten benutzten. Andere Mischungen werden in folgender Ta-

belle gebracht.

Weitere rachitogene Kostformen

Nr. i

3

Ja

Autor ‘ Kohlenhydrate Eiweill Fett
Sherman 959, Patentmehl
c. s 22)
Dieselben 23) - 959 Patentmehl

Salze

Ca-Lactat 2,99,

Na(l 29%, Ferri-
citrat 0,19,
3¢, (‘a-Lactat,

Na('l

90/

~“ /0

4 McCollumes. 400 Haferflocken - 8,3¢, Lein- 19 Na('l, 1,59
49,20 Dextrin samenmehl (a0,
4a Dieselben 4004 Haferflocken 100 Gelatine — 19% NaCl,
47,59, Dextrin L59% (a0,
5 Oshornec.s. 52—569, Stirke 16200 Lact-  0—249, 40, P-freie Nalz-
albumin Speck mischung
6 McClendon 629, Stirke 1095 Lactalbu- 2095 Tri- 29, P-freie Salze,
min I olein 0,29, (al0,, 0,20,
;, KH,PO,
7 Frost 870, Stiirke 800 Lactallnunin [ - 2940 Na('l, 29, ('a80,
8 McCollum 409, Haferflocken 100 Gelatine | Je 19 NaClund KCl,
399, Dextrin 7% Weizenkleber ! 294 Ca’Oy
9 Jendrassik 339 Weizen, gem, 159 Weizenkleher 1%, Na(l,
24) 339/ Mais, gem. 59 Gelatine 30, (a0,
109, Reismehl
10 Brown- 389, Maisschrot  21°, Weizenkleber 19, Na(l,
Shohl 389, Maismehl 1 1,879, (a0,
11 McCollum Diesclbe Kost wice Nr. R 59%, Butter
12 Karshan 66, Maismchl 20, Weizenkleber, 19, NaCl, 39, C(aCl,
10 % Eieralhumin,,
13 McCollum 59,96 %, Dextrin 15‘};’,W(-iz(-nklle-r‘ 290 Butter- 3,99, Salzgemisch
39, Weizenkeime 159, Gelatine ' fott XXI, 1,59, CaCO,,

| " 0,649, NaH,PO,

22) Sherman-Pappenheimer c. s, Proe. Soc. exper. Biol. a. Med. 18, 193
(1920/21); J. of exper. Med. 34, 189 (1921); 35, 421 (1922); Proc. Soec. exper. Biol.
a. Med. 21, 504 (1923/24).

23) Shipley c. s, Bull. Hopkins Hosp. 32, 160 (1921).

24) Jendrassik c. s., Biochem. Z. 189, 180 (1927).

25) Hess c. s., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 27, 140 (1929).
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‘ 519, Dextrin
17 ' McCollum 49,35 % Dextrin | 109, Gelatine 59, Butter- 1,59, CaCO,, 5,15%

‘ Autor ‘ Koillcnhydrate ! Eiwei i Fett Salze
— ‘ e
1 i McCollum 72,6 9 Dextrin | 59, Weizenkleber ' 29/ Butter- 3,99, Salzmischung
| 3% Weizenkeime ’ 59 Gelatine fett XX, 1,59, CaCO,
‘ 59, Casein ‘
15 ; Goldhlatt 48 9, Stirke 20% Casein 15 % gehirt. 59, Salzgemisch P,
‘ Baumwoll: 2 Y% Cal'0y
‘* samendl
16 Stopp 40 9, Hafermehl \ 59, Casein : - 19, NaCl, 39, CaCO,
|

59, Weizenkeime | 10 9% Eieralbumin @ fett Salzmischung 37
i 129, Weizenklcber
18 McCollum | 52,5° Dextrin | 209 Casein 59, Butter- 4,39) Salzmischung
5% Weizenkeime | 59 Gelatine B (71 38
: : 59, Weizenkleber
19 Randoin < 659, Rohrzucker |17 % Fleisch- 59 Buttvr- 19, Ca-Lactat, 49,
c. s. 26) | ! pepton f(lt. 59,  Salzgemisch P-frei
Olivenol
20 Haury 27) 1 309, Weizenmehl | 17 %) Casein 5,5 % Crisco 29 CaCO,, 1,59,
| 409 Glucose N&(‘l
21 v. Buler28) | 509 Stirke 18 9/, Casein 179, 59, Salzgemisch
| ‘ " Arachisol
i gehdrtet
22 Zucker | 859, Weizenmehl ! 10 9 Eicralbumin . 2,89/ (‘a-Lactat, 29,
i ‘ NaCl, 0,29, Ferri-
i citrat
23 Oshorne 759, Stirke 1209 Kdestin ‘ 2,69, Salzmischung

Bemerkungen zu vorstehender Tabelle. Zu Nr. 3 und 3a: Dic Kost-
formen erzeugen schwere Rachitis mit niedrigem Blut-P-Spiegel.  Ersatz ciner
entsprechenden Menge Caleiumlactat durch 0,4 g basisches Kaliumphosphat in
der Kost Nv. 3 verwandelt sie in cine nicht rachitogene.  Leeithin, Fleisch, Hefe
schiitzen entsprechend ihrem P-Gehalt. Cascin schiitzt weniger als seinem P-Gehalt
entsprechen wiirde,  Die Kostformen sind unter der Bezeichnung Nr. 84 und 85
bekannt.  Die Kost Nr. 3, die namentlich von Hess c. s., Rosenheim e. s und
Hottinger benutzt wurde, ist so stark rachitogen, da nur schr reiche D-Pri-
parate damit ausgewertet werden kénnen. Zu Nr. 4 und 4a: Die Kostformen sind
unter der Bezeichnung Nr. 2677 und 2806 bekannt. Sic rufen rachitisithnliche Bilder,
die zwischen Osteoporose und Rachitis schwanken und mehr an Bilder der heilen-
den Rachitis erinnern, hervor. 100 g der Kost Nr. 4 enthalten 0,6714 g Ca und
0,21 ¢ P. Die Mischung 4b enthiilt in 100 g 0,6414 ¢ Ca und 0,1580 g P.  Zu Nr. 5:
Die Kost crzeugt schwere Rachitis in etwa 35 Tagen. Zur Deckung des B-Bedarfs
crhalten die Ticre 40 mg Hefekonzentrat nach Oshorne-Wakeman pro die.
ZuNr. 6: Man gibt auBerdem noch zur Mischung 59, Hefe und 19, Spinatextrakt.
Dic Kost crzeugt leichte Rachitis.  Zu Nr. 7: Die Kost ist unter der Bezeichnung
Nr. 341 bekannt. Sie enthiillt pro 100 g etwa 0,138 g P und erzeugt leichte Rachitis.
Es ist notig, sie durch Zugabe von 19 Hefe zu vervollstiindigen. Zu Nr. 8:
Die Kost ist unter dem Namen 2127 bekannt. 100 g der Mischung enthalten 0,8 g Ca
und 0,20 g P. Die Kost crzeugt bei der Ratte in 3—86 Wochen eine Rachitis, die
aber viel weniger schwer ist als die mit der Mischung Nr. 1 erziclte. Zu Nr. 9:
Dic Kost ist cine Abiinderung der Nr. 1, die aber keine wesentlichen Vorteile bietet.

26) Randoin e. s., C. r. Soc. Biol. Paris 97, 1277 (1927).
27) Haury, J. of biol. Chem. 89, 467 (1930).
28) v. Euler, s. Grafes Handbuch der Organischen Warenkunde, Bd. 5.
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Zu Nr. 10: Die Mischung ist cbenfalls cine Modifikation der Nr. 1 mit Anlchnung
an die Nr. 2. Der Ca: P-Quotient betrdagt ctwa 4. Zu Nr. 11: Der Butterzusatz
wurde gewithlt, um die Entstchung der Xerophthalmic auf der Mischung Nr. 8
zu verhiiten. Zu Nr. 12: Der Weizenkleber wird extrahiert (s. unter Nr. 1), Jedo
Ratte erhiilt auBer der Kost tiaglich 10 g Spinat. Die Mischung enthiilt ohne Spinat
in 100 g etwa 1,22 ¢ Ca und 0,09 g P. Zu Nr. 13: Die Kost ist unter der Bezeich-
nung 3407 bekannt. Die Weizenkeime werden mit Ather extrahicrt, die Kleie mit
Alkohol. Die Gelatine darf hochstens 0,129, P enthalten. Man setzt der Mischung
29, Agar-Agar zu. Die Kost enthiilt in 100 g 1,202 g Ca und 0,217 g P. Das Salz-
gemisch XXT besteht aus: CaC0, 1,5 Teile, KCIL 1,0 Teile, NaCl 0,5 Teile, NaHCO,
0,7 Teile und FeSO, - TH,0 0,2 Teile. Zu Nr. 14: Die Mischung ist unter der Be-
zeichnung 3408 bekannt. Sic enthiilt aullerdem 29, Agar-Agar.  Der P-Gehalt
betriigt in 100 g 0,202 ¢ und der Ca-Gehalt 0,88 g, Dic Salzmischung ist dieselbe
wie unter Nr. 13. Zu Nr. 15: Zur Mischung werden weiter 59, Hefe, 59, Zitronen-
saft und 50 cem destilliertes Wasser gegeben.  Die Kost enthilt 1,08 g Ca und
0,22 g P in 100 g, Sic ist noch wirksamer, wenn das Casein durch Ejeralbumin er-
setzt wird. Die Kost ist identisch mit der alten Osteoporose crzeugenden von
Korenschewsky, in der kein Caleiumearbonat enthalten war. Die Salzmischung
besteht aus NaCl 9,6 Teile, MgSO, - TH,0 16,4 Teile, KC1 24,4 Teile, Calcium-
lactat 57,5 Teile, Ferricitrat 3,5 Teile. Das Verhilltnis Ca: P der Mischung hetriigt
5:1. Zu Nr. 16: Die Kost ist die Xcrophthalmice erzeugende von MeCollum,
in der 1,5 Teile Dextrin durch Calciumearbonat ersetzt wurden.  Sie ist stark
rachitogen. Zu Nr. 17 und Nr. 18: Beide Kostformen werden dureh Zugahe von
20, Agar-Agar erginzt. Die Kostmischungen crzeugen in 25 Tagen Rachitis. Thr
gesamter P-Gehalt entstammt dem Cascin. Die Salzmischung besteht aus: CaC'Oy
1,5 Teile, KCI 1 Teil, NaCl 1 Teil, NaH('O, 0.4 Teile, MgO 0,2 Teile, FeSO, - TH,0
0.2 Teile, KH,PO, 0,85 Teile.  Die Salzmischung 38 ist diesclbe ohne KH,PO,.
Zu Nr. 19: Dic Kost mu3 weiter etwas Filtrierpapier enthalten.  Sie enthilt auf
100 g 0,120—0,187 g P und 0,420—0,450 g Ca. Man gibt zur Deckung des Bedarfs
39, Hefe zu. Zu Nr. 20: AuBer den angegebenen Bestandteilen enthiilt die Kost
29, Hefe und 29, Spinattrockenpulver.  Sie wird durch Zugabe von je 19
NaH,PO, und Na,HPO, in cine nichtrachitogene verwandelt.  Zu Nr. 21: Dic
Kost enthiillt weiter 59, Marmite-Hefeextrakt und 59, Zitronensaft.  Das Salz-
gemisch besteht aus: 25 Teilen NaCl, 74 Teilen CaCO, und 1 Teil Ferricitrat. Zu
Nr. 22: Die Tiere erhalten aulerdem pro die 2—3 g Spinat. Die Kost ist unter der
Bezeichnung 401 bekannt.  Sie findet fiie den Fiizes-py-Test Verwendung,  Zu
Nr. 23: Die Salzmischung besteht aus: 21,8 g MgCO,, 30,1 g Na,('Oy, 118,6 ¢
K,CO,, 95,3 ¢ HCIL, 9,2 g H,80,, 30,6 g Citronensiure, 5,34 g Ferricitrat, 0,02 g
KJ, 0,79 g MnSO,, 0,248 g Nak, 0,0245 g K,Al,(80,),. Die Tierce erhalten auller-
dem die B-Vitamine in Form von Hefe und A-Vitamin in Olivenol. Die Kost ge-
stattet eine Anderung des Ca : P-Quotienten in jedem Verhiiltnis, zweeks Studiums
der Wirkung einzelner P-Verbindungen auf die Entstehung der Rachitis.  Durch
gecignete Auswahl der Ca- und P-Verbindungen kann jede gewiinschte Reaktion
erzielt werden. Die Trockenhefe muB vor der Zugabe mit geniigend CaCl, versetzt
werden, um  das Verhiiltnis Ca: P == 1:5 zu erhalten. 20 Tropfen Lebertran
tiiglich geniigen fiir normale Entwicklung. Die Versuchstiere erhalten statt Leber-
tran Olivenél.

¢) Nicht rachitogene, Vitamin D-arme Kostmischungen

Im Gegensatz zu den Kostformen, die auBer dem Vitamin D-Mangel noch
ein gestortes Mineralverhiltnis aufweisen und beim Tier stark rachitogen
wirken, gibt es auch solche Diiten, in denen die Mineralien richtig ausbalanciert
sind, in denen also nur das Vitamin D fehlt. Solche in jeder Bezichung bis
auf den D-Mangel vollwertige Mischungen werden in bestimmten Versuchen zur
Auswertung des Vitamins D herangezogen.

Fiittert man Ratten mit diesen Kostformen, so entstcht keine Rachitis,
sondern lediglich eine Kalkverarmung des Knochens, die aber durch Verab-
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reichung des Vitamins D verhiitet oder geheilt werden kann, eine Reaktion,
die man als Test heranzieht. Spezifisch fiir Ratten auf einer solchen Kost ist
weiter der Wachstumsstillstand, der ebenfalls auf D-Mangel beruht und durch
Zugabe dieses Vitamins zu beheben ist. Auch diese Methode kann als Test dienen.

Die bekanntesten Vitamin D-freien Didten sind folgende:
a) Steenbock-Black 29):
Casein . . . . . . .. . . . 18 Teile
Salzgemisch . . . . . . . . . 4
Hefe . . . . .. ... ... 8
Agar-Agar . . . . . . ... 2
Dextrin. . . . . . . ... .68
dazu fiir jeo 100 g der Mischung 0,3 g Alfalfa (Vitamin A).
b) Sherman-Sticbeling 30):
Cascin extrahiert . . . . . . 18 Teile

Salzmischung Osborne . . . 4
Hefe . . . . . . ... .. .10
Kochsalz . . . . . . . . .. 1 v
Spinattrockenpulver . . . . . 1
Stirke . . . . .. . . 66 ’s

Der Kalkgehalt dieser Kost ist 0,749, C'a, der Phosphorgehalt 0,589 P.

d) Kostmischungen mit hohem Phosphat- aber niedrigem Kalkgehalt (nach . c. 3)
Kostformen zur Erzeugung der atypischen, kalkarmen Rachitis sind folgende:
Nr. 1 Magermilehpulver (Shohl-Bennett) . 10 g

Hafer . . . . . ... ... ... .40g
Leingl o 0 .0 . 0 .0 .. . ... ... bg
Kochsalz . . . . . ... ... ... lg
oder
Nr. 2 Cascin (Gyorgy-Popoviciu) . . . . 22,259
Maismehl . . . . . . . . o . . . oL TLT59
Prehefe . . . . . . o0 000000 40 9%
Salzgemisch MeCollum ohne (a und
P-Salzo. . . . . ... ... 0. 209

D. Die einzelnen Testmethoden

a) Die kurativen Methoden des Line-Test

1. Der Line-Test von Me¢Collum-Simmonds-Shipley-Park 31) und
Bills-Honeywell und MeNair 32).

Der Line-Test geht von der Erscheinung aus, daBl Ratten, die mit einer
rachitogenen Didt ctwa 20 Tage lang gefiittert wurden, eine Rachitis ent-
wickeln, die nach mehrtagiger Behandlung mit der zu priifenden Substanz, je
nach der vorhandenen Vitaminmenge, verschicdene Heilungsgrade zeigt. Die
Heilungsstadien werden dabei durch Behandlung des Knochens mit Silber-
nitrat und Belichtung an einem mehr oder minder vollkommen ecingelagertem
Kalkband sichtbar gemacht.

29) Stcenbock c. s., J. of biol. Chem. 61, 405 (1924).

30) Sherman c. s., J. of biol. Chem. 83, 497 (1929); Proc. Soc. exper. Biol.
a. Med. 27, 663 (1930).

31) McCollum c. s., J. of biol. Chem. 51, 41 (1922).

32) Bills ¢. s., J. of biol. Chem. 90, 620 (1931).
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Etwa 24 Tage alte Ratten, die 35—50 g schwer sind, erhalten 18—24 Tage
lang die rachitogene Kost 3143. Am besten sind Tiere aus Wiirfen, die auf 6 oder 8
reduziert sind. Die Vorperiode darf nicht zu lange ausgedehnt werden, da infolge
zu schwerer Schidigung die Ansprechbarkeit auf die Therapie verloren geht.
Nach Beendigung der Vorperiode werden die Tiere sortiert (Einzelkifige). Sie
werden in Gruppen aufgeteilt, von denen einige verschiedene Dosen der zu unter-
suchenden Substanz erhalten, andere als positive und negative Kontrollen dienen.
Die Tiere werden 2mal wochentlich gewogen. Nach 5tigiger Fltterung der zu
prifenden Substanz (die positiven Kontrollen erhalten einen D-Standard, die
negativen bleiben unbehandelt) werden alle Gruppen getétet.

Man priipariert die distalen Enden von Ulna und Radius, legt sie fiir 4 bis
5 Stunden in 10Yjiges Formalin und halbiert sie nach der Fixierung mit einem
scharfen Skalpell in der Liéngsrichtung. Die beiden Hiilften werden fiir 1—2 Mi-
nuten in eine 1,59 ige Silbernitratlésung gelegt, dann mit destilliertern Wasser gut
ausgewaschen und im Tageslicht oder unter ciner
kiinstlichen Lichtquello (Quecksilberlampe etwa

B, ) > 10 Sckunden) belichtet.
) 'E Bei schwacher Lupenvergréferung sicht
A B c

man den bei der Heilung eingelagerten Kalk
in schwarzen Bindern sich abhcben. Man er-
= % % % % kennt deutlich verschicdene Heilungsgrade, die
1. 31, N . ;| man mit 0, 14, 24, 34 usw. bezeichnet,

und die aus Abbildung 31 hervorgehen.

In der Zusammenstellung sind nicht nur
% % % % % die Grenzen eines jeden Stadiums sichtbar, son-
x L M N o| dern auch die verschiedenen Typen der Heilung.

Der epiphyseale Typ, bei der Kalk in einer Linie

am distalen Knorpelende cingelagert wird, ist
% % % % i am haufigsten. Heilung tritt bisweilen auch in
Poorie * *f "' der Metaphyse auf. Diaphysale Heilung ist sel-

ten und als Test nicht brauchbar.
Abb. 31. Skalazur Auswertung A "A’) B C. D anfl ]j]lar“e examples .Of rlqkets.
der Line-Test-Ergebnisse nach , extremely severe rickets, as seen in animals
Bills c. s. which have received Diet 3143 for a prolonged
period; B, severe rickets; C, moderately severe
rickets; D, moderately severe rickets with a spot of old calcium evident in
the principal tongue of cartilage; E, the poorest type of rickets that can be
accepted in controls. F, G, H, T, and J are examples of 1 + healing. F,
very slight healing evidenced by a metaphyseal line; G, very slight healing
evidenced by a trace of calcium at the distal cdge of the cartilage; H and I,
slight healing; J, strongest 1 4 healing. K, L, M, N, and O are examples
of 24 healing. K, moderate epiphyseal healing; L, moderate metaphyscal
healing; M and N, stronger healing; O, strongest 2 4 healing. P, Q, R, and S
are examples of 3 4 healing, in order of increasing calcification. T, shows
44, or complete healing.*

Auswertung der Ergebnisse: Zur Auswertung der gefundenen Heilung
dividiert man die Anzahl der fiir ein bestimmtes Priparat erzielten +--Zeichen
durch die Anzahl der verwandten Tiere. Ergibt sich z. B. die Dosis von x cem
Lebertran pro Tag bei den damit behandelten Tieren: 1 -+, 24, 24, 3+ und

negativ, so ist der Wert, den man erhilt: lg = 2,16 4.
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Als Standard fiihrten die Autoren eine Kost mit 1/ 9, Lebertran ein, die

2 +-Heilung hervorruft (Kost 3143).

Zur graphischen Bestimmung der 2 +-Dosis dient folgende Kurve (Abb. 32), aus
der man direkt ablesen kann, um wieviel man eine Losung bei bestimmtem Heilungs-
grad verdiinnen oder verstidrken mufl, um eine Heilung von 2+ zu erzielen. Wurde
die Wirkung einer Substanz z. B. zu 2,9 + bestimmt, so muf§ man die Lésung um

/10 verdinnen, um auf den Heilungsgrad 2 4 zu kommen.

Fand man einen Wert

von 1,2 +, so wird die Losung bei der 1,5fachen Konzentration den Wert 2 + geben.

Bezichung zwischen Versuchs- g+

dauer und Heildosis £

Die Beziehung zwischen Ver- §

suchsdauer und Heildosis geht aus S 2+
folgender Kurve hervor. Bezeichnet
man als 1 dicjenige Dosis, die in
14 Tagen tiglich verabreicht die R A
Heilung 2 + verursacht, so muf} die Adjustment factor
Dosis um denselben Heilerfolg zu  Abb. 32. Kurve zur Umrechnung der

geben, in cinem nur 5 Tage dauern-
den Versuch 6mal grofler sein.

Heilung auf die 2-1 -Dosis. (Nach Bills.)

Dic Abbildung kann mit Erfolg benutzt werden, um einige in der Lite-
ratur niedergelegten Ergebnisse der Auswertung mit Hilfe des Line-Tests,

nur in der Zeitdauer
umzurechnen.

Aus der Abbildung geht weiter her-
vor, daf} ein Finftagetest fiir die Aus-
wertung geniigt (Abb. 33).

die differieren,

Modifikationen der Methode

Modifikation des ,line test' wurden
von Russell 33), Koch-Ragins 34),
Knudson-Moore 35) und Kossa ange-
geben. Russell verwendet 23---24 Tage
alte Ratten, die dic Kost 2965 erhalten.
Dauer der Vorperiode 20—22 Tage. Ge-
wicht zu Beginn  der Versuchsperiode
60—70 g. Dauer der Versuchsperiode 5 oder
10 Tage. 10—14 Tiere fiir jede zu prii-
fende Dosis. Die Tiere miissen im Finf-
tageversuch 4—6 g zunehmen.
in 10 Tagen die Heilung 1 +4- hervorruft.

10
5 100-
£90
80
20r
60r
50r
40r

Relative vitamin D requireme

0 345 7 10 Days ®
Abb. 33. Bezichung zwischen Ver-
suchsdauer und Heildosis im  Line-

Test. (Nach Bills.)

Als Einheit wird dicjenige Menge bezeichnet, dic

Dic Heilungsskala ist folgende:

Keine Verkalkung in der Metaphyse

Dinne durchbrochene Verkalkungslinie

Diinne fortlaufende Linie .
Mittlere Verkalkungslinie .

Breite Verkalkungslinie oder oplphy%al es halkband

+_4
-4-
44

+ 4t

Schr breites epiphysiires Kalkband oder vollkom-

mene Heilung .

33) Russecll, J. of biol.
34) Koch-Ragins,

o

Chem. 85, 293 (1929); 93, 699 (1931).
J. of biol. Chem. 85, 141 (1929).
35) Knudson-Moore, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 78 (1928); 81

(1929).
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Koch und Ragins verwenden Ratten im Alter von 22 Tagen, die sie vor
Beginn des Versuehs auf der ,,stocke-Didt halten, bis sie 45—50 g schwer sind.
Rachitogene Diiit 3143. Beginn des Versuchs am 15. Tage. Dauer des Versuchs

GE=

<=

W=

8B

FIG. L.

==

9=

rFiG. it

qE=
q8=

dE=
=3

(Nach Coward.)

Abb. 34. Beispiel zum Line-Test.

10 Tage. Auswertung nach
dem Schema 2 -4, besser als
2 +,schlechterals2 +.Knud -
son und Moore kontrollieren
den Grad der Rachitis und den
Heilungsgrad durch Rontgen-
aufnahmen. Von Kossa un-
tersucht die Kalkeinlagerung
histologisch.

2. Der Line-Test nach
Coward 36).

Entsprechend dem Vor-
gehen von Steenbock und
Black verwendet Coward
fiir den Line-Test 50—60 g
schwere Ratten, die mit der
Steenbock-Kost 2965 gefiit-
tert werden, bis sie rachitisch
sind (etwa 4—5 Wochen). Man
hiilt sie withrend dieser Zeit
wurfweise. Mit Beginn der
Versuchsperiode werden die
Wiirfe in Gruppen eingeteilt
(Einzelkifige)und jede Gruppo
nun 10 Tage lang mit ciner
bestimmten Dosis der zu prii-
fenden Substanz  behandelt.
Wiihrend der Versuchsperiode
muf die Futteraufnahme tiber-
wacht werden, da selbst eine
Hungerpause von nur 2 Tagen
zur Spontanheilung der Rachi-
tis fithrt. Dic Tiere werden
zweimal wochentlich gewogen.

Das Besondere der Co-
wardschen Technik besteht
in der Handhabung der Kon-
trollen. Jeder Wurf wird in
zwei Hilften geteilt, von
denen die einen steigende
Dosen des zu untersuchen-
den Priparats erhalten, die
anderen aber steigende Dosen
des internationalen Stan-
dardspriparats fiir Vitamin
D. Beispiel: Tabelle 26.

Samtliche Tiere werden nach 10tdagigem Versuch getotet. Praparation,

Fixierung und Imprignierung der Knochen geschieht wie unter 1. angegeben.

'36) Coward, Quart. J. Pharmacol. 2, 44 (1929); Biochemic. J. 22, 1221

(1928); 27, 451 (1933); Quart. J. Pharmacol. 1, 27 (1928).
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Tabelle 26

Rat Dose
]

1 0,00025 g. Cod Liver Oil

2 0,0005 g. o

3 0,001 2, T

4 0,0025 g, ,, » »»

5 0,005 g ,, v

6 0,00001 mg. Irradiated Ergosterol
7 0,000025 mg. . s
8 0,00005 mg. . ’s
9 0,0001  mg. " »

Auswertung: Bei schwerer Rachitis ist bei den unbehandelten, negativen
Kontrolltieren die ganze Metaphyse durch Silber ungefirbt. Die Metaphyse
ist ungewohnlich breit. Die Verkalkung beginnt mit einem diinnen Streifen
in der Metaphyse und schreitet stetig fort bis zur Dosis, die vollkommene
Heilung verursacht hat (obere Reihe der Abbildung). War dagegen dic erzeugte
Rachitis milde, so beginnt die Heilung vom langen Knochen aus gegen die
Epiphyse zu (untere Reihe der Abbildung 34).

Die Auswertung im einzelnen erfolgt zundchst durch Vergleich der mit
dem Standardpriparat erhaltenen Bilder mit denen des unbekannten Pri-
parats. Dabei sucht man die Dosen der beiden Substanzen auf, die etwa den-
sclben Heilungsgrad cergeben haben.  Also z. B.

0,00001 mg des Standardergosterins waren in der Wirkung gleich 0,001 g Lebertran

0,000025 ,, .. " . . W 000252
0,00005 ,, ., " o e " W 0,005 g ’

Da eine internationale Einheit Vitamin D in 0,0001 mg des Standards
enthalten ist, ergibt sich, daB 10 mg des Trans einer Einheit entsprechen.  Der
Tran besitzt also cine Wirksamkeit von 100 E. pro Gramm.

Zur Orvienticrung sei angefithrt, daf3 die in vorstchender Abbildung wieder-
gegebene obere Bilderreihe von Tieren stammt, die 10 Tage lang mit dem Standard
behandelt wurden, und zwar crhielten sic: 0,05 0,00001; 0,00002, 0,00005 und
0,0001 mg des Standardergosterins. Weiter sei cine Tabelle gebracht, aus der die
wihrend der Versuchszeit crzielten Gewichtszunahmen der Tiere hervorgehen.

Tabelle 27

Weight at beginning| Weight at beginning| Weight at end of
Rat of preparatory of test period, tost period,

period, 1.4. 27 29. 4. 27 9. 5. 27
1 51 g. 69 g. 76 g.
2 54, 86 ,, 93 ,,
3 56 ,, 88 ,, 100 ,,
4 58 ,, 87 ,, 97 ,,
5 60 ,, 9 ,, 98 ,,
6 63 ., 99 109 ,,
7 62 ,, 9 ,, 102 ,,
8 57 ,. 83 ,, 89 ,,
9 61 ,, 92 ,, 102 ,,

Bomskov, Vitaminforschung 7
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3. Der Line-Test nach Dyer 37a).

Der Line-Test von Dyer ist insofern wichtig, als Dyer zum erstenmal
die Ergebnisse des Line-Test nicht mit - oder —-Zeichen ausdriickt, sondern
eine Standardskala aufstellt, die 6 verschiedene Heilungsgrade enthalt. Der
Vorteil liegt darin, daB bei einem Vergleich der gefundenen Heilung mit der
Skala der Heilwert direkt abgelesen werden kann.

Junge Ratten einer Standardzucht (s. oben) werden mit cinem Gewicht von
50—60 g ausschlieflich mit einer Kost von 76 % Mais, 209 Klcbermehl, 39,
Calciumcarbonat und 19, Kochsalz ernihrt. Der Ca: P-Quotient betragt 4: 1.
Die Tiere bleiben 3—3,5 Wochen auf der Kost. Sie erreichen dann ein Gewicht
von etwa 73 g. Nach Beendigung der Vorperiode werden die einzelnen Wiirfe (zu
je 7 Tieren) aufgeteilt. Mchrere Tiere cines jeden Wurfs erhalten dieselbe Dosis
eines Standardpriiparats, weitere Tiere aus allen Wiirfen erhalten dieselbe Menge

Abb. 34a. Standardskala zur Ermittlung des Heilungsgrades im  Line-Test.
(Nach Dyer.)
Es entsprechen in der oberen Reihe von links nach rechts die Abb. den Heilungs-
graden 0, 1, 2, 3, 4, 5 und 6 (unten entsprechend).

der zu untersuchenden Substanz. Dic Behandlung dauert 10 Tage. Nach dieser
Zeit nehmen die Tiere bis auf 81 g im Durchschnitt zu. Fiir die Beurteilung des
Versuchs wichtig ist, daB aus jedem Wurf cin Tier unbehandelt bleibt und als
negative Kontrolle dient. Nach Ablauf der 10tigigen Versuchsperiode werden
die Tiere getotet und seziert. Die distalen Enden der Radii und Ulnace werden von
anhaftendem Gewebe befreit und in 49 igem Formaldehyd geklirt. Nach 24 bis
48 Stunden werden die Knochenstiicke mit destilliertem Wasser gewaschen und
mit einem scharfen Skalpell lingsgeteilt. Die Einzelstiicke werden nun in 1,5 9% igem
Silbernitrat mit der Schnittfliche nach oben 3 Minuten behandelt. Man wiischt
mit destilliertem Wasser und belichtet mit dem Licht einer ,,Tageslichtlampe**
20—40 Sekunden, his die verkalkten Teile anfangen zu dunkeln. Dic EKinzel-
stiicke werden nun in der Reihenfolge der Dosierung mit Leim oder Kitt auf eino
weiBe Unterlage geklebt und in sechsfacher VergroBerung photographiert. (Licht-
quelle Kohlebogen, dessen Licht durch cin Orangefilter und Kiihler mit 0,19,
Kaliumbichromat gefiltert wird. Vermeidung der rot-gelben Strahlen und der
durch Blut hervorgerufenen Verdunkelungen.)

Die erhaltenen Photographien werden mit der Standardskala verglichen,
wobei moglichst mehrere Personen unabhiingig den Grad der Heilung fiir die
verschiedenen Gruppen feststellen. Die Standardskala umfaB8t die in Abb. 34 a
dargestellten Heilungsgrade.

37&) Dyer, Quart. J. Pharmacy a. Pharmacol. 1931, 503.
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Die Beurteilung des ganzen Heilungsverlaufs erfolgt aus dem Skalenwert
der unbehandelten negativen Kontrolle des Wurfs. Zeigte das Tier eine nur
méfige Rachitis mit einem Skalenwert von tiber 1,5, werden die gefundenen
Werte nach der Kurve 3 der Abbildung 34b ausgewertet. War die Rachitis des
unbehandelten Tieres schwer und zeigte der Skalenwert unter 1,5 Skalenteile
an, erfolgt die Auswertung nach Kurve 2 der Abbildung. Beispiele gehen aus
folgender Tabelle hervor (Beispiel fiir leichte Rachitis):

Sample X Margarine. Example 1

i Healing assessed by— Aver- | Aver-
Litter! Rat | Dose - : - age for | age for
694 4096 No dose | | 4 R
4097 No dose L5 J} 2 2 1.5 | 2 “ 1,8
! ~ |
695 4102 No dose L5 45 5 | 45| 48 238
| 4103 No dose L5 2 25 L5 25 20 ’
H269' 1706 | No dose P2 | 2 . 2 | 2 2
L1707 1 No dose P25, 3, 3 | 3 | 3 2,9 |
694 4098 05 g X 4 45 45 " 4 4 42 “
(4099 05g X 86 6555 65 5| B4
695 4104 05 g X 5,5 ' 55| 5 | 5 5 | 53 | 4.
41050 05g. X 35 l 40 | 40 | 40 35| 38 [
H269| 1708 0,5 g. X L 45 | 5 50 5 5 4,9
(1709 05 g X 5 | 5 | 5 | 45| 47
N S : 1 S
694 4100 | 0,5 unit vit. D i 55 | 55 | 55 | 55| 5 | 54
(4101 0,5 unit vit. D | 5,5 | 55 | 55 | 5 | 5 | 53 |
695 4106 0,5 unit vit. D | 45 | 5 | 5 | 45 | 45 | 47 || 5,
4107 | 0,5 unit vit. D | 3,5 | 4,0 40 | 3.5 | 35 | 37 [ 7
H269 1710 05 wnit vit. D ' 6 | 6 . 6 . 6 | 6 6
‘1711' 0.5 unit vit. D | 55 | 55 55 | 55 55 | 55 |

Dic erhaltenen Mittelwerte geben nach der Kurve 3 ausgewertet fiir den
Skalenteil 4,7 (zu untersuchende Substanz) bzw. 5,1 (Standard) die Werte 0,31
und 0,525. Die Heilung fiir diesen Rattenwurf betragt also verglichen mit
0,5 E. Vitamin D fiir 0,5 g der unbckannten Substanz 0,31 : 0,525. Daher ist:

0,5 g der unbekannten Substanz X 0,31

= 0,590.

0,5 E. Vitamin D 0,525
0,5 g der unbekannten Substanz enthalten also 0,590mal 0,5 internatio-
nale E. Vitamin D. 1 g der Substanz besitzt also eine Wirksamkeit von 0,59 i. E.
Dice Standardkurve, die bei Benutzung der Methode natiirlich mit ent-
sprechend groBem Tiermaterial neu aufgestellt werden muB, da sie sich mit
der Tierrasse, - mit der Erndhrung usw. selbstverstindlich éandert, ist in
Abb. 34b auf S. 100 angegeben.
4. Der Line-Test nach Key und Morgan 38).
Key und Morgan iibernehmen die Bezeichnungen der Skala nach Dyer
(l.c.37a). Junge Ratten erhalten 3—3,5 Wochen lang eine rachitogene Didt

38) Koy ec. s., Biochemic. J. 26, 196 (1932).
7#
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und werden dann entsprechend 10 Tage lang mit dem zu untersuchenden Pra-
parat behandelt. Ausfiihrung des Line-Tests wie oben. Die einzelnen Wiirfe
werden verschieden gewertet, und zwar unterscheidet man nach dem Zustand
des unbehandelten Kontrollticres zwischen leichter, mittlerer und schwerer
Rachitis. Fiir die Auswertung einer Substanz benotigt man etwa 5 Wiirfe.
Ein Tier eines jeden
Wurfes dient als nega-
tive Kontrolle und
bleibt  unbcehandelt.
Nach Ablesung  der
Line - Test - Ergebnisse
nach der Dyerschen
Skala erfolgt dic Er-
mittlung der Wirksam-
keit an Hand von Kur-
ven fiir die verschiede-
nen  Rachitisgruppen.
Dabei geht man von
dem Zustand des un-

o

Degrees of healing as depicted in the *ideal series*

20

o
E=3
o
—_
=

[

Abh. 34b. Standardkurven zur Ermittlung der D-Wirk-

samkeit aus den Skalenwerten.  (Nach Dyer.) behandelten negativen
(Vitamin D in internationalen Binheiten = Abszisse, an Kontrollticres aus.
der Ordinate die Skalenwerte nach Dyer.) Zeigt  das  Kontroll-

tier in cinem Versuch

nach der Skala cinen Wert groBer als 3, so hat man es mit einer leichten
Rachitis zu tun, und dic bei den Versuchstieren abgelesenen Skalenwerte
werden an der Kurve fiir leichte

A4Itters) o Rachitis ausgewertet.  Ein Ab-
D(Dyer's curve)* lesungswert der negativen Kon-
trolle von 1—3 Skalenteilen be-

deutet  mittlere  Rachitis, ein

solcher von unter 1 Skalenteil

ge degree
of healigg
o (=)

Avera

L4 il .1 schwere Rachitis.
0 05 10 15 20 Tabellen 28 und 29 zeigen ein
Units of vitamin D Versuchsbeispiel.  Daraus  geht
Abb. 35. Dic Bezichung zwischen der ver-  auchdie Verteilung der Tiere cines
abreichten Vitamin D-Menge und dem Hei- Wurfs hervor. Die Versuche sind

3 g 1 M . e 1S L p B |. . . .
lungsgrad im Lmt'Tx st (Dyer ('.‘1 ade) bei ey steigenden Dosen cines be-
Ratten mit milder Rachitis. Ty .
. . . kannten Priparats angestellt. Wie
Die Kurve dient zur Ablesung der Vitamin wichtlich. zerfalle ><]i0 traeh
D-Wirkung in intern. K. aus dem Heilungs- (1“ 1¢ “ e, f(r“. en o Lr*(‘ -
grad. (Nach Keyv.) nisse in zwei Teile, da ein Teil
der Tiere schwere Rachitis ent-
wickelte, ein anderer aber nicht. Die ermittelten Skalenwerte fiir die leichte
Rachitisgruppe werden nach Abb. 35 berechnet.

N w S

Beispiel fiir die Berechnung der Werte bei leichter Rachitis

Angenommen, der Mittelwert fiir die unbehandelte Kontrolle in 3 Wiirfen sei
nach der Line-Skala von Dyer 2,8, Die Tiere aus 3 Wiirfen, die 10 Tage lang je
0,5 g der zu untersuchenden Substanz pro die erhielten, zcigen cinen Mittelwert
von 4,5 Skalenteilen, und die Tiere, dic je 0,5 E. Vitamin D erhielten, einen solchen
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Tabelle 28

! Average value for degree of healing shown by

Litter rats receiving daily doses of vitamin D
No dose | 0,25 unit: 0,5unit ., 1 unit ' 2 units
“Slight” rickets group.
563 | 4 6 575 6 6
573 | 4,5 6 6 6 6
653 & 4 3 35 475 6
688 | 3 5,5 556 . 5 6
Average 39 | 51 | 52 | 54 | 60
“Severe” rickets group.
583 0 3,25 4 6 6
589 0 3 ) 4 4,75
620 0,5 4,5 b 5 6
622 0 4,5 4,25 5.5 6
644 0 5,5 4 4,25 6
700 0 2 4 b5 5
Average 0,08 | 38 | 44 | 50 | 56

von 5,1 Teilen. Da wir es mit ciner leichten Rachitisform zu tun haben, erfolgt die

Berechnung nach obiger Kurve:

Vitamin D-Gehalt i]-l 0,§ g der Substal‘lz 0,31 0,59 B. pro Gramm Substanz.
0,5 K. Vitamin D 0,525
Die Werte des Quotienten
ergebensich ausder Skala, in- B(blitters)
dem man an der Ordinate die £ er's curve) b=
ermittelten  Heilungsgrade S -
aufsucht und die Wirkung £ C(6liteers
dazu an der Abszisse abliost. 8
[-%]
Dic Berechnung der g,
Werte bei schwerer Rachi- <
. o
tis erfolgt mnach neben- 2
. . =~
stehenderKurve. Die beiden <‘>;
Kurven D und C wurden i IR N SR S |
aus zwel verschiedenen Ver- 0 0.5 1.'0 . 1.'5 20 40
Units of vitamin D

suchen gewonnen.  Die
Kurve von Dyer im Ver-
gleich dazu.

Abb. 36. (Vgl. Abb. 35.) Dicsclben Verhiltnisse bei

schwerer Rachitis.

Beispiel fiir schwere Rachitis

Der Wert fiir dic negative Kontrolle sei nach Dyer 0,8.
Der Wert nach Behandlung mit 5 mg Ol pro die sei 3,8.

Der Wert fiir 0,56 E. D sei 4,55.

Die Berechnung der Wirksamkeit crfolgt aus den drei Kurven wice oben:

D in 5 mg Ol 0,28
0,5 K. D 0,64

= 0,562 E. D pro Gramm der Substanz.

Die Auswertung nach den anderen Kurven ergibt entsprechend: 0,49 bzw.

0,52 K. pro Gramm.
sind also nicht crheblich.

Die Unterschiede bei Benutzung der verschiedenen Kurven
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heiten aus den Heilungsgraden bei leichter (1),
mittlerer (II) und schwerer (I1I) Rachitis.

(Nach Kay.)

Tabelle 29
Average value for degree of healing shown by rats receiving daily doses
. of vitamin D
Litter 0,0625 | 0,25 | 0,25 | 0,5 1 2 4
No dose  ynit unit unit unit unit | units | units
726 0,5 0 4,0 4,7 4,7 5,0 6,0 6,0
741 0,5%) 2,8 2,3 4,3 3,56 3,5 4,3 6,0
737 0 1,2 1,2 4,2 4,2 4,8 6,0 5,5%)
819 0,6*) 0,7 1,8 1,8 2,5 4,2 4,8 5,2
833 0 0,7 1,0 2,2 3,8 4,3 5,2 6,0
818 0,2 0,8 1,3 1,7 3,2 4,5 3,2 4,8
Average 0,30 10 | L9 3,15 | 365 | 44 | 49 5,6
Um die Ablesung zu erleich-
g*s tern, haben die Autoren weiter die
S5 nebenstehende Kurve angegeben,
E 4h nach der alle Grade von Rachitis
< 3 ausgewertet werden kénnen. Dabei
S0 / bedeuten die Kurven nach der
%2 . Reihenfolge 1, 2 und 3 leichte,
S mittlere und schwere Rachitis.
! 5. Der Test von Heubner
<< PR S N R T SR N N E TR S SRR SR A ¢
0 05 20 15 20 und Frerichs 39).
Units of vitaminD Heubner und Frerichs ver-
wenden einen modifizierten Line-
Abb. 37. Auswertung der Vitamin D-Ein-

Test. Junge Ratten, 4 Wochen alt,
werden mit einem Gewicht von
35—55 g in den Versuch genom-
men. Sie werden in verdunkelten

Raumen in Glaskéifigen mit Torfstreu bei 18—20° gehalten und mit der
McCollumschen Diit 3143 oder der Kost von Steenbock 2965 ernihrt.

Abb. 38. Links keine Rachitis, in der
Mitte Rachitis I—II, rechts Rachitis

Mindestens 10 Kontrolltiere erhalten die-
selbe Kost.

Bei eingetretener Rachitis werden
die Tiere 14 Tage lang behandelt, und
zwar erhalten sie mit einer Pipette in
Mengen von 0,1 cem einer 6ligen Losung
die zu priifende Substanz. Bei der Be-
wertung des Versuchs scheidet unter den
11 Tieren, die fiir eine Dosis angesetzt
werden, jeweils das Tier aus, das wih-
rend des Versuchs am stirksten an Ge-
wicht zunahm. Selbstverstindlich sind
auch die Tiere unbrauchbar, die wihrend

II—JI1I. (Nach Heubner.) :
dieser Zeit Gewicht verloren.
Am 14. Tage werden die Tiere getdtet, das proximale Ende der Tibia heraus-

prépariert und durch cinen Lingsschnitt in der Mitte in moglichst zwei gleichwertige

*) Average of values from 2 rats.

39) Heubner-Frerichs, Arch. f. exper. Path., 165, 561 (1932).
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Teile zerlegt. Diese werden in einem dunklen Raum 1, Stunde lang mit einer
Losung von 19 Silbernitrat behandelt, darauf mit einer 29, igen Glaubersalz-
16sung gewaschen und mit einer Quarzlampe belichtet (etwa 3—4 Minuten), bis
eine deutliche Schwiirzung zu erkennen ist.

Die Betrachtung erfolgt unter 16 facher VergréBerung. Abb. 38 zeigt ein Beispiel.

Diejenigen Versuche, in denen die Kontrolltiere keine oder nur eine leichte
Rachitis zeigen, werden verworfen. Mindestens 8 Kontrolltiere miissen rachi-
tisch sein. Die Auswer-

tung erfolgt an Hand von Xz
Diagrammen. Abb. 39 &, Z
zeigt ein Beispiel. 5

Die Ergebnisse wer- Y Z
den nach dem Grad der Urtesimedferenerg

. N dles an siich normalen
Rachitis mit gut, stark, Lojphysenspofies

: HKortrodtiere Versuchstiere
sehr gut bezeichnet. In omroliere
den Diagrammen ent- (4
spricht etwa dic Hohe der s
Siule der Breite des Epi- 3
. S
physenknorpels. Da diese s
auch bei gesunden Tieren Zestiont Ofereneng
o . oles on sizh normolen
etwas variiert, sind unter-  Zpsysenspates ;
Hontrolltrere Versuchshiere

halb der Normallinie die
besonders schmalen Knor-
pelbreiten durch dic halbe
Hoéhe des Normalen ge-
zeichnet.

Man zeichnet fiir den
Kontrollversuch und fiir
den Auswertungsversuch Hontvoltee
ein Diagramm, in dem die '
Rachitisgrade 0, 1, 2 und
3 auf der Ordinate liegen.

Rachitisgrod
s N NN

X(7
2
Die Beurteilung erfolgt 3 of
durch Zahlen, z. B. be- R Z
deutet 2,5, dal von 10 9
Tieren 5 eine sehr starke % ‘
Hontroltier Versuchstiere

und 5 eine starke Rachi-
tis aufwiesen, oder es kann Abb. 39. Obere Abb.: Beispiel fiir ,,ausrcichenden

auch bedeuten, daf} 6 cine Schutz¢*, Kontrollticre 3,0, Versuchstiere 0,1.
sehr starke, 3 cine starke  Zweite Abb. von oben: Beispiel fiir restlosen Schutz,
und 1 eine gute Rachitis Kontrolltiere 2,7, Versuchstiere 0.

hatten. 0,8 bedeutet den  Dritte Abb. von oben: Beispiel fiir unzureichenden
geringsten zuldssigen Ra- Schutz, Kontrolltiere 2,2, Versuchstiere 0,9.
Untere Abb.: Beispiel fiir unbrauchbaren Versuch,

hitisgrad der Kontrolle
cograd con Sontre ! 5 Kontrolltiere ohnoe Rachitis (1,0), Versuchsticre 0.8.
(8/10 Tiere gute Rachitis), (Nach Heubner.)

0,6 bezeichnet den héch-

sten zulissigen Rachitisgrad der Versuchstiere (2 Tiere sehr starke Rachitis).
0,6 bedeutet auch eine Rachitis von Grad 1 bei 6 Ticren oder eine solche von
Grad 3 bei 2 von 10 Tieren.
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Eine Zahl unter 0,3 entspricht einem ausrcichenden Rachitisschutz und
eine hohere Zahl einem nicht mehr ausreichenden Schutz.

Vollkommen normal gefiitterte junge Ratten, die Milch, Brot, Mais und Riiben
sowie Fleisch erhielten, scheinen doch unter einem gewissen Mangel an Vitamin
D zu leiden, da sie breitere Epiphysenknorpel aufweisen als solche, die antirachi-
tisch, aber unter Zulage des D-Vitamins gehalten wurden.

6. Der Line-Test nach Morgan 40).

Die Modifikation des Line-Tests nach Morgan beruht auf der Messung der ver-
kalkten Zone vor der Mattscheibe bei starkerVergréBerung mit einem Planimeter.

Junge Ratten werden im Alter von 23 Tagen von der Mutter entfernt und er-
halten weiter 1 Woche lang, bevor sie in den Versuch kommen, die Zuchtdiit. Sie

Abb. 40. Fig. 1: Die Heilung nach kleinen Vitamin D-Dosen bei Ratten mit schwerer
Rachitis. Fig. 2: Heilung nach méBiger Dosis.  Fig. 3: Heilung bei Tieren des-
selben Wurfs die 1/, E. Vitamin D erhielten. Obgleich Ratte 999 eine viel schwerere
Rachitis aufwies, ist die gemessene Heilung bei beiden Tieren fast gleich.
(Nach Morgan.)

besteht aus: Weizen und Mais unter Zugabe von 10 9%, Magermilchpulver, 5%, Hefe,
29 Palmél (rot). 10 cem frischer Mileh pro die, 2,3 E. D-Vitamin tiglich und 10 g
Kohl pro Woche und Tier. Eine Woche nach der Geburt wird die Milehzulage und
die Vitamin D-Zulage abgesetzt. Mit dem 30, Tag werden die Tiere 3--4 Wochen
lang ausschlieBlich mit der rachitogenen Diit 2965 nach Steenbock ernihrt.

Dann erhalten sie 10 Tage die zu untersuchende Substanz. Am 10. Tage werden
sic getotet. Die distalen Enden von Radii und Ulnae werden pripariert und iiber
Nacht in Formalin gelegt. Man zerteilt die Knochen und behandelt die beiden
Hiilften mit Silbernitrat. Die geschwiraten Stiicke logt man in eine kleine Schale
und bedeckt sic mit Wasser. Dann vergréflert man mit einem gewdéhnlichen Photo-
apparat und mit auf der Mattscheibe bei 11facher VergroBerung die geschwiiraten
Flichen mit einem Planimeter aus.

Abb. 40 zeigt cin Beispiel.

Es ergibt sich daraus, daB bei schwerer Rachitis der neueingelagerte Kalk
eine scharf umrissene, leicht ausmelbarc Linie ist. War die anfingliche

40) Morgan c. s., Biochemie. J. 26, 1144 (1932).
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Rachitis weniger schwer, so ist der geschwirzte Bezirk nicht scharf. Man
mul} dann eine Zone mit scharfer Begrenzung messen und weiter eine solche
mit verstreuter Verkalkung. Von dieser Zone nimmt man zur Auswertung
die Halfte. Man miBt stets die verkalkte Zone von Radii und Ulnac und driickt
den Wert bei 11facher VergréBerung in Quadratmillimeter aus.

War dic Zone mit starker Verkalkung 127 gqmm und die Zone mit ver-
streuter Verkalkung 121 gmm, so ergibt sich fiir die gesamte Verkalkung ein

121

Wert 127 + , = 187 qmm.

Ein Auswertungsbeispiel geht aus folgender Tabelle hervor:

Tabelle 30. Assay of a sample of vitamin D concentrate

Area of new Arca of new
Litter | Rat Dose calcification | Litter | Rat | calcification
mm.? mm.?
146 | 1103 | Negative control 0 148 1118 0
1110 . 0 1119 0
1102 | 1/, unit standard 92 1115 115
1112 ’e 88 —_ —-
1113 . 103 —
1105 | 1/, unit standard 198 1116 160
1108 1 unit standard 243 — e
1101 0,125 x 105 g, conce. 119 | 1117 131
1107 o 99 — =
111 N 127 ’ —
1104 | 0,25 x 10—%g. cone. 159 1114 147
1109 s 167 - —
1106 | 0,5 10=5g. cone. 167

Dabei sind an zwei Wiirfen von Ratten verschiedene Dosen eines Standard-
praparats und solche eines unbekannten Konzentrats ausgewertet.
Mit dem internationalen Standard ergaben sich folgende Werte:

Tabelle 31

Average healing
No. of | Dose of standard |produced (mm.2on
rats | preparation units | 11 x magnified
drawing)

44 0,125 72
58 0,25 125
43 0,50 185
6 1,00 247

Durch cine groBBe Anzahl Versuche konnte festgestellt werden, daB die Dosis,
die eben sichtbare Kalkeinlagerungen macht, etwa 0,056 E. betrigt. Weiter wurde
gefunden, daB bei der Halbicrung oder Verdoppelung ciner Dosis, die in Quadrat-
millimeter gembssene Heilung sich um eine konstante GroBe vermindert oder ver-
mchrt.  Diese Zahl betriigt im Durchschnitt 59 ¢mm.

Dic Auswertung der gefundenen Heilung kann auf zweierlei Weise ge-
schehen. Die erste Methode besteht darin, dal man mit Hilfe der Verdopppe-
lungskonstante von 59 gmm z. B. die in obiger Tabelle befindlichen Werte fiir
den Standard und fiir die Unbekannte auf zwei Werte umrechnet, nimlich auf
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0,5 E. des Standards und auf 0,25 X 10~® g des Unbekannten. Das geschieht,
indem man die Konstante 59 qmm entweder von dem ausgemessenen Wert ab-
zieht oder dazuaddiert. Man erhélt dann von jedem Wurf die Mittelwerte der
Heilung fiir beide Substanzen.

Die Berechnung der Einheiten erfolgt nach der Gleichung:

(v, — vg) = 196 log *1,

X2
wo y; und y, die Differenz der Heilung und x; und x, die Beziehung der Dosen
sind. Danach ergibt sich fiir den Wurf Nr. 146 mit der Dosierung 0,25 - 105 g

5
168,4 — 159,3 = 196 Iog-O .
b

x = 0,45 Einheiten.
Der Wurf 148 ergibt mit derselben Dosis:

168,5 — 167 = 196 log 6{"

x = 0,508 Einheiten.
Die Zahlenbeispiele sind folgender Tabelle entnommen:
Tabelle 32
o Healing produced by

Healing prod&ced be

Litter  Rat 1/, unit standard Rat 0,25% 10—5 g. concentrate

146 I 1102 92 4 59 = 151 1101 119 + 59 == 178
1112 88 + 59 = 147 1107 99 + 59 == 158
1113 103 + 59 = 162 1111 127 4 59 = 186
1104 = 159
1105 = 198 1109 = 167
l 1108 243 — 59 == 184 1106 167 — 59 = 108

[ Average == 168,4 Average = 159,3
148 | 1115 115 + 59 = 174 1117 131 + 59 = 190
?i 1116 = 160 1114 = 147

: | Average = 167 Average = 168,5

Als Mittelwert ergibt sich (bei Beriicksichtigung der Zahl der Tiere in
jedem Wurf) fiir die fragliche Dosis 0,466 E. Die Umrechnung auf Einheiten
pro Gramm erfolgt nach:
0,466/(0,25 - 107%) = 186000 E. pro Gramm.

Die zweite Berechnungsart ist anwendbar, wenn die Wiirfe gleich viele
Tiere enthalten, wenn man also gleichviel Paare hat, die mit Standard und

Unbekanntem behandelt wurden.

Tabelle sind die Unterschiede in der Heilung fiir die zwei Dosen:

Tabelle 33

92 — 119 == —27

88 — 99 = 11
103 — 127 = — 24
198 — 167 == 31
243 167 = 76
174 — 190 = — 16
160 — 147 = 13
Average = 6,0

Bei Weglassung der Ratte 1104 in obiger
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Diese Differenz entspricht cinem Verhéltnis von Standard zu Unbekanntem
wie 1,073. Dic unbekannte Substanz enthélt also in 0,5-10~° g 1/1,073 E.
1 g hat 186000 E.

7. Bemerkungen zum Line-Test.

Beecinflussung des Ergebnisses durch Farbe und Geschlecht: Farbe
und Geschlecht der zur Verwendung kommenden Tiere haben entgegen fritheren
Vermutungen auf den Line-Test keinen EinfluB. Ebenso ist das Anfangsgewicht
bei Verabreichung der Dosis gleichgiiltig. Jahreszeitliche Abwelchungcn der Kr-
gebnisse sind dagegen nicht auszuschalten. (Nur bei Priifung gegen ein Standard-
priparat.)

EinfluB der Gewichtszunahme: Es muBl gefordert werden, daB alle Tiere
wéthrend des 10 tidgigen Testversuchs etwa 5 g oder mehr an (lewicht zunchmen.
Nicht gedeihende Ratten zcigen Spontanheilung!

Verabreichung der zu priifen-
den Substanz: Die Verabreichung aller
zu prifenden Priparate hat mit der Sonde
oder mit der Pipette zu erfolgen. Das

Abb. 41. Normalratte von 41 Tagen. Abb. 42. Normalratte von 62 Tagen.
(Nach Schultz.) (Nach Schultz.)

Vermischen mit dem Futter (z. B. die Verabreichung einer Kost mit 14 9, Tran)
ist zu ungenau, da simtlicho Mcthoden zur Bestimmung der gefressenen Futter-
mengen bei der Ratte versagen.

Fehlergrenzen: Bei Verwendung von 20 Ratten pro Dosis betragt die Fehler-
grenze 109, bei 10 Tieren etwa 17 9,.

Fehlerméglichkeiten: Fehlermoglichkeiten sind gegeben bei der Dar-
reichung éliger Losungen mit der Pipette (stets dieselbe Temperatur des Ols, die-
selbe AusfluBgeschwindigkeit, dieselbe Neigung der Pipette) und natiirlich bei der
Beurteilung der Heilungsgrade. Coward fand bei Ablesung derselben Person zu
verschiedenen Zeiten Differenzen von 0,25 Skalenteilen nach der Dyerschen Skala.
Das sind etwa 59, der verabreichten Dosis.

b) Die kurativen Riintgenmethoden
1. Der kurative Rontgentest von Ottokarl Schultz 41).
Vier Wochen alte Ratten im Gewicht von 30—50 g erhalten 12—14 Tage
lang die Kost 3143. Die Tiere werden zu Beginn und Ende der Vorperiode

41) Ottokarl Schultz, Z. Kinderheilk. 47, 472 (1929); Erg. Path. 28, 393
(1934).
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geréntgt. Das Ergebnis muf3 eine +-----Rachitis sein, d. h. eine Rachitis,
bei der der Spalt der aufgehellten Metaphyse (unverkalkter Anteil) um 1,8 mm
(in der alten Fassung mindestens 2,0 bis hochstens 2,5 mm) betrigt. Man teilt
die Tiere nach den allgemeinen Regeln in Gruppen auf und verabreicht jeder

#

Abb. 43. Kontrollratte von ~ Abb.44. ++ -+ Rachitis.  Abb. 45. 1 -+ 4 + Rachitis.
41 Tagen. (Nach Schultz.) (Nach Schultz.) (Nach Schultz.)

Gruppe cine bestimmte Dosis der zu priifenden Substanz. Die Dauer der
Versuchsperiode betrigt 6 Tage (nach der alten Fassung 21 Tage). Kiir jede
Dosis sind mindestens
10Tiere (nach deralten
Fassung 4) erforder-
lich. Zu jeder Gruppe
werden 4 Tiere aus
den Wiirfen, die die
Gruppe bilden, mit
Standardergosterin als
Kontrolle  zugeteilt.
Dic Beurteilung  der
Heilung erfolgt  aus
dem Rontgenbild, das
am Ende der Versuchs-
periode angefertigt
wird. Die Tiere sind
Abb. 46. Zwei Ratten mit | +-++ Rachitis. wihrend der ganzen
(Nach Schultz.) Versuchsdauer tiglich

' zu wicgen. Ratten, die

wihrend der Vorperiode nicht gedeihen, sind auszuschalten. Es wird fir die
6tiagige Versuchsperiode eine Gewichtszunahme von mindestens 3 g gefordert.

Auswertung:

Alte Fassung: Dic Auswertung geschah nach der fritheren Vorschrift aus der
Weite des Epiphysenspalts nach der Formel: x = r, — r1,, in der r, den Epiphysen-
spalt des rachitischen und r, den des geheilten Tieres darstellt. Als positiv ist ein
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Versuch anzusehen, der entweder bei allen 4 Tieren x groier als 1,8 werden lift,
oder bei 3 Ticren zu einem x iiber 1,8 fithrt. Zweifelhaft ist die Bestimmung, wenn
x bei 2 Tieren kleiner als 1,8 ist. Negativ ist der Versuch, wenn bei 3 oder mehr
Tieren x unter 1,8 liegt.

Neue Fassung: Positiv oder antirachitischer Grenzwert ist die kleinste
Menge ecines Préparats, die nach 6 Tagen bei + +----rachitischen Ratten
einen Kalkniederschlag
in der kalkfreien Meta-
physe bewirkt und eine
nur noch nicht mehr
sicher mefibare Rand-
spalte zuriicklaB3t. Be-
dingung: gleiche Wir-
kung des Standards.

Beurteilung der
Rontgenaufnahmen:
Abb. 41 und 43 zcigen
Normalticre im Alter
von 41 Tagen mit einem
engen Metaphysenspalt
von 0,2 mm. Abb. 42
zeigt dieselben Tiere im
Alter von 62 Tagen. Sie Abb. 47. Zwei Ratten mit + -+ -+ -+ Rachitis.
haben schon eine prak- (Nach Schultz.)
tisch geschlossene Meta-
physe mit einem Spalt unter 0,1 mm. Die verschiedenen MaBe des Epi-
physenspalts gehen aus folgender Tabelle hervor.

i

Es bedeutet ein Metaphysenspalt von

0 —0,4 mm == —

0,41—0,64 mm = (+)
0,64—0,99 mm = 4

1,0 —1,49 mm = + +

1,6 —1,99 mm = 4+ +

2,0 —2,5 mm = ++++
iiber 2,5 mm = 44+ +.

Tiere mit -+ + + + +-Rachitis sind fiir Testversuche unhrauchbar, da sie zu
schwer geschidigt sind.

Die Technik der Rontgenaufnahme bei der Ratte

Die fiir viele Zwecke angewandte Aufnahmetechnik in leichter Narkose
ist zwar von einer Reihe von Vorziigen begleitet, bringt aber zahlreiche Todes-
fille mit sich, so dal sie nicht zu empfehlen ist.

Besser ist die Technik, die Ratte in einem Rahmen einzuspannen, um
die Zuckungen auf ein Minimum zu beschriinken. Die Gefahr unscharfer Auf-
nahmen durch kleine Zuckungen ist natiirlich immer noch vorhanden. Deshalb
empfiehlt es sich, mit hohen Milliamperes zu arbeiten, um eine moglichst kleine
Aufnahmezeit zu erzielen.

Die Aufnahmen werden am besten bei einem Abstand Fokus—Haut von 60 cm
ausgefithrt (20—30 Milliampere und 55—60 Kilovolt effektive Belastung in einer




110

Expositionszeit von %/,,—*/,, Sekunden). Die Aufnahmen miissen stets im gleichen
Abstand und mit derselben Hérte vorgenommen werden, da eino Beurteilung der

Abb. 48. Zweck-
méfiges  Rontgen.
Einwirtsdrehen  der
Fiifle.
(Nach Schultz.)

Kalkablagerung durch mehr oder weniger hohe Durch-
schlagskraft der Strahlen becintrachtigt wird. Zur Beur-
teilung kommt ausschlieBlich die Tibiametaphyse.

Aus Abb. 48 geht die Lage des Tieres wihrend der
Aufnahme hervor.

Von groiter Wichtigkeit ist die Lage der Extremi-
titen. Die Fibula mufl stets seitlich von der Tibia
liegen, weil sonst die knécherne Epiphyse der Fibula
auf dic Hohe der Tibiametaphyse kommt und da-
durch ecine Beurteilung unmdglich macht. Eine seit-
liche TLagerung der Fibula errcicht man durch Ein-
wartsdrehen der Fiifle nach erfolgter Ausspannung des
Tieres (s. Abb. 49).

Neuerdings wird vorgeschlagen, nur das rechte Hinter-
bein zu réntgen und dabei auf die Einspannung des Tieres
zu verzichten. Schultz gibt folgende Technik: ,,Zur Auf-
nahme wird die Ratte zuniichst lose in der linken Hand
gehalten und bis zum Beginn der Aufnahme ofter an-
gesprochen und gestreichelt. Krst kurz vor der Belichtung
zicht man das rechte (oder linke) Hinterbein mit der
Plantarfliche nach oben gerade nach hinten, fixiert den
Schwanz zwischen 3. und 4, Finger der linken Hand und
laBt sofort nach der Aufnahme das Tier wicder frei. Auf
die Haltung des Beines ist sorgfialtig zu achten, es soll
damit die Fibula aus dem Aufnahmefeld der Tibia geriickt
werden. Seit Einfithrung der neuen Roéntgentechnik ist

der beim fritheren Aufspannverfahren stets beobachtetc und als unvermeidlich ange-
schene Gewichtssturz nach der Aufnahme ausgeblichen. Nach einiger Einarbeitung

kann man erreichen, dafi jede Aufnahme gelingt. Als
Aufnahmegeriit hat sich der tragbare Mctalixappa-
rat sehr gut bewihrt. (Belichtung bei offener Blende
mit Fokus—Hautabstand 40 c¢m: 1,1 Sekunden,
Zahnfilme 3 X 4.) Die Kennzeichnung der Filme
geschieht durch Aufschreiben einer Nummer auf
die Umhiillung, aber nach erfolgter Aufnahme, da
Bleistift oder Kopierstift sich abzcichnet. Beim
Entwickeln und Fixieren benutzt man Rihmchen,
beim Trocknen Klammern mit den gleichen Num-
mern. Darauf wird der Film mit wecifler Tusche
beschrieben.*

Die Messung des Metaphysenspalts

Die Messung des Metaphysenspalts kann
mit einem MillimetermeBinstrument vor der Matt-
scheibe geschehen. Besser ist aber folgendo
Mecthode:

Die Roéntgenaufnahme wird mittels eines

b

Abb. 49. Richtige Lage des  Projektionsapparates auf einen Schirm geworfen,
Tieres beim Rontgen. Hier befindet sich ein Maflstab in einer Gleit-

(Nach Schultz.)

schiene, der zwei drchbare mit Zentimetereintei-
lung versehene Zeiger trigt. Die gefundene Zahl

der Zentimeter der Tibiametaphyse dividiert durch die VergréBerungszahl ergibt
die Grofe des Metaphysenspalts (Abb. 50).
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2. Der Rontgenheilungstest nach Bourdillon-Bruce-Webster 42)

3—4 Wochen alte Ratten im Gewicht von 45—50 g erhalten 2 Wochen lang
die rachitogene Kost von Steenbock. Sie werden nach Beendigung der Vorperiode
gerontgt. Anschliclend erhalten die gecigneten Tiere 2 Wochen lang tiiglich die zu
priifende Substanz bzw. ein Standardpriparat des Vitamins D. Nach Abschlu der
Versuchsperiode wird ein zweites Rontgenbild angefertigt. Die Bewertung erfolgt
durch Vergleich beider Bilder. Die Tiere entstammen am besten ciner Zucht, die
auf der oben von den Verfassern angegebe-
nen,,stock*-Diiit gehalten wird. DieJungen
werden nach 3,5 Wochen von der Mutter
entfernt und crhalten weiter dic Zuchtkost,
bis sic das vorgeschrichcne (ewicht er-
reicht haben. Die Réntgenaufnahme soll
in Narkose crfolgen, doch halten wir dic
Schultzsche Technik fiir besser, da in
der Narkosc immerhin 29, der Tiere ein-
gehen,

Aussuchen der fir den Hei-
lungstest geeigneten Tiere: Am
Ende der Vorperiode kann man die
rachitischen Tiere auf Grund des Rént- Abb. 50. Messung des Metaphysen-
genbefundes in 3 Gruppen teilen: 1. Tiere spaltes.  (Nach Schultz.)
mit schwerer Rachitis, 2. Tiere mit leich-
ter Rachitis und 3. Tiere mit crst beginnender Verkalkungsstorung (s. Abb. 51).
Fiir den Testversuch kénnen nur Tiere der ersten Gruppe Verwendung finden.
Die zweite Gruppe sollte nur dann benutzt werden, wenn anderweitig nicht

Abb. 51. Verschiedene Typen der unbchandelten Rachitis.

Links: Geniigende Rachitis. Mitte: Milde Rachitis, geniigt nur fiir den Vergleich
mit ciner Standardlésung. Rechts: Schr milde Rachitis, fiir Testversuche un-
brauchbar. (Nach Bourdillon.)

geniigend Tiere zur Verfiigung stehen. Die dritte Gruppe ist fiir jeden Versuch
unbrauchbar. Bei leichter Rachitis ist die Beurteilung der Heilung schwierig,
zumal auch die Unterschiede bei Tieren derselben Gruppe weit gréBer sind
als bei der Gruppe 1.

42) Bourdillon c. s., London His Majestys State Office 1931 «The quantitativ
Estimation of Vitamin D by Radiography”. Biochcmic. J. 26, 506, 522 (1932).
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Tabelle 34
Ratte Dosis “ Ratte Dosis
a 1/7500 m’g~ étandard [ a 1/x mg zu untersuchende Substanz
b 1/15000 , " e 12x ,, ” ”
C ! 1/30000 . ’y " f i ]/4X T Y ’” 9

Aufteilung der
Tiere in Gruppen:
Die Dosen werden der-
art verteilt, daBl die
Hilfte der Tiere eines
jeden Wurfs das Stan-
dardpriaparat, die an-
dere Hilfte das zu prii-
fende Priiparat erhilt.

Wenn man z. B.
6 Ratten hat, verteilt
man wie auf Tabelle 34
angegeben.

Dabei  sind  die
Tiere a und d die bei-
den schwersten des
Wurfs und dic Tiere ¢
und f die leichtesten.
Die gréfleren Dosen
werden den kleineren
Tieren gegeben. Alle
Dosen werden in 0,2
cem Ol verabreicht.
Die Beurteilung der
Réntgenbilder  nach
Beendigung  des Ver-
suchs erfolgt an Hand
einer Skala (Abb. 52).

Heilungsskala rachitischer Ratten nach Bourdillon.
Obere Reihe von links nach rechts Stadien 1—6, untere Reihe von links nach rechts Stadien 7—12.

Die Beschreibung
lautet:

Abb. 52.

0 No trace of ealcifica-
tion. (Not reprodu-
ced in photograph.)

1 Trace of calcification
visible, but not suffi-
cient to form a line
right across the new
tissuc. (Reproduktion
has cxaggerated the
calcium in this photo-
graph.)

2 Calcium deposited scantily in a rather nmarrow line nearly, or quite across
the new tissue.
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3 A broad band of lightly calcified tissue fillung up about half, or two thirds of the
zone which had been uncalcified.

4 As 3, but calcium deposit more dense.

5 As 4, but density slightly increased and traces of commencening organization
visible, especially at the edges of the deposit, which become sharper and less
irregular.

6 Density and signs of organisation increased. Kdges of new calcification well
defined.

7 As 6, but with characteristics increased. New calcificd zone now well joined to
the old bone. Very littlo uncalcificd tissue left.

8 Organization claerly marked, with signs of trabeculae visible, and sometimes
some horizontal striations.

9 Further development of 8. Zone of demarcation between old bone and healed
rachitic tissue becoming much less marked.

10 Little unorganized left tissue. Demarcation zone nearly disappeared. Upper
edge of new bone still obviously blurred.

11 Nearly healthy bone, but slight blurring at the top edge of new bone and som
gap between it and epiphysis.

12 Normal bone. Early healing shown by absence of perceptible swelling.

Die Auswertung geschieht nicht durch Bestimmung der Heilungsgrade
fiir verschiedene Dosen, sondern um die Unterschiede in der Empfindlichkeit
der Tiere zu verschiedenen Zeiten méglichst auszuschalten, aus der Differenz
zwischen dem Standard und der unbekannten Substanz. Die Skala ist an-
nihernd logarithmisch und die Verdnderungen der Skalenwerte bei einer be-
stimmten Anderung der Dosis proportional der Verinderung im Logarithmus
der Dosis. Verdoppelung oder Halbierung der Dosis vermehrt oder vermindert
den Skalengrad um konstant 2.

Die Auswertung erfolgt durch Ermittlung der Skalenwerte der Standard-
tiere und derjenigen fiir die unbekannte Substanz. Daraus wird der Mittel-
wert berechnet. Beispiel:

Tabelle 35
D ‘ Skalenwert f‘ Skalenwert Diffe
0818 | fiir Standard ‘ fiir Unbekannt | Herenz
1/7500 mg. 8 6,5 —1,5
1/15000 ,, 6,5 4,5 —2
1/30 000 ,, 3,5 2 —1,5
1/60 000 ,, 1 1 0

Summe: —5
Mittel: —1,25

Der Unterschied zwischen Standard und Unbekanntem betragt also
— 1,25 Skalenteile pro Rattenpaar. Aus nachstehender Tabelle 36 ergibt sich:
— 1,25 Skalenteile = Beziehung der Dosen wie 0,648 : 1.
Die unbekannte Losung hat also = Standard - 0,648 E.
Man kann auch die Tabelle umgehen und die Werte aus der Gleichung
Bezichung der Dosen = anti log. (Skalendifferenz - 0,1505)
berechnen.

Fehler kommen bei der Handhabung der Methode vor. So z. B. durch unsym-
metrische Heilung. Die hauptsiichlichsten Fehlerquellen liegen aber in der Ver-
schiedenheit der Ansprechbarkeit der Tiere und zweitens in der Stellung der Dia-
gnose des Heilungsstadiums.

Bomskov, Vitaminforschung 8
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Tabelle 36
— —
Heilungsdifferenz ! . T Heilungsdifferenz |, . »
nach der Skala ‘, Bez:ehlzl-g_ ;i} Dosen nach der Skala Bezwhuf;xi ('L . Dosen

A—B { A—B

0,0 1,0 — 0,25 0,917
-+ 0,25 1,09 -~ 0,5 0,841
+ 0,5 1,19 — 0,75 0,770
+ 0,75 1,30 — 1,0 0,707
+ 1,0 1,41 — 1,25 0,648
+ 1,25 1,54 -— 1,5 0,594
+ 1,5 1,68 — 1,75 0,545
+ 1,75 1,83 — 2,0 0,500
+ 2,0 2,0 — 2,5 0,420
+ 2,5 2,38 -— 3,0 0,354
+ 3,0 2,83 — 3,5 0,297
+ 3,5 3,36 — 4,0 0,250
+ 4,0 4,0 - 4,5 0,210
+ 4,5 4,76 — 5,0 0,177
+ 5,0 5,66 — 5,5 0,149
=+ 5,5 6,72 —= 6,0 ' 0,125
+ 6,0 i 8,0 —17,0 , 0,0884
+ 7,0 11,3 — 8,0 ‘ 0,0625
+ 8,0 16,0 —9,0 0,0442
+ 9,0 22,6

Nach der von den Verfassern durchgefiihrten Fehlerrechnung ist der wahrschein-
liche Fehler der Mecthode mit 20 Rattenpaaren etwa 8 Y.

3. Der Rontgenheilungstest nach van Everse und Niekerk 43).

Junge Ratten crhalten die Kost 2965, bis sie schwere Rachitis zeigen. Diagnose
durch Réntgenbefund. Diaphysenspalt etwa 1,8—2 mm. Tiere, dio den Anfor-
derungen geniigen, werden nach den schon wiederholt beschriebenen Regeln in
Gruppen eingeteilt und 14 Tage lang mit der zu prifenden Substanz behandelt.
Fir jede Dosis nimmt man 10—15 Tiere. Die Rontgenaufnahme wird am 7., 10.,
und 14. Tage wiederholt. Der Réntgenbefund am rachitischen Tier wird mit 0,
die Heilungsvorginge graduiert mit 1—7 bezeichnet (7 == vollkommene Verkalkung,
Stadium 1 entspricht etwa einem positiven Line-Test). Der Gesamtversuch ist far
eine bestimmte Dosis positiv, wenn 809, aller Tiere in 14 Tagen eine vollkommeno
Heilung zeigen. Nicht gewertet werden Tiere, die an Gewicht abnehmen (vgl. Abb. 53).

4. Der Rontgenheilungstest nach Poulsson und Livenskjold 44).

Ratten aus einer Standardzucht (Kost: Brot, Mais, Milch 1: 1 mit Wasser ver-
diinnt, ad lib. dazu zweimal woéchentlich Gemiise, Karotten und gekochtes Fleisch)
werden im Alter von 24 Tagen von der Mutter entfernt und mit einem Gewicht von
45—50 g auf dic Steenbockkost 2965 gesetzt. Nach 25 Tagen wiegt man sic und
rontgt e¢in Kniegelenk. Die versuchsreifen Tiere werden zu vieren in Kiifige gesetzt,
die Ségemehl enthalten, und 6 Tage lang mit der zu untersuchenden Substanz be-
handelt (bei Lebertran ctwa 3 mg pro die). Nach Ablauf dieser Zeit werden die Ratten
erneut gewogen und gerontgt. Tiere, die withrend der Versuchsperiode nicht ge-
diehen, scheiden bei der Bewertung aus.

Durch Vergleich der Réntgenbilder rachitischer Ratten vor und nach der
Behandlung kann ein Schluf} auf die Wirksamkeit der verabreichten Substanzen
gezogen werden.

4?) van Everse c. 8., Necderl. Tijdskr. Geneesk. 75, 1101 (1931).
44) Poulsson c. s., Biochemic. J. 22, 134 (1928).
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Die Auswertung der ersten Rontgenbilder erfolgt durch - -Zeichen. Dabei
bedeutet 44+ cinen Metaphysenspalt von 4—5 mm Weite (Tibia), 4+~
einen solchen von 3—4 mm. Engere Metaphysen crhalten -+ und +. Wenn
nicht ganz scharfe Grenzen vorhanden sind oder wenn ein enger Kalksaum
eben iiber der Diaphyse liegt, wird die Rachitis um ein 4- weniger bewertet,
also z. B. statt 4+ -+ nur 4. Meist ist die Metaphyse rechtwinklig, bei
leichter Rachitis mitunter auch ein stumpfeckiges Dreicck, dessen Basis die
Fibula ist. Aus der Abbildung 54 sind Beispiele der verschiedenen Stadien er-
sichtlich.

i

normal

o
Lol
~1

Abb. 53. Rachitisheilungsgrade. (Nach van Everse.)

In jeder Gruppe von 4 Tieren, die zum Heilversuch benutzt werden, miissen
immer mindestens 2 eine Rachitis +-4-+4+4 oder -+ zeigen.
Nach Beendigung der Heilperiode wird das zweite Rontgenbild mit dem
ersten verglichen. Bei der Bewertung der Heilung bedeutet:
— eine Verschlimmerung der Rachitis,
4+ — keine Verinderung der Rachitis gegeniiber der ersten Aufnahme,
+ ++ +++ ++-+-+ zunehmende Heilung.
Bei Beginn der Verkalkung zeigt sich zunichst in der Metaphyse ein leichter

Schattenstrich, der durch eine unverkalkte Zone von der Epiphyse getrennt
8*
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Tabelle 37
Lot 225. Cod-liver oil 346. Daily dose 4 mg.

o '(i‘rhangc in \‘s"t_?r\i‘r‘ing

Rat No. Rickets Healing the test period
8.
1192 +4++ +4+++ +14
1195 +++ +++ +10
1200 +++ ++++ + 7
1204 +++ +++ + 9

Result. Very great antirachitic action, together with great gain of weight.
Conclusion. New test with a smaller dose, e.g. 2 mg.

Lot 296. Cod-liver oil 386. Daily dose 3 mg.

1860 +++
1866 +++
1871 [

1880

++
+++

Conclusion. About 300 vitamin D units per g.

++ +5
4+ + 4
+++ +6
+4++ | 41

ist. Mitunter ist dieser Streifen in der Mitte unterbrochen. Bei Fortschreiten
der Heilung wird der Streifen breiter und bei vollkommener Heilung zeigt die

Abb. 54. Rachitisgrade. (Nach Poulsson.)

Oben links + Rachitis, oben rechts -t + Rachi-
tis, unten links -++- Rachitis, unten rechts

++-++ Rachitis.

ganze Metaphyse Verkalkung.
Ein Testbeispiel wird in vor-
stehender Tabelle gebracht.

EKine Oslo- Einheit wird
ausgedriickt durch beginnende
Heilung in der kalkfreien Meta-
physe.

Eine éihnliche Methode haben
Beard-Thomas44a) und Gold-
blatt bel ihren Vitamin D-Stu-
dien benutzt. Auch Knudson-
Moore 44b) verwenden  die
Methode zusammen mit dem
Line-Test.

¢) Weitere kurative Methoden 45)

1. Der Wachstumstest auf
Yitamin D.

Der Test beruht auf der Kr-
scheinung, dafl Ratten auf einer
vollwertigen aber D-freien Kost
nach ciniger Zeit das Wachs-
tum cinstellen, bei Verabrei-
chung D-haltiger Substanzen
wieder an Gewicht zunehmen.

Junge, 30 g schwere Ratten
werden  zuniichst wurfweise in
Kifigen gehalten und mit einer
Kost aus 15 9%, Casein, 73 9, dex-

44a) Beard c. s, J. of biol. Chem. 96, 307 (1932).
44b) Knudson c. s., J. of biol. Chem. 81, 49 (1929).
45) Coward c. 8., Biochemic. J. 26, 1585 (1932).
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trinierter Reisstirke, 8% Hefe und 49, Steenbocksalz unter Zulage von Carotin
ernéhrt. Carotindosis 0,04 mg in 0,02 cem Olivensl. Die Tiere wachsen gewohnlich
withrend der crsten Zeit normal. Einige nehmen zwar nicht erheblich zu, andere
wieder zeigen Zunahmen von 20—30 g oder sogar von 60—70 g, bis sie das Wachs-
tum einstellen. Ist nach mehrmaliger Wégung eine Gewichtszunahme nicht mehr
festzustellen, setzt man dic Ratten in Einzelkifige und behandelt 5 Wochen lang mit
der zu prafenden Substanz. Unbrauchbar sind dabei solche Tiere, dic zu Beginn der
Versuchsperiode 100 g und mehr wiegen. Die Futterungsperiode bis zum Eintritt
des Gewichtsstillstandes kann 1—3 Monate (!) betragen. Ein Testbeispiel wird in
folgender Tabelle gezeigt.

Tabelle 38
No. of Me;h Noof Mean
Doso of vitamin D 3 rats &N(;a:f increa'sc Q rats I;g-;,,:: i'ncrea‘::;e AVti’:—Lge
units SU deadin | o we.in | sur- deadin| we. In crease ¥*)
viving | ks 5 weeks | viving 5woeks 5 weeks
5 weeks 7 VOO g. 5weeks g g
(a) 0,04 mg. carotene as source of vitamin A:
0,01 0 0 — 2 1 11,0 11,0
0,05 5 2 42,4 5 0 39,8 41,1
0,1 5 2 70,8 6 0 37,5 54,15
0,2 5 0 83,6 5 1 52,0 67,8
Al 0,25 1 1 75,0 2 0 54,5 64,75
0,4 5 0 78,4 6 0 63,1 70,75
0,75 1 1 88,0 1 0 51,0 69,5
0,8 4 0 84,75 5 2 54,8 69,77
10,0 2 0 84,0 1 0 57,0 70,5
0,00001 mg. I.E. 1 0 38,0 6 0 20,2 29,1
B’ (==0,02 unit)
lO,()()().’i mg. LE. 5 0 104,2 6 0 53,3 78,75
(=1,0 unit)

(b) 0,04 mg. light petroleum-soluble fraction of dried carrot as source of vitamin A:
No dose 4 3 17,25 3 5 0 8,625
0,01 6 1 3,1 2 0 5,5 4,:
0,02 5 1 9,8 7 0 5,7 7,75

C10,05 6 0 10,7 4 1 14,5 12,6
0,1 7 1 15,0 7 2 24,6 19,8
0,5 7 1 41,4 2 1 40,5 40,95
1,0 6 1 36,0 3 0 36,7 36,35

Dosc of Mean %ﬁao‘fv?‘tlz;:- Doso of Mean  |Dose of stan- Dose of

5 3 dard which
solution ?o.mc;f Encr(;agg Wguld l;atvc standard g(;‘ag: ;gi:iaiss w%uld h;l:e standard
rats | inwt.1 rough . . rough :

of LE. on tost | 5 weeks| about this | OV to on test |5 weeks| about this | G4V o
mg. | increase, |1 g. units increase, |1 g. units
g. units £. units

0,00001 1 38 0,0149 |1,490,000, 6 20,2 0,0129 (1,290,000
0.0005 5 104 2,3572 4,714,400 6 53,3 0,3692 | 738,400

The weighted mean of the values found from the bucks and does respectively
on the two doses is 2,068,500 units per g. which is near to the estimation made by
the line test.

*) This is the simple average of the values obtained from the bucks and does
in cach group. It seemed unsound to calculate the weighted means in the tests
where large doses of vitamin D were given and the bucks made much greater in-
croases in weight than the does.
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Die Berechnung der Ergebnisse kann entweder aus dem Diagramm er-
folgen oder aber nach einer der beiden Gleichungen:

y = 92,82 + 30,02 - log x (fiir ménnliche Tiere),
v = 63,14 4 22,74 - log x (fiir weibliche Tiere),

Mean increases
ht of groups of rats in 5weeks

in weig
[N =]

1 1 . 1 1 1 1 1 1 1
0 010203 04050607 080910
Unitvitamin D,
Abb. 55. Gewichtskurven von Ratten auf
D-freier aber mineralausbalanzierter Kost.
Wachstum nach Zulage des internationalen
D-Standards.
»x ménnliche, © weibliche Tiere. -« Mittel-
werte von beiden. (Nach Coward.)

nicht zu groBe D-Reserven haben, da dann

wo y die durchschnittliche Ge-
wichtszunahme der Tiere im Fiinf-
wochenversuch und x die Dosis an
Vitamin D in Einheciten darstellt.

Der Wachstumstest dauert er-
heblich langer als einer der anderen
Methoden, ist aber mindestens
ebenso genau wie der Line-Test.
Um die Fehlergrenzen nach Mog-
lichkeit zu reduzieren, ist es nétig,
fiir den Wachstumstest doppelt so-
viel ménnliche Tiere zu nehmen
als weibliche, da dic méannlichen
Tiere starkere Schwankungsbreiten
zeigen.

Auch Sherman-Stiebeling46)
konnten zeigen, da8 Ratten, die auf
einer vollstiindigen, aber D-freien
Diat gehalten werden, im Wachstum
behindert sind. Zugabe von Vitamin
D beeinfluBte, je nach der Dosis, das
Wachstum mehr oder weniger.  Die

Tiere fiir den Wachstumstest diirfen
der Test sich nicht durchfithren ldSt.

Am besten sind Tiere, die aus einer Zucht stammen, die auf der Steenbockzucht-

EXTRACT  SPinacw ExTRACT  C L.On
5"337..9',‘&8‘ S‘O;Qlfto 100 mq.Feo

8o

diiit gehalten wurden, da sie
zwar grofle A-Reserven, aber
wenig D gespeichert haben.
Ticre auf der Sherman-
zuchtdidt B haben zuviel

40
12 14 16 18 20 22 2 5 7 9 1 1815 17 W9 21 23 25

VXN Vitamin D gespeichert, als
daf} sie fir den Wachstums-
test brauchbar wiren. Wei-
tere Angaben tiber Vitamin D
und Wachstum finden sich
ofter in der Literatur. Craw-
ford -Golding-Perry und

18887 e e s s 2 2 2048 8 0 |: 14716 18 20 22 24 26 Zilva bestimmen im Butter-

MaRCcH

fett das Vitamin D nach dem

Abb. 56. Wirkung der Fiitterung von Spinatextrakt ~Wachstumstest von Soa-
auf den Faezes-py bei rachitogen ernahrten Ratten mes und Leigh-Clare 47).

auf der fettarmen Zuckers Diit.
(Nach Willimot.)

Die Grundkost besteht
aus 43,7 g Woeizenstirke,
14,3 g Casein, 12,4 g gehir-

tetem Baumwollsamenél, 8 g Hefe, 5 g Salzgemisch, 5 ccm Zitronensaft und
20 g Weizenkeime unter Zugabe von Wasser. Die Milch wird nicht als solche ver-

46) Sherman c. 8., J. of biol. Chem.

88, 687 (1930); 83, 497 (1929).

47) Leigh c. s., Lancet 1, 150 (1928); Biochemic. J. 22, 522 (1928).
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abreicht, sondern als Gemisch folgendermaBen: 79 g Stiirke, 21 g Baumwollsamenol,
14 g Hefe, 9 g Salz, 9 ccm Zitronensaft, 36 g Weizenkeime, 125 g Trockenmilch.
Zuniichst wird eine bestimmte Menge dieses Gemisches verfiittert, dann erhalten
die Tiere die Grunddiit ad libitum. Die Autoren fanden die Minimaldosis fiir
Wachstum erst in einer 0,68 g Butter entsprechenden Menge. Die Versuche scheinen
durch die nicht voéllige Vitaminfreiheit der Grundkost beeinfluBt zu scin.

2. Der Fiizes-py-Test auf Vitamin D 48).

Die Beobachtung, daBl bei rachitischen Kindern und Tieren der p, im Darm
nach der alkalischen Seite verschoben ist und bei der Heilung der Rachitis
zur sauren Seite umschligt, kann als Test auf D-Wirksamkeit gelten. Nach

der Methode von Bacharach-Jephcott,
die allerdings nicht ohne Widerspruch ge-
blieben ist, kann die Bestimmung schnell
und mit geniigender Genauigkeit erfolgen.
Der Test ist allerdings nur fiir solche Sub-
stanzen brauchbar, in denen das Vitamin D
schon in konzentrierter Form vorlicgt, da
die Verabreichung groBerer Futtermengen
schon allein geniigt, den py des Darmes zu
verschieben. Die zu priifenden Substanzen
miissen olige Losungen sein.

Nach Willomot-Wokes ist ¢s ohne Be-
lang, ob die rachitogene Kost Fett enthiilt oder
nicht. Sie crzielten mit der Kost von Zucker
und Barnett (Nr. 22) gute Ergebnisse. Man
setzt nach Jephcott c. s. 4 Tiere auf eine
rachitogene Diit, mischt die Fézes und be-
stimmt den py. Ist der Wert auf iiber 7 an-
gestiegen, werden dic Ratten in zwei Gruppen
geteilt, von denen die eine das zu prifende
Priiparat, dic andere cinen Standardtran erhiilt.
Gewohnlich kann mit der Auswertung schon
nach 10 Tagen begonnen werden, da dann schon
der py auf 7—8 angestiegen ist. Ein Auswer-
tungsheispiel zeigt vorstehende Abb. 56 nach
Willomot c. s. (Extrakt aus Spinat). Wic
ersichtlich, gelingt es durch Zugabe des Extrak-
tes nicht, den py zu driicken, was aber nach
Lebertranverabreichung der Fall ist 49).

Ein Beispiel nach Jephcott c. s. sei
ebenfalls angegeben. Auswertung des Pra-
parats Osteolin:

20—40 Tage alte Ratten im Gewicht von

40—60 g erhalten cntweder die rachitogene
Zucker-Didt (Nr. 22, nach Z. Bezeichnung 401)

Abb. 57. Wirkung der Fiitterung
des Priparats Osteolin auf den
Faezes-py rachitischer Ratten.
A = 0,013 mg Osteolin in 22,5 mg
Olivendl, B = 0,026 mg in 45 mg
01, C =0,039 mg in 67,5 mg Ol,
D = 0,053 mg in 90 mg O, E =
0,066 mg in 22,5 mg Olivendl.
Punkticrte Linie: Rachitogene
Kost ohne Bestimmung des py.
Gestrichelte Linie: Rachitogene
Kost mit Bestimmung des puy.
Ausgezogene Linie: Rachitogene
Kost + Priparat.
(Nach Jephcott.)

oder die Sherman-Kost Nr. 84. Morgens werden die Fizes gesammelt, wobei die
mit Urin verunreinigten verworfen worden. Man wiegt den Kot in einem Wiige-
glischen ab, verdiinnt mit Wasser auf cine etwa 0,02 % ige Lésung, mischt gut und
filtriert durch Watte oder Glaswolle. Der py der Lésung wird elektromotrisch

48) Jophcott-Bacharach, Biochemic. J. 22, 60 (1928); 20, 1351 (1926);
Lancet 1, 261 (1928); J. of biol. Chem. 82, 721 (1929).
49) Willimot c. s., Biochemic. J. 21, 887 (1927); 22, 15 (1928).
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Abb. 58. Py-Anderung der Fiizes rachitischer Ratten

nach Behandlung
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Abb. 59. Fizes py rachitischer Ratten.
(Siehe Abb. 57 und 58.)

bestimmt. Die Untersu-
chung geschicht zunichst
alle 3—4 Tage. Nach 10 bis
12 Tagen sind die Fizes
meist alkalisch, dann unter-
sucht man téglich, bis zwei
aufeinanderfolgende  Be-
stimmungen im Durch-
schnitt einen Wert von
tber 7,3 geben, wobei die
Werte nie unter 7,2 sinken
sollen.

Die  versuchsreifen
Tiere erhalten eine Dosis
des zu untersuchenden
Priparats. Drei Tage
spiter wird erneut der
Fazes-py bestimmt. Die
Untersuchung erfolgt von
da ab taglich, bis zwei
aufeinanderfolgende Be-
stimmungen einen Wert
von 6,7 oder weniger,
aber nicht mehr als 6,8
ergeben.

Man bezeichnet die-
jenige Vitaminmenge, die
imstande ist, diesc Werte
hervorzurufen, mit 1 E.
Neuerdings wird der Wert
auf 10 E. festgelegt. 1 ¢
eines guten Lebertrans
soll 100 solcher Einheiten
enthalten.

Die Abb. 57, 58 und
59 zeigen zundchst den
Ansticg des py der Fiazes
aufderrachitogenen Kost,
weiter den Abfall des py
nach Behandlung mit
Vitamin D. SchlieBlich
ist in der Abbildung die
Heilung der Rachitis
durch UYV.-Bestrahlung,
die ebenfalls mit einem
Sinken des py einhergeht,
ersichtlich. Auch die Ver-
hiitung der Rachitis durch
UV-Betrahlung geht aus
der Abbildung hervor.
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Erlduterungen zu den Abbildungen 58 und 59

Dai Basal NO"Of lwgﬁili(:xfg
aily supplementary treatment diot | @ni- | supple- Curve
1 mentary
o !trmt,meut |
Abb. 58 oben
0,04 cc. paraffinum hquldum, B.P.. ... .. .l 401 29 18 1
0,025 ce. glycerol . . . e e e 84 23,12 24 2
0,025 cc. glycerol . . . . . . . 84 23 16 3
>0,001 g. recryst. cholesterol, in 0 02 ce. ollve 011 . 1401 2Q 15 4
>>0,001 g. crude cholesterol from cod-liver oil, in
0,02 ce. olive oil . . 401 29 15 5
>0,0015 g. crude cholesterol from cod hver 011, in
0,02 ce. olive 0il . . . . . . . . . ... . 401 2Q 22 6
Abb. 58 unten
0,10 ce. cod-liver oil . . .401 (13,190 20 7
0,002 g. cholesterol, 1rradlated l hour, in 0 ()8 ce. | 401 23 24 8
0,001 g. cholosterol, irradiated 2 hours, in 0,04 ce. : 401 23 28 9
0,0005 g. cholesterol, irradiatet 3 hours, in 0,02 ce. 401 29 20 10
0,00013¢. cholesterol, irradiated 41/, hours, in 0,08 ce. - 401 23 19 11
0,002 g. cholesterol, irradiated 12 hours, in 0,08 cc. | 401 2% 18 12

All cholesterol was irradiated at 71/, inches from an open tungsten arce, and
then dissolved in olive oil.

Abb. 59 j
Animals irradiated 30 minutes at 2 feet . . . . | 401 | 29 16 13
Animals irradiated 15 minutes at 2 feet . . . . | 401 1 29 16 14
Animals irradiated 30 minutes at 2 feet . . . . | 401 (13,19 0 ‘ 15
Animals irradiated 15 minutes at 2 feet . . . . | 401 (13,192, 0 16

d) Die prophylaktischen Rontgenmethoden zur D-Bestimmung

1. Die prophylaktische Rontgenmethode von Bourdillon und Bruee 50)

Ratten im Alter von 21—28 Tagen, mit einem Gewicht von 40—45 g er-
halten in Einzelkifigen die Kost Nr. 3143 nach McCollum und 28—33 Tage
lang dazu cine Lésung der zu untersuchenden Substanz.

In jedem Wurf lauft ein Tier als unbehandelte, negative Kontrolle mit,
ein anderes erhilt eine bestimmte Menge einer schon ausgewerteten Losung
des Vitamins D als positive Kontrolle.

Die Ticre werden nach Beendigung des Versuchs getdtet und gerontgt.
Die Auswertung der Bilder erfolgt an Hand nachfolgender Abbildungen. Die
verschiedenen Stadien werden mit Nummern von 1—8 versehen.

Eine Beschreibung der Bilder geht aus folgendem hervor:

Scale No. 8. Healthy bone, with no appreciable blurring of the top of the
metaphysis.

Scale No. 7. Definite blurring at top of metaphysis, but only for a very

short length.
Scale No. 6. Top of metaphysis blurred for appreciable distance (usually
a small gap of uncalcified tissue between shaft and epiphysis).

50) Bourdillon-Bruce, Biochemic. J. 26, 506 (1932).
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Scale No. 5. Blurring extends to 1 mm. or more, and the bone has no
definite edge to it. In some specimens the blurred area is less deep, but there
is a very narrow gap of uncalcified tissue across the bone.

Scale No. 4. Definite narrow gap of uncalcified tissue right across

the bone.

Abb. 60. Stadien der Rachitis im prophylaktischen Réntgentest.

Unten von links nach rechts Stadien 8, 7, 6, 5; oben von links nach rechts
Stadien 4, 3, 2 und 1. (Nach Bourdillon).

Scale No. 3. Uncalcified zone about 1 mm. wide.
Scale Nr. 2. Uncalcified zone wider, but still traces of calcification at

lowest portion of new tissue.

Abb. 61. Stadien der Rachitis im prophylaktischen Test.
Von links nach rechts Stadien 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1. (Nach Bourdillon.)

Scale No. 1. Full rickets. Gap 1,5 mm. or more, without visible cal-

cification.
Als Beispiel sei ein Versuch mit bekannten steigenden Dosen eines D-

Priparats angefiihrt:
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Tabelle 39. Radiographic scale readings of rats’ knee-joints after
prophylactic dosing

Dose (in International Units) Mean ash
percentage for
Litter-No. 0 ( 0,01[ 0,03, 0,05/ 0,1 f 0,2 y 0,32; 0,64] 1,28 |each litter for
. doses 0to 0,32
L Scale readings only
1867 1 3 1 1 36 |5 5 — | — 31,36
1869 254 252535557 — ] — 35,66
1828 4 4 4 6,5 | 6 6 8 — — 37,01
2057 2 1 3 5 5 6 8 7,56 | 7,6 37,26
1834 5 55 451|556 7 7 —_ — 38,39
2060 2 1,515 5 5 7 8 8 8 38,87
1827 5 4 7 5 6 6 8 — e 38,97
Mean of 7 o .
lowest litters  3,07| 3,29| 3,86| 4,36/ 5,0 | 6,07 7,29 — — H 36,79
1854 2 4 4 |5 6 7 6 — 1 = 39,76
1875 2 5 5 56| 5,6 | 8 6 — - 40,53
1914 5 5 5 55 | 6 6 7 8 8 41,84
1826 5 4 556 | 5 6 6 8 —_ — 41,97
2095 1 2 3,6 | 4 4 5,5 | 6,5 | 8 7 42,14
1991 4 5 6 55| 5 55| 751]175 175 42,74
1915 4 7 4,5 | 5 6 7 6 7 7,5 43,01
1917 5 4 4 5516 6 8 7 7,5 43,11
1988 3 5 6 5 b5 5,6 | 7 6,5 | 7 43,13
1965 5 5 6 5 6 5,6 | 7 8 8 43,56
1943 5 5 5 4515 6 7 8 7,5 44,06
1963 5 5 5 5 6 8 8 8 8 44,66
1954 5 5 6 6 7,617 7 8 7 48,61
Mean of 7
highest litters  4,57| 5,14| 5,21 5,14‘ 5,93| 6,45| 7,14 7,5 | 1,5 44,31
Mean for all )
litters 3,62| 4,2 l 4,62‘ 4,85 5,42' 6,27\ 7,1 | 7,62 7,54' 40,83

Hat man einmal an Hand der Réntgenaufnahmen die Bewertungen der
einzelnen Versuche nach obiger Skala durchgefiihrt, kann man die Wirksam-
keit der verabreichten Dosis an folgender Kurve (Abb. 62, S. 124) ablesen.

Wie ersichtlich, sind hier Unterschiede gemacht zwischen mehr oder minder
resistenten Wiirfen. Ein solcher Unterschied kann z. B. auch durch Ausfithrung
einer Knochcnanalysc gefunden werden. Auf diese Weise kann man die Aus-
wertungen je nach der einen oder anderen Kurve vornehmen und kommt zu
genaueren Ergebnissen. Wie aus der Kurvenabbildung ersichtlich, ist eine
solche Komplizierung der Auswertung fiir Dosen iiber 0,05 E. durchaus un-
notig, da die Kurven von diesem Wert ab nur geringe Abweichungen zeigen.
Es ist also zweckmiBig, die Methode nur fiir Dosen iiber 0,05 E. zu gebrauchen
und dabei stets in jedem Wurf ein Tier mit einer der Testdosis etwa ent-
sprechenden Dosis eines bekannten D-Priparats zu behandeln. Kleine Unter-
schiede in der Prophylaxcwirkung kénnen dann an Hand der Kurve leicht er-
mittelt werden. (Die in der Tabelle gebrauchte Dosis ist die internationale.)

Fiir die Praxis kann man die Ablesungsmittelwerte der Skala fiir die Standard-
tiere und die Skalenmittelwerte der Tiere mit einer bestimmten Dosis der Testsub-
stanz an der Kurve als Logarithmen ablesen. Dann entspricht der Antilogarithmus
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der Differenz der Logarithmen dem Wirkungsverhiltnis zwischen Standard und
unbekannter Losung.

Die Verteilung der Tiere eines Wurfs erfolgt, wie bei allen Testmethoden,
derart, daB ein Tier unbehandelt bleibt, ein Ticr die Standardsubstanz erhilt
und die anderen steigende Dosen des zu untersuchenden Praparats. Die Tiere
werden in den anderen Wiirfen ebenso verteilt. Die Empfindlichkeit der
Methode erhellt daraus, daB ein Ablesefehler von -+ 0,5 Skalentcilen den
Logarithmus der Wirkung der Dosis um 0,24 erhoht.

2. Die prophylaktische Rontgenmethode

750 von Holtz-Laquer-Kreitmair-Moll 51).
20 Junge Ratten aus eigener Zucht (bestimmte
Kost s. oben) werden im Alter von 4—6 Wo-
65~ chen mit einem Gewicht von 33—45 g in den
6’% Versuch genommen, und zwar werden sic in
- Serien zu je 10—12 Tieren eingeteilt, indem
5 55 7I_i1hmwith in jeder Serie mindestens ein Tier aus jedem

2 highest ash . . .
<50 1 Wurf vertreten sein soll. Die erste Serie
2 T dient als Kontrolle, die anderen erhalten ab-
45- gestufte Mengen des zu untersuchenden Pra-
s 2 parats. Die Verabreichung der Priparate

: geschieht mit der Pipette.

35r 3 Als rachitogene Didt wird die McCollum-
ol sche 3143 verabreicht. Die Tiere erhalten im
Lo Dostg 04 Tos T 12l T16T 9]  ganzen 14mal morgens vor der Fiitterung das
se01 003005 07 02032 08¢ 128 pryarat. Die Sonntagsdosis kann am Sonn-
Abb. 62. Beziehung zwischen abend nachmittag verabreicht werden. Die

Prophylaxewirkung und Dosis im
Rontgentest.

(Ordinate = Heilungsgrade der
Bourdillonskala).

Tiere werden fortlaufend gewogen unddannam
14. Tage geréntgt. Das Rontgen geschieht ent-
weder in Narkose oder durch Aufspannen auf
ein Brett (s. Methodik von Schultz, oben).

(Nach Bourdillon.) Die Aufnahmen werden jeweils unter genau

denselben Bedingungen gemacht.
Die Diagnose wird durch Zeichen ausgedriickt, und zwar bedeutet:

+ Rachitis,
— keine Rachitis (geschiitzt),
? zweifelhaft *),

Die negativen Kontrollen miissen starke Rachitis aufweisen. Der Epiphysen-
spalt mufl mindestens 1 mm breit sein. Geschiitzt ist ein Tier, wenn keine
Unterschiede gegeniiber Normal vorhanden sind, wenn alle Knorpel-Knochen-
grenzen gut verkalkt sind. Der Epiphysenspalt ist entweder eine haarfeine
Linie oder ein scharfbegrenzter Strich mit véllig parallelen, im Negativ hellen
Réandern.

*) Hier soll bemerkt werden, da obige Bezeichnungen + bzw. — frither
von Holtz und Windaus 51a) in umgekehrtem Sinne gebraucht wurden, was
beim Studium der betreffenden Arbeiten zu beachten ist.

51) Holtz-Laquer-Kreitmar-Moll, Biochem. Z. 1931, 237, 247.
51a) Windaus-Holtz, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen, Math.-physik. Kl.
1927, H. 2.
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Wichtig bei der Beurteilung ist die Gewichtszunahme der Tiere! Wenn
positiv reagierende Tiere wihrend der Versuchsperiode an Gewicht abnehmen
oder nicht zunehmen, werden sie von der Auswertung ausgeschlossen, da sie in
der Regel keine oder nur wenig von der Norm abweichende Knochenverande-
rungen zeigen. Gewohnlich nehmen Tiere wihrend des Versuchs etwa 10 bis
15 g zu. Tiere, die weniger als 5 g zunehmen, werden nicht gewertet. Zeigt
die Mehrzahl der Tiere schlechtes Gedeihen, so kann man der McCollum-Kost
etwas Milch (Vitamin A) zugeben, was dic Auswertung nicht stort.

Bei Dosierung in geometrischer Reihe wie 0,025, 0,5, 0,1 » hat die Methode
einen Fehler von 50 %,. Die Fehlerbreite kann aber noch unter + 259, liegen.

Die Einhecit ist diejenige Tagesdosis pro Tier eines Priparats, dic bei
14maliger, téglicher Verabreichung an Ratten mit dem Anfangsgewicht 33 bis
45 g, welche mit der Kost Nr. 3143 von McCollum gefiittert werden, 809
oder mindestens 8 von 10 Tieren vor der durch Rontgenaufnahme festzustel-
lenden Rachitis vollkommen schiitzt, wihrend eine kleinere Dosis diese Be-
dingungen nicht mehr erfiillt. Besonderer Wert wird dabei auf das gute Ge-
deihen der Tiere gelegt, indem gefordert wird, dall alle ausgewerteten Ratten
wihrend des Versuchs mindestens 5 g zunehmen miissen.

Ein Auswertungsbeispiel nach Laquer geht aus folgenden Tabellen 40
bis 43 (S. 126 ff.) hervor:

Die prophylaktische Einheit in der Definition von Laquer und Mitarbeitern
ist gleich 5—6 internationalen oder MRC.-Iinheiten oder gleich 6—8 Oslo-Poulssen-
Einheiten. 100 Einheiten nach Laquer entsprechen ciner klinischen Einheit.

3. Der prophylaktische Rontgentest von Scheunert und Scehieblieh 52).

Junge Ratten im Gewicht von 33—42 g mit einem Alter von 3—4 Wochen
werden in Glashifen gehalten (Bodenfliche 15 x 20, Hohe 18 e¢m), die einen
Drahtnetzboden zur Verhiitung der Koprophagic besitzen. Der Boden des
Gefilles wird mit Sigemehl bedeckt. Die Tiere werden mit der McCollum-
Kost 3143 gefiittert, die in Kuchenform verabreicht wird. EKin Wiirfel
von 20 g ist fir cin Tier pro Tag ausreichend. Wasser wird in Trink-
gefiBen gegeben. Die Haltung der Tiere geschieht wie bei Rachitisver-
suchen fiiblich.

Man nimmt fiir jede zu untersuchende Dosis 10 Tiere, indem die Wiirfe
auf die verschiedenen Gruppen aufgeteilt werden. Man achtet darauf, daf3
jeschwistertiere moglichst nicht in dieselbe Gruppe kommen. Die Verab-
reichung der Dosis geschieht wie oben. Kontrollticre erhalten das Lisungsmittel
ohne Substanz.

Fiir jede Ratte wird ecine besondere Gewichtskurve gefiihrt, auf der Ge-
schlecht, Wurfgrofle und Abstammung sowie Alter zu Beginn mitverzeichnet
werden. Nach 14 tigiger Fiitterung werden die Tiere getétet und geréntgt. Man
verwendet am besten den Réntgenfilm. Die Bilder werden vor einer licht-
starken Lampe betrachtet. Die Beurteilung geschieht auf Grund der Befunde
des proximalen Tibiaendes. Man bezeichnet mit — Fille, die vollkommen
normal sind, bei denen die Dosis also vollkommen Schutz gewihrte. Deutliche
Rachitis erhilt je nach dem Grad die Bezeichnungen +, 4+, +-++. Frag-
liche Fille werden mit ? gewertet.

52) Scheunert-Schieblich, Biochem. Z. 209, 299 (1929).
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Tabelle 40
Vitamin D-Kontrollpriiparat.

Protokoll Nr. 1160. XKontrollen

Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bezeichnung : w.L|wor |w L |wr schw| w. |schw.| w. |schw.| w.
Geschlecht : weibl. jmé#nnl./ménnl. /ménnl.\ménnl.) weibl. | weibl. | weibl. | weibl. jménnl.
Nr. des Wurfes: || 2440 | 2942 3190 2937 205() 3380 | 1725 | 3408 | 3028 | 2555
Anfangsgewicht . . . || 40 36 36 37 40 35 35 41 38 38
Endgewicht. . . . . 57 37 58 59 62 42 51 48 53 56
Gewichtsunterschied . r+l7 + 1 |+22 (422 [422 [+ 7 [+16 [+ 7 |+15 |+18
Dingnose . . . . . . | T T N i I i
Dosis 0,09 y
Nr.: 11 12 13 4| 15 16 17 18 19 20
Bezeichnung : schw.| w. |w.L | wor |wLl|wr |schw.| w. |schw.| w.
Geschlecht : weibl. [ménnl.\ménnl. mannl./miinnl.| weibl. | weibl. | weibl. [ménnl.| weibl.
Nr. des Wurfes: || 1725 | 3408 | 3408 | 2028 | 1725 | 3028 | 3408 | 2555 | 3028 | 2555
Anfangsgewicht . . . | 36 36 37 38 35 36 38 37 36 35
Endgewwht ..... 59 45 46 53 45 49 57 55 51 46
Gewwhtsmmter%chlod +23 +9 |+ 9 |+15 [+10 (+13 |+19 [418 [-+15 (411
Diagnose. . . . . . — — — — — — — — — —
Dosis 0,08 y
Nr.: l} 21 | 22 | 23 |24 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30
Bezeichnung : a wr. |w.L|wr |wl|wr |schw.| w. [schw.| w.
Geschlecht : imzmnl weibl. iménnl.\minnl.[minnl.| weibl. | weibl. | weibl. | weibl. | weibl.
T\Ir de'; Wu1fes l’ 22()3 3537 | 1725 | 3408 | 2263 | 3527 | 1725 | 3408 | 3028 | 2555
Anfangsgewich H 37 | 36 | 42 | 36 | 3¢ | 39 | 35 | 37 | 34 | 36
Endgewicht. . . . . | 58 56 47 58 51 39 47 52 47 58
Gewichtsunterschied . ||+21 [4+20 |+ 5 |+22 417 0) |+12 |15 [+13 |+22
Diagnose . . . . . . — — — — — | (=) — — — —

Zeichenerkldrung: schw. = schwarz, w. = weil}, w. 1. = weil} linkes,

w. 1. = weil} rechtes

Ohr gestutzt, weibl, = weiblich, miinnl, = miinnlich
Dosis 0,07 y
Nr.: 310 | 32 [ 33 | 3¢ | 35 [ 36 | 37 | 38 | 39 | 40
Bezeichnung: schw.| w. |schw.| w. |schw.| w. [schw.| w. [w. 1L [w.r
Geschlecht : ménnl.| weibl. [ménnl.{minnl.imi#nnl. minnl.iminnl.| weibl. iméinnl.iménnl,
Nr. des Wurfes: ) 2050 | 3380 226.U 3537 2050 3380 | 2236 | 3537 | 2942 | 2440
Anfangsgewncht e 42 40 36 36 38 40 36 38 40 38
Endgewicht. . . . . 52 46 41 49 43 57 46 58 57 64
Gewichtsunterschied . j+10 +6 |+5 [+18 [+ 5 [+17 |+10 [+20 [+17 [+26
Diagnose . . . . . . —- — — ? — ? — — — +
Dosis 0,06 y
N a1 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48 | 49 [ 00
Bezeichnung: w.llwr |wl|wr |wl|wr|wl|wr [schw.| w.
Geschlecht: 'miinnl.| weibl. [méinnl.| weibl. | weibl. | weibl. jménnl.|ménnl./ménnl. ménnl.
Nr. des Wurfes: ‘ 2050 | 3380 | 2440 | 2942 | 3190 | 2937 | 3380 | 1725 | 3408 | 2556
Anfangsgewicht . . . 38 39 35 37 36 36 34 38 39 41
Endgewicht. . . . . | 54 | 53 | 50 | 45 | 54 | 49 | 41 | 40 | 44 | 52
Gewichtsunterschied . ||+16 |+14 |+15 |4 8 |+18 |+13 |+ 7 [(+2) |+ 5 |+11
Diagnose. . . . . . + + + — + ? — (=) | — -
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Tabelle 41
Vitamin D-Préiparat. Protokoll Nr. 1143. Kontrollen
Nr.: 1] 2] 3]« 5| 6] 78] 9|10
Bezeichnung: schw.| w. |schw.| w. [schw.| w. | w. L |w.r |schw.| w.
Geschlecht : weibl. | weibl. | weibl. |miinnl.| weibl. | weibl. imiinnl.| weibl. |miinnl.| weibl.
Nr. des Wurfes: || 2988 | 2657 | 1010 | 2737 | 2655 | 3305 | 2213 | 3090 | 2860 | 2558
Anfangsgewicht . . . || 36 42 37 42 33 34 36 34 36 34
Endgewicht. . . . . | 45 40 49 57 48 42 54 48 56 50
Gewichtsunterschied . \‘+ 9 |—2 [+12 |+15 |+15 |+ 8 |+18 |414 |+20 |+16
Diagnoso. . . . . . ‘ + —! + + + + + + + |+
Dosis 0,05 y
Nr.: |12 ||| 1r ] s |19 [ 2
Bezeichnung: w. L |wor. | w L |wr |schw.| w. [schw.| w. |schw.| w.
Geschlecht: méinnl.ménnl.| weibl. |miinnl. méinnl.jméinnl.ménnl.;ménnl.| weibl. |ménnl.
Nr. des Wurfes: | 864 | 3237 | 2259 | 2737 | 3305 | 2213 | 3090 | 2558 | 2988 | 2657
Anfangsgewicht . . . || 41 32 34 34 37 35 41 34 33 37
Endgewicht. . . . . 55 40 39 40 58 42 55 42 44 48
Gewichtsunterschied . |+14 [+ 8 |+ 5 [+ 6 |+21 |4+ 7 |4+14 |+ 8 |[+11 |+11
Diagnose . . . . . . — — — — 1 — — — — —
Dosis 0,02 ¢
NI 21 | 22 [ 23 | 24 | 25 | 26 | 21 | 28 | 20 | 30
Bezeichnung: schw.| w. [schw.| w. |w.L|wr |w. L | wr |wl|wr
Geschlecht: miinnl./minnl.[ménnl.| weibl. | weibl. |ménnl.| weibl. jménnl./ménnl.| weibl.
Nr. des Wurfes: | 2558 | 864 | 2558 | 3237 |2860 | 3090 | 2213 | 3305 | 2558 | 864
Anfangsgewicht . . . 35 39 34 40 41 34 37 42 38 41
Endgewicht. . . . . 47 60 48 57 64 52 55 66 62 60
Gewichtsunterschied . |[+12  |+4-21 |++14 |+17 |+23 |+18 [+18 |24 |424 |+19
Diagnose . . . . . . — — ? ? ? — + + ? +
Dosis 0,01 y
Nr.: 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40
Bezeichnung: schw.| w. |schw.| w. |schw.| w. |schw.| w. |schw.| w.
Geschlecht: weibl. { weibl. | weibl. |méinnl.ménnl./ménnl. mannl. ménnl./ménnl./ménnl.
Nr. des Wurfes: | 2860 | 2558 | 2860 | 864 | 3090 | 3305 | 2737 | 2259 | 3237 | 2860
Anfangsgewicht . . . || 37 34 34 37 38 34 38 42 35 37
Endgewicht. . . . . 61 47 50 57 53 54 51 57 56 45
Gewichtsunterschied . ||+24 |[+13 |4+16 |-+20 (415 |+20 [4+13 |+15 |[+21 |+ 8
Diagnose. . . . . . + ? + + — + + ? ? —
Dosis 0,005 y
Nr.: i ;ﬂ 42 43 44 45 46 47 48 49 50
Bezeichnung: w.lL|wr|wlL|wr|wlL|wr|w]l]|wr |schw.| w.
Geschlecht: #nnl.| weibl. |ménnl.jménnl.| weibl. | weibl. | weibl. jmiinnl.| weibl. jménnl.
Nr. des Wurfes: || 2213 | 3090 | 2213 | 3090 | 2860 | 2558 | 2259 | 3237 | 2860 | 864
Anfangsgewicht . . . 37 37 35 35 34 34 34 36 34 37
Endgewicht. . . . . 53 57 52 48 45 54 48 62 48 58
Gewichtsunterschied . ||+16 |[4+20 |+17 |[+13 |4+11 |+420 |+14 [426 |+14 |+21
Diagnose. . . . . . + + + + + + + + ? +
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, Tabelle 42
Vitamin D-Priparat. Protokoll Nr. 1155. Kontrollen
Nr.: 1| 2 | 38 |4 5 0 6 | 7| 8 ] 9] 10
Bezeichnung: schw.| w. | w. L |w.r |schw.| w. [schw.| w. | w.L | wr.
Geschlecht : miéinnl.| weibl. | weibl. ménnl.| weibl. ménnl.| weibl. ménnl.\ménnl. ménnl.
Nr. des Wurfes: | 3359 | 3124 | 3156 | 3101 | 2455 | 1923 | 2715 | 2062 | 1135 | 3297
Anfangsgewicht . . . || 36 36 34 40 36 42 38 37 38 40
Endgewicht. . . . . 50 52 50 60 49 50 50 52 58 64
Gewichtsunterschied . |4+14 {+16 |+16 [4+20 |+13 |+ 8 |+12 [+15 |+20 |+24
Diagnose . . . . . . +i+ 0+ ]+ ]+
Dosis 0,05 ¥
Nr.: w2 |3l w0
Bezeichnung: schw.| w. |schw.| w. |schw.| w. |schw.| w. |w.lL | w.r
Geschlecht: | weibl. minnl. ménnl.| weibl. | weibl. | weibl. | weibl. { weibl. | weibl. |miinnl.
Nr. des Wurfes: | 3359 | 3156 | 2938 | 3101 | 2715 | 2062 | 1135 | 3124 | 3156 | 3101
Anfangsgewicht . . . | 38 39 37 34 36 40 37 34 33 36
Endgewicht. . . . . J 54 60 48 47 52 61 54 48 43 58
Gewichtsunterschied . 1416|421 |411 |4+13 | +16 [4+21 |+17 [+14 |410 |422
Diagnose. . . . . .| — — — — — - — — — —
Dosis 0,03 y
. Nr 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 2 | 30
Bezeichnung: schw.| w. |schw.| w. |schw.| w. [schw.| w. [ w.L | w.r
Geschlecht: ‘miinnl. mannl. weibl. ménnl.| weibl. | weibl. | weibl. | weibl. iménnl.jménnl.
Nr. des Wurfes: | 1507 | 2134 | 3359 | 3101 | 1923 | 3297 | 1135 | 2062 | 2715 | 3359
Anfangsgewicht . . . \; 41 41 41 40 41 36 40 35 38 37
Endgewicht. . . . . | 64 63 58 55 76 50 67 48 54 50
Gewichtsunterschied . |[4+23 [+22 | +17 |+15 |+35 |[4-14 [+27 |13 [+16 |13
Diagnose . . . . . . — — — — — — — — — —
Dosis 0,01 y
 Nr: | st [ s2 ] 33| 3¢ | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 4
Bezeichnung: w.L wr.|wlL|wr|wlLiwr|wlL|wr | wl|wr
Geschlecht: minnl.ménnl. ménnl.ménnl.| weibl. | weibl. ménnl.|ménnl.| weibl. | weibl.
Nr. des Wurfes: ‘ 3136 | 3101 | 2455 | 3359 | 1507 | 2134 | 1135 | 3297 | 2062 | 2455
Anfangsgewicht . . . “ 38 35 37 41 34 35 37 38 37 37
Endgewicht. . . . . | 60 | 42 | 48 | 64 | 42 | 54 | 54 | 54 | 54 | 44
Gewichtsunterschied . |+22 [+ 7 |411 |{4+23 |4+ 8 |+19 |[+17 |+16 [+17 [4 7
Diagnose. . . . . . + — — — ? — — —_ ? —
Dosis 0,005 y
Nr.: 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48 | 490 | 50
Bezeichnung: schw.| w. |schw.| w. |schw.] w. |w.L|w.r. | w.1l | wr
Geschlecht: weibl. | weibl. jménnl.| weibl. ménnl.minnl. ménnl.| weibl. | weibl. | weibl.
Nr. des Wurfes: | 3101 | 2455 | 1923 | 2715 | 3359 | 1923 | 3124 | 3297 | 2062 | 1507
Anfangsgewicht . . . || 38 34 37 36 36 39 42 34 35 36
Endgewicht, . . . . 47 49 52 42 52 56 65 46 45 55
Gewichtsunterschied . |+ 9 |+15 |4+15 |4+ 6 |+16 [+17 [+23 |+12 (410 [+19
Diagnose. . . . . . ? ? ? — + -+ ? ? —_ ?
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Tabelle 43
Nr. 1160 (Kontrollpréaparat)
Tagesdosis in . 0,09| 008 007] 006
Rachitisch. . . . — — 1 4
Fraglich . . . . — — 2 1
Geschiitzt . . 10 9 7 4
Nicht gewertet . . — 1 — 1
Geschiitzt . . .9 (/100 | 90 | 70 | 40

Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,07 und 0,08 y.

Nr. 1143
Tagesdosis iny . . ’ 0,05 0,02 0,01 0,005
Rachitisch . . . .|| — 3 4 9
Fraglich . . R | 4 3 1 .
Geschiitzt . . . .| 9 3 3 —
Geschiitzt . . .9 | 90 30 | 30 [

Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,02 und 0,05 y, nidher bei 0,05 p.

Nr. 1155

Tagesdosisiny . . | 0,056| 0,03] 0,01 | 0,005
Rachitisch . . . .| — — 1 2
Fraglich . . . . . — — 2 6
Geschiitzt . . . . 10 ”10 7 2 ]
Geschiitzt . . .% || 100 | 100 | 70 | 20

Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,01 und 0,03 9.

Bei deutlicher Rachitis mit unscharfer Epiphysenfuge oder bei véllig

geschiitzten Tieren ist die Beurteilung nicht schwer.

Diagnose, wenn  die
Rachitis nicht ganz aus-
geprigt war. Dann legt
man der Bewertung
das Bild der normalen
Ratte zugrunde. Bei-
spiele sind in Abb. 63
zu sehen.

Die Fehlergrenze ist
um so geringer, je weni-
ger unsichere Fille vor-
kommen.

Man nimmt 10 Tiere
fir jede Dosis, da indi-
viduelle  Unterschiede
weitgehend ausgeschal-
tet werden miissen. Bei
der Auswertung miissen
die Tiere der Kontroll-
gruppe samtlich Rachi-
tis aufweisen. Wenn
mehr als 1 Tier von

Bomskov, Vitaminforschung

Schwieriger ist die

Abb. 63. Rontgenbild der

Kniegelenke rachitischer

(links) und normaler Tiere
(rechts).

Dic beiden linken Bilder-

reihen stellen von oben nach unten Beispiele fiir
? Rachitis,

-+ Rachitis, ++ und -++-- Rachitis dar.
(Nach Scheunert.)
9
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den 10 Kontrollen nicht rachitisch war, ist der ganze Versuch zu wiederholen.
— Alle Tiere, die in der 14tégigen Versuchsperiode weniger als 5 g zunehmen
und sich als rachitisfrei erweisen, werden nicht bewertet. Ist dagegen auch bei
ihnen eine Rachitis aufgetreten, sind sie brauchbar, als Beweis der Unwirksam-
keit der Dosis. Auch besonders schnell wachsende Tiere, die einen héheren
D-Bedarf haben und bei Dosen, die normalerweise schiitzen, ungeschiitzt
bleiben, kénnen den Versuch stéren. Bei Zunahmen von 18 g aufwirts treten
solche Fille ein.

Vollkommener Rachitisschutz liegt dann vor, wenn 8 von 10 Tieren durch
die Rontgendiagnose als einwandfrei geschiitzt gelten. Die Dosis, die diese
Wirkung hervorbringt, bezeichnet man als eine antirachitische Schutzeinheit
= SED.

Beispiel: Vigantolauswertung.

Tabelle 44

0,5 I 0,4 l 0,3 ( 0,2

Dosen in y: ] 0,8 0,6

) I

Iirgebnis: ’ 10— 10—" 10— ; 9— | 7— ; 5—
. 1 4
! i 1 37 [ 1

Die negativen Kontrollen zeigten bis auf eine deutliche Rachitis. Die Einheit
liegt nach obigen Forderungen bei 0,4 .

e) Prophylaktische chemische Methoden

1. Der Knochenasehetest nach Hume-Pickersgill und Gaffikin 53).

Die Bestimmung der Knochenasche oder des Mineralgchaltes des Knochens
kann als Test auf Vitamin D dienen, da die Menge der Asche abhingig ist vom
Vitamin D-Gehalt der Kost. Der Aschentest ist cine sehr objektive Methode,
die viel schwerer auszufiihren ist als etwa der Linc-Test oder als ein Réntgen-
test, die aber doch manche Vorteile bietet. Sie ist nur in den Fillen ungeeignet,
wo es sich darum handelt, groBe Serien von Priparaten auszuwerten, da sie
viel Zeit und Mihe erfordert. Im einzelnen wird die Methode wie folgt ge-
handhabt:

Junge Ratten aus cigener Zucht, deren Abstammung und Erniihrung bekannt
sein muf}, werden im Alter von 21—28 Tagen mit einem Gewicht von 35—45 g
in Einzelkifige gesetzt und erhalten die rachitogene Kost Nr. 3143 von Mec. Collum.
Dazu fiittert man téglich die zu untersuchende Substanz in Olivenél, und zwar er-
halten die Tiere, wenn sic am Sonntag nicht gefiittert werden, diec Dosis des Sonn-
tags zur Hilfte am Sonnabend und zur Hélfte am Montag. Bei der Zufiitterung,
die mit der Pipette geschchen muB, ist darauf zu achten, daB allo Tiere der ver-
schiedenen Serien stets dieselbe Menge an Olivenol erhalten, da durch Verfiitterung
verschiedener Olmengen der Knochen verschieden fetthaltig wird, was dic Krgeb-
nisse storen kann.

Die Verteilung der Tiere eines Wurfs erfolgt genau wic bei allen Testversuchen,
indem ein Tier unbehandelt bleibt, eins ein bekanntes Standardpriparat erhilt,
die anderen steigende Dosen der Substanz. Fiir die Auswertung einer unbekannten
Substanz sind selbstverstiindlich mehrere Wiirfe erforderlich. Man nimmt am
besten 4 Serien von Tieren (je 8—10), von denen die ersten beiden 0,1 und 0,2 E.
pro die erhalten, die anderen beiden zwei verschiedeno Dosen der zu testenden
Substanz.

53) Hume c. s., Biochemic. J. 26, 488 (1932).
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Nach 28—33 Tagen werden die Tiere getotet (selbstverstiindlich in einem Ver-
such immer am selben Tag) und Femur, Tibia und Fibula sauber priipariert, die
Knochen mehrmals gebrochen und getrocknet. Nach Feststellung des Trocken-
gewichts extrahiert man die Knochen im Soxleth-Apparat mit Alkohol und dann
mit Ather. Darauf werden sie verascht (am besten kleine Platinschalen).

Die Ergebnisse werden entweder in Prozent Asche der fettfreien Trocken-
substanz oder durch den Quotienten Asche : organische Trockensubstanz (A/R)
b4), b4a) ausgedriickt. Eine Zuriickfithrung der Wertc auf fetthaltige trockene
Substanz ist nicht zu empfehlen. Die Aschen der linken und rechten Extremitéiten
eines Tieres differieren nur um 0,59%,. Ratten auf der rachitogenen Didt ohne
Behandlung zeigen Aschenwerte von 24,9—44,9 9 (negative Kontrollen).

Diese crhebliche Schwankungsbreite mufl man in Rechnung setzen. Des-
halb geht man bei der Auswertung der Ergebnisse stets vom Aschegehalt
des unbchandelten Tieres des Wurfes aus. Dic Auswertung crfolgt dabei nach
einer der Kurven der Abb. 64, je nachdem die unbehandelten Tiere einen
Aschewert von tiber oder unter 35 9, aufweisen. Man sucht in dem Koordinaten-
system an der Ordinate dic Aschewerte auf und liest an der Abszisse die Wirk-
samkeit ab. Aus der Kurve ist ersichtlich, dafl bei geometrischer Erh6hung der
Dosen die Asche arithmetrisch zunimmt. Wir haben also genau wie bei dem
Rontgentest eine logarithmische Beziechung zwischen Wirkung und Dosis.

Ein Beispiel sei in folgender Tabelle beschrieben, in der bekannte Dosen
eines D-Priparats ausgewertet wurden:

Tabelle 45. Percentage ashin the dried fat-extracted bones of young
rats on McCollum’s rachitogenic diet and recciving various doses
of irradiated ergosterol, prophylactically for 24—33 days

No. of Dose of irradiated ergosterol in international units of vitamin D
li(z;:(?r Sex (1 unit = 0,1 p of irradiated ergosterol)
) 0 J 0,01 | 0,02 1 0,03 | 0,05 ! 0,08 0,1 1 0,2| O,32| 0,64] 1,28
1826 8 41,1 | — |40,7/41,6| — |41,1| — 1452 — — —
Q — 1383 — — 1422 — (41,3 — |44,1| — —
1827 3 — — — — 38,7 — [393| — [41,4]| — —
o 36,2 |34,3142,2|38,9| — 39,7 — 44,1 | — — —
1914 3 39,5|38,6| — |41,2)40,3| — | 42,7434 | — — | 46,8
? —_ = = = = | = = | — |471,5|47,7| —
1917 3 — — — — — — [ 44,5]42,6 | — — —
? 43,3137,9| — |40,9|44,2| — — — | 48,8 [48,0 | 47,4
1915 3 39,9|41,6| — | 41,4 — — — — | 44,3 | — —
? — — — — (43,6 — | 453453 — |48,8/49,8
1943 3 — — — — 43,0 — — — | 46,8 | 48,5| 47,9
Q 40,1 47,9 — (40,0 — | — 43,4475 — | — | —
1954 3 40,8145,3| — | 48,0 — — 152,1]|52,4] — |48,3!50,2
Q —_ ] = = — 47,3 — | — | — |538| — | —
1963 3 41,740,8| — |39,0/47,5| — |47.5|49,4 48,7 — —
? — = = = =] = = =] — 51,3482
1965 Ea — | — | — 42,5 — | — | — |43,3| — 45147,
? 44,91 43,8| — — 41,6 — | 41,4 — [474| — —-
1991 3 38,0139,9| — (43,9442, — [433| — —_ — —
%} — — —_ — — — — 1 44,5 46,4 | 49,2 | 48,9

54) Chick-Roscoe, Biochemic. J. 20, 622 (1926).
54a) Dutcher c. s., J. of biol. Chem. 66, 401 (1925).
g*
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Dose of irradiated ergosterol in international units of vitamin D
Nf’"’£ Sex (1 unit = 0,1 y of irradiated ergosterol)
litter 0,01]0,02/0,03] 0,05/ 0,08| 0,1] 02]0,32]0,64| 1,28
1828 3 32,6 31,8 — 33,6 — |40,7]|38,3|40,3|43,1| — | —
Q — | — 1381 — {897 — | — | — | — | — | —
1834 3 34,6 [ 38,1/ 36,8/36,7/393(396| — | — | — | — | —
? — | — | = = — | — 887|404 41,2| — | —
1854 3 — =] = — 8367 — | — | =] =] =] =
Q 32,533,7/36,0/36,5| — |39,5!45,0|46,0/458| — | —
1869 3 — 338319314 — | — | — | — | — | — | —
Q 33,7, — | — | — |31,4|36,4|34,6 41,4433 — | —
1867 3 —_ - - - - - | — |31,78313 — | —
Q 28.4 | 33,1 28,5!27,0|27,130,3|34,9| — —_ -
1875 3 — | — |36,4] — 382 — |444]| — |41,6] — | —
Q 31,0 37, — 388! — 39,6 — |[474| — | — | —
1988 3 35,0(39,1| — | — [44,4| — |43,5|44,0|478| —
Q — | = — 481 — | — | — | — | — |49,8/46,8
2057 3 — | — | = | = =] =] = | — |43.4|456|43,0
Q 27,5(32,6| — [34,5/389| — (39,1448 — | — | —
2060 3 31,3]30,1 — 136,1{39,7| — 143,2:/45,4|463| — | —
Q —_ ] - - = = = | — | — | — [48,8]48,2
2095 a 249291 — 32,6351 — | — |41,9|44,1| — | —
Q —_ | - = - — | — [40,1] — | — [47,2|47,6
v.of 20 litters | 35,9 — |386|40, — 422|441 | 45,2 — | —
v. of first 10 htter% 40 6 4(} 8| — 41,7 43,3| — [44,1]45,8|46,9| —
0 dos(’,aﬂh over 35"/0 | ] ‘ 1 l ' \ I ' ‘
v. of last 10 lit-|31,2(33,9| — |35,5(/37,1| — |40,2]42,3|434| — | —
ters; 0 dose, ash
undﬂ 359,
v. of 8 litters in-| 33,8135,1]36,3|35,6|36,7]38,4/39,6|42,1|422| — | —
cluding 0,02 and
0,08 unit doses
v. of 12 litters in-| 37,3 | 38,9| — ]40,7]|42,5| — |43,9|45,4]47,1|48,2|47,7
cluding 0,64 and
1,28 unit doses

Tabel]e 46.

Thc S

ame serics of averages, calculatcd as the A/R ratio

Av of 20 lltters

Dose of ir l‘&dl&tf‘d ergoqtvrol in mtox national units of v1ta-

min D (1 unit = 0,1 p of irradiated ergosterol)
01 |02 |032IO64|12Q

|001'002IOO3|()05|008

|oss]0.61] — | 0,64]0,69]

Av. of first 10 lit-
ters; 0 dose, ash
over 359%,

0,69

0,70

0,72

0,77

Av. of last 10 lit-
ters; 0 dose, ash
under 359,

0,46

0,52

0,56

0,60

08‘)

0,68 10,74 | 0,77

Av. of 8 litters in-
cluding 0,02 and
0,08 unit doscs

0,52

0,55

0,58

0,56 |

1 0,59

0,63

0,73

Av. of 12 litters in-
cluding 0,64 and
1,28 unit doses

0,61

0,65

0,70 |

0,75

0,90 0,93

0,91
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Tabelle 47. The same series of averages, calculated as percentage
ash in the dry non-extracted bone

Av. of 20 litters | 31,7]32,6| — |34,0]/351| — |37,0/37,8(384| — | —
Av. of first 10 lit-| 34,9 35,8| — [36,9(37,9| — |39,0/39,7/406| — | —
ters; 0 dose, ash
over 359%
Av. of last 10 lit-|28,4{29,4| — |31,1|32,3| — |34,9(359/3861| — | —

ters; 0 dose, ash
under 359%,

Av. of 8 litters in- | 29,4 29,9 | 32,6 | 31,3 | 32,2 | 33,8 34,6 35,9363 | — | —
cluding 0,02 and
0,08 unit doses

Av. of 12 litters in- | 33,1 | 34,4| — |35,8|37,1| — |38,5|39,1|39,7|40,8]| 39,3
cluding 0,64 and
1,28 unit doses

Abb. 64 bringt die Auswertungskurve fiir die Ergebnisse:

Abb. 65, nach der die Krgebnisse auch ausgewertet werden kénnen, zeigt die
logarithmische Beziehung zwischen Wirkung und Dosis. Wie ersichtlich, gilt sie
jedoch nur bis zu cinem
D-Wert von 1,28 E., weil
die Verkalkung durch den
Phosphorgehalt der Didt
begrenzt wird. Bei kleinen
Dosen besteht ebenfalls
keine Ubercinstimmung.
Der Aschentest mufl des-
halb  mit Dosen von
0,03—0,64 K. D. pro Tag
ausgefithrt werden und
liefert richtige Ergebnisse,
die mit den nach anderen b 0-03
Methoden  gewonnenen 30L L
sich decken.

Eine Vereinfachung
der Berechnung der Wirk-
samkeit aus den Asche-
werten  haben  Bour-
dillon und Bruce an-
gegeben 55). Danach ste-
hen dic Aschenwerte der
Ticre, die mit dem bekannten Standardpréparat behandelt wurden, mit dem
Aschenwert der Versuchstiere und mit der Wirksamkeit des unbekannten Préaparats
in Beziehung nach der Gleichung:

D (ny, —n,) - log 2
log ot . (M2 1 B2
D, X

0pash

1
00-010-(5 01 02 032
Dose in units of vitamin D

Abb. 64. Aschewerte in %, der getrockncten, extra-

hierten Knochen junger Ratten auf der rachitogenen

Kost 3143, die steigende Dosen des intern. Vitamin
D-Standards enthielten. (Nach Hume.)

wo D; und D, die Dosen sind, dic dic Aschenprozente n, und n; geben und X die
Vermehrung dér Asche bei Verdoppelung der Vitamindosis darstellt. Aus dicser
Gleichung erhilt man die Bezichung zwischen bekannter und unbekannter Dosis.

Key und Morgan verglichen den Line-Test (s. oben) mit der prophylaktischen
Aschenmethode und fanden gute Ubereinstimmung. Sie fiitterten die Tiere mit
der Steenbock-Kost 28 Tage lang unter Zugabe der zu untersuchenden Substanz,

55) Bourdillon-Bruce, Biochemic. J. 26, 506 (1932).
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toteten sie und veraschten die getrockneten, extrahierten Knochen. Bei der Aus-
wertung von Fischmehl ergab sich folgendes Bild, fiir die negativen Kontrollen,
positiven Kontrollen (0,1 E. D) und Versuchsticre, die in der Kost 0,59 Fisch-
mehl erhielten:

Tabelle 48
Showing percentage ash in dry fat-free bones of rats recéiving
Litter No doso 0,5 % fish mecal 0,1 unit vitamin D
| Rat | 9 Ash Rat | 9% Ash Rat | 9 Ash

1199 6975 P27,0 6977 41,1 6979 46,1 '
6976 | 26,25 6978 37,3 6980 40,7
1193 6940 29,1 6942 32,3 6944 39,4
6941 ' 33,8 6943 40,5 6945 40,6
1208 7027 . 31,6 7029 38,0 7031 31,9
7028 | 30,1 7030 40,7 7032 40,9
1213 ;7051 1 30,2 . 17052 37,3 7053 42,3
1218 i 7074 26,8 L1075 31,0 70776 39 37
Average values | 294 \ | 37,3 40,1

Die Tiere fraen im Durchschnitt pro Tag 0,039 g des Fischmehls. Diese Menge
entspricht fast einer Dosis von 0,1 E. Vitamin D. 1 g Fischmehl enthiilt also 2,5 E.
Vitamin D. Nach dem Line-Test ergab sich bei den unbehandelten Ticren ein
Skalenwert von 0,7. Die Ab-
lesung der Werte muflte also
an der Kurve fiir schwere
Rachitis erfolgen. Die Kost
mit 2,59, Fischmehl ergab
einen Skalenwert von 5,1. Die
Verabreichung von 0,25 E.
Vitamin D fithrte zu einom
Wert von 4,35. Die Tiere
fraen etwa 0,22 ¢ Fischmehl
pro Tag. Bei der Auswertung
ergab sich cin Wert von 2,75
E. Vitamin D pro Gramm
des Mehls.

Stcenbock-Hart und
@ Hanning 56) modifizierten
die Aschcnmethode, indem sie
als weiteres Kriterium aufler
0 1.3 L 1 I 1 dem Aschenwert auch noch

- 18 2123 27 die Dicke der Gelenke und
102032 064 128 20 50 Breite von Radii, Ulnae und

Metaphyse messen, die bei de
Abb. 85. Kurve zur Umrechnung der Aschewerte R;ciri)tig :ifrggl:i;%e:lim; SE:;

(Ordinate in °/,) in Vitamin D-Einheiten. nehmen junge Ratten im Alter

Kurven a, b, ¢ sind dicsclhen wic in Abb. 64.  von 22—25 Tagen mit einem

(Nach Hume.) Gewicht von etwa 60 g. Dic

Tiere erhalten dic Steen-

bock-Kost, werden wochentlich gewogen und einzeln in Kifigen gehalten. Die Ein.

teilung in Serien geschieht wie oben. Die Tiere erhalten prophylaktisch 5 Wochen

lang die zu untersuchende Substanz. Die Knochen werden freipripariert. Die

Aschenbestimmung geschieht in der fettfreien Trockensubstanz (Femur). Die

Rippen werden makroskopisch untersucht, die Gelenke mikroskopisch nach der
Methode von Hopkins. Ein Beispiel geht aus folgender Tabelle hervor:

)Steenbockc 8., J. of biol. Chem. 88, 197 (1930).

Sof

a0}

35} (c)x

Logsldosesﬂo’)(l% 0 7 1.
Dosesinunits 0.03 0.05 0.
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Tabelle 49. Antirachitic Value of Milk

Bone Analyses of Rats on a Rachitogenic Ration Plus 4 Cec. of Milk Daily from
Cows Which Received 200 Gm. of Non-Irradiated or Irradiated Yeast Daily

Width of : Ash in femora
Condition of | 5 |5 " .
Rat costochon- > B 3 2 B
No. dral junc- = { 2 | @ 4 Se | & & 03 go%
tions ‘Fg"s Bglee g8 38 g8
e P BT T EE) 0 gE
| i < 1 < < <
) | mm \ mm, mm mg. ; mg. |percent|perecent
69 5 | Cow 1. Non- | Very much 3,5 i 3,0 2,01 40,8 32,4
irradiated enlarged | |
70 3| yoast oo 3,0 | 25 | 20, 43,3 34,3
712 period 5 9 3,0 2,5 2,0 41,2 34,3
72 3 Slightly en- : 3,0 2,5 1,0 81,91 51,8 | 47,0 | 37,0
larged ]‘ l
93 § | Cow 2. Non- | Very much '@ 3,0 | 2,0 | 20| 381 30,6
irradiated enlarged }
94 Q yeast Enlarged 3,0 3,0 1,5 i 48,8 38,4
95 9 period Very much | 3,0 2,0 1,5 v‘ 41,0 35,1
enlarged
96 9 i 5 sy 3,0 1 2,5 2,0 ‘r 39,61 41,9 32,7 ] 34,2
73 2 | Cow 1. Irra- | Normal 3,0 2,0 [< 0,56 94,3 53,7
74 3 diated . 3,0 2,0 |< 0,5] 84,8 50,9
75 3 yeast s 3,0 2,0 |< 0,5 89,0 49,6
76 3 period s 2,5 2,0 |< 0,5|114,6| 95,7 | 52,5 | 51,7
97 @ | Cow 2. Irra- | Normal 2,5 2,0 |< 0,5 90,1 50,6
98 3 diated ’s 2,5 2,0 (< 0,5 93,1 51,1
99 Q | yeast . 2,5 | 2,0 |<05| 99,8 53,8
100 @ period. » 2,5 2,0 < 0,56 94,3| 94,3/ 53,6 | 52,3

2. Der Knochenkalktest von Sherman-Stiebeling 57).

Sherman und Stiebeling gehen in der Bestimmung des Vitamins D
einen ganz anderen Weg, indem sie nicht mit einer rachitogenen Kost arbeiten,
in der neben dem D-Mangel auch das Verhdltnis der Mincralien gestort ist,
sondern mit einer Kost, die in jeder Beziehung ausbalanciert ist und in der nur
das Vitamin D fehlt.

Tiere auf einer solchen Kost zeigen Verkalkungsstérungen, die durch Ver-
abreichung des Vitamins D spezifisch verhiitet oder geheilt werden konnen.
Auch das Wachstum der Tiere ist gestort (Wachstumstest). Der Test beruht
auf der Erscheinung, dal im prophylaktischen Versuch die Aschenmenge der
Knochen dem verabreichten Vitamin D proportional ist.

Junge Ratten aus einer Zucht mit der Sherman-Didt B werden im Alter
von 21—28 Tagen auf die oben angegebene Kost gesetzt. Sic wicgen bei Versuchs-
anfang ctwa 25—45 g. Die Tiere werden in Gruppen aufgeteilt, wodurch gleich-
wortige Serien entstehen. Fiir die Auswertung einer Substanz benétigt man min-
destens 5 Wiirfe. Die Ticre erhalten serienweise 1. das Grundfutter ohne Zulage,

2. eine bestimmte Dosis Vitamin D oder aber UV.-Bestrahlung, 3. die zu unter-
suchende Substanz in verschieden abgestuften Dosen. Die Tiere werden am 56. Le-

57) Sherman-Stiebeling, J. of biol. Chem. 88, 687 (1930;) 83, 497 (1929);
Dissertation New York 1928.
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Tabelle 50. Comparison of Precision of Several Criteriafor Expressing
Degree of Calcification of Bones, in Four Series of Experiments

em— -
K]
g g Green femur Dried extracted femur Ash
EL(E -
g §§ §§ If)? Ash Ca 11}" Ash Ca 1\:;?‘ Organic residue,
& g& é" rats Mean'P.E.‘) Mcan | P.E.*) rats | Mean |P.E.*) | Mean | P.E.*) rats ratio
days|days, per cent per cent per cent per cent
A| 028 | Positive
control group | 17 | 26,5-1-0,20| 9,69+0,09| 17| 53,64-0,36 | 19,640,14|17| 1,164-0,016
Negative
control group | 36 | 20,64-0,19 7,72+0,07| 36 | 47,8+-0,32|17,84-0,12| 36| 0,920,011
Difference 5,940,28) 1,97--0,11 5,8:1-0,48| 1,84 0,18 0,24-1-0,019
Criticalratio**) 21 18 12 10 13
B| 035 Positive
control group | 14|28,1-1-0,36|10,45+-0,14| 14| 59,4+-0,34| 22,1+0,11 | 14| 1,47-1 0,019
Negative
control group | 2022,51 0,27 8,3140,10| 30| 54,0--0,33| 20,0+-0,13/ 20| 1,17+ 0,020
Difference 5,61-0,45| 2,14 10,17 5,41-0,47| 2,1+ 0,17 0,30 1-0,028
Critical ratio 12 13 12 12 11
C 24| 28 | Positive
: control group | 11{30,9+-0,57|11,70--0,25| 11 | 59,3 0,52 22,5-1-0,26 | 11| 1,461 0,031
Negative
control group | 13 |25,64-0,34| 9,52-1-0,13{13 | 53,2 {-0,45|19,8-+-0,23|13| 1,15+-0,024
Difference 5,31-0,66| 2,18 1-0,28 6,1-1-0,69| 2,7:1 0,35 0,314-0,039
Critical ratio 8 8 9 8 8
D| 31|28 |Positive
control group | 19| 29,3-4-0,30 {10,96-1-0,16| 18| 58,1-0,31| 21,7+ 0,14 | 19| 1,401-0,018
Negative
control group |13 [20,4+-0,52| 7,41+-0,18|13 47,7 -0,79| 17,4 1-0,30| 13| 0,931 0,030
Difference 8,91-0,60| 3,551 0,24 10,4+0,84| 4,31-0,33 0,47-1-0,035
Critical ratio 15 15 12 13 13

Tabelle 51. Effect upon Growth and Calcification of Adding Graded
Portions of Whole Milk Powder between 21st and 56th Days

o T Improve-
Avemge g Average ment, t(;vcr
[ : . : negative
% woight g weight Ca in wntm‘ls
Additions of milk | | — b f“"Shpf:rm“r’ o | Bs
| E |2 | 5 |femur| Femur w2 | 88
= t .d.| 85| S8
zo S é % Fresh| Ca | +a Ez 5%
&5 22
gm. | gm, gm, gm, £m. B 1 o
Negative controls. . . (13| 30 | 77| 47 [0,304|0,0246 | 8,09-}- 0,83
750 mg. per wk.., . . 13| 31 | 92 61 | 0,347 0,0286 | 8,24+ 1,06 0,15 6
1500 ,, , , .. .13, 30 (103 73 |0,345(0,0311 | 9,01+0,76{0,92| 39
2250 ,, 4, 4 . . . |13{ 29| 98| 67 |0,355|0,0353 | 9,944 0,73 (1,85 78
Positive controls . ., , |[17] 30 | 98| 68 |0,364|0,0381 (10,47 + 0,60 |2,38| 100

its

*) P. E. indicates the probable error.

**) The term critical ratio is here used to indicate the ratio of the difference to

probable error.
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benstag getdtet, die Knochen freipréipariert, der Femur gewogen, verascht und die
Asche bestimmt.

Die Bestimmung der Aschenmenge in der Feuchtsubstanz, in der Trocken-
substanz, die extrahiert wurde und andere Ausdrucksformen der Werte sind
gleichwertig. Eine Bestimmung der Asche in der feuchten Substanz ist aber
- aus Zeitersparnis vorzuziehen. Die Tabelle 50 zeigt die verschiedenen Ausdrucks-
weisen der Ergebnisse.

Aus Tabelle 51 und 52 ist ein Beispiel ersichtlich.

Tabelle 52. Effect of Graded Amounts of Supplementary Vitamin D
upon Calcium Content of Femur

3 K Ca in green
£ g femur
Supplement to basal diet g $ EE é E a
per wk 3 |~ 8.. g g 8 S
& é‘ g2
) <] e
days days | percent | per cent
Series 1 None 12 0 35 7,9
0,75 gm. whole milk powder 10 0 35 8,0
1,50 ,, » ' ” 11 0 35 8,9 37
2,25 ,, » » 8 0 35 9,7 68
Ultra-violet irr: a.dlatlon *) 11 0 35 10,6 100
Series 1T None 31 28 7,8
1,50 gm. whole milk powder 31 28 8,9 32
3,00 ,, ' »” ’ 31 28 10,3 74
4,50 ,, ., » 31 28 | 11,0 94
Ultra-violet 1rra,d1a.t10n *) 1 31 28 11,2 100

70—96| 56 8,7
70—96| 56 10,0 41
70—96 | 56 10,8 66
70—96 | 56 12,3 111
70—96| 56 11,9 100

28 7,7
28 8,4 29

Series III None
’ 0,75 gm. whole milk powder
l 50 ’” 5 ’ i
3,00 ,, » »
Ultra-violet irradiation *)

Series IV None
18 ce. fresh whole winter milk

0

0
24 ’ ’” 2 ’” ’” 0 28 8,7 42
48 ,, ’» s » » 0 28 9,2 63
60 " ” ” ”» 0 28 9]5 75
Ultra-violet nradmtlon *) 0 28 10,1 100

Series V None 31 28 7,1

24 cc. fresh whole winter milk 31 28 8,0 21
48 ,, » » » 31 28 8,5 33
60 ,, s s » 31 28 9,3 51

WA ITI CWOBRPOS PO COIOR

Ultra-violet u'ta,dmtlon *) 31 28 11,4 100

*) 10 minutes daily (except Sunday) during the experimental period. The bottom
of the cage was 22 inches from the arc of Alpine sun lamp No. 1111, operated on
a D. C. of 110 wolts; capacity 4 amperes; arc 8,0 cm.; manufactured by Hanovia
Chemical and Manufacturing Company. According to Anderson (Hanovia Chem.
and Mfg. Co., Research Lab. Bull. No. 200 (1925)), lamps of this description emit
an ultra-violet radiation of such a nature that in a solution containing 6,3 gm. of
pure oxalic acid and 4.27 gm. of uranyl sulfate (UO, - 8O, - 3H,0) per liter, exposed
in a rectangular quartz cell in a layer 1.8 cm. thick at a distance of 8 inches from
the arc, the decomposition of 1 mg. of oxalic acid in 30 minutes corresponds to the

- absorption of 4.84 X 108 ergs per sq. cm. per second. .
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Die Werte der Aschen werden mit denen der Tiere desselben Wurfs ver-
glichen und relativ zu der Aschenmenge des unbehandelten Tieres und des mit
einer bekannten Dosis behandelten Tieres gewertet.

Die Methode hat sich bei der Bestimmung des D-Gehalts der Milch gut
bewahrt. Es zeigte sich, da die Ergebnisse fiir den D-Gehalt der Milch spe-
zifisch waren und nicht etwa durch andere Milchbestandteile, wie Phosphate,
hervorgerufen wurden.

Hume-Smith-Smedley-McLean 58) benutzten die Kost von Leigh-Clare
und verglichen sie mit ihrer eigenen Diét F. Die Ergebnisse waren durchaus zu-
friedenstellend.

f) Weitere als Test auf Vitamin D vorgeschlagene Reaktionen

Stoffwechselwirkung des Vitamins D. Bei gréBeren Tieren, wie Kanin-
chen, Hund und Ziege, ist die Stoffwechselwirkung des Vitamins D zur Auswertung
unbekannter Substanzen herangezogen worden. Die Methode gibt zuverlissige
Werte, ist aber umsténdlich. Sie kann natirlich auch bei Ratten angewandt werden
(Boas 59)). Dagegen ist die von Warkany 60) als Test vorgeschlagene Reaktion,
die Erhéhung des Blutphosphatspiegels nach grofien D-Gaben, unspezifisch.

Versuche an Hithnchen. Aus letzter Zeit liegen Versuche an Kiicken vor,
die prophylaktisch mit der zu untersuchenden Substanz behandelt wurden. Sie er-
halten vom ersten Tag ab eine Kost aus 20 Teilen Magermilch, 20 Teilen Weizenmehl,
(mittel), 2 Teilen Knochenmehl, 57,5 Teilen Maismehl und 0,5 Teilen Kochsalz. Sie
zeigen, wenn man sie unbehandelt 1a8t, in etwa 7 Wochen Rachitis. Als Kriterium
der Wirkung des Vitamins D gelten Blut-, Kalk- und Phosphatwerte, auch dic Be-
stimmung der Knochenasche wurde herangezogen. In manchen Fillen stiitzt sich
die Beurteilung der Befunde auf eine Rontgenaufnahme oder auf ein Sektionsproto-
koll. Nach Dols 61) zeigen rachitische Kiicken eine Einbuchtung der Rippen mit
Verdickungen, Erscheinungen, die als Diagnose der Rachitis besser sind als z. B.
Knochenaschebestimmung u. a. Die rachitogene Kost bestand nach Dols aus:
Weizenmehl (mittel) 60 Teile, Mais (gelb) 144 Teile, Casein (roh) 30 Teile, Hefe
3,5 Teile, Salz 2,5 Teile.

Fast samtliche Auswertungen am Kicken ergeben, dafl es ein Vielfaches der
fur die Ratte geniigenden Menge an Vitamin D benétigt. Weiter wurde festgestellt,
daB die Lebertranwirkung einc andere ist, als die des bestrahlten Ergosterins. Der

Tabelle 53
. Zahl der Tierc Gowich Prozent
o1 Zahl der Tierc . nach 6 Wochen ewicht Asche in

am Leben |mach 6 Wochen | qupl ' wiula

1. Kost von Hart Khne-Keenan%)

Sardinendl . . 20 17 318,5 42,04

Lebertran . . 20 18 330,8 43,37

Kontrolle . . 20 » 18 226,6 33,25
2. Kost von Gutteridge 64)

Sardinenél . . 13 5 13 366,0 | 42,11

Lebertran . . 14 | 14 361,4 | 43,53

Kontrolle . . 14 1‘ 14 267,4 | 33,21

58) Hume c. s., Biochemic. J. 22, 980 (1928).

59) Boas, Biochemic. J. 18, 425 (1924). — Bethke c.s., J. Nutrit. 6, 413 (1933).
60) Warkany, Klin. Wschr. 1930, 2152.

61) Dols, Arch. néerl. Physiol. 19, 290 (1934).

63) Hart c. 8., Science 73, 710 (1931).

64) Gutteridge, Seci. Agricult. 12, 327 (1932); 13, 374 (1933).
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Test ist moglicherweise fiir Vitamin D nicht spezifisch und beruht vielleicht auf der
Bestimmung einer weiteren im Lebertran vorkommenden, von den Vitaminen A und D
verschiedenen Substanz, die vom Kiicken benétigt wird. Man muB z. B. vom be-
strahlten Ergosterin zur Erreichung einer normalen Knochenbildung 15-—20mal
mehr Ratteneinheiten geben als vom Lebertran.

Als Beispiel sei eine Auswertung nach Biely-Palmer 62) mit zwei verschie-
denen Kostformen gebracht. Uber die Verfiitterung einer Kost mit 19/, 01 s. Tabelle 53.

Die leg weakness erzeugende Kost nach Hart c. s. hat folgende Zusammen-

setzung: Mais, gemahlen . . . . . . . 59 Teile
Weizen, mittel . . . . . . . 25
Casein, roh . . . . . . . . .12
Calciumcarbonat . . . . . . 1 ,,
Calciumphosphat . . . . . . 1
Hefe. . . . . . ... ... 1
Salz . . . ... ... ... 1

Die hervorgerufenc leg weakness ist viel schwerer als auf anderen Kost-
mischungen, wie z. B. auf der Waddellschen Kost:

Mais, gemahlen . . . . . . . 40 Teile
Woeizenkleie . . . . . . . . . 20 ,,
Weizen, mittel . . . . . . .20,
Alfalfa-Mehl . . . . . . .. 5
Buttertrockenmilech . . . . . 4
Fleisch-Ruckstande . . . . . 4
Fischmehl . . . . . . . .. 4
Austernschalenmehl . . . . . 2
Salz . . . . ... .. ... 1,

Nach Fiitterung vorstehender Mischung erscheinen die Symptome der
leg weakness in 3—4 Wochen gleichzeitig mit Wachstumsstillstand. Die ersten
Erscheinungen der leg weakness machen sich beim Gehen der Tiere bemerkbar.
Sie zeigen ein schwankenden, ,,schwindeligen Gang‘ und sitzen zusammen-
gekauert in einer Ecke des Kéfigs. Nach Waddell sind etwa 10 Ratteneinheiten
Vitamin D pro 100 g als Prophylaxe gegen leg weakness geniigend. An Ergosterin
sind dagegen 25mal mehr Ratteneinheiten erforderlich. Die Versuche wurden
stets an 1 Tag alten Kiicken, die in besonderen heizbaren Kifigen gehalten
werden, ausgefiihrt 64a).

Waddell kommt neuerdings zu der Feststellung, daB das Ergosterin
nicht das Provitamin D sein kann, da durch Bestrahlung von Cholesterin
gegen die leg weakness sehr viel wirksamere Pridparate erhalten wurden als
durch UV.-Bestrahlung des Ergosterins oder von Gemischen aus Ergosterin und
Cholesterin. Das bestrahlte Cholesterin kommt in der Wirkung der Lebertran-
prophylaxe gleich. Im Einklang mit dieser Beobachtung steht die Tatsache,
daB Kiicken auBerordentlich leicht auf die UV.-Bestrahlung ansprechen. Eine
3 Minuten dauernde UV.-Bestrahlung geniigt schon, um die Tiere auf der leg
weakness erzeugenden Kost 1 Woche lang wirksam zu schiitzen (Scott 64b)).

62) Biely c. s., Sci. Agricul. 14, 136 (1933).

64a) Mussehl c. s., Poultry Sci. 9, 334 (1930). — Russell c. s., Dass. 10, 269
(1931); J. of biol. Chem. 99, 109 (1933); 80, 155 (1928); 91, 493 (1931). — Steen-
bock e. s., J. of biol. Chem. 97, 249 (1932). — Bethke c. s., J. Nutrit. 6, 413 (1933).
— Waddell, J. of biol. Chem. 105, 720 (1934).

64b) Scott c. s., Poultry Sci. 9, 65 (1929). — Hess c. s., Proc. Soc. exper.
Biol. a. Med. 27, 609 (1930).
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E. Fehlergrenzen und Auswertungsbereich

Nach Bills (l. c. 32) soll die Fehlergrenze des Line-Test etwa 10—149,
betragen. Der kurative Rontgentest nach Bourdillon c. 8. (L. c. 42) arbeitet
beim Vergleich zweier Substanzen an 20 Rattenpaaren mit einer Genauigkeit
‘von 109,. Unter denselben Bedingungen hat die prophylaktische Rontgen-
methode von Bourdillon (L. c. 50) eine Fehlergrenze von 12—159,, wenn die
Auswertung mit Dosen geschieht, die zwischen 0,06—0,2 E. liegen. Bei groeren
oder kleineren Dosen steigen die Fehlermoglichkeiten erheblich. Die pro-
phylaktische Methode der Knochenaschebestimmung zeigt in den Grenzen
0,03-—0,64 E. den kleinsten Fehler von 13—16 9. Der Line-Test nach Morgan
(l. c. 40) bestimmt das Verhéltnis zweier Substanzen an 20 Rattenpaaren mit
einem wahrscheinlichen Fehler von 5,4 9. Der Line-Test von Coward erreicht bei
Dosen zwischen 0,2 und 1,5 E. eine Genauigkeit von etwa 129/ (Coward, 1. c. 36).

IV. Spektroskopische Untersuchung auf Vitamin D

Die spektroskopische Untersuchung auf Vitamin D z. B. nach der Methode
von Tixier 64¢), ist fiir Reihenversuche zu umsténdlich und schwierig, als daB
sie den biologischen Versuch ersetzen kénnte. Auch sollen bei biologisch gleich-
wertigen Priparaten damit unterschiedliche Werte erhalten sein. Absorptions-
spektren des Vitamins D und des Ergosterins wurden besonders von Bourdillon
c. s., Morton c. s. und Pohl beschrieben (s. 1. c¢. 1—3)).

V. Der Vitamin D-Standard 65)

Der von der Vitaminkonferenz des Volkerbundes festgelegte Standard ist
eine 0,01 9,ige Losung von bestrahltem Ergosterin in Olivendl. 1 mg dieser
Losung ist eine Einheit (MRC.-Einheit, Medical Research Council-Einheit).

Die Herstellung geschieht durch Bestrahlung einer 0,1 9igen Losung von
reinem Ergosterin in absolutem Alkohol 30 Minuten lang im rotierenden Quarz-
rohr mit unfiltriertem Quecksilberdampflicht aus 15 cm Abstand. Der Alkohol
wird unter vermindertem Druck bei 459 entfernt und der Riickstand in Olivendsl
zu 0,019, gelost. Eine Einheit ist also 0,0001 mg = 0,1 »

Die Einheit ist mit der Coward-Einheit identisch. Auch die englische
Einheit, d. h. diejenige Menge, die nach 8tégiger Behandlung téglich verab-
reicht, bei rachitischen Ratten beginnende Heilung erkennen laBt (bei min-
destens 20 Tieren) ist der MRC.-Einheit gleich.

Der Standard ist vom Reichsgesundheitsamt zu beziehen.

1 MRC.-Einheit entsprechen 5—6 Poulsson-Einheiten oder 6—8 Schutz-
einheiten.

100 Schutzeinheiten sind gleich 1 klinischen Einheit (Laquer).

Die internationale Einheit wurde von der Londoner Vitamin-
konferenz 1934 beibehalten.

Erwahnt sei noch, daB die oft benutzte Steenbock- Einheit etwa 2,7 inter-
nationalen Einheiten gleichkommt.

64c) Tixier, C. R. Acad. Sci. Paris 188, 203 (1929).

65) Vitamins: A survey of present knowledge, London, His Majestys State
Office 1932, Med. Res. Council Spez. Rep.ser. 167. — Steenbock J. of biol. Chem.
97, 249 (1932).
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) VI. Der Vitamin D-Bedarf (siche 1. c. 1—3)

Fast alle Laboratoriumstiere bendtigen das Vitamin D. Der Bedarf ist
abhéngig von der Mineralrelation der Nahrung.

Der Bedarf der Kinder liegt bei etwa 1 klinischen Einheit pro die. Zur
Heilung einer Rachitis sind mindestens 5 klinische Einheiten pro die er-
forderlich.

Auf geniigende D-Zufuhr muf3 ganz besonders geachtet werden. Das Vitamin
D ist fast das einzige Vitamin, das in der Kost unserer Breiten fehlen kann.

VIL Speicherung des Vitamins D (siche 1. ¢. 1—3)

Fiir den Tierversuch wichtig ist die D-Speicherung, die bestimmte Ratten
fiir den D-Test iiberhaupt unbrauchbar machen kann. Erhilt eine Rattenzucht
reichlich fettlosliche Vitamine, so 1aBt sich gewcéhnlich bei den Jungen keine
Rachitis erzeugen. Auch die Resistenz kleinerer Wiirfe ist auf D-Speicherung
zuriickzufithren. Ebenso kann cine bestehende Rachitis durch einmalige Zu-
fuhr einer groBen D-Dosis abheilen, weil das Vitamin zunéchst in den Depots
abgelagert wird. Als solche kommen in Frage die Haut-, Muskel- und Fett-
gewebe und bei Végeln namentlich die Biirzeldriise.

VIII. Vorkommen des Vitamins D 66)
Tabelle 54

Klinischo Einheiten Prophylaktische oder thera-
Substanz ” pro g peutisch wirksame Menge
Lebertran ..... e O 2 —2,0
Butter . . . . . . . . . 0,002—0,1
Mileh . . . . 0,001—0,002 8—12 ccm
Milch, UV. bestlahlt P 0,8 1 cem
Hefe, UV.-bestrahlt . . . 40
Vigantol . . . . . . . . 50
Frauwenmilch . . . . . . 39 cem
Olivensl, Sesamol . . . .\ Unwirk
Sojaél, ErdnuBél . . . ./ nwirksam
Dieselb. Ole, UV.-bestrahlt 0,1 ccm
Griine Pflanzenteile . . Fast unwirksam
Dass., nach UV. Bcstrahl 10 g

Nachweisbare Mengen Vita-
min D; die 250 g entspre-
chende Menge étherléslicher
Substanz — wirksam

Ather-, Alkohol- oder Ace-

Alfalfaheu, Klee

Kohl, trocken . . . . . tonauszug aus der 250 g ent-
Tomate, troclfen. . . } sprechenden Menge — un-
Kartoffel . . . e wirksam

Eigelb . . . . . . . .. 0,05 g

Unverseifbares. . . . . . | 0,0005 g

Eigelb, UV.-bestrahlt . . 0,002—0,003 g

Hefe, UV.-bestrahlt . . . 0,25 mg

66) Séheunert im Handbuch der Lebensmittelchemie. Vitamine.
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Sehr viel weiter verbreitet als das eigentliche Vitamin ist das Provitamin, Ergo-
sterin. Fast alle Nahrungsmittel erlangen durch UV..Bestrahlung starke anti-
rachitische Wirkung. Die Angaben iiber den D-Gehalt der Milch schwanken stark.
Die Ursachen liegen in der unzulinglichen Methodik, mit der manche Untersuchungen
durchgefiihrt wurden. So bestimmt man z. B. den D-Gehalt der Milch aus der pro-
phylaktischen oder therapeutischen Wirkung bei Zufiitterung im Rattentest auf
rachitogener Kost, ohne dabei zu bedenken, daf3 durch den Phosphatgehalt der
Milch ein viel zu hoher Vitamin D-Gehalt vorgetéduscht wird.

IX. Die chemische Natur des Vitamins und Provitamins D
(siehe 1, 2, 66)

Das Provitamin D ist das Ergosterin. Es wird durch UV.-Bestrahlung in
das wirksame Vitamin umgelagert. Die photochemische Umwandlung ver-
liuft nach Windaus in folgenden Stufen:

Ergosterin

|

Lumisterin

|

Tachysterin
l
Vitamin D,
= l\"'

Suprasterin 1 Substanz 248 Suprasterin 2
Toxisterin

Bei der UV.-Bestrahlung bildet sich zunidchst Lumisterin, das rechts-
drehend ist und ein dhnliches Absorptionssprektrum hat wie Ergosterin. Bei
weiterer Bestrahlung wandelt sich dieses in Tachysterin um, das antirachitisch
unwirksam, aber stark toxisch ist. Tachysterinacetat liefert mit Citracon-
sdureanhydrid ein kristallisiertes Anlagerungsprodukt. Bei Uberbestrahlung
entstehen die beiden rechts- bzw. linksdrehenden Suprasterine. Die Art und
Menge der Umwandlungsprodukte ist abhingig von der Wellenlinge des UV.,
von der Dauer der Bestrahlung, vom Ldsungsmittel usw. Die beste Vitamin-
ausbeute ergibt eine Bestrahlung in Benzol mit dem unfiltrierten Licht des
Magnesiumfunkens, wenn die Umwandlung des Ergosterins 509 nicht iiber-
steigt.

Die zunichst isolierte Substanz — Vitamin D, — erwies sich bei niherer
Untersuchung als nicht einheitlich. Sie besteht aus 1 Molekiil Lumisterin
und 1 Molekiil Vitamin D,. Vitamin D, ist das reine antirachitische Vitamin.
Die Abtrennung der Begleitsubstanzen war auBerordentlich schwierig.

Die chemische Konstitution des Vitamins D ist nicht véllig aufgeklirt.
Es ist wie alle durch die UV.-Bestrahlung entstehenden Umwandlungs-
produkte ein Isomeres des Ergosterins. Bei der Bestrahlung findet eine
Umlagerung statt, die die Gestalt der Molekiile so verdndert, daB} sie im
Kristall oder monomolekularen Film nicht so nahe zusammenriicken konnen
wie beim Ergosterin.

Die Frage, ob das aus Ergosterin kiinstlich durch UV.-Bestrahlung gebildete
Vitamin mit dem in der Natur vorkommenden identisch ist, wird verschiedentlich
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bezweifelt, da 1. zwischen beiden in der Wirkung bei Hiihnchenrachitis Diskrepanzen
bestehen und da 2. das Verhalten bei der Verseifung verschieden ist (s. 69)). Um-
stritten ist weiter die Herkunft des Vitamins im Lebertran (Zufuhr mit der Nahrung ?,
Synthese im Fischorganismus ?). Nachgewiesen wurde die Unfiahigkeit des Dorsches,
Ergosterin in Vitamin D umzulagern. Bewiesen wurde ferner die Bildung des Vi-
tamins D bei der Dunkelkeimung ohne Einwirkung von Licht.

X. Eigenschaften des Vitamins D und des Ergosterins
(1. e. 1-—3 und 66)

Tabelle 55
Vitamin D Provitamin
Wirksanﬂ{eit R 7.1' 0,015—0,02 y pro die im Schutzversuch Un#vifkss;,m

Loslichkeit . . . .! Aceton,Chloroform, Benzol, Petrolither, Alkohol Dass.
Temperatur- UV.-bestrahlte Substanzen verlieren selbst bei
besténdigkeit . . Kochen und Backen nicht die Wirksamkeit.
Im Lebertran bleibt das Vitamin bei 100° nach
12—20 Stunden erhalten 1

Oxydations- Erheblich. Bei Durchliftung von Lebertran !
besténdigkeit . . (100°, 12—20 Stunden) keine Zerstérung
Verseifung . . . . Zerstort nicht (s. aber S. 144) Dass.
Hydrierung . . . . Mit Pt-Katalysator ohne zcrstérende Wirkung .
Digitonin . . . . . Nicht gefillt Gefillt
Siurebestindigkeit . Bei Kontakt mit Mineralsiuren langsam zerstort
Besondere - Durch nitrose Gase zerstort ; nicht zerstort durch
Eigenschaften . . H,0,, H,S, 80,, Formaldehyd ‘
Bei Tierversuchen  Olige Lésungen des Vitamins zeigen bei Zimmer-
zu beachten. . . temperatur nach 16 Monaten ecine Abschwii-

chung der Wirksamkeit

XI. Methoden der Anreicherung des Vitamins D

Die Anreicherungsmethoden des Vitamins D sind namentlich fiir die
Priifung solcher Substanzen von Bedeutung, die das Vitamin D nur in kleinen
Konzentrationen enthalten und daher nicht direkt im Tierversuch verfiittert
werden konnen.

Aus Fetten oder Olen kann das Vitamin durch Verseifung gewonnen
werden. Man geht dabei in derselben Art und Weise vor, wie bei der Gewinnung
des Vitamins A aus dem Unverseifbaren der Trane. Eine bewahrte Verseifungs-
methode ist die beim Vitamin A beschriebene von Markus. Die unverseif-
baren Substanzen werden fiir den Tierversuch in Ol gelost ausgewertet.
Aus pflanzlichen Stoffen, z. B. Keimen, kann das Vitamin durch Extraktion
mit Alkohol, Ather und Chloroform gewonnen werden. Auch eine Aceton-
Petrolitherextraktion fithrt zum Ziel.

Zucker hat aus Lebertran das Vitamin in einer 1000fachen Anreicherung
durch Extraktion mit 959%igem Alkohol, Verseifung und Extraktion der
Seifen mit Aceton erhalten. Die Reindarstellung aus Lebertran ist nicht ge-
lungen. Dagegen beschreibt Ender 68) in letzter Zeit Verfahren, die eine

68) Ender, Z. f. Vitaminforschg 2, 241 (1933); 3, 160 (1934).
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erhebliche Anreicherung des Vitamins D aus Leberslen des Thunfisch erméoglichen.
Das 01 wird zunichst mehrmals mit alkoholischer Kalilauge verseift. Der un-
verseifbare Anteil in heiflem Methanol aufgenommen und auf — 100 abgekiihlt.
Die Sterine fallen dabei zum groften Teil aus. Durch weitere Abkiihlung
auf —70° kann die Fraktion von weiteren inaktiven Bestandteilen befreit
werden. Nach Einengen der Methanollosung auf 1/; des Volumens und er-
neuter Abkiihlung auf — 700 fallen weitere Begleitstoffe. Das Vitamin bleibt
in Lésung. Nach Verjagen des Methanols bleibt als Riickstand ein tiefrotgelbes
Ol. Durch Veresterung mit Phthalsiureanhydrid in Pyridin (3 Tage) erhilt
man Phthalséiureester, von denen die protoldtherloslichen nach dem Verseifen
aktiv sind. Die erhaltenen entsprechenden einwertigen Alkohole wurden zwecks
weiterer Reinigung einer fraktionierten Destillation bei 0,01—0,03 mm unter-
worfen. Die Hauptmenge des Vitamins geht bei Temperaturen unter 150°
iber. Ein anderer Reinigungsweg besteht in der fraktionierten Ausfrierung
der Phthalestersduren in Petrolather. Die in einer Kaltemischung ausfallende
Fraktion ist inaktiv. Die vitaminhaltige Fraktion fallt bei — 70°. Durch
Kombination der Methoden gelang es zu Priparaten zu kommen, die schon
in Tagesdosen von 0,03—0,04 y stark antirachitisch wirksam waren.

Ohne auf die Streitfrage einzugehen, ob das natiirlich vorkommende Vitamin D
mit dem kiinstlich aus Ergosterin dargestellten identisch ist, muf3 hier darauf hin-
gewiesen werden, da das Vitamin D aus Pflanzenstoffen durch die Verseifung zer-
stort wird, wéhrend das aus Tran und Ergosterin dargestellte erhalten bleibt 69).
Rygh hat neuerdings den fehlenden Vitaminanteil, der bei der Verscifung der
Substanzen aus Butter, Heu oder Kuhleber nicht in die unverseifbare Fraktion
geht, in den isolierten freien Fettsduren nachgewiesen 69a). Bei Verscifung von
Lebertran und Ergosterin geht die gesamte Wirksamkeit in die unverseifbare
Fraktion.

XII. Darstellung des Ergosterins aus Hefe nach Windaus

2 Liter PreBhefe werden mit 2 Liter 95 9% igem Alkohol in einer Schale gut ver-
rithrt und die Lésung in einen 5 Liter-Rundkolben tiberfiihrt. Man versetzt mit
400 g KOH in konzentrierter wisseriger Losung und kocht 3 Stunden auf dem
Wasserbad. Die Mischung wird abgesaugt. Der Riickstand wird nochmals mit
Alkohol ausgekocht. Die alkoholischen Filtrate werden auf die Hilfte eingeengt
und mit demselben Volumen Wasser verdiinnt. Die Lésung wird dreimal im Scheide-
trichter mit Ather ausgeschiittelt. (Man fillt den Trichter vollkommen bis zum
Rand mit Ather, um Emuilsionsbildung zu vermeiden.) Die gelbe étherische Losung
wird mit Salzséure gewaschen und tUber Natriumsulfat getrocknet.

Der scharf abgepreSte Heferiickstand wird mit Ather im Soxleth erschopfend
extrahiert, der Ather wie oben getrocknet und die gesamten &therischen Lésungen
auf dem Wasserbad verjagt. Als Riickstand erhilt man ein hellgelbes, nach Honig
riechendes Ol, das erstarrt. Man 16st in moglichst wenig Petrolither (siedend) und
kiihlt in einer Kiéltemischung. Es erscheinen weille Kristalle, die mit kaltem Petrol-
éther gewaschen werden. Die Substanz wird aus Alkohol mehrmals umkristallisiert.
Man erhilt feine silbrig glinzende Kristalle, die vor Licht geschiitzt werden miissen,
da sie sich sonst verfiarben. Ausbeute aus 10 kg PreBhefe etwa 15 g. Die Substanz
kann weiter tiber den Essigester gereinigt werden. F. des reinen Ergosterins liegt
bei 180—181°.

69) Kon-Booth, Biochemic. J. 27, 1189, 1302 (1933).
69a) Rygh, Z. f. Vitaminforschg 3, 165 (1934).



145

XIIL Die Darstellung des kristallisierten Vitamins D nach -
Windaus c. s. 70)

25 g reinstes, aus Benzol-Alkohol umkristallisiertes und im Vakuum bei 80°
getrocknetes Ergosterin werden in 500 ccrm Benzol (Kahlbaum, zur Mol.-Gew.-
Bestimmung) geldst und in einer rotierenden Quarzwalze (s. Original) 12 Stunden
lang mit dem Gesamtlicht des Magnesiumfunkens bestrahlt.

Nach 12 Stunden sind 609, des Ergosterins umgewandelt. Die bestrahlte
Loésung wird bei 30—40° im Vakuum eingeengt (Spezialapparatur zum Arbeiten
unter LuftabschluB), der Riickstand mit 500 ccm Methylalkohol (der unter Durch-
leiten von Kohlendioxyd ausgekocht wurde) bei 35—40° digeriert. Die Losung
wird auf —10° abgekiihlt und das ausfallende Ergosterin abfiltriert. Das Filtrat
wird mit 3 g Digitonin versetzt und zur Trockne gebracht (35°, Vakuum).

Der Riickstand wird mit 650 ccm Petroldther (niedrig siedend) 12 Stunden
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Unlésliches Ergosterindigitonid und iiberschiis-
siges Digitonin werden entfernt und mit Petroldther ausgewaschen. Das Filtrat
wird im Vakuum auf 50 ccm eingeengt.

Man versetzt diese Losung in einem Rohr mit 7,5 g Citraconséureanhydrid in
absolutem peroxydfreiem Ather. Die Losung muB klar sein. Das Rohr wird zu-
geschmolzen und 7 Tage bei Zimmertemperatur aufgehoben.

Nach dieser Zeit wird die Losung im Vakuum eingeengt und der Riickstand
in 120 cem 10 9% iger methylalkoholischer Kalilauge bei 35° gelost. Die Losung wird
sofort gekiihlt und zur vollsténdigen Versecifung 12 Stunden bei Zimmertemperatur
aufbewahrt.

Die alkalische’ Loésung wird mit dem 4fachen Volumen ausgekochtem Wasser
versetzt und mit reichlich Petrolither ausgeschiittelt (3mal). Das Vitamin findet
sich im Petrolidther. Das Losungsmittel wird mit ausgekochtem Wasser gowaschen,
iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Der Riickstand wird in
wenig Aceton (siedend) geldst und die Lésung im Eisschrank der Kristallisation tiber-
lassen. (Am besten mit D,-Kristallen impfen.) Man kiihlt vor dem Abfiltrieren meh-
rere Stundon auf —20° und saugt die Kristalle auf einer gekiihlten Nutsche ab. Nach-
waschen mit Aceton von —20° dann mit Mischungen von Aceton-Methylalkohol
und zuletzt mit gekiihltem Methylalkohol. Die Ausbeute betriigt etwa 5 g.

Das Vitamin E 1)

Die Entdeckung von Evans und Mitarbeitern, da es ein fettldsliches
Vitamin gibt, das fiir Befruchtung, Schwangerschaft und Laktation von gré8ter
Bedeutung ist, konnte durch die Arbeiten von Sure und Matill bestatigt
werden. Das Vitamin E, auch Antisterilitdtsvitamin genannt, ein
Name, der nicht so ganz berechtigt ist, da auch bei Vitamin A-
Mangel Sterilititserscheinungen auftreten, spielt fiir den Men-
schen nicht die iberragende Rolle wie andere fettlésliche Er-
ginzungsstoffe. Das hat wohl seinen Grund darin, daB das Vita-
min E in der Natur, namentlich in der Pflanzenwelt, sehr viel
weiter verbreitet ist als diese und vor allem nicht so leicht zer-
stért wird 'wie z. B. das A-Vitamin.

70) w{ndaus-Linsert-Lﬁttringhaus-Weidlich, Ann. Chem. 492, 229
(1932).

1) Evans-Burr, Calf. Univers. Memoires 8 (1927); J. amer. med. Assoc. 89,
1587 (1927); 88, 1462 (1927); Amer. J. Physiol. 85, 149 (1928); Proc. Soc. exper.
Biol. a. Med. 25, 41 (1927).

Bomsko v, Vitaminforschung 10
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Die Hauptschwierigkeit beim Studium des Vitamins E ist, daBl beim Tier
ein Mangel nicht, wie wir es sonst bei den Avitaminosen gewohnt sind, schon
sehr bald zu typischen Ausfallserscheinungen fiihrt, sondern sich vielleicht
erst in der zweiten oder dritten Generation bemerkbar macht. Dieser Umstand
ist natiirlich besonders fithlbar bei der Auswertung des Vitamins, weil ein Test-
versuch oft Monate oder Jahre dauert.

I. Die Erscheinungen der Avitaminose E beim Tier (1. c. 1)

Die Erscheinungen des E-Mangels sind bei den Geschlechtern insofern verschie-
den, als bei ménnlichen Tieren an den Sexualorganen schwere degenerative Ver-
énderungen beobachtet worden, wihrend der E-Mangel beim weiblichen Tier nur
eine Schédigung der Frucht bewirkt und auf den mitterlichen Organismus ohne
EinfluB ist. Das nicht gravide Tier wird iiberhaupt nicht geschidigt.

a) Die Erscheinungen der E-Avitaminose beim ménnlichen Tier
treten frithestens nach 12wdchentlicher E-freier Fiitterung auf. Die Spermien
verlieren zuerst ihre Beweglichkeit, verdndern ihre Gestalt und verklumpen.
Die Samenkanilchen mit den Spermatogenien und Spermatozyten atrophieren
und nekrotisieren. Die Mannchen sind nach 5 Monaten steril. Spéter werden
auch die Spermatidenkerne und Spermien angegriffen. Es kommt zur Riesen-
zellenbildung und Verfliissigung. Nach 8—9 Monaten sind -die Spermatozoen
verschwunden. Nach 13—I14 Monaten tritt vollkommener Verlust jeden
sexuellen Interesses ein. Sekunddr kommen noch Verdnderungen an der
Prostata hinzu. Das Haarkleid wird eunuchoid. Die Haare werden seidig und
wollig und verlieren ihre Elastizitét.

Wihrend der erste Zustand durch rechtzeitige Vitaminzufuhr noch heil-
bar ist, wird die Erkrankung in den spéteren Stadien irreparabel.

b) Die Erscheinungen am weiblichen Tier sind von denen am Ménn-
chen vollkommen verschieden. Das Weibchen bleibt stets konzeptionsfihig.
Ovulation, Befruchtung und Eiimplantation bleiben normal. Der &strische
Zyklus ist ungestort. Der E-Mangel wirkt sich nur an Plazenta und Embryo aus.

Bei Beginn der E-Avitaminose nimmt die Graviditdt noch einen normalen
Verlauf (initial fertility). Mitunter wird auch schon ein Teil der Jungen tot-
geboren. Die Muttertiere verweigern oft die Aufzucht der lebendgeborenen.
Bei der zweiten Graviditdat gibt es nur wenige, meist totgeborene Junge, bei
der dritten werden die Feten resorbiert. Die Plazenta fillt einer Koagulations-
nekrose anheim und wird ebenfalls resorbiert. Bemerkenswert ist das Auftreten
von Deziduatumoren.

Die Avitaminose ist in jedem Stadium reparabel. Die Schwangerschaft
nimmt einen normalen Verlauf, wenn téglich kleine Dosen eines Vitamin E-
Konzentrats (von Weizenkeimél etwa 75 mg intraperitoneal) gegeben werden
oder wenn man eine einmalige groBe Dosis (1,1 g Weizenkeimél) innerhalb
5 Tage nach der Befruchtung verabreicht.

¢) Erscheinungen des Vitamin E-Mangels auflerhalb der Sexualsphiire. Neben
den beschriebenen Erscheinungen des Mangels an Vitamin E berichtet Evans iiber
cine Wachstumswirkung des Vitamins, die sich bei Ratten erst nach einem Alter
von etwa 90 Tagen bemerkbar macht. Ausgesprochen wird sie aber nach 8—12 Mo-

naten. Das bessere Wachstum der mit Vitamin E gefutterten Tiere wurde auch bei
Kastraten beobachtet. Weiter beeinfluflt das Vitamin E die Laktation. Man dis-
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kutiert sogar die Existenz eines besonderen galaktogenen Faktors, der vom
Antisterilitidtsfaktor verschieden sein soll.

Spastische Lahmungen und Paralyse der Jungen E-frei ernihrter Miitter be-
obachtete Evans. Das Auftreten von Deziduatumoren wurde bereits erwiihnt.
Die pathologischen Verinderungen der Avitaminose E wurden besonders von Evans -
Burr, Mason und McCarrison studiert. Nach Pappenheimer sind sie nicht
auf die Sexualsphiire beschrinkt, sondern bestehen in einer allgemeinen Dystrophie
des gesamten Muskelsystems. Die Avitaminose beginnt mit einer wachsigen oder
hyalinen Nekrose der Muskelfasern, die von einer Proliferation der Muskelnuklei
und einer Degeneration der Muskelzelle gefolgt ist. Goetsch, der die Erscheinungen
der Avitaminose E am Meerschweinchen studierte, fand, daf3 die Muskeln der Schenkel
und des Abdomens teilweise angegriffen waren. Sie erschienen bla@, atrophiert
und zeigten eine gelbliche Verfirbung, die sie von gesunden deutlich unterschied.
Mitunter waren sie merkwiirdig gestreift, wie solche mit Fettinfiltration. In zwei
Fillen waren deutliche Hiamorrhagien vorhanden. Manchmal hatten die Muskeln
ihre Reizbarkeit eingebiiBt. Histologische Untersuchungen wurden besonders von
Zagami 2) angestellt. Auch Juhasz und Schéffer 8) berichten cingehend dariiber.

II. Die Methoden zur biologischen Auswertung des
Vitamins E

Die Testmethoden auf Vitamin E sind durch die Lénge der Versuchsdauer
auBerordentlich kompliziert. Der Nachweis des Vitamins beruht auf der Ver-
hiitung oder Heilung der Mangelsymptome.

A. Die Haltung der Versuchstiere

Die Haltung der Versuchstiere weicht nicht wesentlich von den schon
beschriebenen Methoden ab. Man verwendet am besten Ratten im Alter von
5—6 Wochen, die eine der folgenden E-freien Kostmischungen erhalten. Die
erste Trichtigkeit tritt, wenn man nicht eine absolut E-freie Kost verfiittert,
zur gewohnlichen Zeit mit lebenden Jungen ein. Sic werden auch haufig noch
grofigezogen. Eine zweite Trichtigkeit mit Austragen der Jungen kommt fast
nie mechr vor.

Bei jeder Trichtigkeit der Ratten steigt die Gewichtskurve in bekannter
Weise an. Bei den E-frei erndhrten Tieren ist das aber nur bis etwa zur Mitte
der Schwangerschaft der Fall, da dann die Embryonen absterben und resor-
bicrt werden. Die Kurve fillt langsam auf den Ausgangswert zuriick. Das ist
ein fast untriigliches Zeichen einer Resorptionssterilitit. :

Bei Priifung auf Resorptionssterilitit geht man so vor, da man die zu
untersuchenden Weibchen mit gesunden normal erndhrten Ménnchen, deren
Fruchtbarkeit an normalen Weibchen kontrollicrt wird, zusammenbringt und
nach einigen Stunden am Vaginalausstrich untersucht, ob ein die Kopulation
beweisender Vaginalpfropf mit beweglichen Spermien vorhanden ist. Von da
ab wird die Gewichtskurve registriert und ihr Anstieg als Zeichen der Graviditdt
bewertet.

2) Zagami, Ber. ges. Physiol. 73, 266 (1933). — Verzar, Z. f. Vitaminforschg
1932, 116.
3) Juhasz ec. s., Virchows Arch. 268, 834 (1932).
10*



148

B. Vitamin E-freie Diiiten

Nr. 1. Evans-Burr:
Casein, gereinigt .
Kornstirke
Schweinefett.
Milchfett .
Salzmischung

. 189,
. 549,
. 159,
9%
4%

Dazu Trockenhefeo 0, 4—0 6 g pro Tag/Tlor

Die Diit ist mcht absolut E-frei, da der erste Wurf Junge noch am Leben
bleibt. Wenn das Milchfett weggelassen wird, leben von den ersten Wiirfen noch
etwa 59,. Die Herstellung geschieht durch Zusammenkneten der fein gepulverten
Bestandteile.

Nr. 2. Evans-Burr:

Die Diit stellt eine Modifikation der ersten dar. Sie bestcht aus:

Casein . . . ... . 189
Stirke, gekocht und getrocknc P X A
Schweinefett. . . . Lo 199
Milehfett . . . . . . . . . .. ... 59

Salzmischung . . P
Dazu Hefe 0,4—0,5 g pro Tag/Ticr

Nr. 3. Evans-Burr, verbesserte Diit Nr. 232:

Casein . . . . . . . . . . ... ..8209
Starke . . . . . .. . .. .. ... 4009
Schweinefett. . . . . . . . . . . . . 229
Lebertran . . . L. 29

S&lzmlﬂchung nach McCo]lum 180 L. 49
Hefe wie bei 2

Nr. 4. Evans-Burr:

Casein nach van Slyke . . . . 50 Teile
Zucker aus 80 9,igem Alkohol, kust . 150 Teile
Salzgemisch 185 . . . . . .. . . 8 Teile

Dazu Wasser (dest.) ad libitum, enthalt(,nd eine Spur KJ. Die Tierc crhalten
pro die 2—3 Tropfen Lebertran und 700—1000 mg Hefe.

Nr. 5. Evans Nr. 256:

Cascin, extrahiert . . . . . . . . . . 249
Getreidestéirke . . . . . . . . . . . L7295
Salzmischung . . . . . . . . . . .. 4%

zu jo 5 kg dieser Mischung ferner:

Eisenchlorid in Ather. . . . . . . . . 1lg
Trockenhefe . . . . . . . . . . . .. 4¢g
Lebertran . . . . . . . .. .. ... 6bg
Das Salzgemisch besteht aus:
Kochsalz . . . . .. ... ..... 65
Magnesiumsulfat . . . . . . . . . . . 1596
Natriumphosphat, sek. . . . . . . . . 1041
Monocalciumphosphat . . . . . . . . 162
Mononatriumphosphat . . . . . . . . 286,2
Ferricitrat . . . . . . . . . . . . . . 354
Calciumlactat . . . . . . . . . . . . 390

Die Kostform ist heute die meistgebrauchte fir Vitamin E-Untersuchungen.
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Nr. 6:
Casein, gereinigt . . . . . . . . . . . 259,
Salzmischung . . . . . . . . . . .. 49%
Agar-Agar. . . . . . . .. ... .. 29,
Lebertran . . . . . . . . . . . . .. 29%
Dextrin . . . . . . . . . . . . .. 66,6 %,
Hefevitamin . . . . . . . . . . 0,49,

Nr. 7. Waddell-Steenbock 4):

Die Diit nach Waddell-Steenbock stellt eine Modifikation der Steenbock-
schen Zuchtdiat dar, die durch Zusatz von Elsenchlond fiir Zwecke des Vitamin E-
Versuchs dienstbar gemacht wurde.

Mais, gelb. . . . . . . .. ... . TL5 Y
Casein, rein . . . . . . . . .. ... 8%
Leinsamenmehl . . . . . . . . . . .15%
Alfalfamebl . . . . . . . . . .. .. 29
Knochenasche . . . . . . . . . . .. 1%
Kochsalz . . . . . . . . . . .. .. 0,59%
Butterfett . . . . . . . . . . .. .. 59,

Dio fein gemahlenen Bestandteilo der Kost werden mit Eisenchlorid’ behandelt,
derart, daf3 zu

98,8 Teilen der Mischung 1,2 Teile Eisenchlorid in Ather gegeben werden.

5 Teile der so entstehenden Mischung werden wieder mit 1 Teil Vollmilch-
trockenpulver versetzt und verfittert.

C. Die einzelnen Testmethoden
1. Die Methode von E vans und Mitarbeiter

Fiir den kurativen Test auf Vitamin E werden Ratten, an denen man
nach E-freier Fittcrung eine Resorptionssterilitit festgestellt hat, benutzt.
Man bringt sie mit gesunden Ménnchen zusammen und gibt am Tage der Kopu-
lation eine einmalige Dosis der zu untersuchenden Substanz. Dann wird der
Ablauf der Graviditdt verfolgt. Man kann die zu untersuchende Substanz auch
téglich geben. Die Verabreichung kann peroral oder parenteral erfolgen. Die
Substanz darf nicht mit dem Futter vermischt werden. Man priift stets im
Parallelversuch ein K-Konzentrat bekannter Wirksamkeit und bezieht die
Wirkung der unbekannten Substanz auf diesen Standard.

Im prophylaktischen Test wird von Anfang an dic unbekannte Substanz
zugelegt. Am besten werden vier weibliche Tiere mit einem minnlichen (Ge-
wicht 35—45 g) zusammengebracht. Zwei solcher Gruppen erhalten die Zulage,
zwei andere bleiben unbehandelt und dienen als negative Kontrolle. Zwei
weitere Gruppen erhalten eine bestimmte Dosis des Standards. Eine wirk-
same Zulage mul} die Erscheinungen der Resorptionssterilitdat verhiiten kénnen.

2. Der Test von Olcott-Matill 5)

Die Methode ist eine modifizierte Evanssche. Weibliche Ratten mit einem
Gewicht von 30—40 g werden auf eine E-freie Kost gesetzt (Nr.4), bis sie ein
Gewicht von 150 g und ein Alter von 70—90 Tagen erreicht haben. Dann

4) Waddell-Steenbock, J. of biol. Chem. 80, 431 (1928).
53) Olcott c. s., J. of biol. Chem. 104, 426 (1934).
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untersucht man téglich den Vaginalabstrich. Beim Eintritt des Ostrus werden
die Tiere mit gesunden ménnlichen gepaart. Es erfolgt auf der Kost meist eine
typische Resorptionssterilitét.

Wenn danach der Ostrus wieder auftritt, wird erneut gepaart. Nach er-
folgtem Nachweis eines die Kopulation beweisenden Pfropfes im Vaginal-
abstrich mit beweglichen Spermien entfernt man aus den Kifigen das
Futter und gibt 10—12 Stunden spiter die zu untersuchende Substanz.
Man verfolgt weiter auf der E-freien Kost den Verlauf der Graviditit (Ge-
wichtskurve!).

Werden Junge geboren, so reduziert man den Wurf auf 6 und liBt sie
bei der Mutter, bis sie ausgewachsen sind. In diesem Falle mufl das Muttertier
erneut eine Resorptionssterilitit durchmachen, bis es fiir die zweite Auswertung
brauchbar ist. Erzielte man aber mit der verfiitterten Substanz keine Ver-
hiitung der Resorptionssterilitit, kann die ndchste Substanz anschlieBend am
selben Tier ausgewertet werden.

Durch einmalige Verabreichung einer wirksamen Substanz kann man den Ab-
lauf der ersten und zweiten Schwangerschaft normal gestalten, nicht aber die dritte.
Es besteht keine Parallelitiit zwischen dem E-Angebot und der Zahl oder Lebens-
dauer der Jungen. Als positiv wird ein Versuch lediglich nach dem Ablauf der Gra-
viditidt gewertet.

Bei der Prifung auf E-Wirksamkeit mufl im Parallelversuch stets ein
E-Standardpriparat mitgewertet werden, auf das man die unbekannte Sub-
stanz bezieht.

III. Vorkommen des Vitamins E
Tabelle 56

| Relative E-Aktivitiit = |
| 100 durch die zum nor- | Tigliche prophy-

Substanz ' malen Gravidititsablauf  laktische Dosis
erforderliche Menge

Gemuse, frisch, Salat . . . . . . i 40 25 g
Gemiise, trocken . . . . . ' 0,25 g
01 durch Atherextraktion aus Trok

kengemiise . . . . . 23 mg
Alfalfaheu . . . . . . e : 0,6 g
Brunnenkresse . . . . . . . . . Uber 50 ‘
Erbsen . . . . . . . .. ... 25 |
Erdniisse, roh . . . e e e 100 |
Weizenkeime, gettockn(t e 400 ! 250 mg
Weizenkeimol . . . . . . . .. 75 mg
Hefe . . . .. ... e e e Fast unwirksam 5g
Rindsmuskel . . . . . e e e 20
Pankreas, Milz . . . . . . P Etwas wirksamer

als Muskel

Leber . . . . . . . . .. Coe 10
Plazenta . . . . . . . . . C. 25—100
Hypophysenvorderlappen e 25—100
Schweinefett . . . . . e 20

Eidotter . . . . . . . . . c e e 17 15 Eigelb
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IV. Speicherung des Vitamins E

Schon die Erscheinung der ,,initial fertility“ deutet darauf hin, daB eine
Speicherung des Vitamins E in erheblichem Umfang stattfindet. Die Spei-
cherungsstatten sind Muskel, Fettgewebe und Leber. Eine besonders bevor-
zugte Speicherung scheint nicht vorzuliegen. Der Aufbrauch findet stindig
statt, Muskelgewebe E-frei ernihrter Ratten ist E-arm.

V. Eigenschaften des Vitamins E
Tabelle 57

Aussehen des bisher reinsten | .
Praparats . . . . . . . Orangegelbes viskoses, bei 0° erstarrendes Ol, im Va-
i kuum unzersetzt dostilliert, vorlaufige Formel
Cy¢H40,, Sterinreaktionen negativ.

Loslichkeit . . . . . . . Loslich in Ather, Benzol, Aceton, konzentriertem Al-
kohol, unléslich in wiiBrigem Alkohol, Wasser.
Hitzestabilitit . . . . . . . Erheblich, vertrigt 2stindige Erhitzung auf 155°

ohne Verlust der Wirksamkeit. Im Vakuum bei
250—255° stabil.
Oxydationsempfindlichkeit ' Gegen Luftsauerstoff erheblich resistent. Ranzigo
" Fette, Olsiure usw. konnen zersetzend wirken
(Schweineschmalz). Permanganat zerstort.

Alkalistabilitit . . . . . . ' Vertragt Verscifung ohne Verlust der Wirksamkeit.
Saurestabilitdat . . . . . . Uegen 20 9% ige Salzséiure 34 Stunden lang bei Raum-

temperatur bestandig. Essigsiurcanhydrid zorstort.
Zerstorende Agenzien . . . UV.-Bestrahlung, Bromierung, Behandlung mit

| Eisenchlorid in étherischer Losung.

Nach neueren Untersuchungen (1. ¢. 5) vertragt dic Substanz Benzoylicrung und
Acetylierung ohne Verlust der Wirksamkeit. Hydrierung schiidigt nicht. Die Un-
empfindlichkeit gegen Oxydation soll auf der Anwesenheit einer schiitzenden Sub-
stanz beruhen, die das Vitamin in die reinsten Fraktionen hinein begleitet. Es ist
ein Phenol der Formel (!;;H,,0;. Die chemische Natur des Vitamins ist unbekannt.
Euler und Klussmann wiesen in den reinsten Priparaten Xanthophyll nach 6).
Olcott-Matill konnten aber zeigen, dafl ihr reinstes Préaparat frei davon ist. Auch
Bowden 7) konnte xanthophyllfrciec Priaparate gewinnen.

VI. Darstellung Vitamin E-haltiger Konzentrate
A. Methode von Evans und Burr

Evans und Burr verseiften Weizenkeimol und erhielten etwa 59, Un-
verscifbares. Das Unverseifbare wurde mit kaltem Pentan und dann mit heiem
Methylalkohol extrahiert. Aus der kalten Methylalkohollgsung scheiden sich
Kristalle ab, dic in Petrolidther gelést mit Digitonin gefillt werden. Dabei
gehen die Sterine in den Niederschlag. Der Rest wird nochmals mit 20 9/ iger
heifler Kalilauge verseift und die Digitoninfallung wiederholt. Man erhilt
schlieBlich ein Ol, das schon in Dosen von 5—10 mg pro Tag fiir den Ablauf
einer normalen Schwangerschaft geniigt und dasim Vakuum bei 200—233° unter
5 mm unzersetzt destilliert. Die Ausbeute betragt 0,259, des Weizenkeimols.
Der Darstellungsproze geht in allen Einzelheiten aus folgender Tabelle hervor:

6) Euler c. s., Svensk. Kem. Tidskr. 45, 132 (1933); Biochem. Z. 256, 11 (1932).
7) Bowden-Moore, Nature (Lond.) 1933, 1, 512.
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Tabelle 58. Outline of Fractionation of 6 Kilos of Wheat Germ
6 kilos wheat germ

Extracted with U.S.P. ether in Soxhlet

Ether extract. Active. Yield: 600 Ether-insoluble residue. Inactive
grams 109,
Saponified in the cold with 209, alco-

holic KOH !

Nonsaponifiable matter (N.S.M.) Soaps and glycerol. Inactive
Yield: 59. Contains all the active

material

Crystallized from cold pentane

Pentane-soluble red oil. Yield: 339, Pentane insoluble solids. Sitosterol
of the N.S.M. Contains all the active Yields: 669, of N.S.M. Inactive
material

Extracted with hot MeOH

Hot methyl alcohol solution. Active Methyl alcohol insoluble residue. In-
active. Yield: 39, of N.S.M.

Crystallized from cold MeOH

Cold MeOH solution. Active Precipitate from cold MeOH. - Almost
entirely inactive. Yield: 109, of N.S.M.

Distributed between dilute MeOH and
petroleum ether |

Petroleum ether soluble. Active Dilute MeOH soluble. Inactive. Yield:
Yield: 139 of N.S.M. 49, of N.S.M.

Sterols precipitated by digitonin
' |

Sterol-free orange oil. Yield: 2—3 Sterols from digitonide. Inactive
grams. Active.

Refluxed in hot 209, alcoholic KOH

N.S.M. Contains all of the active material ~ Fatty acids. Inactive

Sterols again precipitated by digitonin

Sterol-free oil. Active Sterols. Inactive



153

Treated with boiling MeOH.

Orange solution in MeOH. Active Residue insoluble in hot MeOH. Inac-
Yield: 700—1,000 mgs. (Proven ac- tive. VYield: 50—100 mgs
tive in single doses of 5—10 mgs.)

\

Distilled in vacuo.

Fraction 1. Fraction 11. Fraction III.
Up to 200° C. at 0,8 mm 200°-—233° C. at 0,5 mm Residue above 233° (.
Low activity. 389, of the Highly active. 279, of Highly active. 359, of
total. the total. the total.

B. Methode von Olcott-Matill

Die ersten Fraktionen werden aus Weizenkeimol nach Evans dargestellt.
Das Weizenkeimol wird durch Atherextraktion im Soxleth aus getrockneten
Weizenkeimen gewonnen. Man verseift zunichst das Ol wie oben und extrahiert
die mit Wasser verdiinnte Secifenlésung mit Ather. Die dtherischen Lésungen
werden nach Trocknung eingeengt. Der Riickstand wird in Petrolather gelost,
dic ungeldst bleibenden Sterine abfiltriert und der Petrolather auf dem Wasser-
bad verjagt.

Der Riickstand wird heill mit Methanol extrahiert, die Losung abgehebert
und der Rest noch zweimal mit Methanol behandelt. Die Methanollosungen
werden gekiihlt und von den ausfallenden Sterinen befreit. Der Methylalkohol
wird im Vakuum entfernt.

Der nun verbleibende Riickstand wird im Vakuum destilliert. Die wirk-
same Fraktion geht bei 200—225% und 0,1 mm iiber. Sie ist wirksam in Dosen
von 10 mg, einmalig verabreicht. Eine weitere Reinigung kann durch Kiihlung
einer Acetonlosung auf — 80° und Entfernung der ausfallenden Substanzen
erfolgen. Die so erhaltene Substanz ist schon wirksam in ecinmaligen Dosen
von 5 mg.

Olcott-Matill konnten weiter eine wirksame E-Fraktion aus grimem Gemiise
gewinnen. Nach Extraktion der lipoidloslichen Stoffe und Verscifung sowie durch
fraktionierte Kristallisation aus verschiedenen Lésungsmitteln erhiclten sie ein Ol,
das im Hochvakuum destilliert wurde. Die wirksame Fraktion ging bei 190—220°
und 0,1 mm iiber. Sie sichert den Ablauf ciner normalen CGraviditit bereits in ciner
Menge von 5—10 mg.

VII. Der Vitamin E-Bedarf

Fir den Menschen ist die Notwendigkeit der E-Zufuhr nicht erwiesen.
Ratten und Méause benotigen das Vitamin. Interessant ist die Beobachtung
von Hill-Burdet 8), nach der die Bienen der Nahrung der Kénigin Vitamin E
zusetzen, nicht aber dem Futtersaft der Arbeiterlarven. Eine Bienenlarve
wird nur dann zur Kénigin, wenn sie ausreichend mit Vitamin E versorgt wird.

Untersuchungen iiber den E-Bedarf der Hithner hat Gard 9) mitgeteilt.

”8; Hill e. s., Nature (Lond.) 2, 540 (1932).
9) Card, Poultry Sci. 8, 328 (1929).
10
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VIII. Uber die komplexe Natur des Vitamins E

Nach Martino 10) ist dic Maniokwurzel als Quelle des Vitamins E fiir das
minnliche Tier ausrcichend, nicht aber fiir das Weibehen,  Es scheinen demnach
zwel, im allgemeinen eng  zusammen vorkommende  verschiedene Faktoren vor-
zulicgen. Auch Kuler schlieBt auf Grund seiner Absorptionsspektren, dafy zwei von-
einander verschiedene Vitamine B existicren. Weiter lassen die Untersuchungen von
Ziagami 11) iiber die teilweise Verhittung der Avitaminose K durch Kupfer und
Zink auf eine komplexe Natur des Vitamins schlicBen. Neuerdings berichtet auch
Grijns 12) tiber die dualistische Natur des Vitamins K.

Das fettlosliche Wachstumsvitamin 1, 2, 3)

Die Erscheinung, dafl junge Ratten auf ciner vollwertigen Kost, die simt-
liche Vitamine enthilt, anfangs gut gedeihen, aber das Wachstum nach einiger
Zeit cinstellen, wenn die Didt statt gewohnlichem Casein ein Alkohol-Ather-
extrahiertes Priparat enthilt, hat zu der Annahme gefiihrt, dall neben den
bekannten fettloslichen Vitaminen A, D und E noch cin weiteres vorkommt,
das fiir das Wachstum von Bedeutung ist.

Erndhrt man junge Ratten mit einer A-freien Didt, die als Eiweilquelle
,,Glaxo“-Casein, d. h. cin extrahiertes, vitaminfreies Casein enthéilt, bis sie auf-
horen zu wachsen, so tritt nach Zulage von Vitamin A als Lebertran oder Kresse
kein Wachstum auf, obgleich die Kost nach den bisherigen Erfahrungen als voll-
wertig gelten sollte. Sobald man aber in der Diit das vitaminfreie Casein durch
gewohnliches ersetzt (Light white Casein vom British Droug House London)
und nun Vitamin A zulegt, erfolgt normales Wachstum.

Im Light white Casein ist also cine Substanz vorhanden, die im hoch-
gereinigten fehlt, und die anwesend sein muf3 zur Entfaltung der Wachstums-
wirkung des Vitamins A, Diese Erscheinung ist natiirlich fiir den Test auf
Vitamin A von gréBter Bedeutung, da man selbst nach Zulage wirksamer Dosen
mit hochgereinigtem Casein keine Ausschlage bekommt (s, aber unter Vitamin A
die gegenteiligen Befunde, S. 34).

Der Wachstumsstillstand ist nicht die cinzige Folge des Fehlens der un-
bekannten Substanz. Es treten vielmehr schwere Degenerationserscheinungen
hinzu. Die Ratten bleiben nicht nur im Wachstum zuriick, sondern errcichen
auch nic das Gewicht normaler Tiere. Sie werden spit geschlechtsreif und
verweigern mitunter die Aufzucht ihrer Jungen. Die zyklischen Verdnderungen
an den Genitalorganen konnen fehlen. Minnchen sind gegen die Avitaminose
weit empfindlicher als Weibehen.  Die neue Avitaminose hat also mit der K-
Avitaminose gewisse Ahnlichkeiten.  Auch zu der Fettmangelkrankheit, die
durch Verfiitterung fettfreier Didten entsteht, scheinen Beziehungen vor-

10) Martino, Boll. Soc. Biol. sper. 8, 819 (1933).

11) Zagami, Ber. Physiol. 76, 462 (1932).

12) Grijns, Ber. Physiol. 74, 668 (1933).

1) Coward-Key-Morgan, Biochemie. J. 23, 695, 913 (1929).

2) Guha, Biochemic. J. 25, 931, 945 (1931).

3) Evans, J. of biol. Chem. 77, 651 (1928); 92, 615 (1931); 96, 143, 175, 165
(1932); Amer. J. Physiol. 99, 477 (1932).
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zuliegen. Moglicherweise sind die Erscheinungen komplexer Natur und beruhen
teilweise auch auf Mangel an ungesittigten Fettsauren.

Das fettlosliche Wachstumsvitamin scheint auch fur den B-Test gewisse Be-
deutung zu besitzen, da cine Diiit mit hochgereinigtem Casein selbst nach Zugabe
von Hefe fiir das Wachstum nicht voll ausrcichend ist. Erst bei Ersatz des (faseins
durch weniger gereinigtes tritt Wachstum in normalem Umfang ein 3a).
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Abb. 66. Gewichtskurven ciniger mit vitaminfreicm Glaxo Casein gefiitterter Ratten,

Dice Gewichtszunahme hort trotz Zulage steigender Dosen Vitamin A und Wasserkresse

auf und fingt crst nach Ersatz des Caseins dureh Light white Casein an (C.-1L.O. -~
Lebertran).  (Nach Coward.)

Der Test auf das fettlosliche Wachstumsvitamin
Der Test wird an Ratten ausgefithrt. Tiere mit cinem Gewicht von 40 bis
50 g werden mit ciner Kost, die folgendermaflen zusammengesetzt ist, ernihrt:

Reisstirke, dextriniert . . . . . . . . . . 719
Vitaminfreies Casein ,,Glaxo® 159,
Agar-Agar . . . C e e e e 200
Steenbocks Salzg(-nns(,h B A

Lebertran 2mal pro Woche je 5—6 Tropfen

B, als autoklavierte Hefe (Marmitextrakt) 0,4 g Marmit
B, als Konzentrat, ctwa 8 Taubendosen pro Tag.

Statt B; und B, kann man auch Hefe verfittern.

3a) Mapson, Biochemic. J. 27, 1061 (1933).
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Auf dieser Kost wachsen sie zunichst normal, stellen aber dann in ctwa
30 Tagen das Wachstum ein und verlieren nun regelmafig an Gewicht. Jetzt
gibt man eine grole Dosis Vitamin A. FErfolgt Gewichtszunahme, so wartet
man ab, bis das Gewicht wieder konstant wird und gibt dann nochmals Vita-
man A. Wenn trotz A-Zugabe kein Wachstum erfolgt, sondern im Gegenteil
Gewichtsverlust, gibt man die zu priiffende Substanz zu. Typische Gewichts-
kurven gehen aus Abbildung 66 hervor.

Vorkommen des fettloslichen Wachstumsvitamins

Das fettlosliche Wachstumsvitamin kommt vor in Milch, Eigelb, Salat,
Spinat, Gras, Muskel, Leber, Butter und Weizenkeimen. Nachstehende Tabelle
gibt iiber die Wirkung einiger Substanzen, die auf Anwesenheit des neuen
Vitamins gepriift wurden, Auskunft:

Tabelle 59
—_— — —_— Né, PPl —_—
Substance Dose tested rats used Results

1. «Light-white casein” i 159 of diet { 40 ] Rapid growth in all but
(B.D.H.) untreated, 4 ’ 3 rats, slow growth in

different samples these
1 109 of diet 4 | Good growth but less
i . rapid than 159, was

given

59, of diet 4 No growth

2. «Crude casein” (B.D.H.) 1159, of diet 4 1 died. 3 maintained

weight for 75, 49, 30
days respectively*).

3. Dairy butter o 0,5 g. daily 3 Maintained weight for
! | 34 days
\
4. Fresh milk (London supply), 10 ce. daily 4 Rapid growth in all

5. Milk boiled for 15 mins. 10 ce. daily
(==15ce.fresh)
6. Lettuce—{resh 1 g. daily 7 Maintained weigth in 5
; for 7—30 days. Fair
growth in 2
- Ad lib., often 7,the | Good growth
40—50 g. per same ani-
rat per day mals that

'y

Moderate growth in all

had 1 g.
7. Etiolated wheat shoots, | 15 g. daily 3 Slight growth
10 days old (grown under |
laboratory conditions) ! ‘
8. Dried grass clippings 1 59% of diet ' 3 Rapid growth in 2 rats
t | Slow growth in 1 rat
) increased by raising
i amount to 109
9. Fresh grass clippings I About 10 g. 2 Rapid growth
l

daily

*) One of these rats was finally given “light-whitc-casein” to which it responded
with rapid growth.
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—

. ) : NO. of |
Substance ’ Dose tested rats used Results
10. Extra dried yeast I 109, of diet 14 No influence*)
11. Marmite 0,5 g. daily 13 Slight temporary incre-

| ase in weigth in 5.
Maintained weight in

others**)
12. Autoclaved marmite 1,0 g. daily 3 No influcnce**)
13. Waterecress Ad. lib., about 3 Slight increase**)
10 g. daily
14. Ox muscle 1 g. daily 4 (lood growth
Ad. lib., 15— 4 ! Very rapid growth
20 g. daily \
Ox liver 1 g. daily 4 ! Very rapid growth
15. Wheat embryo 59, 3 Rapid growth in 2.
Weight maintained in 1
109, 3 Rapid growth
16. Wheat germ oil, sample 0 Up to 0,08 g. 6 No influence **)
Up to 0,16 g. 4 I maintained weight, 2

fair growth. 1 died

Wheat germ oil, sample 1 Up to 0,02 g. 3 No influence
 Up to 0,12 g. 3 No influence in 2, Fair
| growth in 1

Wheat germ oil, sample 2 0,12 g. daily 4 Fair growth in 3. Main-

tained weight in ]

Darstellung des fettloslichen Wachstumsvitamins

Das Vitamin ist aus Cascin darstellbar. Am besten wird getrocknetes Casein mit,
Ather erschopfend extrahiert.  Der Atherriickstand enthilt die gesamte Wirkung.
Aus Weizenkeimlingen, die bei 1059 getrocknet wurden, it sich das Vitamin durch
Ather extrahicren (4malige heiBe Extraktion). Man erhilt im Atherriickstand cine
Substanz, die schon in Dosen von 0,16 g pro dic den Bedarf deckt. Aus Weizen-
keimen ist das Vitamin auch durch cine 6stimdige Kxtraktion mit heiiem 90 9 igem
Alkohol in Lésung zu bringen.

Eigenschaften des Vitamins

Das fettlosliche Wachstumsvitamin wird durch Erhitzen auf 105° nicht
zerstort. Selbst bei Ausdebnung der Erhitzung iiber 7 Tage tritt nur gering-
fiigige Zersetzung ein. Das Vitamin ist l6slich in Ather und heiem Alkohol,
aber unlgslich in Wasser.

*) One of these rats was finally given “light-white casein” to which it responded
with rapid growth.
**) Two of these rats were finally given “light-white cascin” to which they re-
sponded with rapid growth.
**+%) One' of thesc rats was finally given 10 9% wheat germ to which it responded
with rapid growth.
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Die wasserloslichen Vitamine

Das Vitamin B;1), 2), 3)

Die Entdeckung Eijkmanns, dall Hihner bei Fitterung mit poliertem
Reis an Polyneuritis erkranken, bildet den Anfang der Vitaminlehre. Der Name
Vitamin, der von Funk fir den fehlenden Erginzungsfaktor vorgeschlagen
wurde, ist inzwischen als Gruppenbezeichnung aller in der Nahrung vorkom-
menden lebenswichtigen Substanzen angenommen. Heute reihen wir das Anti-
beriberivitamin in die Reihe der wasserloslichen B-Vitamine ein mit der Be-
zeichnung B,.

I. Die Avitaminose B,

1. Die Erscheinungen der Beriberi

Die klassische B;-Avitaminose Ostasicns, die Beriberi, ist keine reine Form
der Mangelkrankheit, sondern mitbedingt durch Vitamin B;-Mangel und auBler-
dem durch Infekte kompliziert. Die Haupterscheinungen der Beriberi sind
Polyneuritis, Odeme, serése Ergiisse, Magen-Darmaffektionen und Herzinsuffi-
zienz, beruhend auf spezifischer Wasserretention der Herzmuskelfasern.

2. Die Erscheinungen der experimentellen Avitaminose B, bei der Taube

AppetitnachlaB, Bewegungsunlust. Die B-arme Kost wird zunichst von
der Taube gern genommen. Nach cinigen Tagen sinkt aber die Kampflust der
Tiere. Der Tanz der Mdnnchen um die Weibchen hért auf. Die Tiere werden
schlifrig und apathisch. Nach weiteren Tagen tritt Appetitnachla und Be-
wegungsunlust ein.  Die Tiere machen einen traurigen Eindruck, putzen sich
nicht mehr und sitzen aufgeplustert auf der Stange oder in ciner Ecke und be-
wegen sich iiberhaupt nur, wenn sie gescheucht werden.

Yerdauungsstorungen. Héufig treten Verdauungsstorungen auf. Der Kot
wird schleimig, wasserhell, gelb. Die Tiere zeigen keine Miihe, sich davon zu
reinigen. Es kommt zu ciner Atonic des Kropfes, wobei der Inhalt liegen
bleibt, weil die Kontraktionen aufhoren.

Gewichtsverlust. Das Kérpergewicht nimmt immer schneller ab, ebenso
auch die Koérpertemperatur. Werden die Tiere sich selbst iiberlassen, gehen
sie unter Hungern zugrunde. Die Gewichtsabnahme betrigt etwa 2,59 des
Gewichts pro Tag.

Temperatursturz. Die kloakale Temperatur sinkt wiahrend der experi-
mentellen B,-Avitaminose von 39,8—43,2% auf 36,6—37,29 C.

Krimpfe. Bei Zwangsfitterung entwickelt sich die Beriberi in 10 bis
30 Tagen. Dann treten ziemlich unvermittelt typische Krimpfe auf, die mit
cinem starken Temperatursturz einhergehen. Stérungen des Zentralnerven-
systems stehen im Vordergrund. Typische Stellung der Tiere: Riickbiegen des
Kopfes bis auf den Riicken unter Anziehen der Beine. Die Erscheinungen kénnen

1) Sherman c. s., The Vitamins. New York 1931.
2) Browning, The Vitamins. London 1931.
3) Beriberi in Stepp-Gyérgy, Avitaminosen.
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durch Beunruhigung der Tiere leicht hervorgerufen werden. Die Tauben gehen
in diesem Zustand, wenn man sie unbehandelt 1dB8t, in einigen Stunden unter
schwerer Atemnot und Verstirkung der Kriampfe zugrunde. Zwangsfiitterung
bei Nachlassen des Appetits oder Fiitterung von Kohlenhydrat beschleunigt
den Ausbruch der Krimpfe. Bei Zwangsfiitterung versuchen die Tiere den
Reis durch Schiittelbewegungen aus dem Kropf zu entleeren. Man hat den
Eindruck, dal} sie Kkel vor Reis haben.

Der Verlauf der Taubenberiberi ist nicht immer so typisch. Dann gehen die
Tiere unter Abnahme des Gewichts ein. Die Beine sind oft gelihmt, so daB Fliigol
und Schnabel zur Forthewegung gebraucht
werden. Abderhalden und Schaumann
unterscheiden mehrere Formen der B;-Avita-
minose bei der Taube.

Bei der akuten Form der Taubenberiberi
(Abb.67) beobachtet man zuerst cine Stérung
der Gehfihigkeit. Die Tiere kénnen nur
eine kleine Strecke normal gehen, dann tritt
Ermiidung cin und die Fliigel werden zu
Hilfe genommen. SchlieBlich bleibt das
Tier bewegungslos sitzen. Das Herz schligt
heftig, man hat den Eindruck, dal das Tier
sich tiberanstrengt hat. Flugversuche wer-
den nur sehr selten beobachtet. Nach
einigen Tagen macht die Taube unkohirente Bewegungen mit dem Kopf.
Schwingt man das Tier einige Male in der Luft, so 146t sich in diesem Stadium
ein Krampf auslésen. Durch Kontraktion
der Nackenmuskulatur wird der Kopf gegen
den Riicken gezogen. Das Tier iiberschligt — .
sich und rollt wie eine Kugel. ITm Laufe
cines Tages tritt einc Atmungsstérung dazu.
Die Taube reift den Schnabel auf und
geht unter Atemnot ein. Gewdhnlich tritt
12—14 Stunden nach Beginn der Erschei-
nungen der Tod ein.

Der chronische Typ der Taubenberiberi
ist in Abb. 68 gezeigt. Hier findet man die
Tiere nach zweiwochiger Kiitterung eines  pu mosiversuche unbrauchbar.
Morgens im Kifig in einer Ecke sitzend. (Nach Funk.)

Sie bewegen sich nur ungern, vermdogen

gich zuerst aber aufzurichten. Nach einigen Tagen verlieren sie diese Fahig-
keit auch und sitzen nun bewegungslos auf einem Fleck. Meist lebt das
Tier cinige Wochen und verendet an derselben Stelle. Selten geht diese
Form in die spastische iiber. Fiir den Testversuch sind diese Tiere nicht
zu brauchen.

Tiere des akuten Typs zeigen wieder verschiedene Erscheinungen. Bei
manchen bleibt der spastische Zustand bis zum Tode bestchen. Bei anderen
lésen sich die Krampfe voriibergehend in kurzen Intervallen und kommen
dann erneut wieder. Beiden Formen gemeinsam ist nur die Gewichtsabnahme.

Abb. 67. Spastische  Form  der
Taubenberiberi. (Nach Funk.)

Abb. 68. Paralytische Form der
Taubenberiberi.
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McCarrison (s. 1. ¢. 1) unterscheidet zwei Formen der Beriberi bei Vogeln:
1. IPolyneuritis columbarum und 2. Beriberi columbarum, die verschieden sein
sollen nach den Verénderungen im Nervensystem, den pathologischen Verénde-
rungen usw. Die Untersuchungen wurden von anderer Seite bestitigt. Besonders
auffillig sind bei der Polyneuritis dic histologischen Verinderungen des Nerven-
systems, die in einem Schwinden der Nisslschen Granula ihren Ausdruck finden
(vgl. ausfiihrlich bei Kihr).
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Abb. 69. Typische Gewichtskurven von Kiicken auf der nichtautoklavierten (240)
und auf der autoklavierten Kost mit B,-Zugaben. (Nach Kline.)

Weitere Erscheinungen der experimentellen Beriberi 4a), 4b)

Hiimorrhagien, wie sie fiir den Vitamin C-Mangel typisch sind, treten auch
in manchen Fillen der experimentellen Avitaminose B auf.
Resistenz: Die Resistenz gegen Infcktionen aller Art ist erhoblich vermindert.
Die bakterizide Kraft des Bluts, dic Agglutininbildung, ist herabgesetzt. Vielloicht
4a) Kline c. s., J. of biol. Chem. 99, 295 (1932).
4b) Norris c. s., Science 78, 643 (1930).
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ist die Resistenzverminderung eine Folge des Temperatursturzes. Ebenfalls
vermindert ist die Giftresistenz. Erhoht ist dagegen die Resistenz gegen
Trypanosomen.

Pylorusspasmus: Moore 4) konnte bei Ratten Pylorusspasmus erzeugen und
durch Injektion eines B;-Konzentrats heilen.

3. Die experimentelle Beriberi bei Kiicken und Huhn (1. c. 4a, 4b)

Im Gegensatz zur Taube benotigt das Kiicken das Vitamin B,. Werden junge
Kiicken im Alter von 1 Tag auf cine B-arme Kost gesetzt, so zeigen sie keine Ge-
wichtszunahme und entwickeln Polyneuritis im Alter von 7—10 Tagen. Die Er-
scheinungen sind dieselben wie bei der Taube: Muskelinkoordination — Gleich-
gewichtsstorung — Opisthotonus der Nackenmuskulatur. Abb. 70 zeigt ein typisches
Bild. Gewichtskurven mit und ohne B,-Zulage sind aus Abb. 69 ersichtlich.

Bei Ernéhrung der Hiihner mit Reis oder Weilbrot, Maisstirke, Makkaroni
usw., erkranken sic nach einer gewissen Zeit an Beriberi. Die ersten Zeichen er-
scheinen nach 20—30 Tagen. Sie bestehen in eciner beginnenden Paralyse der Ex-
tensoren der Beine. Der Vogel sitzt oder bewegt sich auf flexierten Tarsometatarsal-
Gelenken. Die Paralyse geht dann rasch auf
Flugel und die gesamte Muskulatur {iber. Das Tier
liegt bewegungslos auf der Seite. Eine schwere
Prostration fithrt in 1 Woche zum Tode. Ein Friih-
zoichen der Beriberi ist Cyanose des Kamms. Im
Anfang sind spastische Erscheinungen selten. Kin
weiteres Frithsymptom ist Dysphagie. Eingefiihr-
tes Wasser lduft wieder aus dem Schnabel heraus.
Beim Fiittern verschlucken sich die Tiere ofter.
In akuten Fillen mit Gewichtssturz entwickeln
sich die Erscheinungen in 24 Stunden. Nach wei-
teren 24 Stunden tritt unter Dyspnoe und Zyanose
der Tod ein. Abb. 70. Polyncuritis des

Die Gewichtsabnahme betrigt etwa 209,. Kiickens. (Nach Kline.)
Bei mehr chronischem Verlauf bleiben die Tiere
ohne wesentliche Gewichtsabnahme etwa 4 Wochen am Leben. Die Erschei-
nungen sind dann Zyanose des Kamms und Lihmung der Beine. Die Entstehung
der Hithnerberiberi wird durch Zwangsfiitterung beschleunigt.

Aufler an Hiihnern 148t sich Beriberi auch an Enten, Giinsen, Sperlingen, Reis-
vigeln, Papageien und Wachteln erzeugen. Reine Beriberi ohne Gewichtsabnahme
soll sich beim Huhn durch Verfuitterung von Eigelb und gekochtem Fleisch hervor-
rufen lassen. L

4. Die experimentelle Avitaminose B, bei der Ratte 5), 6), V)

Bei der Ratte duBert sich die By-Avitaminose aufler in nervésen Sym-
ptomen in AppetitnachlaB3, Temperaturabfall, Atmungsverlangsamung, Tachy-
kardie, Stillstand der Peristaltik, Versiegen der Salzsduresekretion im Magen,
Entziindungen der Darmschleimhaut und Gewichtsverlust.

Die Ratte ist erst fir den Test auf das Vitamin B, brauchbar geworden,
seit man erkannt hat, dafl die Kostmischungen bei Ratten, die zur Erzeugung
der Avitaminose B, dienen sollen, die anderen Vitamine, namtlich das Vita-
min B, enthalten miissen. Fehlt das Vitamin B,, so gehen die Tiere vor Ent-
wicklung der Beriberisymptome ein.

4) Moore, Amer. J. of Physiol. 102, 605 1932.

5) Scheunert c. s., Krkh.forschg 4, 389 (1927).

6) Kihn, Zbl. Pathol. 33, 21 (1932).

7) Hofmeister, Biochem. Z. 128 (1922); 129, 467 (1922).

Bomskov, Vitaminforschung 11
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Gewichisverlust. Junge Ratten wachsen auf einer vollwertigen Kost, in
der nur das Vitamin B, fehlt, in der ersten Zeit normal, stellen dann aber die
Gewichtszunahme cin. Zugabe von Vitamin B, fiihrt zu erncutem Gewichts-
anstieg.

Polyneuritis. Auch bei der Ratte kann man ausgesprochene polyneuritische
Erscheinungen beobachten. Scheunert und Mitarbeiter konnten Spasmen
und Paresen der Extremititen, ausgesprochenen Opisthotonus mit Vorniiber-
fallen, Roll- und Wilzbewegungen feststellen. Die Extremititenkrimpfe cr-
folgten einseitig, beiderseitig oder gekreuzt. Kihn sah Kreisel-Reitbahn-
bewegungen, Riickwirtslaufen usw. Die Anfille konnten durch Erschrecken
der Tiere hervorgerufen werden.

Hofmeister beschreibt 4 Stadien der Rattenberiberi: 1. eine langdauernde
Entwicklungsperiode oder Prodromalstadium, 2. ein ataktisches Stadium, 3. cin
spastisches Stadiumn und 4. cin paralytisches Stadium.

»Das Prodromalstadium ist durch Appetitverlust, Gewichtsabnahme, zunch-
mende korperliche Schwiiche und geistige Depression gekennzeichnet. Der Appetit-
verlust und die Gewichtsabnahme traten bei jungen Tieren oft erst nach einigen
Tagen in Erscheinung. Ofters ist sogar, wic bereits erwithnt, in der crsten Woche
der Beriberi-Kost noch eine geringe Zunahme des Gewichts zu beobachten, Hiufig
finden sich in den ersten Tagen groBlere Schwankungen, die wohl auf UnregelmiiBig-
keiten in der Aufnahme der ungewohnten Kost zu beziechen sind.  Dann folgt cin
schr regelmifiger 3—4 Wochen dauernder Gewichtsverlust, der sich in ciner steil
abfallenden, meist etwas nach unten konkaven Kurve ausdrickt.*

»Der Abfall ist bei jiingeren Tieren weniger steil als bei ausgewachsenen. Ein
Unterschied zwischen Méannchen und Weibcehen besteht nicht.**

,,Die Dauer dicses Gewichtssturzes bzw. des Prodromalstadiums Giberhaupt,
bis zum Eintritt der ersten, sich als Ataxie charakterisierenden Storungen, zeigt
groBBe Gleichférmigkeit. Sie betrdgt im Mittel 29 Tage.*

Die Gewichtsabnahme kann 509, und mehr betragen. Durch stiirkere Insulte
kénnen mit einem Schlag bei diesen Tieren die Symptome des néchsten Stadiums
ausgelost, werden.

. Die Symptome des ataktischen Stadiums schlieBen sich sonst meist unmerklich
dem Prodromalstadium an. Am meisten fallen die Gangstérungen ins Auge.  Die
normale, lebhafte Beweglichkeit fehlt. Die Ticre vermégen sich nur sehwerfiillig
und schwankend fortzubewegen, oft ist das (iehen nur ein Schleichen und Kriechen.
Bei grofleren Anstrengungen erfolgen die Bewegungen zitternd, manchmal geradezu
zappelnd.  Auf die Seite oder auf den Riicken gelegt, vermégen sie sich anfangs mit
der gewdhnlichen Flinkheit aufzurichten, fallen aber bei stiirkerer Anstrengung
ofter auf die Gegenseite.  Auf glattem, namentlich geneigtem Boden, gleiten sie
aus. Auf eine schmale Brettkante gestellt, vermdagen sie nur sehr ungeschickt das
Gleichgewicht zu bewahren und fallen leicht herunter. Sie getrauen sich nicht, aus
geringer Hohe, z. B. 20—30 ¢m, herabzuspringen und, falls sic es riskicren, fallen
sie ungeschickt auf oder iiberschlagen sich. . . . Beim Versuch, sich an einer Wand
an den Hinterbeinen aufzurichten, verlieren sie leicht das Gleichgewicht.

»Mechr noch als im Prodromalstadium fillt dic Unentschlossenheit und Willen-
losigkeit. der Tiere auf. Sie scheinen jede Initiative verloren zu haben.  Auf die
Tischplatte gesetazt, bleiben sie oft wie verdutzt sitzen, zeigen keine Neigung zu
Fluchtbewegungen, ja sie suchen geradezu die Hand des Beobachters auf und kehren
mit Vorliebe in den Kifig zuriick, wo sie sich in cinem dunklen Winkel zusammen-
kauern.**

»Dicses Stadium, das nach dem Gesagten durch Schwiiche und mangelhaftes
Zusammenwirken des Muskelapparates, vor allem durch mangelnde Beherrschung
des Gleichgewichts charakterisiert ist, kann bei raschem Verlauf der Krankheit
direkt in das noch zu beschreibende paralytische Endstadium iibergehen. Die Trig-
heit und Unbehilflichkeit der Bewegungen wird dann zur ausgesprochenen Parese,
dic Tiere bleiben erst voriibergehend, dann dauernd auf der Scite liegen, kénnen
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keinen Bissen mehr zum Maul fithren, héren auf sich zu putzen und zu kratzen,
bekommen ein struppiges Fell und verfallen bald in einen somnolenten Zustand. . . .*

ssDieser direkte Ubergang des ataktischen in das paralytische Stadium ist etwa
in der Hélfte der Fiille zu beobachten. In der anderen Hiilfte schiebt sich zwischen
sie die Periode der spastischen und Zwangsbewegungen ein.*

»Am hiiufigsten ist sie gekennzeichnet durch das Auftreten von tonischer
Streckung der Extremititen. Unter Fortbestand der Ataxie nehmen die spontancn,
wie die durch duBiere Reize veranlaBten Bewegungen krampfhaften Charakter an.
Besonders betroffen sind die hinteren Extremititen. BEine davon oder beide werden
kiirzer oder linger, steif abduziert gehalten oder beide sind nach riickwiirts gestreckt.

Abb. 71. Erscheinungen der Ratten- Abb. 72. Rattenberiberi.
beriberi. (Nach Scheunert.) (Nach Scheunert.)

Ist bloB eine Extremitiat betroffen, so zeigen dic Tiere Reithahn- oder Zeigerbe-
wegung. . . . Werden die Tiere auf die Seite gelegt und versuchen sich aufzurichten,
so kommt es infolge zu kriftiger Impulse nicht bloB zum Umfallen nach der anderen
Seite, sondern auch zu schraubenférmigen, iberraschend kriftigen Rollbewegungen
um die Liingsachse. Die Zwangsbewegungen erfolgen meist in dersclben Richtung,
doch kann diese auch am selben Tage wechseln. In schweren Fiillen entwickelt sich
eine tonische Streckung aller Extremititen einschlieBlich der Pfoten, so daB die
ruhig sich vérhaltenden Tiere scheinbar in die Héhe gehoben werden und falls sie
nicht cine Stiitze finden, umfallen. Dabei ist der Kopf meist zuriickgebeugt, der
Riicken gekriimmt. . . .

,»Seltencr zeigen sich klonische motorische Stérungen, Zittern, Zappeln oder
veitstanzihnliche Bewegungen, letztere namentlich in Form eines dauernden Pendelns
des Kopfes, welches so heftig sein kann, daB das Tier trotz Anklammern an den
Futternapf, nicht imstande ist, einen Bissen zu fassen.**

11*
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Selbst in diesem Stadium konnen die Tiere durch rechtzeitige Zufuhr des Vi-
tamins innerhalb 24 Stunden vollkommen goheilt werden! Erfolgt keine Behandlung,
so tritt allerdings das paralytische, zum Tode fithrende Stadium ein. Die Tiere ver-
fallen in einen komatoésen Zustand, der in kurzer Zeit todlich endet.

Scheunert und Lindner (l. c. 5) sahen Krampferscheinungen bei Ratten
dann besonders haufig, wenn die Kost das Vitamin B, in Spuren enthielt, die
aber nicht fir Wachstumsbeeinflussung ausreichten.

Die Haupterscheinungen waren Streckkrampfe der Extremititen, Zu-
riickbiegen des Kopfes und spastische Schwanzstellung (Abb. 71). Der Schwanz
ist oft steil in die Hohe gerichtet, wobei die Schwanzspitze nach dem Kopf
zu gebogen ist. Ofter hebt sich bei den Tieren der Hinterteil krampfartig
zuckend in die Hohe, bis schlieBlich das Tier zur Seite umfillt. Weiter kommt
eine durch die starke Kontraktur der Riickenmuskulatur bedingte Kyphose
der Wirbelsgule zur Beobachtung. Ebenso konnten Kaukriampfe und Ptyalismus
festgestellt werden.

Erwahnt sei noch, dall die vielfach bei der Rattenberiberi beobachteten
Odeme (Pfoten usw.) nicht auf B,- sondern auf B,-Mangel beruhen (s. dort).

Anatomische Verinderungen der Beriberi bei Ratten beschreibt Hofmeister,
wihrend Kihn die Nervenveriinderungen studierte.

Danach besteht das Wesen der Avitaminose beim Tier in einer Degeneration
der funktionierenden Elemente des Nervensystems, Ganglienzellen, deren Fortsitzo
und der Achsenzylinder. Die Verdnderungen vollziehen sich in den verschiedenen
Nervenpartien ungleich rasch. Bei Mensch und Huhn scheinen die peripheren Nerven
zuerst und stiirker zu leiden, bei der Ratte und der Taube das Zentralnervensystem.

5. Experimentelle Beriberi bei anderen Tieren

Typische Beriberi kann ebenfalls bei Miausen, Affen, Hunden, Katzen und
Mecrschweinchen erzeugt werden.  Spezifisch fir den Bj-Mangel ist bei der Maus
der Wachstumsstillstand, der nach etwa 14tigiger Fiitterung cintritt.

II. Die Testmethoden auf Vitamin B,

A. Versuchstiere und ihre Haltung
1. Tauben 8)

a) Auswahl und Haltung der Tiere vor dem Versuch

Kinnersley-Peters und Reader halten die beim Héandler gekauften
Tiere 20—30 Tage auf einer konstanten Kost, bevor sie in den Versuch kommen.
Sie werden in groflen Drahtkafigen gehalten, die etwa 6 X 6 X 8 Full messen.
Die Kost besteht aus:

Buchweizen . . . . . 1 Teil
Weizen . . . . . . . 2 Teile
Maisgrie . . . . . . 1 Teil
Weizengrie . . . . . 1
Dari (Hanfsamen) . . 1

Versuchsreif sind Tauben mit einem Gewicht von 280—380 g. Man bevor-
zugt rein weile Tiere.

8) Kinnersley-Petors-Reader, Biochemic. J. 22, 276 (1928); 18, 858 (1924).
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b) Haltung der Tiere wihrend des Versuchs

Nach der Vorbereitungsperiode setzt man die Tiere zu 15 zusammen in
einen grofen Drahtkéifig mit Drahtboden (zur Ausschaltung der Koprophagie),
der 3mal wochentlich gut gereinigt wird. Die Kéfige enthalten stets frisches
Wasser und Salzklumpen. Dazu erhalten die Tauben cine der nachstehenden
B, -freien Kostformen. Die Kifige stehen in cinem Raum mit konstanter Tem-
peratur (10—15%).

Nach Einsetzen der Beriberisymptome kommen die Tauben in Einzelkifige
und werden nun ins warme Labor gestellt. Sie sind nach Einhaltung gewisser
Vorsichtsmafiregeln fiir den Therapictest fertig.

¢) Fiitterung der Tiere wihrend des Versuchs

Die B,-arme Kost wird ad libitum gegeben. Sie wird meist nach einiger
Zeit verweigert. Die Tiere werden dann zwangsgefiittert. Die Fiitterung ge-
schieht mit kleinen Trichtern mit Gummistab in Mengen von 2mal tiglich
je 10 g. Zu beachten ist, daB Reis nur fiir cine gewisse Zeit cine vollwertige
Nahrung darstellt. Fiir andere Testmethoden ist evtl. ein Zusatz zu fiittern
(s. dort).

2. Kiicken

Kiicken werden im Alter von 1 Tag in den Versuch genommen.  Am besten
cignen sich weiie Leghornkiicken mit einem Gewicht von 30—35 g, Die Tiere
werden in Einzelkifigen, die heizbar sind, gehalten. Sie erhalten die B-arme Diiit
und Wasser ad libitum. Um ein Zerstreuen des Futters durch Kratzen usw. zu ver-
meiden, wird der Futternapf mit einem Deckel, der nur ein kleines Loch enthiilt,
verschen, Die Tiere werden tiglich gewogen. Am Ende jeder Woche wird der Nah-
rungskonsum registriert.  Auf normaler Didt errcichen sie nach 6 Wochen cin Ge-
wicht von 300 g.

Kiicken cignen sich besonders zur Feststellung des Vitamins B-Gebalts eines
Materials, das auch an Vitamin B, rcich ist.

3. Ratten
a) Auswahl und Haltung der Tiere fiir den Wachstumstest

Ratten werden im Alter von 21—28 Tagen in den Versuch genommen.
Sie werden in den gewéhnlichen Kéfigen aus Drahtgeflecht gehalten. Man ver-
wendet nur Tiere, die unter denselben Bedingungen aufgezogen wurden, und
verteilt sie nach Gewicht, Geschlecht und Abstammung auf verschiedene
Gruppen. Zur Auswertung von 5 Substanzen braucht man ctwa 50 Tiere, dic
man aus 6—8 Wirfen unschwer zusammenbekommt. Man verteilt sie in
5 moglichst gleichméaBige Serien. Die Tiere werden wéchentlich mindestens
2mal gewogen.

b) Erscheinung der Refektion

Enthilt die Diat bei Ratten reichlich Reisstirke, so kann nach anfangs
typischem Verlauf der Avitaminose plotzlich Selbstheilung eintreten unter
Ausscheidung groBler Mengen weiller voluminéser Fézes, die von den Tieren
gern gefressen werden. Man nennt nach Fredericia9) diese Erscheinung
,refection“. Sie ist iibertragbar durch ein in den Fézes vorhandenes Virus,
das durch Kochen zerstért wird. Die auftretenden Mikroorganismen synthe-
tisieren das Vitamin B;. Man erkennt das Vorliegen der Refcktion aufler an den

9) Fredericia, J. of Hygiene 27, 70, 1927.
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beschriebenen Merkmalen am besten aus dem plotzlichen Anstieg der Ge-
wichtskurve. Um der Refektion vorzubeugen, ist es unbedingt ndétig, simt-
liche Kostformen fiir die Ratte lingere Zeit zu crhitzen. Auch ohne Refcktion
enthalten Féazes stets Vitamin B,. Es muB stets darauf geachtet werden, da
den Tieren keine Gelegenheit zur Koprophagie gegeben wird. (Keine Holz-
wolle, keine Streu in den Versuchskifigen!)

¢) Fiitterung der Tiere

Die Fitterung geschieht unter den fiir Testversuchen iiblichen Kautelen.
Eine neue Technik gibt Mitchell 10) an, der die paarweise Futterung einfiihrt.
Dabei wird stets ein Rattenpaar im selben Kifig gehalten, sie bekommen dieselbe
Kost und dieselbe Menge der zu priifenden Substanz. AuBerdem wird aber dem
cinen Ticre eine bestimmte Menge eines Vitamin B,-Standards verabreicht.
Es wird nun diejenige Menge gesucht, die bei beiden Ticren dieselbe Gewichts-
zunahme herbeifiihrt, d. h. es wird auf optimale Vitaminversorgung getestet.

d) Auswahl der Tiere fiir den kurativen Beriberitest
Fir den kurativen Test, d. h. fiur den Test, der die Heilung der Rattenberiberi
als Kriterium benutzt, nimmt man besser ausgewachsene Ratten, die bei Versuchs-
anfang ctwa 250 g schwer sind (weibliche Tiere etwa 170 g).  Sie erhalten eine der
angegebenen Kostformen und ntissen in den folgenden 21-—24 Tagen cerheblich an
Gewicht abnehmen,

4. Miuse

Miuse werden im Alter von 3 Wochen in den Versuch genommen. Die Ge-
wichtszunahme hort im Alter von 28—38 Tagen gewohnlich auf. Sie sind dann fir
den Wachstumstest verwendbar.  Tigliche Gewichtskontrollen sind angebracht.

B. Vitamin B -freie Kostformen
1. Fiir Tauben

a) Didt nach Peters und Mitarbeiter

Polierter Reis ad libitum
Salz (NaCl)
Lebertran.

Der Reis wird nach mehrstiindigem Wissern unter der Wasserlcitung ge-
trocknet und darauf 8 Stunden lang auf 120° erhitzt. Salz ist in Klumpen in
‘den Kifigen enthalten. Tran wird einzeln verabreicht.

b) Didt nach Randoin und Mitarbeiter

Weizenciweil . . . . . . .. .. .. 20¢g
Zucker. . . . ... ... ... 280¢g
Butter . . . . . ... .00 0. 20g
Filterpapier. . . . . . . . . . . .. 10g
Agar-Agar . e e e e e e, 40 g
Salzgemisch Osborne . . . . . . . . 20g
Citronensaft . . . . . . . . . . . . 30 cem (fraglich ob

notig)
Die Kost wird vor der Fiitterung crhitzt.

10) Mitchell, Amer. J. Physiol. 104, 594 (1933).
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¢) Didt nach Marrian
Reisstarke . . . . . . .. L.
Casein . . . . . . . . .. ..
Agar-Agar . . . . . ... . . ... 89,
Butter . . . . . . . ... .. ..
Papier . . . e e e e e e e e 2 9%,
Salzgemisch IS e e e e e

d) Diat nach Block-Cowgill usw.

Reis poliert .

fiir den Taubenwachstumstest

. ad libitum

Handolsfleischriie kstnn(lv (lu Fleischsaftfabriken

Salzgemisch Osborne
Lebertran .

0,075—0,1 g pro die

. .+ . . 2 Tropfen pro die
Lebertran und Salze werden tiiglich in kloinen Gelatinekapseln verabreicht.

2. Fiir Kiicken
a) Didt nach Hunt und Kraus

Reis, poliert . . . . .. 789
Casein . . . . . . . .. ... 16 9

Salzgemisch . . . . 4%
Lebertran . . . . e e 29,

Bei B,-Zugabe erhalten Kicken 1hr Gewicht und sind gesund.  Bei Zugabe

von B, (w1chtlg") tritt Gewichtsverlust und Polyneuritis ein.

b) Diat von Kline-Elvehjem-Keenan-Hart

Mais . . . e e 589,
Weizen, mlttvlfmuvs Mehl e e 259,
Casein . . . . . . . . .. 129,
Salzgemisch . . . . . . 19,
Lebertran . 0 0 L L L. 294
(Caleiumecarbonat . . . . . . . 20

Vorstehende Kostform ist fiir das Kicken voll ausreichend.  Krhitzt man sie
aber (ohne Tran und Calciumearbonat) 5 Stunden bei 120 im Autoklaven, so wird
sie durch Zerstorung des Vitamins B, in eine Beriberi erzeugende verwandelt.
Kiicken zeigen schon nach 7—10 Tagen, wenn sie damit gefuttert werden, Kriimpfe.
Sie bleiben im Wachstum zuriick. Zugabe von 2 Y, Trockenhefe verhiitet die Knt-
stehung der Beriberi nicht. EKrst 4 9 fithren za normalem Wachstum. Zugahe von
autoklavierter Hefe oder B, sind ohne Einflul. Die Didt cignet sich besonders zur
Auswertung schr By-reicher Nahrungsmittel auf 13, 11).

3. Vitamin B -arme Diiiten fiir Ratten
Allgemeines

Bei der Herstellung einer Bj-armen Kost fir die Ratte muf3 beriick-
sichtigt werden, daB sie auf eine geniigende Zufuhr des Vitamins B, angewiesen
ist. Man kann das Vitamin B, entweder in Form autoklavierter Hefe oder aber
in Form von , Ei“weill einer Kost einverleiben.

Zulage von Hefe hat den Nachteil, Diarrhéen hervorzurufen, die das Tier
bedeutend schwichen und die Auswertung storen konnen. Allerdings wird
in den allermeisten Kostformen ein Hefezusatz verwandt. Das Eierciweils
scheint der Hefe nicht gleichwertig zu scin. Zugabe ciner bestimmten B -Menge
ruft auf einer Kost, die B, als autoklavierte Hefe enthilt, besseres Wachstum
hervor als auf einer Kost, die Ei (in Form von EiweiB3) enthilt. Es fehlt im

llne -Elvehjem usw., J. of biol. Chem. 99, 295 (1932/33).

11) 1
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WeiBen des Hiithnereies ein weiterer Faktor, der fiir das Wachstum der Ratte
erforderlich ist, der in der Hefe vorhanden ist (s. hinten).

Bei der Herstellung einer B,-armen Kostmischung ist auf B,-Freiheit aller
verwandten Bestandteile zu sehen. Alle Kostmischungen fiir den B,-Test bei
der Ratte werden zweckmiBig 3—5 Stunden auf 100° erhitzt, um der Refek-
tion vorzubeugen. Weiter ist fiir geniigende Zufuhr der Vitamine A und D
Sorge zu tragen.

Reinigung des Caseins

Das Casein wird aus abgerahmter Milch (Zentrifuge) durch sehr verdiinnte
Salzséure gefillt, durch Gaze abfiltriert und nach Abpressen in sehr verdiinnter
Natronlauge gelost. Die Umfillung wird 3mal wiederholt. Die alkalische
Losung wird schlieBlich durch Gaze filtriert und nochmals gefillt. Man
wiischt das Casein mit 50 9,igem Alkohol, dann mit 96 9, igem und trocknet
an der Luft.

3 kg dieses Caseins oder des kauflichen Produkts werden in 30 Liter Wasser
suspendiert, mit 50 cem Eisessig und je 5 eem Chloroform und Toluol versetzt
und 14 Tage unter Ofterem Riihren gewissert. Dabei wird die Losung
oft erneuert. Wihrend der 3 letzten Tage nimmt man statt Leitungswasser
destilliertes Wasser. Das Casein wird abfiltriert und getrocknet. 5 kg des
trocknen Pulvers (100°) werden mit 25 Liter 259, igem Alkohol 24 Stunden
lang unter Rithren bei Zimmertemperatur behandelt. Man wischt mit
96 9,igem Alkohol und trocknet bei 100°.

Nach einer anderen Vorschrift werden 200 g Casein in 1 Liter 609,igem
Alkohol suspendiert und 30 Minuten geriihrt. Die Mischung bleibt 5—6 Stunden
stehen. Das Casein wird abgesaugt und mit 500 ccm Alkohol gewaschen. Der
ProzeB wird wiederholt, wobei das Gemisch mindestens 18 Stunden stehen
bleiben mufi. Das Casein wird schlieBlich mit 96 %;igem Alkohol gewaschen
und getrocknet.

Reinigung der anderen Kostbestandteile
Fleischriickstinde werden durch eine Hackmaschine sehr fein zerkleinert
und in kleinen Portionen in kochendes Wasser eingetragen. Die Losung mull
einige Minuten sieden. Man pre3t den Niederschlag ab und tragt ihn nochmals
in kochendes Wasser ein. Das Fleisch wird anschliefend bei 60° getrocknet.
Stirke kann durch Alkoholextraktion von den anhaftenden B,-Spuren
befreit werden.

Dic einzelnen Kostformen

Nr. 1. Sherman-Spohn 12), 13).
ine der besten und gebrauchlichsten Kostformen fiir den Vitamin B,-Test
ist die Kost von Sherman-Spohn, die aus folgenden Bestandteilen besteht:

Casein . . . . . . . . 189
Starke . . . . . . . . 689
Butterfett . . . . . . . 89,
Salze . . . . . . . . . 49%
Lebertran . . . . . . . 29

12) Sherman-Spohn, J. amer. chem. Soc. 45, 2719 (1923).
13) Sherman-Kramer, J. amer. chem. Soc. 46, 1055 (1924).
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AuBlerdem erhalten die Tiere autoklavierte Hefe oder autoklavierten Hefe-
extrakt zur Deckung des Vitamin B,-Bedarfs. Zugabe von 0,5 g Trockenhefe
pro die geniigt, um die Kost vollwertig zu machen.

Nr. 2. Chick und Roscoe 14).

Die Kost ist die fiir den Rattenwachstumstest am meisten benutzte. Sie
besteht aus:

Casein, extrahiert und erhitzt . 100 Teile

Reisstérke . . . . . . . . . . 300
Arachisol . . . . R £ T
Salzgemisch McCollum Lo 25,
Wasser . . . . . .. . 500

Die Tiere erhalten aulerdem einen Vitamin B,-Extrakt oder autoklavierte
Hefe, weiter 0,06—0,1 g Lebertran pro die. Die Hefezulage entspricht 0,4 g
autoklavierter Hefe.

Nr. 3. Kinnersley c. s. 15).

Eine Kost, die fiir den kurativen Rattentest geeignet ist, beschrieben
Kinnersley und Mitarbeiter. Sie besteht aus:

Casein, Brit. Droug. House . . 209,

Reisstarke . . . . . . . . . . 709
Agar-Agar . . . . .29
Salzmischung McCollum A
Lebertran . . . . . . . . . . 39%
Hefe, autoklawert N A

Statt Hefe kann ein autoklavierter Hefeextrakt Verwendung finden.

Bemerkungen zu nachstehender Tabelle. Zu Nr. 4 und Nr. 5: Die
beiden Kostformen stellen die Typen dar, aus denen sich viele andere Diéten entwickelt
haben. Die Bestandteile werden in der oben beschriebenen Weise vor der Verwen-
dung gereinigt. Zu Nr. 6: Die Hofmeistersche Kost ist besonders fiir den kura-
tiven Test am erwachsenen Tier geeignet. Sio wird durch Zusammenkneten der
Einzelbestandteile mit Wasser hergestellt (etwa 70 ccm Wasser fiir 100 g Mischung).
Casein und Reisstéirke werden mit Alkohol extrahiert und erhitzt. Der Gehalt an
Lebertran ist fiir heutige Begriffe zu hoch. Zu Nr. 7: Die Kost ist eine Modifikation
der Nr. 1. Sie ist unter der Bezeichnung 94 bekannt. Zu Nr. 8: Weizenmehl und
Fleischriickstdnde werden mit Alkohol extrahiert (12 Stunden, 96 9%iger Alkohol).
Zu Nr. 9: Die Kost ist eine Modifikation der Nr. 2. Nr.2 ist als P 2 L-Kost bekannt.
Nr. 9 wird auch mit FL bezeichnet. Nr. 9 enthilt light white Casein und hat den
Vorteil, besseres Wachstum zu gewéhrleisten. Zu Nr. 10: Die Kost wird in der
Literatur als EL bezeichnet. Man vervollstindigt sie durch Zugabe von 2—5 Tropfen
Lebertran pro die. Zu Nr. 11 und 12, 13: Die Kostformen enthalten statt Stirke
reinen Rohrzucker, der vollkommen vitaminfrei ist. Zu Nr. 14 und 15: Das Fleisch
wird 6 Stunden bei 100° autoklaviert. Zu Nr. 16: Die Kost muf durch Zugabe
autoklavierter Hefe vervollstdndigt werden. Crisco ist hydriertes Baumwollsamenol
mit dem Schmelzpunkt = 38. Die Kost enthélt auler den angegebenen Bestand-
teilen noch weitere 2 9, Agar-Agar. Zu Nr. 17: Die Kost wird durch 2 9, Agar-Agar
vervollsténdigt. Zu Nr. 18: Lebertran und Butterfett werden kiihl aufbewahrt und
erst kurz vor der Fiitterung zugegeben. Alle anderen Bestandteile werden mit Wasser
zu einem Brei angeriihrt und autoklaviert. Das Casein wird wie oben gereinigt.
Die Kost enthilt auBerdem 29, Agar-Agar. Zu Nr. 19: Die Marmitelésung wird
2 Stunden bei alkalischer Reaktion autoklaviert.

14) Chick-Roscoe, Biochemic. J. 23, 498 (1929); 24, 1744 (1930).
15) Kinnersley-Peters-Reader, Biochemic. J. 24, 1820 (1930).
11’
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Weitere B,-freie Kostmischungen fiir den Rattenversuch

N . . Salz- Hefe,
Nr. Autor Stﬂ‘?ke De()’(/trm Ca,:em F:/tt mischg. Tf;im autokl.
/0 /0 Yo /0 o/ /0 %
/0 0
4 |Osborne.| 524 | — | 196 | 9B | 4 |
| ! 158 i
5 |Osborne.| 50,6 | — 18 9B | 4,5 ;
| | 188 i
6 |Hofmeister| 50 | — 22 1BC | 5 1 10
7 |Sherman | 68 | — | 18 10B 4 |
8 |Sherman | 82 | | 10F 4 4
9 |Chick . .; dieselbe Kost wie Nr. 2 mit light white Cascin
10 |Chick . .| 26 |« — | 66H )6,3Ba:’ 2,1 !
11 |Evans.. 70Z — 20 | — | 4 2TeTT| 10
12 (Evans16)  59Z @ — = 20 108 4 10
13 |Burr16) .| 72,2Z — | 24 — | 38
14 [Surel?) — 61 | I5F ' 10B 4
; 10 ‘
15 |Surel?) ., — 64 | 20 10B . 4
; I 13 Ol 1
16 (Huntl8) .: 64 — 18 ,10Ba; 4 2
17 | Walkerl9)| — 67 | 18 4 2 3
18 | Guerrant| —- 56 3
20) 1 15Z 18 3B 4 2
19 ;Guha?l) .’ 75 — 21 4  1Tr.T/T |leem 509,
| ‘ : | Marm. Lg.
20 |Drury 22) 55 L20 20A | 5 . 2Tr.T/T |

87,

Zeichenerklarung: B = Butterfett, C = Cocosfett, S =: Schweinefett, Ba =
Baumwollsamendél, gehirtet, Crisco, Z = Zucker, Tr. T/T = Tropfen pro Tag/Tier,
F = Fleischriickstinde, H = Weies vom Hiihnerei.

B;-arme Kostmischungen fiir Miuse

Eine Kost, dic fir den Test an der Maus Verwendung findet, ist folgende:

Casein, gercinigt

Kornstirke
Crisco

..........

...............

Dazu tiglich 200 mg autoklavierte Hefe pro Tier und 2 Tropfen Lebertran.

16) Evans-Lepkovsky, J. of biol. Chem. 83, 269 (1929). — Evans-Burr,
J. of biol. Chem. 77, 232 (1928). — Lepkovsky-Wood-Evans, J. of biol. Chem.

239 (1930).

17) Sure, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 779 (1933); J. of biol. Chem.
76, 673 (1928); 83, 387.

18) Hunt, J. of biol. Chem. 79, 725 (1928).

19) Walker-Nelson, Amer. J. Physiol. 103, 25 (1933).
20) Guerrant-Dutcher, J. of biol. Chem. 98, 225 (1932).
21) Guha-Drummond, Biochemic. J. 23, 880 (1922).
22) Drury-Harris, Biochemic. J. 24, 1632 (1930).
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C. Die einzelnen Testmethoden

1. Der kurative Taubentest von Kinnersley und Peters 23), 24), 25)

Tauben, die bei einem Anfangsversuchsgewicht von 280—380 g nach aus-
schlieBlicher Ernihrung mit poliertem, gewissertem, autoklaviertem Reis unter
Zusatz von Lebertran und Kochsalz oder mit einer der anderen Didten ge-
futtert wurden, entwickeln typische Polyneuritis zu 40—50 9 innerhalb 3 bis
5 Wochen. (Die Gewichtsabnahme der Taube betrigt etwa 50—609/ des Aus-
gangsgewichts bis zum Eintreten der typischen Beriberisymptome.) Das Aus-
lésen der Krampfe wird durch niedrige Temperatur und durch Witterungs-
umschlidge begiinstigt. Bringt man solche Tiere ins warme Labor, tritt spontan
Wirmeheilung ein, wihrend der sich der Krampf fiir mehrere Stunden bis zu
1 Tag 16st. Diese Heilung ist stets von einem neuen Anfall gefolgt. Erst in
diesem Stadium sind die Tiere versuchsreif.

Fiir Testversuche gelangen nur solche Tiere zur Anwendung 26 a), 26 b), 27),
die erstens die rein spastische Form der Beriberi zeigen und die zweitens mehrere
Stunden bei der Temperatur des Versuchsraumes ununterbrochen im Beriberi-
krampf verharren. Ausgewertet werden nur Versuche, bei denen die Heilung nach
3—6 Stunden eintritt und mindestens 36 Stunden einwandfrei anhélt. Normaler-
weise dauert die Heilung mit der unteren Vitamingrenzdosis 2—4mal 24 Stunden.
Zur Erzielung ecines guten Durchschnittswertes werden 6 Tauben fiir jedes
Priiparat benotigt, die die Substanz in Wasser gel6st subkutan unter den Fligel
injiziert erhalten.

Sind die Tiere nach der Injektion anscheinend geheilt, lebhaft, zeigen auf-
rechte Haltung, putzen die Federn usw., so kann Pscudoheilung eingetreten
sein. Um dies zu entscheiden, wird der Kopf der Taube einige Male in dieselbe
Lage gebogen, die er beim Krampf innehatte. War die Dosis zu klein oder lag
Pscudoheilung vor, so kann man auf diese Weise, wenigstens voriibergehend,
den Krampf wieder auslésen. Zeigt diese Behandlung keinen Einflul}, so wird
das Tier mehrere Male im Kreis herumgeschwenkt. Wird auch hierdurch kein
Krampf ausgelost, so ist die Heilung als fast sicher anzusehen. Immerhin
reagieren cinige Auflenseiter auch hierauf nicht, doch werden diese dadurch,
daB der Test an 6 Tieren zugleich ausgefithrt wird, leicht erkannt.

Die Priifung auf Pseudoheilung ist auferordentlich wichtig 26). Viele in
der Literatur als kristallisierte Vitamin B-Prdaparate angesprochene Sub-
stanzen sind bei richtiger Auswertung vollkommen wirkungslos. Schon mancher
TrugschluB hitte bei richtiger Technik vermieden werden konnen.

Die Berechnung der Wertigkeit des Priparats erfolgt, indem man das
Gewicht der Dosis durch die Anzahl der Tage bis zum Wiederauftreten der
Krampfe dividiert und dadurch die Taubentagesdosis des Praparats erhilt.

Eine Taubentagesdosis ist gleich einer internationalen Einheit (Kinnersley).

23) Kinnersley-Peters c. s, Biochemic. J. 18, 585 (1924); 19, 820 (1925);
21, 777 (1927); 22, 267, 419 (1928); 24, 1832, 1944 (1930).

24) Schultz-Laquer, Z. physiol. Chem. 219, 158 (1933).

25) Williams-Seidell, J. of biol. Chem. 26, 431 (1916).

26) Kon, Biochemic. J. 20, 834 (1927).

26a) Scheunert-Schieblich, Z. Tierzichtg 8, 3156 (1927).

26b) Coward c. s., Biochemic. J. 27, 1719 (1933).

27) Guha-Drummond, Biochemic. J. 23, 882 (1929).



172

Zu beachten ist, daB bei Injektion der Substanz eine etwa 30 9, groBere Wirkung
erzielt wird, als nach peroraler Darreichung.

Tiere, die zu schwach sind, werden selbstverstandlich nicht fiir die Aus-
wertung herangezogen. Am besten nimmt man nach Kinnersley c. s. nur
solche Tiere, die vor dem 30. Tage an Beriberi erkrankten. Der Ausbruch der
Krampfe ist fiir ein und dasselbe Tier sehr konstant (,,day constant‘‘), doch
fir verschiedene Tiere differierend. Man kann Tiere auf der Reiskost ein-
teilen in schnell reagierende, bei denen typische Symptome schon nach 17 Tagen
erscheinen, mittel reagierende, bei denen in 17—23 Tagen die typischen Krampfe
erfolgen, und langsam reagierende, die erst in 23—30 Tagen ansprechen. Ge-
wicht und Farbe der Tiere spielen dabei keine Rolle.

Die zu priifende Dosis muf} innerhalb 6—12 Stunden nach Einsetzen der
Symptome verabreicht werden. Die Heilung soll nicht mehr als 10 Tage be-
tragen. Nach dem Wiederauftreten der Symptome erhalten die Tiere eine ge-
niigende Dosis Marmite und bleiben noch 2—3 Tage im Labor. Dann kommen
sie wieder zu den anderen Tieren in den Tierstall und erhalten die Standardkost.
Nach 20—30 Tagen sind sie wieder fiir Reiserndahrung brauchbar.

AuBler der Wirmeheilung, auf die wie oben gepriift wird, ist vielfach
empfohlen, den Tieren vor dem Test eine Dosis von Glukose zu verabreichen.
Einige Tiere zeigen darauf Heilung und werden ausgeschaltet.

Eine gewisse Rolle bei der Auswertung eines Priparates spielen weiter die
abnorm- stark reagierenden Tiere, die schon mit Dosen geheilt werden, auf die
andere noch nicht reagieren. Durch geniigend grofie Serien kann man solche
Fille ausschalten. Bei der Berechnung werden sie nicht beriicksichtigt. Ein
Beispiel eines solchen Falles ist aus folgender Tabelle ersichtlich:

Tabelle 60
Prepamtlon Stock H. 0,1cc.= 1/1900 of the whole

D&y on which Days of
Dose | Bird | symptoms | cure and
appeared | protection
0,1 cc. 37 23rd 2
52 24 th 2
[60 24th (6) ?] abnormal

2 3lst 2
0,2 ce. 30 — 3
1 23rd 4
56 30th 4
98 18th 7
66 28 th 7

Dic Fehlergrenze der Methode betrigt etwa 40 9.

Die Methode ist nicht ganz einfach zu handhaben. Man halte sich stets die
Fehlermoéglichkeiten vor Augen. Manche Fehler lassen sich vermeiden, wenn man
wie oben beschrieben verfihrt. Man mufl also:

1. die Tiere vor Beginn des Versuchs mindestens 20—30 Tage auf einer voll-
wertigen Standardkost halten.

2. Die Hitzeheilung ausschalten.

3. Die Glucoseheilung priiffen und erst, wenn diese negativ ausfillt, testen.
Die meisten Tiere lassen sich nur einmal durch Glucose zur Heilung bringen
und sind dann brauchbar. Immerhin sind Fille bekannt, in denen die Hei-
lung durch Glugose stets eintrat. Solche Tiere sind unbrauchbar.
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4. Die Wasserheilung ausschalten. Einige wenige Tiere sind durch Wasser-
injektion heilbar. Diese Fehlerquelle ist schon durch die Priifung auf Glu-
coseheilung ausgeschaltet.

5. Die zu stark reagierenden Tiere vernachlédssigen und stets mit einer ganzen
Serie von Tieren fur jede Dosis arbeiten.

Die Priifung auf Glukoseheilung geschieht durch Injektion von 20—40mg Glucose.

Noch eine weitere Fehlermdglichkeit ist gegeben. XEs ist bekannt, daB3 einige
Tiere iiberhaupt nicht auf Zufuhr von B, reagieren. Kinnersley c. s. fanden,
daB etwa 19, aller Tauben durch Zufuhr von B, nicht geheilt werden. Durch An-
wendung geniigend groBen Tiermaterials 18t sich dieser Fehler vermeiden.

Tabelle 61 nach Windaus und Mitarbeiter (1. c. 56) zeigt ein typisches
Auswertungsbeispiel mit der rein dargestellten Substanz:

Tabelle 61. Taubenversuche

Nach
Anfangs- Auftreten dieser Angew. A{xzahl der Tage, Tages-
Nr. gewicht _ c}er Zeit Dosis wa}.xrond welcher| 4.4iq
Kriampfe Gewicht die Krimpfe
. nach Tagen j . ausblieben
in g in g in y

12 478 23 297 6,6 4

20 373 18 276 6,6 2

35 400 25 266 6,6 2

79 373 18 228 6,6 3
110 363 21 223 6,6 3

44 380 21 249 6,6 3

53 405 27 249 6,6 2

78 406 20 313 6,6 3
108 451 25 268 6,6 4

93 355 29 212 5,6 2
183 407 25 245 5,56 2

30 449 23 270 5,6 2

13 411 27 240 5,5 3

15 442 20 302 5,56 2

40 380 26 220 5,5 4

32 420 25 228 5,5 2

2. Der prophylaktische Taubentest

Die oben beschriebene Methode der Auswertung des Vitaminsg B, kann auch
in prophylaktischer Form Anwendung finden. Allerdings ist sic weniger sicher.

Man hat bei der prophylaktischen Methode zwei Fehlerquellen zu berticksich-
tigen. Erstens mufB der ,,day constant’‘ des Tieres, d. h. der Tag an dem die Taube
unbehandelt geolassen, an typischen Erscheinungen erkrankt, bekannt sein und zwei-
tens muB man beriicksichtigen, daf3 nach etwa 30 tigiger Reisfiitterung der Vitamin
B,-Bedarf des Tieres cin groBerer ist als vorher. Man kann also z. B. ein Tier wiih-
rend 30 tiigiger Fiitterung durch prophylaktische Gaben vor der Polyneuritis schiitzen,
aber in manchen Fillen tritt nach dieser Zeit doch die Krankheit auf.

3. Der kurative Rattentest von Peters und Mitarbeiter 29)

Der Test beruht auf der Erscheinung, da3 ausgewachsene Ratten (ménn-
lich, Gewicht etwa 250 g, weiblich, Gewicht etwa 170 g) auf einer B,-freien Kost
nach 21—24 Tagen 100—120 g an Gewicht verlieren und typische, auf B,-Mangel

29) Kinnerslevy-Peters-Re&der, Biochemic. J. 24, 1820 (1930).
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beruhende Erscheinungen zeigen, die durch Zufuhr von Vitamin B, behoben
werden kénnen. Die Erscheinungen sind die von Hofmeister beschriebenen.
Es setzen nach etwa 21—24 Tagen ziemlich unvermittelt Konvulsionen ein,
die von Paralyse der hinteren Extremitéten begleitet sind. Nur Tiere im atak-
tischen oder spastischen Stadium sind zu verwerten.

Die zu priifende Substanz wird am besten mit der Pipette oder aber sub-
kutan gegeben. War sie wirksam, zeigt sich schon nach 20 Minuten eine deut-
liche Besserung im Zustand des Tieres. Die Heilung dauert je nach der Dosis
langere oder kiirzere Zeit. Im allgemeinen ist eine Heilung von 8—12 Tagen
zu erzielen. Das Tier wird bis zum Auftreten neuer Beriberisymptome beob-
achtet und die Zeit als Maflstab der Wirkung angesehen. Die Berechnung
erfolgt wie bei der Taubentagesdosis, indem man die Dosis durch die Anzahl
Tage bis zum Wiederauftreten der Erscheinungen dividiert und so die Ratten-
tagesdosis des Praparats erhalt. Eine Rattentagesdosis entspricht etwa 0,5 bis
1 Taubentagesdosis. Die Rattentagesdosis ist identisch mit der Sherman-
Einheit.

Bei der Auswertung ist zu beachten, daB nicht alle Symptome der Beriberi
wihrend der Behandlung verschwinden. So bleiben z. B. die Ataxie und die
Odeme der FiiBe bestehen. Sie beruhen nicht auf Mangel an B,, sondern auf
B,-Mangel (s. dort). Als Kost wird am besten die Hofmeistersche oder die
von Peters-Kinnersley und Reader verabreicht. Der kurative Rattentest
ist nicht so genau wie der Taubentest. Doch kann man bei einiger Ubung ver-
gleichbare Werte erzielen:

Tabelle 62
Dose of | No. of day doses Activity
vitamin B, m
prep. cc. | Pigeons Rats 8-
A | 1,0 | 4420 | ¢ 3] 12

(B) 0,1 2,9(37) | 4,5(12) 0,13

0,15 — 6 (2) 0,13

(€) 0,10 3,8 (8) | 3,5 (5) 0,10

(D) 0,08 50 (3) | 4 (6) 0,25

Tabelle 63
A. Pigeon tests
. M(;nth of Wexght Dvays” on Doée o Day dosé
Bird test g. diet mg. Day cure mg.
a) Doses introduced by the mouth:

213 July 220 20 0,044 9 0,005
104 ’ 217 19 ’ 5 0,008
166 ’ 240 17 ’ 3 0,015
123 June 217 26 ' 5 0,009
174 July 250 25 v 4 0,011
210 June 300 — » 11 0,004
153 ” 208 13 0,029 9 0,003
130 » 224 20 0,087 8 0,011
149 » 280 20 0,029 2 0,015

Average 0,009 mg.
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[

. e e
. Month of | Weight | Days on Dose ! Day dose

Bird test ! gg d};et mg. | Doy cure }x’ng.

b) Doses injected into breast muscle in 0,5 cc. 0,9 %, saline:
103 Aug. 170 15 0,020 2 0,010
345 ’ 250 30 0,018 7 0,0025
390 Sept. 294 24 0,024 4 0,006
254 Oct. 202 27 - 2 0,012
411 . 258 27 . 6 0,004
365 | . ’ 260 ' 27 l . ' 4 0,006

Average 0,00frng.
B. Rat tests

Rat ’Dose mg.IDay cure Da;r dosemg

346 0,029 8 0,004

376 0,029 7 0,004
347 0,020 3 0,007
386 0,020 3,56 0,006

Average 0,005 mg.

4. Der Test am Reisvogel

Hollander und Japaner bevorzugen zum Nachweis des Vitamins B; den
Versuch am Reisvogel (Munia maja). Spruyt gibt folgende Technik 30):

Die Reisvogel werden in Zehnergruppen in grofien Kifigen gehalten und
14 Tage lang ausschlieBllich mit poliertem gewissertem Reis und Wasser ge-
fiittert. Dann erhalten sie das zu priiffende Priparat. Dabei wird die Substanz
in wifrig-alkoholischer Losung auf dem polierten Reis getrocknet und ver-
fiittert. Die Tiere erhalten den so behandelten Reis ad libitum. Die Auswertung
erfolgt durch Vergleich der Ergebnisse mit denen eines Standardversuches,
in welchem ein kristallisiertes Vitamin B,-Priparat auf Reis getrocknet ver-
fiittert wurde.

Trocknet man ein Vitamin B,-Priparat, das in 0,4 mg etwa 100 inter-
nationale Einheiten besitzt auf 500 g Reis und fiittert damit die 14 Tage mit
Reis vorbehandelten Tiere, so zeigen von der Zehnergruppe nach 15 Tagen
2 Tiere Polyneuritis, nach 21 Tagen sind 2—3 Tiere erkrankt. Wurden auf
500 g Reis iiber 100 E. getrocknet, so erkranken in den ersten 12 Tagen von
10 Tieren héchstens 1. Enthielt der Reis 75 internationale Einheiten Vitamin B,
so sind nach 15 Tagen 3—4 Tiere polyneuritisch und nach 21 Tagen alle er-
krankt. Wurden weniger als 75 E. auf 500 g Reis gegeben, so zeigen nach
15 Tagen alle Vigel Polyncuritis. An Hand dieser Skala kann der Vitamin B,-
Gehalt jeder auf dem verfiitterten Reis getrockneten Substanz direkt in inter-
nationalen Einheiten bestimmt werden.

Beispiel: Auswertung des B,-Gehalts von unpoliertem Reis. 500 g des un-
polierten gemahlenen Reises werden mit 3 Liter Extraktionsflussigkeit 20 Stunden
lang extrahiert. Die Extraktionsflissigkeit enthilt auf 1 Liter Wasser 200 cem
Alkohol, 96 %ig, 2,6 cem 25 Y ige Salzsdure und 10 cem Toluol. Der py betrigt vor
der Extraktion 1—2, nach beendigter Extraktion 3—4. Man trocknet von diesem
Extrakt, der aus 500 g Reis gewonnen wurde 2/,, 1/,, 1/; oder 1/, auf 500 g poliertem
gowiissertem Reis und verfiittert jede dieser Reissorten an je 10 Tiere, die vorher

30) Spruyt, Arch. néerl. Physiol. 1934, 295.
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14 Tage lang nur polierten Reis erhielten. Die Wirksamkeit wird nach den Tieren
berechnet, die nach 3 Wochen gesund bleiben. Im Parallelversuch wird ein auf
Reis getrocknetes Standardpréparat bekannter Wirksamkeit verfiittert.

Tabelle 64
Einheiten pro 500 g Reis L .
im R ei};v o gelteit mg Vitamin in 500 g Reis
225 0,9
450 1,8
itber 100 0,5
iber 100 0,6
225 0,9
175 0,8

Vergloichmit demRattenwachstumstest: Die erhaltenen Werte wurden
mit dem Rattentest verglichen. Junge Ratten erhielten eine Kost aus 90 Teilen
poliertem Reis, 3 Teilen Casein, 3 Teilen Salz, 0,5 Teilen Lebertran und 7 Teilen
Hefe (5 Stunden bei py 5 auf 120° erhitzt). Nach Eintritt des Gewichtsstillstandes
wurde der oben dargestellte Extrakt aus Reis verfiittert (Pipette oder Sonde), und
zwar wurde die Losung so eingeengt, daff in 0,1—0,2 cem der Extrakt aus 3—14 g
Reis enthalten war. Im Parallelversuch wurden verschiedene Dosen des internatio-
nalen Standards gewertet. Es ergab sich aus diesem Vergleich folgendes Bild fiir
die beschriebenen 6 Reissorten:

Tabelle 65
) . o mg Vitamin in 500 g Reis
g Reis pro Rattendosis im Rattenwachstumstest
6 0,9
3 1,7
12 0,4
10 0,5
6 0,9
7 0,7

Der Vergleich zeigt also, daBl die Auswertung nach den beiden Methoden
iibereinstimmende Werte ergibt, wenn in beiden Féllen nach einem Standard-
priaparat getestet wurde.

5. Der Rattenwachstumstest von Chick und Roscoe 31)

Der Test beruht auf der Erscheinung, daBl bei B,-arm erndhrten Ratten
nach einiger Zeit Wachstumsstillstand auftritt, der sich spezifisch durch Zufuhr
von Vitamin B, beheben 148t. Auf die Bedeutung der geniigenden B,-Versorgung
wurde bereits oben hingewiesen.

Man verwendet junge, wachsende Ratten im Gewicht von 40—50 g, die in
Einzelkifigen gehalten werden oder die man withrend der Vorperiode wurfweise
zusammenléBt. Die Tiere crhalten eine der B,-freien Kostformen und Wasser ad
libitum. Als B,-Zulage dient autoklavierte Hefe. Die Ratten werden wichentlich
zweimal gewogen. Die Vorperiode bis zum Eintritt des Gowichtsstillstandes dauert
etwa 25 Tage (auf der Didt P 2L 3—5 Wochen, auf der Didt FL etwa 2—3 Wochen).

Die Versuchsperiode beginnt, wenn dic Tiere bei zwei aufeinanderfolgenden
Wigungen nicht mehr an Gewicht zunehmen oder schon abnehmen. Man teilt dann

31) Chick c. s., Biochemic. J. 23, 489 (1929); 24, 1744 (1930); 22, 790 (1928);
26, 1223 (1932). .
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die Ratten in Gruppen auf, die einander moglichst gleichwertig zusammengesetzt
sind. Es werden pro Dosis der zu untersuchenden Substanz nach Sherman-Spohn
10 Tiere benstigt. Fiir die Auswertung einer Substanz muf man also mit 6-—8 Wiirfen
rechnen. Das Gewicht der Tiere zu Beginn der Versuchsperiode soll im Durchschnitt
75 g betragen. Die Grenzen sind moglichst eng zu stecken, indem zu leichte oder
zu schwere Tiere verworfen werden. Die zu priifenden Substanzen werden mit
wenig Futter angeriihrt verabreicht oder mit der Pipette gegeben.

Die Versuchsdauer betridgt 5—8 Wochen. Sherman-Spohn 82) bevorzugen
den 8-Wochen-Versuch, wihrend Chick und Mitarbeiter mit 5 Wochen auskommen.
Es ist im allgemeinen zu empfehlen, den Versuch nicht zu schr auszudehenn, da nach
cinigen Wochen die Gewichtskurve UnregelmiiBigkeiten zeigt und sogar Gewichts-
verluste vorkommen konnen. Das ist namentlich bei der Auswertung reiner Pré-
parate der Fall. Man nimmt an, daB es sich hierbei um das Fehlen eines weitoren
von der Ratte bendtigten Wachstumsfaktors handelt.

Die Auswertung erfolgt meist unter M
Umgehung der ersten Versuchswoche, da /\‘ ,&2
wihrend dieser Zeit die Gewichtszunahmen /

noch reichlich ungleichméfig sind. Bewer-
tet werden meist die folgenden 4—5 Wochen. /
Als internationale Einheit Vitamin B, gilt IA\

diejenige Menge, dic einen Gewichtsanstieg
von 10—14 g pro Woche verursacht. Die ~ \4290
internationale Einheit ist gleich einer Ratten- V
wachstumseinheit oder gleich 2—3 Tauben-
tagesdosen.

4241

A

Chick und Roscoe setzen die Einheit als J /\fl
diejenige Menge fest, die in 5 Wochen cine Ge-

wichtszunahme von 50—60 g hervorruft. /

Guha und Drummond 84) nchmen als 100AYS
Einheit diejenige Menge, die in 2—4 Wo- o
chen cine Gewichtszunahme von 10—12 g pro  Abb. 73, Gewichtskurve von Rat-
Woche gibt. ten auf der Sherman-Spohn-

Der internationale Standard ist ein Ful. ~¥ostmischung. Zulage von 0,5
1 teadsorbat d . . Reisschal autoklavierter Hefe vom 15. Tage
erer.r ea‘ sorbat des Vitamins aus elsTm g en,  .h Dio Tiere 4242 und 4240
das in einer Menge von 10 mg pro die einen  erhielton vom 35.-—53. Tag eine
Gewichtsanstieg von 10—14 g pro Woche B,-Zulage. (Nach Williams.)
verursacht. 10 mg entsprechen also 1 E.

Nach dieser Auswertung hat Hefe pro Gramm etwa 16—18 internationale
Einheiten, wihrend Weizenkeime etwa 8 K. pro. Gramm besitzen. Die inter-
nationale Einheit bezieht sich auf einen Fiinfwochenversuch (Tabellen 66 u. 67).

Kemmerer-Steenbock 85) fanden neuerdings mit 10 mg des Standards bei
ihren Ratten eine wochentliche Gewichtszunahme von 11,8 g.

106RA

6. Der prophylaktische Test

Der Rattenwachstumstest liefert auch in der prophylaktischen Form gute
Werte. Natiirlich muf hier fiir geniigend umfangreiche Kontrollversuche ge-
sorgt werden.

32) Sherman c. s., Amer. J. chem. Soc. 45, 2719 (1923); J. of biol. Chem.
74, 107 (1927). — Scheunert c. s., Biochem. Z. 113 (1927).
34) Guha-Drummond, Biochemic. J. 23, 880 (1929).
35) Kemmerer-Steenbock, J. of biol. Chem. 103, 361 (1933).
Bomskov, Vitaminforschung 12
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Tabelle 66. Comparative (antineuritic) vitamin B; value of (a) the
standard adsorption product from rice polishings, (b) dried yeast,
(¢)wheatembryo,and (d) Peter’santineuritic concentrate fromyeast
(Vitamin B, supplied as autoclaved yeast extract, daily dose = 0,5 g. yeast (dry wt.))

| Av.oweekly | Av, weekly
i . increment .
| Daily in weight increment
Material + dose 51132};(!; , | in growth during
i observation |1 st week | 5th week
e L8 g . g
a) International Standard . . . | 0,026 1 16,2
0,012 6 14,3 15,0 13,5
0,009 4 11,6 15,0 8,2
0,006 4 7,7 8,5 6,5
International Standard after 0,010 2 11,4 19,0 9,0
10—12 months in refrigerator | 0,0075 2 9,7 13,0 4,0
International Standard after 0,010 2 10,6 14,5 11,0
10—12 months at 37° 0,0075 2 8,1 14,0 5,0
b) Dried yeast . . . . .. .. 0,10 3 17,5 17,5 12,0
0,075 5 14,6 17,2 11,0
0,05 5 " 10,9 9,7 11,5
¢) Wheat embryo . . . . . . . 0,20 4 | 164 17,0 10,0
0,15 4 15,2 17,7 9,2
0,10 6 10,3 13,6 7,2
ce. |
d) Peters’s antineuritic concen- | 0,10 17,2 18,0 1 17,0
trate from yeast 0,075 17,4 21,0 1 15,0
0,1cc.7=0,6g. yeast dry weight) | 0,05 15,4 17,7 1 1L0

Tabelle 67. Comparison of (antinceuritic) vitamin B, assay using basal
diets containing egg-white (diet E.L.) and autoclaved yeast (diet

P.Y.) respectively as sources of vitamin B,

Material

Daily dose

N
Litter; Rat
|

Yeast Fraction X

» XL,C |

y X,
N XIICai
” XII, |
. XII,C

Dried egg yolk

‘ Equiv. to 0,12 g.dry yeast
i N

»o 0,25 )
»o 0,25 "
» o 1,0 "
» o 0,12 .
. 0,25 “

0,5 g. = 1,9 fresh

1,0 g. = 3,9 fresh

14
15
11,6
12,6
16
11,5
22
28
15

14

18,5
16
19,5

Body! Weekly
wt, J\Dict increase inwt, | Av.
| g
4109 50 E.L. 13,16,12
4149 P.Y. 17,12, 16
3979 EL.| 9,14
4063 P.Y.[11,14
4099 2 L. 21,13, 14
3969 P.Y. 16,13,7, 10
3739 3.L. 22
3613 P.Y. 23,34
3683 3.L.| 20,17,11, 15, 14
3603 P.Y.|18,17,7,17, 11
4623 E.L.| 15,18, 20,21
4703 . 117,13,18,15
14503 P.Y.|26,21,18,13
4683 . 128,10,18,15
4649 EL.|221
4619 P.Y. 7,3, —1
4659 E.L.|16,18,13,8
4663 P.Y. 26,19,12,9
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Ratten mit einem Gewicht von 40—50 g erhalten eine der oben beschrie-
benen B,-freien Kostmischungen und Wasser ad libitum. Die Tiere werden
2mal wochentlich gewogen und vom ersten Versuchstage an mit der zu priifenden
Substanz behandelt. Haltung und Pflege der Tiere ist dieselbe wie oben.

Um einen Vergleich mit einem Standard zu erméglichen, wird ein Parallel-
versuch mit gleichwertigen Tieren angestellt, die eine Dosis eines B,-Priparats
bekannter Wirksamkeit erhalten. '

Sherman-McArthur (1. e. 32) nechmen Tiere im Alter von 28—29 Tagen und
eine Versuchsperiode von 8 Wochen (56 Tage). Das Testergebnis war in ihren Ver-
suchen dasselbe, ob eine Vorperiode eingeschaltet wurde oder nicht, d. h. ob kurativ
oder prophylaktisch ausgewertet wurde. Sherman und Mitarbeiter fanden die
besten Ergebnisse bei cinem 8-Wochen-Versuch, wenn die Gewichtszunahmen sich
etwa bei 10 g hielten (fur dic Zeit
von 8 Wochen!!). Tiere mit hohe-
rem Anfangsgewicht nehmen weniger
zu als leichtere. Weibliche Tierc zei-
gen kleinere Zunahmen als méannliche.
Sherman fand z. B. in 8 Wochen
eine Gewichtszunahme von 11,32 g
fiir ménnliche Tiere und ecine solche
von 8,47 g fiir weibliche Tiere. Beide
Gruppen crhiclten dieselbe Vitamin-
dosis (Abb. 74).

W
(]

7. Der ,,maintenance* oder
Taubenwachstumtest

!
—
[
\‘?‘“-'e

(N |
8 S o 3 N

Der Taubenwachstumtest ist
eine wenig  genauc  Auswertungs-
{n«»?hOd@. 'l Eh‘llwit.ist (:!axlgc}n die- 0 /0 20 30 40 %0 e0
jenige Dosis, dic bei Reisfiitterung TIME IN DAYS
Temperatur und Gewicht der Tauben
konstant hilt. Eine Einheit ist etwa
6—24mal kleiner als die TTD, je
nach den Versuchsbedingungen.

Bedeutend verbessert wurde die
Methode von Klotz 36). Er ging (Auswertung des B,-Goehalts von Tomaten-
von der Vorstellung aus, dal Reis saft.) (Nach Sherman.)
allein auf dic Dauer keine genagende
Nahrung fiir dic Taube ist. Ein Gewichtstest ist aber nur bei vollwertiger Didit
brauchbar. Klotz fiittert deshalb Tauben mit einer in jeder Bezichung vollwer-
tigen Kost, in der nur das Vitamin B, fchlt.  Vitamin B, wird von der Taube
nicht benétigt und kann vernachlissigt werden.

Das erste Zeichen des By-Mangels der so gefiitterten Tauben ist Anorexie. Die
Tauben werden téglich gewogen. Wenn sie 5 Tage nacheinander nicht mehr an
Gewicht zunehmen oder schon abzunchmen beginnen, bricht man die Vorperiodo
ab und fiittert die zu priifende Substanz. Die Tiere erhalten weiter diesclbe Diit
und Wasser ad libitum. Als eine Taubencinheit bezeichnet man diejenige Dosis,
die téglich verabreicht 10—14 Tage lang das Gewicht der 300 g schweren Tiere
konstant erhiillt. Waren die Tauben leichter oder schwerer als 300 g, so kann die
gefundene Dosis nach der Formel von Klotz, dic cine Bezichung zwischen Kérper-
gewicht und Vitaminminimum darstellt, umgerechnet werden. Danach ist:

5
Vitamin = K - Gewicht®.

GAIN OF WEIGHT IN GRAMS

Abb. 74. Gewichtskurven von Ratten, die
auf ciner B -freien Kost tiglich steigende
Dosen Tomatensaft crhielten.

36) Klotz c. s., J. of biol. Chem. 94, 765 (1931/32); Amer. J. Physiol. 81, 470

(1927); Thesis Yale University 1926.
12*
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Tabelle 68. Assay Data for Antineuritic Vitamin B Concentrate I-A

Pigeon 89 Pigeon 86 Pigeon 83
Daily bod, Daily body Daily body
Dose weight V| Dose weight Dose _weight
ce. gm. ce. gm, cc. gm,
0 311 3,0%) 238 0 328
310 327
Sunday 2,0 251 Sunday
296 319
287 1,0 260 318
311
0,6 (287) **) 0,5 272
289 286 0,2 (311) **)
298 308 309
301 Sunday 316
313 310 322
Sunday 319 Sunday
314 320
317 0,1 (Sunday)
0,2 | (314)**) 318
322 0,2 (317) **) 317
324 323 313
319 Sunday 320
323 327 322
328 336 317
Sunday 330 Sunday
326 320
0,1 (Sunday) 343 328
324 344 318
327 Sunday
327 0 (318) %%)
327 0,1 (Sunday) 319
—_ 344 309
— 347 302
Sunday 343 Sunday
327 347 298
338 350
Concluded
0 (338) **) —
315 Sunday
313 337
309 342
305
Sunday 0 (342) **)
332
332
323
325
Sunday
311
304
297

) "‘-). Dose administered to cure neuritic symptoms.
**) Each weight given is that measured on the day following the administration
of a given dose; if the dose had any effect, one would expect to notice this on the
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Fiir jede auszuwertende Dosis nimmt man mindestens 3 Tiere, die in besonderen
Kiifigen, in denen eine Erhohung des Stoffwechsels durch zu groBe Bewegung un-
moglich ist, gehalten werden (Plimmer-Rosedale-Raymond 87)).

Plimmer c. 8. fordern von einer wirksamen Substanz, daB sie auf B,-freier
Kost 26 Wochen lang das Gewicht der Tiere konstant erhilt. Sie nehmen eine Diét,
die zur Hauptsache aus Reis und Fischmehl besteht. Hefezulage von 49, hilt
26 Wochen lang das Gewicht der Taube auf derselben Héhe. Auch nach der Methode
von Block, der auller Reis Fleischabfiille gibt, kénnen die Tiere bei Zugabe von
Vitamin B, lange Zcit gewichtskonstant gehalten werden. Ein Beispiel nach Block
geht aus Tabelle 68 hervor.

Block und Mitarbeiter konnten die Einwiinde, die namentlich von Carter,
Kinnersley und Peters gegen die Spezifitit der Methode erhoben wurden, nicht
anerkennen. Danach sollte die Methode fiir den B;-Mangel nicht spezifisch sein,
sondern fiir eine weitere von der Taube fiir ,,Gewichts-maintenance* benétigte
Substanz.

Carter und Mitarbeiter 87a) fiitterten Tauben mit Reis unter Zugabe von
Lebertran und bestimmten dann diejenige Vitamin B,-Menge, die das Gewicht der
Tiere 30—35 Tage lang konstant erhilt (bei tiglicher Verabreichung mit einer tég-
lichen Gewichtsdifferenz von 4.1 g). Sie geben an, daB Reisfiitterung fiir den main-
tenance-Test ausreichend ist, wenn er nicht linger als 30 Tage ausgedehnt wird.
Carter und Mitarbeiter fanden die Dosis an Marmite, die ihren Forderungen ent-
sprach, in 1 g pro die. Diese Menge enthielt 4,3 kurative TTD. Wurde dieselbe Vi-
taminmengo in Form eines hochgereinigten Priparats gegeben, so trat keine Wir-
kung cin. Dagegen gelang es durch Verfiitterung einer nicht mehr B,-haltigen Frak-
tion das Gewicht konstant zu halten. Es geht daraus hervor, da3 der maintenance-
Toest auf Reisnahrung fiir die Auswertung des Vitamins B, unspezifisch ist. Er ist
vielleicht fir Vitamin B; ( ?) brauchbar.

Tabelle 69. Assay Data for Antineuritic Vitamin B Corrected
to Apply to a 300 Gm. Pigeon

Average Minimum dose
Test Pigeon |body weight Corrocted
product No. over test  |Measured|for 300gm.
period pigeon
T e | e | e
Concentrate 89 328 0,1 0,086
I-A 86 344 0,1 0,080
83 319 0,1 0,090
Average . . . . . . e e 0,085
Concentrate 89 281 1,2 1,34
I-B-4 51 300 1,4 1,40
63 277 1,0 1,60
86 299 1,5 1,50
Mean . . . . . « . v & o .. 1,27 1,46
Average deviation e e . 0,18 0,12
' ,» inpercentofmean| 14 8,2
*Corrected dose taken for comparison with
results of assays of other preparations . . 1,6

following day rather than the same day. The weight enclosed in parentheses is that
for the same day the new dose was begun; this weight was taken just before ad-
ministering the test material.
37) Plimmer c. s., Biochemic. J. 21, 1140 (1927); 17, 787 (1923); 23, 546 (1929).
37a) Carter c. s., J. Physiol. 68 (1929).
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Die Methode ist trotzdem angefiihrt, weil erstens sehr viele Nahrungsmittel
damit ausgewertet wurden und weil sie zweitens ein gutes Beispiel dafiir ist, wie
ein Test bei weitgehender Reinigung der wirksamen Substanz seine Spezifitét ein-

biBen kann.
Tabelle 70. Wheat
b Time Diet ’Welghts,g‘ Number of Result,
] s S e o ok
i i i
26. iii. 24 t ] 90 J 0 1 440 365 | 4 in Apr May |2 hatched and reared;
to . ! " ’ i |2 descrted
28. v. 24 10 | | I i ‘
29. v. 24 18 10 5 ! 430 370j 2 in June i Both hatched and reared
to ! I | ! i
23 vii. 24 8 | Lo |
24, vil, 24 70 | 20 | 5 | 425 365, 4 in July, Aug. |2 hatched and roared;
to ! | ‘ 2 deserted
3. ix. 24 6. ‘ i
4. ix. 24 © 60 30 5 | 440 365 14 in Sept., Oct., 4 unfertile; 10 addled and
to ! ‘ } ' Nov., Jan., Fcb.,  deserted
7. iv. 25 31 | Mar., Apr.
8. iv. 25 170 | 20 5 1450 385 2 in May ; 1 unfertile; 1 fertile, de-
to 1 1 1 i ' oserted
6.v.25 . 4, | oo ’
7.v. 25 S 751 20 5 | 445, 380 4 in May, June | 1 very small egg; 2 un-
i , i : i fertile; 1 addled.  Hen
to ' ‘ | died; no particular sym
17. vi. 26 . 6 i ‘ : ! : ! ptoms
; | i i i No. 118 ' New hen
1. vii. 25 175 1 20 5 400 335 12 in July, Oct.,! 1 addled; 2 hatched and
; \ | ‘ Feb., Mar., ‘ reared; 2 hatched and
| i | . May } died in 2nd week with
to ‘ i ‘ | ! i | enlarged hearts; 4 deser-
i ! | Uted; 2 dead .in  shell;
' i i 1 ! 1 hatched, died in 2nd
26. vi. 26 | 51 i 430 | 365 week with polyneuritis
27, vi. 26 - 60 135 5 ‘ 7 in June, July,! 5 deserted, fertile; 2 dead
to . i ’ ‘ i ! Aug., Sept. at hatch
29. ix. 26 | 14 | : | 450 . 415 |
30. ix. 26 I 30 4 65 ‘ 5 | i i 2 in Oct. | Deserted, fertile, Hen
4 i i i I died on 31, xii. 26 after
0 ‘ | i 13 weeks.  Cock died of
7.0 27 023 ‘ 350 | polyncuritis
| i ! No. | No, !
! | i L onf2 | 2503
18. xi. 25 {50 | 45 | 5 440 | 445 8 in Fobr., Apr.,| 1 dead in shell; 1 hatched
4 | | I June, July and rearcd; 1 hatched
o | ! i and died; 5 fertile and
29. ix. 26 45 | | 1415 . 465 . deserted
30. ix. 26 1750200 5 | [ 9 in Oct., Feb., | 8 fertile and deserted;
to | i : . Mar., Apr,, 1 unfertile
25.v. 21 | 34 ; 4351 460 | May
J No.03 | | |
10. iv. 27 40 | 55 5 | 455|380 6 in Apr, May, | 1 hatched and reared, but
| q . June very poor growth; 2 un-
to 1‘ : fertile; 3 fertile and de-
17. viii. 27 | 23 385 i 295 : serted
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8. Der Test von Plimmer*)

Plimmer und Mitarbeiter bestimmen das Vitamin B, verschiedener Nahrungs-
mittel, die nur wenig Vitamin enthalten, nach einer besonderen Methode. Soll z. B.
der Gehalt des Weizens an Vitamin B, bestimmt werden, so erhalten ausgewachsene
Tauben Weizen als Hauptnahrung und dazu 59, Fischmchl. )

Man setzt immer ein Paar zusammen und beobachtet das Verhalten der Tiere,
die Gewichtskurve und die Reproduktion. Der Test ist dann positiv, wenn die
. Tiere auf der Kost gut gedeihen und sich vermehren. War das z. B. mit 95 9%, Weizen

der Fall, dann folgt ein zweiter Versuch, wobei man nun 10 9, des Weizons durch
polierten, autoklavierten Reis ersetzt. Die Kost enthilt dann nur 809, Weizen.
War auch dieser Versuch positiv, so verdiinnt man die Kost mit Reis i unmer weiter,
bis man schlie8lich zu einer Verdiinnung kommt, hei der die Tiere weder wachsen
noch sich vermehren. Als Verdiinnung kann man statt Reis auch Weizenstirke
nehmen. Die Kost wird in Pillenform gegeben.

An Weizen geniigen fiir ,,maintenance‘‘ als Minimum 40 9, der Diiit, fiir ,,Ropro-
duktion‘ dagegen sind 75—809, erforderlich. Ein Beispicl geht aus Tabelle 70
hervor. Daraus ist auch ersichtlich, daB dic Dauer dicses Versuches, gemessen
an anderen Methoden, erheblich ist.

Plimmor und Mitarbeiter 88) haben nach dieser Methode fast alle Getreide-
arten untersucht. Eine zusammenfassende Tabelle sei gebracht:

Tabelle 71

Percentage quantity
of foodstuff required for
| R(‘armg | Mamtonum(
Oatmeal . . . . . Moro than 95 95
Sussex ground oats || More than 9")‘ 95
Whole oats . . . . 95 95
Barley (whole) . . 65 ) 55
Rye (whole) . . . 50—>55 45
Whole wheat flour . 75---80 40---50
Wheat germ . . . | More than 10, 6
Bran . . . . .. - ' 33
Middlings. . . . . 33
Maizo (kibbled) . . 75 | 50—60

Maize germ-meal

-1 v .
Maize gluten . ) |(,0nt&m very little vitamin B

Buckwheat . N 80 : 70
Millet . . . . . .| 55 ' 50
Dari . . i 60 50
Dried yoast . ; — ‘ 4
Baker’s yeast . . . — ! 10—12
Marmite . . . . . — | 8-—10

9. Der Herztest auf Vitamin B, *)

Der Herztest beruht auf der Erscheinung, da8 Ratten auf einer B,-freien Kost
withrend der Avitaminose eine schwere Sinusbradykardie entwickeln, die durch
Zugabe des Vitamins sofort zu beheben ist.

Junge Ratten werden auf die oben beschriebene Kost gesetzt und horen nach
etwa 2 Wochen auf zu wachsen. Zu gleicher Zeit tritt dic Herzschidigung ein. Die
Pulsfrequenz, die normal 500 betrigt, sinkt auf 250—300. Durch Injektion einer
B,-wirksamen Substanz ist die Storung in 3-—4 Stunden behoben. Die Herzstérung
hat nichts mit der Futterecinnahme zu tun. Am besten reduziert man aber die téig-
liche Einnahme der Ratte auf etwa 4—6 g.

"‘) bpezxﬁt&t zweifelhaft.
38) Plimmer und Mitarbeiter, Biochemic. J. 21, 1140 (1927).
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Nach einer Heilung, die etwa 3—4 Tage dauert, fallt die Pulsfrequenz wieder
und kann durch erneute Zulage der zu priifenden Substanz gehoben werden. Ein
typisches Beispiel der Auswertung geht aus Abb. 75 hervor.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB steigende Dosen auch steigende Wirkungen
entfalten. Im einzelnen geht daraus hervor, daB bei Tier 1 und 2 nach intraperitone-
aler Injektion von 0,15 ccm des Konzentrates die Pulsfrequenz 2 Tage lang normal
bleibt, wihrend nach oraler Gabe derselben Menge nur 1 Tag lang normale Werte
gefunden wurden (Nr. 4 und 5). Die Ratten 4, 2 und 5 erhielten die Dosen 0,3,
0,7 und 0,03 ccm. Am folgenden Tag stieg die Frequenz auf 500, 430 und 410.

Die Technik der Elektrokardiographie ist in den Arbeiten von Drury und Mit-
arbeitern 89) genau beschrieben. Das Tier wird in bestimmter Weise befestigt. Die
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Abb. 75. Pulsfrequenz von Ratten vor und nach Verabreichung einer einzelnen
Dosis Vitamin B;.
Cm = perorale Verabreichung, Ci = intraperitoneal, G = Weizenkeime, M = Marmite,
Am = Marmite autoklaviert. Die Kreise vor jeder Kurve bedeuten die normalen
Werte vor Beginn der Mangelkostfiitterung. (Nach Drury c.s.)

Messung geschieht mittels Nadelelektroden. Der Test wurde bisher als spezifisch
fiir das Vitamin B, angesehen, da autoklavierte Hefe oder Hefeextrakto nicht mehr
ansprachen. Nach neueren Untersuchungen muf} an der Spezifitét gezweifelt werden.
Es scheint vielmehr, daf3 die Herzstérung fiir das Fehlen des Vitamins B, typisch ist
und durch Zufuhr dieses Vitamins behoben werden kann. Danach wire dicser Test
also fiir Vitamin B, giiltig.

10. Der Temperaturtest *)

Nach Cramer und Mottram 40) ist die Senkung der Kérpertemperatur der
Ratte auf einer B,-armen Kost und die mit der Heilung der Avitaminoso cinsetzende
Steigerung ein weit empfindlicherer Indikator fiir An- und Abwesenheit des Vitamins
B, als das Verhalten des Gowichts.

Junge Ratten werden mit einem Gewicht von 70—100 g ausschlieBlich mit einer
B,-freien Kost, die aus Casein, Stirke, Olivenol und Salz unter Zugabe von Lebertran
besteht, gefiittert und wéchentlich Temperatur und Gewicht festgestellt. Dabei

*) Spezifitit zweifelhaft.
39) Drury-Harris-Maudsley, Biochemic. J. 24, 1632 (1930). — Carter-
Drury, J. of Physiol. 68 I (1929).
40) Cramer-Mottram, Lancet 2, 1093 (1927).
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wird die Temperatur stets um dieselbe Tageszeit gemessen. Die Tiere werden in
einem temperaturkonstanten Raum gehalten. (Wichtig!) Ist die Temperatur auf
36° gefallen, wird die zu untersuchende Substanz gefiittert.

Kehrt die Korpertemperatur innerhalb 2 Wochen nach Beginn der Dosierung
auf normale Werte zuriick, so wird das Ergebnis als vollkommene Heilung gewertet.
Waurde die normale Temperatur aber erst nach einer Periode von mehr als 2 Wochen
erreicht, gilt der Versuch als méBige Heilung. Tritt keine Temperaturerhthung ein,
ist der Versuch negativ. Bei den Untersuchungen gilt die Gewichtskurve als Kontroll-
test. Gewichtskurven und Temperaturkurven laufen vollkommen parallel. Fiir jode
auszuwertende Dosis braucht man 3 Tiere. AuBerdem werden positive und negative
Kontrollen angesetzt. Kin Beispiel sei in folgender Abbildung gebracht.
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Abb. 76. Beispiel zum Temperaturtest. (Nach Cramer c.s.)

11. Weitere Testmethoden, die fiir die Auswertung des Vitamins B,
angewandt wurden
1. Methode von Sure 41)

Surc benutzt fiir die Auswertung des Vitamins B, siugende Ratten und stellt die-
jenige Menge fest, die bei séugenden Ratten mit einem Gewicht von etwa 30 g wisthrend
7—10 Tagen eine Gewichtszunahme von 10 g verursacht. Diese Menge ist eine Einheit.

Die Tiere erhalten wihrend der Versuchszeit und auch vorher eine Standard-
kost. Die Methode wird zur Auswertung des Vitamins B wenig gebraucht.

2. Methode von Orr-Owing-Reader 42)

Die Methode beruht auf dem Wachstum von Streptothrix Corallinus, das
durch B, spezifisch geférdert werden soll. Es hat sich aber gezeigt, daB, obgleich
unreine Priparate damit auswertbar sind, kristallisierte Préaparate des Vitamins I3,
sich nicht werten lassen. Der wachstumsférdernde Faktor ist mit dem Vitamin B,
nicht identisch. Dasselbe gilt fiir die dlteren Methoden, die mit Hilfe des Hefe-
wachstums B,; nachweisen wollten (vgl. Bios).

8. Der Test von Passmore 43)

Der Nachweis beruht auf der Erscheinung, da8 das ,,Katatorulin‘’ die Sauer-
stoffaufnahme des Gehirnbreis avitaminotischer Tauben erhéht, und zwar geht die
Erhohung der anwesenden Menge parallel. Da auch die reinsten kristallinischen
Priparate diese Wirkung geben, ist das ,,Katatorulin® wahrscheinlich mit dem
Vitamin identisch. Die Bestimmung wird in der Warburg- Apparatur ausgefiihrt.

'41) Sure, J. of biol. Chem. 76, 673 (1928).

42) Orr-Owing-Reader, Biochemic. J. 22, 440 (1928).
43) Passmore, Biochemic. J. 27, 842 (1933). -
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4. Methode von Spruyt 44)

Zum Nachweis des Vitamins B, wird die Phosphorwolframsidurefillung eines
schon weitgehend gereinigten Vitaminextrakts als Maf3 herangezogen. Die Menge
des Niederschlags wird durch Zentrifugieren im Himatokrit bestimmt. Nach-
priifungen liegen nicht vor.

III. Der Vitamin B,-Standard 45)

Als Standard gilt ein Fullererdeadsorbat aus Reisschalen. 10 mg dieser
Fullererde entsprechen 1 internationalen Einheit.

1 Taubentagesdosis im kurativen Test ist gleich 2—3 internationalen Ein-
heiten. 1 Rattenwachstumseinheit ist gleich 1—2 internationalen Einheiten.

Das Fullererdcadsorbat wird wie folgt hergestellt:

100 kg Reisschalen werden mit Wasser extrahiert, der Extrakt mit Schwefel-
siiure auf py = 4,5 gebracht, mit Salicylsiure zu 0,29, und Toluol versetzt,
nach 2 Tagen filtriert und mit 3 kg Fullererde 1 Tag geschiittelt. Die Fuller-
erde wird abfiltricrt, mit Wasser und Alkohol gewaschen und getrocknet.

Jung, der die einzelnen Kinheiten der Testversuche miteinander verglich,
fand folgende Werte:

1 kurative Rattencinheit (crwachsene Ratte) wird als Rattentagesdosis
(RTD.) bezcichnet.

1—2 solcher RTD. entsprechen 1 kurativen Taubentagesdosis,

1-3 » “ 1 Rattenwachstumseinheit,
2—8 ' ' 1 prophylaktischen Taubentagesdosis,
1 »  cntspricht etwa 1 Sherman-Einheit 46).

IV. Die Bildung des Vitamins B,

Zur Vitamin B, -Synthese sind nur Pflanzen befihigt. Samen verbrauchen
wihrend der Keimung ihren Vitaminvorrat. Bakterien sind gute Vitamin-
bildner. Darauf beruht dic Erscheinung, daB der Vitamin B;-Gehalt der Kuh-
milch zu allen Zeiten von dem Vitamingehalt des Futters nahezu unabhingig
ist. Das Vitamin wird im Pansen durch Bakterien synthetisiert.

Auch bei Versuchsratten konnte eine Vitaminsynthese im Verdauungs-
kanal nachgewiesen werden. Bei dieser Erscheinung, die man ,refection®
nennt, entlecren die Tiere, wenn sie eine Zeitlang B,-frei ernahrt wurden, grofle
Mengen eines weillen Kots und vermdégen nun monatelang normal zu gedeihen.
Auch die Jungen sind dann gegen den Vitaminmangel resistent. Durch Ver-
fiitterung des Kots an andere Ticre gelingt es, diese Resistenz zu iibertragen.

Bei niaherer Untersuchung zeigte sich, daB8 die weiie Farbe des Kots von
Stiarkekornern herriihrt. Es konnte festgestellt werden, daf3 rohe Stirke cinen Mikro-
organismus enthilt, der zur Vitaminsynthese im Rattendarm in auBerordentlichem

Mafe befihigt ist. Der Mikroorganismus ist nicht ziichtbar, li8t sich aber aus der
Stéarke durch Extraktion, Kochen oder Erhitzen entfernen. Bei Tauben konnte

44) Spruyt, Disscrtation. Amsterdam 1933.

45) Gesundheitskommission des Volkerbunds, Genf. Bericht der stindigen
Kommission fiir biologische Standardisierung 1931.

46) Jung, Z. f. Vitaminforschg 1, 192 (1932).
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gelegentlich eine dhnliche Erscheinung beobachtet werden. Es ist selbstverstindlich,
daB bei Vorliegen von Refektion jede Vitaminauswertung gestort wird. In solchen
Fillen sind die notigen Vorsichtsmafiregeln zu beachten (s. 8. 166).

V. Der Vitamin B -Bedarf 47), 472)

Der Vitamin B,-Bedarf ist bei jungen Tieren grofler als bei ausgewachsenen,
Der B;-Bedarf erwachsener Tiere ist dem Stoffwechsel der Gewebsmasse pro-
portional. Der Vitaminbedarf ist gleich dem Produkt aus der 5/3-Potenz des
Korpergewichts und ciner Konstanten, die fiir jede Tierart spezifisch ist und
nach einem bestimmten Verfahren ermittelt werden kann. Sie ist um so kleiner,
je grofler das Tier ist. Der Vitaminbedarf der Maus betrigt

Bmg — 0,15+ Gew.?,

Die Konstante betrigt fir die Ratte 0,0099, fir den Hund 0,000076 und
fiir die Taube 0,0037. Im allgemeinen ist der By-Bedarf gleich der 2/3-Potenz,
des Korpergewichts. Mutterticre haben einen hoheren Vitaminbedarf,  Kost-
formen, die fir ausgewachsene Ratten geniigen, konnen zur Aufzucht junger
Tiere unzurcichend sein.

Alle bisher untersuchten Vigel bendtigen Vitamin B, Der Bedarf der
Taube betrigt etwa 75—100 mg Trockenhefe pro Tag. Hithner brauchen weniger.
Ratten benotigen pro 100 g Gewicht etwa 50—60 mg Trockenhefe pro Tag.
Weiter sind Maus, Mecerschweinchen, Kaninchen, Hund und Affe u. a. auf die
B,-Zufuhr angewiesen.  Dagegen kénnen Rind, Ziege und Schaf auch in der
Wachstumsperiode ohne B, auskommen.  Erwihnt sei noch, daB das Vitamin
auch fiir Fische, Amphibien und Insekten unentbehrlich ist.

Fiir Testversuche ist wichtig, dal Tauben etwa denselben Bedart haben
wic Ratten. Bei Kiicken ist die Hefemenge, die optimales Gedeihen verbiirgt,
6—109 des Futters, bei Tauben 49 und bei ausgewachsenen Ratten ctwa 29,

Der Vitamin B,-Bedarf ist nicht immer fiir ein Tier konstant, sondern ab-
hingig von der Kostzusammensetzung. Plimmer und Mitarbeiter berechnen
die Menge an Trockenhefe, die bendtigt wird, nach folgender Gleichung:

Trockenhefe 1 1

Kalorien ) 50

Der Vitaminbedarf des Menschen betrigt ctwa 100—150 Rattenwachstums-
einhciten. Der Bedarf steigt mit der Kalorienzufuhr. 20 Kalorien bendétigen
1 Rattenwachstumseinheit.

Neuerdings spielt der Beriberiquotient von Amantea 47b) eine gewisse Rolle.
Er stellt eine Beziehung dar zwischen der B -Reserve cines Organismus, der Nah-
rungsaufnahme und der Gewichtsabnahme bei By-freier Erndhrung, Man hestimmg
ihn bei 1,—2 Jahre alten Tauben, die man zunichst einige Tage (4 Tage) lang mit
30—35 g Kérnern und 2 g Hefe pro die fiittert, um die By-Depots aufzufiillen. Man
wiegt die Tiere und gibt nun ausschlieBlich polierten gewisscerten Reis. Die Reis-
aufnahme muf streng iiberwacht werden.  Riickwicgen der nicht gefressenen Nah-
rung. Man wiegt wicder bei Eintritt der ersten Krampferscheinungen. Der Quotient

betriigt Q aufgenommene Nahrung + Gewichtsverlust
B = - -

Anfangsgewicht

47) Cowgill, Ber. Physiol. 69, 501 (1933).

47a) Hendricks, Amer. J. Physiol. 105, 678 (1933).
47b) Amantea, Atti Accad. naz. Lincei 18, 399 (1933).
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VI. Vorkommen des Vitamins B,

Tabelle 72

Substanz

Polyneuritis-

heilende Dosis

bei der Taube
g oder ccm

Ratten-
wachstums-
einheiten pro g

Sherman-
Einheiten pro g

‘Wirksam-
keit bezogen
auf Weizen-
keime = 100

Trockenhefe .
Bickerhefe . . . .
PreBhefe . .
Tikitiki

Marmite .
Weizenkeime .
Weizenkleie. .
Weizen, ganz .
Roggen

Gerste . . ..
Gerste, enthiilst.
Gerste, gekeimt .
Hafer . . . . . .
Hafermehl . . . .
Buchwecizen.

Mais .

Reiskeime
Reisschalen .

Malz .

Vollkornmehl .
Vollkornbrot, .
Erbscn, trocken.
Linsen .
Sojabohne .
Nisse .
Spinat . .
Erbsen .
Karotten .
Kohl
Salat
Bohnen .
Kartoffeln .
Tomaten . .
Tomatensaft
Gras .
Heu. . . . .
Griinkohl
Riiben . . .
Spargel, frisch
Bananen, Orangen-
saft . . .
Kuhmilch
Ziegenmilch
Frauenmilch
Eigelb . . . . .
Eigelb, trocken .
Rindfleisch . .
Herzmuskel. . .
Rindsleber .
Gehirn .

0,6—1,0

1,3—6,0

1,6—2,6

3,7

0,5—1,0

mehr als
5—10

27—30

1,6—3,0

5—20,0

1,7—5,0
0,9—3,0
1,2—6,0

5—10

1,5

0,6
04 |

0,6

0,5—1,0

0,2—0,3 |

0,1—0,15

0,2—0,3
1,0
0,65

0,1
0,1—0,15
0,1
0,05
0,5—1,0 |
Lz |
0,25

1,0—1,6

0,3

60

100

200

40
80

4,3

50
11

50

Wirksamkeit

bezogen auf

Hefe = 100
maintenancetest

100
33—40

40—50
66
12—13

8—10

13
20
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VIIL. Darstellungs- und Reinigungsmethoden des Vitamins B,

Die im folgenden beschriebenen Methoden sind méglichst historisch ge-
ordnet, anfangend mit der Methode von Osborne-Wakeman, nach der zum
erstenmal eine Anreicherung des antineuritischen Vitamins erfolgte. Die
Methoden von Seidell, der dic Adsorption des Vitamins an Fullererde ein-
fithrte und spéiter eine Behandlung mit Pikrinsdure und mit Benzoylchlorid
cinschaltete, sind nur teilweise angefithrt, und zwar in der neuesten Fassung.
Die Modifikation von Levene, die in der Adsorption an Silicagel besteht, wird
ebenfalls beschrieben, die Methode von Janssen-Donath in der ncuesten
Form gebracht. Unter den neueren Verfahren, die auch eine Darstellung des
Vitamins in kristallisierter Form gestatten, sind namentlich die Methoden von
Kinnersley-Peters und Guha-Drummond erwihnt.

1. Darstellung eines Vitamin B,-Konzentrats nach Osborne-Wakeman 48)

4,8 kg ciner mit Eiswasser gewaschenen Braucercihefe (NaBgewicht) werden
in 10 Liter Wasscer, die 0,01 9, Essigsiture enthalten, hei 1000 eingetragen und 5 Mi-
nuten zum Sieden crhitzt. Man filtriert und wiederholt mit dem Hefertickstand die
Extraktion. Die Filtrate werden auf 2 Liter eingeengt und in 3 Liter 93 9 igem
Alkohol eingetragen (alkohol. Gew.-9; der Losung 53). Der Niedersehlag (Kraktion 1)
wird mit 53 %, igem Alkohol gewaschen und getrocknet. Ausbeute 35,9 g. Das Filorat
der ersten Fillung wird wicder auf 300 cem eingeengt und mit 1,96 Liter 9595 igem
Alkohol versetzt (Alkoholkonzentration 79 Gew.-%,). Der Niederschlag (Fraktion 2)
wird wie oben behandelt. Ausbeute 51,8 g. Zur Reinigung 16st man den Niederschlag
in 100 cem Wasser und fillt die Losung mit Alkobol bei ciner Konzentration von 90 9.
Dic gesamte wirksame Substanz findet sich in Fraktion 2. Es geniigen davon als
tigliche Dosis fur dic Ratte schon 6,2 mg.

2. Darstellung eines Vitamin B,-Konzentrats nach Seidell 49)

1. Methode: 3 kg Hefe werden in 26 Liter Wasser eingetragen und mit einer
Losung von 600 g NaOH. in 4 Liter Wasser 4 Minuten lang gerithrt. Die Losung mul}
innerhalb 3—4 Minuten zentrifugiert und mit 900 cem Schwefelsiure (1 Teil Siure
zu 2 Teilen Wasser) und 1 Liter Alkohol versetzt werden. Die Reaktion der Losung
wird so eingestellt, daf3 25 cem davon gegen Methylrot 0,3 cem n/NaOH verbrauchen.

Die aus 6 kg Hefe gewonnenen 60 Liter Extrakt werden im Vakuum auf 16 Liter
eingeengt und 3 Tage bei 4° aufbewahrt. Vom Bodensatz ziecht man 12,5 Liter klarve
Losung ab und versetzt sie mit weiteren 4 Litern 95 9 igem Alkohol.  Nachdem
die Losung 1 Tag lang bei 4° aufbewahrt wurde, wird filtriert. Die erhaltenen 14,8 Li-
ter Filtrat (von dem 5 cem, 2,2 cemn n/NaOH gegen Methylrot verbrauchen sollen,
was einem py von etwa 2,8—3,0 entspricht) werden wicder mit 4 Liter 95 9% igen
Alkohol gefiillt und der Niederschlag nach 2tiigigem Stehen bei 4° abfiltriert.  Die
Losung wird im Vakuum zur Trockne verdampft. Es bleiben als Riickstand etwa
400 g eines gelben trockenen Pulvers, das 359, Asche enthilt und in Dosen von
20 mg pro die = 1,5 mg N wirksam ist.

2. Methode: 1600 g frische trockene Hefe werden in 12 Liter Wasser suspen-
diert (0,019%ig an Essigsiiure) und 24 Stunden lang gerithrt.  Der Niederschlag
wird abfiltriert und in derselben Weise noch einmal behandelt. Die Filtrate engt
man vor einem eclektrischen Krhitzer auf 5—-6 Liter cin und rithrt dic Losung mit
100 g Fullererde pro 1000 ccm 4—5 Stunden lang.  Die Fullererde wird mit
Wasser gewaschen und die Lésung erneut in dersclben Weise mit Fullererde be-
handelt. Die vercinigten Filtrate enthalten das Vitamin B,. Die Fullererde wird

48) Osborne c. s., J. of biol. Chem. 40, 383 (1919).
49) Seidell, J. of biol. Chem. 82, 633 (1929); 67, 593 (1926); 100, 195 (1933);
J. Ind. Eng. Chem. 1921, 1111; J. amer. chem. Assoc. 1922, 2042,
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mit einer konzentrierten Lésung von Bariumhydroxyd aufgeschwemmt, die Losung
sofort filtriert und mit Schwefelsiiure neutralisiert. Die Fullererde wird nochmals
in derselben Weise mit Baryt eluiert. Die Filtrate werden auf 1600 cem eingeengt.
1 cem entspricht 1 g Hefe.

3. Darstellung eines Vitamin B;-Konzentrats nach Levene 50)

1. Methode: Eine Rohvitaminlosung, die 100 g Substanz in 4 Liter Wasser
enthilt (Acetonniederschlag aus PreBhefesaft) wird filtriert und mit 800 g Silicagel
unter Riihren versetzt. Man stellt den py auf 3 ein. Nach 10 Minuten wird vom
Silicagel abfiltriert und mit wenig Wasser gewaschen. Die Adsorption wird mit
dem Filtrat wiederholt. Die Silicagelnicdersehlidge werden in 6 Liter Wasser sus-
pendiert, der py der Losung mit LiOH auf 9,8 gebracht. Nachdem die Lésung
20 Minuten geruhrt wurde, wird abfiltriert, das Filtrat mit HJ neutralisiert und
auf 100 cem eingeengt. Ks bleibt im Eisschrank stehen, wird mit wenig Alkohol
versetzt und filtriert. Das Filtrat wird weiter konzentriert und mit Aceton voll-
standig gefallt.  Ausbeute an trockener Substanz 18—20 g. — 3 g dieses Pulvers
werden in 100 cem Wasser gelost und mit einer Losung von 100 ¢em Alkohol und
1 cem 70 % iger HJ versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert und mit Alkohol
gewaschen bis das Waschwasser J-frei ist. Der getrocknete Niederschlag enthiilt
die wirksame Substanz. Er ist wirksam in tiglichen Dosen von 0,1 mg bei der Ratte.

2. Methode: 50 Pfund Hefe, nicht geprefit, werden 4 Stunden lang bei 60°
mit 5 gallons (1 gallon — 4,54 Liter) 959,igem Alkohol bebhandelt, abfiltriert und
das Filtrat auf 1 Liter eingeengt. Man versetzt die Losung mit demselben Volumen
95 9pigem Alkohol und verwirft den Niederschlag.,  Zum Filtrat gibt man solange
98 Y5 igen Alkohol, bis die Losung 8095ig ist. Der Niederschlag wird mit
Alkohol und Aceton gewaschen und getrocknet.  Der Niederschlag enthilt die
wirksame Substanz. 30 mg pro Tag/Tier geben normales Wachstum. -- 50 g dieser
Substanz werden in 500 cem Wasser geldst, wenn notig zentrifugiert und auf 4 Liter
verdiinnt.  Die Losung wird mit HJ auf py 3 gebracht und 15 Minuten lang mit
2 kg Silicagel gerithrt. Man wiederholt mit dem Filtrat die Adsorption noch 5mal
mit je 1 kg Silicagel.  Die Filtrate werden vereinigt, nach der Neutralisation mit
LiOH auf 100 cem eingeengt und im Kisschrank aufbewahrt.  Sie dienen zur Ge-
winnung des Vitamins B;. Zu diesem Zweck versetzt man die Losung mit 98 9 igem
Alkohol bis zur Konzentration 80 9, wischt den Nicderschlag und trocknet.  Aus-
beute 28—30 g, Das Priaparat enthdlt Vitamin B, Wirksame Dosis 30 mg pro
die. — Die Gewinnung des Vitamins B aus dem Silicagel erfolgt aus der ersten Ad-
sorption, indem man sie in Wasser suspendiert (py — 3 mit HJ) (4 Liter Wasser).
Das Silicagel wird abfiltricrt, mit Wasser gewaschen und erncut in 6 Liter Wasser
suspendiert. Die Losung wird mit LiIOH auf py = 9,8 cingestellt und 15 Minuten
gerihrt. Man filtriert und engt das Filtrat nach Neutralisation mit HJ auf 75 cean
ein. Die Losung wird mit 50 cem 96 9 igem Alkohol versetzt und der Niederschlag
nach Aufbewahrung im Eisschrank verworfen. Das Filtrat wird auf 40 cem eingeengt
und mit 40 cem Alkohol versetzt. Nach Aufbewahrung der Losung im Eisschrank
uber Nacht wird filtriert und das klare Filtrat in 1000 ccm Aceton ecingetragen.
Der Niederschlag wird abgetrennt, gewaschen und getrocknet.  Ausbeute 6—7 g.
Die Substanz enthiilt die gesamte B-Wirksamkeit. Fir den Rattenwachstumstest
geniigen tigliche Dosen von 2,2 mg aschefreier Substanz.

4. Darstellung eines Vitamin B,-Konzentrats nach Janssen-Donath 51)

2,5 kg Reiskcime werden 4 Stunden lang bei 60—700 auf dem Wasserbad mit
7,56 Liter 50 %igem Alkohol (0,5 9%, ig an Salzsiure) behandelt. Das Filtrat wird im

50) Levene, J. of biol. Chem. 95, 317 (1932); 79, 455 (1928); J. of Pharmacol.
1926, 227.

51) Janssen-Donath, Meded. Dienst. Volksgez. Neederl.-Indié 1, 186 (1927);
Ber. Physiol. 60, 566 (1931). -~ (uha-Drummond, Ber. Physiol. 54, 311 (1930). —
Williams-Waterman-Gurin, J. of biol. Chem. 87, 559 (1930). — Misawa,
J. of Biochem. 15, 439 (1932).
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Vakuum bei maximal 60° auf 1/, eingeengt. Man erhiilt cinen gelbbraunen Sirup
mit 40 %, Trockenriickstand. 1 Liter dieses Extraktes (ctwa 5 kg Reiskeime) wird
mit 9 Liter Wasser verdiinnt, mit Schwefelsiure auf py == 4.5 cingestellt und 30 Mi-
nuten lang mit 500 g Tonerde (acid clay) gerithrt. Nach 3 Stunden wird abgehebert
und die Toncrde mit Wasser vom py = 4,5 gewaschen. Je 50 g dieser Tonerde werden
mit 200 cem Baryt behandelt und das Filtrat sofort in Schwefelsiure aufgefangen
(1 n). Das gelbbraune klare Filtrat des Bariumsulfatniedersehlags wird auf 400 cem
eingeengt. Die Losung enthilt 9,6 ¢, Trockensubstanz. Vitaminausheute =: 80 9
des urspringlichen.

800 cem dieses Extrakts (etwa 10 kg Reiskeime) werden mit 45 cem ciner 509 -
igen Silbernitratlosung gefillt und mit Baryt auf py == 4,5 gebracht.  Das klare
Filtrat wird auf py = 6,5 eingestellt und der Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat
dicser Fiéllung liefert bei py — 8 noch eine weitere Fillung.  Der groBte Teil der
Wirksamkeit findet sich in der Fraktion py - 6,5. Der Niederschlag wird mit Salz-
sdure zerlegt.  Ausbeute 109,

Der Schwefelsduregehalt der Losung wird auf 595 gebracht und die Loésung
mit iiberschissiger Phosphorwolframsiure gefilllt. Man 16st. den Niedersehlag in
100 cem 50 9 igem Aceton und filtriert die Losung in 5 0 ige Schwefelsiure. Nach
36stindigem Stehen wird der Niederschlag in 60 cem Acetonwasser gelost und dio
Losung mit Barytwasser zur schwach alkalischen Reaktion versetzt.  Das Filtrat
wird in Schwefelsiure aufgefangen und die Losung mit Baryt genau neutralisiert.
Nach Einengen im Vakuum erhilt man 200 mg cines gelben Pulvers . Ausbeute 10 9%,.

Das Pulver wird mit 250 cem Alkohol extrahicrt und das Filtrat mit 56 cem
Platinehloridlosung gefillt.  Der Platinniederschlag wird in Salzsiure suspendiert,
durch H,S zerlegt und das zitronengelbe Filtrat nach Kinengung der Kristallisation
iiberlassen.

5. Darstellung eines Vitamin B,-Konzentrats nach Salmon-
Guerrant - Hays 52)

1. Methode: Weiller, fein gemahlener Mais wird bei 40—50° getrocknet und
dann mit 80 9%, igem Alkohol extrahiert bis aus 150 kg Mais etwa 225 Liter Kxtrakt
bereitet sind.  Sie werden im Vakuum auf 15 Liter reduziert. gekithlt und filtriert.
Der Niederschlag wird mit Wasser geknetet, um anhaftendes Vitamin in Losung
zu bringen.  Filtrat und Waschwasser werden vercinigt. und mit Wasser auf cin
Volumen von 21,5 Liter gebracht.  Die Losung wird im Vakuum auf 15 Liter cin-
geengt und nach 24stindigem Stehen im Eisschrank filtriert. Das Filtrat, wird mit
Wasser auf 16,5 Liter verdiinnt und die klare gelbe Lisung auf Py - 2,75 cin-
gestellt.  Die Losung wird 2 Stunden lang mit 3 g Fullererde pro Kilogramm Mais
behandelt (alle 5 Minuten gut durchrithren), die Fulleregde abfiltriert und 2mal
mit 25 cem 80 95 igem Alkohol je 30 g Fullererde, dann 2mal mit je 25 cem 93 9 igem
Alkohol gewaschen. Die Fullererde enthilt dic wirksame Substanz. Sie kann divekt,
im Taubenversuch ausgewertet werden. Meist erweist sich hier eine Dosis der Grol3en-
ordnung 0,05 g als wirksam. Zu beachten ist bei Anwendung dieser Methode nament-
lich die Konstanthaltung des py der Adsorptionslosung. Er soll nach der Adsorption
nie den Wert 4 ubersteigen.

Darstellung aus Hefe: 8 Liter Wasser werden mit 0,75 Vol.- %, Eisessig ver-
setzt und auf 95° erhitzt. 2.5 kg Trockenhefe werden in die Losung verrithrt. Nach
Abkithlen auf 60° gibt man 12 Liter 93 %,igen Alkohol zu, um das Kiweild zu fillen
und die FKiltration zu erleichtern.  Der Filterriickstand wird nochmals mit, 4 Liter
51 9% igem Alkohol extrahiert und die beiden Filtrate vercinigt. Die Losungen werden
im Vakuum auf 6,6 Liter veduziert und nach 24stindigem Stehen im Eisschrank
filtriert. Die klaren Losungen werden auf py = 3 cingestellt, mit 180 g Fuallererde
pro Kilogramm Hefe versetzt und eine Zeitlang gut verrihrt. Die Fullererde wird
abfiltriert, 4mal mit jo 25 cem Wasser und 1mal mit 50 cem 93 9% igem Alkohol
gewaschen und getrocknet.

Das Filtrat der Fullererde kann weiter auf Vitamin 13, aufgearbeitet werden,

52) Salmon c. s., J. of biol. Chem. 80, 91 (1928); 76, 487 (1928); 77. 483 (1927).
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6. Die Methoden von Kinnersley und Peters 53)

Darstellung eines B;-Konzentrats mit der Wirksamkeit von 5 mg als
Tagesdosis

7 lbs Hefe (1 lbs = 453,29 g) werden 2mal mit soviel Wasser extrahiert, da
2700 ccm Extrakt mit 100 g Trockensubstanz entstehen. Man gibt zur Lésung
280 cem 25 Yiges neutrales Bleiacetat und filtriert den Niederschlag ab. Das
Filtrat wird mit Schwefelséure versetzt (kongosauer) und mit 70 ccm Hopkinschem
Reagens (Merkurisulfat in Schwefelsdure) geféllt. Das Filtrat wird mit 20 9% iger
Natronlauge auf py = 5 gebracht, eine etwa entstehende Fillung entfernt. Dann
wird die Lésung zunéchst mit 30 g, dann mit 10 g Norit je 10 Minuten geriihrt
und die Kohle abfiltriert. Man wiischt mit destilliertem Wasser. Die vereinigten
Kohlenmengen werden mit 200 ccm, darauf mit 100 cem 55 Vol.-%igem Alkohol,
unter Zusatz von 1 ccm konzentrierter Salzsidure eluiert. Die alkoholischen Extrakte
enthalten etwa 2,85 g organische Substanz. Die Lésung wird im Vakuum bei 60°
auf etwa 5 cem eingeengt und mit 45 cem 97 9% igem Alkohol gefillt. Der Nieder-
schlag wird mit 87 9% igem Alkohol gewaschen. Die Wirksamkeit der Substanz ist
etwa 5 mg Tier/Tag. Durch verschiedene Alkoholfillungen kann sie auf 1 mg
Tag/Tier gesteigert werden (s. Original).

a) Darstellung cines B,-Konzentrats mit der Wirksamkeit von 0,4 mg

14 Ibs Hefe (1 1bs = 453,29 g) werden 3 Tage lang bei 15—20° aufbewahrt.
Die Hefe wird in kleinen Portionen in 3500 cem sicdendes Wasser eingetragen und
die Mischung danach 5 Minuten zum Sicden erhitzt. Die Hefe wird abfiltriert und
nochmals in derselben Weise behandelt. Die vereinigten Filtrate, etwa 5600 cem,
werden mit 400 cem 25 9%, igem neutralem Bleiacotat gefillt. Man filtriert durch grofle
Faltenfilter (am besten iiber Nacht) ohne den Niederschlag auszuwaschen. Aus-
beute 5000 cem Filtrat. Man versetzt die Losung mit 3-—4000 ccm einer kalt gesiéit-
tigten Barytlésung. Sollte dabei kein Niederschlag entstehen, gibt man noch otwa
12 cem der Bleiessiglosung hinzu. Der Niederschlag wird moglichst schnell abfiltriert.
Man erhilt ein klares gelbes Filtrat, das in Schwefelsdure aufgefangen wird. Nach
beendigter Filtration siuert man die Losung mit Schwefelsiure (kongosauer) an
und filtriert das ausgefallene Bariumsulfat ab. Etwa 10 Liter Filtrat. Dic Lisung
wird mit Natronlauge und Schwefelsiure auf py = 2,5 gebracht und mit 80
bis 100 cem Merkurisulfat in Schwefelsdure (Hopkins-Reagens) gefillt. Der aus-
gefallene Niederschlag wird abfiltriert. Sollte im Filtrat eine Fillung entstchen,
wird sio nicht entfernt. Wichtig ist ein nicht zu groBer Hg-UberschuB. 10 ccm
der Losung sollen mit 1 Tropfen Reagens keine dicke Fiallung geben. — Das Filtrat
der Hg-Fillung wird mit Natronlauge auf py == 7 gebracht und zunichst mit 60 g,
dann mit 20 g Kohle verrithrt (je 10 Minuten). Die Kohle wird mit destilliertem
Wasser gewaschen und getrennt aufgearbeitet. Man eluiert mit einer Lésung von
200 cem n/10 HCL auf dem Wasserbad. Das Filter wird mitextrahiert (Vorsicht,
bei Alkalischwerden der Lésung sofort HCl nachgeben, stets kongosauer halten).
Nach 2stiindigem Erhitzen wird abfiltriert und die Kohle in derselben Weise zum
zweitenmal behandelt. Die 20-g-Portion wird ebenso eluiert. Die klaren Filtrate
werden mit Bariumchlorid von der Schwefelsiure befreit und im Vakuum auf
50 cem (60°) eingeengt. Fiir den Tierversuch werden die Lésungen durch Zusatz
von 159, Aklohol konserviert im Eisschrank aufbewahrt. — Man kann die Kohle
noch ein zweites Mal mit ciner Losung von 50 9%igem Alkohol unter Zusatz von
19, HCI behandeln (2mal je 150 ccm). Der Extrakt ist aber weniger wirksam. —
Die Ausbeute betrigt aus obiger Hefemenge etwa 1200—2000 kurative TTD. Die
Wirksamkeit schwankt zwischen 0,4—1 mg pro die. Die zweite Séureextraktion
gibt 1500 TTD mit einer Wirksamkeit von 1—2 mg. Die Alkoholelution liefert
600 TTD derselben Wirksamkeit. Die Losungen enthalten noch Metalle und Séuren.
Man behandelt sie nach Entfernung des Alkohols im Vakuum und Einstellung des

53) Kinnersley c. s., Biochemic. J. 21, 777 (1927); 19, 820 (1925); 18, 858
(1924); Nature (Lond.) 1932, 774; J. of Physiol. 76, 17 (1932).
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Py auf 4,5, mit Schwefelwasserstoff filtriert den Niederschlag ab und kocht zur Ent-
fernung des H,S kurz auf. Nach Einengung im Vakuum kann eine fraktionierte
Alkoholfillung cingeschaltet werden.

b) Darstellung eines B,-Konzentrats fiir Fiitterungsversuche (Wirksamkeit
0,3—0,6 mg)

Fiir Testversuche kann man einfacher ein Konzentrat erhalten, wenn man
die eben beschriebene Methode bis zur Barytfillung durchfithrt und das Filtrat
vom Barytniederschlag mit Schwefelsiure im UberschuB versetzt. Man stellt
auf py = 2,5 mit Salzsdure ein, filtriert vom Bariumsulfat ab und behandelt die
Losung wie beschrieben mit 60 g Kohle. Die Kohle wird verworfen. Nach Ein-
stellung des Filtrats auf py = 7 wird erneut an Kohle adsorbiert. Die Kohle
wird nun mit n/10 Salzsdure eluiert. Man erhélt eine Substanz der Wirksam-
keit 0,3—0,5 mg.

¢) Darstellung eines B,-Konzentrats unter gleichzeitiger Darstellung cines
B,-Konzentrats

Die Herstellung eines B,-haltigen Vitamin B;-Konzentrats ist fiir manche
Zwecke, bei denen man auf die Zufuhr beider Vitamine angewiesen ist, von Be-
deutung. Die im folgenden beschriebene Methode besitzt aullerdem den Vorteil,
zu sehr reinen B,-Praparaten zu fithren, die durch einige weitere Manipulationen
in kristallisierter Form gewonnen werden kénnen. Das nachstehende Beispicel
bezieht sich auf eine Hefemenge von 100 kg. Erforderliche Losungen:

Bleiacetat . . . . . . . . . 22,5 kg

Baryt, kristallisiert . . . . . 9—10 kg
Natronlauge ... .. 1500 kg
Schwefelsiure, konzentriert . 1500—2000 cem
Kohle (Norit). . . . . . . . 2000 g
Salzsdure, konzentriert . . . 350—500 cem
Alkohol . . . . . 6—8 Liter

Extraktion der Hefe: Man erhitzt 20 Liter Wasser zum Sieden und trigt
19—20 kg Hefe in kleinen Portionen unter Riihren ein. Nachdem die letzte Portion
cingebracht wurde, bringt man die Loésung zum Sieden und zentrifugiert heil
(etwa 15 Minuten lang.) Die Losung zeigt nach dem Zentrifugieren noch cine Tem-
peratur von 50—60°. Die Extraktion wird mit derselben Hefermenge noch weitere
4 Male wiederholt. Man erhilt als Ausbeute eine Gesamtfiltratmenge von 124 bis
127 Liter. Man vercinigt die Filtrate aus den 100 kg Hefe und kiihlt sie ab. Die
Vitaminausbeute 1Bt sich durch eine zweite Extraktion nicht wesentlich erhéhen,
auch scheint eine Séureextraktion keine groflen Vorteile zu bringen.

Bleiessigfillung: Der py des erhaltenen Hefeextrakts soll 6,5—6,8 hetragen.
Das Filtrat wird pro Liter mit 16 ccm einer 25 9 igen, neutralen Bleiacetatlosung
versetzt und 24 Stunden aufbewahrt. Der pg der Losung sinkt dabei auf etwa 5—6.
Es sind etwa 2000—2500 cem Bleiacotatlésung fiir eine vollstéindige Fillung notig.
Der Niederschlag wird entweder abzentrifugiert oder durch groBe Faltenfilter fil-
triert. Die Filtration dauert 24 Stunden. Der Bleiniederschlag kann auf Vitamin B,
aufgearbeitet werden.

Barytfiallung: Das Filtrat der Bleiféllung wird mit Baryt behandelt. Man
erhitzt in einem 1500 ccm Kolben 2—300 cem Wasser und soviel festes Baryt, dag
die Flasche etwa 2/, voll ist. In die siedende Losung triigt man eine solche Menge
an festem Baryt cin, da8 auf 300 cem Lésung insgesamt 1200 g kommen. Zu je
32 Liter der obigen Vitaminlosung gibt man 1000—1500 ccm dieser Barytlosung
und verrithrt 3—5 Minuten bei hochstens 25°. Bei Ausbleiben einer Fillung setzt
man 1—2 ccm der Bleiessiglosung zu. Man filtriert schnell ab und fingt das Filtrat

Bomskov, Vitaminforschung 13
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in Schwefelsdure auf. Es mufl stets kongosauer bleiben. Man filtriert und stellt
die Losung auf py = 1 mit Schwefelsédure ein.

Kohleadsorption bei py = 1: Je 32 Liter des erhaltenen Filtrats werden
mit 180 g trockener Kohle (Norit) 20 Minuten geriihrt. Die Kohle wird vorher mit
konzentrierter Schwefelséiure aufgekocht und mit destilliertem Wasser gewaschen,
bis im Filtrat keine S#ure nachweisbar ist. Nach der Adsorption wird abfiltriert
und mit n/10 Schwefelsiure gewaschen. Es ist darauf zu achten, da8 die Kohle
wiithrend der Filtration nicht auf dem Filter trocknet. Man wischt die etwa 700 g
Kohle aus der ganzen aufgearbeiteten Hefemenge mit ca. 2000 ccm der Séure. Nach
dem Waschen wird der Kohlenniederschlag in einem 4-Liter-Becher mit 800 ccm
50 9% igem Alkohol (mit Salzséurc bis zum py = 1 versctzt) zusammen mit dem
Filter extrahiert (iiber Nacht stchen lassen). Das Filtrat enthdlt B, neben B,.

Kohleadsorption bei pg = 7: Das Filtrat der Kohleadsorption bei py = 1
wird mit 20 9,iger NaOH auf py = 7 eingestellt und fiir je 32 Liter mit 320 g Kohle
versetzt. Man verbraucht etwa 1000—1200 ccm Natronlauge. Der py muf auf 0,04
genau bestimmt werden. Die Kohle wird 10 Minuten verrithrt und dann abfiltriert.
Man wiischt sie 3—4mal mit destilliertem Wasser (pro Filter etwa 15 cem). Die ver-
einigten Kohlemengen (etwa 1200 g) werden in einem 6-Liter-Kolben mit 2 Liter
kalter n/2-Salzséiure verriuhrt. (Reaktion kongosauer.) Dic Extraktion kann iiber
Nacht geschehen.

Elution des Vitamins B,: Die Kohle von der 1. Adsorption wird, wie be-
schrieben, mit Sdurealkohol auf dem Wasserbad bei 70° behandelt und der Prozef3
mit der Kohle 3mal wiederholt. Man engt das Filtrat im Vakuum auf 3 Litcr ein.
Die Losung wird mit Natronlauge auf py = 3 eingestellt und im Eisschrank auf-
bewahrt. Sie enthdlt 18000 Tagesdosen Vitamin B, und ctwa 3000 Tagesdosen B,.

Elution des Vitamins B,: Das Kohleadsorbat bei py = 7 wird in 4 1500-ccm-
Bechern mit n/2-Salzsidure extrahiert und 10—15 Minuten bei 80° gehalten. Der
Niederschlag wird abgesaugt. Zwei weitere Extraktionen der Kohle mit je 2 Liter
n/10-Salzsdure folgen. Der Gesamtextrakt (6 Liter) wird auf py = 3,0 & 0,2 cin-
gestellt und auf dem Wasserbad auf 1500 cem eingeengt. Man gibt withrend des
Erhitzens nach und nach 10 9;iges Bariumchlorid zu, um freiwerdende Schwefel-
siure zu binden. Der Extrakt enthilt 24000 Tagesdosen B, und nur wenig B,.
Man neutralisiert die Losung und entfernt einen evtl. entstehenden Niederschlag.
Das py wird auf 3,5 eingestellt, die Lésung mit Alkohol (bis zu 65 %) versetzt und
im Eisschrank aufbewahrt. Vor Gebrauch wird der Alkohol im Vakuum cntfernt.

Zweite Extraktion der Kohle von py = 7: Die Kohle, aus der das Vi-
tamin B; nach vorstehender Methode eluiert wurde, wird 4mal mit je 1400 cem
50 Vol.-%igem Alkohol, n/10 an Salzsiure 15 Minuten auf dem Wasserbad bei
80° cxtrahiert. Das Filtrat wird auf dem Wasserbad cingeengt und auf py = 3
eingestellt. Die Losung cnthilt 10000—12000 Tagesdosen B, und etwas B,.

Entfernung vorhandener Metalle: Etwa vorhandene Metalle kénnen
durch Schwefelwasserstoff entfernt werden. Man bringt die Lésungen auf py = 4,
leitet das Gas hindurch und kocht das Filtrat des Sulfidniederschlags kurz auf.

Alle dargestellten Extrakte enthalten neben B; auch B,. Eine vollkommene
Trennung kann durch Féllung mit Merkurisulfat erreicht werden. Fur Zwecke
des Tierversuchs genigt aber der dargestellte Extrakt immer. Man kann sogar
meist auf eine Trennung der Vitamine verzichten und einc einmalige Kohleadsorp-
tion bei py = 2,56 vornehmen. Dic Elution mit 509, igem angesiucrtem Alkohol
liefert 40000 B,-Einheiten neben B,.

7. Darstellung eines B,-Konzentrats nach Guha und Drummond54)
Extraktion: 101,8 kg Weizenembryo werden mit 254,5 Liter
50 Vol.-%,igem Alkohol unter Zusatz von 0,5 %, konzentrierter Salzsiure zweimal
je 3—4 Stunden bei 60—70° extrahiert. Das gelbe Filtrat wird im Vakuum zur
Trockne gebracht. Ausbeute: 20,15 kg einer gelben viskésen Masse. Wasserfrei
15,59 kg. Wirksamkeit im Rattenwachstumsversuch 77 mg pro die.
‘ 54) Guha c. 8., Biochemic. J. 23, 880 (1929).



195

1. Methode

Bleiessigfiallung: Die aus 49 kg hergestellte Extraktmenge wird in 22 Liter
Wasser gelost und mit 1,2 kg Bleiacetat in 50 9 iger Losung versetzt. Der Nieder-
schlag wird abfiltriert und gewaschen. Das Filtrat (etwa 25 Liter) wird mit Salz-
séure (etwa 310 ccm) angesduert (kongosauer). Ein ctwa entstehender Niederschlag
wird verworfen. Die Lésung wird mit Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. Die
erhaltene Trockensubstanz ist wirksam in Mengen von 48—72 mg.

Kohleadsorption: Das Filtrat von a) (etwa 24 Liter) wird zweimal mit je
500 g Kohle (Norit) je 20 Minuten geriihrt, nachdem es auf py 2,8—3,0 eingestellt
war. Die Kohle wird abfiltriert, gewaschen und dann in 5 Liter 50 9% igem Alkohol
1Y%ig an Salzsiure suspendiert. Man erhitzt 30 Minuten bei 60°. Die Operation
wird mit derselben Menge Elutionsfliissigkeit wiederholt. Das Filtrat der ersten
Kohleadsorption wird auf py == 4 eingestellt und wieder mit 1 kg Norit in zwei
Portionen behandelt. Das Filtrat dieser Adsorption wird auf py == 5 gebracht und
cbenso aufgearbeitet. Die Kohle wird wie beschrieben eluiert. '

Phosphorwolframséurefillung: Die Extrakte von b) werden auf py = 5
eingestellt, ein etwa cntstehender Niederschlag verworfen. Man gibt Schwefelsiure
zu, bis dic Losung 5 9% ig ist und versetzt mit 1,5 kg Phosphorwolframséure (gesittigto
Lésung in 59 iger Schwefelsiiure). Das Gemisch bleibt 40 Stunden stohen (Eis-
schrank). Der Niederschlag, der die wirksame Substanz enthélt, wird abfiltriert
und mit konzentrierter Salzsiiure zerlegt. Die Phosphorwolframsiiure wird durch
Extraktion mit Amylalkohol und Ather entfernt.

Tabelle 73

Dry residuc (total wt. = 29,2 g. equiv. to 45 kg. embryo).
Taken up in 509, alcohol (250 c¢c.) at 60°
I )

Insoluble residue (8,1 g.): taken Filtrate: treated with

up in water (20 cc.) filtered from an equal volume of

small precipitate and treated absolute alcohol

with an equal volume of absolute

alcohol
ey e

Precipitate (3g.):  Filtrate: cvaporated Filtrate: evaporated Precipitato
very low activity  to dryness in vacuo to dryness in vacuo

in equivalents of [ e :

\ "\ t
6g. cmbryo Combined and extracted with a

total volume of 500 ce. absolute
alcohol at 60°

| i
Filtrate: straw-coloured (a) Residue: brownish-red
!

Combined arlld extracted

with 2 litres absolute

alcohol, containing 0,2 Y,
conc. HC1

Filtrate: witlle-red (b) Residue (18g.)
| low activity in
Combined (total solids = 7,53 g., c%\uvt:l;x;;s OOf
total organic matter = 7,29 g.). g ¥
Active in doses equivalent to
3,7g. embryo containing 0,6 mg.

organic matter

13*
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Adsorption an Silberoxyd: Die Lésung von ¢) wird mit einer frisch be-
reiteten Losung von Silberoxyd bis zur schwach alkalischen Reaktion (gegen Lack-
mus) versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert, gewaschen und 2mal mit 50 9, igem
Alkohol unter Zusatz von Salzsdure (etwa 19, mehr als zur Bindung des Ag erfor-
derlich ist) extrahiert. Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt. Es ist wirksam
in Mengen von 1,3 mg pro die.

Alkoholfraktionierung: Eine Fraktionierung mit Alkohol, die aus vor-
stehender Tabelle 73 hervorgeht, reinigt den Extrakt weiter. Die Losung d) wird
dann zur Trockne verdampft und nach dem Schema behandelt.

2. Methode

Fullererdeadsorption: 2 kg des Extrakts (trocken) entsprechend 10 kg
Weizenembryo, werden in 20 Liter destilliertem Wasser geldst, mit 1 kg Fullererde
geschiittelt und nach 12 Stunden filtriert. Die Fullererde wird mit Wasser vom
Py = 4—5 gewaschen und mit Baryt in kleinen Portionen fein gemahlen. Das
Filtrat wird in Schwefelsdure aufgefangen, vom Bariumsulfat befreit und im
Vakuum auf 750 cem eingeengt. Wirksamkeit: 2,9 mg pro Tag.

Trennung mit Silbernitrat und Baryt: Die Lésung a) wird auf py = 1,8
eingestellt und mit 45 cem einer 50 9% igen Silbernitratlosung versetzt (im UberschuB).
Bin Tropfen der Loésung mufl nach Zusatz von Baryt braun werden. Die Losung
wird mit Baryt auf pg = 4,5 gebracht und der ausfallende Niederschlag abfiltriert.
Dann gibt man zum Filtrat Barytlosung bis py = 6,5 hinzu und bewahrt die Losung
iber Nacht im Eisschrank auf. Der dunkelbraune Niederschlag wird abfiltriert und
mit Salzsdure zerlegt. Die Fraktion py = 6,5 ist wirksam in Dosen von 0,21 mg
pro die.

Phosphorwolframséurefiallung: Der Extrakt b) wird mit Schwefelsiure
versetzt (5Y%,) und mit Phosphorwolframséure in 5 9%iger Schwefelséure gefillt
(30 Stunden, Eisschrank). Man filtriert den Niederschlag ab, wischt und verreibt
ihn in 75 cem 50 9 igem Aceton.. Das Filtrat wird mit 300 cem 5 9, iger Schwefel-
siure versetzt und 40 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Der dabei ausfallende
Niederschlag wird mit 59 iger Schwefelsdure gewaschen und in 60 cem 50 9% igem
Aceton gelost. Die Losung wird mit 70 cem ges. Baryt versetzt und schnell filtriert.
Das Filtrat wird in Schwefelsiiure aufgefangen und mit Baryt genau neutralisiert.
Wirksamkeit bei der Ratte 0,1 mg, bei der Taube 0,014 mg pro die.

Platinchloridféallung. Die Lésung ¢) wird zur Trockne gebracht (hochstens
40°). Der Riickstand wiegt 0,2677 g. Man 16st ihn bei 60° in 250 cem absolutem
Alkohol und entfernt den unwirksamen Niederschlag. Die eingeengte Losung wird
mit 5 9% igem Platinchlorid in absolutem Alkohol gefillt und nach 40 Stunden (Eis-
schrank) filtriert. Der Niederschlag wird mit Schwoefelwasserstoff zerlegt. Man
erhilt eine farblose Lésung mit 24,9 mg Substanz, die in Tagesdosen von 0,105 mg
bei der Ratte und 0,00515 mg bei der Taube wirksam ist.

Die wirksame Substanz kann durch eine Goldchloridfallung in absolutem
Alkohol in kristallisicrter Form gewonnen werden.

VIIIL. Darstellung _verschiedener Rohextrakte fiir den
Tierversuch

1. Tikitiki nach Wells55): Man extrahiert Reisschalen mit 25 9 igem Alkohol
und engt das Filtrat zur Sirupkonsistenz ein. Das B,-Konzentrat geniigt in
Dosen von 0,03—0,04 cem pro die, um den Bedarf zu decken.

2 Gew.-Teile Reisschalen werden mit 4 Teilen 25 Gew.-%,igem Alkohol 48 Stun-
den lang extrahiert. Man dekantiert und preBt die Masse aus. Die Losung wird
filtriert. Man engt bei maximal 70° im Vakuum (10 mm) ein, bis das spezifische
Gewicht der Losung bei 700 etwa 1,18 betridgt. Die Losung wird abgekiihlt und nach

55) Wells, Philippine J. Sci. 19, 67 (1921).
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dem Absitzen des Niederschlags dekantiert und zentrifugiert. Der klare Sirup wird mit
1/, seines Volumens an 95 9,igem Alkohol versetzt., der Niederschlag entfernt und
das Filtrat im Vakuum auf das spezifische Gewicht 1,32 gebracht. Nach Abkiihlung
der Losung wird zentrifugiert. Die klaro Flissigkeit wird an 3 aufeinanderfolgenden
Tagen je 20 Minuten bei 62,5° erhitzt und gut verschlossen aufbewahrt. Vollig B,-
frei erhiilt man den Extrakt durch Fillung mit dem 12fachen Volumen 95 9 igem
Alkohol und Entfernung des Niederschlages.

Die Ausbeute betrigt aus 2 kg Schalen etwa 100 cem. Es ist unbedingt
erforderlich, mit frischen Reisschalen zu arbeiten, die man vom Government
of the Philippine Islands Department of Agriculture and Naturel Resources,
Manila P.I., beziehen kann.

2. Weizenextrakt von Bourquin: s. Vitamin B,-arme Kostmischungen.
3. Fullererdeadsorbat: s. Vitamin B,-Standard.

4. Methode von Stuart-Block-Cowgill 55 a):

3 kg Reisschalen, enthaltend etwa 6000 TTD B,, werden mit 30 Liter mit
Chloroform gesiittigtem Wasser extrahiert. Der Extrakt wird mit Salzséure auf
P = 4,5 cingestellt und mit 50 Lloyds Reagens versetzt. Man rithrt im Laufe
eines Tages mehrmals um, ldf3t absitzen und hebert die iberstehende Losung ab.
Der Niederschlag wird zentrifugiert und mit verdimnter Essigsiure gewaschen bis
das Waschwasser farblos bleibt. Der Niederschlag wird mit 200 cem Elutionslésung
30 Minuten lang geriihrt (bei etwa 50—60°). Die Elutionslésung besteht aus 350 cem
Wasser, 60 cem konzentrierter Salzsidure und 120 cem 95 9% igem Alkohol.  Man
filtriert und erhilt im Filtrat etwa 4000 TTD. Wirksamkeit etwa 4 mg pro TTD.

IX. Reindarstellung und chemische Natur des Vitamins B,

Nach zahlreichen Versuchen, das antineuritische Vitamin zu isolieren, gelang
es 1931 Windaus, Tschesche, Ruhkopf, Laquer und Schultz 56)
kristallisierte Praparate herzustellen, die schon in Dosen von ca. 2,4 y wirksam
sind. Nach den beschriebenen Methoden von Seidell, Janssen usw. wird das
Vitamin zunéichst an Fullererde adsorbiert und das eluierte Vitamin mit Hilfe
von Merkurisulfat, Silbernitrat und durch Benzoylierung gereinigt. Man fallt die
Losung des Vitamins mit Goldchlorid, zerlegt das kristallisicrte Goldsalz und fillt
das gut kristallisicrende Pikrolonat. Schliefilich wird daraus das salzsaure Salz
gewonnen. Das Vitamin B, ist eine Substanz der Zusammensetzung C,,H4N,08.

Die chemische Natur der Verbindung ist unbekannt. Fast gleichzeitig
mit der deutschen Forschergruppe wurde von van Veen57) und ebenso von
Ohdahke 58) aus Reisschalen eine Substanz isoliert, die in ihren chemischen
Eigenschaften und biologischer Wirksamkeit mit dem Vitamin B, iiberein-
stimmt, wenn auch diec Analysen tcilweise abweichen. Man nimmt neuerdings
an, daB das isolierte Reisvitamin das Hydrat des Hefevitamins ist. Die Mit-
teilung von Guha 59), daBl Adeninsulfat durch UV.-Bestrahlung in Vitamin B,
ubergeht konnte widerlegt werden.

55a) btuart Block-Cowgill, J. of biol. Chem. 105, 465 (1934).

56) Windaus-Tschesche c. s., Nachr. Ges. Wiss. Gottingen, Math.-physik.
Kl. 13, 207 (1931); 22, 342, 343 (1932); Z. physiol. Chem. 204, 125 (1932).

57) van Veen, Geneesk. Tijdschr. Nederl.-Indié 72, 1397, 1146 (1932); Z
physml Chem. 208, 125 (1932); Rece. Trav. chim. Pays-Bas et Belg. (Amsterd.)
51, 265, 279 (1932).

58) Ohdahke, Proc. imp. Acad. Tokyo 8, 179 (1932).

59) Guha, Nature (Lond.) 1932, 741.
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In letzter Zeit wurden wiederholt Methoden beschrieben, die eine Rein-
darstellung des Vitamins B, ohne groBe Schwierigkeit ermoglichen. Genannt
seien nur die Verfahren von Kinnersley und Mitarbeiter 60), Janssen und
Mitarbeiter 61), Seidell und Smith 62). ’

Darstellung des Vitamins B, nach Kinnersley, O’Brien und Reader

Die Autoren beschrieben neuerdings ein Verfahren zur Gewinnung von
500 mg Vitamin B, aus 2000 kg Hefe. Die ersten Reinigungsprozesse wurden
bereits oben beschrieben.

Danach werden die Extrakte, die man aus der Kohleadsorption bei pg = 7
gowinnt (mit n/2 und n/10 Salzséure), auf 1500 cem eingeengt (Extrakt aus 50,5 kg
Hefe) und mit Natronlauge auf p;; = 2 gobracht. Man engt weiter auf dem Wasser-
bad auf 750 cem ein. Man stellt mit 20 9 iger Natronlauge den pyg = 5 her und
entfernt einen evtl. ausfallenden Niederschlag. Filtrat und evtl. Waschwasser des
Niederschlags werden mit 250 cem 10 9 iger reinster Phosphorwolframsiure (vorher
mit Natronlauge auf py = 5 eingestellt) gefillt. Die Losung wird mit Schwefelsdure
+ Phosphorwolframsiiure auf py = 1—2 gebracht und iber Nacht kiihl aufbewahrt.
Der Phosphorwolframsaureniederschlag wird mit Baryt fein gepulvert und mit
Wasser ausgelaugt. Das Filtrat wird in Schwefelsdure aufgefangen. Man extrahiert
das Gemisch aus Niederschlag und Baryt mindestens 6mal, bis der Extrakt farblos
ist. Der vom Baryt durch Schwefelsdure befreite Extrakt (etwa 250 cem) wird im
Vakuum eingeengt. Dabei wird 10 9;iges Bariumchlorid zugesctzt (etwa 25 cem).
Das py der Losung soll 3 betragen. Man engt auf 1—2 cem ein. Man behandelt
die Lésung mit 100 ccm absolutem Alkohol und kiithlt auf 0° ab. Der unwirksame
Niederschlag wird verworfen. Der alkoholische Extrakt wird im Vakuum nach
Zugabe von 10 ccm Wasser auf 100 cem eingeengt. Man versetzt mit 5 n NaOH
bis py = 7 (nicht alkalischer!) und fillt erneut mit 10 cem 10 9, iger Natrium-1 : 24-
Phosphorwolframséure. Der Niederschlag wird wie oben mit Baryt zerlegt. Das
Filtrat wird, nachdem es auf p,; = 7 eingestellt wurde, wieder mit Phosphorwolfram-
siiure gefillt. Dic vereinigten Filtrate der Phosphorwolframsiiurenicderschliige bei
Py = 7, deren Volumen 200—250 cem betrigt, werden nun mit etwa 20 cem n/10-
Schwefelsdure auf Py =4 gebracht, wobei ein Niederschlag entsteht. Wenn nétig,
mufl mehr Phosphorwolframséurc zugegeben werden. Der ausfallende Niederschlag
enthilt die wirksame Substanz. Er wird abfiltriert und mit Baryt zerlegt. Man
fingt die Losung in verdiinnter Schwefelsiure auf, stellt mit Baryt py auf 3 cin
und engt auf dem Wasserbad unter Zugabe von Bariumechlorid cin. Die lotzten Reste
der Fliissigkeit werden im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird mit absolutem
Alkohol (100 cem) aufgenommen und die Losung 7 Stunden lang kiihl aufbewahrt.
Die Losung wird filtriert und das Filtrat im Vakuum vom Alkohol befreit und mit
15 ccm Wasser versetzt. (Temperatur nio iiber 40°.) Ein entstohender Niederschlag
wird verworfen. Nach Einstcllen des py; auf 3 40,2 fillt man mit 2,5 cem einer
109%igen Goldchloridlésung in Wasser und kiihlt 1 Stunde im Eisschrank. Der
Niederschlag wird darauf abzentrifugiert, in 15 cem n/200 Salzsdure suspendiert
und mit Schwefelwasserstoff zerlegt (etwa 1—2 Stunden). Das Filtrat wird mittels
Durchleiten von Stickstoff vom Schwefelwasserstoff befreit. Man versetzt das
Filtrat mit 6 cecm n/10 Baryt, einigen Tropfen 109iger Bariumchloridlésung
(pg = 3,6) und engt im Vakuum auf 0,3—0,5 cem ein. Der Rest wird mit 5 cem
absolutem Alkohol aufgenommen, filtriert und der Filterriickstand mit 3 Tropfen
Wasser und 2 cem absolutem Alkohol gewaschen. Das Filtrat engt man im Vakuum
auf 1—2 ccm ein. Dabei entstehende Niederschlige werden verworfen. Durch
Zugabe von absolutem Alkohol wird der gréBite Teil des Wassers entfernt. Nach
Entfernung der letzten Spuren Bariumchlorid erscheinen die Kristalle des Vitamins
60) Kinnersley c. s., Biochemic. J. 27, 232 (1933).

61) Janssenc.s., Rec. Trav. chim. Pays-Bas et Belg. (Amsterd.) 52, 366 (1933).
62) Seidell c. 8., J. amer. chem. Assoc. 55, 3380 (1933).
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aus einer 98 9% igen warmen alkoholischen Lésung innerhalb 1 Stunde. Es ist nicht
immer leicht, eine scharfe Grenze zwischen Entfernung des Bariumchlorids und Be-
ginn der Kristallisation zu treffen. Ausbeute an krist. Substanz 15—20 mg. Wirk-
samkeit etwa 2,3 y. Die Substanz wird aus wenig Wasser bei p,; = 3 (Salzsiure)
umkristallisiert.

Fiir den Tierversuch bewahrt man die Losungen in der Kalte auf, am besten
in absolutem Alkohol nach Zusatz von 0,1 9/ konzentrierter Salzsiure oder in
n/1000 Salzssure unter Zugabe von 20 Vol.-%, Alkohol.

X. Eigenschaften des Vitamins B,
Tabelle 74

Wirksamkeit des reinen

Vitamins. 1,4—3,3 y als Taubentagesdosis
Loslichkeit Loslich in Wasser, verdiinnten Siuren, Alkohol;

unléslich in Ather, Chloroform

Temperaturbestiandigkeit . ¢ Bei 120° zerstort. Nach Sstiindigem Autoklavieren

wirkungslos, in saurer Losung stabiler, in alka-

lischer Losung sehr schnell zerstért. Bei Anwesen-

heit von Wasser leichter zerstort als in trocknen

Substanzen

Tnempfindlich; H,0,, Ozon und Permanganat zer-

storen nicht

Lufttrocknung . . . . . . | Zerstort nicht

Fallbarkeit . Fillbar durch: Silbernitrat in alkalischer Lésung,

i ebenso durch Sublimat; fallbar durch Phosphor-

. wolframséure, Phosphormolybdénsiure, Kalium-
wismutjodid, wiBriger Pikrolonsdure und Gold-
chloridchlorwasserstoffsiiure in alkoholischer 1.é-
sung, durch letztere nur teilweise. Reines Vitamin
durch Pikrinsdure nicht fallbar. — Nicht fillbar
durch bas. Bleiacetat, Silbernitrat oder Merkuri-

. sulfat in saurer Loésung

Adsorbierbarkeit . . . . .  Adsorbiert durch Fullererde, Kohle, Kaolin, kol-

loidal. Aluminiumhydroxyd und Eisenhydroxyd,

kolloidal. Arsentrisulfid, Silicagel.  Adsorption

abhéngig vom pg

Alkaliempfindlichkeit . . . Alkali zerstort schon bei Zimmertemperatur

Dialysierbarkeit . . . . . Dialysicrt durch Membranen, die fiir Methylenblau

© durchgéngig sind
Besondere Eigenschaften . @ Durch Benzoylehlorid und Soda in der Kilte nicht
" verdanders, aber von Verunreinigungen befreit
Salze . . . . . . . . . . Goldsalz unbestindig, salzsaures Salz Schmelzpunkt
245 u. Z., Pikrolonat in 2 Modifikationen

Oxydationsempfindlichkeit

Tabelle 75. Zusammenstellung der Wirksamkeit verschiedener
Vitamin B,-Praparate im Taubentest (nach Windaus)
B. C. P. Jansen, H. W, Kmnvr«-;ley, R. A. Pcters

und V. Reader . . . s T 9y
B. C. Guha . . . 1224y
H. W. Kinnersley und R A Pe tels e 12

R. R. Williams, R. E. Watermann und S. Gurm 40 y
8. O0hdake . . . . . . . . . ... ... 2050y
Windaus c.s. . . v v v v v v e v v v e o . . 1,433y



Das Vitamin B; 1), 2,3
I. Die komplexe Natur des Vitamins B,

Die Notwendigkeit, neben dem antineuritischen Vitamin B, einen zweiten
Faktor annehmen zu miissen, ergab sich aus den Untersuchungen von Seidell,
Salmon c. s., Hauge c. s., Scotti-Foglieni und namentlich Goldberger.
Sie konnten nachweisen, dafl in Hefe und anderen Nahrungsmitteln neben dem
antineuritischen Vitamin, das leicht adsorbierbar und hitzelabil ist, eine zweite
auBerordentlich hitzestabile Substanz vorhandenswar. Dieses Vitamin, das
Goldberger mit der Enstehung der Pellagra in Zusammenhang brachte,
wurde bis vor kurzem Vitamin B, oder G genannt. Heute wissen wir, daf} dieser
Faktor nicht einheitlich ist, sondern cinen Komplex aus drei verschiedenen
selbstandigen Vitaminen darstellt. Der B,-Komplex besteht aus:

1. Wachstumsfaktor, dem eigentlichen Vitamin B, (von Kuhn, Gy-
orgy c.s. isoliert und als Flavin identifiziert).

2. Antidermatitisfaktor oder Antipellagravitamin, das von Gyérgy
neuerdings die Bezeichnung B, erhilt. )

3. Antiandmischem Faktor oder Anti-Sprue-Vitamin (?), nach Castle:
extrinsic factor.

Im folgenden werden die einzelnen Vitamine unter diesen Bezeichnungen
abgehandelt.

II. Die Erscheinungen des Vitamin B,-Mangels

Eine reine Avitaminose B, ist beim Menschen unbekannt. Auch die
Erscheinungen des B,-Mangels beim Tier sind meist auf das Fehlen des ge-
samten B,-Komplexes zuriickzufithren. Das einzig sichere, auf B,-Mangel
berubende Symptom ist der Wachstumsstillstand, der bei Ratten, Mausen und
Kiicken nach Verfiitterung eines B,-freien Futters in einigen Wochen eintritt
und spezifisch durch Flavinzugabe verhiitet oder geheilt werden kann. Die
auf B,-freien Kostmischungen manchmal zur Beobachtung kommenden Haut-
verinderungen und Blutanomalien beruhen auf Mangel an B (oder extrinsic
factor) und sind dementsprechend auch durch das Vitamin B, nicht zu be-
einflussen.

Wachstumsstillstand neben Pellagraerscheinungen tritt bei Kiicken auf,
wenn sie mit der oben beschriebenen beriberierzeugenden Didt, die 6 Tage
lang trocken erhitzt wurde (95—100°), ernahrt werden. Die Tiere nehmen von
Anfang an nur wenig an Gewicht zu. Pellagra entwickelt sich in 6 Wochen (s.
Antipellagravitamin). Die Zugabe von 6 %, autoklavierter Hefe oder 8 9/, Mager-
milchpulver oder 49, Leberextrakt zur Kost ermoglicht normales Wachstum.

Ob die Entstehung von Katarakt, die neuerdings bei Ratten und Méausen auf
B, freien Kostformen beschrieben wird, mit dem Flavinmangel zusammenhingt
oder mit dem Fehlen eines anderen Bestandteiles des B,-Komplexes, ist nicht
zu heantworten 3a).

1) Sherman c. s., Vitamins 1931.

2) Browning, Vitamins. London 1931].
3) Stepp, Pellagra.

3a) Day c. s., J. Nutrit. 97 (1934).



III. Die biologischen Methoden zur Auswertung
des Vitamins B,

A. Versuchstiere und deren Haltung

Als Versuchstiere dienen 20—30 Tage alte Ratten im Gewicht von 45—50 g
oder auch solche mit einem Gewicht von etwa 35 g. Sie entstammen am besten
einer Zucht, die mit 2/; Weizen und 1/; Vollmilchpulver unter Zusatz von
5 g Fleisch pro Tag und Tier ernihrt wurde. Dic Versuchstiere werden in
Einzelkéfigen gehalten und mit einer B,-freien Kostmischung und Wasser
ad lib. gefiittert. Kuhn, Gyorgy und Mitarbeiter nchmen 4—6 Wochen alte,
25—35 g schwere Tiere, die auf der Grunddidt schon nach 1—3 Wochen Ge-
wichtsstillstand zeigen.

Bei den Versuchstieren ist eine pellagraihnliche Hauterkrankung selten.
Wenn Verénderungen erscheinen, sind sie gewdhnlich nicht sehr ausgepriigt
und bestehen in Rétung und Schuppung der Pfoten, besonders an den distalen
Enden, schuppigem Schwanz und miBigem Haarausfall auf dem Riicken. Meist
sind es Erscheinungen, die fiir dic klassische Pellagra nicht typisch sind, sondern
die wahrscheinlich auf den dauernden Flavinmangel zuriickgefithrt werden
miissen. In gewissem Sinne ist also auch das B, ein Hautfaktor (Gyirgy).
Dagegen sind die fiir By spezifischen Symptome auf manchen Kostformen
iiberhaupt nicht zu sehen. Sie entstehen nur, wenn in der Didt das Vitamin B,
in geniigenden Mengen vorhanden ist bei gleichzeitigem Mangel an Vitamin By,

B. Vitamin B,-freie Kostmischungen

Bei der Herstellung ciner flavinfreien Kost sind verschiedene Punkte zu
beriicksichtigen, die fir das Gelingen eines Versuchs ausschlaggebend sind.

1. Die benutzten Kostbestandteile sind nicht ohne weiteres brauchbar,
da sie, wie z. B. Casein, manchmal erhebliche Vitamin B,-Mengen enthalten
kénnen. Casein mufl vor der Verwendung gereinigt werden. Am besten ist die
Darstellung des Caseins aus Magermilch durch Fallung mit Essigsiure und
Umfillen aus Natronlauge. Das Cascin muf3 darauf mit Essigsaure gewaschen
werden (mindestens 1 Woche, Liésung téiglich erneuern). Das getrocknete
‘asein wird mit Alkohol erschépfend extrahiert. Auch die langdauernde
Extraktion mit Essigsdure und eine nachfolgende Behandlung mit 60 9% igem
angesduertem Alkohol, mit einer Erhitzung des trockenen Priparats in flachen
Schalen an der Luft (3 Tage auf 120°) ist geeignet. Nach Sherman-Spohn
verrithrt man 200 g Casein mit 1 Liter 60 Gew.-%,igem Alkohol !, Stunde,
laBt 51, Stunden stehen, saugt ab und wischt mit 500 cem desselben
Alkohols nach. Das Casein wird darauf nochmals mit 1 Liter 609%,igem
Alkohol 1} Stunde lang behandelt und 18 Stunden aufbewahrt. Man wischt
mit 500 cem 609 igem Alkohol, dann mit 500 cecm 909%,igem Alkohol und
trocknet an der Luft.

2. Eine B,-freie Kost muf} alle anderen fiir die Ratte nétigen Vitamine,
wie A, D und namentlich die B-Vitamine enthalten. Die Vitamine A und D
werden mit Lebertran zugefiihrt. Die Verfiitterung einer geniigenden Menge B,
kann auf verschiedene Weise erfolgen:
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a) DurchInjektion eines B;-Konzentrats z. B. nachKinnersley, wobeiman
pro Tag und Tier eine ctwa 0,6 g Hefe entsprechende Menge verabreicht.

b) Durch Verfitterung eines B,-Extrakts, wie Tikitiki.

¢) Durch Verfiitterung eines Vitamin B,-Fullererdeadsorbats 4).

d) Durch Imprignierung der Stédrke mit einem B,-haltigen Weizen-
extrakt ).

e) Durch Zugabe von 309, Weizen zur Kostmischung, wodurch der B,-
Gehalt nur unwesentlich erhéht wird 6).

Samtliche Methoden der Darreichung des Vitamins B, sind gleichwertig.
Am bequemsten ist fraglos die Imprignierung der Starke mit dem B,-Extrakt
aus Weizen. Der Extrakt wird wie folgt hergestellt:

800 g Weizen werden frisch gemahlen, mit 1,5 Liter 809, igem Alkohol
115 Stunde bei Zimmertemperatur geschiittelt und filtriert. Der Riickstand
wird in derselben Weise mit 1 Liter Alkohol nachbehandelt und 1 Stunde
geschiittelt. Der Weizen wird abfiltriert und mit 300 ccm Alkohol gewaschen.
Nach Vereinigung der alkoholischen Extrakte engt man im Vakuum auf ecin
Viertel ein und gie3t die Losung auf 300 g Stirke, die man danach an der Luft
trocknet. Diese imprignierte Stiarke wird dann der Kostmischung zugegeben.
Bei der Herstellung des Extrakts ist zu beriicksichtigen, daB Weizen etwa 109
Wasser enthilt, das bei der Verdiinnung des Alkohols mitgerechnet wird. Die
Destillationstemperatur mull etwa 28—329 betragen. Die Stirke ist in der
Kostmischung in einer solchen Menge enthalten, dall 1 kg Futter den Extrakt
aus 500 g Weizen enthilt.

Neben dem Weizenextrakt kann auch ein Reisextrakt Verwendung finden.
Man stellt ihn her, indem man 1 kg Reisschalen mit 3 Liter kochendem Wasser
unter Zugabe von 6 cem konzentrierter Salzsdure 6 Minuten lang extrahiert.
Die Schalen werden abfiltriert, das Filtrat mit 100 cem einer gesittigten Losung
von neutralem Bleiacetat gefillt und 12 Stunden kiithl aufbewahrt. Das Filtrat
wird mit Schwefelwasserstoff zerlegt und im Vakuum cingeengt.

3. Neben der Vitamin B,-Zufuhr ist besonders auf die geniigende Zufahr
des Vitamins B, zu achten 7). Kostmischungen, in denen das Vitamin fehlt, sind
fiir die Auswertung des B, ungeeignet, da bei Wachstumsstillstand auf B,-
Zulage iiberhaupt keine Reaktion erfolgt. Kiir Wachstum sind alle Vitamine
B,. B, und B, erforderlich. Das Wachstum wird dabei von dem in der kleinsten
Konzentration vorliegenden Vitamin begrenzt. Laktoflavin ist auch in hohen
Dosen auf einer B,-freien Grundkost unwirksam. Das Vitamin B, kann zu-
gefilhrt werden mit Hefekochsiften, aus denen man durch Adsorption in
saurer Losung die Flavine entfernt hat, die fiir sich allein vollkommen un-
wirksam sind. Man kann die Kochsifte ersetzen durch B,-Lésungen, die
man nach Kinnecrsley, O'Brien, Peters und Reader aus Hefe darstellt
(es ist dabei zweckmifBig, abweichend von der Vorschrift nicht mit heiBer
Barytlosung zu arbeiten, sondern mit kalter (Wagner-Jauregg). Man
benétigt fiir die By-Zulage eine Extraktmenge, die 5—15 g frischer Béickerhefe

4) Salmon-Guerrant-Hays, J. of biol. Chem. 80, 91 (1928).

5) Bourquin, Diss. Columbia University 1929. — Sherman-Sandels, J.
Nutrit. 3, 395 (1931); Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 26, 536 (1929).

6) Munsell, Home Econom. 1930; J Nutrit. 4, 203 (1931).

7) Gyorgy c. s., Z. physiol. Chem. 223, 236 (1934).
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entspricht. Das Vitamin B, kann weiter mit Malzextrakten zugefiihrt werden,
die allerdings reichlich B,-haltig sind. Das Vitamin B, wird daraus durch
Adsorption an Frankonit KL in saurer Losung entfernt.

Die einzelnen Kostformen fiir die Ratte

Nr.1 Sherman-Bourquin8).
Die gebriuchlichste Kostform fiir den Vitamin B,-Versuch ist heute die

Modifikation der Sherman-Spohn-Dit von Sherman und Bourquin. Die

Kost besteht aus:

Casein, gereinigt . . . . . 189
Stirke . . . ... . ... 689
Butterfett . . . . . . . . 99
Salzmischung . . . . . . . 4‘}/0
Lebertran . . . . . . . . 1%

Die Stidrke wird mit dem Bourquin-Weizenextrakt (Vitamin B)) derart im-
prigniert, daf 100 g der Mischung den Extrakt aus 50 g Weizen enthalten.  Die
Kost ist nicht absolut B,-frei.

Weitere Kostformen fiir den B,-Versuch 15), 16), 17, 18)

L TXL R

10

Autor ‘ Stiarke | Casein Fett ) Nl]-"‘. Tran
gemisch
Chick c.s. 9) 60 R 1 20 | 15Ba 5 0,050, 2
; p.d.
Hunt c.s. 10)| 41 i I8 10 Ba, 4 2
25W }
Guerrantl1l)| 69,3 | 18 5B 3.7 2 2 Agar
Mec Cosh12) .| 76D | 18 4 5T T/T | 2 Agar
Kvansl3). .| 72,27Z | 24 3.8 | 37TeTyT
Guhald) . .! 75 [ 21 4 27T T/T
Leader19) .| 40R i 23 151 i) 2Ty, T/T
177 ;
Akroyd?20) .| 1.5R 13,5 15 Ba 5
65 Mehl \
Block?2l) . .| 48,97 | 22 24,9 Ba 4 !
‘0 1Cystint - 0,1 Li- | i !
| 1 nolsiiure | i \

i
Zeichenerklirung: R == Reisstiirke, W = Weizenschrot, D = Dextrin, Z

Zucker, Ba :- gehirtetes Baumwollsamenol == Crisco, P — Palmkernél, BB == Butter.

J. 2

8) Bourquin-Sherman, J. amer. chem. Soc. 53, 3501 (1931).
9) Chick-Roscoe, Biochemic. J. 22, 790 (1928); 24, 105 (1930).
10) Hunt c. s, J. of biol. Chem. 1928,

11) Guerrant c. s., J. of biol. Chem. 89, 199 (1930).

12) McCosh c. s., J. of hiol. Chem. 90, 1 (1931).

13) Evans c. s., J. of biol. Chem. 77, 231 (1928).

14) Guha c. s, Indian. J. med. Res. 21, 211 (1933).

15) Smith, J. of biol. Chem. 100, 225 (1933).

16) Munsell, J. Nutrit. 4, 203 (1931).

17) Williams c. s., J. of biol. Chem. 83, 321 (1929).

18) Narayanan c. s., Biochemic. J. 24, 19 (1930).

19) Leader, Biochemic. J. 24, 1172 (1930).

20) Akroyd, Biochemic. J. 24, 1479 (1930). — Akroyd-Roscoe, Biochernice.
3, 483, (1929).

21) Block-Farquhar, J. of hiol. Chem. 103, 645 (1933).
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Bemerkungen zu vorstehender Tabelle: Zu Nr. 2: Die Kostmischung
wird 3 Stunden auf 100° erhitzt. Die B,-Zugabe erfolgt wie oben. Die Diit ist unter
der Bezeichnung P2L bekannt. Zu Nr. 3: Der Weizen wird ganz geschrotet und
mit den anderen Bestandteilen gemischt. Dic Weizenzugabe soll die B,-Zufuhr
sicherstellen. Zu Nr. 4: B wird als Fullererdeadsorbat verabreicht. Zu Nr. 5:
Auflerdem erhalten die Tiere pro die 2 Tropfen Weizenkeimél., Zu Nr. 6: Die Diit
wird durch B,-Zulage ergiinzt. Zugabe von tiglich 0,7 g Hefe ermoglicht normales
Wachstum. Zu Nr. 7: Die Ratten erhalten pro die einen B,-Extrakt, der 2,5 g
Reisschalen entspricht. Zu Nr. 9: Die Diit ist fiir die Priiffung solcher Substanzen
wichtig, die nur schr wenig B, enthalten. Man kann sie in groferen Mengen ver-
abreichen und darf dabei vor allem nicht die Relation der Kost an Eiwei3, Fett
und Kohlenhydraten verindern. Das Verhéltnis betriigt bei der Kost P2L Fott :
Eiweil : Kohlenhydrat = 15: 20: 60. Bei der Priiffung von white flour z. B., das
1095 Eiweil und 909 Kohlenhydrate enthélt, ergibt sich die oben angegebene
Kostmischung. Zu Nr. 10: Die Kost ist eine besonders hoch gereinigte. Die Vitamine
werden einzeln verfittert. Vitamin E wird aus dem Unverseifbaren des Weizenkeiméls
gewonnen und in Dosen von 35 mg pro die verabreicht. A und D werden als Unver-
scifbares des Lebertrans in Dosen von 20 mg pro die verfiittert. B, wird aus einem
Hefeextrakt adsorbiert, eluiert und in Dosen von 10 mg pro die gegeben. Das
Casein wird einer besonderen Reinigung unterworfen.  EKs wird aus Magermilch
durch verdimnte Salzsiure gefiilllt, in Natronlauge gelost und umgefallt.  Darauf
wird mit Alkohol extrahiert, getrocknet und 2 Tage bei 90° erhitzt.

C. Die einzelnen Methoden
1. Der kurative Wachstumstest

Der kurative Wachstumstest beruht auf der Erscheinung, dall B,-frei
ernihrte junge Ratten nach kurzer Zeit das Wachstum einstellen.  Zufuhr des
Vitamins B, (Flavin) fithrt spezifisch zu erncuter Gewichtszunahme.

Vorperiode: Wahrend der Vorperiode werden die Tiere entweder wurf-
weise oder einzeln in Kéfigen gehalten, die eine Koprophagie susschlielen. Bei
der Einzelhaltung werden sie in gleichwertige Gruppen geteilt (hinsichtlich
Abstammung, Gewicht, Geschlecht usw.), bei Gruppenhaltung erfolgt die Auf-
teilung erst am Ende der Vorperiode. Die Ratten werden wihrend des Versuchs
zweimal wochentlich gewogen. Sie erhalten eine B,-freie Kost und Wasser ad lib.
Nach etwa 10—18 Tagen tritt Gewichtsstillstand cin. Dann beginnt man mit
der Zufiitterung der zu priifenden Substanz. Smith (l. c. 15) fingt damit am
10. Versuchstage an. Guerrant-Salmon (1. ¢. 4) nehmen eine Vorperiode von
2Wochen. Sherman und Bourquin (I. ¢. 12) beginnen mit der Auswertung,
wenn die Ticre nicht mehr an Gewicht zunchmen oder schon abnehmen. Chick
und Roscoe (l. c. 8) fiittern erst cine Vitamin B,-freie Kost und setzen die
Ratten dann nach 7-—10 Tagen in Einzelkifige, wo sic eine Zulage von B,
erhalten. Die Vorperiode dauert 3—4 Wochen. Salmon-Guerrant-Hays
(1. c. 4) geben als B;-Quelle cin Fullererdeadsorbat. Bocher wertet erst nach
Swochentlicher Versuchsdauer aus. Ks ist im allgemeinen besser, die Vorperiode
zu beschranken und den Versuch zu beginnen, wenn die Tiere bei mehreren
aufeinanderfolgenden Wigungen keine Gewichtszunahme zeigen.

Versuchsperiode: Die Versuchsperiode nimmt ihren Anfang mit der
Zufutterung der zu priifenden Substanz. Fiir jede Dosis sind 4—6 Tiere an-
zusetzen. Gruppeneinteilung wie tiblich. Die Substanzen sind den Tieren ge-
trennt von der Nahrung zu verabreichen. Fiir jede auszuwertende Substanz
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mull ein Kontrollversuch, der cine Zulage eines bekannten Standardpriparates
erhilt, und ein negativer Kontrollversuch mitlaufen.

Die Lénge der Versuchsperiode variiert bei den einzelnen Methoden stark,
was bei einem Vergleich der Auswertungen zu beriicksichtigen ist.

Auswertung: Man kann die im Gewichtstest gefundenen Werte auf die
Wirkung eines Standards beziehen oder nach absolutem MaBstab vergleichen.
Dann wird als B,-Einheit einc tédglich verabreichte Menge festgelegt, dic im-
stande ist, in einer bestimmten Zeit einen gewissen Gewichtsanstieg hervor-
zurufen. ’

Nach Chick-Roscoo (L. ¢. 8) ist dic Einheit diejenige Menge, die tiglich ver-
abreicht, in 2—4 Wochen einen wochentlichen Gewichtsanstieg von 10—12 g ver-
ursacht. Siec benutzen eine Ratte fiir mehrere Versuche und ernithren das Tier
nach der ersten Auswertung wieder mit der Grundkost, bei Gewichtsstillstand
folgt die Auswertung des zweiten Priparates. Akroyd-Roscoe (1. ¢. 20) verwerfen
das Gewicht der 1. Versuchswoche, da die Tiere nur unregelmiiBig zunchmen und
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Abb.77. Grundkost: Sherman-Bour- Abb. 78, Malzextrakt mit Frankonit
quin-Didt - B,. (Hefckochsaft durch gereinigt als By-Quelle. Pro Tag 2 cem
Fullererde von B, befreit, entsprechend entsprechend 0,5 g Léflunds Malz-
4 ¢ frischer Bickereihefe pro Tag. Nach extrakt. Nach 2 Wochen 10 9 Lakto-
41/, Wochen 3y Laktoflavin pro Tag. flavin. (Nach Gyorgy).

(Nach Gyérgy c.s.)

werten die Gewichtszunahme der folgenden 4 Wochen. Dabei gilt als Einheit die-
jenigo Dosis, die in 4 Wochen cinen Gewichtsansticg von woéchentlich 11—14 ¢
hervorzubringen imstande ist. Guerrant-Salmon (1. ¢. 4) nchmen cine Versuchs-
dauer von 8 Wochen und als Kinheit cine Gewichtszunahme von woéchdntlich
12—15 g. Sherman-Bourquin (I. c¢. 12) definieren die Einheit als diejenige
Menge, die imstande ist, in 2—4 Wochen einen Gewichtsansticg von 10 g (10 g in
30 Tagen) hervorzubringen. Guha und Mitarbeiter (1. ¢. 14) rechnen mit einer Ver-
suchsdauer von 2—3 Wochen und ciner (GGewichtszunahme von 10 g als Kinheit.
Bourquin setzt die Versuchsdauer auf 4—5 Wochen fest, wobei die 1. Versuchs-
woche verworfen wird. Als Einheit gilt cine Gewichtszunahme von 3 g pro Woche.
Alleman fand nach der 5. Versuchswoche keine regelmiBige Gewichtszunahme.
Deshalb ist eine Versuchsdauer von 4—5 Wochen vorzuziehen. Auch Booher
empfiehlt den 4-Wochenversuch. Nach Smith (1. ¢. 15) soll sogar cin 10-Tage-
versuch geniigen. Halliday 22) setzt das Gewicht der 2.—5. Woche in Rechnung
und verwirft die 1. Woche.

Chick und Roscoe (1. c. 8) hatten fruher als Einheit diejenige Substanzmenge
verzeichnet, die wihrend cines 8-wichentlichen Versuchs eine Gewichtszunahme
von 50—60 g hervorrief. Bemerkt sei noch, da$ die neue Chick-Roscoe-Einheit
etwa 3mal groBer ist als eine Bourquin-Einheit.

22) Halliday, J. of biol. Chem. 99, 164 (1932).
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Der kurative Wachstumstest wird neuerdings namentlich von Gyérgy
und Mitarbeitern bevorzugt. Als Einheit gilt allgemein eine Gewichts-
zunahme von 40 g im 30-Tageversuch. = Wir benutzen namentlich die
Diét nach Bourquin, auf der die Vorperiode schon nach 1—3 Wochen
beendet ist.

Selbstverstindlich ist man nicht auf die Berechnung der absoluten Werte
angewiesen, sondern kann den Wert eines Préparats auch grammiBig aus-
driicken, z. B. Stoffe vergleichen, die zugefiittert dieselben Gewichtszunahmen
hervorrufen. Weiter ist es empfehlenswert, wenn die Grunddiit nicht absolut
B,-frei ist, die Gewichtszunahmen relativ gegen die Kontrollen zu werten.
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Abb. 79. Tégliche Gewichtszunahme nach Behandlung mit steigenden Hefe-
. mengen. (Nach Smith.)

Beispiele nach Gyoérgy und Mitarbeitern gehen aus den Kurven auf
Seite 205 hervor:
Beispiel nach Smith (L. c. 15) (Abb. 79):

Je 3 Ratten werden 20 Tage lang mit einer der angegebenen B,-freien Diiiten
gefiittert. Dann erhalten die einen tiiglich 300 mg, die anderen 600 mg Hefe. Nach
10 Tagen zeigt die erste Gruppe eine Gewichtszunahme von 1,3 g pro Tag, die
zweite 2,4 g pro Tag. Die Abb. 79 zeigt dic Zunahme der auf der Basaldiiit lebenden
Tiere nach Zulage verschiedener Mengen autoklavierter Hefe pro Tag. Durch Auf-
stellung einer dhnlichen Kurve mit cinem Hefepriiparat kann man immer die Ver-
suche auf dic Wirksamkeit der Hefe beziehen.

Auswertungsbeispiele gehen aus den Tabellen 76, 77 und 78 hervor.

Neuerdings beschrieben Block und Farquhar (1. e. 21) auch die Anwendung
dieser Methode bei Benutzung einer hochgereinigten Diét zur Bestimmung des
Vitamins B, in Leber und Leberextrakten.
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Tabelle 76. Average weekly growth increments of rats on: A, a mixed

diet; B, purified diets, deficient in vitamin B,, and with this

vitamin supplied by autoclaved yeast; C, synthetic diets in

which vitamin B, is supplicd by various percentages of cereal
products and peas

(Vitamin B, supplied in B and C by daily doses of Peters’s antincuritic concentrate
from yoast)

A\m\m \mkh
- No. of rats |inerease in body-

observed !weight for chosen
| + 4 weeks (g)

Material tested

A. Mixed diet. Dued or fresh winter milk, whm\ or 16 ‘ 14
brown bread, cabbages or carrots. With - 3 16;9 12
Quaker oats, wheat bran, sheep’s lungs  stock rats
and cods’ heads once or twice a week  fromn Sth— .
9th week of

life
B. Negative controls. Diet P,L 15 2
Positive controls. Diet P,l. + autoclaved yeast (0,4 g. 5 12,5
daily) :
C'. Wheat. Whole ground wheat.
Sample A, Manitoba, 309, 2 5.5
509, 10 16
Sample B, English, 509 4 12
Wheat germ. Sample A, 7,59, 4 2,6
159, 6 9
309, 6 16
Wheat bran.  Sample A. 159 ' 4 8
309, ! 4 ‘ 13,5
Wheat “tails” (fine pollard).
Sample A, 159, 4 7,5
309, 4 15
Flour. Top patent. Sample A, 659 7 5
Houschold.  Sample A, 659, 4 H
Maize.  Whole ground maize. : ‘
Sample A, white, African, 309 i 4 | 8,5
50% 6 11
Sample B, yellow, S. American, 509, ! 8 8
Maize germ. meal. Sample B, 159, : 4 2
309, , 3 j 7
609, ‘ 6 13
Endosperm. Maize “grits.”
Sample B, 659, 6 5
“Polenta’, Italian, 65 9%, 4 4
Peas. Dried ground ““Clipper’ peas, 309, 2 9,56
459 5 16

2. Der prophylaktische Wachstumstest

Der prophylaktische Test wird in derselben Weise gehandhabt wie der chen
beschriebene kurative.

Ratten desselben Alters und Gewichts werden in Einzelkiifige gesetzt und er-
halten eine der Disiten und Wasser ad libitum. Wir verwenden dic Bourquin-
Shermansche Kost. Dic Tiere crhalten gleichzeitig verschicdene Dosen der zu
untersuchenden Substanz getrennt zugefittert. Dabei nimmt man fir jede zu prii-
fende Dosis mindestens 6 Ticre. Eine zweite Gruppe gleichwertiger Tiere erhiilt eine
bekannte Standardlosung des Vitamins, cine weitere Gruppe bleibt unbchandelt.
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Tabelle 77. Vitamin B, content of vegetables and yeast as demon-

strated by the weight increase of rats during 5 weeks on a diet

(P2L. YE) complete except for vitamin B,, together with a daily
dose of the vegetable to be tested

. No. of ‘ Growth in

Dr§ welght 5 wocks

Material tested l‘ g daily | rats
i ; | Averages g.
Yeast | 0,1 4 50
! 0,2 1 75
! 0,25 2 85
: 04 2 110
109%.1,0%) 4 110
Watercress ! 0,2 3 l 53
i 0,3 3 57
: 0.4 5 56
Lettuce | 0,2 2 44
’ 0,3 5 46
‘ 0,6 4 57
Cabbage, ctiolated leaves 0,2 2 ! 34
0,3 3 35
0,4 4 36
. 0,8 4 ! 65
Cabbage, dark green leaves ! 0,2 2 41
to 0,4 5 58
;10 0 - 0,9% ) 9 85
Spinach 0,2 ‘ 3 | 41
K 04 5 54
| 06 = 4 67
E 08 | 4 83
Onion i 0,8 | 2 21
12504, 1,6%) 4 53

Dic Tiere werden waochentlich 2mal gewogen und die Gewichtskurven re-
gistriert. Die Kontrolltiere nehmen nur in der ersten Zeit regelmafig zu. Nach
etwa 2—3 Wochen, oft auch schon frither, wird das Gewicht stationir, die Tiere
bleiben aber am Leben.

Wir brauchen eine Versuchsperiode von 4—5 Wochen und dosieren so, daf}
die Gewichtszunahme pro Woche etwa 12 g betrigt.

Eine Einheit ist dicjenige Menge, die in 4—5 Wochen einen Gewichtsanstieg
um 50 bzw. 60 g verursacht. Wir haben mit der Methode gute Ergebnisse erzielt.

IV. Chemische Methoden der Flavinbestimmung 22a), 23), 24)

1. Die Lumiflavinmethode

Kochsifte oder alkoholisch-wifrige Extrakte der fein zerkleinerten Pro-
"dukte werden entweder direkt oder nach vorhergehender Adsorption und
Elution (s. unten) in alkalischer Losung unter Kithlung mit dem Licht einer

*) The foodstuffs were in these cases given as a percentage of the diet.

22a) Kuhn ec. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1454 (1934).
23) Wagner-Jauregg, Angew. Chem. 47, 318 (1934).
24) Warburg-Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933).
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Tabelle 78. Titration of vitamin B, by increase of body weight in

young rats, which have ceased to grow an “— B,” diet, ic. diet L,

devoid of B vitamins, to which vitamin B, is added as Kinnersley
and Peter’s concentrate from yeast

{),’::,l,’ii?’:il v}::i‘;lﬁt xf:»bglt ;3,‘,1":::;.4 | Time previously
Material Nf‘*;v“;" | Rat | when increments receiving maintained on
tested ’l()f (i‘rs," | No. |dose was n:(!;i!;'"g a given *—B,” diet
veast | : started oo dose Weoks
" s 3 '3 ‘
Fraction 51, extract | 1,2 142 ' 116 36, 32 <I Von | 14
of Yeast Vin 0,019, 1,2 140 = 101 | 24,12 [ 20 14
acetic acid evapo-| 0,9 243 | 45 | 26, 22 24 3
rated to small bulk ‘ ' |
Fraction 511, pre- 0,5 254 | 41 | 21 2
pared as 51, from! 0,5 ' 2556 @ 41 | 22 } 21 2
Yeast V and VIT ' 0,5 = 256 | 43 19 2
0,25 = 254 ial : 14,11 . ‘2—{ 2 on above test-- 2
0,25 . 2565 65 o+ 14,12 } 11 Jdeprived until weight
025 1 256 1 66 | 8,11 ] iwns. again constant
; ! i |
Fraction 5111, pre-i 1,0 251 ¢+ 45 1 24,28 26 ¢ 15 -+ 1 receiving the
pared as 51, from | ! equivalent  of 0,5
Yeast VIIT i | : } yeast. with no response
T 05 251 | 43 2 — 5
0,5 268 52 ! 20, 15,5 18 6
0,25 272 53 10,5, 13,56 7
025 279 . 38 | 16,17 4
0,25 280 39 ' 11,11 oy
0,25 273 ' 56 1 11,9,5,9.5 2 4+ 2 receiving  the

equivalent of 0,12 g,

veast
0,12 - 273 46 7,3 \ P2

012 200 37 9123 | | 2
Dried Yecast X 23 | See Chick and Roscoe
02 - - 1 [1927], Table 111

starken elektrischen Gliihbirne bestrahlt. Dabei gehen die Flavine in die eben-
falls griingelb gefirbten Lumiflavine iiber, dic sich nach dem Ansiivern der
Lasung mit Chloroform ausschiitteln lassen. Die Bestimmung erfolgt im Stufen-
photometer. Die Werte konnen bei geringem Flavingehalt um ctwa 50 %, zu
niedrig ausfallen. Die Frage, ob es Derivate der Flavine gibt, die bei Belichtung
nicht chloroformléslich werden, ist nicht entschieden.

Die mit Chloroform gereinigten Losungen, die n/2 an NaOH waren, werden
in flachen Schalen (Photographierschalen) mit einer 600-Watt-Lampe aus 20 his
30 em Abstand belichtet. Die Temporatur darf 200 nicht iibersteigen. Die Kiithlung
erfolgt durch Ventilatoren und durch Wasser (Glasschlangen). Nach zweistiindiger
Behandlung wird mit Essigsiiure angesiuert und mindestens 3mal mit Chloroform
ausgeschiittelt. Das Chloroform wird Gber Natriumsulfat getrocknet, auf ein be-
stimmtes Volumen eingeengt und die Farbstoffkonzentration im Pulfrichschen
Stufenphotometer mit dem Filter S 47 bestimmt. Fiir die Berechnung ist ¢ == 4,30
zu setzen (0,100 mg Lumilaktoflavin in 1 cem Chloroform). Die Umrechnung von
Lumilaktoflavin erfolgt durch Multiplikation mit 1,5.

Bomskov, Vitaminforschung : 14



210

Zur Reinigung ist Adsorption an Fullererde und Elution mit Pyridin-
gemischen vorteilhaft. Die Methode ist fiir Malzextrakte, Hefeextrakte usw.
nicht anwendbar, weil eine groBe Menge brauner Farbstoffe mit in die Elutionen
geht. In solchen Fillen werden die mit Schwefelsdure angesiuerten Kochsifte
mit n/1 Kaliumpermanganatlosung bei 15—20° behandelt, bis keine wesent-
liche Aufhellung mehr eintritt. Nach dem Neutralisieren mit n/2 NaOH wird
durch Zentrifugieren geklirt und direkt in alkalischer Losung belichtet.

Die Fehlergrenze der Lumiflavinmethode ist fiir Mengen unter 0,1 mg Lumi-
flavin erheblich, weil durch die einzuhaltenden Bedingungen ein Teil des Flavins
zerstort wird. Die wahren Werte diirften, wenn weniger als 0,1 mg Lumiflavin
zur Bestimmung gelangten, um etwa 200—300 9, héher liegen. Die Abweichungen
betragen bei groferen Mengen nur etwa 209%,.

2. Die Fluoreszénzmethode 22 b)

Der Flavingehalt wird durch direkte Fluoreszenzmessung wiBriger Aceton-
extrakte, aus denen durch Entmischen mit Petrolither die lipoidléslichen
Stoffe entfernt wurden, bestimmt. Fluoreszierende Begleitsubstanzen kénnen
zu hohe Werte vortduschen. Der Lumiflavintest ist spezifischer. Die mit
der Fluoreszenzmethode ermittelten Werte stimmen immerhin mit denen des
Tierversuchs und der Lumiflavinmethode iiberein.

3. Die Bestimmung des freien und gebundenen Flavins (1. c. 22a)

Die Trennung erfolgt durch Dialyse in Cellophanschliuchen etwa 17 Stun-
den bei 0° gegen destilliertes Wasser. WaBriger Auszug von Spinatblittern
(Spinatblatter in fliissiger Luft gefroren und sofort fein zerstoBen, mit kaltem
Wasser extrahiert) enthilt insgesamt aus 300 g Blittern 87,0 y Laktoflavin,
davon sind etwa 40,5 dialysierbar. Die Flavinbestimmung erfolgt in Innen-
und AuBenflissigkeit nach Adsorption an Fullererde und Elation nach der
Lumiflavinmethode. Nach Aufkochen des wéafirigen Auszugs dialysiert fast
die gesamte Flavinmenge.

In Kuhmilch sind etwa 909, des vorhandenen Flavins dialysierbar.

V. Flavingehalt verschiedener Substanzen

Nach den chemischen Methoden wurden fiir verschiedene Substanzen fol-
gende Werte ermittelt:

Tabelle 79. (Nach Warburg-Christian (l. c. 24))

Flavin pro kg

Trockensubstanz
e - ke TR
Essigbakterien (Bac. Pasteurianum) . . . i 15
Bierhefe (Schulthei-Patzenhofer) . . . . 30
Bickerhefe . . . . . . . ... ... i 36
Milchséiurebakterien (Bac. Delbriickii) . . | 115
Buttersdurebakterien (Clostridium butyr.) | 136

22b) v. Euler c. 8., Z. physiol. Chem. 223, 105 (1934).
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Tabelle 80. (Nach Kuhn c. s. (Le. 22&))
: Laktoflavin
mg
1 Liter Apfelsinensaft, sterilisiert . ! 0, 089
1 Liter Apfelsinensaft, sterilisiert . ; 0,069
1 kg Bananen, geschilt . | 0,075
1 kg Aprikosen, getrocknet i 0,57
1 kg Hagebutten, frisch . A 0,069
1 kg Tomatenmark (Boschi- Flgh) e e 0,71
1 kg Karotten, frisch i 0,20
1 kg Spinat, getrocknet . : 5,70
1 kg Spinat, frisch . ‘ 0,57
1 kg Heumehl (Luzerne) . 7,17
1 kg Gras, frisch 1,42
1 kg Kartoffeln . 0,075
1 kg Weizenkleie . . 0,33
1 kg Malzextrakt Loﬂund 2,10
1 kg Malzextrakt Loflund . . 1,60
I Liter helles Bier, Spaten, Mun(]wu . 0,29
1 Liter Traubensaft, sterilisiert . 0,060
1 Liter Weilwein, Pfilzer 0,081
1 Liter Weillwein . . 0,125
1 kg Tanncenhonig, J_)out':(hor lmkml)und
1933 . . 1,060
1 Liter Vollmll(‘h, Ixuh . ' 1,00
1 Liter Molke, Kuhmileh, sauer 0,45
1 kg Hefe, trocken, Loéwenbriu 18,00
1 kg Vitox (Marmite) I 33,00
1 kg Hefeextrakt Cenovis © 43,2
1 kg Eieralbumin, trocken . 14,1
1 kg Rinderleber, frisch 15,9
1 kg Rattenleber, frisch . i 15,6
1 kg Dorschleber, frisch | 0,53
1 Liter Menschenharn . .j 0,075
Tabelle 81 (Nach Fulcr und Adlor 25))
Oesamt Gesamt-
Untersuchtes Material fl.a vingehalt Untersuchtes Material ‘fl.a vmgc.ha.lt
iny pro g inyprog
- Frischgew. Frischgew.
Lober _(Rind) | 10—20 | Auge . (Rind) |
Niere . (Rind) 1 10—20 Netzhaut . e 1—5
Nebenniere . (Rind) | 5—10 Pigmentepithel . - 0,5—1,0
Corpus luteum . (Rind) | 5—10 Auge (Schaf)

Gehirn . (Rind) | 1—5 Netzhaut R 1—5
Ovarium . (Rind) Auge (Kaninchen) ; 0,025—0,5
Stroma . Ce ey 1—5 Auge (Huhn) . 1—5
Follikelwand i 0,025—0,5 || Auge . (Fische) 10—20

Follikelsaft . ... . 0,025 Blut . (Rind)
Milz (Rind) | 0,5—1,0 Vollblut, . e 0,025
Lunge . . . (Rind) ;| 0,5—1,0 Serum . . . . . . . 0,025
Hypophyse . . (Rind) | Roux-Sarkom . (Huhn) | 0,5—1,0
Vorderlappen . . . . . | 0,5—1,0 Jensen-Sarkom (Ratte) | 0,026—0,5
Hinterlappen . . . . . | 0,025—0,5
Plazenta, (Mensch) J 0,5—1,0

25) Euler c. 8., Z. physiol. Chem. 233, 108 (1934).

14*
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VI. Vorkommen des Vitamins B,

AuBer den Angaben am Schlul dieses Kapitels, die sich aber auf das Vor-
kommen des Vitamin B,-Komplexes beziehen, seien hier noch einige weitere Daten
aus den Arbeiten von Gyo6rgy und Mitarbeiter hervorgehoben (vgl. auch 25a)):

Tabelle 82
. Tagesdosis Gewichtszunahme
Tier Organ (g Frischgewicht) in 30 Tagen in g
Rind Herzmuskel 0,6 l 41
» » 1,0 | 68
i ”” | 0,5 I 58
' Skelettmuskel ' 1,0 | 23
" " é 1,5 ‘ 30
” ” % 2,0 f 38
Kalb Herzmuskel ! 0,5 i 34
” I " ‘ 0,5 3 39
»s : s 1,0 | 68
' . Skelettmuskel ’ 1,0 ' 35
» i " r 1,5 i 42
” | ” ;’ 2,0 51
Huhn | Beinmuskel . 1,5 59
' 1 Brustmuskel ! 1,5 | 28
LeberpreBsaft aus 10 g Frischleber . 27—29 g in 29 Tagen
Campolon, 0,5 cem . . . 69 g in 30 Tagen
Hefekochsaft, aus 2 g Frmchhofv . 40 g in 28 Tagen
Leber, Niere, 0,2—0,4 g frisch . . . 40 g in 30 Tagen
Prefhefe, 0,6—1,0 g . . . . . . . 40 g in 30 Tagen

Zur Umrechnung des Flavingehaltes in Wachstumswirkung sei angegeben, daf
die tagliche Zufuhr von 8—10 y Laktoflavin in 30 Tagen eine Gewichtszunahme
von 40 g herbeifithrt. Mit 5—7 y erzielt man bereits gutes Wachstum. Zu beachten
ist dabei, dafl die Sherman-Bourquin-Kost, die zur Auswertung in Anwendung
kam, nicht absolut B,-frei ist. Namentlich der Weizenschrotextrakt enthilt stets
Vitamin B,.

VII. Der Vitamin B,-Bedarf

Der Vitamin B,-Bedarf ist wahrend der Laktation besonders grol. An
Versuchstieren benétigen Kiicken das Vitamin, wihrend Tauben ohne B,-
Zufubr leben kénnen. Der optimale By-Bedarf ist viel hoher als sich mit den
bisherigen Methoden am Tier bestimmen lafit (Sherman-Ellis 26)). Der
Bedarf des Menschen wird auf etwa 150 Ratteneinheiten pro die geschéatzt.

VIII. Die chemische Natur des Vitamins B, 26a)

Das ,,Wachstumsvitamin‘“ B, wurde 1933 von P. Gyérgy, R. Kuhn und
Wagner-Jauregg 27) in reiner Form isoliert und als Flavin identifiziert.
Die Flavine sind Vertreter einer in der Natur weitverbreiteten Farbstoffklasse

25a) Block c. s., J. of biol. Chem. 103, 643 (1933).

26) Sherman-Ellis, J. of biol. Chem. 104, 91 (1934).

26a) Kuhn c.s., Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1220, 1409, 1452, 1460 (1934). —
Stern c. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1352, 1442 (1934).

27) Gyérgy-Kuhn-Wagner-Jauregg, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 317, 676,
1034, 1577 (1933); Naturwiss. 21, 560 (1933); Klin. Wschr. 12, 1241 (1933); Z
physiol. Chem. 223 (1934).
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der Lyochrome (Ellinger-Koschara28)). Man bezeichnet die Einzel-
vertreter als Flavine mit der ihrem Vorkommen entsprechenden Vorsilbe mit
Lactoflavin, Ovoflavin, Hepaflavin usw. Bereits 1932 waren Banga-Szent.
Gyorgyi 29) auf dieselbe Farbstoffgruppe gestoBen, als sie ein Atmungs-
koferment aus Schweineherzkochsaft herstellten, dessen Farbkomponente sie
Cytoflav nannten. Warburg und Christian 30) isolierten im selben Jahr aus
Hefe ein gelbes Oxydationsferment, dessen Farbkomponente mit dem B,-wirk-
samen Flavin identisch ist. Wir haben also die bemerkenswerte Erscheinung, da3
ein Vitamin, wenn es an einen kolloidalen Triiger gebunden vorliegt, als Ferment
fungiert. Die Flavine kommen also in der Natur teils in freier dialysierbarer Form
(Kuhmilch), teils an hochmolekulare Triiger gebunden vor (Spinat, Rinderleber, .
Hefe). Die Farbkomponente (Flavin) kann durch Kochen oder Behandlung mit
Methanol oder Aceton abgespalten werden. Die Flavine sind stickstoffhaltige
wasserlésliche Farbstoffe, deren Losungen intensiv griin fluoreszieren. Auf Zusatz
von Alkalien und Mineralsiuren verschwindet die Fluoreszenz. Bei lingerer Be-
lichtung oder bei UV.-Bestrahlung werden die Flavine in irreversibler Weise
zerstort. Bei Belichtung in alkalischer Lésung entsteht ein Farbstoff, der sich
nach dem Anséuern der Losung mit Chloroform ausschiitteln 1a8t (Lumiflavin).

Die bisher erkannten chemischen Umwandlungen der Flavine stellt fol-
gende Tabelle dar 31), 32):

Red.-Mittel
Lactoflavin < - — > Leuko-lactoflavin
C,,H,,N,0, Sauerstoff
B"’"'('hnung .

I
Hoch va kuy,
R m

> Deutero-leuko-lactoflavin
Belichtung

| Sauerstoff
i. alkal. Lsg. y Dauersto
Deutero-lactoflavin
i At K‘{),\U‘
1 xa0® " ‘
ve
Lumi-lactoflavin
Cy5Hy5 NyO,
&NaOH in der Hitze 31)
Oxocarbonsiure -+ Harnstoff

C;.H,N,0;; Schmp. 215° CO(NH,),

Thermischer Abbau
Sublimat
CHpN,0; Schmp. 175° 4 CO,.

28) Ellinger c. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 315, 808, 1411 (1933).
29) Banga c. s., Biochem. Z. 246, 203 (1932).
30) Warburgc. s., Biochem. Z. 254, 438 (1932); 275, 492 (1933); 266, 377 (1933).
31) Kuhn c.s., Ber.dtsch. chem. Ges. 66, 1950 (1933); 67, 888 (1934). Letzte
Arbeiten 67, 1220, 1409, 1452, 1460, 1826, 1932, 1941 (1934). ;
32) Wagner-Jauregg, Angew. Chem. 47, 318 (1934).
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Der Ubergang von Lactoflavin in Lumilactoflavin ist wie folgt zu formn-
lieren:

/CH2 - OH /NH\

HO- HC —C ¢o
, CoHN, | | |
HO-HC . —C NH
\CH(OH)/ _l Neo”
" Lactoflavin
Bellchtung CO
S | CgHN, H |
i. alkal. Lsg. NH

Lumi-lactoflavin

Die Synthese des Lumilactoflavins wurde necuerdings von Kuhn ec. s.
und Stern c. 8. 33) durchgefithrt. Das Lumilactoflavin entsteht durch Kon-
densation von 1,2-Dimethyl-4-Methylamino-5-Amino-Benzol mit Alloxan. Das
Lumilactoflavin ist demnach 6-7-9-Trimethyl-iso-Alloxazin.

CH
|
N N N
NH:CH, HO, H,C.
H"C_I/\t/ +3 \!/ "o N \i/\l/\rco
I ¢ NH .

H3(” \\/ \NH 0/ \// \IH H - \/\//\ NH
- 2 o 5C N Co

Lumi-Lactoflavin

IX. Die Trennung der Vitamine B, und B,

Eine Trennung der Vitamine B, und B, kann entweder durch Adsorptions-,
Fiallungs- oder Extraktionsmethoden erreicht werden, wie durch Autoklavieren.
Letztere Behandlung zerstért allerdings das Vitamin B,.

Zur Darstellung einer B,-freien Hefe autoklaviert man sie am besten bei
1200 etwa 6 Stunden lang. Die Behandlung zerstort das Vitamin B, und schwécht
die B,-Wirksamkeit um 50 9.

Smith 33a) fithrt eine teilweise Trennung durch Extraktion herbei. Trockne
Hefe wird mit 70—76 9, igem Alkohol mit oder ohne Zusatz von 19, Salzsiure
extrahiert. Das Vitamin B, geht nahezu quantitativ in Losung, wihrend das
Vitamin B, sich im Heferiickstand findet.

Adsorptionsverfahren wurden von Levene, Salmon u. a. beschrieben.
Levene 34) schiittelt eine Rohlésung der Vitamine aus Hefe 7mal mit Silicagel
bei py = 3. Das Filtrat enthalt das gesamte Vitamin B,. Es wird mit LiOH
neutralisiert, eingeengt und mit Aceton gefillt. Der Niederschlag ist wirksam
in Mengen von 15 mg pro die. Zur weiteren Reinigung werden 3 g dieses Nieder-

33) Holiday-Stern, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1352, 1442 (1934).

33a) Smith, J. of biol. Chem. 100, 225 (1933).
34) Levene, J. of biol. Chem. 79, 465 (1928); Science 71, 668 (1930).
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schlags in 10 ccm Wasser gelost und die Lésung in diinnem Strahl in Alkohol
(5%ig an 709,iger HJ) eingetragen. Der Niederschlag wird gewaschen, bis
Jod aus dem Waschwasser verschwindet. Er ist B,-wirksam in Dosen von
5—10 mg pro die. Eine weitere Anreicherung kann erzielt werden durch Fillung
der wéfrigen Losung mit einer 19 igen Salzsdurelésung in Alkohol. Der dann
entstehende Niederschlag wirkt bereits in Mengen von 0,7 mg pro die.

Das Verfahren von Levene wurde neuerdings von Dichl und Kiithnau 85)
zur Anreicherung des Vitamins B, angewandt. Sie gingen folgendermafen vor:
,»4,8kg feuchte, wiirzehaltige Bierhefe wurden auf grofen Nutschen trocken gesaugt,
mit Wasser verriithrt, wieder abgesaugt, in 9,6 Liter 0,1 9% ige Essigsiure eingetragen,
unter starkem Riithren zum Sieden gebracht und 5 Minuten im Kochen gehalten
(Chick, Roscoe). Nach dem Abkiihlen wurde filtriert und das blaBgelbe Filtrat
mit dem doppelten Volumen Aceton versetzt, wobei ein grobflockiger, gut absitzender
Niederschlag ausfiel. Nach 24stiindigem Stehen im Kisschrank wurde dekantiort,
der Niederschlag scharf abgesaugt, in 6 Liter Wasser geldst, die Losung mit 1200 g
Kieselsdurogel (Acid. silicic. gelatinos. Merck) versetzt, mit n/10-H,80, auf py 3
gebracht und 1 Stunde mechanisch gerithrt.  Dann wurde auf mchreren groBen
Filtern abfiltriert, das Filtrat mit Lithiumhydroxyd neutralisiert, im Vakuum bei
50—60° eingeengt, bis das Gesamtvolumen 300 cem betrug. Diese Losung wurde
durch Zusatz der doppelten Menge Aceton ausgefillt, der Niederschlag in 20 cem
Wasser gelost und in eine Mischung von 100 cem 96 %, igem Alkohol und 1 cemn
70 9%iger Jodwasserstoffsiure cingegossen. Die nunmehr entstehende Fillung wird
mit absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Alle Manipulationen
wurden unter moglichstem Ausschluf von Licht vorgenommen (vgl. dazu Kuhn,
Gyorgy und Wagner-Jauregg). Es wurden so schlieBBlich 624 mg cines hell-
grauen Pulvers crhalten. 10 mg des gereinigten Vitaminpriparates entsprechen
nach Levene in bezug auf die B,-(Wachstums-)Wirkung ctwa 5 g Preflhefe.*

Salmon-Guerrant und Hays 36) adsorbieren das Vitamin B, aus Hefe-
extrakt an Fullererde bei py = 3. Das Vitamin B, findet sich im Filtrat. Das
Filtrat der Fullererde wird im Vakuum eingeengt und mit Alkohol bis 519
versetzt. Der entstehende Niederschlag wird 2mal mit 51 9% igem Alkohol
gewaschen und die Filtrate im Vakuum konzentriert. Der Extrakt wird auf
Stirke getrocknet (auf 0,32 g Stirke Extrakt aus 1 g Hefe).

Fillungsverfahren zur Trennung der beiden Vitamine werden von Guer-
rant-Dutcher, 1. ¢. 9) angewandt. Ein wilriger Hefeextrakt wird eingeengt
und mit Alkohol bis zur Konzentration von 509, versetzt. Der Niederschlag
wird verworfen und das Filtrat mit Alkohol auf eine Konzentration von 809,
gebracht. Man filtriert den entstehenden Niederschlag ab und trocknet ihn.
Zur vollstindigen Zerstorung des Vitamins B, wird er in Autoklaven
6 Stunden erhitzt. Der feingepulverte Niederschlag wird mit Kornstirke
oder Dextrin in einem solchen Verhdltnis gemischt, dafl 0,3 g ctwa 1 g
Hefe entsprechen.

Rosedale 37) geht bei der Darstellung eines B,-freien B,-Extrakts von
Reisschalen aus und extrahiert sie mit 19 iger Essigsidure. Die Losung wird im
Vakuum eingeengt, dafl 1 cem 1 g Reisschalen entspricht. Man fillt bei neutraler
Reaktion mit Bleiacetat und zerlegt den B,-haltigen Niederschlag mit Schwefel-
wasserstoff. Das Filtrat wird entweder als solches benutzt oder auf Stirke
getrocknet.

35) Diehl c. s., Dtsch. Arch. klin. Med. 176, 140 (1933).
36) Salmon c. s., J. of biol. Chem. 80, 91 (1928).
37) Rosedale, Biochemic. J. 21, 1266 (1927).
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Chick-Roscoe 88) wenden dieselbe Methode auf Hefeextrakte an und féllen
in neutraler oder schwach alkalischer Losung. Ein Hefeextrakt wird mit konzen-
trierter Salzséiure bei py = 1,5 1 Stunde lang auf 100° erhitzt und die Lésung
dann mit Natronlauge bis py = 7,5 versetzt. Man fillt mit Bleiacetat (10 %ige
Losung), wiischt den Niederschlag und zerlegt ihn bei py = 3 mit Schwefelwasser-
stoff. Die Lésung wird schlieBlich neutralisiert und soweit eingeengt, daBl 1 ccm
1 g Hefe entspricht.

Samtliche B,-Extrakte finden Verwendung bei der Rattenwachstums-
methode auf Vitamin B,.

X. Darstellung des Vitamins B, nach Gyérgy und Mitarbeiter

Darstellung eines Leberkochsafts: Frische Rinderleber wird fein
zerkleinert und durch eine Fleischhackmaschine gedreht. 1500 g des er-
haltenen Leberbreies werden in 2500 ccm destilliertes kochendes Wasser ein-
getragen und das Kochen unter gutem Riihren 8 Minuten fortgesetzt. Es wird
noch warm abgesaugt und der Riickstand mit 500 ccm Wasser gewaschen.
Der Extrakt verliert unter Toluol im Tageslicht nach einigen Monaten seine
Wirksamkeit (daher braune Flaschen). Die Ausbeute betriigt bei Kochsiften
aus Hefe, Niere, Leber und Herz etwa 50—809, der urspriinglichen Wirk-
samkeit. Sie bleibt nicht selten auch darunter.

Tdllungsverfahren

Bleifallung: Der Leberkochsaft wird mit gesiittigter Bleiacetatlosung ver-
setzt, bis keine weitere Fillung erfolgt (etwa 100 cem). Man 1éBt den Niederschlag
absitzen und hebert dic Lésung ab. Der Niederschlag wird einige Male mit warmem
destilliertern Wasser gewaschen, bis das Waschwasser nur noch sehr schwach ge-
farbt ist.

Zerlegung des Bleiniederschlags: Der Niederschlag wird in heilem
Wasser suspendiert und in geringem UberschuB mit 2 n Schwefelsdure versetzt
(Kongo soll rein Blau werden). (Zur besseren Suspension schiittelt man den Nieder-
schlag mit dem Wasser etwa 1, Stunde auf der Maschine.) Man zentrifugiert und
schiittelt das Bleisulfat 1—2mal mit etwas iiberschiissiger verdiinnter Schwefelsdure,
bis die abzentrifugierte, triibe Fliissigkeit nur noch schwach gefirbt ist. (Wenn
Schaumbildung, einige Tropfen Octylalkohol zugeben.) Das Fliissigkeitsvolumen
soll 600—800 ccm betragen.

Fillung mit Phosphorwolframséure: In einer kleinen Probe der Losung
ermittelt man gegen Kongo durch Titration mit Natronlauge den Gehalt an freier
Séure und fiigt soviel 50 9,ige Schwefelsdure zu, daB3 die Losung 5 Vol.-%ig ist.
Diese Losung fdllt man mit der eben ausreichenden Menge Phosphorwolframsiure
(100 g Phosphorwolframséure + 500 cem 5 Vol.-%; iger Schwefelsédure). Das Vitamin
bleibt in Losung. Aus dem Filtrat entfernt man die iiberschiissige Phosphorwolfram-
sdure durch Ausschiitteln mit Amylalkohol. (Der Amylalkohol kann immer wieder
benutzt werden, wenn man die Phosphorwolframsiure daraus durch Schiitteln mit
Natronlauge entfernt.) Zur besseren Trennung der Schichten gibt man ctwas
Ather zu. Nach dem Ausschiitteln wird der in der wiBrigen Schicht geloste Amyl-
alkohol mit Ather und dieser mit Petrolither ausgeschiittelt. (Alle Phosphorwolfram-
séure ist entfernt, wenn eine Probe der Loésung beim Erhitzen mit dem gleichen
Volumen konzentrierter Salzséiure und Zinkspiinen farblos bleibt oder sich nur ganz
schwach blau firbt.)

Fiallung mit Silbernitrat: Man versetzt die Losung mit 25 %igem Silber-
nitrat, bis kein weiterer Niederschlag entsteht und verwirft ihn. Das Filtrat wird

38) Chick-Roscoe, Biochemic. J. 23, 504 (1929).
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mit 2 n NaOH neutralisicrt, bis Kongopapier nicht mehr rein blau sondern blau-
violett ist. Dabei tritt gewdhnlich ein schwacher Niederschlag auf, den man ab-
sitzen 1dBt. Die klare Losung wird weiter mit Natronlauge bis zum Neutralpunkt
(Lackmus) versetzt. Man fiigt Silbernitrat zu, bis keine weitere Fiillung erfolgt.
Die Lésung wird dabei wieder sauer, so dall man wieder durch Zusatz von Natron-
lauge ncutralisiert und weiter Silbernitrat zugibt, bis die Fillung vollstindig wird.
Die iiberstehende Losung soll farblos sein. Die Fillung wird bei gedémpftemn Licht
ausgefithrt.  Der Niederschlag wird abzentrifugiert und mit wenig warmem Wasser
gewaschen.

Zerlegung des Silberniederschlags: Die Zerlegung geschicht in derselben
Weise wic oben, mit dem Unterschied, daB man hier 2 n Salzsiure verwendet. Ein
Uberschufl an HCI soll vermieden werden. Die Lésung mul3 aber auch noch nach
dem Schiitteln Chlorionen enthalten.

Alkoholféllung: Die salzsaure Losung wird mit Natronlauge genau neutrali-
siert und im Vakuum auf 75 cem cingeengt.  Ein dabei ausfallender Niederscehlag
wird verworfen. Die Losung wird mit dem 12,5fachen Volumen absolutem Alkohol
unter Rithren versetzt und der zihe Niederschlag, der zur Hauptsache aus Glykogen
und Salzen besteht, abzentrifugiert. Man wischt mit wenig 96 9 igem Alkohol
und engt das Filtrat im Vakuum auf cin kleines Volumen ein (40—60).  Die cr-
haltenen Losungen sind gelb, mit stark grimer Fluoreszenz., Die Ausbeute an Vita-
minwirksamkeit betrigt nur 3,3—109%,. Aus 5—15 g Leber erhiilt man cine Einheit,
Wirksamkeit: 3—5 mg pro Einheit.

Adsorptionsverfahren

Zu 450 cem Leber- oder Herzkochsaft gibt man 37 cem konzentrierte Salzsiure
und entfernt cinen entstchenden Niederschlag. Die Losung wird mit 2,5 kg Fuller-
crde 1 Stunde geriihrt. Man zentrifugicrt und wiischt mit destilliertermn Wasser, bis
das Filtrat chlorfrei ist. Die Fullererde wird darauf mit ciner Mischung aus 120 cem
destilliertem Wasser, 30 cem Methanol und 30 cem Pyridin ¥4 Stunde gerithrt. Das
Filtrat wird (Kluat) im Vakuum eingeengt (auf 60 cem bei 60° Badtemperatur).
Man versetzt die Losung mit demselben Volumen Methanol und engt auf 20 cem
cin. Die Lésung wird soweit verdiinnt, da8 1 cem 1 g Herz entspricht.  Sie ent-
hilt dann etwa 0,8 mg Trockensubstanz pro Kubikzentimeter.

Auch aus dem Leberextrakt Campolon kann das Vitamin gewonnen werden.,
Man behandelt das Campolon bei neutraler Reaktion mit Fullererdo. Vgl auch die
Darstcllung der Flavine bei Ellinger-Koschara 89).

Darstellung eines B,-Konzentrats nach Booher 40)

Ausgangsmaterial der Darstellung ist Molkentrockenpulver, das etwa 14,39,
Asche, 5,79%, N und 52,7 %, Laktose enthilt. Dic Wirksamkeit des Materials betriigt
20 Sherman-Bourquin-E. pro Gramm. Das Trockenpulver wird wiederholt mit
Alkohol ausgekocht und die gekiihlten ¥xtrakte vom Laktosenicdersehlag befreit.
Man engt im Vakuum auf 1 Liter cin (40—50°!). Der Rest wird im Exsikkator iiher
Schwefclsiaure zur Trockne gebracht. Ausbeute: Aus 500 g Molkentrockenpulver
38—43 g. Wirksamkeit 80—123 E. pro Gramm. — 42 g dieses Materials werden
3mal mit je 300, 300 und 120 ecem einer Mischung von Chloroform- Athylalkohol
2:1 am RickfluBkiihler in Stickstoffatmosphire gekocht. Die erhaltenen gelben,
griinfluorcszierenden Extrakte werden im Vakuum eingeengt und die letzten Flis-
sigkeitsreste im Exsikkator entfernt. Ausbeute: 910 g Substanz, Wirksamkeit
125 K. pro Gramm. — Dic erhaltene Substanz wird mit wasserfreicm Ather 17 Stun-
den lang im Soxlethapparat extrahiert. Der Rest wiegt etwa 1,5 g und hesitzt
eine Wirksamkeit von 1000 E. pro GGramm. Dic Substanz ist rotorange und schr
hygroskopisch.

39) Ellinger c. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1411 (1933).
40) Booher, J. of biol. Chem. 102, 39 (1933).



XI. Die Darstellung des Laktoflavins 1)

300 Liter Labmolke aus frischer Kuhmileh werden mit 24,6 Liter konzentrierter
Salzsiure versetzt und mit 2,4 kg Fullererde 1,5 Stunden geriihrt. Man lifit ab-
sitzen, hebert die tiberstehende Flissigkeit ab und wischt das Adsorbat solange mit
destilliertemm Wasser, bis sich mit Silbernitrat kein Chlorion mehr nachweisen 1af3t.
Zur Elution wird 1,5 Stunden mit ciner Mischung von 2,7 Liter Pyridin, 2,7 Liter
Methanol und 10,8 Liter destilliertemm Wasser geriihrt.  Man zentrifugiert, engt
die Elutionsfliissigkeit im Vakuum auf ein kleines Volumen ein und bringt kolloidal
geloste Fullererde durch Zusatz des gleichen bis doppelten Volumens Methanol zum
Ausflocken. Die abzentrifugicrte Farbstofflosung wird im Vakuum vom Methanol
befreit und wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, dann mit dem 10fachen Volumen
Aceton versetzt und {iber Nacht stehen gelassen. Nach dem Filtrieren wird im
Vakuum auf 350 cem eingeengt und der Farbstoff erneut durch 3/ stindiges
Schiitteln mit 42 g Frankonit (KL) adsorbiert. Aus dem mehrfach gewaschenen
Adsorbat cluiert man das Laktoflavin mit 75 cem Pyridin + 200 cem Methanol -
100 cem Wasser.

Die zweite Elution wird unter 15 mm auf 75 cem cingeengt, mit 2 cem Kisessig
und 1000 cem Aceton versetzt und nach Abzentrifugieren des ausfallenden Nieder-
schlags erneut im Vakuum, diesmal bis auf 8 cem cingeengt. Wihrend des Einengens
treten immer wieder farblose Fillungen auf, von denen abzentrifugiert werden mufl.
Die klare konzentrierte Losung wird mit gesittigter Pikrinsiurclosung versetzt,
wodurch Kreatinin und andere Begleitstoffe ausgefillt werden, withrend das Lacto-
flavin in Losung bleibt.  Die Entfernung tiberschiissiger Pikrinsiiure erfolgt durch
Extraktion im Dunkeln mit Ather. Engt man die ausgeitherte Losung im Vakuum
ein, so scheidet sich der Farbstoff kristallinisch ab. Zur Reinigung wird 3mal aus
kochender 2 n Essigsiture umkristallisiert.  Die Ausbeute betriigt 6 mg.

Die Darstellung des Ovoflavins

Getrocknetes Eieralbumin oder geschlagene Eier werden mit Methylalkohol
extrahiert. Der Extrakt wird wie oben mit Fullererde behandelt und das Vitamin
mit Wasser-Methanol-Pyridin cluiert.  Man crhiilt durch Fillung mit Silber cin
braunrotes Silbersalz, das mit Schwefelwasserstoff zerlegt wird. Aus Essigsiture um-
kristallisicrt, bildet die Substanz orangefarbige Kristalle,

Die Ausbeute aus 10000 Eiern oder 30 kg getrocknetem Eieralbumin betrigt
30 mg.

XII. Eigenschaften des Vitamins B, (Flavin)
Tabelle 83

Loslichkeit . . . . . . . Loslichin Wasscr; Losung bei Zimmertemperatur, ge-
sitttigt bei 0,025 9 ; wenig 16slich in Alkohol; un-
16slich in Ather, Accton, Benzol, Chloroform usw.

Farbe der Losung . . . . Neutrale wiirige Losung griingelb, intensiv gelb-
grime Fluoreszenz; verschwindet durch Alkalien
und Mineralséiuren.

Séuren, Oxydationsmittel,

Brom, salpetrige Sdure. . - Sehr bestindig, Acetylicrung mit Essigsiurcanhydrid
gibt Tetraacetylderivat.

Reduktionsmittel . . . . . | Durch Natriumhydrosulfit, Zinkstaub oder kata-
Iytisch erregten Wasserstoff leicht zur farblosen
Hydroverbindung reduziert. Loukoflavine.  Bei
Schitteln mit Luft zu Flavin riickgebildet

41) Kuhn-Gydérgy-Wagner-Jauregg, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 576 (1933).
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Belichtung, UV.-Bestrahlung

Fiillbarkeit .

Adsorption .

Alkalibestindigkeit .

Temperaturbestindigkeit

Wirksamkeit .

Unter starkem Ausbleichen irreversibel zerstort. Be-
lichtung in alkalischer Lésung fithrt zum Lumi-
flavin, das nach Anséucrn chloroformléslich wird.
In Farbe und Spektrum dem Flavin ihnlich.
C3H;,N,0,.  Belichtung im Hochvakuum fiihrt
zum Deutero-leuko-Laktoflavin.  Daraus entsteht
mit Sauerstoff Deutero-Laktoflavin.,

Nicht gefiallt durch Phosphorwolframséure, Silber-
nitrat, Pikrinsdure oder Merkurisulfat in saurer
Losung, gefallt durch Bleiacetat, Silbernitrat in
neutraler Losung.

Gut adsorbiert an Fullererde in 1 n mineralsaurer
Losung, Frankonit (Pfirschinger Mineralwerke,
Kitzingen am Main), bei neutraler Reaktion. Ad-
sorbierbar an Bleisulfid.  Eluiert durch Pyridin-
Mcthanol-Wasser-Gemische.

Gering.  B,-Konzentrat aus Rinderherz in 0,25 n
NaOH nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur
zerstort.

Abhiingig vom py der Losung.  Durch trockene Er-
hitzung leichter zerstort, als in Losung.  Verlust
bei Erhitzung in alkalischer Losung  erheblich.
In saurer Losung schr bestindig.

Laktoflavin (braunrote Nadeln vom Schmelzpunkt
267 7.) licfert bei tdglicher Verabreichung von 1
bis 10 y 1 Ratteneinheit. (40 g Gewichtszunahme
in 30 Tagen.) Warburgs Ferment wirkt ent-
sprechend dem Flavingehalt. Ovoflavin ist weniger
wirksam.  Lumiflavine sind wirkungslos.  Be-
strahlung ciner Flavinlésung vernichtet die Wirk-
samkeit.

Leber und Hefekochsifte vermogen dauerndes Wachs-
tum der Ratten nur bis zu cinem Gewicht von
etwa 130—150 g zu unterhalten. Dann stellt sich
cine Abflachung der Gewichtskurve cin, die auch
durch  Vervielfachung der  Hefekochsaftmenge
nicht zu verhiiten ist.  Es handelt sich hier viel-
leicht um das Fehlen ecines wasserunloslichen Vi-
tamins, das bei der Herstellung des Kochsafts im
Riickstand bleibt.  (Faktor R.?)

Das Vitamin Bs (Antipellagravitamin)1

I

Die Avitaminose Bg

Die Beobachtungen von Leader-Sure und Smith sowic von Kik, die
reine Pellagra ohne Wachstumsstillstand crzeugen konnten und Wachstums-
stillstand ohne Pellagra sahen, lielen schon frither eine komplexe Natur des

Vitamins B, vermuten. Be

B, verschiedenen Pellagrafaktors erst neuerdings von Gydrgy.

wiesen wurde die Existenz eines spezifischen, vom
Es gelang

ihm, an der Ratte durch Verfiitterung einer reichlich B,-haltigen Kost typische
Pellagra zu erzeugen. Das Antipellagravitamin erhielt die Bezeichnung Bs.

1) Gyérgy, Nature (Lo

nd.) 133, 498 (1934).



1. Die Pellagra 2)

Die Pellagra, iiber deren Zustandekommen frither die verschiedensten
Ansichten herrschten, ist in ihrer gewohnlichen Erscheinungsform sicher
keine reine Avitaminose. Sie ist wahrscheinlich durch den Mangel des
gesamten Vitamin B,-Komplexes und durch den Mangel gewisser Amino-
sduren kompliziert. Die Symptome der Pellagra lassen sich in vier Grup-
pen teilen:

1. Hautverdnderungen, die in cinem symmetrischen Erythem bestchen,
das besonders an den unbedeckten Stellen der Haut auftritt und scharf rot
umrandet ist. Meist nach vorausgegangener Blasenbildung tritt Abschuppung
ein, unter Bildung einer braun-schwarzen Pigmentation. Das Erythem kann
durch Sonnenbestrahlung ausgelost werden.

2. Verinderungen am Verdauungstrakt, dic besonders zu Beginn der
Erkrankung auftreten und alle Erscheinungsformen einer chronischen
Gastroenterokolitis aufweisen. Verdnderungen an der Leber sind ebenfalls zu
beobachten.

3. Storungen der Psyche und des Zentralnervensystems, schwere Psy-
chosen, Spasmen, Reflexstorungen, Neuritiden.

4. Stoérungen der Blutbildung, besonders Entwicklung ciner Andmie vom
Perniziosatyp.

2. Die experimentelle Rattenpellagra

Samtliche Erscheinungen der menschlichen Pellagra finden sich bei der
experimentellen wieder, soweit sie durch den Entzug des gesamten B,-Kom-
plexes erzeugt wurde. Dann finden wir neben dem Wachstumsstillstand als
erstem Zeichen einer Schédigung typische Hautverdnderungen, aber auch
Verinderungen am Verdauungstrakt usw. Reine Pellagra ohne Komplika-
kationen hat ncuerdings Gyorgy erzeugt.

1. Hautverinderungen:

B,-(Komplex-)arm erniithrte Tiere zeigen cin struppiges Haarkleid. Schwanz
und Ohren schen anamisch aus. Nach etwa 6 Wochen entwickelt sich eine
symmetrische Schwellung und Rotung der Augenlider, der Ohren und auch der
Vorder- und Hinterpfoten, meist anfangend an den Zehengliedern.  Wenige
Tage spéter ist die Rotung verschwunden. Die Haare fallen aus, wobei sich
an den scharf umrissenen Stellen cine schuppende Dermatitis entwickelt. Die
Haut wird schlieBlich trocken und atrophisch. Konjunktivitis fithrt zu Ver-
klebungen der Augen. Juckreiz veranlafit die Tiere sich zu kratzen, wobei
blutige Verletzungen auftreten.  Der Augapfel ist aber, im Gegensatz zur
Xerophthalmie, unverindert. Der Haarausfall fiihrt zu nackten Ringen um
dic Augen (Brillenbildung), bisweilen ist das ganze Gesicht haarlos, dic Haut
diinn und rot.

Die Dermatitis erscheint gewohnlich zuerst an der Riickseite der Pfoten,
am Riicken, an der Schulter und an den Schenkeln. Bisweilen tritt auch bi-
lateral symmetrisch Hyperiamie mit Haarausfall und Abschuppung der Epi-
dermis ein (Schulter, Riicken, Extremititen), wic wir es bei der Handschuh-
bildung der Pellagra finden.

2) Stepp c. s., Die Pellagra in Klin. Fortbildg 1933.
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Seitlich der Mundschleimhaut und der Nasenltcher treten meist papillen-
artige Wucherungen auf, die zu Epidermisabschuppungen und Exudatbildung
fithren. Rétung und Ulzeration der Mundschleimhaut sind hiufig, doch zeigt
die Zunge meist keine Verdinderungen.

Mitunter sind bei nicht vollsténdigem Vitaminmangel der Kost die Haare
an der Hautlinie abgebrochen, so daf dic Tiere wie geschoren aussehen. Bei
ganz schweren Fillen konnte Verlust ein oder beider Ohren oder der Zehen

Abb. 80. Rattenpellagra. (Nach Scheunecrt.)

festgestellt werden. In solchen Fillen waren die Verinderungen der Haut
nicht mehr durch Zugabe des Vitamins zu becinflussen.

Die vorstehende Abb. 80 nach Schounert und
Schieblich zeigt eino Pellagra-Ratte. (Die Original-
abbildung ist farbig, doch sind die typischen Ver-
dnderungen auch hier deutlich ersichtlich.)

2. Verdinderungen am Verdauungstrakt:

Verdnderungen am Verdauungstrakt kommen bei
der experimentellen B,-(Komplex-)Avitaminose haufig
vor. Diarrhéen und blutige Stithle werden beobachtet.
Haéufig ist auch der Urin rotgefirbt. Auch Erschei-
nungen, wie sie Fujimaki fir Vitamin A-Mangel
beschreibt, kommen zur Beobachtung.

3. Verinderungen am Nervensystem:

Ahnliche Verinderungen am Nervensystem, wie
bei der menschlichen Pellagra, treten auch bei der  Abb. 81. Pellagra bei
Ratte auf. Findlay beschreibt weiter Charakter- Kiicken.
veranderungen der Ratte (Bissigwerden sonst zahmer (Nach Kline ec.s.)
Ratten) durch B,-(Komplex-)arme Ernéhrung. Solche
Tiere zeigen oft erhohte Erregbarkeit, die an Beriberi erinnert. Die patholo-
gischen Veriénderungen der experimentellen Pellagra haben besonders Findlay
und Mitarbeiter studiert.

4. Verinderungen der Blutbildung:

Manche der B,-(Komplex-)arm ernéhrten Ratten zeigen typische Verdanderung der
Blutbildung. Vor allem beobachtet man eine schwerc Anémie vom Perniziosatyp.

Die experimentelle Pellagra ist wie die menschliche komplexer Natur
und ist in der Art, wie sie bisher erzeugt wurde (durch Verfiitterung der unter
Vitamin B, angefithrten Mangeldidten) nicht nur eine Bg-Avitaminose. Sie
beruht auf dem Fechlen des Wachstumsvitamins B, und wahrscheinlich auch
auf Fehlen des extrinsic faktors. Spezifisch auf Bg-Mangel beruhend
ist nur die symmetrische Dermatitis.
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3. Experimentelle Pellagra bei anderen Tieren 3a), 3b)

Bei Verfiitterung ciner B,-(komplex-)freien Kost an junge Kiicken (Alter 1 Tag)
entsteht neben Wachstumsstillstand cine Erkrankung, die als pellagraihnlich be-
zeichnet wird. Es entwickeln sich an Schnabel, Beinen, Fiaflen dermatitisartige
Erscheinungen.  Die Befiederung bleibt zuriick, die Federn sind rauh.  Die Tiere
rupfen sich dauernd. An den Mundwinkeln treten krustenartige Ablagerungen auf,
die sich weiter ausdehnen (s. Abb. 81). Die Tiere gehen etwa 2 Wochen nach Beginn
der Erkrankung ein.

II. Die Testmethoden auf Vitamin By

A. Auswahl und Haltung der Versuchstiere

Auswahl und Haltung der Versuchstiere erfolgt nach den unter Vitamin B,
angegebenen Regeln.

B. Kostmischungen fiir den Testversuch

Da man bisher die Unterscheidung der Vitamine B,, By usw. nicht vor-
nahm, arbeitete man stets mit denselben Kostmischungen, die man als B,-frei
bezeichnete (s. unter B,). Man erreichte damit in den meisten Fillen eine reine
B,-Avitaminose, also nur Wachstumsstillstand. Bei fortgesctater Fiitterung
trat allerdings in ctwa der Halfte der Fille einc Dermatitis hinzu.  Zur Er-
zeugung der reinen Bg-Avitaminose gibt Gyorgy eine Kost aus:

Casein Glaxo . . . . 189]
Reisstarke . . . . . . 689
Butterfett . . . . . . 99
Lebertran . . . . . . 1Y
Salzgemisch . . . . . 49

Die Mischung wird durch Vitamin B, (hochgereinigtes Praparat von
Windaus, das in 8—12 y 1 Taubentagesdosis enthilt) und durch téglich
8—12 7 Laktoflavin (B,) erganzt. Um B,-Mangelsymptome auszuschalten,
wird reichlich B; gegeben (4—6 Taubeneinheiten pro Tag).

Auch auf der Sherman-Bourquin-Kost (s. 13,) ist es moglich, typische
Pellagra hervorzurufen, wenn sie durch By und durch B, ergiinzt wird.  Als B,-
Zugabe erwies sich neben dem Flavin in diesemn Falle das Weille des Hihnereis
(tdglich 3—5 cem) als besonders geeignet.  Auch auf anderen B,-freien Kost-
mischungen lat sich durch Ergiinzung mit By und B, die typische Bg-Avitaminose
erzeugen.

Nach Kellog und Eddy3e¢) beruht die Entstehung der Pellagra ebensosehr
auf der Uberdosierung des Vitamins B,, wie auf der Anwesenheit zu kleiner
B,-Dosen. Das Vitamin B, soll der im Mais schon frither vermutete toxische
Stoff sein. Alle pellagracrzeugenden Kostformen (Mais, Zerealien) sind sehr
B,-reich aber By-arm.

3a) Norris-Ringrose, Science 71, 6643 (1930).
3b) Kline c. s., J. of biol. Chem. 99, 295 (1932/33).
3c) Kellog c. s., Seience (N.Y.) 1933, 609.
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C. Die einzelnen Testmethoden

Friiher benutzte man als Test auf das Vitamin B, (Komplex) neben dem
Wachstumstest 6fter die Dermatitisheilung als Kriterium der Wirkung. Man
nahm dabei an, daf} es sich bei der Auswertung um ein und dasselbe Vitamin
handle, zumal stets eine auffallende Parallelitit zwischen Wachstums-
wirkung und Dermatitis heilender Wirkung verschicdener Substanzen ge-
funden wurde. Heute wird man natiirlich bei der Auswertung des Vitamins B,
von der reinen Avitaminose nach Gyorgy ausgehen miissen. Da Gyorgy
noch keine ausfithrliche Beschreibung der Auswertung des Antipellagra-
vitamins mitgeteilt hat, wird im folgenden die bisher iibliche Technik
gebracht.

Die Dermatitisheilung als Testobjekt

Vor der Entdeckung des Vitamins Bg, des spezifischen Antipellagra-
vitamins, versuchte man mit B,-(Komplex-)freien Nahrungsgemischen bei der
Ratte Pellagra zu erzeugen. Das gelang aber nur in einem gewissen Teil der
Fille. Auf der Sherman-Bourquin-Didt haben wir z. B. nie Pellagra ge-
schen. Die Ursache des Nichtauftretens der Dermatitis wurde dem Kohlen-
hydratgehalt der Kost und der Natur der Kohlenhydrate zugeschoben. Man
nahm an, daf} cin Ersatz der Stiarke durch Rohrzucker Dermatitis verursache
(Hogan 4)). Leader konnte auf einer kohlenhydratfreien Kost iiberhaupt
keine Pellagra crzeugen §). Glanzmann 6) erzielte mit ciner 40 9, Rohrzucker
enthaltenden Kost bei Ratten pellagraihnliche Erscheinungen. Von mancher
Secite wurde bereits frither darauf hingewiesen, daf3 die Pellagra dann leichter
hervorzurufen sei, wenn die Kost Vitamin B, (Komplex) in Spuren enthalte.
Auch cin UberschuB von Vitamin B; wurde als notwendig diskutiert. Die im
folgenden beschriebene Methode beruht, auf Untersuchungen mit B,-Komplex-
freier Kost.

Die Dermatitis entwickelt sich bei By-komplex-frei erndhrten Ratten in ctwa
579, der Fille. Die ersten Symptome der Pellagra erscheinen in der 10. Versuchs-
woche. Die Schwankungen sind erheblich und betragen 5--22 Wochen. Die Jahres-
zeit ist ohne Einflufl auf dic Entstehung der Dermatitis. Auch die Gewichtszunahme
der Tiere wihrend des Versuchs spiclt keine Rolle.  Die Dermatitis soll nach den
Untersuchungen von Roscoe genau so schnell auf einer Kost entstehen, die rohes
(fascin enthiilt und nicht hochgereinigtes.

Bs ist wichtig, fir dic Auswertung des Vitamins nur Tiere zu nehmen, die
etwa gleichartig erkrankt sind. Roscoe teilt die Erscheinungen der Dermatitis
je nach der Schwere in drei Stadien ein. Im ersten Stadium sind nur wenige
Verinderungen an FiBen, Nase und Ohren bemerkbar. Im zweiten Stadium
besteht cine ausgesprochene Dermatitis an den Beinen, an der Nase, Ohren
usw. Im letzten Stadium sind dieselben Verdnderungen viel ausgepriagter. Fiir
den Test sind nur die Tiere von Stadium 1 und 2 brauchbar. Aus folgender
Tabelle gehen Auswertungsbeispiele nach Akroyd-Roscoe 7) hervor:

4) Hogan, J. of biol. Chem. 100 (1933).

5) Leader, Biochem. J. 24, 1172 (1930).

6) Glanzmann, Z. f. Vitaminforschg 1934.

7) Akroyd-Roscoe, vgl. Biochem. J. 24, 1479 (1930).
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Tabelle 84. Vitamin B, content of vegetables as demonstrated by
the curative effect of the vegetables when fed to rats which had
devcloped derma.t,ltls on a diet devoid of Vltamln B (P2L. YE)

M&terlal oy | Rat |Payson e
tested :‘ velght | No. def(llt,‘f‘g"t‘r Symptoms Cure
P—— - . \ - T — Ll
Water- 0,21 | [42 Eyes cloqed fur on face poor. Condltxon became
cress l 115070 & 1 No skin symptoms | worse
L 0,4) ! 49 | Eyes very bad, fur very poor Cured in 3 weeks

0,3 . 7005 3 140 |Inflamed patch on ear. Kyes Cured in 3 weeks
: ‘ slightly spectacled

Lettuce 0,2] . [82 Eyes nearly shut, spectac led.: Furth(\l symptoms
} 9021 & ] Fur poor . developed
. 0,4) 98 | Skin pecling round eyes and on Cured slowly
! face, very bad state
0,3} 5089 9 |75 | Eyes very bad, fur poor No improvement
0,4f © 182 | Nose and face losing hair | Cured in 3 weeks
Cabbage, | 0,4 12043 3 98 Lus nearly shut, fur on face' Eyes cured

white ‘ poor. No skin symptoms 1
0,3] ; {63 l Skin of one finger on each ' No improvement

118097 3 hand affected.  Fur poor !
0,5' ‘ 75 hvmpt()ms as before and lo- Cured in 3 weeks

sing hair round mouth ‘
Spinach | 0,2 | 14061 @ | 123 | Eyes spectacled.  No skin | Kyes cured in 3
. symptoms i weeks
0,2 26157 3| 105 | Sores on abdomen. Fur poor i No cure in 3 weeks
Onion 0,5 15078 & @ 114 | Right cye very bad. Coat poor| Eye cured and
with bald patches, but no in-| coat improved

flammation \ but was still not
| normal
| 0,5 156 Sore patches on head and; General condition
| back. General  conditions; became worse,
| 24143 3 | .~ very bad Symptoms  the
10,8 165 Symptoms as hefore Symptoms  sta-

tionary. General
conditions very

|
f same
|
T
|
|
]\ bad. No cure

War die verabreichte Substanz wirksam, so tritt gewohnlich schon nach
wenigen Tagen eine Besserung im Zustand des Tieres ein, volle Heilung erfolgt
etwa in 2—3 Wochen.

Tabelle 85. The curative effect of various substances on the der-
matitis and other symptoms developping in rats on a vitamin
B deflclent dlet (P2L)

) - ) I}Ln:zhb T
" ! t
Condition before test Substance et Result
tested stance
S . was fed | o
771 Q! i Opht,halmla Wretched con- | Chcddar cheese 3 weeks Very sllght 1mprovo-
5 dition. Weight stationary: 1 g. daily ment; 9 g. increase
i in wt.
714 3 | Severe ophthalmia. Wret- { Cheddarcheese | 3 weeks | All lesions healed
i ched condition. Dermatitis| 2 g. daily 28 g. increase in
! of extremitics.  Growth | wt.
| stationary
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Subst Lenght
Rat Condition before test 1: e:t:gce sﬁf,sa?lze Result
was fed
711 @ | Poor general condition. Der- | Fresh meat | 2 woeks | Improvementinder-
matitis of axillae, groins| 0,4 g. daily matitis; 5 g. in-
and feet. Cessation of | (0,1 g.dry wt.), crease in wt.
growth i
734 Q@ | Severe dermatitis of axillae | Cooked liver . 3 weeks | Complete cure; 37 g.
and groins. Poor general| 0,4 g. daily increase in wt.
condition. Cessation of | (0,12 g.drywt.)
growth, loss of weight f ,

30613 | Severe dermatitis of fore-! Wheat germ ' 1 week | No improvement or
paws. Ophthalmia. Nose | 7Y% % : resumption of
inflamed. Haematuria. | i growth
Cessation of growth : |

. Wheat germ | 1 weck | Ditto
159,
Wheat bran | 1 week | Ditto
159, ‘
P,L + 1,0 cc. | 2 weeks | Complete cure; 28 g.
yeast fraction increase in wt.
= 5g.dry yeast
30673 | Dermatitis of fore-paws. In- | Patent flour 5 days | Died
flamed nose. Haematuria. | 659,
Cessation of growth :
3783 ! Severc ophthalmia. Diar-! Patent flour |3 weeks  Temporary impro-
rhoea. Cessation of growth 65 9% ‘ vement, followed
| ) by regression; no
| growth
' P, + 0,4 g. 3 weeks | Complete cure; 47 g.
i autoclaved - increase in wt.
! ‘ yeast '
728 3 | Dermatitis of tail and extre- | Maize germ 3 wecks | Toes sloughed off
i mities. Commencing gan-i meal 609, and all dermatitis
i gronc of two toes. Cessa- ' healed; 30 g. in-
tion of growth ‘ crease in wt.
7483 | Severe dermatitis of fore- Maize germ | 3 weeks | Complete cure of
paws and feet. Commen-| meal 609, - dermatitis;  toes
cing gangrene of toes. Der- ' . sloughed off and
matitis of tail. Weight stumps practically
stationary i : healed; 31 g. in-
' | crease in wt.
7293 | Severe dermatitis of fore- Milk 6 cc. | 3 weeks | All lesions healed;
paws. Weight stationary daily : 38 g.increase in wt.
8023 | Great wasting. Dermatitis | Egg-white 5 g. . 3 weeks | Complete cure of all
of axillae and groins, sprea- i i lesions; 31 g. in-
ding down inside of thighs crease in wt.
and forelimbs. Large raw
ared on abdomen i |

3075 @ | Ophthalmia. Slight derma-| Egg-white ; 3 wecks | Complete cure; 42 g.
titis of fore-paws. Cessation | 60% of diet | increase in wt.
of growth i | |

757 @ | Ophthalmia, very poor con- Egg-white ; 4 weeks | Completo cure of all
dition. Severe dermatitis extract } | symptoms; 26 g.
of groins and axillae. Hae-| (=5 g. fresh | | increase in wt.
maturia. Loss of weight | egg-white) | 1

Bomskov, Vitaminforschung

15
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Auch Hefe gibt, wie aus folgender Tabelle nach Chick-Copping 8), 9)
hervorgeht, bei der Auswertung nach dieser Methode gute Werte.

Es sei noch hier erwiihnt, da die Dosen an Vitamin B,, die zur Heilung der
Xerophthalmie erforderlich sind, etwa 1/,—1/; derjenigen Dosis betragen, die eine
Gewichtszunahme im Gewichtstest von 50—80 g in 4 Wochen hervorruft.

Tabelle 86. Heat-stability of vitamin B, in yeast extract (XXIV).
Autoclaved at 1199 for 4 hours. Curative tests. Vitamin B, pro-

vided as Peters’s concentrate

;u - . e | B 5’&0
pg of 38| Rat |2 o
extract) {2 ) no. | % g Symptoms: * | gsst Result of treatment
when S—SG and | § - general condition K] g gfng
heated |£ 2%| sex | £2 R ::E;
& & g 8.

2,6 0,56 |5742| 16 | Eyes badly affected, bloody | 72 16 | Rapid cure. lst week, eyes
discharge from nose and and skin became healthy
eyes. Fur very poor on and new fur began. Skin
chest and eyes normal in 21

weeks

2,5 10,5 6249 | 12 | Skin symptoms severe.| 47 14 | Rapid cure. lst week. Eyes
Eyes sunken, secreting, : nearly normal, posture also.
“spectacled.” Bloody dis- 2nd week. All symptoms
charge also from nose. Fur disappeared.  3rd week.
very poor, thin and Normal fur
“stringy” over face and
neck. Abdomen stained

2,5 10,6 6459 | 6 |Skin symptoms slight but| 42 | 21 |Rapid cure. Coat appeared
animal very weak and ap- normal in 9 days
parantly moribund. Ab-
domen stained

2,5 10,33 5802 | 16 | Skin symptoms severe.| 66 9 | Slow cure. Eyes improved
Eyes ‘“‘spectacled”; left and stains on fur from dis-
nearly closed. Fur poor charges disappeared in 3
and stringy on face and weeks. New fur growing
neck, Bloody discharge and coat becoming normal
from nose and eyes. Ab- in 4%, weeks
domen stained

2,5 10,16, 6042 | 12 | Eyes “spectacled.” Paws| 55 6 | Very slow cure. Symptoms
blood-stained. Fur poor arrested in 1st week. Stains
and “‘stringy” over face on abdomen disappeared
and neck. Abdomen stai- in 3rd week, skin and eyes
ned. Condition miserable not normal after 4 weeks

2,5 10,18/ 5649 | 21 | Skin symptoms severe.; 50 7 | Marked improvement in 1
Eyes‘spectacled,’ nostrils week, ears and forepaws
inflamed, bloody dis- desquamating. Skin round
charge. Fur “stringy,” vagina dry and healthy
bald patches round ears,
raw patches round anus
and vagina. Abdomen
stained. Condition mise-
rable

8) Chick-Copping, Biochemic. J. 24, 932 (1930).
9) Chick, Biochemic. J. 27, 1533, 1537 (1933).
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)
g 2 -« ;'S w0
et 153 m 5 B
extract |¥3, | no. |° ¢ S toms: -
when | 83| and 35‘ genez-,:llpcondition 3 §§§§ Result of treatment
headet 35| sex | 3% & | 28¢
g B 3 g
10,3-9,6| 1,0 | 5993 | 17 | Symptoms slight. Eyes| 81 | Lost | No cure. Symptoms became
' sunken, ‘‘spectacled.” 10 g. ' worse in 2-3 weeks. Bare,
| | Bloody discharge from | in | raw,desquamating patches
: ! nose. Fur thin on face. 123 dast developed round eyes and
i Abdomen stained f on left side of neck and
1 i r shoulder. Skin round nose
| ‘ i l and lips became swollen
| i i . and cracked, area of in-
. : { l’ flamed skin developed
round anus. Animal very
: l miserable. Killed
10,3-9,6 1,0 | 6353 | 10 Skin symptoms severe, | 49 ' 2,6 “No cure. Condition remai-
l Eyes sunken, “spectac- ‘ | ned almost unchanged ex-
led.” Bloody discharge : | cept for dionset of arrhoea
| from nose. Fur “stringy”’, | | during 5 weeks’ treatment.
! | bald patches round ears.| ] Treated with Dr. Readers’
: | } Nose tip inflamed [ preparation of marmite.
‘ ; } | | Marked improvement in
‘ ! i I 1 week. In 3 weeks coat
i i { : | almost normal, animal in
' : i ' normal health, increase in
Lo 4 weight 72 g.
10,3-9,6/ 0,5 } 5653 | 15 | Skin symptoms not severe.! 88 5 Lost No cure. Condition became
later, ‘ ' Eyes sunken and inflamed | 115 g, worse. In 3 weeks raw,
?],0 | ! | Bloody discharge from : . in bald patches werc sprea-
| ‘ i nose. Diarrhoea !22 days ding from the axillae down
‘ ; ! ‘ the forearms. Mouth sore
i | : and inflamed. Condition of
: ! i animal miserable. Treated
‘ i i with acid-autoclaved ma-
' : terial equivalent to 0,5 g.
' yeast. Rapid cure. In
: 10 days nose healing; new
fur growing every where,
i increase in weight 27 g.
10,3-9,6, 0,5 6163 ' 13 | Skin symptoms slight andi 56 }' Lost No cure. Condition rapidly
: i incipient. General con- ‘9g.in grew worse. In 3 weeks
dition fair ! 27 days inflamed, bare patch of

i
i
i
i
|

skin developed under chin,
nostrils  inflamed, fur
“stringy.” Treated with
Dr. Reader’s preparation
of marmite. Marked im-
provement in lst week, in
3 weeks nostrils healed,
coat almost normal; in-
crease in weight 56 g.

15*
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Tabelle 87. Daily doses of various materials needed by young rats

when given as sole source of vitamin B,, in order to: (1) promote

50—60 g. weight increase in 5 weeks; (2) cure the dermatitis
developing in the absence of vitamin B, 10)

! D:ei(?; dose g. *) No. of rats E‘;;h:;‘e:g m‘%tif_’
Material ig%‘iliso 0: to Slight No :‘;l l’l}(ﬁ:} pl’O'lélO ng_
P e in | “ermatis | Cwred | improve: | tmprove- | RRla0te | 6 ST
| 5 weeks ment | ment cured, g. doses
@ I ® @)
Yeast extract
R. VIII 0,25 0,06 — 1 — 0,125 2,0
0,125 2
R. X 0,25 0,06 —_ 1 3 0,125 2,0
0,125 3
R. XII < 0,25 0,06 2 —_— 1 0,06 < 4,0
0,125 1
Acid autoclaved yeast extract (120°, 5 hours)
R. V 0,25 0,06 — 1 — 0,125 2,0
0,125 3 —_ 1
0,25 1
R. X 0,25 0,06 2 1 2 0,125 2,0
0,125 3 — 1
Alkaline autoclaved yeast extract (120°, 1 hour)
R. VIII 1,5 0,25 1 - 1 0,5 3,0
0,5 1
R. X 0,56 0,125 — 1 1 0,25 2,0
0,25 3 1
0,5
R. XII 1,0 0,125 — - 1 0,25 4,0
0,25 2
Egg-white filtrate
R. I 10 1,25 — — 1 2,5 4,0
2,5 2
Meat
Steak, dry 0,7 | 0,1 — 1 3 0,2 3,5
I 0,2 2 — 1

III. Vorkommen und Natur des Vitamins By

Das Vitamin Bg findet sich in den nach Kinnersley und Mitarbeitern
aus der Kohleadsorption der Hefeextrakte hergestellten Eluaten neben B,
und B,. Es ist nicht mit dem B, identisch, da auch bei alkalischer Temperatur
autoklavierte Losungen wirksam sind (das B, wird dabei zerstort). Das Vita-
min B, kann identisch sein mit dem Faktor von Chick und Copping oder
mit dem Vitamin B;. Es fehlt im Hiihnereiweif3.

*) The doses of extracts are given as the equivalents in dry yeast, those of
the egg-white filtrate as equivalents of fresh egg-white.

10) Roscoe, Biochemic. J. 27, 1533, 1537, 15640 (1933).
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Der ,extrinsic factor — Das Anti-Sprue-Vitamin (?)

Der dritte Faktor des Vitamin B,-Komplexes .ist vermutlich der ,,extrin-
sic factor” von Castle. Schon friiher waren bei der experimentellen B,-(Kom-
plex-)Avitaminose Magen-Darmstorungen und Verdnderungen im Blutbild be-
obachtet worden, die aber nie gesetzméfBig auftraten und meist als Folge-
erscheinungen des laingerdauernden B,-Entzugs galten. Sie haben, wie wir heute
wissen, mit dem Vitamin B, (Flavin) nichts zu tun, sondern sind eher die
Folgeerscheinung des Mangels an ,extrinsic factor‘.

I. Die klinischen Erscheinungen des Mangels an extrinsic factor

1. Sprue und Perniziosa

Obgleich die Untersuchungen von Castle 1), der den extrinsic factor
allgemein mit dem Vitamin B, identifizierte, erst in letzter Zeit dazu gefiihrt
haben, die Substanz als selbstéindiges Vitamin aufzufassen, kennen wir schon
seit langem zwei scharf umrissene Krankheitsbilder, die zum extrinsic factor
Beziehungen aufweisen, ndmlich die Sprue und die perniziése Andmie. Ihre
Hauptsymptome sind:

Tropische Sprue l Pemlzxosa.

1. Glossitis, meist zu Beginn der Erkrankung. 1. Magenstorungen, Sub-Anaziditit
mit kleinen hyperdmischen Herden, dan.n|
grauer, grauweiler Belag. Atrophle mit Pa,-
pillenschwund, ,,FirniBzunge
2. Magen-Darmstorungen. Meist Subamdltat 2 Blutveréanderungen, schwere
Stark schdumende, blasse, grauweille Sbuhle, {  Anidmie mit Remissionen, Reti-
stark fetthaltig, ,,Butterstiihle*, weder Blut, | kulozytenkrisen. Hyperchromes
noch Eiter, noch typische Mikroorganismen,'  Blutbild, Leukopenic.
abnorm starke G#érungsvorgénge im Darm, :
Darm atrophisch, papierdiinn, durch Gas;
zum Platzen gebléht. i

3. Blutverinderungen, schwere Anémie vom | '3. Neurologische Erscheinungen
Perniziosatyp, Leukopenie, Hypersegmenm
tion der Neutrophilen.

4. Nervose Erscheinungen, Muskelkrampfe,
Tetanie.

|
|

Die Zusammenhange zwischen Sprue und Perniziosa sind in den letzten
Jahren durch die bemerkenswerten Arbeiten von Castle (1. ¢. 1) aufgedeckt. Nach
Castle beruhen alle Andmien vom Perniziosatyp (also auch die Andmie bei
Sprue und echter Perniziosa) auf dem Fehlen einer normalerweise im Magen
vor sich gehenden Reaktion zwischen einer von der Magenschleimhaut sezer-
nierten Substanz (intrinsic factor) und einem mit der Nahrung zugefiihrten

[

1) Castle c. s., J. amer. med. Assoc. 98, 1620 (1932); 92, 1830 (1929); 96, 1198
(1931); Amer. J. Med. Seci. 1929, 748, 764; 1930, 305; 1931, 741; 1932, 653, 663;
1933, 539; New England J. Med. 202, 523 (1930); J. Clin. Invest. 11, 1293 (1932).
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Stoff (extrinsic factor). Aus beiden entsteht eine Substanz, die die Aufgabe
hat, die normale Erythropoese zu steuern, und die in der Leber gespeichert wird
(Perniziosaschutzstoff der Leber):

extrinsic factor 4 intrinsic factor = Perniziosaschutzstoff.
(Vitamin) (Ferment)

Waihrend der intrinsic factor Fermentnatur besitzt, ist der extrinsic factor
was Stabilitdt, Vorkommen usw. anlangt, ein Bestandteil des Vitamin B,-
Komplexes. Er ist mit dem Vitamin B, (Flavin) nicht identisch (Diehl c. s. 2))
und wahrscheinlich auch vom Vitamin Bg verschieden.

Nach den Vorstellungen von Castle miissen wir logischerweise mindestens
zwei Formen der perniziésen Anémie unterscheiden:

1. Eine solche, die durch das Fehlen des intrinsic factors, also des Magen-
faktors, entsteht, wie die Perniziosa des Erwachsenen.

2. Eine solche, die durch Fehlen des Nahrungsfaktors, des extrensic
factors, entsteht, wie die Anamie bei Sprue, die eine Avitaminose ist.

3. Kommt nach Castle noch eine weitere Form dazu, bei der die Reaktion-
im Verdauungstrakt sich normal vollziehen kann, bei der aber der ent-
stehende Perniziosaschutzstoff durch besondere Magen-Darmverhélt-
nisse nicht resorbiert wird. '

Ganz im Sinne dieser Anschauungen verlduft tatsichlich die therapeutische
Beeinflussung der verschiedenen Animieformen. Wahrend die Anémien des
ersten und zweiten Typs beide durch die fertig gebildete Substanz, also durch
den Leberschutzstoff beilbar sind, ist die echte Perniziosa auBerdem durch
Zufuhr des fehlenden Ferments, z. B. durch Magenpriparate zu beeinflussen.
Die tropischen Animien vom Perniziosatyp heilen auBierdem durch Zufuhr des
fehlenden Vitamins, des extrinsic factors, z. B. durch Hefe, Fleisch usw. Die
Castlesche Reaktion zwischen Ferment und Vitamin lduft auch in vitro durch
Bebriitung von Fleisch, Hefe usw. mit Magensaft ab.

2. Die experimentelle ,,Rattensprue

Entsprechend den Castleschen Vorstellungen ist es beim Tier durch diiite-
tische Beeinflussung nie gelungen, eine echte Perniziosa zu erzeugen. Wohl war es
méglich, durch verschiedene Gifte die Blutbildung so umzugestalten, daf} perniziosa-
shnliche Bilder enstanden. Sie waren aber nie spezifisch durch Leber und Leber-
extrakte zu beeinflussen. Dagegen konnten Rominger und Bomskov 8) kiirzlich
am Tier ein Krankheitsbild erzeugen, dessen Hauptsymptome denen der tropischen
Sprue am néchsten kommen. Vor allem zeigt sich hinsichtlich der Therapie, daf3
nicht nur Leberextrakte die Erkrankung verhiiten und heilen, sondern auch Zufuhr
des fehlenden Nahrungsfaktors sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch
wirksam ist.

Fiittert man ganz junge, wachsende Ratten im Alter von 21 Tagen, mit einem
Gewicht von etwa 27 g, ausschlieBlich mit einer hochwertigen reinen Ziegenmilch,
8o zeigen die Tiere sehr bald Durchfallserscheinungen. Diese Durchfille unter-
scheiden sich aber von denen bei Kuhmilchfiitterung und anderen Nahrungen, in-
dem sie in den ersten Tagen eine schaumig-fliissige Beschaffenheit zeigen, um dann

2) Diehl e. 8., Dtsch. Arch. klin. Med. 176, 151 (1933).
3) Rominger-Bomskov, Z. exper. Med. 1933, 1.—4. Mitteilung.
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nach einiger Zeit in mehr oder minder geformte breiige Exkremente iiberzugehen.
Dabei ist typisch, daB der Fikalgeruch schwindet und die Stiihle schon &uBlerlich
eine mattglinzende lehmartige Beschaffenheit nach Art von Butterstiihlen annehmen.
Die mikroskopische Untersuchung ergibt massenhaft Fettsiurenadeln und reichlich
Fett in Tropfenform. Die chemische Untersuchung zeigt einen Fettgehalt bis zu
50 9, der Trockensubstanz. Diese Stiihle bleiben, falls die Tiere nicht geheilt werden,
bis zum Tode bestehen. Es finden sich weder Blut, noch Eiterbeimengungen, noch
lieBen sich pathogene Mikroorganismen, wie Wiirmer, Protozoen oder Monilien,
nachweisen.

AuBlerdem zeigt sich nach etwa 14 tégiger Fiitterung der Ziegenmilch eine starke
Aufblihung der Béauche (Kugelbauch), die ihre Ursache in einer abnorm starken
Darmgérung hat.

Auffillig ist bei den Ratten, daB sie, nachdem sie anfénglich die Milch gierig
aufnehmen, nach 1 Woche scheinbar Schwierigkeiten beim Trinken haben. Sie ver-
suchen mit den Vorderpfoten Milch aus den Népfen zu schépfen und lecken die mit
Milch benetzte Pfote ab (Zungenveriénderungen ?).

Wiihrend sich die beschriebenen Krankheitszeichen entwickeln, machen die
Ratten einen schwerkranken Eindruck und die vorgenommene Blutuntersuchung
ergibt eine Anémie vom Perniziosatyp. Die Zahl der Erythrozyten ist bis auf 1 Mil-
lion und weniger gesunken, die Hémoglobinwerte sind nicht ganz entsprechend ver-
mindert, so daBl der Farbeindex erhoht ist. Die Differenzierung des Blutbildes ergibt
eine relative Vermehrung der Lymphozyten und eine Abnahme der Neutrophilen.
Charakteristisch ist die abnorm starke Segmentierung der letzteren. Das rote Blut-
bild zeigt Anisozytose, Poikilozytose und Polychromasie; Megaloblasten und Normo-
blasten treten zahlreich auf. Die Retikulozyten zeigen nach anfiénglicher Erhéhung
bei fortschreitender schwerer Anémie eine Abnahme auf 4—59,. Es besteht eine
ausgeprégte Leukopenie. Das Blut ist kakaofarben und das Serum erweist sich
nach dem Sedimentieren als reichlich fetthaltig.

Wihrend der Entwicklung dieser Erscheinungen nehmen die Tiere nicht wie
die Kontrolltiere zu (2,2 g pro die bei gesunden und 0,5 g pro die bei gleichalten
andmischen Ratten wihrend der Zeit vom 21. bis zum 41. Tage). In einzelnen
Fillen fortgesetzter Ziegenmilchfiitterung treten auch nervése Symptome auf,
unter denen zunéchst Muskelschwiiche, dann eigentiimliche Steifheit der Glieder
und schlieBlich Lahmungen auffallen. Bei der Sektion erweisen sich die Dérme
papierdiinn und durch Gas zum Platzen gebldaht. Der Dimnndarminhalt ist hell-
gelblich, flissig. Entziindungserscheinungen sind makroskopisch nicht wahr-
zunehmen. Die Leber ist klein, atrophisch und zeigt hellgelbe Verfirbung nach
Art der Fettleber. Der Mageninhalt stellt meist eine fast feste, knetbare Masse dar,
die nach Befeuchten nur in einigen Fillen sauer reagiert (Kongo). Auf der Hoéhe
der Krankheitserscheinungen ist im Blut eine starke Lip#mie nachweisbar. Der
Blutzucker ist um etwa 50 %, gesenkt. Die Untersuchung des Leberglykogens ergibt
kaum mefbare Werte. Im Harn ist der Urobilingehalt wihrend der Dauer der
Erkrankung erhoht.

Spritzt man den Tieren nach voller Entwicklung des Krankheitsbildes Leber-
extrakt, so tritt nach einer typischen Retikulozytenkrise (Retikulozytenwerte von
50—609%!), eine Erhohung der Erythrozytenwerte ein, die von einem Anstieg des
Gewichts und einer Besserung im Allgemeinzustand begleitet ist. Dabei ist bemer-
kenswert, da die Hgb.-Werte nur wenig ansteigen, da die Ziegenmilch ja eine fast
eisenfreie Nahrung ist. Erst Zufuhr von Leber 4 Eisen heilt die Anémie vollstindig,
genau wie auch bei der tropischen Sprue. In derselben Weise gelingt es, die An-
#mie durch Zugabe von kleinsten Mengen einer Substanz zu heilen, die in Hefe,
Fleisch, Fleichextrakt enthalten ist. Es handelt sich hier offenbar um denselben
Faktor, der bei der Entstehung der tropischen Sprue eine Rolle spielt und den
Castle mit. extrinsic factor bezeichnet.

Wir fanden keinerlei Anhaltspunkte dafiir, da8 das beschriebene Krankheits-
bild auf einer Unterwertigkeit des verfiitterten Caseins oder des Fetts oder auf
Mangel an den Vitaminen A, C oder B, (Flavin) beruht. (Hinsichtlich B, vgl.
Diehl und Kiithnau (1. c. 2).)
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3. Sprue-artige Erkrankung anderer Tiere

Nach den Untersuchungen von Goldberger erkranken Hunde in Pellagra-
gogenden auf einer pellagraerzeugenden Kost an nekrotisierenden Verdnderungen,
Entziindungen und Pigmentationen am Pharynx und Osophagus, die zu der charak-
teristischen ,,black tongue‘* fithren. Die Entstehung des Krankheitsbildes zeigt auch
Beziehungen zum Vitamin A.

Neuerdings konnten Miller-Rhoads 4) bei Hunden auf einer black tongue er-
zeugenden Didt Sprue hervorrufen (gastrointestinale Stérungen, Stomatitis, Diar-
rhéen, Erbrechen, Gewichtsabnahme, perniziése Anémie). Die Anémie war durch
Leber nicht beeinfluBbar und heilte nur durch Zufuhr von Hefe. Die Kostmischung,
die von den Autoren benutzt wurde, bestand aus: 4000 g weiBem Roggenmehl,
500 g Erbsen, 500g Casein, rein, 300 g Zucker, 300 g Baumwollsamenél, 200 g Leber-
tran, 50 g Salzgemisch und 400 g Reishéutchen.

II. Versuchstechnik

Die experimentelle ,,Rattensprue* konnte in zweierlei Hinsicht fiir eine
biologische Auswertung in Frage kommen, nidmlich erstens fiir die Auswertung
des extrinsic factors und zweitens fiir die Auswertung des Perniziosaschutz-
stoffs der Leber. Bisher scheiterte eine solche an der individuell verschiedenen
Reaktionsfahigkeit der Tiere sowie an dem Umstand, daB wihrend des Durch-
fallstadiums viele Tiere vor Entwicklung der Anémie eingehen. Die Versuchs-
technik ist folgende:

Versuchstiere und jhre Haltung: In den Versuch kommen junge Ratten im
Alter von 21 Tagen mit einemn Gewicht von 27 -+ 3 g, die von der Mutter entfernt
und ausschlieBlich mit Ziegenmilch (roh) gefiittert werden. Tiere aus kleinen
Wiirfen (4—>5) sind zu resistent. Man nimmt am besten die Ratten nur aus Wiirfen
mit 6—10 Tieren.

Die Ratten werden in den beschriebenen Drahtkifigen zu zweien gehalten.
Die Kifige werden mit wenig Holzwolle (téglich zu erneuern) verschen, da
die anémischen Tiere gegen Temperaturschwankungen auBerordentlich empfind-
lich sind. Die Ziegenmilch wird téglich frisch in kleinen Nipfen verabreicht,
die mit heiBem Wasser gesdubert werden. Die Tiere werden zweimal wochent-
lich gewogen.

Haltung der Zuechttiere: Von groSter Bedeutung ist die Haltung der Zuchttiere.
Wir brauchen durchweg rein weile Tiere, die mit einer Kost aus Weizen ad libitum,
Mais ad libitum, frischer Vollmilch ad libitum und geréstetem WeiBlbrot sowie
Gemiise (2mal wochentlich Karotten oder Kohl und Riiben) ernihrt werden. Die
Muttertiere miissen mindestens 6 Monate lang auf dieser Diit loben, bevor die Jungen
brauchbar sind. Auch durch moglichst schnell aufeinanderfolgende Geburten
gelingt es bei manchen Rassen, die sich sonst resistent erweisen, eine schwere
An#émic bei den Jungen zu erzeugen.

Fiitterung der Tiere: Die Versuchstiere erhalten ausschlieBlich Ziegenmilch.
Die Milch mu8 hochwertig sein. Wir benutzen die Mischmilch von 3—4 Ziegen,
die im Stall gehalten werden. Die Ziegen werden mit Schrot, Heu und Kiichenabféllen
wie Erbsenschoten, Kohl usw., Kastanienblittern, Hopfenranken, Falldpfel, im
Winter mit Kohl und Riiben gefiittert. Sic werden morgens und abends gemolken.
Die Milch ist fettreich.

4) Miller-Rhoads, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 540 (1933); J. of exper.
Med. 58, 585 (1933).
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III. Vorkommen des extrinsic factors

Ob der extrinsic factor in der Ziegenmilch fehlt oder ob diese Kost nur
eine so ungiinstige Kombination von Fett-Eiweil und Kohlenhydraten usw.
darstellt, dafl darauf der Bedarf ein gesteigerter ist, oder ob infolge der Durch-
fille vielleicht eine Resorptionsstérung vorliegt, 1aft sich nicht entscheiden.
Der extrinsic factor fehlt jedenfalls in Weizenkleie, gereinigtem Casein, ge-
reinigtem Nukleoprotein. Er ist in Fleisch, Malz- und Leberextrakten vor-
handen. Hefe enthalt 20mal mehr extrinsic factor als Fleisch.

Der extrinsic factor ist loslich in 80 9, igem Alkohol. Er ist gegen Erhitzen
stabil und vertragt selbst Autoklavieren.

IV. Die Reaktion zwischen extrinsic und intrinsic factor in vitro

Die Reaktion zwischen Magenfaktor und Vitamin lduft in vitro durch Bebrii-
tung von Fleisch mit Magensaft ab. Gesunde Individuen erhalten 0,5 mg Histamin-
phosphat subkutan. Wihrend der folgenden Stunde wird der Magensaft gesammelt.
Man filtriert ihn durch Gaze. Dann werden 200 g Fleisch (ohne Fett) fein gernahlen
und mit 150—300 g des Magensafts (von niichternen Patienten) gemiseht und auf
37,5% gebracht (Wasserbad), Man gibt vorher Salzsdure zu (5—10 cem ciner 2/,-kon-
zentrierten Losung), bis der py ctwa 2,5—3,5 betrigt (orange gegen Topfers
Reagens). Die Mischung wird in einer verschlossenen Flasche 2 Stunden im Wasser-
bad gchalten. Man schiittelt 6fter und setzt nach und nach etwas Salzsiiure zu.
Man filtriert zuletzt durch Gaze und gibt Natronlauge bis zum py = 5 zu. Dic
Losung wird direkt verfiittert.

V. Vorkommen des Vitamin B,-Komplexes

In folgender Tabelle ist die Akroyd-Roscoe-Einheit diejenige Menge,
die im kurativen Wachstumstest wahrend einer Versuchsdauer von 5 Wochen
eine Gewichtszunahme von 11—14 g pro Woche verursacht. Die Sherman-
Bourquin-Einheit erzeugt unter denselben Bedingungen cine wochentliche
Gewichtszunahme von 3 g. Im allgemeinen ist diec Sherman-Einheit 3mal

kleiner als diec Akroydsche.
Tabelle 88

| Pellagra- |

verhiitende

Roscoe- |Bourquin- . verhiitende
Substan: . . . . i i r .
Substanz EKinheit | Einheit | Wirkung | Wirkung
I

. | beim . .
ro Gramm | pro Gramm ! beim Hund
|
! i Menschen |

F Akroyd- !Sherman- Black-tongue-
|
?

Fleisch . . . . . . . .. 0,5 0,33§ 1,0 50 g Protein auf

i 2400 Cal.

Fleisch, getrocknet . . . 2,0—1,3 i

Niere, frisch 2,6—5,0

'
P
i
|

Herzmuskel, friseh . . . ‘ 5,0 | 1—2

Milz . . . . . .. 0 3,0 0,3—0,5

Thymus - | 0,4

Gehirn . o 2,5

Blut . . | 0,75 ; :

Leber 0 7—10 | . 43,5 g auf 2400
l

| ‘ | Cal.
' 15
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—— -
Akroyd- |Sherman-| I:‘;?ngad Black-tonguc-
Roscoe- |Bourquin- Ver?Wen9e | yorhiitende

Substanz Einheit | Einbeit | VUKW | yieung

pro Gramm i pro Gramm i M(?rf;::r;len beim Hund

Eigelb, gekocht . . . . . 0,6—1,0 ‘12 Eier auf 2400
; i Cal., nicht voll
‘ | geniigend

Eigelb, getrocknet . E 1—2 i |

Milech . .. ... ... 02—0,3 0,1—0,2 |

Vollmilchtrockenpulver. . ' 1,4—2,7 }

Magermilchtrockenpulver . 3—5 |

Trockenleber . . . . . . ! 8,4—16,6 | ;

Magermileh . . . . . . .| : 120 cem p. d. 30 cem/kg nicht
i ! 1 ! ganz wirksam

Ziegenmileh. . . . . . . o 0,3—0,5 :

PreBhefe . . . . . ... 20 | 1—2 | ‘

Hefe, trocken . . . . . . 5—10 | 10—15 stark wirks. 11 g pro die

Hefe, autoklaviert. . . . | 2,5 , ! ’

Wasserkresse . . . . . . 02—04

Lattich . . . . . . . .~ 0,13 !

Kohl, weile Blatter . . . 0,1—0,2 <

Kohl, griine Blitter . . . 0,2

Spinat . . . . . . .. 0,3

Tomatensaft . . . . . . ! 0,16 : 30 cem pro die

Wasserkresse, trocken . . ' 2,5—5,0 |

Lattich, trocken. . . . . 1,6 ‘

Kohl, wei3, trocken . . . 1,2—2,5

Kohl, griin, trocken . . . 2,5

Spinat, trocken . . . . . 2,5

Weizen . e e e 1,5

Mais. . . . . . . . .. 1,5

Kleie e e e e 3—4,5

Weizenkeime . . 0 0 L L 3--4,5 !

Das Vitamin B; 1, 2), 3)

I. Die Avitaminose Bj

Das Vitamin B, ist ein thermolabiler Taubenfaktor, der von den Franzosen
,,Vitamin d’utilisation nutritive‘‘, von den Amerikanern ,nutritional Vitamin‘
genannt wird.

Tauben auf einer B,-freiecn Kost entwickeln Polyncuritis mit Gewichts-
abnahme. Heilt man die Polyneuritis durch Zugabe eines B,-Konzentrats, so
bessert sich das Gewicht nicht. Gibt man statt dessen Hefe, so tritt gleichzeitig
mit Verschwinden der Krimpfe eine Gewichtszunahme cin, die durch Zufuhr

1) Williams-Watcerman, J. of biol. Chem. 78, 311 (1928).

2) Eddy-Gurin-Kerestesey, J. of biol. Chem. 87, 729 (1930).

3) Randoin-Lecoqu c. s., J. of biol. Chem. 91, 671 (1931); C. r. Acad. Sci.
Paris 182, 1408 (1926); 187, 60 (1928); Bull. Soc. Chim. biol. Paris 9, 513 (1927);
11, 745 (1929); 9, 49 (1927); C. r. Soc. Biol. Paris 99, 47 (1928); 99, 148, 586 (1928);
101, 11 (1929); These Paris 1928; Bull. Soc. thérap. 31, 197 (1926); Les aliments
et la vie. Paris 1929.
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eines in der Hefe enthaltenen Faktors, des Vitamins Bj, verursacht ist. Der
Gewichtsstillstand, der durch Mangel an Vitamin B, hervorgerufen wird, ist
nur das erste Zeichen einer Allgemeinerkrankung, die mit Mattigkeit, Bewegungs-
unlust und schweren Herzstérungen (Arrhythmie, Ventrikelautomatie, Herz-
block) verlauft.

Das Vitamin B, wird nur von Tauben und Kiicken benétigt, von Batten
nicht.

II. Die biologische Auswertung des Vitamins B,

Als Versuchstiere dienen ausgewachsene Tauben. Sie werden durch
Fitterung mit poliertem Reis oder einer anderen B-freien Kostform poly-
neuritisch. Dann gibt man ein Vitamin B,-Konzentrat hinzu (10—14 Tage

Abb. 82. Erscheinungen des By-Mangels bei Kiicken.
A. = Kontrolltier, B., C., D. = By-frei ernithrt. (Nach Eddy.)

lang). Die Krimpfe verschwinden danach. Selbst bei Zufuhr der 20fachen,
zur Heilung notigen B;-Menge bessert sich aber das Gewicht nicht. Die Tiere
werden téglich gewogen, dann die zu priifende Substanz zugelegt. Enthilt
gie Vitamin B, tritt sofort Gewichtszunahme auf, die je nach der Dosis
gestaffelt ist.

Man kann auch wachsende Kiicken mit einer durch Autoklavieren B,-frei
erhaltenen Kost ernéthren. Sie zeigen dann schlechtes Wachstum (Abb. 82), selbst
nach Zugabe von B, und B,. Erst auf B;-Zulage tritt Wachstum auf. Kiicken er-
nithrt man am besten mit ciner Kost aus Mais, Hafer, Tran und Austernschalen.
Die Kost wird vor der Fitterung autoklaviert. B, legt man in Form cines Kon-
zentrats, B, in Form autoklavicrter Hefe zu.

III. Vorkommen und Eigenschaften des Vitamins B;

Das Vitamin B, kommt reichlich in Hefe, Roggen, Gerste, Weizen und
Malzextrakt vor. Muskel, Leber und Weizenkleie enthalten nur geringe
Mengen. Milch ist By-arm.

Das Vitamin B, ist wasserloslich und auferordentlich thermolabil. Schon
die Erhitzung auf 60° zerstort vollkommen, wihrend B, bei dieser Temperatur
erhalten bleibt. Das Vitamin Bj ist nur schwer an Fullererde adsorbierbar.
Es ist auBerordentlich alkalilabil.



Das Vitamin B,1

Das Vitamin B, (frither von einigen Autoren B; genannt!) ist ein
thermolabiler Rattenfaktor. Die Notwendigkeit, einen solchen neben
den bereits bekannten Vitaminen anzu-
nehmen, ergab sich aus Beobachtungen
an Ratten. Es zeigte sich néamlich,
daBl gewisse Erscheinungen, die man frii-
her auf Vitamin B,-Mangel zuriickfiihrte,
durch Zugabe von B; nicht zum Ver-
schwinden gebracht werden konnten.
Andererseits konnte gezeigt werden, dafl
Ratten auf einer kiinstlichen Diat, die
alle bekannten Vitamine in schon ge-
reinigter Form enthielt, nach einiger
Zeit das Wachstum einstellen, um nach
Abb. 83. Vitamin B,-Mangel bei Hefezugabe erneut an Gewicht zuzu-

der Ratte. (Nach Reader.) nehmen.

I. Die Erscheinungen des Vitamin Bj-Mangels

Man kann die Erscheinungen des Vitamin B,-Mangels am besten an Ratten
studieren, dic zunichst B,- und B,-frei ernihrt werden. Gibt man dann nach

a
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Abb. 84. Das Vitamin B, ist noétig, um bei Ratten auf einer B,- und B,-haltigen
Kost Gewichtszunahme hervorzurufen.

(B, wird in der Abb. mit B, bezeichnet.) Bei x Fortnahme, bei y erneute B,-
Zugabe. (Nach Reader.)

1) Reader, Biochemic. J. 23, 689 (1929); 24, 1127, 1827 (1930).
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Erscheinen der polyneuritischen Symptome das Vitamin B, hinzu, heilt die
Avitaminose B, ab und es bleiben die Erscheinungen der Avitaminose B, be-
stehen. Man kann sie jederzeit durch B,-Zulage heilen oder verhiiten.

Die hauptsichlichsten Erscheinungen der B,-Avitaminose bestehen in
Muskelschwiche, Koordinationsstorungen, Ataxie, Drehbewegungen, Schwel-
lung und Rétung der Pfoten. Die Tiere sitzen in typischer Stellung mit hoch-
gebogenem Riicken. Sie zeigen spastischen Gang. Dic Gewichtszunahme hért
auf, ohne daf3 Gewichtsverluste eintreten. Wahrscheinlich ist auch die schwere
Sinusbradykardic, die Drury und Mitarbeiter beschreiben, eine Folge des By-
Mangels, wie iiberhaupt vicle, der fiir den B;-Mangel als spezifisch beschriebenen
Symptome, auf B,-Mangel beruhen. Die Avitaminose B, fithrt unter Kollaps-
erscheinungen zum Tode.

Nebenstehende Abb. 83 zeigt eine typisch an Vitamin B,-Mangel erkrankte
Ratte. Aus Abb. 84 geht auflerdem hervor, dafl bei der B,-Avitaminose die
Zugabe der Vitamine B; und B, selbst in Dosen, die den Bedarf der Ratte bei
weitem iibersteigen, auf die Gewichtskurve ohne Wirkung bleibt. (In der Abbil-
dung wird das Vitamin B, noch mit B, bezcichnet.)

II. Die biologische Auswertung des Vitamins B,

A. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienen Ratten, da das Vitamin fiir die Taube entbehr-
lich ist.

Je nachdem man den Wachstumstest benutzt oder den kurativen Test,
nimmt man wachsende oder ausgewachsene Tiere. Sie miissen aus einer
Zucht stammen, dic mit der Kost von Reader unter Zugabe von B,, B, und
B, sowic mit allen anderen Vitaminen crnihrt wurde. Die Zugabe von B,
crfolgt in Form eines Konzentrats zu 2—3 TE. pro die. B, wird als auto-
klavierte Hefe der Kost einverleibt, B, in Form eines Konzentrats zugelegt.

Die Haltung der Tiere erfolgt wie bei anderen Versuchen.

B. Kostmischung
Als B;- und B,-freie Kostmischung dient folgende nach Reader:

Casein Glaxo, frei von Vitaminen. 209

Reisstarke . . . . . . . . . . . 709
Agar-Agar . . . . . . . . .. 29,
McCollums Salzgemisch . . . . 59
Lebertran . . . . . . . . . .. 3%

Wasser ad libitum.
Die Ticre fressen davon taglich etwa 10—15 g.

Halliday 2) hat neuerdings diec Kostmischung von Sherman-Chase
(s. unter B,-freie Kostformen) mit Erfolg zum Studium des B-Mangels benutzt.
26-—28 Tage alte Tiere erhielten die Diét, die mit caseinfreier Milch als B,-Zulage
ergiinzt wurde.

2) Halliday, J. of biol. Chem. 96, 479 (1932); 106, 29 (1934).



C. Die einzelnen Testmethoden
1. Der Wachstumstest auf Vitamin B,

Junge Ratten, die auf der Readerschen Kost unter Zugabe aller B-Vita-
mine, auch des Vitamins B,, gehalten wurden, bis sie cin Gewicht von etwa
50—60 g erreicht haben, werden weiter mit derselben Didt, aber unter Weg-
lassung des Vitamins B, gefiittert, bis sic Gewichtsstillstand zeigen. Es ist
auch zulassig, die Ticre zunichst vollig B-frei zu ernédhren und erst dann, wenn
sie aufhéren zu wachsen, die Vitamine B, und B, zu verabreichen. Erst wenn
die Tiere daraufhin nicht an Gewicht zunchmen, sind sie fiir die Auswertung
brauchbar. Erfolgte schon auf Zulage der Vitamine B, und B, Gewichts-
anstieg, mufl mit der Zugabe der zu prifenden Substanz gewartet werden, bis
das Gewicht auch nach Verdoppelung der Dosen konstant bleibt.

Der Gewichtsstillstand tritt meist nach 2—3 Wochen ein. Eine Verdoppe-
lung der B;- und B,-Dosen ist dann meist ohne Einflufl. Die Zugabe der Vita-
mine B, und B, ist wichtig, da nur bei Anwesenheit aller Vitamine der B-Gruppe
Wachstum méoglich ist.
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Abh. 85. Typische Kurven beim ,adult curative Test auf Vitamin B,.
(Nach Reader.)

Die Zugabe der zu priiffenden Substanz hat getrennt vom Futter zu er-
folgen. Das Gewicht mull wichentlich 3mal kontrolliert werden. Man ver-
gleicht dabei am besten die Wirkung der unbckannten Substanz mit einem
Standard, den man sich selbst herstellt. Ein Vergleich der absoluten Zunahmen
ist nur auf derselben Kost und im selben Labor zuldssig. Ein Testbeispiel wurde
in Abb. 84 gebracht.

2. Der ,,adult curativé-Test

Man benutzt ausgewachsenc Ratten, die auf obiger Didt unter Zugabe aller
B-Vitamine gehalten wurden. Man vermeidet dadurch Schwankungen in der
Reaktionsfihigkeit. Die Tiere erhalten weiter dieselbe Kost unter Weglassung
der Vitamine B; und B,, bis sic eine Polyneuritis entwickeln, was in etwa
4 Wochen bei 509, der Ratten der Fall ist. Ks treten dann Konvulsionen,
Ataxie, Schwiche, Rotung der Zehen und partielle Paralyse der Hinterbeine
auf. Die Beriberi wird nun durch Zugabe von B, zur Heilung gebracht. Es
bleiben die fiir den B,-Mangel charakteristischen Erscheinungen bestchen.
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Erfolgt in diesem Stadium keine B,-Zufuhr, so gchen die Tiere im Laufe von
10 Tagen unter Kollapserscheinungen ein.

Fittert man rechtzeitig, also gleich nach dem Verschwinden der Poly-
neuritis einc B,-haltige Substanz, so sind die Tiere schon nach 2 Tagen aktiver
und nach ctwa 1 Woche vollig gesund. Man bestimmt auBerdem regelmdBig
das Gewicht und benutzt die Gewichtszunahme als Nebenkriterium der B,-
Wirkung.

Wurde die Ratte durch dic zu priiffende Substanz geheilt, so kann das Tier
nochmals fiir den Test Verwendung finden. Man fiittert dann solange B,, bis das
normale Gewicht erreicht ist, und setzt es dann wieder auf die Mangelkost. Bs

erscheint nun zum zweiten Male, bei etwa demselben Gewicht wie zuvor, die Poly-
neuritis. Reader hat mit Erfolg bis zu 4 Substanzen am sclben Tier ausgewertet 8).

III. Vorkommen des Vitamins B,

Das Vorkommen des Vitamins B, ist im allgemeinen eng an das des Vita-
mins B, gekniipft. B, findet sich reichlich in Hefe und kann hieraus getrennt
vom B, gewonnen werden.

IV. Darstellung des Vitamins B,

Die beiden Methoden, die wir zur Darstellung B,-haltiger Konzentrate
kennen, beruhen auf der Fillbarkeit dieser Substanz durch Merkurisulfat in
saurer Losung und zweitens auf der leichten Adsorbierbarkeit in stark saurer
Losung durch Norit. Mit beiden Methoden gelingt die vollkommene Trennung
von Vitamin B;.

1. Die Adsorption des Vitamins B, an Norit

Die Methode wurde bereits bei der Darstellung Vitamin B -haltiger Konzentrate
beschricben. Siehe Kinnersley-Peters (8. 193). Man crhiilt eine Substanz, die
auler B, auch noch das Vitamin B, enthélt.

2. Die Filllung des Vitamins B, durch Mérkurisulfat

Die Darstellung und Fillung des Hefeextrakts mit Merkurisulfat wurde
bereits bei Kinnersley (S.192) beschricben. Man verarbeitet den Nieder-
schlag wie folgt weiter:

Der Niederschlag aus ciner Extraktmenge, dic 40 1bs entspricht (1 1bs = 453,29 g),
wird gewaschen, bis die Lésung mit Bromthymolblau Blaufirbung gibt. Dann sus-
pendiert man ihnin 6 Liter Wasser und leitet 4 Stunden lang Schwefelwasserstoff hin-
durch. Man filtriert ab und engt das Filtrat im Vakuum bhei 40—60° ein. Das Filtrat
wird mit Natronlauge auf py == 3 gebracht und auf 1 Liter konzentriert. Dann stellt
man py = 4,5 her und versetzt die Losung mit derselben Menge Alkohol. Man lifit
24 Stunden im Kisschrank stchen. Es wird filtriert, der Niederschlag verworfen,
Das Filtrat wird im Vakuum vom Alkohol befreit und auf 400 cem eingeengt. Man
gibt Aceton bis zur Konzentration von 809, zu und lit 12 Stunden bei Zimmer-
temperatur stehen.  Der Niederschlag wird verworfen.  Das Filtrat engt man im
Vakuum (Innentemperatur nic iitber 60°) auf 200 cem cin, li3t 2 Tage im Eisschrank
stehen und filtriert. Das Filtrat ist in Dosen von 1/,—1/,49 cem wirksam. Zur Auf-
bewahrung wird es auf py = 4 eingestellt und mit 209, Alkohol versetzt.
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3. Darstellung eines kristallisierten Priiparats nach Barnes-
O’Brien-Reader4), 4a)

Nach der bei Vitamin B; beschricbenen Methode von Peters und Mit-
arbeitern (S. 193) stellt man sich aus 50 kg Hefe ein Kohleadsorbat her, das
neben Vitamin B, auch das B, enthilt.

Unmittelbar nach der Adsorption wird die Kohle abgesaugt und mit verdiinnter
Schwefelsidure gewaschen (py = 1). Dann wird sie mit 50 9,igem Alkohol, der ge-
niigend Salzsiiure enthilt, um die iiber der Kohle stehende Losung auf das py = 1
zu bringen, bedeckt. 4 Extraktionen mit Alkohol (jedesmal 800 cem) werden aus-
gefithrt. Dabei erwéirmt man auf dem Wasserbad auf 70°. Es wird heif filtriert.
Man vereinigt die gesamten Kxtrakte und stellt auf py =3 (mit Natronlauge) ein.
Die Losung wird im Vakuum vom Alkohol befreit. Das Endvolumen soll 1500 cem
betragen. Die Losung wird iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt.

Der Extrakt wird wicder auf py = 3 eingestellt und mit 350 cem Deniges
Merkurisulfatreagens versetzt. Nach cinstiindigem Stchen wird filtriert.  Der
Niederschlag wird verworfen. Das {iberschiissige Sulfat wird aus dem Filtrat durch
Fiillung mit heiler Barytlosung bis zum py = 2 entfernt. Nach weitcren 2 Stunden
wird abfiltriert und das Filtrat mit Natronlauge auf py == 4 gebracht. Die Losung
wird 4 Stunden lang mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das tiberschiissige Gas
wird im Vakuum entfernt (Temperatur nie iiber 30°). Die Lésung wird iiber Nacht
kalt aufbewahrt (etwa 200 cem). Die aktive Substanz wird im Gegensatz zu fritheren
Untersuchungen hier nicht durch Merkurisulfat gefillt. Die Ursache liegt darin,
daB die Fillung mit dem Kohleeluat erfolgt, withrend frither die Fillung direkt
vom Hefeextrakt ausging.

Dic Losung wird nun weiter auf py -~ 6 gebracht und mit 50 cem einer
10 95igen Phosphorwolframsiurelosung (vor der Fiillung werden 10 g der 1 : 24 Séure,
die nach Wu ) dargestellt wurde, in 50 cem Wasser geldst, mit 20 9, iger Natron-
lauge auf py = 6 gebracht, auf 100 cem aufgefiillt) versetzt. Dann fiigt man 5 9, ige
Schwefelsiure hinzu, bis py — 3 erreicht ist und stellt die Loésung iber Nacht in
den Eisschrank. Am niichsten Tage filtriert man und verwirft den Niederschlag.
Zum Filtrat gibt man Schwefelsdure bis zum py = 1. Die Loésung wird wieder
24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Der Niederscehlag, der die gesamte wirksame
Substanz enthilt, wird abfiltriert.

Der Niederschlag wird in der kleinsten Menge 50 9 igem Alkohol (etwa 100 cem)
auf dem Filter gelést (heifl) und die Losung 24 Stunden in der Kiilte aufbewahrt.
Alle in heiBem Alkohol unloslichen Stoffe werden verworfen.,

Am niichsten Tage wird der gelbe Niedersehlag, der gewohnlich kristallin ist,
abfiltricrt und in 50 9;igem Aceton gelost. Die Losung wird mit kalt gesiittigter
Barytlésung versetzt (bis zum Umschlag von Phenolphthalcin).  Man schiittelt
noch 5 Minuten und filtriert so schnell als méglich ab. Die Losung wird mit Schwefel-
sidure angesiucrt (py = 3). Das Filtrat des Bariumsulfats (ctwa 250 cem), das
30—409, Aceton enthiilt, hat im Kubikzentimeter etwa 10—15 Ratteneinheiten
(,,adult curativ'‘-test).

Die Losung wird im Vakuum von Accton bhefreit, auf 50 cem eingeengt. Man
gibt 5 cem konzentrierte Salzsiure hinzu und erhitzt auf dem Wasserbad fir 1 bis
2 Stunden, bis eine positive Pentose-Orcinol-Reaktion errcicht ist. Meist geniigt
einstiindiges Erhitzen.

Man engt auf dem Wasserbad auf 10 cem cin und versetzt mit 20 ecm Aceton.
(Etwa entstehender Niederschlag wird verworfen.) Die Lésung wird mit 70 cem
Ather versetzt und nach gutem Umriihren in Kis 12 Stunden aufbewahrt. Dann
ist ein kristallisiertes Produkt entstanden, das aus einem Gemisch von 1 Teil Wasser,
5 Teilen Aceton und 50 Teilen Ather umkristallisiert wird.

4) Barnes-O’Brien-Reader, Biochemic. J. 26, 2040 (1932).

4a) Kinnersley-Reader-Peters c. s., Biochemic. J. 27, 225 (1933); Nature
(Lond.) 1933, 131, 617.

5) Wu, J. of hiol. Chem. 43, 189 (1920).
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Die Substanz hat die Zusammensetzung C,H,N,HCI 1/2H,0. Sie ist 1éslich
in Wasser, unlgslich in absolutem Alkohol und Aceton. Das Pikrat schmilzt bei 278°.
Pauly-, Fehling-, Millon- und Tollenssche Reaktionen sind negativ. Die
Substanz vertrigt emstundages Kochen mit 209%iger Salzséiure ohne Verlust der
Wirksamkeit. Sie hilt sich in einer aceton- oder alkoholhaltigen Lésung un-
begrenzt. In wifBriger Losung tritt selbst bei 0° Verlust der Wirksamkeit auf.
Die Substanz ist alkalilabil. Erhitzen der Kristalle mit 10 %iger Natronlauge zer-
stort schon nach 10 Minuten. Die Kohleextrakte enthalten aus 50 kg Hefe etwa
4500—6500 Ratteneinheiten. Nach der Hydrolyse betrigt die Ausbeute durch-
schnittlich 3000 Ratteneinheiten. Die Wirksamkeit im Eluat der Kohle ist 9-—10 mg
pro Ratteneinheit. Nach der Merkurisulfatbehandlung sind 4—6 mg pro Einheit
erforderlich und nach der Phosphorwolframsiurereinigung nur 0,2—0,5 mg. Die
Wirksamkeit der reinen Kristalle betrigt 0,01 mg fiir eine Ratteneinheit.

Man erhilt 20—30 mg Substanz pro Zentner Hefe.

V. Eigenschaften des Vitamins B,

Das Vitamin B, ist thermolabil. Es wird leichter zerstért als das Vitamin
B,. Bei 120° und py = 6 ist B, bestindig, B, wird zu 50 9, inaktiviert. Auto-
klavieren der Hefe zerstort beide. Das Vitamin B, ist l6slich in Wasser, un-
16slich in absolutem Alkohol oder Aceton.

Fig.1. ; Fig.3.
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Abb. 86. Zerstérung des Vitamins B, durch Autoklavieren.

Es wird durch Merkurisulfat in saurer Losung, auch durch Phosphor-
wolframsaure gefillt. Es ist in stark saurer Losung an Norit adsorbierbar. Die
Fillbarkeit mit Merkurisulfat héingt ab vom Reinheitsgrad der Losung (s. S. 240).

Das Optimum der Fallung mit Phosphorwolframsiure liegt bei py = 2,5
bis 1,0 6).

Das Vitamin ist in Hefeextrakt an Pentose gebunden und muB, bevor es
krigtallin dargestellt werden kann, durch Hydrolyse getrennt werden.

6) Barnes-O’Brien-Reader, J. of Physiol. 76 (1932).
Bomskov, Vitaminforschung 16
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Moore 7) fand beim Tier eine erhebliche Speicherung des Vitamins B,, das
von der Mutter an die erste Generation und von dieser auch an die zweite in fal-
lender Linie abgegeben wird.

Tschesche 8) konnte nach der beschriebenen Methode kristallisierte Pra-
parate gewinnen, die auBer in der B,-Wirksamkeit in allen ihren Eigenschaften
sich wie reines Adeninhydrochlorid verhalten. Heard9) fand aber reines
Adenin vollkommen ohne B,-Wirkung. Auch Reader ist der Ansicht, daB
das Vitamin B, am dargestellten Adenin haftet 10).

Das Vitamin B;s 1)

I. Die Erscheinungen der Avitaminose B;

Das Vitamin B; ist ein auBlerordentlich stabiler Taubenfaktor. Der Ge-
wichtssturz bei Tauben, die nur mit poliertem Reis erndhrt werden, karin nicht
durch Zugabe von B, aufgehalten werden, wohl aber durch Hefeextrakte
(Noritadsorbate, die durch 509, igen sauren Alkohol eluiert wurden).

Fittert man Tauben mit Reis und B, + B;, so hért die Gewichtsabnahme
auf. Es tritt aber keine Gewichtszunahme ein. Das Vitamin B; ist also ein
,,maintenance‘‘-Faktor, der das Gewicht konstant hilt, aber nicht zu Wachstum
fiihrt.

Bei Reisernahrung bleibt das Gewicht der Taube etwa 30 Tage lang kon-
stant (Versuche konnen nicht gut iiber 30 Tage ausgedehnt werden, da dann
die Reiserndhrung auch anderweitig fiir die Taube nicht geniigend ist), aber nur,
wenn man 1 g Marmite pro die zugibt.

1 g Marmite enthilt etwa 4,3 Taubeneinheiten Vitamin B,. Legt man diese
Menge als B,-Konzentrat hinzu, tritt trotzdem Gewichtsabnahme ein. Selbst
bei Zugabe groler B,-Dosen kann das Gewicht der Tiere nicht auf derselben
Hohe gehalten werden.

Gewichts-maintenance tritt nur dann ein, wenn Zugabe eines Koble-
extrakts aus Hefe erfolgt, der den dafiir nitigen Faktor enthilt. Man stellt sich
diesen Extrakt aus dem Kohleadsorbat der Hefe durch Elution mit 50 %,igem
Alkohol unter Zusatz von Séure her. Ein Kohleeluat mit n/10 Salzsaure, das
reichlich Vitamin B, enthilt, ist wirkungslos.

Das Vitamin B;, wie der neue Faktor genannt wird, ist verschieden von
den bisher bekannten Vitaminen der B-Gruppe. Es ist nicht identisch mit
B, das zu Gewichtsanstieg filhrt und auBlerdem thermolabil und alkalilabil
ist. Das Vitamin B; ist im Gegenteil stabil gegen Hitze und Alkali und kommt
noch dazu im Kinnersley-Extrakt vor, der iiberhaupt kein Vitamin By ent-
halt. Der neue Faktor kann auch nicht mit Vitamin B, identisch sein, da B,
ebenfalls in dem Kinnersley-Extrakt fehlt. Eine Identitit mit B, konnte

7) Moore, Amer. J. Physiol. 102, 581 (1932).

8) Tschesche, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 581 (1933).

9) Heard, Nature (Lond.) 1933, 617.

10) Reader, Nature (Lond.) 1933, 131, 617.

1) Carter-Kinnersley-Peters, Biochemic. J. 24, 1832 1844 (1930).
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ausgeschlossen werden, da Zugabe von B, selbst in hohen Dosen nicht die main-
tenance-Wirkung besitzt. Auch die Zufuhr von B, 4 B, ist nicht imstande,
das Gewicht konstant zu halten.

II. Die biologische Auswertung des Vitamins B;

Als Test auf Vitamin B, gilt ein maintenance-Test, wie er bereits unter Vita-
min B, beschrieben wurde. Man arbeitet mit ausgewachsenen Tauben und ernéhrt
sie 30—35 Tage mit poliertern Reis. Das Vitamin B, wird in Form eines Konzentrats
verabreicht. Negative Kontrollen nehmen stiindig an Gewicht ab. Behandelt man
die Tiere mit einer B;-haltigen Substanz, so bleibt das Gewicht konstant auf der-
selben Hohe stehen. Wihrend der Versuchsdauer muB Lebertran verabreicht
werden. Zulage von Casein zur Reiskost bessert den Zustand der Tiere nicht. Reis
allein ist etwa 40 Tage lang fiir die Taube unter Zusatz aller Vitamine vollwertig.

III. Vorkommen des Vitamins B;

Das Vitamin B ist reichlich in Hefe und auch in Weizen vertreten.
Eine Tabelle iiber das Vorkommen der gesamten B-Vitamine sei im folgen-
den gebracht.

Tabelle 89. 1850. C. W. Carter, H. W. Kinnersley and R. A. Peters

Substance | B, |B*)| B, |BM|I[By
Whole wheat ‘+ + + v | o4
Steamed wheat . . . . . . . . . . .. — ? -+ ? -+
Fresh marmite . e e e + + Trace -+ +
Alkalised marmite e e e e e e e — + —_ —_— +**)
509, alcohol extracts of norite (Y) . . . + — Trace + +
N/10 HCl] extracts of norite (X) . . + — |[Trace 7] |—***)| —

IV. Darstellung des Vitamins Bs

Die Darstellung eines Vitamin B;-Konzentrats kann aus Hefe geschehen.
Man stellt zunéchst nach den oben gegebenen Vorschriften einen Hefeextrakt
her und adsorbiert die Vitamine an Kohle. Durch Elution der Kohle mit
509,igem angesiuertem Alkohol erhilt man einen Extrakt, der neben B,
auch B enthélt. Das Vitamin By kann durch Autoklavieren von den labilen
Vitaminen der B-Gruppe getrennt werden.

Das Vitamin Bj; zeigt hinsichtlich Léslichkeit und Adsorbierbarkeit dieselben
Eigenschaften wie B,. Es wird nicht gefillt durch Bleiacetat oder Baryt. Es ist
an Kohle adsorbierbar. Im Gegensatz zum B; wird das Vitamin B; nicht durch
Salzséure eluiert, sondern nur durch alkoholische S#ure.

Das Vitamin B; ist im Gegensatz zu den meisten B-Vitaminen auBerordentlich
stabil und vertréigt Autoklavieren. Erhitzen auf 100° mit n/2 Alkali zerstort das
Vitamin nicht. Ebenso ist es gegen Autoklavieren in alkalischer Losung besténdig.

*) Vitamins B, and B, have not been shown to be needed by the pigeon.
**) A few experiments indicate that vitamin B; in YB ist not destroyed by
‘heating for .35 mins. at 100° in presence of N/2 NaOH. Such a treatment we have
found previously destroys vitamin B;.
***) X preparations have been sometimes found to contain vitamin B, (Reader).
16*
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Das Vitamin F

Sure-Kik-Smith 1) bezeichnen den Wachstumsfaktor des Vitamins B,, das
frither fiir einheitlich gehalten wurde, mit F. Die Substanz vertrigt 6stiindiges
Autoklavieren bei 125° und py = 9 unter 9 Atm. Druck. Durch diese Behandlung

wird der Pellagraschutzstoff inaktiviert.

Die Substanz F ist demnach mit dem Flavin von Kuhn-Gyérgy und Wagner -
Jauregg identisch. Untersuchungen hieriiber liegen jedoch nicht vor.

Der Faktor Y

Chick und Copping?) machten die Beobachtung, daB junge Ratten,
die mit einer vollwertigen Kost ernihrt wurden, unter Zugabe der Vitamine

Body- weight

Weeks on experimental diet

Abb. 87. Gewichtskurven von Ratten auf

einer Grundkost mit einer Vitamin B,-Zu-

lage (Peters Konzentrat) und B,-Zulage

als autoklavierte Hefe (Diet I) oder als
Eier-Weil (Diet II).

A, D, B, und B,, das Vitamin B,
aber in Form von Hiihnereiweif3
erhielten, anfangs gut gediehen,
aber nach 3—4 Wochen das Wachs-
tum einstellten. Zugabe von auto-
klavierter Hefe fithrte zu neuem
Wachstum. Hefe enthilt also eine
Substanz, die im Weilen des Eis
fehlt. Sie ist verschieden von den
bisher bekannten Vitaminen und
wird mit Y bezeichnet.

Fiittert man zwei verschie-
dene Kostformen, die sich nur in
der B,-Zulage unterscheiden, also
einmal autoklavierte Hefe wund
ein andermal FEiereiweil enthal-
ten, so tritt auf der zweiten Kost
sehr bald Wachstumsstillstand
auf. Siehe Abb. 87, aus der auch
die Wirkung der Hefezugabe er-
sichtlich ist,

Die in der Hefe vorhandene,
im Ei fehlende Substanz kommt
vor in Leber und griinen Bliattern.
Sie ist leicht 16slich in Wasser und
an Kohle adsorbierbar. Der Fak-
tor Y ist im B,-Extrakt von Kin-
nersley vorhanden. Er ist gegen
Temperatur auBerordentlich stabil
und vertrigt 4stindiges Erhitzen

auf 120° bei pg = 10. Uber eine
evtl. Identitit mit B, siehe S.228.

1) Sure-Kik-Smith, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 28, 489 (1931). —
Sure-Thatcher-Walker, Arch. of Pathol. 11, 413 (1931). — Sure, J. agricult.

Res. 37, 87 (1928).

2) Chick-Copping, Biochemic. J. 24, 1764 (1930).
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Der Faktor R

Der Faktor R ist das unlésliche Vitamin. Er ist enthalten in den Hefe-
riickstédnden, die bis zu 14mal oder mehr mit Alkohol steigender Konzentration
extrahiert wurden. Alle anderen Vitamine werden dadurch entfernt. Das
Fehlen des Faktors R ruft nur eine Abflachung der Gewichtskurve hervor,
ohne klinische Symptome. Das Vitamin ist nach bisherigen Angaben nur fiir
Ratten notwendig.

Ratten auf einer vollstindigen Kost, die alle Vitamine enthilt, wachsen
zwar, doch kann das Wachstum bedeutend verbessert werden durch Zugabe der
vollig extrahierten Heferiickstinde. Das Vitamin ist in Wasser, Siauren, Alkohol
unléslich und bleibt selbst bei 14maliger Extraktion mit 0,19, iger Essigsiure
im Riickstand. Der Faktor ist thermostabil und gegen Sduren bestindig,
5stiindiges Erhitzen auf 1200 bei py = 5 zerstért nicht. Bei p,; = 9,4 wird
er schnell vernichtet.

Biologische Auswertung des Faktors R 3), 4), 5)

Zum Nachweis des Faktors R bedient man sich der Gewichtsmethode.
Junge Ratten, 4 Wochen alt, werden in Einzelkifige gesetzt und erhalten
ad libitum die Sherman-Spohn-Diat. Das Casein mull gereinigt werden.
Man verriihrt es zu diesem Zweck mehrere Stunden mit 659, igem Alkohol
in der Hitze. Man la3t absitzen und hebert die alkoholische Lésung ab. Dann
wiederholt man denselben Vorgang mit Wasser, riihrt bei Zimmertemperatur
1 Stunde und laf3t iiber Nacht stehen. Die Wasserextraktion wird im ganzen
4mal wiederholt. Zuletzt verrithrt man das Casein mit 809%igem Alkohol
und trocknet.

Die Kost muB alle Vitamine der B-Gruppe enthalten. Die Tiere werden
in Serien aufgeteilt. Eine bleibt unbehandelt und dient als negative
Kontrolle, eine andere erhélt eine bestimmte Dosis der vollig extrahierten
Hefe und eine dritte erhilt die entsprechende Menge der nicht extrahier-
ten Hefe.

Aus der Zuwachswirkung kann man auf den Gehalt an Faktor R einen
SchluB8 ziehen.

Erschipfende Extraktion der Hefe

Man trigt 2500 g Hefe in 10 Liter kochenden Alkohol ein und lit 1 Woche
lang stehen, indem man mehrmals tiglich gut verrithrt. Dann wird durch eine
Filterpresse abfiltriert. Man wiederholt denselben Vorgang mit 76 9%igem Alkohol,
dann mit 90 9% igem Alkohol und schlieBlich mit 959 igem (4 bzw. 2 bzw. 1 Tag
extrahieren). Man erhiilt einen Riickstand, der etwa 1993 g wiegt. Die Extrakte
werden auf 2500 ccm eingeengt und mit Wasser auf 5 Liter verdiinnt und
dann mit je 200 g Fullererde zweimal geschiittelt. (Vorher mit Eisessig py auf 3
einstellen.)

Aus der Fullererde bzw. aus der Losung stellt man sich die Vitamine B, und
B, her. Nach neueren Angaben von Hunt c. s. ist der Faktor R doch teilweise
im Hefeextrakt, aber scheinbar in abzentrifugierbarer Form vorhanden. Er kann
von Fullererde adsorbiert werden und ist nicht eluierbar.

3) Hunt c. s., J. of biol. Chem. 79, 724 (1928); 90, 279 (1931).
4) Lewis-Rymer, J. of biol. Chem. 100 (1933).
5) Williams-Lewis, J. of biol. Chem. 89, 275 (1930).
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Das Vitamin H ¢), 7

Gyorgy fiitterte junge Ratten mit einer Diit, die alle bekannten Vitamine
in geniigenden Mengen enthielt und konnte damit eine generalisierte Haut-
erkrankung hervorrufen, bei der aber Pellagrasymptome fehlten. Es handelt
sich eher um einen Status seborrhoicus mit Ubergang in Erythrodermie. Die
Erkrankung ist gekennzeichnet durch Hautentziindungen an den Achsel-
hohlen, Leistenbeugen und Urethra. Spiter tritt Schuppenbildung, Juckreiz,
Haarausfall, ausgedehnte Desquamationen, vor allem am Bauch auf, unter
Bildung borkiger, panzerartiger Auflagerungen. Gelegentlich sieht man Haut-
eiterungen und Abszesse. Die Erkrankung ist durch Zufuhr der fehlenden
Substanz in wenigen Tagen heilbar.

Bei der Entstehung wirken wahrscheinlich iiberméBige Fettzufuhr und
Mangel an Vitamin H in gleicher Weise mit. Das Vitamin H ist nicht, wie von
Roscoe angenommen wurde, ein Teilfaktor des Vitamins B 8).

Das Vitamin kommt vor in Hefe, Kartoffeln, Leber und Niere. Kuhmilch
enthilt mehr als Frauenmilch. Das Vitamin ist wasserloslich, hitzestabil, aber
gegen Oxydation empfindlich. Die angewandte Kost war der Goldberger-
schen Pellagra erzeugenden ahnlich.

Interessant ist eine Feststellung von Gundel, Gyorgy und Pagel, die zeigten,
daB ein bisher unbekannter, zur Diphtheriegruppe gehorender Krankheitserreger
bei H-frei ernéhrten Ratten pathogen wirkt. Zufuhr von Vitamin H verhiitet die
Erkrankung.

Das Vitamin C 1),2), 3

Der Skorbut, iiber dessen Entstehung die verschiedensten Ansichten
herrschten, wurde 1907—1912 durch die klassischen Untersuchungen von
Holst und Fréhlich als Avitaminose erkannt. Das antiskorbutische Vitamin
bezeichnen wir heute mit Vitamin C oder Vitamin C,, zur Unterscheidung vom
Eulerschen Vitamin C,.

I. Die Avitaminose C 3), 4)
1. Der Skorbut

Der klassische Skorbut ist wohl sicher keine reine C-Avitaminose, sondern
beruht ebenso auf Mangel an den Faktoren der B-Gruppe. In analoger Weise
ist vielleicht die Sprue eine kombinierte Avitaminose, bei deren Entstehung
wohl auch der C-Mangel eine Rolle spielt. Die Erscheinungen des Skorbuts sind :

6) Z. arztl. Forbildg 28, 377 (1931).

7) Vgl. Stepp-Kithnau, Handbuch der normalen und pathologischen Physio-
logie 18, 1400 (1932).

8) Roscoe, Biochemic. J. 27, 1533, 1537 (1933).

1) Sherman-Smith, The Vitamins. New York 1931.

2) Browning, The Vitamins. London 1931.

3) Aschoff, Der Skorbut. Jena 1919.

4) Stepp-Voit, Neue dtsch. Klinik 10 (1932).
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1. Gingivitis, Schwellung des Gaumens, Lockerung der Zihne.

2. Hamorrhagien und schmerzhafte Schwellungen an den Gelenken, be-
sonders am Kniegelenk.

3. Anéimie, die aber nicht sicher auf C-Mangel beruht.

4. Charakteristische Knochen- und Zahnverinderungen.

Fiir Skorbut besonders charakteristisch sind die Blutungen, die auf der
Insuffizienz der Endothelzellen beruhen, intrazellulare Kittsubstanz zu pro-
duzieren und zu erhalten, weiter die Zahn- und Knochenverinderungen. Die
Zahnveranderungen kommen durch Umwandlung der Odontoblasten in QOsteo-
blasten zustande, die zur Bildung von Knochen an Stelle von Dentin fiihrt.
Dabei kommt es zur Verkalkung des Dentins und zur Bildung einer sog. inneren
Dentinschicht zwischen Pradentin und Osteoblastenschicht. Die Knochen-
verdnderungen zeigen oft osteoporotische Bilder mit Frakturen. Sie beruhen
auf volliger Desorganisation der Knorpelzellen. Typisch sind Ablésungen der
Epiphyse, Blutungen im Markraum und an den Frakturstellen. Skorbutischer
Knochen zeigt im Rontgenbild typische Veranderungen.

2. Die Erscheinungen des experimentellen Skorbuts beim Meerschweinchen

Dic Erndhrung eines Meerschweinchens mit einer C-freien Kost fithrt in
etwa 14—20 Tagen zum Symptomenkomplex des Skorbuts. Gelenkschwellungen
Hamorrhagien, Zahnverinderungen und Frakturen bilden auch hier die augen-
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Abb. 88. Gewichtskurven von Meerschweinchen auf skorbutogener Kost mit und
ohne Ascorbinséurezulagen. (Nach Mercks Jahresberichte.)
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filligsten Erscheinungen. Das Gewicht zeigt nach einem durch die Kost-
#nderung bedingten voriibergehenden Abfall (3—4 Tage) einen Anstieg bis
etwa zum 12.—15. Tag. Dann tritt Gewichtsstillstand ein und schlieBlich
Gewichtssturz um 1/; oder 1/, des Anfangsgewichtes. Der Tod erfolgt regel-
méBig nach etwa 30 Tagen, spitestens nach 40 Tagen.
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Wiibhrend der zweiten Versuchswoche vermindert sich der Appetit der
Tiere und die Munterkeit 188t nach. Die ersten sichtbaren Verinderungen be-
stehen in einer Auftreibung und Schwellung der Gelenke der hinteren Extre-
mitiiten, so daf die Tiere sie schonen und nicht mehr richtig gehen. Sie liegen
meist auf der Seite und strecken das schmerzende Glied von sich. Bei Beriihrung
sind SchmerzéuBerungen festzustellen. In diesem Stadium hért die Gewichts-
zunahme auf. Das Fell erscheint unsauber und struppig. Die Tiere sitzen un-
beweglich im Kafig. Der Gewichtsverlust tritt ein. SchlieBlich liegen die Tiere
ganz auf der Seite und verweigern die Nahrungsaufnahme. Typisch ist die
sog. Skorbutstellung (,,face ache position‘‘), bei der sie auf der Seite liegen und
den Kopf aufstiitzen. Frakturen sind bei jungen Tieren nicht selten. Altere
entwickeln lediglich eine Steifheit oder Paralyse in den Beinen.

Sektionsbefund

Himorrhagien: Bei der Sektion findet man stets Blutungen in grofler Zahl.
Dabei sind gewisse funktionell beanspruchte Stellen bevorzugt. RegelmiBig
treten Blutungen auf an den Weichteilen der Kniegelenke, im Unterhautzell-
gewebe, an der Knochenhaut der Rippen und an der Knorpel-Knochengrenze.
Blutungen am Brustbein, Vorderbeinen und Blase sind etwas seltener. Zahn-
fleischblutungen werden nur bei schwersten Fillen beobachtet.

Zahnverinderungen: Die ersten Erscheinungen des Skorbuts sind schon
vor Eintreten der klinischen Symptome an den Zshnen festzustellen. Die Zdahne
sitzen bei der Sektion gewohnlich so lose, dal sie ohne weiteres herausziehbar
gind. Die Zahnverdnderungen treten besonders bei der histologischen Unter-
suchung zutage. Sie betreffen Dentin-, Pradentin- und Osteoblastenschicht.

Wihrend ein mit Himatoxylin-Eosin gefarbter Schnitt durch den Schneide-
zahn das Dentin als breite gleichmaBig gefarbte Schicht zeigt, und das Pra-
dentin eine schmale, weiBle, unverkalkte Schicht darstellt, ist beim Skorbut
die Dentinschicht schmal und durch Bildung von Knochen schr ungleichmaBig
gefirbt. Das Pradentin ist verkalkt und dunkel.

Wiahrend die Odontoblasten normalerweise eine Schicht vollkommen
paralleler Zellen bilden, sind sie beim Skorbut unregelmiBig angeordnet und
schmiler. Sie sind zu Osteoblasten geworden und bilden Knochen.

Weiter ist eine Erweiterung der Blutgefafie festzustellen, mit Hamorrhagien
in die Pulpa, Atrophie und Resorption des Pulpagewebes und der Pulpazellen.

Eine Darstellung der Zahnverinderungen geben Hojer-Westin:

»,Die Odontoblasten geraten in Unordnung und verlieren nach und nach ihre
Form. Die Auslduferverbindungen durch das Pridentin mit den Tomesschen
Kanilen horen auf und zwischen den Odontoblasten treten rundliche Zellen vom
Aussehen der Osteoblasten auf. Gleichzeitig tritt eine amorphe Verkalkung der
dentinogenen Zone ein, wodurch diese zu einem fiir Kernfirbung hyperchro-
matischen Rande langs am Innenrande des Dentins hervortritt. Spater kommt es
zu einem vollstindigen Verschwinden der Odontoblastenschicht. An der Innen-
seite des amorph verkalkten Priidentins lagert sich gleichzeitig ein Hartgewebe ab,
das anfinglich durch Verkalkung von zusammengebiindelten kollagenen Fibrillen
zu entstehen scheint, das aber bei fernerem Wachstum zu einem Pulpaknochen vom
Typ des geflechtartigen Bindegewebsknochen, aber von spongidser und pordser
Struktur organisiert. Bei der mitigierten Form treten die Gewebszerstérungen in
den Hintergrund. Einzelne Odontoblasten oder Gruppen derselben koénnen lange
bestehen bleiben. Die Pulpa #éndert den Typ von embryonalem Bindegewebe zu
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reifem Bindegewebe mit Reichtum an Odontoblasten, die unter sich die Vorstufe
des Pulpeknochens, des osteoiden Knochengewebes bilden. Der Pulpaknochen
wiichst in kriftigen Balken, die sich miteinander gabeln, auf das Pulpazentrum zu.
Durch positiv aktive Zellen vom Osteoblastentyp, die dem Pulpagewebe das Aus-
sehen reifen Bindegewebes geben, kommt in der Pulpa eine Neubildung von Hart-

substanz zustande, die den Bau und die Konstruktion des geflechtartigen Knochens
annimmt.*

Knochenverinderungen: Die Knochen sind weich und briichig. Frak-
turen sind bei jungen Tieren nicht selten. Bei mehr chronischem Verlauf kann
typischer Rosenkranz auftreten.

Die skorbutischen Knochenveréinderungen wurden besonders von Hojer und
Tozer sowie Mouriquand und Brouwer, Hess, McCormik und Findlay
untersucht.

Wir finden degenerative Verdnderungen der Osteoblasten mit einem
Diinnerwerden des Knochens, der aber nicht entkalkt ist.

Die Knorpelknochengrenze der Rippen zeigt zunichst duBerlich Form-
verdnderungen. Histologisch findet man leichte Unordnung der Knorpelzellen
und der Trabeculae, dann zunehmende Blutungen im Markraum und schlieBlich
eine Verminderung der Dicke des Knochens, besonders nahe am Knorpel. Spiter
werden die Verdinderungen ausgeprigter. Die Knorpelzellen sind verstreut,
die Trabeculae verkiirzt. Frakturen mit Hémorrhagien treten auf, es bilden
sich fibrése Massen im Markraum. Das Knochenmark zeigt viele kleine
Héamorrhagien durch gelatinése und fibrése Degeneration der hamatopoe-
tischen Zellen.

Zwei histologisch verschiedene Formen des oxperimentellen Skorbuts kénnen
crzeugt werden: Eine, die der Definition von Holst und Fréhlich am besten ent-
spricht und bei der abnorme Resorption Hand in Hand geht mit abnormer Neu-
bildung (Auftreibung der Knorpel-Knochengrenze durch Bildung von fehlerhaftem
Knorpel, Entstchung des normalerweise nicht vorkommenden fibrésen Marks im
Knochen, Resorptionsprozesse, im Triimmerfeld Blutungen) und eine andere, die der
Schmorlschen Definition gerccht wird, bei der keinerlei Neubildungen sichtbar
werden. (Reine Atrophie, keinerlei Anderungen im Knorpel, keine Neubildung
von fibrésem Mark, ausgedehnte Markblutungen, infolge der Resorption ver-
schwinden sémtliche Innenstrukturen des Knochens. Die Wachstumszone wird
verkleinert 4a).)

3. Weitere auf C-Mangel beruhende Symptome

Blutverinderungen: Ohata 5) und Mettier 6) und Mitarbeiter berichten
neuerdings iiber hyperchrome Blutbilder mit Retikulozytose, Polychromasie, Aniso-
zytose und Poikilozytose, die durch C-Zufuhr zur Heilung gebracht wurden. Bisher
konnten die Verinderungen zwar ab und zu beobachtet werden, sie traten aber nie
regelmilig auf. Die Erythrozytenresistenz scheint dagegen immer erhéht zu sein.

Resistenzverminderung: Die Herabsetzung der Resistenz gegen Infekte und
Gifte ist bei experimentellem Skorbut stets vorhanden und fithrt zum Verlust vieler
Versuchstiere an interkurrenten Erkrankungen. Auch die Resistenz gegen einen
zweiten C-Mangel ist erniedrigt, indem Tiere, die schon frither an Skorbut erkrankt
waren, auf einer skorbutogenen Kost schon sehr bald erneut Skorbut zeigen.

Nervise Erscheinungen: Nervise Erscheinungen treten im Verlauf des experi-
mentellen Skorbuts fast immer auf, sind aber bisher selten untersucht.
4a) Kollath, Med. Klin. 1930, 1746.

5) Ohata, Ber. Physiol. 71, 84 (1933).
6) Mettier c. s., J. of exper. Med. 55, 971 (1932).
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Temperaturschwankungen : Temperaturschwankungen sind beim Skorbut nicht,
selten. Uber die temperaturregulierende Rolle des Vitamins C sind wir bisher wenig
unterrichtet.

Storungen im Pigmenthaushalt: Uber Zusammenhénge des Vitamin C-Mangels
mit Stérungen im Pigmenthaushalt berichtet Morawitz (Pigmentvitamine) 7).

4. Skorbut bei anderen Tieren

Nachdem Kollath festgestellt hatte, daB auch bei der Ratte durch Entzug
aller wasserloslichen Vitamine Skorbut erzeugt werden kann, berichten in neuerer
Zeit Holst und Halbrook 8) iiber Skorbut bei Kiicken, die mit Fischmehl,
Mais, Hefe, Austernschalen und Lebertran oder Sardinendl erndhrt wurden. Voll-
kommene Heilung oder Verhiitung wurde durch tégliche Zufuhr von 5 g Kohl
erreicht.

Die Erscheinungen bestanden in Nervositit, Lihmungen, Steifheit in den Ge-
lenken, Blutungen an den Stoppelfedern (Nacken, Fliigel, Beine), Blutungen am
Knie und in der Muskulatur (Nacken, Riicken, Brust), Intestinalblutungen und
Knochenbriichigkeit. AuBerdem wurde eine Anémie nachgewiesen.

Auch Affen erkranken an typischem Skorbut 9).

II. Methoden zur biologischen Auswertung des Vitamins C

A. Versuchstiere und jhre Haltung

a) Auswahl der Versuchstiere

Die fiir den Testversuch auf Vitamin C benutzten Meerschweinchen stammen
aus eigener Zucht. Bevor sie auf die skorbutogene Kost gesetzt werden, miissen
sie sich an die neue Umgebung gewthnen. Zu diesem Zweck erhalten sie etwa
2—3 Wochen vor Beginn des eigentlichen Versuchs das Grundfutter, unter
Zulage einer geniigenden Menge C-Vitamin.

Die Tiere werden alle 2—3 Tage gewogen. Nur solche, die sténdig zu-
nehmen, kommen nachher in den Versuch, alle anderen, bei denen die Gewichts-
kurve groe Schwankungen zeigt, werden ausgeschaltet.

Waihrend dieser Vorversuchsperiode werden die Tiere angelernt, aus einer
Pipette zu trinken, damit sie spater wihrend des Versuchs die verabreichte
C-haltige Losung ohne weiteres nehmen.

Bevor sie sich an die neue Umgebung gewéhnen zeigen sie regelmaflig in
den ersten Tagen Gewichtsverlust.

Das Gewicht der von den einzelnen Forschern fir den Testversuch be-
nutzten Tiere ist auBerordentlich verschieden 9a).

Holst-Fréhlich a,rbeiteten mit 350 g schweren Ticren, Cohen-Mendel 10)
mit solchen, die nur 110—250 g wiegen, Hess und Unger 11) nehmen 200—300 g,

Hahn 12) braucht 200 g schwere Tiere. Remy 18) sah gute -Ergebnisse mit
290—460 g schweren Meerschweinchen und Saleck 14) braucht entsprechend dem

7) Morawitz, Klin. Wschr. 1934, 324.

8) Holst c. s., Science (N. Y.) 1933, 354.

9) Harden-Zilva, Biochemic. J. 14, 131 (1920).

9a) Cahnmann, Dissert. Minchen 1932.

10) Cohen-Mendel, J. of biol. Chem. 35, 425 (1918).

11) Hess c. s., J. of biol. Chem. 35, 479 (1918); 38, 293 (1919).

12) v. Hahn, Z. Unters. Lebensmitt. 59.

13) Remy, Z. Unters. Lebensmitt. 55, 385 (1928).

14) Saleck, Milchwirtsch. Forschgn 6, 464 (1928).. ¢
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Vorgehen von Hess-Unger 200—300-g-Tiere. Stiner 15) und Tillmanns 16)
und Mitarbeiter brauchen 300—400- oder 200—300-g-Tiere. Im Lister-Institut
wird das Gewicht auf etwa 350 g festgelegt. Sherman-La Mer-Campbell 17)
brauchen Tiere im Alter von 6—8 Wochen mit einem Gewicht von 300—350 g.

Nach den Erfahrungen von Mer ck, die wir bestitigen kénnen, sind Meer-
schweinchen im Alter von 6—8 Wochen mit einem Gewicht von 300—350 g
am giinstigsten.

b) Haltung der Tiere

Die Haltung der Tiere kann in den oben abgebildeten Kifigen erfolgen.

Auch Glashéfen, die eine Bodenfliche von 24 X 29 cm haben und 24 cm
hoch sind, haben sich bewéihrt. Die Kifige miissen als Unterlage eine Schicht
Zellstoff erhalten. Sie werden téglich gesiubert und die Unterlage erncuert.

Meerschweinchen gedeihen in Kiifigen mit Drahtnetzboden nur schlecht, weil
der scharfe Draht den Tieren unangenehm ist. Wir haben deshalb den Boden
unserer Kifige mit einem ausgestanzten Aluminiumblech versehen. Auf dieser
Unterlage brauchen die Tiere keine Streu.

Die Temperatur des Versuchsraumes soll konstant 18—20° betragen.

¢) Zahl der Tiere

Von jeder zu untersuchenden Substanz muBl man nach der gewshnlichen
prophylaktischen Methode mindestens vier verschiedene Dosen untersuchen.
Fiir jede Dosis geniigen 5 Tiere.

Unbedingt notig sind Kontrolitiere, die einmal unbehandelt gelassen
werden, und einmal eine bestimmte Menge eines standardisierten Vitamins C
erhalten. Im allgemeinen mufl man fiir 100 Versuchstiere mit 10 positiven und
10 negativen Kontrollen rechnen.

d) Die Form der Fiitterung

Die Tiere erhalten eine der beschriebenen skorbutogenen Kostformen und
Wasser ad libitum. Vor Beginn des eigentlichen Versuchs werden sie 2 bis
3 Wochen mit einer Zugabe von Vitamin C in Form von Zitronensaft oder aber
Gemiise versehen. Die Zulage wird erst bei Beginn des Versuchs abgesctzt.

Die zu priifende Substanz, dic entweder prophylaktisch oder kurativ
verabreicht wird, gibt man am besten mit der Pipette. Man kann etwa 5 bis
6 ccm pro dosis 2—3mal am Tag verabreichen. Ist die Substanz nicht fliissig,
kann sie mit etwas Milch verabreicht werden. Gemiise kann man héchstens
in Mengen von 10—12 g pro Tag geben. Erst wenn diese Menge gefressen ist,
erhilt das Tier die Grundnahrung. Die zu priifende Substanz soll nicht, wie
vielfach empfohlen wird, zwangsgefiittert werden, das Tier soll sie freiwillig
nehmen. Die Zulage von Vitamin C in Form von Zitronensaft wihrend der
Vorperiode soll etwa 2 ccm pro Tag betragen.

Bei Hafer-Heufiitterung fressen die Tiere pro Tag etwa 15—17 g Hafer
und 21—24 g Heu. Der Wasserbedarf betriigt bei 18° fiir ein 250 g schweres
Tier mindestens 50—60 ccm pro Tag.

Sehr praktisch ist die Verfiitterung einer Kost als Keks. Man knetet die
Bestandteileé und backt sie in Keksform auf einem mit Olivenél gefetteten Blech.

15) Stiner, Mitt. Lebensmittelunters. 17, 152 (1926); 19, 69 (1928).
16) Tillmans c. s., Z. Unters. Lebensmittel 61 und 63.
17) Sherman c. s., J. amer. chem. Soc. 44, 165 (1922).
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Der Vorteil dieser Kost liegt vor allem auch darin, daB man sie direkt ohne
Futtergefafle in die Kiifige legen kann. Bekanntlich haben Meerschweinchen
die Angewohnheit, stets in den Futternépfen zu hocken und beschmutzen dabei
das Futter.

B. Vitamin C-freie Kostformen

Jede C-haltige Kost kann durch geniigend langes Autoklavieren C-frei
gemacht werden. Bei der Auswahl der Diiten ist aber zu beachten, daB das
Meerschweinchen wihlerisch ist und auf einer Kost, die ihm nicht zusagt,
schlecht gedeiht. Eine Kost aus Hafer und Heu ist auf die Dauer nicht aus-
reichend. Gewéhnlich gibt man noch Milch dazu, da dann das Allgemein-
befinden der Tiere wesentlich besser ist. Um die Tiere an das Futter zu ge-
wohnen, wird empfohlen, erst einige Tage lang neben der Kostmischung griines
Gemiise zu verabreichen und die Zulage bei Beginn des eigentlichen Versuchs
abzusetzen. Die gebriuchlichsten Kostformen sind folgende:

Nr. 1. Sherman-La Mer-Campbell (1. c. 17).

Haferflocken . . . . . . 399,
Magermilchpulver . . . . 309,
Butterfett . . . . . . . . 109
Kleie . . . . . . .. . .209%
Kochsalz . . . . . . .. 1%

Heu und Wasser ad libitum.

Die Mischung aus Kleie und Haferschrot wird mehrere Stunden in flachen
Schalen auf 110° erhitzt. Das Butterfett wird bei niederer Temperatur geschmolzen
und filtriert. Die Kost muBl oft bereitet werden, da sie leicht ranzig wird. Das
Heu wird sterilisiert. Das Milechpulver mu$} in flacher Schicht 2 Stunden auf 100°
erhitzt werden. Die Bestandteile werden zu Brei geknetet und gebacken.

Nr. 2. Siehe Scheunert, Tillmanns u. a.

Heu, sterilisiert, ad libitum,

Hafer, sterilisiert, ad libitum,

Milch, autoklaviert, ad libitum
enthaltend Vitamine A und D.

Der Hafer wird auf flachen Schalen im Trockenschrank 24-—48 Stunden auf
100° erhitzt. Das Heu wird im Sterilisator behandelt. Die Milch wird im Auto-
klaven 2 Stunden auf 100° erhitzt.

Nach Tillmanns erhalten die Tiere jo nach Grée 30—80 ccm Milch pro die.
Das zu untersuchende Prédparat wird in der Milch verabreicht. Jedes Tier wird
morgens mit 40—50 g Hafer gefuittert. Eine Stunde darauf gibt man 5 cem Milch
mit der zu untersuchenden Substanz. Eine Stunde spiter folgt die Heugabe (etwa
15—20 g) und gleichzeitig damit oder spéter die Verabreichung der Hauptmenge
Milch. Dieser Teil der Milch enthiilt die Vitamine A und D (10 g Scotts Emulsion
pro Liter). Die Behandlung der Milch ist wichtig. Am besten wird Vollmilchtrocken-
pulver benutzt. 125 g werden zu 1 Liter Wasser heil3 gelost und der S#éuregrad nach
Soxleth bestimmt. Dann wird die Lésung mit Natronlauge schwach alkalisch
gemacht und durch die noch heiBe Lésung 1 Stunde lang ein kriftiger Luftstrom
geleitet, wobei die Milch gleichzeitig in flieBendem Wasser kiihlt. Nach dem Ab-
kiihlen wird der alte Séuregrad wiederhergestellt. Da das Vitamin C in alkalischer
Losung gegen Oxydation duflerst empfindlich ist, wird etwa vorhandenes Vitamin
zerstért. Serum einer derart behandelten Milch gibt nur eine unerhebliche Reaktion
mit dem 2,6 Dichlorphenolindophenolreagens.
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29, Ca-Lak-

i nen, auto-

Nr. Autor l Getreide | Heu | Milch | Fett Salz Hefe | Sonstiges
3 Holst c. 5.18) | Hod. G ‘
ad lib. |
4 Hess c. s. H ad lib. jad lib. i
5 (Chick 19), 19a) | H ad lib. 60 com |
K ad lib. | pro die '
6 Sherman 59%H | — 309%MP 10%B/ 1% NaCl
7 Morgan 20) 699 HF — !309%MP — 19, NaCl
8 Eddy c. s.21) | 599% | — [309%MP 99 B| 19 NaCl
| H4K |
9 Bezssonoff22) 909 H | — — — — 49, |Auf 1000 g
10% K | : : 75 g Eigelb
10 Randoin 28) : } ’ 15,5% B 1,69 NaCl| 3% |839 Boh-
i i | 59, Ca-Lakt. nenmehl,
| ! 29, Filter-
| i i | ! papier
11 Randoinc.s.24) 64 MS | — 59 B'1,59% NaCl} 39 | 179,
| | 59 Ca-Lak{  Fleisch-
i . tat, 29, i pepton,
| ! Oshorne- 12,59 Fil-
i i | : Salz | terpapier
12 Hanke c. s.23), — E — — - - ‘(Okum ad
i : ! : i lib,
13 Hanko c. s.%)  — 0 = 19 NaCl| — | Sojaboh-
|

i
|
|
14 i‘Housc c. s,

15 iPitytenger

16 Brouwer 28)

Zeichenerklirung: H = Hafer, K = Kleie,

26) 50 9%Wm'ad lib.

1509 Alf.
‘Hadlib. |
‘HF adlib.'ad lib.

|

| i

110—15g | 15Dbis
Hprodie! 30g

| iprodie

pro die
30 bis |
60 cem
pro die

itat, 1%, Fe-
. citrat

!
|

KL, 969%
{

i
|
i
|
,
|

G = Gerste, HF == Haferflocken,

Wm = Weizenmehl, MP = Magermilchpulver, B = Butterfett, VP == Vollmilch-
trockenpulver, MS = Maisstérke.

18) Holst c. s., Verh. 6. Nord. Kongr. inn. Med. 1909, 328; J. trop. Med. 23,

461 (1920).

19) Chick c. s., Biochemic. J. 13, 137 (1919); Lancet 2, 785 (1918).
19a) Zilva c. s., Biochemic. J. 15—20 (1921—26); Proc. roy. Soc. Med. 18,

1 (1925).

20) Morgan c. 8., J. of biol. Chem. 82, 580 (1929).

21) Eddyec.s., J. Ind. a. Eng. Chem. 16, 52 (1924); 18, 85 (1926); 21, 347 (1929).

22) Bezssonnoff, C.r. Soc. Biol. Paris 183, 921 (1926); Bull. Soc. Chim. biol.
Paris 9, 557 (1927).

23) Randoin c. s., Bull. Soc. Chin. biol. Paris 9, 49 (1927).

24) Randoin c. s., C. r. Soc. Biol. Paris 101, 877 (1929).

25) Koessler c. s., J. of biol. Chem. 80, 499 (1928).

26) House-Nelson-Haber, J. of biol. Chem. 81, 495 (1929).

28) Brouwecer, Biochem. Z. 187, 183 (1927).
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Nr. Autor Getreide| Heu | Milch l Fett | Salz Hefe | Sonstiges
17 |Shipp c. 5. 29) |[825¢K | — | 40 cem — — — 180 g
i 280 Wm pro die Fischmehl
18 (Westin 80) 50%HF, — !159%MP|5% B| 1% NaCl |3,6%
! 20% K i 0,59 Mec. | Hefe-
? } Collum- | extr.
| : gemisch
19 Dann 720gHF| — | — — | 84 g Salz- 40 g Eigelb
| 80 g K \ mischung
20 Remy 40gH| — | 45 com 1 g NaCl
| 15 g K I pro die
21 Stiner Zwieback ad lib." ad lib. i Karotten,
H adlib. | | | sterilis.
22 Demole 81) 2kgHF | — 1kg VP, : 6 Eierwei

Bemerkungen zu vorstehender Tabelle:

Es handelt sich, wenn nicht anders angegeben, stets um autoklavierte oder
sterilisierte Bestandteile. Das Getreide wird in flacher Schicht an der Luft erhitzt
(48 Stunden auf 100°). Das Heu wird sterilisiert. Die Milch wird als solche auto-
klaviert, in Pulverform auf flachen Schalen 2 Stunden auf 110° erhitzt.

Zu Nr. 3: Die Tiere erhalten Wasser ad libitum. Zu Nr. 4: Wasser ad libitum.
Als Heu Alfalfa. Zu Nr. 5: Die Milch wird 1 Stunde bei 120° autoklaviert. Dieselbe
Kost hat Hojer verwandt. Auch Zilva fiitterte eine solche Mischung. Vitamin A
muB zugegeben werden (etwa 0,1 ccm 3mal wochentlich an Lebertran). Zu Nr. 6:
Magermilchpulver wird wie oben behandelt. Lebertran zufiittern. Zu Nr. 7: Leber-
tran gesondert verabreichen. Zu Nr. 8: 19, Lebertran wird der Mischung zugegeben.
Wasser ad libitum. Zu Nr. 9: Wasser ad libitum und Vitamin A zulegen. 2 bis
3 com Apfelsinensaft pro die schiitzen auf der Kost ein 400 g schwores Moerschwein-
chen vollkommen vor Skorbut. Zu Nr. 10: Alle nicht vitaminhaltigen Bestandteile
werden autoklaviert. Dazu Wasser ad libitum. Zu Nr. 11: Die Didt wird hergestellt,
indem man das Pepton mit der Stirke, den Salzen und dem Filtrierpapier mit Wasser
anrithrt und 10—15 Minuten kocht. Dann werden Hefe und Butter beigemischt.
Ausgewachsene Meerschweinchen zeigen bereits nach 14—16 Tagen die ersten Skor-
buterscheinungen. Der Tod erfolgt nach 25—30 Tagen. Heilung bzw. Verhiitung
des Skorbuts erfolgt durch Verabreichung von 2 cem Zitronensaft pro die bei 400 g
schweren Tieren und durch 3 ccm pro die bei den schwereren. Zu Nr. 12: Die Diiit
wurde namentlich von Japanern benutzt. Okara ist der Riickstand, der nachbleibt,
wenn man fein gemahlenes Sojabohnenmehl mit Wasser extrahiert, wobei Legumin
und andere losliche Proteine entfernt werden. Die Kost erzeugt bei 350—420 g
schweren Tieren in 30—35 Tagen Skorbut. Wasser wird ad libitum verabreicht.
Zu Nr. 18: Die Butter wird mit 49, Lebertran versctzt. Wasser ad libitum. Zu
Nr. 19: Die Kost wird durch 1 g Lebertran vervollstindigt. Wasser ad libitum.
Zu Nr. 20: Die Kostmischung wird 1 Stunde auf 100—120° erhitzt. Zu Nr. 22:
Die Kost ist unter dem Namen Nr. 111 bekannt. Sie ist sehr zweckmiiBig, da sie
in Form von Keks verabreicht wird. Das Vollmilchpulver wird in flachen Schalen
2 Stunden auf 120° erhitzt. Es firbt sich gewéhnlich etwas braunlich. Die Bestand-
teile werden mit dem nétigen Wasser zu einem festen Teig verriihrt, in kleine Kuchen
gewalzt und 20—25 Minuten auf einem mit Olivensl gefetteten Blech gebacken.
Die Kuchen sind an der Oberfliche braun (Kruste) und werden von den Tieren
gern genommen. Man gibt auBerdem Wasser ad lihitur und wochentlich 2 mal pro
Tier 0,1—0,2 ccm Lebertran. Gewichtsstillstand tritt gewdhnlich schon nach 10
bis 16 Tagen auf. Unbehandelte Tiere leben 3—4 Wochen. Bei der Herstellung der
Kost werden kiufliche Haferflocken benutzt. Sie sind C-frei und benétigen keino
weitere Vorbehandlung.

29) Shipp-Zilva, Biochemic. J. 22, 1449 (1928).

30) Westin, Z. f. Vitaminforschg 2, 1 (1933).
31) Demole, Z. . Vitaminforschg 3, 89 (1934).
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C. Die Testmethoden fiir Vitamin C

Das Vitamin C wird entweder im kurativen oder prophylaktischen Versuch
ausgewertet. Die prophylaktischen Methoden beruhen einesteils auf Aufsuchen
" derjenigen Minimaldosis, die bei einem Meerschweinchen unter bestimmten
Kautelen die Entstehung des Skorbuts — an Hand eines Sektionsprotokolls —
sicher verhiitet, oder aber auf der Erscheinung, daB bestimmte Zahnverinde-
rungen bei Zugabe einer geniigenden Dosis des Vitamins C ausbleiben.

Die kurative Methode fult auf der Erscheinung, daB Tiere auf einer sonst
vollwertigen, aber C-freien Kost nach einiger Zeit das Wachstum einstellen und
an Gewicht abnehmen. Zulage des Vitamin C fiihrt zu neuem Wachstum,
entsprechend der zugegebenen Menge.

1. Der prophylaktische Minimaldosistest 32), 33)

Die Methode geht auf Holst und Fréhlich zuriick und wurde namentlich
von Sherman ausgebaut. Junge Meerschweinchen im Alter von 6—8 Wochen
mit einem Gewicht von 300—350 g werden mit einer der angegebenen C-freien
Kostmischungen ernihrt und erhalten zunichst 3—5 Tage eine Zulage von
Griinfutter. Dann wird die Zulage abgesetzt und die Tiere nur mit der Kost-
mischung ernéhrt.

Drei Tage nach Beginn dieser Fiitterung wird das Gewicht festgestellt
und nun fortlaufend 2mal pro Woche registriert.

Man nimmt 5 Serien zu je 4—6 Tieren fiir jedes auszuwertende Praparat.
Die erste Serie erhilt eine Zulage von Zitronensaft (etwa 4—5 cem pro Tier/Tag)
und dient als positive Kontrolle. Die zweite Serie bleibt unbehandelt und muf
die schwersten Skorbuterscheinungen entwickeln. Die drei anderen Serien
erhalten steigendec Mengen des auszuwertenden Priparats, etwa 2, 3 und 4 cem,
je nach der vermuteten Wirksamkeit.

Alle Tiere gedeihen zundchst in den ersten 14 Tagen gut. Dann tritt
bei den unbehandelten und nicht geniigend behandelten Gewichtsverlust ein.
Die negativen Kontrollen gehen in 25—30 Tagen zugrunde. Jedes verendete
Tier wird genau seziert, die Befunde in eine Tabelle eingetragen. Nach 70 bis
90 Tagen wird der Versuch abgebrochen, alle iiberlchenden Tiere getbtet und
seziert. Die Wirksamkeit des verabreichten Priparats ergibt sich aus der Ge-
wichtskurve und aus dem Sektionsbefund.

Bei der Sektion ist namentlich auf den Zustand der Zihne, Knochen,
Rippen und besonders auf Hamorrhagien zu achten. Als vollkommen ge-
schiitzt gilt ein Tier, wenn es von der positiven Kontrolle in keiner Weise
zu unterscheiden ist. Diejenige kleinste Menge, die diesen Zustand herbei-
fiihrt, ist eine Einheit. Durch Vergleich mit der Wirksamkeit eines Stan-
dardpriparats kann man die Wirksamkeit der gegebenen Dosis auf den
Standard beziehen.

Der Nachteil der Methode liegt darin, da8 es nicht immer gelingt, gleich
im ersten Versuch die Minimalschutzdosis festzulegen. Man mu8 dann noch
einen weiteren Versuch ansetzen und die Dosen enger abgrenzen.

In dieser Beziehung ist der Test von Sherman besser.

32) Holst c. s., Z. Hyg. 72, 1 (1912).
33) Delf, Biochemic. J. 12, 416 (1918); 14, 211 (1920).
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Man hat neuerdings als eine Einheit diejenige Menge festgelegt, die ein
Meerschweinchen 60 Tage lang vor Skorbut vollkommen schiitzt, wobei man
die Einheit auf 200 g Tier bezieht. Eine solche Meerschweincheneinheit ist
gleich 10 internationalen Einheiten (s. unten).

Scheunert geht bei der Ausfithrung des Versuchs anders vor, indem er den
Tieren zunichst 4 Wochen lang eine bestimmte Dosis der zu testenden Substanz
verabreicht und nun am Gewicht feststellt, ob diese wirksam ist oder nicht. War
die Dosis zu klein, so wird sie nach einer bestimmten Zeit erhtht und so fort bis
die Dosis gefunden ist, die eben schiitzt.

Wir halten diese Arbeitsweise mit v. Hahn (1. ¢. 12) fur nicht zuldssig, da
zu den verschiedenen Zeiten des Versuchs stets verschieden schwer geschddigte
Tiere vorliegen. Fand man die Dosis schon beim erstenmal zu klein, so muf3 sie
notgedrungen eino andere sein, als die nach léngerem Suchen gefundene.

Weiter ist bei dem Vorgehen von Scheunert der Sektionsbefund illusorisch.
Wird bei der zuletzt vorgenommenen Sektion tatséichlich eine Blutung festgestellt,
so kann sie aus einem ganz anderen Versuchsabschnitt stammen und nicht nur aus
der letzten Versuchsperiode. Dadurch basiert die Methode aber lediglich auf dem
Verhalten des Gewichts. Das Gewicht ist aber als Testobjekt allein nicht immer maf-
gebend (v. Hahn). Nur die Beachtung der Gewichtskurve in Gemeinschaft mit
dem Sektionsprotokoll und dem Verhalten des Tieres wihrend des Versuchs macht
die Methode zu einer einigermafen genauen.

Versuchsdauer: Die negativen unbehandelten Kontrollen gehen nach
einigen Wochen an schwerem Skorbut ein. Sie nehmen regelmaﬁlg an Gewicht
ab. Die Lebensdauer betrigt gewohnlich 26—34 Tage.

Der Versuch soll mindestens 6 Wochen lang durchgefiihrt werden. Neuer-
dings nimmt man 60 Tage. Nach v. Hahn miissen aber wissenschaftliche Ver-
suche mindestens auf 3 Monate ausgedehnt werden.

Bewertung der Gewichtskurve: Interkurrente Erkrankungen, wie
Pneumonien, Pseudotuberkulose und parasitire Erkrankungen (Bandwurm-
finnen und Echinokokken in der Leber) konnen die Gewichtskurve erheblich
beeinflussen. Wird das Vorliegen einer solchen bei der Sektion festgestellt,
bleibt das Tier bei der Auswertung unberiicksichtigt.

Zeigten die Tiere zu Anfang des Versuchs etwa dasselbe Gewicht, z. B.
350 + 20—30 g, und wurden sie téglich gewogen nimmt man das Mittel der
Gewichte des einen Tages und das der Gewichte des nichsten Tages und er-
rechnet den Unterschied zwischen beiden in Prozenten. Dieser Wachstumsindex
wird in ein Koordinatensystem eingetragen, indem als Abszisse die Zeit in
Tagen steht.

Weichen die Anfangsgewichte oder die Kurven in ihrem weiteren Verlauf
stark voneinander ab, muB von jedem Tier ein Wachstumsindex gebildet
werden. Erst aus diesen nimmt man das Mittel.

Die Sektion: Eine Sektion ist in 20—30 Minuten bei einiger Ubung
durchfiihrbar.

Nach eingehender Inspektion der Organe der Bauch- und Brusthchle, des
Magens und Darms prapariert man mindestens eine hintere Extremitat. Man
priift das Verhalten der Knochen, das Aussehen der Rachenhéhle (Zahnfleisch,
Zshne, Kieferknochen) und die innersekretorischen Driisen.

Der Mageninhalt wird auf Blut, Reaktion und evtl. auf Pepsin untersucht.
Blutproben werden angestellt mit dem Inhalt von Jejunum, Coecum, Kolon,
Gallenblase und Harnblase. Im Harn wird nach Eiweifl gesucht.
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Ausdruck der Ergebnisse 34):

Scheunert 35) bezeichnet den Vitamingehalt einer Substanz als schr gut,
wenn pro die 3 g geniigen, um ein Meerschweinchen vor Skorbut zu schiitzen.
Die Bezeichnung gut wird gegeben, wenn 4—10 g, und gering, wenn 11—25 g
nétig sind.

v. Hahn nennt den Vitamin C-Gehalt auBerordentlich hoch, wenn 0,5 g
pro die ein Meerschweinchen schiitzen, sehr gut, wenn 0,6—2 g, gut, wenn
3—6 g, gering, wenn 6—12 g, und praktisch belanglos, wenn iiber 12 g erforder-
lich sind.

Der Bedarf des Menschen iibersteigt den des Meerschweinchens 50mal.
Wenn z. B. fiir ein Tier 0,5 cem ausreichend sind, braucht der Mensch 25 cem.

v. Hahn dividiert 100 durch dic gerade schiitzende Menge und erhilt so
seine Meerschweincheneinheit (ME.).  Wenn z. B. Apfelsinensaft in Dosen
von 0,5 g schiitzt, enthilt der Saft 200 ME. Der Mensch braucht pro die 50 ME.

Einen besseren Ausdruck fir den Vitamingehalt der Substanz findet v. Hahn
bei der Umrechnung auf die Gebrauchsmenge eines Nahrungsmittels. Er bezeichnet
den C-Gehalt als extrem hoch, wenn in der Gebrauchsmenge (d. h. in der tiglich
aufgenommenen Menge) mehr als 120 ME. vorhanden sind. Vitaminreich ist cin
Nahrungsmittel, wenn die Gebrauchsmenge 12050 ME. hat, vitaminhaltig,
wenn 50—30 ME. und vitaminarm, wenn 20—12 ME. vorhanden sind. Vitaminfrei
sind Nahrungsmittel, dic weniger als 12 ME. in der Gebrauchsmenge enthalten.

2. Der prophylaktische Test von Sherman-LaMer-Campbell (1.c.17)

Meerschweinchen im Gewicht von 300—350 g werden mit der skorbuto-
genen Didt und Griinfutter ad libitum gefittert. Dann wird das Griinfutter
abgesetzt und die zu prifende Substanz zugegeben, z. B. 1—1,5—2-—3 cem
Tomatensaft. Kin Teil der Tiere bleibt unbehandelt und dient als negative
Kontrolle.  Samtliche Tiere werden 3mal wochentlich gewogen.  Bei den un-
behandelten Tieren erscheinen die ersten Skorbutsymptome schon nach ctwa
12 Tagen. Dic Uberlebensdauer betrigt 26—34 Tage.

Die Wirksamkeit der prophylaktischen Behandlung ergibt sich aus der
Beurteilung des Gewichts und dem Sektionsbefund.

Samtliche unbchandelten Tiere zeigen in der ersten Zeit eine relativ gute
Gewichtszunahme, dann treten plotzlich Gewichtsstiirze auf.  Die Scktion
zeigt schwersten Skorbut, ausgedehnte Hamorrhagien, starke Knochenbriichig-
keit und Verdanderungen an den Ziahnen, die ohne weiteres herauszichbar sind.
Ticre, diec 1 cem Tomatensaft erhalten, leben linger. Sie entwickeln aber
ebenfalls Skorbutsymptome, bevor sie cingehen. Die Sektion ergibt etwa das-
selbe Bild wie im ersten Falle.

Die tigliche prophylaktische Gabe von 1,5 cem Tomatensaft halt die Tiere
mindestens 70—90 Tage am Leben.  Sie zeigen nur mafligen Gewichtsverlust.
Dic Verdickungen der Knorpel-Knochengrenze der Rippen, diec Hamorrhagien,
sind infolge der langen Versuchsdauer weit ausgeprigter als bisher. Die Ge-
lenke sind geschwollen und schmerzhaft. Dagegen sind Zahnverdnderungen
und die Knaochenverianderungen (Briichigkeit) bei weitem nicht so ausgeprigt.

34) Tillmanns, Z. Unters. Lebensmittel 65, 167 (1933).
35) Scheuncrt, Der Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel. Berlin
1930.

Bomskov, Vitaminforschung 17
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Tiere, die tiglich 2 cem Tomatensaft erhalten, sind nach 70—90 Tagen
cbenfalls am Leben. Das Gewicht ist schon nach 15 Tagen unternormal. Zahne
und Knochen sind vollkommen gesund. Haémorrhagien sind vorhanden, aber
nicht sehr ausgepriagt. Die Schmerzhaftigkeit der Gelenke ist in allen Fillen,
jedoch ohne Steifigkeit, vorhanden.

Die prophylaktische Gabe von 3 cem gewihrt vollkommenen Skorbutschutz.
Das Zeichen (—) bedeutet vollkommenen Schutz. Das Tier ist von einem ge-
sunden nicht zu unterscheiden. Bei (?) ist der Befund zweifelhaft, bei (tr)
sind minimale Verdnderungen vorhanden. Die Schwere des Skorbuts wird
durch die Zeichen -+, 4+, +-+- steigend je nach dem Grad der Verdnde-
rungen ausgedriickt. Die bei der Sektion gefundenen Verdinderungen werden
in nebenstchende Tabelle 90 eingetragen.

Die kleinste Gabe, die vollkommenen Skorbutschutz gewihrt, ist eine Kin-
heit. Bei der Beurteilung des Sektionsbildes wird der Scktionsbericht der un-
behandelten negativen Kontrollen zugrundegelegt und mit dem jeweiligen
Befund verglichen. .

Die Methode hat vor dem Aufsuchen der Minimalschutzdosis den Vorteil,
daf} simtliche Versuche verwertet werden kénnen und nicht nur der eine mit
der Minimalschutzdosis.

Bei einem Vergleich geht man zweckmiBig immer von der pro 300 g Ge-
wicht des Tieres verabreichten Menge aus und setzt diese als cine Kinheit fest.
Kenny bringt einc Tabelle der Verdnderungen (90) und wertet diese nach der
Anzahl der +- und —-Zcichen aus.

Meist geniigt eine Versuchsdauer von 60 Tagen. Diejenige Menge an
Vitamin C, die pro Tag verabreicht, wiahrend dieser Zeit bei 200 g schweren
Ticren die Entstehung des Skorbuts verhiitet (minimale protektive Dosis),
ist eine Einheit. Bei Zitronensaft ist sic im allgemeinen in 1,5 cem enthalten.
Kristallisiertes  Vitamin C geniigt den Anforderungen in téglichen Mengen
von 0,9 mg 36), 37), 38).

3. Der Schneidezahnwurzeltest 39)

Schon lange vor Eintreten manifester Skorbutsymptome sind Verinde-
rungen an den Wurzeln der Schneidezihne festzustellen. Durch Zugabe von
Vitamin C kénnen diese mikroskopischen Verdnderungen verhiitet oder geheilt
werden, einc Reaktion, die zum Nachweis des Vitamin C ausgearbeitet wurde.

Junge Mcerschweinchen im Alter von 6 Wochen mit einem Gewicht von
250—300 g aus ecigener Zucht (geniigend griines Gemiise und Apfelsinensaft!)
erhalten einc skorbutogene Didt und Wasser ad libitum. Man benutzt am
besten die Didt von Sherman-Gothlin. Die Tiere werden aufgeteilt. Man
gibt verschiedene Dosen der Substanz, dic auszuwerten ist und héilt aulerdem
2 Tiere als positive und 2 als negative Kontrollen. Nach 14 Tagen werden alle
Tiere getotet und die Schneidezihne untersucht.

36) Waugh-King, J. of biol. Chem. 97, 325 (1932).

37) Fellers-Isham, J. agricult. Res. 47, 163 (1933).

38) Harris-Ray, Biochemic. J. 27, 580 (1933).

39) Hojer c. s., Vijschr. Zahnheilk. 40, 247 (1924); Dent. Cosmos 67, 1 (1925);
Brit. J. exper. Path. 7, 356 (1926); Studies in Scurvy Upsala 1924; Acta Pediatr.
3, 34 (1924).
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Die Kiefer werden schnell herausgenommen und in 5 9%, iger Trichloressig-
siiure entkalkt. Nach 1 Woche werden sie in Paraffin eingebettet und geschnitten.
Man legt den Schnitt durch den vorderen Molaren rechtwinklig zur Kiefer-
lingsachse. Den einen Teil der Schnitte firbt man mit Hamatoxylin-Eosin,
den Rest mit Trioxyhéamatin.

Besondere Beachtung finden bei der Priifung unter dem Mikroskop die
Schnitte durch die Schneidezahnwurzel.

Bei ausreichendem Skorbutschutz sieht man im Schnitt eine breite, ganz
gleichformig gefirbte Schicht von Dentin. Das Priadentin bildet eine weille
ungefirbte Schicht und die Odontoblasten sind in vollkommen parallelen, langen
Reihen angeordnet. Das Pulpagewebe zeigt gleichmiBig angeordnete Zellen.

Bei ungeniigender Dosis ist die Odontoblastenschicht schméler. Bei ncch
kleineren Dosen ist die gleichméaBige Farbung der Dentinschicht verschwunden.

Bei negativen Kontrollen ist die Dentinschicht sehr diinn, das Priadentin
ganz dunkel gefirbt, da cs verkalkt ist. Dic Odontoblasten sind nicht mehr in
einer kontinuierlichen Linie angeordnct.

Ein Auswertungsbeispiel ist in nebenstehender Tabelle angegeben.

Die Fehlergrenze der Methodik soll nicht mehr als ctwa 109 betragen.
Goettsch 40) und Key sowie Eddy 41), die die Methode mit der ersten
verglichen, kommen zu dem Schluf}, daf sie besser und empfindlicher ist als die
gewohnliche prophylaktische. Die Einheit ist nach der vorliegenden Mcthode
doppelt so groB als die Sherman-Einheit. Man gebraucht hier 2 cem,
withrend man dieselbc Wirkung im Shermantest schon mit 1 cem crzielt.

Ein weiterer Vortcil ist natiirlich die Zeitersparnis, die ganz erheblich ist.

Namentlich Goettsch hat ecine eingehende Schilderung der Methodik
gegeben (s. Tabelle 91).

Die individuellen Schwankungen der Methode sind recht erheblich.  Eine
genaue Auswertung wird nur dann moglich, wenn die Dosis bestimmt wird, dic
samtliche damit behandelten Tiere vor Skorbut schiitzt. Diese Einheit ist,
wie erwdahnt, doppelt so groB wie dic Shermansche 41a).

Histologische Verarbeitung des Zahnmaterials von Meerschweinehen

Entnahme des Materials aus der frischen Leiche. Auslésen der beiden syn-
desmotisch verbundenen Unterkieferhilften aus dem Ganzen der Kicfergelenke.
Der Oberkicfer muf3 im ganzen mit Teilen der Schiadelbasis vom Schidel getrennt
werden.  Aufbewahrung des Materials in 10 9% igem Formalin.

Entkalkungstechnik. Beschleunigte Hirtung in 10 %, igem Formalin durch
8—10 Stunden im Brutschrank bei 37°. Uber Nacht Wiissern im laufenden Wasser.
Hierauf Einlegen in 59%ige Salpetersiiure solange, bis die Konsistenz der Zéhno
knorpelweich ist (durchschnittlich 5 Tage), tidglich wechseln.

Neutralisation in 59igem Natriumsulfat chensolange wic die Entkalkung
mit Salpetersiure dauert, bei hiufigen Wechsel 2 Tage. Hicrauf 24 Stunden Wiissern
im laufenden Wasser.

Einbettung in Zelloidin. Entwissern durch Fihren durch die Alkohol-
reihe, 70 9,iger Alkohol 2 Tage, 2mal wechseln.

95 9% iger Alkohol, ebenfalls 2 Tage, 2mal wechseln.

Absoluter Alkohol, 3 Tage.

40) Goettsch, Proc. Soc. exper. Biol. a Med. 27, 71 (1929); Quart. J. Pharm.
1, 168 (1928).

41) Eddy, Amer. J. publ. Health 19, 1309 (1929).

41a) Vgl. Harris-Mills-Innes, Lancet 1932, 235.
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Tabelle 91. Determination of the Antiscorbutic Value of Food by
Hojer’s Method

[ ]’m‘b of
. Protective Dose
1. Dentine of normal size; its inner and outer layer uniformly
coloured; predentine regular, unc aleified: dentine
and predentine holding collagen:

(a) Odontoblasts long, slender, parallel, of equal height 1.0
(b) Odontoblasts partly shorter . . . . 09
2. Dentine very thin, uniformly coloured; uduntohlusta |)u- ‘
rallel, short . . . | R 0,8—0,3

(The degree of ostoopomsls, h\p(-xa« mia, an(l collugvn |
permits the distinguishing of different stages, but not very
sharply. Those animals whose dentine formation scems |
to have been arrested are therefore excluded) )
3. Dentine in inner and outer layer differently coloured: i
(a) Odontoblasts on the larger pole of the incisor cross- !

section short and ])mnlltl e e e 0,8-— 0,3
(1) The Tomes’ canals going parallel tlnough a

normal predentine . . PR 0.8
(2) The uncalcified ])1(‘([(‘Iltlll(‘ <I< fo('tlvv fmmutmn

of network bone beginning . . . L . . 0,7
(3) Unealcified predentine lacking . . . . 0,7—0.,5
(4) Network bone formation greater . . . . . 0.4
(5) Tomes’ canals in the old dentine vn(lvnv(l 0,1

(b) Odontoblasts on the larger pole of the incisor cross-

section no longer in continuous layer. . (0,3--) 0,2—0,0

(1) Tomes® canals in the outer layer of new bone 0,2
(2) No Tomes’ canals in the new bone, osteoporosis

and hyperacmia well developed 0,1
(3) The old odontoblasts in greatest disorder, ()stv()-

porosis, and hyperacmia very evident . . | 0,0

A tooth section showing the picture 3 (a) (1), with 0,5 gram of antiscorbutic
daily would permit prediction that the fully protective dose of that antiscorbutic
would be 0,622 gram (0,5 gram -= 0,8 x).

Atheralkohol ana 2 Tage, tiglich wechseln.

Einlegen des Priiparats in dimnes Zelloidin fiir mindestens 12 Page. Dasselbe
in dickem Zelloidin ebensolange.

Herstellung des diinnen Zelloidins, Firbung der Zelloidinschnitte
mit Himalauncosin. 145 Tafel Zelloidin = 20 g wird in 200 cem Alkohol auf-
gequellt. Die gequollenen Wiirfel werden dann in 250 cem Ather aufgelést. Dickes
Zelloidin: Dasselbe mit ciner ganzen Tafel = 40 g

Die in 709 igem Alkohol aufbewahrten Schnitte kommen fiir 1 Minute in
Leitungswasser, hierauf in Himalaun nach Mayer (Leitz, Berlin) fir 10--15 Mi-
nuten. Hierauf Einbringen in Leitungswasser fiir 10—15 Minuten. Wechseln des
Leitungswassers.  Bliuen oder Ausdifferenzieren im Wasser, bis die Kerne allein
blau erscheinen. Die Schnitte werden vom Wasser in verdiinnte Eosinlosung fir
2—3 Minuten gebracht.

4. Modifikation der Zahntestmethode nach Key-Elphick 42)

Key und Elphick 42) modifizierten die Methode von Héjer, indem sie
die Verinderungen der Zahne in eine Skala bringen, die eine bessere Auswertung
der Ergebmsse gestattet.

:12) Key-]"lphl( k, Biochemic. J. 25, 888 (1931).
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Junge Mecrschweinchen werden 14 Tage lang auf eine der angegebenen
skorbutogenen Kostformen gesetzt. Eine Gruppe erhilt tiglich eine bestimmte
Dosis der zu priifenden Substanz, eine andere ein Standardpriparat, eine dritte
bleibt unbehandelt und dient als negative Kontrolle. Nach 14 Tagen werden
die Tiere getétet und die Verinderungen der Zahne untersucht. Der Versuch
wird je nach dem Grad der Verinderungen mit steigenden Zahlen 0—4 ver-
sehen.

Dabei bedeutet 0 = vollkommener Skorbut. Desorganisation der Odonto-
blasten, breites inneres Dentin, verkalktes Priadentin.

1 = Herdweise Desorganisation der Odontoblasten oder schmales inneres Den-
tin, sonst wie 0.

2 == Odontoblasten nur an der Pulpa desorganisiert, Pridentin teilweise ver-
kalkt, feiner Saum von innerem Dentin.

3 = Beginnende Desorganisation der Odontoblasten an der Pulpa sonst normal.

4 = Normal.

Tabelle 92
Grad des
Odontoblasten Inneres Dentin | Pridentin Tomes’s Kanile |Skorbut-
schutzes
Desorganisiert Wmt in diec | Verkalkt ’ Nlll im auBelvn Den- ‘\ 0
Pulpa ein- ! | tin |
dringend ! i |
i i . . !
Stellenweise vollstin- Eng und un- | Verkalkt Nur oder meistens im | 1
dig desorganisiert, regelmiBig | iuBeren Dentin :
mitunter auch paral-
lel gelagert i !
I
Alle parallel, mit be- Eng Verkalkt ! Meistens im dufleren ‘ 2
ginnender Desorga- oder teil- | Dentin, oder inne-
nisation in der Niho weise ver-| rem und duBerem
der Pulpa kalkt, . Dentin  von den!
‘ Odontoblasten  aus
' ¢ durchquert
Lang und parallel, mit - Fehlt oder Unverkalkt ' Dentin von Odonto- ! 3
beginnender Desor- | schmaler | blasten aus durch- | :
ganisation in  der ! Rand 1 “ quert |
Nahe der Pulpa i | !
Lang und parallel | Abwesend J Unverkalkt | Dentin von Odonto- 4
: | ' blasten aus durch-
j { | quert
Tabelle 93
Tt Do T a | R e ot o 7ameeinds
Tégliche Dosis | 75l Klinischer Skorbutbefund | mach dor Kintelung von
chorbmsaure Tiere. Befund bel der Zerlegung | Ke ey und L]Dhl(‘k
Unbehandelt i l Vom 20. Tag an ' Schwer 0 (Tafel 89, Bild 1)
! | Schmerzhaftigkeit
! | der Gelenke, |
] | Skorbutstellung
| “ und Tod am 1
| i 31.bis 33, Tag
0,25 mg { 5 | Ohne Befund Mittelgradig 1 (Tafel 89, Bild 2)
0,5 mg | 5 ‘ Ohne Befund i Fehlt 2 (Tafel 89, Bild 3)
1,0 mg I 5 | Ohne Befund Fehlt 3 (Tafcl 89, Bild 4)
1,5 mg .3 | Ohne Befund 1 Fehlt 4 (Tafel 89, Bild 5)
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Die Autoren haben bei einem groBen Tiermaterial verschiedene Dosen
Orangensaft ausgewertet und daraus Durchschnittswerte berechnet. Es ent-
spricht einer Dosis von 0,75 cem einem Skalenwert von 1,4, eine Dosis von
1,5 ccm einem solchen von 2,4 und eine 3-com-Dosis einem Wert von 3,9.

Ein Beispiel aus Mercks Jahresberichten 1933 bei Auswertung der Ascorbin-
siiure sei angefiihrt (Tabelle 92 und 93; Abb. 89). Kost Sherman-La Mer-
Campbell. Am 33. Versuchstage wurden alle Tiere getotet (Tabelle 93).

~ Abb. 89. Die Skorbutgrade nach Key-Elphick.
Obere Reihe von links nach rechts Stadien 0, 1, 2.
Untere Reihe von links nach rechts Stadien 3 und 4.

Harris und Rey (L. ¢. 38), die den kurativen Wachstumstest mit der Zahn-
methode vergleichen, fanden nach der Methode von Key folgende Werte
(vgl. Abb. 90):

Tabelle 94
. Dosis
Material pro die Skalawerte
Nebennicrenrinde . . . | 05g | 2,21 i.D. -2
y lg 4,4,4 , =4
» 2g 4,4,4 , =4
Apfelsinensaft. . . . . 1,bcem | 3,2 ,, = 2—3
' 3 cem 4, 4 , =4
’ 5 cem 4, 4 , =4
Unbehandelt . . . . . — 0,00 , =0
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Tabelle 95. Comparison of antiscorbutic activities of hexuronic acid
(from paprika) and orange juice by the tooth-structure method

Amount of material fed };e; day rli)ggl'eé*o;;rotection
Hexuronic acid, 2 mg. 4, 3, 4 (av. 3,7)
»s 1,75 mg. 2—-3, 3, 4 (av. 3,2)
. 1,5 mg. 2, 2—-3 (av. 2,2)
' 1,25 mg 1, 2, 1 (av. 1,3)
Orange juice, 3,0 cc. 4, 3, 4 (av. 3,7)
v 2,5 cc. 2-3, 2—-3, 2—3 (av. 2,5)
as 2,0 cc. 1-2, 1, 2 (av. 1,5)
. 0 cc. 0, 0 (av. 0)

Auch Dann43) fand gute Ubereinstimmung:

Tabelle 96. Examination of the experimental animals forsignsscurvy

Gui-
nea
pig

1

NSO W

S© ®

11%)
12

13
14
15

Column 4.

Column 5.

Column 6.

Explanation of symbols

0 signifies no haemorrhage.

+ signifies slight haemorrhage.
+ 4 signifies severe haemorrhage.

0 signifies no rib-beading.

+ signifies slight rib-beading.
+ 4 signifies very marked rib-beading.

Haemor- Degree of
Daily addition to State of growth| rhage | Beading f}:}:}“&ﬂ‘r"“‘
basal diet after 16 days | of knee | of ribs | ghown by
joints the teeth
None Losing weight | + + + 1
rapidly
»” » + + 0
» " + + + 0
0,5 mg. glycuronolactone M + + + + 1
» ” + + 0
’” ’ + + + 0—1
0,5 mg. glycuronolactone - -+ + 1
+ 10y 309, methyl-
nornarcotine’
» » + + + -+ 0
» » + + + 0
10 y “309; methylnornar- ' + + 0
cotine”
v o — - 1
» Losing weight | -+ 4 + 0
rapidly ‘
10 g. cabbage Growing well 0 0 4
' ' 0 0 4
' ’s 0 0 4

The figures correspond to the scale drawn up by Key and Elphick,

0 indicating no protection, and 4 indicating complete protection

from scurvy.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB Methylnarkotin unwirksam ist.

*) Gﬁinea-pig No. 11 died on the tenth day of the experiment, and no examina-

tion of the joints or ribs took place.

43) Dann, Biochemic. J. 27, 220 (1933).
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Die Methode liefert nur bei Anwendung eines geniigend groBen
Tiermaterials brauchbare Werte. Von 20 negativen Kontroll-
tieren zeigen etwa nur 609, das Stadium 0. Die anderen verteilen
sich a.pf die Stadien 1—4 (!). Die Methode liefert die besten
Werte, wenn etwa 300—350 g schwere Tiere in den Versuch
kommen,

5. Der Schneidezahntest von Westin 44)

Westin erhebt gegen die bisherigen Methoden neuerdings Einspruch. Héjer
und Westin hatten Querschnitte des Vorderzahns gemacht und den Schnitt durch
den ersten Molaren gelegt, also im apikalen Drittel des Nagezahns. Gleichzeitig
wurden Liéngsschnitte des ersten Molaren bukkal-lingual geschnitten. H&jer begniigt
sich mit Querschnitten durch den Unterkieferinzisiven. Wilton untersucht nur
die Zahnkrone. Die priméren Zahnver-

80-

f=]
i

VAl

Weight gains, g.

énderungen treten in der Inzisivspitze auf,
und zwar in dem in der freiliegenden
Krone befindlichen Pulpateil. A

Nun sind aber nach Westin die Ver- /C
énderungen von Fall zu Fall so ungleich- : \A//"
méfig, je nach dem Grad des Vitamin-
mangels und je nach der Geschwindigkeit ¢ \
des Heilungsprozesses, da3 eigentlich keine \
der angegebenen Methoden die Verdnde-
rungen erfaBt. Bei nur schwachem Vita- E
minmangel entwickelt sich ein latenter
Skorbut, dessen Zahnverénderungen das s
apikale Drittel des Zahns nicht erreichen,
sondern sich im koronalen Drittel ab- s
spielen, mit priméren Verinderungen gegen Daily dose Dailydose - |  Daily dose
die Mitte des Zahns zu. Wenn also der 2mg 1 mg. 0.5 mg.
C-Mangel nur wenige Tage bestand, haben  -180-
die Veréinderungen das apikale Drittel gar 25 days —
Ed.qt erreicht. Umge'kehrt w'achst das Abb. 90. Kurativer Gewichtstest auf
Heilungsblastem (z. B. im kurativen Zahn- . p . o
test) vom Apex die Kronenspitz Vitamin C mit Ascorbinsiéure aus

vom Apex gegen Ci . PLUZ6 N ebenniere (A), aus Paprika (B) und
zu, und zwar je nach der Dosis schneller, it gereinigter Ascorbinsiu C)
so daB die Heilung nicht sofort das koro- mit gereinigter Ascorbinsdure (C).
nale Drittel erreicht. Wenn daher die
Untersuchungen auf das apikale oder koronale Drittel beschriankt bleiben, erhilt
man unrichtige Ergebnisse.

Die Diagnose nach der H 6 jerschen Methode ist nur sicher, wenn der Querschnitt
Skorbut zeigt. Wenn das apikale Ende aber normale Bilder aufweist, ist es kein
sicherer Beweis dafiir, daB3 die C-Zufuhr wirklich ausreichend war. Es kénnen trotz
schéner Bilder im apikalen Drittel latente skorbutische Verdnderungen mit irregu-
lirer Dentinbildung, Odontoblastenzerstérung, Pulpavaskularisation und sogar
Blutungen im koronalen Drittel und selbst gegen die Mitte vorkommen. Die Heilung
kann im apikalen Drittel abgelesen werden. Ist sie aber schon eine gewisse Zeit in
Gang oder sind von vornherein grole Dosen des Vitamins gegeben, so kann das
Heilungsstadium das apikale Ende schon passiert haben. Wilton kann zwar das
Normalstadium und das latente skorbutische Stadium ablesen, aber die Heilung
gibt Bilder, die einem #lteren Stadium entstammen, als dem wirklich vorliegenden.

Daher ist es noétig, sowohl Querschnitte als auch Liéngsschnitte des Zahns zu
studieren. Die Liingsschnitte dienen zur Kontrolle und Ubersicht, die Querschnitte
zur Beurteilung des Skorbuttyps und zu Detailstudien der Odontoblasten.

Da der Zahn lateral nach der Seite abbiegt, kann man keinen Liingsschnitt
des ganzen Zahns bekommen. Man nimmt daher Léngsschnittserien des koronalen

44) Westin, Z. f. Vitaminforschg 2, 1 (1933).

17’
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Drittels, das iibrige des Vorderzahns wird quergeschnitten. Man legt ferner einen
Liingsschnitt durch die apikale Hilfte des Zahns von der Molargegend, wo der Schnitt
nach der Liéngsachse placiert wird, mit Schnittrichtung medial-distal und die Serie
lingual-bukkal verlaufend. Man erhilt so von jedem Tier Léingsschnitte durch den
ganzen Zahn, wodurch der Inzisivzahn das Bild der koronalen und die Molarpartie
das der apikalen Hilfte liefert, wihrend gleichzeitig die verschiedenen Gruppen
Querschnitte von der Mittelpartie und dem apikalen Ende des Inzisiven geben.

Der Test wird mit 250—300 g schweren Tieren ausgefiihrt, die vor dem Versuch,
grines Gemiise und Apfelsinensaft als Zusatz zur Zuchtdiit erhalten. Benutzt wird
die Sherman- Géthlin-Kost. Der Test kann prophylaktisch oder kurativ gehand-
habt werden. Die Kiefer werden so schnell als méglich herauspripariert, die eine
Hiilfte in Formalin, die andere in 25 9%, igem Formalin (mit Sublimat geséttigt) gelegt
und mit 59%,iger Trichloressigsiure entkalkt.

. Im prophylaktischen Test mit der Zugabe von 7 cem Apfelsinensaft pro die
zeigt der Querschnitt einen vollkommenen Normalzustand mit normalem Odonto-
blastem, Pulpagewebe, einer diinnen gleichméBigen Priidentinzone und einer nor-
malen Dentinverkalkung. Bei Zugabe von nur 5 ccm pro die ist kein vollkommener
Schutz zu erreichen. Die koronale Spitze des Inzisiven zeigt deutliche Vaskularisation
und Blastemzerstorung, aber keine Verzackung und keine Pulpaknochenbildung.
Der Querschnitt vom Anfang des koronalen Drittels zeigt normales Dentin, eine
diinne Prédentinlinie und normale Odontoblasten. Das Pulpagewebe ist normal.
Die prophylaktische Dosis von 3—5 ccm pro die erzeugt latente Zahnzerstérungen
gegen das apikale Drittel. Bei Zugabe von nur 2 cem ist nach 14 Tagen beginnender
Skorbut im koronalen 2/, festzustellen. Nach 27 Tagen ist eine mitigierte Skorbut-
form mit Pulpaknochenbildung voll entwickelt. Die negativen Kontrollen zeigen
schweren Skorbut, starke Pulpaatrophie und hydrophische Degeneration, Odonto-
blastemzerstérung bis Odontoblastemverlust, schwere degenerative Wandverkalkung.
Beim schwersten Stadium sind die Verdnderungen bis tief in das apikale Drittel
gedrungen, das Odontoblastem ist vollig verschwunden. Es finden nur amorphe
Verkalkungen statt.

Bei der Heilung des Skorbuts im kurativen Test findet man bei der fast vélligen
Wiederherstellung des normalen Bildes noch eine amorphe Verkalkungslinie des
10tdgigen Skorbuts in der d&uBleren Zone des Dentins. Bei Verabreichung von tag-
lich 5 ccm Apfelsinensaft zeigen sich nach 10 Tagen groe Odontoblasten, die Dentin
aufbauen. Dieses Normaldentin schlieBt aber wihrend der raschen Reparation
Pulpagewebespartien und GefédBpartien mit ein. Die amorphe verkalkte Wandlinie
des 10tigigen Skorbuts ist meist noch zu sehen. Die Dentinproduktion hat nicht
unmittelbar hinter der Verkalkungslinie angefangen, sondern weiter gegen die Pulpa
zu, geschieden von der normalen Verkalkungslinie durch ecine zeitiger aufgebaute,
dentinartige, fast kanalfreie Ubergangszone. Das erste Zeichen der Heilung ist eine
ungleichméfig geformte Schicht zwischen den neugebildeten Zellen und der skor-
butisch veridnderten Dentinwand, die einen Ansatz zu einer Osteoid-Pridentinzone
darstellt.

6. Der kurative Wachstumstest 45)

Junge Meerschweinchen im Gewicht von 250 g werden auf eine C-freie
Kost gesetzt, die aus 720 g Hafer, 18 g Kleie, 40 g Eigelb, 8,4 g Salzgemisch
und 19, Lebertran besteht. Sie erhalten zuniéchst dazu 10 Tage lang 15 g
Gemiise pro Tag. Nach dieser Vorperiode wird die Zulage abgesetzt und das
Gewicht der Tiere registriert.

Nach etwa 2—3 Wochen erscheinen die ersten Zeichen des Skorbuts.
Man wihlt fiir den Test nur diejenigen Tiere aus, die Skorbutsymptome zeigen
und etwa 10 g ihres Gewichts, vom erreichten Héchstgewicht gerechnet, ver-
loren haben (10—20 g zulissig). Die Tiere werden in Gruppen eingeteilt, von

45) Harris-Mills-Innes, Lancet 1932 II, 235. — Mills, Biochemic. J. 26,
704 (1923).
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denen die eine als negative Kontrolle dient und unbehandelt bleibt, wihrend

eine andere eine bestimmte Dosis eines Standardpriparats erhilt. Alle iibrigen

werden mit steigenden Dosen des zu untersuchenden Priparats behandelt.
Die Auswertung auf C-Gehalt erfolgt aus dem Gewichtsanstieg, wie aus

einem Beispiel hervorgeht (Abb. 91).

SUPRARENA'L CORTEX
05¢. r0g. 20¢.
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Periods of 10 days
Abb. 91.

Der Einflul der Verabreichung verschiedener Dosen Nebennieren oder
Orangensaft auf die Gewichtszunahme skorbutischer Meerschweinchen.

(Gestrichelt = Vorperiode auf vollwertiger Kost, punktiert == Skorbutkost, aus-
gezogen = Zufiitterungsperiode.) (Nach Harris c.s.)

Der Versuch wird nach 10 Tagen abgebrochen. Die Methode hat den
Vorteil, schnell ausfiihrbar und objektiv zu sein. Allerdings sind beson-
dere VorsichtsmaBregeln zu treffen, bevor man sie anwendet. Es miissen
Tiere vorhanden sein, die eine bestimmte, nicht zu groBe Gewichtszunahme
zeigen, da sonst die Ansprechbarkeit, auf Vitamin C leidet. Andererseits

konnen Tiere, die an interkurrenten Infektionen erkranken, die Auswertung
erheblich storen.
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Die Methode ist um so genauer, je mehr Tiere fiir die einzelne

" Dosis zur Verfiigung stehen. -

+
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Im allgemeinen kommt man mit 3—4 Tieren

sale 075 15 30 60ccorange juice

Abb. 92. Wirkung der Vitamin C-
Verabreichung auf die Gewichts-

zunahme.

7. Beispiel nach Moll,

(Nach Harris c. s.)

pro Dosis und mit 12—16 Tieren pro Sub-
stanz aus.

Die Auswertung kann auch aus folgender
Abb. 92 erfolgen, indem man in dieser Stan-
dardkurve die der gefundenen Gewichts-
zunahme entsprechende Dosis abliest. Es ist
zu bemerken, daf eine solche Kurve nur
fir ein und dieselbe Kost Bedeutung hat.
Am besten wird sie mit geniigendem Tier-
material aufgestellt. Die Verwendung einer
solchen Reaktionskurve berechtigt nicht da-
zu, die Kontrollversuche wegzulassen.

Harris-Mills-Innes (l. c. 45) empfehlen
eine #hnliche Methode, die von der geschil-
derten nur durch die Kostmischung etwas
abweicht. Sie verfiittern Haferflocken 3600 g,
Kleie 400 g, Eigelb, trocken 200 g mit 19,
Lebertran.

Mercks Jahresherichte 1933. Auswertung von

Zitronensaft und Ascorbinsiiure. Kombination aller Methoden

Tabelle 97
| Zahl der Tiere mit =% E
g Zahltgctl' T@cnl; Skorbutvcr&(;xde- 287 s
= . - . pathologisch-| ¢ i rungen an den =
Dosis B | Anf. IHﬁchst,- End n:ml;eomiscghcn 5""’}:;‘5,%“3:‘,‘;,”’"“ Sch[:::eldezahn éﬁgg
in g ; Gewicht Skorbut- Zerlegungsbefund wurzeln nach der | §8% &
cem m D t heinungen | G B Ei von |2EEE
% ing Keyu Elphick -5‘55
YN
= albleld 0/1]23|4|FE3
1. Behandelt mit Zitronensaft a) Rohsaft, b) dezitrierter Saft nach
Zilva
a) 3 4322 468 | 468 } 4 fehlt 2 2 4
b) 3 6 339 451 451 \[ 24 sehr germg 1,3 4
a) 1,5 22 332 455 455 4|18| sehr gering 1112161 2/3
b) 1,56 9 340 ! 451 | 451 3| 6 gering 33 2/3
b) 1,0 3 t344} 479 479‘ 1] 2 i gering | l2f1] | | 12
a) 0,75 5 354 454 445 212|1 lelchtblsxmttel- 5 1
a) 0,75 | 2 | 342 | 450 | 450 2 leicht 2 1
a) 0,6 |2 |350 461 |445| |2 | mittel 2 I
b) 0,5 |3 [315| 407 |378| |3 | mittel 2|1 | 1
2. Unbehandelte Kontrollen
|45|325| 878 |214 |44| 1| | | schwer [36] | | | | ©

Die unbehandelten Kontrollen sind in der Zeit vom 21.—32. Tag, im Durch-
schnitt am 27. Tag eingegangen. Die behandelten Tiere wurden getétet, nachdem
die Kontrollen eingegangen sind.

(30.—32. Tag.)

Zeichenerklérung: a = schwer, b = mittel, ¢ = leicht, d = o. Bfd.



Tabelle 98
Zahl der Tk 2%
g Zuhl}}eg T!erg ‘Skor:;tve:;‘gldﬂ-“ gﬁgﬁ
- . . {m. pa hut PN ru
Dosts in | o | A lg“:f‘“;tl End- 17 ndtomischen | SKOTDutEesam Schneldezahn. g"% z
mgund | | De weas Skorbut- Zerlegungsbefund | Wurzoln nach der | s %
ccm = in erschel | im Durchschni Kintellung von | &<
3 g | Keyu Elphlck gﬂ.gg
albleld] 0]1]2|3]4 /383
I. Ascorbinsiiure
1. Peroral
1,6 mg| 2312 l 430 | 430 L] 2 fehlt 1|1 4
1,0 mg| 3 |327 | 509 |509 | | |3 fehlt 2|1 2/3
0,5 mg| 6 313‘ 473 | 473 i 2| 4| sehr gering ] 2
0,256 mg | 3 |307 | 461 |44l 3| | mittel | |2]1 1/2
2. Subkutan
0,5 mg| 3 |312]| 444 | 444 b8l fehlt ! | ll‘2 2/3
005 mg | 3|304] 365 284 |3| | |  mittel |3 | | 0
II. Kontrollen
1. Frischer Zitronensaft
1,6 ccm| 5320 486 [486| | |1] 4 sehr gering {15 | 2
0,75ccm| 2 |326| 417 [400| 2| | |  mittel 2] [
2. Unbehandelt
| 8]314] 381 22581 | | ! schwer 8] ! | | | o

Die unbehandelten Kontrollen sind in der Zeit vom 25.—32. Tag eingegangen,
im Durchschnitt am 30. Tag. Die behandelten Tiere wurden getotet, nachdem dio
Kontrollen eingegangen sind. (31.—32. Tag.)

Zeichenerkldarung: a = schwer, b = mittel, ¢ = leicht, d = o. Bfd.

8. Weitere als Test vorgeschlagene Reaktionen 46), 47), 48), 49)

1. Die Erscheinung, daB die Nebennieren von Meerschweinchen eine Silber-
16sung reduzieren, wobei sie durch das ausfallende Silber schwarz gefiirbt werden,
wihrend die Nebennieren skorbutkranker Tiere sich kaum fiérben, kann als Test
auf Skorbut dienen. Bereits nach 6tigiger C-freier Fiitterung enthalten die Neben-
nieren die reduzierende Substanz nicht mechr.

Die Reaktion hat fiir die quantitative Auswertung noch keine Bedeutung
erlangt, kann aber als Zusatzprobe bei dem prophylaktischen Test mit verwandt
werden 50).

2. Die Verinderungen an der Knorpel-Knochengrenze der Rippen kénnen im
Rontgenbild studiert werden und ebenfalls als Zusatzbefund bei der Stellung der
Diagnose bewertet werden. Eine Methode, die allein auf der Rontgenoskopie fuft,
ist zu ungenau.

3. Kollath 51) stellt die Diagnose aus dem histologischen Bild der Rippen.
Nach dem Entkalken mit Miiller-Formol und kurzer Nachbehandlung mit Sal-
petersiure werden die Rippen in Gelatine oder Celloidin eingebettet und geschnitten.
Firbung mit Hamatoxylin-Eosin. Das histologische Bild bringt die verschiedenen
Stadien deutlich zum Ausdruck.

4. Eine besonders einfache, aber nicht nachgepriifte Methode beschreiben
Dalldorf und Zall. Sie verwenden als Testreaktion auf Vitamin C nur das Zahn-

46) Siehrs c. s., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 696 (1933).
47) Bourne, Austral. J. exper. Biol. a. med. Sci. 11, 261 (1933).
48) Moore-Ray, Nature (Lond.) 130, 997 (1932).

49) Dodd, Boston med. J. 169, 237 (1913).

50) De Caro, Boll. Soc. Biol. sper. 8, 1558 (1933).

51) Kollath, Arch. f. exper. Path. 167, 507 (1933).
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wachstum, das, je nachdem C-Mangel oder geniigende Zufuhr vorliegt, verlangsamt
oder normal sein soll. 2) -

5. Gothlin §8) betrachtet die Schq,dlgung der Kapillarwéinde als Frithsymptom
des C-Mangels und will durch Messung der relativen Widerstandsfahigkeit der Haut-
kapillaren gegen die Erhéhung des intravasalen Druckes eine Methode zur Bestim-
mung des C-Gehaltes eines Organismus aufbauen. Die Spezifitit der Methode wird
bezweifelt.

II1. Die chemischen Methoden zum Nachweis des Vitamins C

Das Vitamin C ist ein auch in nicht alkalischer Losung stark reduzierender
Stoff, der z. B. Indophenolfarbstoffe zu farblosen Leukoverbindungen reduziert.
Diese Eigenschaft wird fiir die chemische Bestimmung des Vitamins nutzbar
gemacht. Als spezifisch reduzierbar durch das Vitamin C erwies sich das
2,6-Dichlorphenolindophenol (Schuchardt).

Die Reaktion ist in Gegenwart von gelosten Eisensalzen nicht durchfithrbar
und auf tierische Organe nicht anwendbar. Das einzige pflanzliche Material,
das falsche Werte ergibt, sind Pfifferlinge.

Die von Bezssonoff als Reaktion auf das Vitamin C vorgeschlagene Reaktion
mit dem Folin-Denis-Reagens ist fiir das Vitamin nicht spezifisch.

Die 2,6-Dichlorphenol-Indophenolmethode
der Vitamin C-Bestimmung
1. Methodik von Tillmanns-Hirsch-Jakisch
Die Titration wird in schwach saurer Losung mit 2-6-Dichlorphenol-

indophenol ausgefithrt. Es wird auf Blau titriert.
In stark saurer Losung ist der Indikator nicht blau, sondern rot.

Einstellung der Indikatorlésung gegen Titantrichlorid

Die Titanlosung wird stets frisch hergestellt aus einer kauflichen 159 igen
salzsdurehaltigen Losung.

Man stellt zunichst die Titanlésung gegen eine 0,01 n Eisenlosung auf 0,01 n ein.
Dazu 16st man 4,8221 g FeNH (S0,), - 12H,0 in einer 0,02 n Schwefelséure zu 1 Liter.

5 cem dieser Losung werden mit 5 cem Schwefelsédure 1: 3 und 5 cem 10 9 iger
Rhodankaliumlésung versetzt und mit der ctwa 0,01 n Titanlosung auf farblos titriert.

Die Einstellung der Farblosung gegen die Titanlosung geschieht durch Titration
von 20 cem der etwa 0,001 n 2-6-Dichlorphenollésung (die man mit wenig Essig-
séiure bis zur Rotfirbung und dann mit soviel festem Natriumacetat versetzt, bis
die Farbe in Blau umschlédgt und auch wihrend der folgenden Titration blau bleibt),
gegen die Titanlosung auf farblos. Der Natriumacetatzusatz mull so bemessen sein,
dafl auch die saure Titanlosung abgepuffert wird.

Einstellung der Indikatorlésung gegen Ferrosalz

Man 16st Mohrsches Salz in einer schwach schwefelsauren Losung unter
Stickstoff zu einer 0,01 n Lésung.

Ein bestimmtes Volumen wird mit Natriumoxalat im UberschuB versetzt und
schnell mit der Farblosung titriert, bis die Losung blau wird. Die Titration muf
bei gedémpftem Licht ausgefithrt werden. Schnelles Arbeiten ist erforderlich, da
die Lésung nachblaut.

52) Dalldorf-Zall, J. of exper. Med. 52, 57 (1930).

53) Gothlin, J. alb. a. clin. Med. 18, 484 (1933); Skand. Arch. Physiol. 65, 24,
(1932); Klin. Wschr. 1932, 1469; Determination of the antiscorbutic potency usw.
Stockholm 1933.
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Gewinnung der vitaminhaltigen Lésung aus den Nahrungsmitteln

Friichte werden mit der Fruchtpresse gequetscht und der Saft titriert.
Gemiise wird zerkleinert, mit Wasser oder Siure ausgekocht und die Titration
mit dem Extrakt vorgenommen. )

Man zerschneidet die zu untersuchende Substanz (Achtung vor Eisen, nur
Nirosta-Messer!) und bewahrt sie mit der mehrfachen Wassermenge im Eis-
schrank einen Tag unter Stickstoff auf.

Der Riickstand wird mit etwa 2—3 9 iger Schwefelsiure unter denselben
Bedingungen behandelt. Der dann verbleibende Riickstand wird mit Wasser
10 Minuten unter Durchleiten von Stickstoff gekocht und schnell gekiihlt.
Dieselbe Operation wird mit dem Rest unter Siurezusatz vorgenommen.

Die Extrakte werden durch ein Tuch abgepreft, auf ein bestimmtes
Volumen aufgefiillt, und ein Teil fiir die Titration verwendet. Bei sauren
Extrakten stumpft man den Hauptteil der Siure durch Natronlauge ab und
versetzt dann mit festem Natriumacetat. Man titriert, bis die blaue Fiarbung
auch einige Minuten bestehen bleibt.

Die Farblosung wird mit Phosphatpuffer vom p,; = 7 hergestellt. Die
Titration kann nicht bewertet werden, wenn gegen Ende die Entfirbung nur
schleppend vonstatten geht, wie es bei einigen Nahrungsmitteln der Fall ist
(Weintraube, Lauch).

Im allgemeinen gibt die Schwefelsiurekochung die hochsten Titrations-
zahlen. Sie geniigt in den meisten Fillen, da die erhaltenen Werte die Summe
aller anderen bilden.

Auswertung der Ergebnisse

Man errechnet die Anzahl Kubikzentimeter der Farblosung, die von 10 g
der zu untersuchenden Substanz reduziert werden und nennt diese Zahl = TW
(Titrationswert).

Die einzelnen Nahrungsmittel vergleicht man durch eine VZ (Vergleichs-
zahl), die angibt, wieviel Kubikzentimerter Farblésung von der Tagesdosis des
Meerschweinchens reduziert werden:

. ™
" ME. (Meerschweincheneinheit)

Ein Beispiel wird im folgenden gegeben:

Tabelle 99 (nach Tillmanns)

Wir benutzten bei der Wiedergabe der Titrationsergebnisse folgende Abkiir-
zungen :

FL = Farblosung FKA = Folgender Kochauszug

J = Jodlésung WEKA = Erster wiBriger Kochauszug
WA = Kalter wiifiriger Auszug FWKA = Folgende wiBriger Kochausziige
SA = Kalter Sidureauszug SKA = Siurekochauszug.

Einige Beispiele sollen die Art unserer Angaben néher erldutern.

Es wurden 50 g Griinkohl mit 200 ccm Wasser 24 Stunden lang kalt ausgezogen
und danach die Fliissigkeit abgepreBt. Von den 200 ccm PreBflissigkeit reduzierten
40 ccm, entsprechend 10 g Kohl, 7 cem 0,001 N.-FL also WA = 7.

Nun wurde der Rest (entsprechend 50 g Kohl) mit 200 cem Wasser gekocht,
die PreBfliissigkeit auf 200 ccm erginzt und titriert. 4 cem reduzierten 13,2 cem FL.
Von dem darauffolgenden Kochauszug mit abermals 200 ccm Wasser reduzierten
40 cem, entsprechend 10 g Kohl, 18 cem FL. Die beiden Kochungen wurden dann
als Summe angegeben; also FKA = 132 4 18 = 150. )



272

In ganz derselberi Weise sind die iibrigen Angaben der folgenden Ubersicht zu
verstehen, welche fiir 3 verschiedenartige pflanzliche Lebensmittel die erhaltenen
Titrationszahlen im einzelnen wiedergibt.

Tabelle 100. Griinkohl
(80 g Griinkohl + 200 ccm Wasser bzw. Sdure)

Wasser Sdure
Kalter Auszug 7, WA =7 163, SA = 163
3 Hochung 1321 pep — 150 33} FKA — 40
1 Kochung 124, WKA == 124 139
2., 10) 6} SKA = 155
3. . 0f FWKA = 10 0
Tabelle 101. Kohlriibe
(100 g Kohlriibe + 200 ccm Wasser bzw. Séure)
Waéser Séure
Kalter Auszug 1 (3), WA =1 25 (27), SA =25
1. Kochung 21 (24) 18 (18)
2. " 5 (7){ FKA = 27 4,5 (5) } FKA — 23
3 » 1 (1) 0,5 (1)
1. Kochung 16 (25) WKA =16 27 (36)
2. . 8,5 (10) ) 13 (14) } SKA = 42
3., 05 (2 FTWRA=T Ty

Tabelle 102. Pfirsich
(50 g Pfirsich + 200 ccm Wasser bzw. Siure)

‘Wasser Séure
Kalter Auszug 3, WA =3 ‘ 6 SA-=6
Y K"ci"mg g} FKA—=3 | \ FKA — 4
1. Kochung 5 WKA=5 lO
50 opwka=z | g[FEATH

Die Oxydation der Farblgsung ist reversibel. Man kann durch Einleiten von
Schwefelwasserstoff den Vorgang riickgéngig machen.

Die Methode versagt bei eisenhaltigen Konserven. Die kleinen Eisenmengen,
die in den Pflanzen vorkommen, stéren nicht.

2. Die Methode von Siebert 54)

Siebert vervollstindigt die Tillmannssche Methode, insofern als er eine
Modifikation ausarbeitet, die auch fir gefarbte Fruchtsifte usw. anwendbar ist.

In einem Zentrifugenrohr von 1,5 cm lichter Weite werden 5 cem Nitrobenzol
mit der zu titrierenden Lodsung iiberschichtet, die vorher mit wenig Essigsiure
angesduert wurde. Man ld8t zunichst (ohne zu schiitteln) die Farblosung aus der
Biirette zuflieBen, wobei das Glas leicht umgeschwenkt wird. Erst dann schiittelt
man etwas. Sollten sich dabei die Schichten nicht wieder trennen, wird zentrifugiert.

54) Siebert, Dissertation. Frankfurt a. M. 1931.
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Man erkennt den Umschlag an der Farbiinderung des Nitrobenzols von griinlich-
gelb nach rotlich-gelb.

Die Methode beruht auf Unléslichkeit der Pflanzenfarbstoffe in Nitrobenzol,
in dem die Farblésung im Uberschu8 l6slich ist.

3. Methode von Bleyer-Schlemmer-Cahnmann 56)

25 ccm Milch werden im Erlenmeyer mit 10 ccm 10 9 iger neutraler Blei-
acetatlésung (Pb(CH4COO0), - 3H,0), dann mit 15 cem 20 %, iger Na,S0O, - 10H,0
gefillt. Nach jeder Zugabe wird gut umgeschiittelt und schlieBlich durch ein
Filter (Schleicher-Schiill 560) filtriert. Das Serum mufB klar sein.

Man 148t zu der Losung aus einer Biirette solange 2—6-Dichlorphenolindo-
phenollésung zuflieBen, bis Blaufirbung erfolgt. Das py muB 5,5—6,5 be-
tragen (Einstellung mit 19, iger Essigsiure). Die Lésung des 2—8-Dichlor-
phenolindophenols wird gegen Titanlésung und Ferrilosung eingestellt (s. oben).
Man fiihrt die Titration am besten in kleinen weiBen Porzellanschalen aus, da -
hier der Umschlag besser zu sehen ist. Die Titration dauert 3—5 Minuten.
Die Natriumsulfatlésung wird 2 Minuten nach der Bleilésung zugegeben.
Nach 2—3 Minuten wird filtriert, die Filtration dauert etwa 15 Minuten.

Die Ergebnisse betragen bei Milch etwa 20—25 cem pro 100 cem. Esels-
milch braucht 150—170 cem, Schafmilch nur 3—4 cem, Ziegenmilch 15—30 cem,
Frauenmilch 90—110 ccm.

Kieferle und Mitarbeiter 57) untersuchen die Beeinflussung des C-Gehalts
der Milch bei der technischen Verarbeitung und finden gute Ubereinstimmung mit
dem biologischen Test.

Wolff-Eckelen-Emmerie 58), die nach der Methode von Tillmanns mit
2,6-Dichlorphenolindophenol arbeiteten, zeigten, da8 1 mg Ascorbinsdure 16,4 ccm
Reagens entspricht. 1 g Nebenniere vom Kaninchen brauchte 23 cem Reagens und
1 g Nebenniere vom Menschen 1,2 ccm.

Nach Karrer-Euler-Hellstré6m 59) verbraucht 1 mg Ascorbinsédure 15,6 ccm
der Farblosung, 1 cem Zitronensaft etwa 5,5 cm Indikator.

Wolff 60) fand mit einer Lésung von 500 mg 2,6-Dichlorphenolindophenol pro
Liter fiir 1 mg Ascorbinsiure einen Verbrauch von 10,65 ccm, wihrend von 1 cem
Zitronensaft 5,5 ccm reduziert wurden.

Die Bestimmung geschah durch Verreiben von 1 g Material (Organ) mit eisen-
freiem Quarzsand und 5 ccm 5 9,iger Trichloressigsiure. Das Filtrat wird mit der
Farblosung auf Rot titriert.

4. Die Methode von Harris- Ray und Mitarbeiter

Harris und Ray 61) wenden die Tillmannssche Methode an. Sie standar-
disieren aber ihre Indikatorlosung gegen ein bekanntes Hexuronsdurepriaparat
(Hexuronsdure im folgenden == Ascorbinsiure). Den Gehalt dieses Praparats
an wirklicher Hexuronsiure ermitteln sie durch Titration mit Jod. Ein Molekiil
Hexuronsiure verbraucht 2 Atome Jod. Sie kﬁmnen auf diese Weise sofort die

56) Bleyer Schlemmer-Cahnmann, Biochem. Z. 254 187 (1932). —
Bleyer, Minch. med. Wsehr. 1933, 257.

57) Kieferle, Ber. Physiol. 75, 92 (1933).

58) Wolff-Eckelen-Emmerie, Acta brev. neerl. Physiol. 3, 44 (1933).

59) Karrer-Euler-Hellstrém, Arch. Kemi. Meneral. o. Geolog. 11 B, 6
(1933).

60) Wolff, Med. Tidskr. Genesk. 1933, 2140.

61) Harris-Ray c. s., Biochemic. J. 27, 302, 590 (1933).

Bomskov, Vitaminforschung 18
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fir eine Substanz verbrauchten Kubikzentimeter Titrationslosung auf
Hexuronséure umrechnen und den Gehalt der Substanz an Hexuronsdure

angeben.
Ein weiterer Vorteil liegt in der Titration in saurer Losung, wodurch das
storende Glutathion ausgeschaltet wurde.

Herstellung der Titrationslésung: Man lést 0,1 g 2,6-Dichlorphenolindophenol
in wenig kochendem Wasser und giet die Fliissigkeit in einen 50-ccm-MeBkolben.
Das Unlésliche wird in derselben Weise nochmal behandelt. Die Lésung wird auf
50 cem aufgefiillt. Sie ist stets frisch zu bereiten, da sonst der Endpunkt der Ti-
tration unscharf wird.

Ausfithrung der Bestimmung: Die zu untersuchende Substanz wird abgewogen
und mit Sand unter Zusatz von Trichloressigséure (20 9% iger) gemahlen. Man nimmt
dabei eine solche Menge Trichloressigséiure, daB nachher die Losung 5%ig wird.
Man verreibt die Mischung und fiillt auf ein bestimmtes Volumen auf. Zitronensaft
verdinnt man z. B. auf 1:10.

Die Losung wird filtriert in eine Mikrobiirette gefiillt.

Man nimmt ein bestimmtes Volumen der Phenollésung und lé8t aus der Biirette
solange die unbekannte Lésung zuflieen, bis die rote Farbe eben verschwindet.
Die Titration muf} in 2—3 Minuten beendet sein.

Einstellung der Indikatorlésung: Man titriert ein Hexuronséurepriéparat in
genau derselben Weise auf Umschlag in farblos oder gelblich.

Die Hexuronsédurelosung wird darauf gegen Jod eingestellt.

Auf diese Weise ermittelt man die Kubikzentimeter der Titrationslésung, die
1 mg Hexuronsiéure entsprechen. Ein Beispiel geht aus folgender Tabelle hervor.

Tabelle 103. Standardisation of hexuronic acid against iodine, and
indicator solution against hexuronic acid

10 ce. of hexuronic acid solution (containing 1,72 mg. of a specimen of hexuronic
acid) were titrated —

(1) against 0,00677 N iodine solution:
I required = 2,31 mg.;
Hence hexuronic acid present = 1,60 mg.;

(2) against indicator solution:
Volume of indicator required = 2,7 cec.
Hence, 2,7 cc. of indicator solution = 1,6 mg. of hexuronic acid
or, 1 ce. . = 0,6 mg. 4

Das py der zu untersuchenden Losung (Trichloressigséurefiltrat) mufl etwa
2,5 betragen, da bei dieser Reaktion die besten Werte erhalten wurden.

Die Methode versagt bei Autolysaten, die Cystin enthalten. Auch Hefe enthilt
eine stérende Substanz.

Die Auswertungen ergaben fiir 2 cem Orangensaft eine Hexuronséuremenge
von 1,2 mg.

Die nach der Methode als Tagesdosis fiir das Meerschweinchen ermittelten
Werte stimmen mit dem im Testversuch gefundenen gut iiberein, wie aus neben-
stehender Tabelle hervorgeht.

Kon 62) wandte die Methode zur Bestimmung des Vitamins C in der Milch an.
v. Euler 62a) berichtet nach einer dhnlichen Methode iiber den C-Gehalt ver-
schiedener Organe.

62) Kon, Nature (Lond.) 1933, 64.
62a) v. Euler, Ark. Kemi. Minerl. ochh Geolog. 11 B, Nr. 18 (1933).
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Tabelle 104
Minimum daily dose for
.. guinea-pigs, g.
Hexgggﬁ:c id As calculated As measured
mg. per g. from hexuronic | . blologxoallx
acid chemioally | (newly determined
determined | or reputed value)
Cabbage . . . . . . . ... 1,0 0,9 1 1
Watercress . . . . . . . . . 0,67 1,3 1
- 10,62 1,5
Lemon juice . . . . . . .. 10.60 1’5} 1,5
0,75 1,2
Orange juice, several types . {0,59 1,5} 1,6
0,48 1,9
Grape-fruit juice of . . . . . | {8:23 i }:‘;} 1,5—2
Pineapple juice . . . 0,30 ! 3 2—3
Imported tomato, Julce of . 0,21 ' 4,3 3—5
Banana . . . . . . . . .. 0,15 » 6 5—10
Potato . . . . . . . . .. 0,15 6 6—10
Rhubarb . . . . . . . . . 0,059 15 12
Carrots e e e e e 0,028 32 10—35
Grapes . . . .. 0,030 =30 >20, 40
Imported pewch ]ulce of .. 0,015 60 —
Horse-radish . . . . . . . . 1,6 0,6 —_—
Apples:
Bramley’s Seedling, cortex 0,16 5,6 3—5
v peel . 0,77 1,2 1
Newton Wonder, cortex . . 0,053 17 10
peel. . . 0,24 3,7 3
Blenhelm Orange, cortex . 0,031 29 —_
pe3l . . 0,33 2,7 —
Edward VII cortex. . . . 0,017 53 >20
v peel. . . . 0,12 7,5 217
Cox’s Orange Pippin, cortex 0,016 i 56 >20
peel . 0,09 ! 10 —
Suprarenal cortex, oX . . . 1,85 i 0,6 0,5
Liver, ox . . R 0,68 ' 1,3 —
Milk, cow’s (vana.blo) .. .| 0,025—0, 019 ‘ 36—47 20—60
“Ostomalt” . . . . . . . . 0,27 ! 3,3 4
Egg-yolk . . . . . .. .. 0,00 ! ® ®
Sussex ground oats. . . . . 0,00 | o ®

5. Die C-Bestimmung im Blut nach der Reduktionsmethode

van Ekelen und Mitarbeiter 88) beschrieben die C-Bestimmung im Blut nach
dem Tillmannschen Verfahren. Man enteiweiBt mit Trichloressigsdure und erhilt
nach der Reduktion mit Schwefelwasserstoff viel gréBere Reduktionswerte als vorher.
Die vorhandenen C-Mengen sind so gering, da8 sie die Zuckerbestimmung nicht
storen koénnen.

Die Methode ist nicht ganz durchsichtig und mit Vorsicht zu handhaben.

van Eckelen c. s. 68) fanden eine Reduktion des Farbstoffs in saurer Lésung
auch durch Cystein und Ergothionein. Glutathion reduziert nicht in saurem Milieu.
Emmerie fallt Cystein und Ergothionein mit Quecksilberacetat, wihrend die As-

63) van Eckelen-Emmerie c. s., Acta brev. Neerl. Physiol. 3, 104 (1933);
Nature (Lond.) 1933, 315; Biochemic. J. 1934; Klin. Wachr. 1934, 564.

18*
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corbinsiiure in reversibel oxydierter Form in Lésung bleibt und durch Schwefel-
wasserstoffbehandlung zuriickgewonnen werden kann. Es wurden folgende Werte
gefunden, aus denen hervorgeht, da8 die bisherigen Werte zu hoch sind, da nach
der Hg-Behandlung nur ein kleiner Teil der Reduktionskraft erhalten bleibt.

Tabelle 105. Analysen

Verbrauchte ccm Indikator *) in'o 10 cem Fli;;s;gke;
evtl. nach ,
h Reduktl h Fall it
kv R T it Hys | "Hg (CH,C00)

Blut (Kuh). . . . . .. . .. 0 2,73 0,53
Plasma. . . . . . . . . . .. 0,5 1,71 0,563
Blutkérperchen . . . . . . . 0 : 3,78 0,72
Augenkammerwasser . . . . . 1,68 1,84 1,80
Cerebrospinalfliissigkeit . . . . 3,00 3,00 3,00
Harm . . . . . . . .. .. . 3,00 3,30 1,30

6. Die Bestimmung des Vitamins C im Urin

Die C-Bestimmung im Urin kann nach zwei Methoden erfolgen, erstens durch
Titration mit n/100 Jodlosung in stark saurem Milieu, zweitens durch Titration
mit 2-6-Dichlorphenol-Indophenol. Ascorbinséure entfirbt Jodlésung innerhalb
weniger Sekunden (max. 10). 1 cem n/100 Jodlgsung entspricht 0,88 mg
Ascorbinséiure. Die 2-6-Dichlorphenol-Indophenollssung wird zweckmiBig gegen
reine Ascorbinsdure eingestellt. Die Ergebnisse beider Methoden sind kritisch
zu betrachten, da sie bei Anwesenheit gewisser Begleitstoffe, wie Gluthathion,
Phenolen, Ergothionein usw., mit Unsicherheiten behaftet sind. Die Titration
mit 2-6-Dichlorphenol-Indophenol wird weniger durch Begleitstoffe gestort als
die Jodtitration, die fiir rasches Arbeiten zweckmaBiger ist.

Titration von Ascorbinsédure im Urin. 25 cem werden nach Zusatz von
5 cem Schwefelséure (16 %ig) und 0,5 cem Stéirkeldsung (1 %ig) mit n/100 Jodlésung
bis zur Blaufirbung titriert. Bei unscharfem Umschlagspunkt wird besser ein ge-
ringer Uberschul der Jodlésung zugegeben und nach 15 Sekunden mit n/100 Thio-
sulfatlosung zuriicktitriert. Die n/100 Lésungen werden aus n/10 Lésungen frisch
hergestellt und im Dunkeln aufbewahrt. Der Titer ist 6fter zu kontrollieren. Wichtig
ist die Titration des moéglichst frischen Harns.

Die Reduktionskraft des normalen Urins betrigt fiir 25 ccm etwa 0,5 bis
3 cem n/100 Jodlésung. Die tdgliche normale Ausscheidung des Erwachsenen
im Harn betrigt etwa 30-—33 mg (Harris-Ray-Ward 64a)) Ascorbinsiure.

7. Kritik der chemischen Bestimmung des Vitamins C

Die zur chemischen C-Bestimmung vorgeschlagenen Methoden sind nicht
spezifisch. Es gibt auler dem Vitamin C und in verschiedenen Loésungen neben
diesem Substanzen, die dieselbe Reaktion zeigen und die Bestimmung erheb-
lich stéren kénnen. v. Euler 64) konnte zeigen, daB aus Zucker bei Behand-
lung mit Alkali éhnliche stark reduzierende Stoffe gebildet werden.

Harris 65) fand die Methode nicht anwendbar auf Malzextrakte und auf
cystinhaltige Stoffe. Trotzdem wird man aber bei genauer Kenntnis der

*) 1 mg Ascorbinséure entférbt 11,0 cem Indikator.

64) v. Euler, Naturwiss. 1933, 236.

64a) Harris c. 8., Biochemic. J. 27, 2011 (1933), 26, 1624 (1932).
65) Harris, Nature (Lond.) 1933, 27.
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Storungsmoglichkeiten und Einhaltung der Vorschriften mit der chemischen
Vitaminbestimmung zu vergleichbaren Ergebnissen gelangen konnen. Es wird
aber unumgénglich sein, nach wie vor eine genaue Standardisierung am Tier
vorzunehmen.

Bei sehr groflem Titrationswert kann z. B. die biologische Wirkung der
untersuchten Substanz minimal sein (1!!).

IV. Der Vitamin C-Standard

Als eine internationale Einheit des Vitamins C gilt vorlaufig 0,1 ccm eines
nach folgender Methode behandelten Zitronensaftes:

AusgepreBter Zitronensaft wird durch Gaze filtriert, mit Kalziumkarbonat im
UberschuB versetzt, nach einstiindigem Stehen filtriert. Der py der Losung betréigt
etwa 6,0. Die Wirkung 1 cem dieser Losung ist auBerordentlich konstant.

Nach Angaben der Literatur soll sich als Standard Apfelsinensaft besser
eignen als Zitronensaft, doch ist dieser Standard international nicht anerkannt.

10 internationale Einheiten entsprechen etwa 1 Meerschweincheneinheit.

1 Meerschweincheneinheit ist etwa identisch mit einer Substanzmenge,
die 7 ccm Indophenolreagens reduziert.

Die internationale Vitaminkonferenzdes Vélkerbundes London
1934 hat einen neuen C-Standard eingefiihrt, und zwar gilt danach
als eine Einheit die Wirkung von 0,05 mg reiner 1-Ascorbinséure,
die in ihrer Wirkung etwa 0,1 ccm Zitronensaft entspricht 66).

V. Die Bildung des Vitamins C

Vitamin C wird von der Pflanze gebildet. Licht und Chlorophyll sind hier-
fiir nicht erforderlich. Licht beschleunigt aber die Vitamin C-Synthese. Bei
der Keimung entsteht das Vitamin ebenfalls. Das konnte sowohl fiir Getreide-
samen als auch fiir Leguminosen bestitigt werden. Erfolgt die Keimung in
siurehaltigem Wasser, so ist die Bildung des Vitamins beschleunigt. Weizen,
Roggen und Gerste bilden schon nach 24 Stunden reichliche Mengen C-Vitamin.
Hafer erst nach 72—96 Stunden. Bei der Reifung von Friichten entsteht das
Vitamin C in groBerer Menge.

Die bakterielle Synthese ist fiir Vitamin C noch nicht erwiesen.

Ob Tiere, die ohne C-Zufuhr leben kénnen (Ratten, Hiihner usw.) zur C-Syntheso
befiahigt sind, 1d8t sich nicht entscheiden. Immerhin ist die Tatsache hemerkenswort,
daB Ratten, die C-frei erndhrt werden, noch Vitamin C in der Leber speichern.
Selbst bei den Jungen dieser Tiere findet man in der Leber das Vitamin.

VI. Die Speicherung des Vitamins C

Die Speicherung des Vitamins C ist erwiesen. Sie erfolgt allerdings nicht in
einem solchen Ausmaf}, wie wir es etwa vom Vitamin D oder A her kennen. Im all-
gemeinen sind die C-Vorrite des Meerschweinchens in 14—20 Tagen erschépft.
Parsons und Reynolds fanden in Leber skorbutischer Tiere kein Vitamin C.

66) Lancet 1934, 45.
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Die Vordidt der Versuchstiere fiir den Vitamin C-Test spielt keine grofie
Rolle bei der Entstehung des Skorbuts. Im allgemeinen entwickeln aber Tiere
mit einem Gewicht von 200—300 g eher Mangelsymptome als jiingere oder
éltere, da jene von der Mutter her einen groBen Vorrat an C haben und diese
durch die Vordidt Vitamin C speichern.

' VIL Der Vitamin C-Bedarf

Fast die gesamten untersuchten Tiere, bis auf Meerschweinchen, kénnen
ohne C-Zufuhr normal gedeihen. Erwachsene Kaninchen bendtigen das
Vitamin nicht, doch scheint es fiir junge unentbehrlich zu sein. Ratten
und Miuse kénnen jahrelang ohne C-Zufuhr wachsen und sich fortpflanzen.
Wiederkéuer scheinen zur C-Synthese beféhigt zu sein, da z. B. Kiihe auch bei
vollkommen C-freier Kost eine C-haltige Milch liefern.

Tauben, Hiithner und Kiicken (?) benétigen das Vitamin nicht. Kiicken
scheinen das Vitamin C ebenfalls synthetisch aufbauen zu kénnen (vgl. dagegen
oben). Die Leber der Kiicken enthélt auch nach langer C-freier Ernihrung
noch reichliche Vitaminmengen. Ratten verhalten sich ebenso.

Der C-Bedarf ist beim Meerschweinchen ein besonders hoher, da ein Meer-
schweinchen von 300—400 g dieselbe C-Menge bendtigt wie etwa ein Affe mit
einem Gewicht von 2—3 kg.

Der Bedarf des Menschen an Vitamin C ist 50mal groBer, als der des Meer-
schweinchens.

VIII. Das Vorkommen des Vitamins C

Tabelle 106
Prophylaktische l ! Prophylaktische
Substanz Meerschweinchen- Substanz Meerschweinchen-
dosis in g oder cc: l zdosis in g oder cem
— 1

Zitronensaft . . . 1—1,5 Milch, roh ; 20—150
Limonensaft . . . 2,6—5,0 Eier . . . . . .| 0
Apfelsinensaft . . 1,56 Milch, kurz im of- ;
Apfelsinenschale . 1—2 fenen Becher zum .
Mandarinensaft . . | 2,0 Sieden erhitzt . ‘ 40—300
Pampelmusesaft . i 1,0 Muskelfleisch . . | Nicht nachweisbar
Tomate, Tot . . . ! 1,5—5,0 Leber. . . . . . ' Eben nachweisbar
Tomate, griin | Erheblich mehr '
Tomatensaft . . . ! 0,5—4,0 Getreidckdrner . Spuren
Bananen . . . . 5—10 Getreidekorner :
Pfirsich . . . . . 5 und Leguminosen |
Apfel . . . . .. i 10—15 gokeimt oder in |
Birne . . . . . .| 10—15 Wasser lidngere ‘
Ananassaft . . . 2,5 Zeit gequollen . | Reichlich C-haltig
Kiirbissaft . . . . 15—20 :
Gras, Leguminosen,
grin, Zuckerri-
benblatter . . . 1—5 ;
Kohl, Salat, Spinat 1—2 !
Karotten, Méhren 20—40 1
KarottenpreBsaft . 20
Kartoffel. . . . . 3—4 !
Riben. . . . . . 2,5
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IX. Die chemische Natur des Vitamins C

Von besonderer Bedeutung bei der Isolierung des Vitamins C wurde die
Erscheinung, da8 C-haltige Stoffe im allgemeinen eine der C-Wirksamkeit
parallelgehende Reaktionswirkung entfalten (Tillmanns c. s. 68)). Wihrend
aber Zilva 69) aus seinen Versuchen schloB, daB8 die reduzierende Substanz
vom Vitamin verschieden sei, konnte Tillmanns den Beweis der Identitét
beider erbringen. Es gelang ihm auBerdem zu zeigen, daB bei der Oxydation
des Vitamins zunédchst ein primires Oxydationsprodukt entsteht, das noch
antiskorbutisch wirksam ist und sich in das Vitamin riickverwandeln la8t. Erst
bei weiterer Oxydation entsteht ein nicht mehr C-wirksames Produkt. Bereits
1928 war Szent-Gyoérgyi 70) bei der Untersuchung der Nebennicrenrinde
auf eine ganz dhnliche Substanz gestoBen, die er Hexuronsiiure nannte und
deren Identitit mit dem C-Vitamin in der Folgezeit bewiesen wurde. Die Er-
mittlung der Konstitution des Vitamins konnte aber erst in Angriff genommen
werden, als Szent-Gyérgyi in den Paprikaschoten eine auBerordentlich reich-
haltige C-Quelle entdeckte. Durch die Arbeiten von Cox und Hirst 71),
Karrer 72) und Micheel 73) wurde schlieBlich fiir das Vitamin C die Formel
C¢HgO4 folgender Konstitution sichergestellt:

HO 0
se—c
HO—¢/ H >0
‘\\ l /
N
|
HO—C—H
|
CH,0H

Die Substanz wird Ascorbinséure genannt. Die natiirlich vorkommende
(C-wirksame Form ist die 1-Ascorbinséure, die heute in verschiedenen Betrieben
durch Synthese gewonnen wird.

X. Die Darstellung Vitamin C-haltiger Konzentrate

1. Methode von Hoyle-Zilva 74) : Apfelsinensaft wird mit cinem UberschuB
von gefilltem Calciumecarbonat versctzt, gerithrt und nach 1stindigem Stehen fil-
triert. Das Filtrat wird im Vakuum bei hochstens 50° auf !/, eingoengt. Man ver-
setzt die Losung mit 1 des Volumens an absolutem Alkohol und verwirft den
Niederschlag. Das Filtrat wird im Vakuum vom Alkohol befreit. Die Losung ist
haltbarer, wenn sie mit Zitronensidure schwach angeséduert wird.

2, Methode von Zilva: Man engt dezitrierten Apfelsinensaft oder Zitronen-
saft auf 1/,, des Volumens ein und setzt pro Liter Saft 7 g reine Zitronensiure zu.
Die Losung ist sehr haltbar.

68) Tillmanns c. s., Biochem. Z. 250, 312 (1932).

69) Zilva c. s., Biochemic. J. 18, 633 (1924); 21, 698 (1927); 23, 1199 (1929).

70) Szent-Gyorgyi c. s., Biochemic. J. 22, 1387 (1928); 27, 278 (1933);
Nature (Lond.) 576, 690 (1932).

71) Cox-Hirst, Nature (Lond.) 130, 888 (1932); Chem. a. Ind. 52, 221 (1933).

72) Karrer c. s., Biochem. Z. 258, 4 (1933); Helvet. chim. Acta 16, 302 (1933).

73) Micheel c. 5., Nature (Lond. 131, 274 (1933); Z. physiol. Chem. 215, 215
(1933); 216, 233 (1933).

74) Hoyle-Zilva, Biochemic. J. 21, 1121 (1927).
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XI. Die Darstellung des Vitamins C in kristallisierter Form

1. Methode von King und Mitarheiter 75)

Anhand der Methoden von Grettlie-King-Waugh usw. haben neuerdings
King und Mitarbeiter eine Methode ausgearbeitet, die es gestattet, das Vitamin C aus
Zitronensaft mit einer Ausbeute von 100—150mg pro Liter in reiner Form zu gewinnen.

3 Liter Zitronensaft werden durch Gaze filtriert, mit 7 g basischem Bleicarbonat
(2PbCOy, - Pb(OH),, kupferfrei!) pro 100 ccm versetzt und 3 Stunden geriihrt. Die
Lésung wird mit einer gesittigten Lésung von neutralem Bleicarbonat (etwa 500 ccm
fir 3 Liter) versetzt und weitere 30 Minuten geriihrt. Dann wird der Niederschlag
abzentrifugiert.

Das klare Filtrat wird auf 0° abgekiihlt und wihrend dieser Zeit Kohlendioxyd
hindurchgeleitet. Verdiinntes Ammoniak (1:3) wird zugesetzt, bis die Lésung
Pg = 7,6 zeigt (Phenolrot). Der ausfallende gelbe Niederschlag, der das Vitamin C
enthilt, wird in Essigséure 1 : 3 gel6st und nochmals durch Zugabe von Ammoniak bei
Px = 7,6 gefillt. Bleiben die Filtrate gelb, so enthielt die Losung entweder zu wenig
Ammoniak oder zu wenig Bleiacetat. Der umgefillte Niederschlag wird in Salzsiiure
1:1 geldst. Die Reaktion mufl deutlich kongosauer sein. Die Lésung wird zwecks
Entfernung der Fette usw. mit dem halben Volumen n-Butylalkohol ausgeschiittelt.
Die wiirige Schicht versetzt man mit Alkohol zu einer Konzentration von 75 9,.

Die Losung wird zentrifugiert. Der Niederschlag besteht zum gré8ten Teil aus Blei-
chlorid. Die Lésung wird auf 10 cem eingeengt (Vakuum, Temperatur nie tiber 40°!
Alle Operationen unter CO, durchfithren!) und mit 100 cem Aceton versetzt.

Der Niederschlag, der meist aus anorganischen Salzen besteht, wird entfernt,
das Filtrat mit Bariumcarbonat neutralisiert, mit 5 g feinem Seesand versetzt und
zur Trockne verdampft (Vorsicht, s. oben!).

Der Riickstand wird mit 15 eem trockenem Benzol ausgezogen und die Losung
verjagt. Der Riickstand wird mit 200 ccm absolutem Benzol gut bedeckt, tiber
Nacht stehen gelassen.

Das klare Filtrat wird abzentrifugiert, zur Trockne verdampft und mit 30 cem
eines absoluten n-Propylalkohols aufgenommen. Nach Abkithlung auf 0° wird die
Loésung mit demselben Volumen Petroléther (30—60°) versetzt, der Niederschlag
abzentrifugiert und zum Filtrat weitere 60 cem Petrolather gegeben. Der entstehende
Niederschlag wird ebenfalls abzentrifugiert.

Die Losung wird bei 0° aufbewahrt.

Die beiden Niederschlige werden getrennt nacheinander mit 25 cem n-Propyl-
alkohol 10 Minuten bei Zimmertemperatur extrahiert und die Losung wieder durch
Zugabe von 75 ccm Petroléther gefillt.

Diese beiden Filtrate werden mit dem obigen vereinigt, zur Trockne verdampft,
mit 15 cem absolutem Benzol aufgenommen und wieder verdampft.

Der Riickstand wird im kleinsten Volumen n-Propylalkohol gelést und mit
Petroliéther versetzt, bis eben eine beginnende Féllung erscheint. Die Losung wird
im Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd im Eisschrank der Kristallisation tiber-
lassen, die meist nach 24 Stunden vollsténdig ist. Bei unvollstéindiger Kristallisation
wird der Alkohol im Vakuum weiter abgedampft.

Die Kristalle werden aus Methanol umkristallisiert. Sémtliche Lésungen miissen
absolut trocken sein. Vorsicht vor Spuren Cu! '

2. Methode von Svirbely-SzentzGydrgyi 76)

50 kg Paprika werden gemahlen und mit 1750 cem heill geséttigter Barium-
acetatlésung versetzt. Nach 1stiindigem Stehen pre8t man die Flissigkeit ab. Aus-
beute etwa 40 Liter. Die Loésung ist bei Ausschlu3 von Luft 2—3 Wochen in der
Kilte besténdig. Man 16st darin normales Bleiacetat zu 5%, und versetzt mit Am-
moniak, bis die Lésung gegen Bromphenolblau -schwach alkalisch reagiert. Der
entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert. Man suspendiert ihn in wenig Wasser

76) King und Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 97, 325 (1932); 84, 771 (1929);
Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 1281 (1933).
76) Svirbely-Szent-Gyorgyi, Biochemic. J. 27, 279 (1933).
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und versetzt mit 25 %iger Schwefelsidure bis zum Umschlag von Thymolblau. Der
Niederschlag von Bleisulfat wird abfiltriert. Man 16st im Filtrat Bariumacetat zu
109% und verwirft den entstehenden Niederschlag. Das Filtrat wird mit 5—109,
Bleiacetat ausgefillt. Dann macht man die Losung gegen Bromthymolblau alkalisch.
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und wie oben behandelt.

Die Filtrate (etwa 1500—2000 ccm) werden mit Ammoniak abgestumpft
(Thymolblau noch nicht gebldut) und im Vakuum bei 20—30° auf 200—300 ccm
eingeengt. Man fiillt mit dem doppelten Volumen Methylalkohol und verwirft den
unwirksamen Niederschlag. Das Filtrat wird mit demselben Volumen Aceton gefillt
und der Niederschlag mit wenig Alkohol und Aceton extrahiert. Filtrate und Ex-
trakte werden im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt, dann mit 100 ccm Methyl-
alkohol und 500 cem Aceton versetzt. Man filtriert vom Unléslichen ab und wiischt
mit wenig Methylalkohol aus. Die Waschfliissigkeit wird mit Aceton gefiillt. Das
Filtrat wird mit der urspriinglichen Lésung vereinigt.

Man versetzt die Filtrate mit demselben Volumen wasserfreiem, frisch destil-
liertem Ather, dekantiert die iiberstehende Lésung ab und extrahiert den Nieder-
schlag mit wenig Methylalkohol. Der Extrakt wird mit Ather und Aceton behandelt
und das Filtrat mit der Hauptmenge vereinigt.

Die Losungen werden im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt. Der Sirup
wird in groBen Kristallisierschalen iiber Schwefelsiure aufbewahrt. Man stellt gra-
nulierte NaOH in denselben Exsikkator. Bei der Trocknung scheidet sich die Ascor-
binséiure in Kristallen ab, die von der Hauptmasse durch Waschen mit Methyl-
alkohol getrennt werden. Die Kristalle konnen mit Aceton nachgewaschen und im
Vakuum getrocknet werden.

Die Substanz hat den Schmelzpunkt 187—189°. Ausbeute: 6,56 g fir 10 Liter
Saft. Wirksamkeit im 65-Tage-Versuch: 0,5 mg pro die.

Zur Reinigung werden die Kristalle in einem Gemisch von 3 Teilen Methyl-
alkohol und 2 Teilen Dioxan gelést (fiir jedes Gramm etwa 5 cem Gemisch).  Die
Loésung wird im Vakuum eingeengt und iiber Nacht der Kristallisation in der Kilte
iiberlassen. Dic ausgeschiedenen Kristalle werden mit Aceton gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Schmelzpunkt 192°.

Darstellung der Monoacetonascorbinsiiure: 20 g Ascorbinsiure werden mit
500 ccm Aceton und 50 g wasserfreiom Kupfersulfat 24 Stunden geschiittelt. Die
Lésung wird filtriert und im Vakuum auf 14 cingeengt. Nach Zugabe des doppelten
Volumens Petroliather kristallisiert die Monacetonascorbinsiaure in farblosen Pris-
men. Sie werden in Aceton gelést und durch Zugabe von Petroliither erneut gefillt.
Die Ausbeute betrigt 70 9.

Die Substanz wird durch heifles Wasser leicht zerlegt. Die wiedergewonnene
Ascorbinséure hat dic volle biologische Wirksamkeit.

Tabelle 107

. No. of | muivel | Average | fuisi
Fed daily animals | (65 days’ | BCUTVY | Seigng
3";;; score *) 8.

Basal diet only 3 19 13 —98
1,5 cc. lemon juice 3 65 0 222
0,125 cc. paprika juice 2 53%*) 7 —170
0,25 ce. ” 3 53%%) 3 33
0,5 cc. ’ 3 53%**) 1 87
1 mg. monoacetone-ascorbic acid 4 65 1 100
1 mg. ascorbic acid from acetone derivative b 65 0 243
0,6 mg. ascorbic acid from paprika 6 65 0 167
0,6 mg. ascorbic acid reeryst. 5 times 4 65 1 129
Basal diet only 3 21 13 —83
1 ce. alkali glucose 6 19 17 -—62

*) Highest possible score is 24.
**) Chloroformed owing to depletion of supply of paprika juice.
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3. Methode von Tillmanns und Mitarbeiter 77)

Tillmanns und Mitarbeiter stellen das Vitamin C in guter Ausbeute aus Hage-
butten her. Die Methode beruht auf fraktionierter Bleifillung, indem einmal in
saurer, einmal in neutraler und schlielich in alkalischer Loésung in Aceton gefillt
wird. Das Vitamin geht die ersten beiden Male nicht in den Niederschlag. Die letzte
Fiéllung erfolgt durch Aceton, wobei aus dem Filtrat der vorhergehenden Fillung
das Bleisalz des Vitamins fallt.

Reife, von Bliiten befreite Hagebutten werden mit einem scharfen Messer hal-
biert und in einer Flasche mit der dreifachen Gewichtsmenge 0,01 n-Phosphorséure
versetzt. Nach Einleitung von Kohlenséure wird die Flasche mit einem Géraufsatz
versehen und 3 Tage sich selbst tiberlassen.

Die abgegossene und abgeprete Fliissigkeit wird unter Stickstoff in der Ap-
paratur von Naumann auf etwa 30 9%, Trockensubstanz eingeengt und darauf mit
der 4—5fachen Menge Aceton geféillt. Man 148t iiber Nacht stehen und engt das
Filtrat in derselben Weise auf 256—309, Trockensubstanz ein.

Die Losung wird mit demselben Volumen 109 iger Bleiacetatlosung versetzt
und unter Einleiten von Stickstoff 20—30 Minuten geriihrt. Der Niederschlag wird
abgeschleudert, das Filtrat abgehebert und der Niederschlag gewaschen. Filtrat
und Waschwasser werden mit Schwefelwasserstoff vom Blei befreit und die Filtrate
vom Bleisulfid mit Kohlensiure behandelt. Man dampft im Vakuum zur Trockne,
nimmt mit wenig Wasser auf und trocknet die Losung auf Sand. (Der Sand muB
vorher 2mal mit konzentriertem HCl und 1mal mit Kénigswasser und Salzséure
griindlich gekocht und gewaschen werden.) Der Sand wird mit der Vitaminlosung
1 Stunde im siedenden Wasserbad getrocknet (unter Stickstoff) und dann mit reinstem
Methanol extrahiert (15%ige Losung).

Man fillt unter Stickstoff mit der 4—5fachen Menge Ather und befreit das
Filtrat im Vakuum vom Ather. Man 16st in Wasser zu 6—7 9, Trockenriickstand
und fallt mit Liquor plumbi subacet. (D.A.B. VI) bis zur sauren Lackmusreaktion.
Die Fillung wird unter Stickstoff abgeschleudert.

Das Filtrat wird mit dem doppelten Volumen reinstom Aceton goefillt. Der
Niederschlag wird in Aceton aufgeschwemmt und durch Schwefelwasserstoff zer-
legt. Das Bleisulfid wird entfernt. Die Lésung wird im Vakuum zur Trockne ver-
dampft. Der Rickstand wird 10—15 Minuten im Wasserbad bei 80-90° gelassen.
Ausbeute an Wirksamkeit etwa 50-—559,.

Man 16st unter Erwérmen in der gerade notigen Menge Methanol und versetzt
die Lésung mit dem zur Erzeugung einer Tritbung ausreichenden Volumen peroxyd-
freiem Ather. Dann wird mit dem 3fachen Volumen niedrig siedendem Petroliather
gefiillt. Hierbei scheidet sich ein Ol ab, das iiber Nacht kristallisiert. Die iiberstehende
Losung und die Ather-Petrolitherschicht kénnen erneut der Bleifillung unterworfen
werden. Der kristalline Riickstand wird mit Aceton von —5° gewaschen, die Kri-
stalle werden mit Ather bei —5° aus dem Kolben herausgespiilt und auf ein mit
Aceton angefeuchtetes Filter gebracht. Das Filter wird im Vakuum getrocknet.
Die Substanz ist meist noch gelblich gefarbt. Ausbeute 50—609,. Man erhilt aus
35 kg Hagebutten 5,7 g reines Vitamin. Man kann die Substanz aus Methanol mit
Ather-Petrolather umfillen.

XII. Synthese des Vitamins C

Reichstein c.s. 78) sowie Baird-Haworth c. s. 79) stellen das Vitamin C
synthetisch durch Anlagerung von Blauséure an das entsprechende Oson mit
nachfolgender saurer Verseifung dar. 1-Arabinose wird zunéchst in das Osazon
und weiter in das Oson tiberfiihrt. Die Umwandlung des Osons in das Vitamin
erfolgt nach folgender Formulierung:

77) Tillmanns c. 8., Z. Unters. Lebensmitt. 65, 145 (1933).

78) Reichstein c. s., Helvet. chim. Acta 16, 1019 (1933); 17, 510 (1934).
79) Baird Haworth, Chem. Soc. 1933, 1419; 1934, 62.
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CN C=NH co -
: | N ]
H-C=0 HO-C HO-C | HO-C |
I | o | o
C=0 KO-C KO- C ’ HO-C |
| I | |
CH-OH KON, CH-OH oder CH'  +2HC_ CH - + NHCI
| | + H,0
CH - OH CH- OH CH - OH CH- OH +KCl
| | i !
CH, - OH CH, - OH CH, - OH CH, - OH
Oson, offenkettig Ascorbinssdure

geschriecben

Darstellung des 1-Arabinoson: 30 g 1-Arabinosazon werden mit 500 cem 92 9, igem
Alkohol, 3,8 Liter heilem destilliertern Wasser, 30 g Eisessig und 48 g Benzaldehyd
1,5 Stunden gekocht. Die Mischung wird darauf unter Riihren auf 50° abgekiihlt
(ca. 1%, Stunde) und mit Eis weiter gekiihlt. Der entstehende Niederschlag wird
abgesaugt und das Filtrat 3mal mit viel Ather ausgeschiittelt.

Die Ausbeute betriagt etwa 6 g im Hochvakuum gotrocknetes 1-Arabinoson
(409% der Theorie). Die Trocknung erfolgt im Hochvakuum bei 40—500.

Umsetzung des Osons mit Kaliumeyanid: Das Oson wird in 60—80 Teilen
destilliertem Wasser gelést und die Lésung mit Kohle entfirbt. Aus dem Filtrat
wird die Luft durch Stickstoff vertricbhen. Man versctzt vor dem Kaliumcyanid-
zusatz mit NaOH bis die Lésung fast neutral reagiert.

6 g Oson in 400 cem Wasser (luftfrei!) werden bei 15—20° mit ciner Losung
von 3,6 g Kaliumcyanid in etwas Wasser versetzt. Man lidfit in Stickstoffatmosphére
10—15 Minuten stehen und gibt dann Salzséiure bis zur kongosauren Reaktion hinzu
(ca. 6 ccm konzentrierte Salzsdure). Die Losung wird im Vakuum auf 20 ceimn ein-
geengt. Man siittigt den Riickstand mit Kohlensiiure und spiilt mit soviel Wasser,
dafl das Gesamtvolumen etwa 50 ccm betréagt, in ein kleines Koélbehen. Nach Ent-
fernung der Luft durch Evakuieren wird gut verschlossen und 30—40 Stunden auf
48—50° erwidrmt. Darauf wird der Inhalt bei méglichst niedriger Temperatur im
Vakuum eingeengt. (Wasserbadtemperatur maximal 40°.) Der feste Riickstand wird
mit absolutem Alkohol aufgenommen, die anorganischen Salze abfiltriert und mit
absolutem Alkohol gewaschen. Die Losung betrigt etwa 80 cem. Sie wird mit dem
10fachen Volumen frisch destilliertem Ather gefiillt. Der Niederschlag, der noch
reichliche Mengen Ascorbinsiure enthilt, wird in 80 ccm absolutem Alkohol gelost
und erncut mit dem 10fachen Volumen Ather umgefillt. Die Atherfallung gelingt
nur aus saurer Losung. Die klaren Lésungen, die die wirksame Substanz enthalten,
werden im Vakuum vom Ather befreit. Nach dem Erkalten werden die alkoholischen
Loésungen mit alkoholischem Bleiacetat vollkommen gefillt. Das quantitativ aus-
fallende Bleisalz der Ascorbinsiure wird abzentrifugiert, mit Alkohol gewaschen und
nach Aufschwemmen in Wasser mit Schwefelwasserstoff zerlegt (Aufschwemmen
in CO,-gesitsigtern Wasser).

Das Filtrat vom Bleisulfid wird bei maximal 40° im Vakuum zur Sirupkonstistenz
eingeengt. Nach Animpfen des Sirups erfolgt sofort Kristallisation. Die Reinigung
der Kristalle erfolgt durch Verreiben mit absolutem Alkohol und Nachwaschen
mit Alkohol oder Aceton. Zur Reinigung der Ascorbinsiure ist Butylalkohol zu
empfehlen.

Methode von Micheel 80). Die Methode beruht auf der Uberfiihrung der

d-Glucose in die 1-Sorbose iiber den Sorbit. Das Vitamin entsteht durch Um-
lagerung der Sorburonsiure. Die Synthese verlauft iiber folgende Stufen:

80) Micheel c. s.,, Z. physiol. Chem. 225, 13 (1934).
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XIIL. Eigenschaften des Vitamins C
Tabelle 108
Léslichkaevifv:m.r ) e l ‘Wasser »liéricht l6slich; in orgam'scher: iﬁsﬁngsmitteln, wie
’ Methanol schwerer; 16slich in n-Butylalkohol, Propylalko-
hol, extrahierbar durch Petrolidther-Aceton 1:1, Petrol-
dther-Butylalkohol 2: 1 und 4 : 1, Petroliather-Propylalko-
hol 1:1 und 1: 3; léslich in Aceton; Ather unléslich.
Adsorbierbarkeit . . | Nicht adsorbierbar in neutraler Losung an Fullererde oder

Eisenhydroxyd. Adsorption zeigt py-Abhéngigkeit.
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Fillbarkeit . .
Oxydation

Trocknung
" Temperatur-

bestidndigkeit .

Reduktionswirkung

Besondere Eigen-
schaften

Wirksamkeit

. .

Aus dezitriertem Zitronensaft fallbar durch Bleiacetat.

In neutraler oder schwach alkalischer Losung schon an der
Luft oxydiert; leicht oxydierbar in sauerer Losung durch
Jod und halogenierte Indophenolfarbstoffe (quantitative
Bestimmung), C-haltige Losungen werden an der Luft am
besten mit Paraffin tiberschichtet. Sehr empfindlich gegen
H,0, und Oxydationsmittel.

Rasches Trocknen zerstért weniger als langsames. Bei Trock-
nen an der Luft oder Erhitzen tritt Zerstirung ein.

Kochen vernichtet die gesamte C-Wirkung, ebenso Auto-
klavieren; bei Sauerstoffabschlu3 resistenter; in saurer
Losung resistenter.

Reduziert stark Fehling, Silbernitrat und Permanganat,
schon in der Kilte. Es entsteht zunichst aus dem Vitamin
eine reversibel oxydierte Substanz, die wieder in das Vi-
tamin verwandelt werden kann. Die weitere Umwandlung
des Vitamins ist irreversibel.

Kupferspuren beschleunigen die Zerstérung des Vitamins
auflerordentlich. UV.-Bestrahlung vernichtet durch Oxy-
dation.

Die reine 1-Ascorbinsidure, die ein weilles Pulver darstellt,
das sich in Wasser mit stark saurer Reaktion 16st (Schmelz-
punkt 192°), vermittelt vollkommenen Skorbutschutz beim
Meerschweinchen in Tagesdosen von 1,5—2 mg. Die Tages-
dosis von 1 mg ist ausreichend, um wihrond dor ersten
90 Versuchstage das Auftreten von Wachstumsstorungen
zu verhindern. Sio geniigt aber nicht, um das Auftreten
pathologischer Stérungen zu verhiiten. Das Vitamin C ist
auch in hohen Dosen vollkommen ungiftig. Die Schutz-
wirkung von 0,5 mg 1-Ascorbinséiure stimmt mit der
Schutzwirkung von 1,5 cem Zitronensaft tiberein. Die
damit behandelten Tiere sind vor Gewichtsabnahme und
makroskopischen Verinderungen noch zu einer Zeit ge-
schiitzt, in der die unbehandelten Kontrollen schweoren
Skorbut zeigen. Dagegen sind bei den Tieren an Trans-
versalschnitten durch die Schneidezabhnwurzeln schon
Skorbutveranderungen festzustellen.

Das Vitamin C,

Die alte Ansicht von Bezssonoff 1), daB es mehr als ein C-Vitamin gibt,
wird neuerdings durch Versuche von Euler bestitigt 2). Die auffillige Er-
scheinung, daB C-arm ernihrte Meerschweinchen hiufig an Pncumokokken-
Pneumonie erkranken, findet dadurch eine Erklirung. Es zeigte sich namlich,
daB Tiere im Gewicht von 125—250 g, die mit einer vollstindigen Didt auf-
gezogen wurden und dann auf eine C-freie Kost gesetzt werden, durch Ascorbin-
siure und Zitronensaft in gleicher Weise vor Skorbut geschiitzt werden konnen.
Die Schutzwirkung des Saftes ist allein durch die darin enthaltene Ascorbin-

1) Bezssonoff, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 9, 568 (1927).

2) Euler, Ark. Kemi. Miner. Geol. 11, Nr. 19 (1933).



286

saure erklirlich. Infiziert man aber die C-arm ernihrten Tiere mit Pneumo-
kokken und gibt nun den einen Ascorbinsiure und den anderen Apfelsinensaft
oder Zitronensaft, so werden die mit Saft behandelten Tiere wirksamer ge-
schiitzt als der im Saft vorhandenen Menge an Ascorbinsiure entspricht.

Daraus ist zu vermuten, daBl im Zitronensaft auBer Ascorbinsiure noch
ein Stoff vorkommt, der an der Schutzwirkung gegen Baktemen beteiligt ist.
Der neue. Faktor wird mit C, bezeichnet.

Vitamine zweifelhafter Natur

1. Der Forellenfaktor H

Nach McCay 8) und Mitarbeitern ist fiir das Wachstum junger Forellen eine
Substanz nétig, die mit keinem der bisher bekannten Vitamine identisch ist. Dieser
Stoff ist wasserloslich, unloslich in Alkohol und Ather. Trocknen zerstért ihn. Er
wurde bisher nachgewiesen in Fleisch, roher Leber und in Magermilch.

Beziehungen dieser Substanz zu dem Faktor von Fixen sind nicht bekannt.
Dieser ist eine Substanz, die X genannt, in roher Leber und Milech vorkommt und
durch Trocknen zerstort wird. Sie schiitzt junge Ratten vor der schiddlichen Wir-
kung einer Nahrung, die als Protein nur Eierciwei3 enthélt.

2. Der antiparalytische Faktor

Keenan-Kline-Hart-Elvehjem und Halpin 4) beschrieben neuerdings
bei Kiicken eine Mangelkrankheit, die durch das Foehlen zweier bisher nicht klassifi-
zierbarer Vitamine zustande kommt. Erndhrt man 1 Tag alte Kiicken mit einer
Kost aus 249, Casein, 63,59, Dextrin, 2,5%, Salz (Steenbock-Nelson - Gemisch
40, so modifiziert, da} es 0,246 g MnSO,, 2H,0, 0,209 g ZnCl,, 0,225 g CuSO,

5H20 enthiilt), 8 9% Hefe und 29, Lebertran, so erreichen die Tiere mit 3 Wochen
ein Gewicht von 70 g. Nach weiteren 2—3 Wochen zeigen sich typische Mangel-
erscheinungen, die unter dem Namen Paralyse zusammengefat werden.

Die hauptséchlichsten Erscheinungen sind Gewichtsstillstand, Gehstorungen
und Koordinationsstérungen. Die Tiere liegen auf der Seite und fallen beim Versuch
zu gehen bald wieder um. In allen Fillen wird eine deutliche Atrophic der Bein-
muskeln festgestellt. Der Zustand dauert einige Tage bis zum Tode. Die patho-
logische Untersuchung ergab Degeneration des Zentralnervensystems. Die Befundo
sind moglicherwoise dieselben, die Pappenheimer und Mitarbeiter ) und Hogan 6)
an ihren Paralysevogeln beobachteten.

Die Erkrankung lifit sich weder verhiiten noch heilen durch Zugabe der Vi-
tamine A, D, E, C, B, oder B,. Nur die Zugabe von Trockenleber, und zwar in
Mengen von 18 9, der Kost, verhiitet die Entstehung der Avitaminose. Der Gewichts-
stillstand wird ebenfalls dadurch behoben, so da3 die Tiere mit 6 Wochen ein Gewicht

‘von 334 g erreichen. Die wirksame Substanz 148t sich durch Extraktion mit Ather
oder 75 %igem Alkohol aus der Leber nicht entfernen. Dagegen gelingt es, durch
eine Wasserextraktion (3mal bei 60° je 12 Stunden) einen Teilfaktor in Losung
zu bringen.

Nach der Extraktion mit Wasser enthélt der Leberriickstand noch die Substanz,
die fiir das Wachstum der Tiere nétig ist. Eine Kost, die 189, der extrahierten
Leberrickstinde enthilt, ermoglicht fiir 2—3 Wochen normales Wachstum der
Kiicken. Dann aber treten die Erscheinungen der Paralyse auf, und zwar viel schwerer
als ohne Zugabe. Der wiBrige Leberextrakt enthilt die Substanz, die der Paralyse
entgegenvnrkt Tiere, die aber nur den wirigen Extrakt erhalten, wachsen schlecht.

3) McCay, Science 67, 249 (1928); J. Nutrit. 1, 233 (1929).

4) Keenan-Kline c. s, J. of biol. Chem. 103, 671 (1933).

5) Pappenheimer c. s., J. of exper. Med. 53, 11 (1931).

6) Hogan und Mitarbeiter, Missouri Agric. Exp. Stat. Res. Bull. 198 (1932).
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Es geht aus diesen Versuchen hervor, daB Leber zwei Faktoren enthiilt, die fiir
die normale Entwicklung der Kiicken nétig sind, und zwar einen Wachstumsfaktor
und einen Antiparalysefaktor.

Die hbiologische Auswertung des antiparalytischen Faktors

Zur Auswertung des antiparalytischen Faktors wird die obige Grunddiiit unter
Zusatz des Wachstumsfaktors verfiittert. Man gibt diesen in Form von fettfreien,
extrahierten Leberriickstinden (109, der Diit). Da der Wachstumsfaktor hitze-
stabil ist, der antiparalytische aber durch Autoklavieren zerstort wird, ist es méglich,
durch Autoklavieren der Kostbestandteile das antiparalytische Vitamin zu entfernen.

Ernidhrt man Kiicken mit einer solchen Kost, so erscheinen nach 2—3 Wochen
ziemlich unvermittelt die Erscheinungen der Paralyse. Der Test wird prophylak-
tisch gehandhabt, indem die Tiere zur Diit téiglich die zu untersuchende Substanz
erhalten. Die Versuchsperiode dauert 6 Wochen. Es wird diejenige Menge bestimmt,
die vollkommene Paralysefreiheit gewihrleistet. Ein Beispiel geht aus folgender
Tabelle hervor.

Tabelle 109

hl;w”] \ Gewicht | An Para- Tot
Zahl der arayse nach lyse er- ote
. Substanz nach nach 6
Kiicken ‘Wochen krankte
Wochen . ‘Wochen
3 | 6 Tiere
14 Keine 3 100 — 13 9
12 Vitamin B, aus Leber — 125 | 310 — -
6 ' ,, Gras — 90 | 262 —_ —
4 » ,, Alfalfa 4 75 | 150 2 -—

Darstellung des antiparalytischen Faktors

Die Darstellung des antiparalytischen Faktors geschieht nach den von Kinners-
ley und Mitarbeitern ausgearbeiteten Verfahren fiir die Gewinnung des Vitamin B,.
Der unbekannte Faktor, der bei Kiicken die Paralyse verhiitet, scheint mit dem
Rattenfaktor B, identisch zu sein.

600 g entfettete Leber werden 3mal mit Wasser extrahiert (600 cem Wasser
pro 100 g Material). Jede Extraktion wird 2 Stunden lang bei 60° ausgefiihrt. Die
vercinigten Filtrate haben ein Volumen von etwa 12 Litern.

Man gibt fiir jeden Liter des Extrakts 10 cem einer 25 9%igen neutralen Blei-
acetatlosung hinzu und ldBt iiber Nacht stehen. Der Extrakt wird dann mit der
Bleilssung behandelt, bis keine weitere Fiillung erfolgt. Die Loésung wird durch
ein Buchner-Filter filtriert und mit heilern Baryt behandelt. (400 g BaOH auf
100 cem kochendes Wasser.) Der Niederschlag wird abfiltriert. Das Filtrat wird
(so schnell als irgend moglich) mit Schwefelsiure bis zum py = 1 versetzt. Nach
2stiindigem Stchen wird der Niederschlag entfernt, py genau auf 1 cingestellt
(Salzsiiure). Diese Losung wird nun 30 Minuten mit 90 g Kohle geriihrt, die Kohle
abfiltriert, mit 150 ccm einer 0,1 normalen Schwefelsiure gewaschen und mit 200 cem
50 9, igem Alkohol (der mit Salzsdure bis zum py = 1 versetzt wurde) hehandelt.
Nach Stehen iiber Nacht wird die Losung auf 70° erhitzt und die Kohle abfiltriert.
Diese Elution wird 3mal wiederholt. Die Extrakte werden dann im Vakuum (nicht
iiber 45°) auf ein solches Volumen eingeengt, daB3 1 cem 4 g Leber entspricht. Der
Extrakt wird mit Natronlauge auf py = 3 gebracht und kiihl aufbewahrt.

Die Losung enthilt etwa 14—/, der urspriinglich in der Lober vorhandenen
Wirksamkeit. Vom Extrakt geniigen tiglich zur Verhiitung der Paralyse wihrend
der ersten Woche eine Menge, die 2 g Leber entspricht. Fiir 2 Wochen sind 3 g und
fiir 3, 4, 5 und 6 Wochen 6, 10, 14 und 16 g erforderlich.

Auch aus ,,Kentucky*-Blaugras kann nach Extraktion des trockenen Materials
mit Ather ein wiBriger Extrakt hergestellt werden, der unter Umstinden noch wirk-
samer ist als die Leberextrakte.
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Der Faktor ist wahrscheinlich auch in der Hefe vorhanden, kann aber
vielleicht erst nach S#urehydrolyse vom Kiicken ausgenutzt werden (Hogan
und Mitarbeiter).

3. Der Wachstumsfaktor

Es ist noch nicht untersucht, ob der hier aufgefundene Wachstumsfaktor der
Leber identisch ist mit der Substanz, die Mapson 7), Daggs 8), Seegers-
Smith 9) in der Leber auffanden.

Uber #hnliche Untersuchungen und Beobachtungen an Kiicken berichten
Madsen-McCay und Maynard10), Norris und Mitarbeiter 11) sowie Bethke
und Mitarbeiter 12).

Es ergibt sich daraus, vorausgesetzt, da3 die antiparalytische Substanz mit dem
Vitamin B, identisch ist, daB Kiicken nicht nur die Vitamine B, und B,, sondern
auch das Vitamin B, und dazu noch einen weiteren Wachstumsfaktor benétigen.

4. Der kohlenhydrathaushalt-regulierende Faktor von Wesson und
Murrell

Wesson c. s. beschrieben bei Ratten auf einer fettarmen Kost die Erscheinung,
daB zugefiihrte Kohlenhydrate abnorm in Fett verwandelt werden. Die Stérung
kann durch Zufuhr von Fett und Schmalz behoben werden. Es ist nicht sicher,
ob es sich hierbei um die spezifische Wirkung eines wirklichen Vitamins handelt.

7) Mapson, Biochemic. J. 26, 970 (1932).

8) Daggs, J. Nutrit. 4, 443 (1931).

9) Seegers-Smith, J. of biol. Chem. 100, Proc./XXXVII (1933).

10) Madsen-McCay-Maynard, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 1434
(1933).

11) Norris c. s., Poultry Sei. 9, 133 (1930); 10, 93 (1931).

12) Bethke c. s., Poultry Sci. 10, 355 (1931).
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extrinsic factor-Mangel, Symptomo 229 ff.

F

Fézes-py-Test, Vitamin D- 119.

Faktor R, biologische Auswertung 245.

— Darstellung 245.

— Natur des — 245.

Faktor Y 244.

— Vorkommen 244.

Farbreaktion, biologischer Test und —
61.

Fehlergrenze, Testmethoden- 4.

Fermente, Vitamine und — 1.

Fett, Ernéhrung 22

Fettgewebe, Vitamin A-Speicherung 64.

— Vitamin E-Speicherung 151.

Fettlosliches Wachstumsvitamin, Dar-
stellung 157.

— — Eigenschaften 157.

— — Test 155ff.

— — Vorkommen 156ff.

Fettloslichkeit, Vitamine 2, 26ff.

Fettmangel, Nahrungsinsuffizienz und -—
11.

Fettmangelkrankheit, Wachstums-
vitamin und — 154.

Fettverseifung, Vitamin D-Gewinnung
und — 143.

Fischleberole, Blauwerte 60.

Flavin, chemische Natur 212ff.

— Eigenschaften 218.

— Fermentnatur 213.

zufiitterung 24.

— Vitamin B, und — 200ff.

Vitamin F und — 244.

Vorkommen 210ff.

Flavinbestimmung, chemische — 208ff.

— Fluoreszenzmethode 210.

Fleisch, Analysen 20.

— extrinsic factor in — 233.

— Forellenfaktor H 286.

— Vitamin A-Gehalt 65.

— Vitamin B,-Komplex in — 233.

Fluoreszenzmethode, Flavinbestimmung
210.

201

I Forellenfaktor H 286.

i Forellenwachstumsfaktor 3.
Frauenmilch, Vitamin D-Gehalt 141,
— Vitamin H 246

!Fﬁtt@rungstechnik 24.

| — Ratten- 31, 32.

i Fullererdeadsorbat, Reisschalen- 1886.

| Fullererdeadsorption, Vitamin B,-Kon-

: zentrat und — 196.

! Futterformen 15ff.

' Futtermittel, Analysen 17ff.

G

Gehirn, Carotingehalt 70.

— Flavingehalt 211.

— Vitamin B,-Gehalt 188.

— Vitamin B,-Komplex in 233.

Gelatine, Nihrwert 20.

Gemiise, Analysen 19.

— Vitamin E-Gehalt 150.

Genitalkrankheiten, Vitamin A-Mangel
und — 26.

Gerste, Vitamin B,-Gehalt 183.

— Vitamin B, 235.

setreide, Analysen 17,

— Vitamin B;-Werte 183.

Gewichtskurven, Vitamin A-Test und —
43ff.

Giftgrenzdosis, Definition 82.

-— Vitamin A- 30.

Glaxo-Cascin, Vitamin A-Test und — 35,
38.

— Wachstumsvitamin und — 154.

Gliadine, Chemio 21.

Globuline, Chemic 21.

Gluten, Vitamin B,-Gehalt 183.

Grapefruit, Hoxuronsduresaft 275.

Gras, fettlosliches Wachstumsvitamin
156.

— Flavingehalt 211.

—- Vitamin B;-Gehalt 188.

— Vitamin C 278.

Griinkohl, Vitamin B,-Gehalt 188.

— Vitamin C-Gewinnung 272.

Haemorrhagicn, Vitamin B, und —
161.

Hafer, Analysen 19.

— rachitogene Kost und — 88,

— Vitamin B,-Gehalt 188.

Haferflocken, Hexuronsaurewert
275.

— Vitamin B;-Werte 183.

Haferkost 12.

Hafermehl, Vitamin B,-Gehalt 188.

Hagebutten, Flavingehalt 211.

— Vitamin C-Darstellung 282.

Harn, Flavingehalt 211.

— Vitamin C 276.

[ Harnauffangvorrichtung 9.

19*
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Harn-Vitamin C-Bestimmung 2786.
Hartwell-Didt 15.
Hautfaktor, Vitamin- 3.
Hautkrankheiten, Vitamin A-Mangel und
— 26.
Hefe, fettlosliches Wachstumsvitamin
157.
— Faktor R 245.
Faktor Y 244.
Flavingehalt 210, 211.
Vitamin B,-Gehalt 188.
Vitamin B,-Standard 178.
" — Vitamin B,-Werte 183.
— Vitamin B,-Gehalt 208.
— Vitamin B,-Komplex 234.
— Vitamin B, 235.
— Vitamin B, 239.
— Vitamin By 243.
— Vitamin D-Gehalt 141.
— Vitamin E-Gehalt 150.
— Vitamin H 2486.
Hefe-Ergosterin, Darstellung 144.
Hefeextrakt, Faktor R-Darstellung 245.
— Testfiitterung 24.
— Vitamin B, 228.
— Cenovis, Flavingehalt 211.
Hefekochsaft, Vitamin B,-Gehalt 212.
Hefekonzentrat, Vitamin B,-Standard
178.
Hefevitamin, chemische Natur 197.

Hefevitamin D, UV-Bestrahlung und —

141.

Heilbutt, Blauwerte 60.

Heilungstest, Vitamin A 39.

Hellige Kolorimeter, Antimontrichlorid
reaktion und — 57, 58.

Hemeralopie, Vitamin A-Mangel und —

26, 28.
Hepaflavin 213.
Herzmuskel, Vitamin B,-Gehalt 188.
— Vitamin B,-Gehalt 212.
—- Vitamin B,-Komplex in — 233.
Herztest, Vitamin B;- 183, 184.
Heu, Vitamin B,-Gehalt 188.
Heubner-Frerichs-Test 102.
Heumehl, Flavingehalt 211.
Hexuronsédure, chemische Natur 279.
— Vorkommen 275.
Hexuronsiure-Standardisiorung, Vita-
min C-Gewinnung und — 274.
Hippoglossus, Blauwerte 60.
Hirse, Vitamin B,-Gehalt 183.
Honig, Flavingehalt 211.
Hormone, Vitamine und — 1.
Huhnchenversuche, Vitamin D-Test 138.
Hiihner-Beriberi, experimentelle — 161.
Hiihnergicht, Vitamin A-Mangel und —
27

Hiihnerhaltung 9.

Huhn, Blauwerte 60.

— Vitamin A-Test 34.

— Vitamin A-Mangel 28.

Hiilsenfrichte, Analysen 17ff.

— Niihrwert 19.

Hundekuchen, Analyse 16.

Hypervitaminose A, Symptomatologie
29ff.

Hypervitaminose D, Symptome 77ff.

Hypophyse, Flavingehalt 211.

Hypophysenvorderlappen, Vitamin E-
Gehalt 150.

|
initial fertility, Vitamin E und — 151.
International-Standard, Vitamin B, 178.
intrinsic factor, Natur des — 230.
Irvine-Brand-Nelson-Diit 14.

‘ J
: Jensen-Sarkom, Flavingehalt 211.
| Jones-Robson-Diit 14.

K

i Kafige 5f.

| Kalk, Vitamin D-arme Kost und — 93.

‘;Kalkmangel, Symptome 11.

' Kaninchenhaltung 8.

: Kapillarwandschidigung, Vitamin C-Test
270. :

Karotten, Flavingehalt 211.

. — Hexuronsiurewert 275.

. — Vitamin A-Gehalt 65.

- — Vitamin B,-Gehalt 188.

- — Vitamin C 278.

: KarottenpreBsaft, Vitamin C 278.

Kartoffeln, Flavingehalt 211.

—- Hexuronsdurewert 275.

| Vitamin B,-Gehalt 188.

Vitamin C 278.

Vitamin D-Gehalt 141.

Vitamin H 246.

! Karzinom, Vitamin A-Mangel und — 27.

Katalysatoren, Vitaminbildung und —
1.

Katatorulin, Vitamin B,-Test und — 185.

Katzenleber, Farbstoffspeicherung 64.

Keratomalacie, Vitamin A-Mangel und —
217.

Keratose, Vitamin A-Mangel und —- 27.

Key-Elphick, Skorhutzahntest 262ff.

Key-Morgan-Line-Test 99.

Kinnerley-Peters-Taubentest, Vita-
min B,- 171.

Klassifizierung, Vitamin- 1ff.

Klee, Vitamin A-Gehalt 65.

— Vitamin D-Gehalt 141.

Kleie, Vitamin B,-Komplex in — 234.

| Knochen, Skorbuttest 269.

|
|
1
i
!
[H—
|
|
i




Knochenaschenmethode 82ff.

Knochenaschetest 130ff.

Knochenaschewerte, Tabellen 130ff.

Knochenerkrankungen, Vitamin C und —
249,

Knochenkalktest 135ff.

Knochenwachstum, Histologio 72 ff.

— Vitamin D-Mangel und — 72ff.

Kohl, Hexuronsdurewert 275.

— Vitamin B,-Gehalt 188.

—- Vitamin B,-Gehalt 208.

— Vitamin B,-Komplex in — 234,

— Vitamin C 278.

— Vitamin D-Gehalt 141.

Kohlehydrate, Fiitterung 22,

Kohlehydrathaushalt, regulierender Fak-
tor 288.

Kohlriibe, Vitamin C-Gewinnung 272.

Kolorimeter, Carr-Price-Reaktion- 55ff.

Kolorimetric, Carotinbestimmung 69.

Kolpokeratosetest, Vitamin A-Auswer-
tung 40, 49ff.

Kon-Didt 15.

Kondensmilch, Vitamin A-Gehalt 65.

Kostbestandteile, Reinigung 168, 169.

Kostform, Vitamin- 23ff.

flavinfreie —- 201ff.

leg-weakness 139.

- rachitogene 85ff.

- Ratten- 12ff.

Skorbut- 251.

Tierversuch- 11.

U-8-Pharmakopéde- 32.

Vitamin A-freio 34ff.

Vitamin B;-Test 166ff.

Vitamin B,-freie 201ff.

Vitamin D-arme 87ff.

Vitamin E-freie 148.

Beard 16.

Bills-Honywell-Wirick-Nussmeier 14,

- Coward 13.

Hartwell 15.

Irvine-Brand-Nelson 14.

Jones-Robson 14.

Kon 15.

Laquer, Vitamin A-Test und — 32.

- McCollum 13.

Sherman 13, 85.

— Vitamin A-Test und — 32.

Steenbock 13, 85.

— Vogt-Méller 16.

Kostmischungen 12.

— Analyse 17ff.

— Vitamin B,-Auswertung 237.

— Vitamin Bg-Test und — 222.

— Vitamin C-freie 253.

Kotsammlungsvorrichtung 9.

Kréampfe, Vitamin A-Mangel 26.

Kraniotabes, VitaminD-Mangel und —71{f.
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: Kryptoxanthin, Mais- 71.
Kiicken, Vitamin A-arme Diit fiir — 39.
Kiickenhaltung 9.
— Vitamin B,-Test und — 1865.
Kiickenkostform, Vitamin B,-Test 167.
Kiickenpellagra 221.
Kiickenpolyneuritis 161.
Kiickenskorbut 250.
Kiickenversuche, Vitamin D-Test 138.
Kiirbissaft, Vitamin C 278.
Kuhmilch, Flavingehalt 211.
! — Vitamin B,-Gehalt 188.
— Vitamin H 246.
Kurativ-Beriberitest, Tierauswahl 166.
Kurativ-Line-Test 93ff.
Kurativmethoden, Rachitis- 116ff.
Kurativrattentest, Vitamin B, 173, 174.
Kurativrontgenmethode, Vitamin D-Test
1071f.
Kurativrontgentest,
Webster 111.
Kurativtaubentoest, Fehlorgrenze 172.
-— Vitamin B, 171, 172.
Kurativtestmethoden, Vitamin A- 46ff.
— Vitamin D 82ff.
Kurativwachstumstest, Vitamin A 40ff.
| Vitamin B, 204ff.
! — Vitamin B, 238.
}—— Vitamin C 266ff.
1

Bourdillon-Bruce-

‘ L
!La(:toflavin 213.
i Laktation, Manganmangel und — 12.
' Laktoflavin, Darstellung 218.
" Laktation, Vitamin B, und — 212.
— Vitamin E-Mangel und — 147.
iLaqunr-Diii,t, Vitamin A-Tost 32.
‘lLuttich, Vitamin B,-Komplex in 234.
i Leber, Antiparalysefaktor 287.
i — Carotinbestimmung in — 70.
| Faktor Y 244.
fettlosliches Wachstumsvitamin 156.
Flavingehalt 211.
Forellenfaktor H 286.
Hexuronsédurewert 275.
Vitamin A-Bestimmung 59ff.
Vitamin A-Gehalt 65.
Vitamin A-Speicherung 64.
Vitamin B;-Gehalt 188.
i’ Vitamin B,-Gchalt 212.
! Vitamin B,-Komplex in — 233.
| — Vitamin B, 235.
| Vitamin E-Gehalt 150.

— Vitamin E-Speicherung 151.
| — Vitamin H 246.

Leberextrakt, extrinsic factor in — 233.
! Leberkochsaft, Vitamin B,-Darstellung
| und — 216.
| Leberole, Vitamin-D-Gewinnung 144.

| —
1
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Leberprefisaft, Vitamin B,-Gehalt 212.

Lebertran, Testfiitterung 23.

— Vitamin A-Auswertung 56ff.

— Vitamin A-Gehalt 65.

— Vitamin A-Konzentratgewinnung 67.

— Vitamin A-Test und — 43, 47.

— Vitamin D-Gehalt 141.

— Vitamin D-Gewinnung 143.

Lebertranprophylaxe, Cholesterin- und —
139.

Lebertran-Vitamin A-Bildung 64.

leg-weakness-Kost 139.

Leguminosen, Vitamin C 278.

Leuko-lactoflavin 213.

Light-white-Casein, fettlésliches Wachs-
tumsvitamin 156.

Limonensaft, Vitamin C 278.

Line-Test 83, 93ff.

— Auswertungsbereich 140.

— Fehlergrenze 140.

— Fehlerquellen 107.

Line-Test-Methode, Modifikationen 95ff.

Linsen, Vitamin B,-Gehalt 188.

Lipoidspeicherkrankheit, Hypervitami-
nose A und — 30.

Londoner Vitaminkonferenz 140.

Lovibond-Einheiten, Vitamin A 58.

Lumiflavinmethode 208ff.

— Fehlerquellen 210.

Lumi-lactoflavin 213.

— Synthese 214.

Lumisterin 142.

Lungen, Flavingehalt 211.

— Vitamin A-Gehalt 59, 65.

Lykopin, Carotinbestimmung und — 69.

Lyochrome chemische Natur 213.

M

Me Collum-Didt 13.
McCollum-Kostform, rachitogene 89.
Me Collum-Simmonds-Salzmischung 23.
Miuse, Hypervitaminose A 29.
— Vitamin B,-Test 166.
— Vitamin E-Bedarf 153.
Méusehaltung 7ff.
Miusekostform, Vitamin B;-arme 170.
Méusezuchtdiat 16.
Magermilch, Forellenfaktor H 286.
Magermilchtrockenpulver, Vitamin B,-

Komplex in — 234.
Magnesium, rachitogene Kost und — 88.
Magnesiummangel, Symptome 11.
Maintenance-Faktor, Vitamin B; 242.
— -Test, Plimmers 183.
— — Vitamin B, 179.
Mais, Kryptoxanthin 71.
— Vitamin A-Gehalt 65.
— Vitamin B,-Gehalt 183, 188.
— Vitamin B,-Komplex in — 234.

Mais, Wachstumswirkung 71.

Maisol, Vitamin A-Gehalt 65.
Makrelenhecht, Blauwerte 60.
Makrelenleber, Vitamin A-Gehalt 59.
Malz, Vitamin B,;-Gehalt 188.
Malzextrakt, extrinsic factor in — 233.
— Flavingehalt 211.

— Vitamin B, 235.

Mandarinensaft, Vitamin C 278.

Manganmangel, Laktation und — 12.
| Mangelkrankheiten, nichtavitamingse
11.

— Vitamin A 26ff.

Maniokwurzel, Vitamin E-Bedarf 154.

Marmite, fettlosliches Wachstumsvitamin

157.

— Flavingehalt 211,

— Testfiitterung 24.

— Vitamin B,-Gehalt 188.

{ — Vitamin B,-Werte 183.

i — Vitamin B, 243.

i Meerschweinchen, Blauwerte 60.

| — Haferkost 12.

i — Vitamin A-arme Didt fir — 39.

I — Vitamin A-Mangel 28.

" — Vitamin A-Test und — 34.

! — Vitamin C-Auswertung 250, 251.

! Meerschweinchenhaltung 8.

' Mehl, Analysen 18.

- Menschenharn, Flavingehalt 211.
Merkurisulfatféllung, Vitamin B, — 239.
Metaphysenspaltmessung 110,

Milch, fettlosliches Wachstumsvitamin

: 156.

— Flavingehalt 211.

! — Hexuronsaurcwert 275.

" — Niihrwert 20.

f ~- Vitamin A-Gehalt 65.

" — Vitamin B,-Komplex in — 234,

—- Vitamin B, 2335.

" — Vitamin D-Gehalt 141.

:— Vitamin H 246.

i;Milchsii.u1r'0bakterien, Flavingehalt 210.

' Milz, Flavingehalt 211.

. — Vitamin B,-Komplex in — 233.

. — Vitamin E-Gehalt 150.

! Mineralmangel, Krankheitscrscheinungen

i 11.

| Mineralstoffwechsel, Vitamin D-Mangel

und — 75.

Mohren, Vitamin C 278.

Monoacetonascorbinsdure, Darstellung

i 281.

| Morgan-Line-Test 104.

Muskel, fettlosliches Wachstumsvitamin

156.

— Vitamin B,-Gehalt 212.

— Vitamin B, 235.

— Vitamin E-Speicherung 151.




N

Nachtblindheit s. Hemeralopie.

Nahrungsmittel, Analysen 18.

— Vitamin-C-haltige Losungen 271.

Nahrungsinsuffizienz 11ff.

Nebenniere, Flavingehalt 211.

— Skorbuttest 269.

Nebennierenrinde, Hexuronsidurewert 275

Nervenstorungen, Vitamin A-Mangel und
— 26.

Nichtrachitogene Vitamin D-freie-Kost
92 ff.

Niere, Flavingehalt 211.

— Vitamin A-Gehalt 59, 65.

— Vitamin B,-Gchalt 212.

— Vitamin B,-Komplex in — 233.

— Vitamin D-Hypervitaminose und —
80.

-— Vitamin H 246.

Noritadsorption, Vitamin B, 239.

Noritextrakt, Vitamin B; 243.

Nisse, Vitamin B-Gehalt 188.

: 0
Ole, Nihrwert 22.
— Vitamin E-Gcehalt 150.
Oestrus, Vitamin E-Test und — 1481f.
— Vitamin A 49ff.
Olcott-Matill-Test, Vitamin 1 149.
Olivenol, Vitamin D-Gehalt 141,
Orangen, Vitamin B-Gehalt 188,
Orangensaft, Hexuronsiurewert 275.

Orangenschalenél, Vitamin A-Gehalt 65

Orr-Reader-Test, Vitamin 13, 185
Oryzanin 2.
Osborne-Mendel-Salzmischung 22,
Osteolin, Faczes-py-Test und —- 119,
Osteomalazie,
75.
Ostomalt, Hexuronsdurewert 275.
Ovarium, Flavingehalt 211,
Ovoflavin 213.
— Darstellung 218.

P
Pampclmusensaft, Vitamin C 278,
Pankreas, Vitamin E-Gehalt 150.
Paprikaschoten, Vitamin C 279.
Passmore-Test, Vitamin B, 185.
Pellagra 220ff.
~— experimentelle 220, 222.
— Symptome 220ff.
— Vitamin. B, und — 200ff.
Pellagraschutzstoff 2.
Perniziosa, extrinsic factor und — 229.
Perniziosa, Symptome 229.
Pfirsich, Hexuronsiurewert 275.
— Vitamin C 278.
— — — Vitamin C-Gewinnung 272.

Vitamin D-Mangel und —
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IPfla,nzen, Faktor Y 244.

Pflanzen, Vitaminbildung 1.
IPhosphate, Vitamin D-arme Kost u. —
1

Pho«phormangel, Symptome 11.

f I’howhomtoffwmhwl Vitamin I)-Mangel

— 5.
E thtmphmphor, rachitogene Kost u. —
88.
Pigmenthaushalt, Vitamin A-Mangel u.
— 26.

Pipettenfiitterung 24, 85.

Plasma., Vitamin C 276.

Plazenta, Flavingehalt 211,

— Vitamin E-Gehalt 150.

Plimmers Test, Vitamin 13, 183.

Polyneuritis, Kiicken- 161.

— Ratten- 162.

— Symptome 162, 163.

— columbarum 160ff.

Poulsson-Einheit, Vitamin D- 140,

PreB3hefe, Vitamin B,-Gehalt 188,

— — B,-Gehalt 212.

— — By-Komplex in -— 234,

Prophylaxemcthoden 130ff.

Prophylaxe-Minimaldosistest, Vitamin ('
255, 256.

! Prophylaxerontgenmethode  Holtz-La-
quer-Kreitrair-Moll- 124,

-- Vitamin D-Test 121ff.

Prophylaxerontgentest, Scheunert-
Schieblich 125.

— Tabellen 126ff.

' Prophylaxctaubentest, Vitamin 13-

Prophylaxetest, Vitamin A- 40,

= B,- 177, 178.

i Prophylaxctestmethode,

82ff.

. Prophylaxetest Sherman-La Mer-Camp-

i bell, Vitamin € 257.

i Prophylaxewachstumstoest,

207 1f.

173.

Vitamin 1D-

Vitamin B,

Provitamin A, Chemic 65ff.
— D, Chemic 142,
— — Ergosterin u. — 139,

. Provitaminvorkommen 142.
Pylorospasmus, Vitamin B,-Konzentrat
u. — 161.

EPyrogallolt;os;t, Vitamin A- 53

R
: Rachitis, experimentelle — 76, 77.
— leg-weakness-Kost 139.
— Knochenaschetest 130ff.
— Knochenverinderungen 73ff.
-— Kiickenversuche 138.
— Vitamin D-arme Diit u. — 87ff.
— — Vitamin D-Heildosis 141.
- — Vitamin D-Mangel u.

71ff.
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Rachitisbilder, Roéntgenprophylaxetest ' Refektion, Vitaminsynthese und — 186.
122£f. | Reis, rachitogene Kost und — 88.
Rachitiserzeugung, Line-Test 95ff. | Reiskeime, Vitamin B,;-Gehalt 188.
- Ratten und 83. Reiskost, Tauben- 12.
— Rattenauswahl 84. Reisschalen, Vitamin B,-Gehalt 188.
— Strahlentherapie und — 87. Reisschalenfullererdeadsorbat, Vitamin
Rachitisheilungsgrade, Auswertung 'B,-Standard und — 186.
111££., 115. Reisvitamin, chemische Natur 197.
Rachitiskostform, McCollum- 89. Reisvogeltest, Vitamin B,- 175.

Rachitiskurativmethoden 116ff. | Resistenztest, Vitamin A- 40, 52.
Rachitisratten, Fizes-py-Test 119ff. !Resistenz\'rermmderung, Vitamin A-
Rachitisréntgenbilder, Auswertung lllff‘} Mangel und — 27.
Rachitistest, Einteilung der Tiere 84. | — Vitamin D-Mangel und — 75.
Rachitistiere, Réntgenbild 129. IResistenz, Vitamin B; und — 161.
Rachitiswachstumstest, Gewichtskurven | Rettich, Hexuronséurewert 275.
118. ' Rhabarber, Hexuronsidurewert 275.
— Tabellen 126ff. ' Rinderleber, Flavingehalt 211.
Rachitogen Kost 85. ' Rindfleisch, fettlosliches Wachstums-
Rachitogene Kostformen 90, 91. i vitamin 157. .
— — Chemie 91, 92. . — Vitamin B,-Gehalt 188.
Ratten, Hypervitaminose A 29. i Rindsleber, Vitamin B,-Gehalt 188.
— Kostform 12ff. ' Rindsmuskel, Vitamin E-Gehalt 150.
— Test- 4. | Rippenknochenknorpelgrenze, Skorbut-
— Vitamin A-Mangel 271f. | test 269.
— — A-Mangeldiat u. — 35ff. . Réntgenaufnahme, Technik 109ff.
— — B;-Mangelkrankheit 161f{f. - Rontgenheiltest, Bourdillon-Bruce-
— — B,-Auswertung 237ff. Webster 111.
— — E-Bedarf 153. ' — Everse-Niekerk 114.
Rattenberiberi, Stadien 162, 163. : — Poulsson-Lévenskjold 114.
Rattenernihrung, Fettmangel und — 11. | Réntgenkurativimethode, Vitamin D-
Rattenfaktor, Vitamin B, 236. ) 107£f£.
Rattenfaktor R 245. Rontgenmethode, Holtz-Laquer-Kreit-
Rattenfaktor Y 244. ! mair-Moll- 124.
Rattenfiitterung, Vitamin A-Test und — ' Réntgenprophylaxemethode, Vitamin D-
31, 32. ¢ Test 121ff.
Rattenhaltung, Vitamin A-Test und — | Rontgenprophylaxetest, Tabellen 126ff.
31. Réntgentestmethode 82ff.
— Vitamin B,-Test und — 1865. iRuggen, Vitamin B,-Gehalt 183, 188.
Rattenkostform, Vitamin B,-frecie 170.) — Vitamin B, 235.
— Vitamin B,-Test 167. - Rohextraktdarstellung, Ticrversuch 196.
Rattenkrankheiten, scaily tail 11. : Roux-Sarkom, Flavingchalt 211.
Rattenkurativtest, Vitamin B,- 173, 174. ! Riiben, Vitamin B,-Gehalt 188.
Rattenleber, Flavingehalt 211. — Vitamin C 278.
Rattenpellagra, experimentelle 220.
Rattenpolyneuritis 162. i S
Rattenrachitis, experimentelle 76. ;Salat, fettlosliches Wachstumsvitamin
Rattenrontgenmethode, Technik 109ff. 156.
Rattenskorbut 250. . — Vitamin A-Gehalt 65.
Rattensprue, experimentelle 230ff. | — Vitamin B,-Gehalt 188.
Rattentest, Refektion und — 165.  — Vitamin B,-Gehalt 208.
— Vitamin A 30ff. | — Vitamin Bg-Gehalt 224.
Rattenversuch, Vitamin B,-Auswertung | — Vitamin C 278.
und — 201, 203. ISalzmischung, Mc Collum-Simmonds 23.
Rattenwachstumstest, Reisvogeltest und | — Osborne-Mendel 22.
— 176. ! — Steenbock 23.
— Vitamin B,- 1761f. . | — Vitamin B,-Test 169, 170.
— Vitamin B,-Extrakte und — 216. | Salzxerophthalmie, Vitamin A-Mangel
Rattenzucht, Vitamin D-Test 83ff. | und — 28.

Refektion, Vitamin B,-Test und — 166. ; Sarkom, Flavingehalt 211.



Scaily tail, Nahrungsinsuffizienz 11.

Schleimhauterkrankungen, Vitamin A-
Mangel und — 26.

Schneidezahntest Westin 265, 266.

Schneidezahnwurzeltest, Vitamin C
2581f.

Schwangerschaft, Vitamin E-Mangel und
— 147.

Schweinefett, Vitamin E-Gehalt 150.

Seborrhoe, Vitamin und — 3.

Sesamol, Vitamin D-Gehalt 141.

Serum, Vitamin A-Gehalt 60.

Sexual- 8. Genital.

Sherman-Diit 13.

— Vitamin A-Test und — 32.

— Vitamin D-Test 85.

Skelett, Vitamin D-Mangel und — 71ff.

Skelettmuskel, Vitamin B,-Gehalt 212.

Skorbut, Affen- 250.

— experimenteller 247ff.

Kiicken- 250.

Ratten- 250.

Symptomatologie 246ff.

Vitamin C und — 246ff.

Skorbutkostform 251.

Skorbuttest, Knochen- 269. |

— Nebennieren und — 269.

— Zahnwachstum 270.

—- Key-Elphick 261ff. ‘

Sojabohne, Analysen 17ff. 1

— Vitamin B,-Gehalt 188.

Sojadl, Vitamin D-Gehalt 141.

Spargel, Vitamin B,-Gehalt 188. :

Spasmophilie, Vitamin D-Mangel und — -
75.

Spektroskopie, Vitamin A- 61ff.

— Vitamin D- 140.

Spinat, fettlosliches Wachstumsvitamin
156.

— Flavingchalt 211.

— Vitamin A-Gehalt 65.

— Vitamin B,-Gehalt 188.

— Vitamin B,-Gehalt 208.

— Vitamin B,-Komplex in — 234.

-— Vitamin C 278.

Spratt-Hundekuchen, Analyse 16.

Sprue, experimentelle 230ff.

— extrinsic factor und — 229.

— Symptome 229.

Spruyttest, Vitamin I3;- 186.

Stiarkearten, Analysen 18.

Standardisierung, Test- 4.

Standardpriaparate, Accessory Food
Factor Committee 83. )

Steenbock-Black-Diét, rachitogene 90. |

Steenbock-Diét 13.

— Vitamin D-Test 85.

Steenbock-Einheit 140.

Steenbock-Salzmischung 23.
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Steinbutt, Blauwerte 60.

Steinbuttleber, Vitamin A-Gehalt 59.

Stock-Diidten 12ff.

Stoffwechselkéfige 10.

Stoffwechselstéorungen,
Mangel und — 75.

Stoffwechselversuche, Ticrhaltung und —
9, 10.

Strahlenenergie, Vitaminbildung und — 1

Streptothrix Corallinus, Vitamin B,-Test
und — 185.

Suprasterin 142.

Sure-Test, Vitamin B,- 185.

Vitamin D-

T
Tachysterin 142.
Tannenhonig, Flavingchalt 211.
Tauben, Reiskost 12.
— Vitamin B,-Bedarf 187.
Taubenberiberi 158 ff.
Taubenfaktor, Vitamin B, 234f{f.
— Vitamin B, 242.
Taubenhaltung, Vitamin B,-Test und —
164 ff.
Taubenkurativtest, Vitamin B,- 171ff.

‘ Taubenpflego 9.

Taubenprophylaxetest, Vitamin B, 173.

Taubentest, Vitamin B,-Priiparate und
— 199.

Taubenwachstumstest, Vitamin B;-
1791f.

Temperaturtest, Vitamin B, 184.

Test, Bewertung 3ff.

: —- Standardisicrung 4.
" Testmethoden 1ff.

-— Fehlergrenze 4.

-~ Vitamin A- 30ff.

Tetanie Vitamin D-Mangel und — 75.

Thunfischol, Vitamin D-Gewinnung 144,

Thymus, Vitamin B,-Komplex in
233.

Tieraltersbestimmung 7.

Tierberiberi, experimentelle 164,

i Tierfutter 17.

Tierfiitterung, Vitamin B,-Test und -——
166 £f.
Tierhaltung 4ff.

—— Spontanerkrankung und — 10.

- — Test- 83.
~— Vitamin B,-Test und — 164ff.

Tiermarkierung 25.
Tierpflege 7ff.

Tierstiille, Hygiene 11.

Tierversuch, Farbreaktion und — 61.
— Kostformen 11.

i Tierwaagen 265.
. Tikitiki, Vitamin B,-Gehalt 188.

Tikitikiextrakt, Testfiitterung 23.
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Tikitiki-Wells Darstellung 196. Vitamin A-Testmethoden 30ff.
Tomaten, Vitamin B,-Gehalt 188. — A, toxische Grenzdosis 30.
— Vitamin C 278. - — — Verteilung in Organen 65.
— Vitamin D-Gehalt 141. — A-Auswertung, Antimontrichlorid-
Tomatenmark, Flavingehalt 211. reaktion 57, 58.
Tomatensaft, Hexuronsdurewert 275. — — — Bleyer-Schlemmer-Miiller-Par-
— Vitamin B;-Gehalt 188. ' chem-Methode 56.
— Vitamin B,-Komplex in — 234. — — — Carr-Price-Reaktion 53.
Torulin 2. — -— — chemische Methoden 53ff.
Toxisterin 142. — — — Kolpokeratosetest 49ff.
Traubensaft, Flavingehalt 211. — — — Lovibondeinheiten 58.
Trockenhefe, fettlosliches Wachstums- | — — — Pyrogalloltest- 53.

vitamin 157. . — — — Resistenztest 52.
— Testfutterung 23. — A-Bedarf 64.
— Vitamin B,-Gehalt 188. — A-Bestimmung, Blut- 59.
— Vitamin B,-Standard 178. — — — Fehlerquellen der chemischen
— Vitamin B,-Werte 183. — 60ff,
Trockenleber, Vitamin B,-Komplex in — | — — - Organ- 59ff.

234. — — — Serum- 60.
Trockenmilch, Analysen 21. [ A-Bildung, Carotinase und — 65 ff.
— Vitamin A-Gehalt 65. | A-Dosis 30.
— Vitamin B,-Komplex in — 234. | — A-Einhcit, Bestimmung 42ff.

— A-freie Kostformen 37 ff.

i -
U I — A-Gcehalt, Testmethoden 39ff.
Ultraviolettstrahlen, Adcninsulfat und ——! — A-Konzentrate, Darstellung 67 ff.
197. ! — A-Mangel, black-tongue und — 29.
— antirachitische Wirkung 142, I, e — — ('arotin und — 29.
-— Wirkung 142. — — — Eingewcidegicht und — 27.
Ultraviolettbestrahlung, Vitamin D und — — — Epithelveranderung und — 27.
— 141. | — — — QGenitalleiden und — 26.
Urin s. Harn. — -- — Hemeralopie und — 26, 28.
U-8-Pharmakopée-Diiit, Vitamin A-Test — -~ — Huhner- 28.
und — 32. — — ~— Keratomalacic und — 27.
-- — — Keratose und — 27.
A\ -— - — Meerschweinchen und -— 28.
Vegex, Testfiitterung 24. — — -— Nervensymptome 26.
Verseifung, Vitamin D-Gewinnung und — — — Pigmenthaushalt und — 26.
— 143. i — — — Ratten 27ff.
Versuchskifige 5ff. — = — Resistenzverminderung und —
Versuchsratten, Ermiahrung 12. ‘ 217.
Versuchstierauswahl, Vitamin A-Test 30., — — — Salzxerophthalmie und — 28.
Versuchstiere, Spontancrkrankungen 10. — -— Wachstumsstillstand 27.
Versuchstierfiitterung, Rachltlhvrveugung — — Xerophthalmie und — 26ff.
und — 84. . — —- — Xerophthalmievorstadium und
Versuchstierhaltung, Vitamin B-Test . — 28.
und — 164ff. — A-Mangeldiiat 34ff.
— Vitamin D-Test und — 83. . — — — Ratten 35ff.
— Vitamin E-Auswertung und — 147. | — A-Mangelkrankheit, Sympiome 26ff.
Vigantol, Testfiitterung 24. — A-Speicherung 64.
— Vitamin D-Gehalt 141. ' — A-Standard 63ff.
Vitox, Flavingchalt 211. — A-Synthese, Carotin und — 64.
Vitamin A 2. . — A-Test, Auswertung 45ff.
— A-Blauwerte 60. { — — — Casein und — 35.
— A-Chemic 65ff. i — — -— Einheit 42.

— A-Eigenschaften 66, 67.
— A-Kolpokeratosetest 40.

— — — Fehlergrenzen 46.

— — — Gewichtskurven und — 43ff.
— A-Kurativ-Testmethoden 46 ff. -— — — Hiihnchenfiitterung und — 34.
— A-Spektrokopie 61ff. — — Kurativwachstumstest 40ff.

— A-Sprue und — 232. i — — — Laquer-Didt 32.



Vitamin A-Mangel, Meerschweinchen und

— 34.

— — Muttertierhaltung 32.

— — Prophylaxetest 49.

— — Resistenztest 40.

— — Tabellen 45.

— — Wachstumstest 39.

— — Xerophthalmieheiltest 49.
A-Vorkommen 64ff.
B-Konzentrat, Fiitterungs- 193.
B, 2, 158ff.

— Beriberiquotient 187.

— Bildung 186.

— chemische Natur 197.

— Darstellung 189ff.

— Eigenschaften 199. i
— Kinheit 177.
— experimentclle Beriberi bei Huhin
und — 161. |
— Getreideauswertung 183.

—— Herztest 183, 184. |
— International Standard 178.
— maintenance-Test 179ff. :
— Prophylaxetest 177, 178.

— Reindarstellung 197.

— Reinigungsmethoden 189ff.

~- Taubenwachstumstest. 179ff.

— Temperaturtest 184.

— Testmethoden 164.

— Vorkommen 188.

— Woeizenauswertung 183.

Bi-arme Didt, Méuse und — 170.

— — — Ratten 167.

B,-Bedarf 187, 188.

B -Darstellung, Kinnersley-O'Brien-
Reader-Methode 198.

- — — Kinnersley-Peters- 192,
- B;-Extrakt, Faktor Y 244.

Bi-freie Didt, Rattenversuch u.--- 170,
B,-Konzentrat, Fullererdeadsorption
und — 196.

(tuha-Drummond- 194.
Janssen-Donath- 190,

Levene- 190.

— Osborne-Wakeman- 189.
Salmon-Guerrant-Hays- 191.
— Seidell- 189.

Tikitiki-Wells und — 196.

—— Weizenextrakt und — 197.
B;-Mangel, Beriberi 158ff.

— — Symptome 158ff.
B,-Mangelkrankheit, experimentelle
158ff.

B,-Priparate, Taubentest und — 199,
B,-Standard, Bestimmung 186.
B,-Synthese 186. |
B;-Test, Kostformen 166ff.

— — Kurativratten- 173.

— — Kurativtaubentest 171ff. )

I
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VitaminB,-Test, Orr-Reader- 185.

— — Passmore 185.
— Prophylaxe 173.
— Rattenwachstumstest 176.
Reisvogeltest 175.
— Spruyt- 186.
— Sure-Methode 185.
Taubenprophylaxetest 173.
-B,-Trennung 214 ff.

1, 2, 200ff.

chemische Natur 212ff.
Ligenschaften 218.
— Flavindarstellung 210,
— Komplexe Natur 200.

— Vorkommen 206, 212.
B,-Auswertung 201 ff.
— — Kurativwachstumstest 204 {f.
B,-Bedarf 212.
B,-Darstellung, Adsorptionsverfahren
217.

— — Fillungsverfahren 216.

s}
=

B,

- — — Leberkochsaft und — 216.

B,-Extraktce 216.

B,-freie Kostformen 201ff.
B,-Komplex, Vorkommen 233.
B,-Konzentrat, Darstellung nach Boo-
her 217.

B,-Mangel 200.

B,-Test, Prophylaxewachstumstest
207 ff.

B, 3, 234ff.

—- biologische Auswertung 235,
-~ Bigenschaften 235.

~ - Vorkommen 235.

B,-Mangel 234,

- B, 3.

— biologische Auswertung 2371,
—- Darstellung 239.

— Eigenschaften 241, 242,

- Merkurisulfatfillung 239.

-« -~ Norit-Adsorption 239.
- —- Rattenfaktor 236.

— Testmethoden 238.

— Vorkommen 239.

B,-Didt 237.

B,-Konzentrat, Darstellung 193, 194,
B,-Kristallisat, Adenin und - 242,
~- — Darstellung 240,

B,-Mangel, Ratten 236.

— — Symptome 236.

By 3, 242ff.

biologische Auswertung 243.
Darstellung 243.

~- Vorkommen 243.

B;-Mangel, Symptome 242.

By 219ff.

B,, extrinsic factor 229ff.

— Natur des — 228ff.

— Vorkommen 224ff.
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Vitamin Bg-Test 222ff.

— — Dermatitisheilung 223.

— — Kostmischung 222.

C 3, 246ff.

— Antiskorbuttestwerte 259.

— Ascorbinsédureauswertung 268.
— Bedarf 278.

— Bestimmung in Blut 275.
Bildung 277.

biologische Auswertung 250ff.
chemische Natur 279.
chemischer Nachweis 270.
Eigenschaften 284.
Hexuronsidurewerte 274ff.

— Hormone und — 1.

— Prophylaxeminimaldosistest 255.
— Prophylaxetest Sherman-La Mer-
Campell 257.

— Schneidezahnwurzeltest 258ff.
— Speicherung 277.

— Standard 256.

Vorkommen 278.
Zitronensaftauswertung 268.
C-Bestimmung, chemische Methoden
276.

— — 2,6-Dichlorphenol-Indophenol-
methode 270.

C-Darstellung, Hagebutten- 282.
C-freic Kostformen 252, 253.
C-Gewinnung, Hexuronsiure-Stanard-
disierung und — 274.

— — Methoden 272ff.

>-haltige Losung, Gewinnung 271.
C-Konzentrate, Darstellung 279.
C-Rein, Darstellung 280ff.
C-Mangel 246ff.

— — Symptomatologie 246 ff.
C-Reaktionen 269ff.

C-Standard 277.

C-Synthese 282ff.

C-Test, Kapillarwandschidigung
270.

— Knochen- 269.
Kurativwachstumstest 266 ff.
Nebenniere 269.
Schneidezahntest 263ff.
‘Westin-Schneidezahntest 265,

266.

— — Zahnwachstum 270.
C-Testmethoden 255ff.

C, 285.

D 2, 71ff.

— Anreicherungsmethoden 143.
— Antirachitisgrenzwert 109.
— Bildung bei Dunkelkeimung 143.
— Chemie 142.

— Coward-Einheit 140.

— Eigenschaften 143.

— Fiices-py-Test 119.

N

1 Vitamin D, Giftgrenzdosis 80.

— Photochemie 142.

— Poulsson-Einheit 140.
— Spektroskopie 140.

— Steenbock-Einheit 140.
— Stoffwechselwirkung 138.

Vitamin D, toxische Dosis 77.

— Wachstumstest 116ff.

D-arme Diéiten 87ff.

— — Kostmischungen, nicht rachi-
togene 92ff.

D-Auswertung, biologische Methoden
82ff.

D-Bedarf 141.

D-Rein-Darstellung 145.

D-Mangel, Osteomalacie und — 75.
— Phosphorstoffwechsel und —

75.

— — Resistenzverminderung und
— 15.

— — Spasmophilie und — 75.

— — Stoffwechselstérungen und —
75.

Symptome 71ff.

— Wachstumsstillstand und — 75.
D-Priparate, toxische Wertbestim-
mung 77ff.
D-Prophylaxemethoden,
1301f.

D-Speicherung 141.
D-Standard 140.
D-Test, graphische Darstellung 99ff.
Hiihnchenversuch 138.
Knochenaschetest 130ff.
Knochenkalktest 135ff.
Kurativrontgenmethode 107 ff.
Line-Test 83.
Prophylaxerontgen- 124 ff.
Rachitogene Kost 85.
Rontgenprophylaxemethode
1211f.

Versuchstierfutterung 84.
D-Vorkommen 141.
D-Wirkung, Berechnung
kungswertes 99ff.

D, 142.

E 2.

— biologische Auswertung 147.

-- Eigenschaften 151.

— galaktogener Faktor 147

— komplexc Natur 154.

— Speicherung 151.

— Vorkommen 145, 150.

E-Bedarf 153ff.

E-freie Diat 148, 149.
E-Konzentrate, Darstellung 151 ff.
E-Mangel, Schwangerschaft und —
1486.

-—— — Sexualorgane und — 146.

chemische

des Wir-



Vitamin E-Mangel, Symptome 146.

— E-Test, Methoden 149ff.

Ostrus und — 149ff.

— — Olcott-Matill 149.

F, Natur des — 244.

H 3, 246.

— Diphtherieerkrankung und — 246.

— H-Mangel, Symptome 246.

Vitaminbegriff 1ff.

Vitaminbildung 1.

— Fermente und — 1.

— Katalysatoren und — 1.

— strahlende Energic und — 1.

Vitamine, Aufbau 1.

— Fettloslichkeit 2, 26ff.

— Hautfaktor 3.

— Kilassifizierung 1ff.

— Wasserléslichkeit 2, 26ff.

Vitamineinheiten, internationale 140.

Vitaminkonferenz, Standardfestlogung
63.

— London, Vitamin C-Standard 277.

Vitaminkostformen 23ff.

Vitamintestmethoden, kurative 82.

— prophylaktische 82.

Vitasterine 2.

Vitazym 1

Végel, Vitamin B,-Bedarf 187.

Vogan, Lotaldosis 30.

— Ratteneinheit 43.

— Testfutterung 23.

— Vitamin A-Einheit und — 43.

Vogelberiberi 161.

Vogt-Méller-Diit 16.

Vollkornbrot, Vitamin B,-Gehalt 188.

Vollkornmehl, Vitamin B,-Gehalt 188.

Vollmileh, Flavingehalt 211.

Vollmilchtrockenpulver, Vitamin A-Ge-
halt 65.

— Vitamin B,-Komplex in — 234.

W
Wachstumsfaktor 2.
— unbekannter 288.
Wachstumskurativtest, Vitamin B, 204 ff.
— Vitamin C 266ff.
Wachstumsprophylaxetest, Vitamin B,-
Test 207{f.
Wachstumsstillstand, Vitamin A-Mangel
und — 27.
— Vitamin D-Mangel und — 75.
Wachstumstest, Tabellen 126 ff.
— Vitamin A- 39.
— Vitamin B,- 238.
— Vitamin D- 116ff.
Wachstumsvitamin 2.
— alkalistabiles 3.
— fettlosliches 154 ff.
Wigen der Tiere 25.
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! Wasserkresse, Vitamin B,-Komplex in —
! 234.

!wasserlﬁsliche Vitamine 158ff.

| Wasserloslichkeit, Vitamine 2, 26i.
| Weintrauben, Hexuronssurewert 275.
| Weilkohl, Vitamin 1,-Gehalt 224.
| — Vitamin B,-Komplex in — 234.
: WeiBwein, Flavingehalt 211.
]‘Woizen, Analyso 18.

' — rachitogene Kost und — 88.

¢ — Vitamin B,-Gehalt 188.

. — Vitamin B,-Werte 183.

' — Vitamin B,-Komplex in — 234.

— Vitamin B, 235.
" — Vitamin B; 243.

i Weizenextrakt Bourquin, Darstellung 197.
' Weizenkeime, fettlosliches Wachstums-
: vitamin 156.

— Vitamin B,-Gehalt 188.

. — Vitamin B,-Standard 178.

' — Vitamin B,-Komplex in — 234.
— Vitamin E-Gehalt 150.
| Weizenkeimol, fettlésliches Wachstums-
vitamin 157.
. — Fitterung 24.
" — Vitamin E-Gehalt 150.

" — Vitamin E-Konzentrat 151 ff.
Weizenkleie, Flavingehalt 211.

— Vitamin B,-Gehalt 188.

— Vitamin By 235.
Weizenmehl, Vitamin B,-Gehalt 183.
Westin-Schneidezahntest 265, 266.

X

Xanthophyll Blauwerte 60.
— Vitamin E- 151.
Xerophthalmie, Vitamin A-Heilungstest

und — 39.
— Vitamin A-Mangel und — 26ff.
Xerophthalmicheiltest, Vitamin A- 49.
Xerophthalmicevorstadium 28.

VA
Zahnhistologie, Skorbuttest und — 261.
Zahntestmethode Key-Elphick 261, 262.
Zahnverinderungen,skorbutische 260,261.
— Vitamin C und — 248.
Zahnwachstum, Skorbuttest 270.
Ziegenmilch, Vitamin B;-Gehalt 188.
— Vitamin B,-Komplex in — 234.
Zitronensaft, Hexuronsiurewert 275.
-— Vitamin C 278.
Zitronensaftauswertung, Vitamin C- 268.
Zuchtdidten, Méduse- 16.
— Ratten- 13.
Zuchtkifige 5ff.
Zuchttierhaltung, Vitamin D-Test 85ff.
Zuckerriibenblitter, Vitamin C 278.
Zwiebel, Vitamin B,-Gehalt 208.
f* Vitamin By-Gehalt 224.
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