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Das antiskorbutisehe Vitamin. 
Von 

Prof. Dr. J. Tillmans. 

~I i t t e i lung  aus dem U n i v e r s i t ~ t s - I n s t i t u t  far  N a h r u n g s m i t t e l c h e m i e  in 
F r a n k f u r t  a. M. 

In meinem heutigen u mC)chte ich Ihnen einen zusammenfassenden Bericht 
geben tiber Forschungen~ welche ich in den letzten Jahren in Gemeinschaft mit meinem 
Mitarbeiter Herrn Dr. P a u l  H i r s c h ,  ferner mit den Herren Doktoranden K a r l  
Tr i l lhose~  W a l t e r  H i r s e h  nnd F r i e d r i c h  S i e b e r t  ausgeftihrt habe. Die Arbeiten 
der beiden zuletzt genannten Herren sind noeh nicht abgesehlossen. 

Auf der Jahresversammlung des Yereins in Ntirnberg im Jahre 1 927 hatte ich 
die Ehre, vor Ihnen zu sprechen tiber die Bestimmung der Reduktions-0xydations- 
Potentiale und ihre Anwendung in der Lebensmittelchemie. Die Arbeiten entstanden 
aus dem Gedanken, da~ zwei Reaktionen einer biologischen Fltissigkeit - -  viele Lebens- 
mittel sind ja biologische Flassigkeiten - -  einen besonderen Charakter aufpr~gen massen. 
Die erste Reaktion ist die acidimetrisehe Reaktion~ welche ihren quantitativen Ausdruck 
in der Wasserstoffionenkonzentration findet. Vielleicht in noch h(~herem Mal~e als 
diese Reaktion ist aber die Reduktions-0xydations-Reaktion geeigneL einer biologischen 
Fltissigkeit ein besonderes Geprage zu verleihen, d. h. je nachdem die Fltissigkeit ein 
mehr oder wenig starkes oder schwaches Reduktions- oder Oxydationsmittel ist, mul~ 
sie besondere Eigenschaften zeigen. Die Starke eines Reduktions-0xydationsmittels 
wird quantitativ am Reduktions-0xydations-Potential gemessen, wie ich in Ntirnberg 
n~her erl~utert habe. Das Studium der Literatur zeigte uns nun, dal~ Reduktions- 
Oxydations-Potentiale in der Biochemie vereinzelt, in der ~Tahrungsmittelchemie dagegen 
nicht gemessen worden waren. Die Ursache hierfar war unschwer darin zu finden, 
dal~ es eben an einer einfachen Mei~methode fehlt. Far die Messung der Wasser- 
stoffionenkonzentration gibt es die einfache Indicatorenmethode. Diese Methode war 
es wohl, welche der Wasserstoffionenkonzentration zu ihrem sehnellen Siegeszuge fiber 
alle Gebiete der Naturwissensehaft verholfen hat. Ein i~hnliches Yerfahren miil~te aber 
auch ftir die Reduktions-0xydations-Potentiale zu schaffen sein. Es gibt Farbstoffe, 
welche sich dutch Reduktion entf~rben und dureh Oxydation wieder f~rben. Der be- 
kannteste Typ dieser Farbstoffe ist das Methylenblau. Wenn man tiber gentigende 
Farbstoffe verschiedenen Normalpotentiales verfagen warde, so kC)nnte man auch die 
Reduktions-0xydations-Potentiale, reversible Systeme voransgesetzt, colorimetrisch be- 
stimmen. Uber diese Frage ist eine Arbeit in meinem Institut yon H i r s c h  nnd 
Rtiter~) ausgeftihrt worden. Es wurde am Beispiel des lVlethylenblaues durch theore- 
tische Erwi~gungen und praktische Versuche gezeig L dal~ in der Tat das Potential auf 
diesem Wege bestimmbar ist. Einen kurzen Auszug aus der Arbeit habe ich in ~Ntirnberg 
vorgetragen. Wir stellten nun nach Fertigstellung unserer Arbeit fest, dal~ ein ameri- 
kaniseher Forscher, Prof. M a n s f i e l d  W. C l a r k ,  der Direktor der Hygienischen 
Abteilung des Staatl. Gesundheitsamtes in Washington, dasselbe Ziel mit i~hnlichen 
Gedankengi~ngen verfolgt hatte. Die Arbeiten C l a r k ' s  waren damals in der deutschen 
Literatur noch nicht beachtet worden. Herr Prof. C la rk  sandte mir auf meine Bitte 

~) Zeitschr. analyt. Chem. 1926, 68, 328; 1926~ 69, 193. - -  Siehe auch R u d o l f  R t i t e r ,  
Inaugural-Dissertation, Frankfurt a. M. 1926. 
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Sonderabdrucke seiner Arbeiten zu, aus denen wir ersahen, dal] er in der Verfolgung 
dieses Zieles schon wesentlich weiter gekommen war als wir. Es hatte deshalb far 
uns keinen Zweck mehr, die ursprangliche Idee weiter zu verfolgen, die tibrigens 
mittlerweile in weiteren hoch interessanten und sehr wertvollen Arbeiten yon Cla rk  
so gut wie verwirklicht worden ist. Wir haben deshalb lieber festgestellt, was mit 
den mittlerweile yon Cla rk  geschaffenen und auf ihr iNormalpotential gemessenen 
Indicatoren far die Zwecke der Lebensmittelchemie anzufangen sei. Eine yon C l a r k  
gemessene Farbstoffgruppe, das Phenolindophenol und verschiedene seiner Abk6mmlinge 
erweckten hierfttr unser besonderes Interesse. Ganz besonders haben wit uns besch~ftigt 
mit dem 2~6-Dichlorphenolindophenol. Das Normalpotential dieser Farbstoffe liegt so 
positiv, dal~ sie schon durch schwache Reduktionsmittel entf~rbt werden mflssen. Sie 
mtissen schon vOllig entfhrbt sein bei u yon Reduktionskrhften, welche 
das Methylenblau noch unentf~rbt lassen. In Lebensmitteln sind aber im all- 
gemeinen nur schwache Reduktions- oder 0xydationskrhfte zu erwarten, in t~hnlicher 
Weise wie auch eine stark alkalische oder stark saure Reaktion in Lebensmitteln im 
allgemeinen nicht vorkommt, sondern die Reaktion der biologischen Fliissigkeiten sich 
meist in der iNhhe des Neutralpunktes bewegt. Ich habe deshalb zusammen mit 
H i r s c h  und R e i n s h a g e n  i) verschiedene Lebensmittel mit dem Farbstoff 2,6-Diehlor- 
phenolindophenol geprttft. Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war~ daf~ in Citronen- 
und Apfelsinenshften in betr~tchtlichen Mengen ein rednzierender KSrper vorhanden 
isL durch dessen INachweis man Kunsts~fte und frische Naturs~fte ohne weiteres zu 
unterscheiden vermag. In Nttrnberg habe ich schon die Titration yon Kunst- und 
Naturcitronensaft mit einer 2,6-Dichlorphenolindophenolfarbstoffl5sung vorgefiihrt. Diese 
Titration will ich heute nochmals zeigen und zwar deswegen, weil ich in meinen weiteren 
Ansftthrungen immer darauf zurtickkommen mnl~. Bei den sphter zu beschreibenden 
Untersuchungen tiber diesen reduzierenden Kt}rper ist die Titration mit dem Farbstoff 
immer unser Mittel, festzustellen, ob der reduzierende K~rper vorhanden ist oder nicht, 
in welcher Menge er vorhanden ist und ob seine Menge sich durch irgendeine Be- 
handlung ver~ndert hat. 

Man l~)st in einer bestimmten Menge Citronensaft festes Natriumacetat auf. 
Dadurch wird die Wasserstoffionenkonzentration der Flassigkeit so weit dem Neutral- 
punkt angent~hert, wie es far die Titration mit dem Farbstoff erforderlich ist. Man 
l[tl~t nun aus einer Btirette so viel einer 0,001 ~N.-Farbstofflt~sung zufliel~en, bis eben 
eine B!aufhrbung dauernd bestehen bleibt. 

Citronen und Apfelsinen enthalten bekanntlich viel antiskorbntisches Vitamin. 
Wir kamen deswegen sofort auf den Gedanken, ob dieser unbekannte reduzierende 
Kt~rper nicht mSglicherweise mit dem antiskorbutischen Vitamin in Beziehungen sthnde 
oder gar mit ihm identisch sei. Wie nahe dieser Gedanke lag, ist daraus zu ersehen, 
dal] in der Diskussion zu meinem Nttrnberger Vortrage Herr Kollege B o r ins  ki-Berlin 
an mich die Frage richtete, ob dieser KSrper vielleicht mit dem C-Vitamin etwas zu 
tun habe. Da unsere Arbeiten fiber diese Frage noch nicht so welt gediehen waren, 
dal] ieh eine endg~iltige Auskunft auf :die Frage geben konnte, so babe ich die Frage 
zwar soweit als damals mSglich beantwortet, aber aus naheliegenden Grttnden gebeten, 
die Frage des Herrn B o r i n s k i  sowohl wie meine Antwort nicht in das Protokoll 
.aufzunehmen, was auch geschehen ist. Mittlerweile ist nun die Frage yon uns aus- 
fahrlich studiert worden, und hieranf sollen sich meine folgenden Ausftihrungen beziehen. 

i) Diese Zeitschrift 1928, 56, 272. 
3* 
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I. Prfifung der Eigenschaften. 
Wir haben nun zun~chst die aus der Literatur  bekannten Eigenschaften des C-Vita- 

mins mit den Eigenschaften des reduzierenden K0rpers verglichen. Vom Vitamin ist 
bekannt, da6 es in Wasser  und Alkohol 10slich, dagegen unl0slich in anderen L0sungs- 
mitteln wie Benzin, Benzol, J~ther, Schwefelkohlenstoff, Chloroform, Tetrachlorkohlen- 
stoff usw. ist. Der nnbekannte reduzierende Korper  ist 10slich in Wasser ,  Alkohol 
und Aceton, dagegen ebenfalls unl0slich in allen abrigen L0sungsmitteln. Uber die 
L0slichkeit des C-Vitamins in Aceton geben die meisten Forscher nichts an, vermut- 
lich deswegen, well dieses L0sungsmittel nicht gepr~ft worden ist. Da~ das C-Vitamin 
in der Tat in Aceton 10slich sein mu~, ergibt sich mit rol ler  Sicherheit aus den yon 
uns ansgef~hrten Tierversnchen, welche noch beschrieben werden. Im abrigen wird 
auch in den sp~ter noch zu erw~hnenden Arbeiten yon B e z s s o n o f f  and A g o p i a n  
angegeben, da~ das C-Vitamin in Aceton li)slich sei. Die L0slichkeitsverh~ltnisse yon 
C-Vitamin und dem unbekannten reduzierenden K~)rper sind also dieselben. 

])as C-Vitamin ist gegen Erhitzen empfindlich. Dabei ist sehr bemerkenswert,  
dal~ l~ngeres Erhitzen auf niedrigere Temperaturen mehr schadet als kurzes Kochen. 
Wir  f~h~en mit frisch ausgepreStem Citronensaft folgende ?ersuehe aus: Er  wurde 
sofort titriert,  ferner nachdem kurze Zeit im Er lenmeyer -Kolben  aufgekocht worden 
war und endlich nachdem eine Stunde lang auf 63 bis 670 erhitzt worden war. Die 
die dabei erhaltenen Titrationswerte sind folgende: 

Titrationswert Verlust 
5 ccm Salt ccm 0,001 n ccm 0,001 n 

Sofort . . . . . . . . . . . . . . .  34,6 
~ach kurzem Aufkochen im Erlenmeyer-Kolben 32,2 2,4 
1 Stunde auf 63--670 erhitzt . . . . . . .  24,5 10,1 

Auch der unbekannte K0rper wird also durch Erhitzen beeinfiul~t, und zwar 
durch kurzes Kochen weniger als durch li~ngeres Erhitzen auf niedrigere Temperaturen. 

Das C--Vitamin wird durch Sanerstoff stark geschi~digt, durch lhngere Einwirkung 
yon Sauerstoff wird es unwirksam. Wir  ftihrten folgende Versuche mit Citronensaft aus: 
Es wurde durch frisch ausgepre6ten Citronensaft li~ngere Zeit Sauerstoff, Luft und 
Stiekstoff hindurehgeleitet und dann in je 5 ccm Citronensaft sofort nach dem Aus- 
pressen and nach verschiedenen Zeiten des Durchleitens der Gase der Titrationswert 
mit Farbstoff bestimmt. Aus den Ergebnissen seien folgende Zahlen mitgeteilt:  

Titrationswert (ccm 0,001 n) ftir je 
Zeit 5 ccm Salt nach Durchleiten yon 

Sauerstoff I Luft Stickstoff 

Sofort . . . . . . .  44 44 44 
~Nach 1 Tag . . . . .  2 i 34 42 
~Nach 2 Tagen . . . .  1,5 I 23 41,5 

Die Versuche zeigen, da6 Sanerstoff die reduzierende Kraft  sehr stark zerst0rt, 
Luft ebenfalls stark, aber weniger stark als Sauerstoff und Stickstoff praktisch nicht. 
Die ldeinen Abnahmen, welche hier gefunden sind, sind wohl darauf zurtickzuftihren, 
da6 es nieht ,1611ig gelnngen ist, den Sauerstoff ausznschlie6en. 

Das C-Vitamin ist gegen verdiinnte Sauren wenig empfindlich. Wir  gaben zu 
Citronensaft so viel ~.-Salzsi~ure zu, dal~ die ganze Fltissigkeit 0,1-normal an Salzsi~ure 
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war and ti tr ierten dann wieder je  5 ccm des Saftes sofort und nach verschiedenen 
Zeiten. Dabei wurde folgendes far 5 ccm Saft gefunden: 

Sofort . . . . . . . .  39~0 ccm 0,001 n 
Nach 2 Stunden . . . .  39,0 , ,, 
Nach 1 Tag.  . . . . . 27,6 ,, ,, 

Hierbei  sei bemerkt, dab die Aufbewahrung an der Luft erfolgte. Die Abnahme 
ist also, wenigstens zum Tell, auf die Wirkung des Sanerstoffs zurtickzufahren. 

Durch dtinnes Alkali  wird das antiskorbutische Vitamin schnell unwirksam. Es 
ist au~erordentlich empfindlich gegen Alkali. Wir  neutralisierten gr0f~ere Mengen 
Citronensaft and gaben dann so viel Alkal i  hinzu, da~ die ganze Fliissigkeit  eine 0,1 N.- 
Alkalil0s~ng war. Die Aufbewahr~ng gesehah wieder an der Luft. Nan wurden je 
5 ccm wieder sofort and nach verschiedenen Zeiten der Aufbewahrung der Titration 
mit dem Farbstoff unterworfen. Dabei ergab sich folgendes far 5 g Saft: 

Sofort . . . . . . . .  39,0 ccm 0,001 n 
Nach 2 Stunden . . . .  24,8 ,, ,, 
Nach 1 Tag " 0 ,, ,, 

Arts diesen Resultaten ergibt sich also eine ganz verbliiffende Ubereinstimmung 
der Eigenschaften des unbekannten rednzierenden KOrpers mit denen 
d e s  a n t i s k o r b u t i s c h e n  V i t a m i n s .  

II. Feststel lung des Gehaltes verschiedener Lebensmittel 
an reduzierendem Stoff. 

Der zweite Weg, den wir zur Prtifung der genannten Frage einschlugen, bestand 
nun darin,  dal~ wir aus den verschiedensten pflanzlichen Nahrungsmitteln Ausztige 
herstellten, sie mit dem Farbstoff titrierten und nun die erhaltenen Werte  mit den 
Angaben tier Li teratur  aber  den Gehalt an C-Vitamin verg~ichen. Zun~chst wurde in 
der Weise gearbeitet ,  dal~ die zu untersuchenden Pflanzen zerkleinert  und dann aus- 
gepref~t wurden. Wir  haben aber spi~ter gesehen, daft es durch dieses Auspressen 
nicht gelingt, den Gehalt an reduzierendem KOrper vbllig zu gewinnen. Es ist viel- 
mehr nur etwa 3 0 - - 5 0 %  des gesamten redazierenden KSrpers, der  in der  betreffenden 
Pflanzenmenge vorhanden ist, zu erhalten. Herr  S i  e b e r t  hat deswegen bei den spi~teren 
Untersuchnngen die Ausztige so hergestellt, dal] er die zerkleinerten Pflanzenteile unter 
Stickstoff - -  am die Sauerstoffwirknngen ausznschliel~en - -  mit Schwefelsi~ure in der 
Ki~Ite stehen lie/~ bezw. unter Durchleiten yon Stickstoff mit Schwefelshure aufkochte. 
Die Prtifungen der Riicksti~nde zeigten dann~ daf] nur noch spurenweise reduzierender 
KSrper in ihnen zuriickgeblieben war. Die LSsungen wurden'durehgeseiht ,  der gr0t]te 
Teil der Schwefelsi~ure mit Natronlauge abgestumpft and dann der Rest der Sehwefel- 
si~ure mit festem Natriumacetat  weggenommen. 

Die Titrationszahlen beziehen sieh immer auf 10 g Substanz. Es warden grSl~ere 
Mengen Substanz in Arbei t  genommen, die Fltissigkeit auf ein bestimmtes Volumen 
anfgeftillt and nun ein atiqnoter Tell, entsprechend 10 g Substanz, in der angegebenen 
Weise nentralisiert  and titriert.  

Die untersuchten Lebensmittel teile ich in drei Gruppen ein: 
Erste Gruppe solche, die nach der Literatur  v i e l  C-Vitamin enthalten sollen 

oder wenigstens gut im Gehalte daran sind, 
Zweite Gruppe solche, welche w e n i g  o d e r  g e n t ~ g e n d  Vitamin C enthalten 

sollen, und 
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Dritte Gruppe solche Lebensmittel,  welche s e h r  w e n i g  C-Vitamin oder direkt 
nichts davon enthalten sollen. 

In den nachstehenden Tabellen finden sich die Ergebnisse der Untersuchungen. 
Wenn die Zahlen mit * versehen sind, so heil~t das, dat] diese Zahlen an Pflanzen- 
auspressungen gewonnen wurden. Die Zahlen werden sich vermutl ich mindestens ver- 
doppeln, wenn der Auszug mit Sehwefelsgure unter Stickstoff berei tet  werden warde. 

Art des 
Lebensmittels 

C-Gehalt nach 
der Literatur 

Titrations- 
wert 

ccm 0,001 n 

G r u p p e  I. Y i e l  C - V i t a m i n  
Citronen . . 
Orangen . 
Frisches Gras 
Rotkraut. 
Weil~kraut . 
Kartoffeln 
Grfiner Salat 
Bananen. 
Johannisbeeren 
Erdbeeren . 
Blumenkohl 
Tomaten. 

sehr gut 

viel bis gentigend 
gut 

sehr gut 

sehr viel 60--80 
, , 60 - 8 0  

86 
48 
5O 

20--30 
15--3~ 

21 
15--20" 

20* 
25* 

15--20" 

Art des 
Lebensmittels 

C-Gehalt nach 
der Literatur 

Titrations- 
wert 

ccm O,O01 n 

G r u p p e  II. W e n i g  b i s  g e n f i g e n d  
C - V i t a m i n  

Koch~pfel . gering 2--4 
h~5hren. . . gut his gering 5,5--9,5 
Milch wenig 1--2 
Heidelbeeren. gering 3* 

G r u p p e  III. S e h r  w e n i g  o d e r  k e i n  
C - V i t a m i n  

Birnen . . sehr gering 0,5--1" 
Pflaumen ,, , 0,5--1" 
Pfirsiche "l , ,' 1--2" 
Haler _ _  , 0 0 
Pilze (Hut - ) . ' ' ,  0 0 

Bei den Literaturangaben haben wir uns auf die Bacher yon R. B e r g  und 
S c h e u n e r t  gestatzt. Wo die Angaben dieser Bacher abweichend waren, stimmten 
unsere Befunde immer besser mit S c h e u n e r t ' s  Angaben aberein. 

Die Versuche zeigen, dab eine gewisse Paral le l i tgt  im Gehalte an C~Vitamin 
und im Gehalte an reduzierendem KOrper vorhanden ist, in dem Sinne, dab da, wo 
die Li teratur  viel C-Vitamin angibt, auch viel t i t r ier t  wird; wo die Li tera tur  nur 
wenig oder genagend C-Vitamin angibt, wird wenig ti triert ,  nnd wo sie sehr wenig 
oder gar nichts angibt, wird auch sehr wenig reduzierender KSrper oder gar keiner  
gefunden. 

Man k~nnte nun den Einwand erheben, ob das, was hier reduziert,  wirklich 
auch in allen FMlen unser reduzierender KSrper ist. KOnnten nicht in Lebensmitteln 
irgendwelche anderen bekannten reduzierenden Stoffe vorhanden sein oder bei tier 
Herstellung der Auszage aus den gauptn~hrstoffen der Lebensmittel  entstehen? Das 
ist nicht der Fall .  Es handelt  :sich bei der  Reduktionswirkung tats~chlich um die 
Wirkung eines besonderen neuen reduzierenden K~rpers und zwar aus folgenden Grtinden: 

1. Die bekannten in Lebensmitteln vorkommenden KOrper reduzieren den Fa rb -  
stoff nicht, so alle Z u c k e r  in neutraler  oder schwach saurer LOsung, A l d e h y d e  
wie Formaldehyd,  Acetaldehyd, Furfurol,  o r g a n i s c h e  S ~ u r e n  wie Ameisenshure, 
Weinshure, Apfelshure, Citronenshure, Milchsgure und G l y c e r i n .  Auch die bei tier 
Destillation der Lebensmittel  nach J. K 6 n i g  1)erhaltenen fltichtigen Substanzen redu- 
zieren den Indophenolfarbstoff nicht. 

1) Diese Zeitschrift 1929, ~7, 377. 
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2. Wenn aus den sonstigen 2%hrstoffen wie P r o t e i n ,  F e t t  und K o h l e n h y d r a t  
bet der Herstellung der Auszage erst rednzierende Stoffe entsti~nden, so mtil~ten, wenn 
man aus dem R~ckstand ein zweites, eta drittes Mal usw. erneut Auszage machte, 
immer neue Mengen reduzierenden K(irpers, wenn auch wahrscheinlich in abnehmendem 
Mai~e~ so doch bemerkbar~ entstehen. Das ist aber nicht der Fall. Wenn der Rtiek- 
stand ein zweites und drittes Mal verarbeitet wurde+ so wurde immer nur noch 
spurenweise reduzierender KSrper gefunden~ Mengen, die sich ohne weiteres durch 
das nicht vorgenommene Auswaschen des Rtickstandes erkli~ren. Beim dritten Auszug 
war schon so gut wie nichts mehr vorhanden. 

3. Es wi~re auch ein groSer und unmSglich anmutender Zufall, wenn diese aus 
anderen Stoffen bei der tterstellung der Ausztige etwa entstehenden reduzierenden 
KSrper immer in ungefi~hr parallelen Mengen mit dem Gehalt der Lebensmittel an 
C-u entstehen warden. 

I I L  Versuchte Reindarstellung des Kiirpers. 
Auf die Reindarstellung des KOrpers ist viel Mtihe verwendet worden. Ich 

sehe davon ab, alle die Wege zu schildern, die sich als ungangbar erwiesen haben. 
Ich will nur den Weg angeben, nach dem jetzt gearbeitet wird, und mug sofort hin- 
zufagen, da6 die vOllige Reindarstellung bisher nicht gelungen ist. Was die Rein- 
darstellung in so hohem Mage erschwert, ist der Umstand, dal~ alle 0perationen unter 
Stickstoff ausgeftihrt werden mugten. Arbeitet man bet Gegenwart yon Luft, so er- 
halt man so grol~e u dag schlie61ich kein reduzierender Kbrper mehr abrig 
bleibt. Auch wo es im folgenden nicht besonders hervorgehoben ist, ist immer bet 
vSlligem Luftabschlug unter Stickstoff oder bisweilen anch Kohlens~ure gearbeitet worden. ~ 

Der Gang der  g e i n i g u n g  war ungefi~hr folgender: 
Man geht yon mOglichst viel Citronensaft aus und si~uert zur Zersetzung der 

Citrate mit etwas verdiinnter Schwefelsi~ure an. Dann wird im schwachen 1Jberschul3 
pri~cipitiertes Calciumcarbonat zugesetzt. Dadurch wird die Citronensaure als Calcium- 
citrat gefi~Ilt. Man schleudert ab und si~uert die abgeschleuderte Fltissigkeit schwach 
mit Phosphorsi~ure an. Dieser Zusatz hat den Sinn, die Lnftempfindlichkeit abzu- 
schwl~chen. Wie oben erli~ntert, ist der K6rper luftempfindlich, aber in wesentlich 
geringerem Mal3e in saurer als in alkalischer oder neutraler LSsung. Dann wird im 
Yakuum auf etwa 1/.~ des Yolumens nnter gleichzeitigem Durchleiten yon Stickstoff 
eingeengt. Der konzentrierten Fliissigkeit wird noch etwas mehr Phosphorsi~ure zu- 
gefiigt, his die Fl~ssigkeit den Methylorangeumsehlag zeigt. Man fallt dann auf das 
ftinffache Volumen mit Aceton anf. Hierbei scheidet sich ein starker Niederschlag 
ab, der Salze, insbesondere Citrate und Phosphate, enthi~It; ferner scheiden sich Zucker 
und Pektin aus, wi~hrend der rednzierende KSrper gr66tenteils in L0snng verbleibt. 
Das Aceton wird nun im Vakuum weggedampft nnd diese F~llung mehrfach wieder- 
holt. Die immer wieder ausfallenden Niederschli~ge werden dureh Sehleudern beseitigt. 
So erhi~lt man eine Acetonl0sung: bet der ungefi~hr 92 % der Trockensubstanz des 
Citronensaftes ausgeschieden sind, wenn sie etwa ebenso konzentriert an reduzierendem 
KSrper ist wie frischer Citronensaft. Die L(isung ist nnter Stickstoff im Eisschranke 
gut haltbar. Sie wurde vielfach yon nns in dieser Weise auf u bereiteg und 
aufgehoben. 

Diese LOsung wird nnn in folgender Weise welter gereinigl: Man setzt zun~ehst 
so viel Wasser zu, dal] das Aeeton ungef~hr 10% Wasser enthi~lt. Nun wird neu- 
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tralisiert mit methylalkoholischer Barytl0sung. Es fallt ein starker Niederschlag aus, 
welcher den ganzen reduzierenden K(~rper enthMt. Dieser l~iederschlag ~'ird ab- 
geschleudert und mit verdfinnter Schwefelsaure zersetzt, wobei man etwas mehr Schwefel- 
saute anwendet als Barium verwendet wurde. Vom ausgeschiedenen Bariumsulfat- 
Niederschlage wird abermals abgeschleudert. Zur abgeschleuderten Flfissigkeit, welche 
nun wieder den reduzierenden KC)rper enthMt, gibt man Bleiacetat hinzu. Es entsteht 
ein starker )~iederschlag, der ziemlich frei ist yon reduzierendem K0rper. Man schleudert 
wieder ab und entbleit die L(~sung mit Schwefelwasserst0ff. Die yon Bleisulfid be- 
freite LOsung wird im Vaknmn konzentriert, wobei gleichzeitig der tibersehfissige 
Schwefelwasserstoff entfernt wird. Durch die Umsetzung des Bleiacetats ist Essigsgure 
in die Lbsung gekommen, welche durch Extrahieren im Perforator mit Ather entfernt 
wird. Die ausgei~therte L0sung wird im Yakuum bis zum Sirup eingedampft. Den 
Sirup nimmt man mit Aceton auf. Die Aeetonl0sung wird dutch Zusatz yon Wasser 
und Wegdampfen des Acetons in wi~sserige LSsung fibergeffihrt. 

So wurden wgsserige L0sungen erhalten, bei welchen, auf die gleiche Konzen- 
tration des reduzierenden K(~rpers wie im frischen Citronensaft bezogen, 97 % der 
Trockensubstanz des Citronensaftes abgeschieden war. Das scheinbare Aquivalent- 
gewicht dieser L(~sung (rag Troekensubstanz far 1 ccm N.-Farbstoffl8sung) betrug 
450--500. Da, das scheinbare Aquivalentgewicht schon ziemlich klein war, haben 
wir versucht, den KOrper nun aus Alkohol, Aceton und anderen L(~sungsmitteln zum 
Krystallisieren zu bringen. Diese u verliefen aber biSher vOllig negativ. Es 
gelang nieht, einen krystallisierten reduzierenden K6rper zu erhalten. 

Wenn nun die Frage gestellt wird, was wir bisher Sicheres fiber die c h e m i s c h e  
N a t u r  des K 0 r p e r s  wissen, so ist es versti~ndlich, da~ wir noch nicht sehr vim 
Sicheres darfiber zu sagen wissen. Wir haben mit tier naheren Untersnchung der 
Natur des Kt~rpers auf die geglackte Reindarstellung gewartet. In diesem Falle wgre 
die chemische Natur natarlich vim schneller aufzuklgren gewesen, als wenn, wie bis- 
her, nur eine weitgehende Reinigung gelungen war, die aber neben dem K(~rper noch 
eine Reihe yon anderen Stoffen zugegen lie~. Immerhin k(~nnen wir auch heute schon 
einige Angaben machen: Zungchst steht fest, dag der K(~rper eine Si~ure ist und zwar 
eine Sgure yon etwa der Sti~rke der Essigs~ure oder ghnlich starker organische~" 
Carbonsi~uren. Die Wie oben geschildert gereinigte L0sung erwies sich als stickstoff- 
haltig und zwar wurden auf zwei 0xydationsgquivalente etwa ein Aquivalent Stick- 
stofl gefunden. Ob der KSrper selbst stickstoffhaltig ist oder ob es sich bier noch 
um stickstoffhaltige u handelt, mnl~ vorlaufig dahingestellt bleiben. 
Dag der KSrper kein Fett oder Lipoid oder hochmolekulares Kohlenhydrat sein kann, 
folgt ohne weiteres aus den LOsliehkeitsverhi~ltnissen. Die F e h l i n g ' s e h e  L(~sung 
wird reduziert. Ffir die Anwesenheit yon Zucker beweist das aber nichts; der KSrper 
selbst reduziert ja und wird also auch die F e h l i n g ' s c h e  L(~sung reduzieren. Die 
Mol i sch ' s che  Reaktion auf Kohlenhydrate war positiv. Es befindet sich deshalb ent- 
weder noch Zucker als Verunreinigung in der L6sung, oder aber der Zucker ist ein 
Bestandteil des reduzierenden Kbrpers, was z. B. in Form eines Glykosids der Fall 
sein k6nnte. Die Gerbstoffreaktionen verliefen in den verwendeten Verdfinnungel~ 
negativ. Die hervorstechendste Eigensehaft des K6rpers ist sein typisehes Reduktions- 
vermSgen. 
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IV. Tierversuche. 

Mit dem gereinigten Pr~parat, aus dem etwa 97 % tier Trockensubstanz des 
Citronensaftes ausgeschieden waren, wurden nun Tierversuche angestellt. Als Yersuchs- 
tiere wurden Meerschweinchen verwendet. Die Grundftitterung bestand aus Haler, 
Heu und Milch, welche 1 Stun@ auf 120 o erhitzt worden war. 

Beim e r s t e n  T i e r v e r s u c h  verwendeten wir drei Reihen von Tieren: Die erste 
Reihe erhielt nur diese Grundkost. Die zweite Reihe erhielt neben der Grundkost 
aul~erdem ti~glich j'e 1 ccm Citronensaft, der in neutralisierter Form aufgefallt auf 
2 ecru verabreicht wurde. Die dritte Reihe erhielt aul~er der Grundkost ti~glich die- 
selbe Menge an reduzierendem Stoff in ebenfalls 2 ccm des auf oben geschildertem 
Wege gereinigten Pri~parates. Bemerkenswert ist noeh~ dal~ wi~hrend des Yersuches~ 
der nattirlich mehrere Monate dauerte, der Reduktionswert des Prhparates trotz aller 
Vorsicht zum Tell bis auf die HMfte absank. In Reihe I I I  ist also zeitweise nur die 
Hi~lfte des reduzierenden K0rpers gefattert worden wie bei der Reihe II, w o e s  sich 
immer um frischen Citronensaft handelte. 

Das Resultat dieses Versuches war folgendes: Die Tiere der Reihe I zeigten 
bald gro~e Gewichtsabnahmen; nach 3 Wochen waren sie alle skorbutkrank und starben 
kurz darauf. Die yon einem sachversti~ndigen Mediziner vorgenommene Sektion lieI~ 
alle Mhrkmale des Skorbuts deutlich erkennen. Die Tiere der Reihe I I  und I I I  da- 
gegen zeigten keine Gewichtsabnahme, vielmehr Gewichtszunahmen und blieben v5llig 
gesund. Nur ein Tier der Reihe I I  (mit Citronensaft) starb schon bald. Die Sektion 
zeigte aber, dab es an einer Lungenerkrankung gestorben war, die mit Skorbut nichts 
zu tun hatte. 

Ein z w e i t e r  T i e r v e r s u c h  wurde dann in der Weise ausgef~ihrt, dab wieder 
drei Reihen yon Tieren mit derselben Grundkost geftittert wurden. Reihe I erhielt 
ti~glich 2 ccm des Pri~parates, Reihe II  1 ccm Citronensaft, bei dem aber der redu- 
zierende KSrper dutch eine Menge Chlor in Form yon Chlorwasser gerade oxydier~ 
war und bei Reihe I I I  erhielten die Tiere neben der Grundkost 2 ccm Pri~parat, bei 
dem der reduzierende Ki)rper ebenfalls durch eine Zugabe von.Chlor in Form yon 
Chlorwasser gerade oxydiert war. Die Tiere der Reihe I erhielten ferner 3 Wochen 
lang neben dem unoxydierten auch das oxydierte Pri~parat. Diese Tiere der Reihe Ii 
blieben v011ig gesund. Das besti~tigt das Resultat des ersten Yersuches, dab das: 
unoxydierte Pri~parat gntiskorbutisch hoch wirksam ist. Die Fiitterung mit dem oxy- 
dierten Pri~parat daneben zeigt, dal~ dieses oxydierte Pri~parat an sich nicht giftig 
ist. :Nach 5 - - 6  Wochen waren alle mit oxydiertem Prhparat und mit oxydiertem~ 
Citronensaft geftitterten Tiere skorbutkrank, wie wieder die medizinische Sektion der- 
gestorbenen Tiere bewies. 

Zusammenfassend lhl~t sich also tiber die Tierversuche sagen, da~ das Pri~parat: 
hoch wirksam ist, wenn es in der Menge des reduzierenden KSrpers, wie er im frischen 
Citronensafte vorhanden is L angewendet wird. Bei dem mit Chlorwasser oxydierten 
Pri~parat ist die antiskorbutische Wirkung vernichtet. 

Man sollte nun glauben, da~ man aus den hisherigen Resultaten wohl den Schlui~ 
herleiten kSnne, da6 der reduzierende K(irper und das antiskorbutische Vitamitl 
identisch seien. Dieser Schlu6 wiire aber verfrtlht. 
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V. Arbeiten anderer  Forscher  fiber dieses  Gebiet. 

Vor etwa 4 - - 5  Wochen sind uns neue Arbeiten yon Z i l v a  1) ans dem Lister- 
Institut in London bekannt geworden. Der Forscher hat aber hhnliche Dinge ge- 
arbeitet wie wir. Z i lva ' s  Befunde, so weit sie hier interessieren, sind, kurz zusammen- 
gefabt, folgende: Der Forscher hat in der antiskorbutischen Fraktion des Citronen- 
saftes einen reduzierenden KOrper festgestellt, der Phenolindophenolfarbstoff reduziert. 
Er hat direkt Phenolindophenolfarbstoff und nicht nnser 2,6-dichlorsubstituiertes 
Produkt angewendet. Z i l v a  hat auch die Ubereinstimmung der'Eigenschaften yon 
Vitamin und reduzierendem KSrper festgestellt. Er behauptet aber auf Grund seiner 
Untersuchungen, dab die beiden KSrper C-Vitamin und reduzierender K6rper doeh 
nicht identisch, sondern verschieden seien. Die haupts~tchlichsten Grttnde far diese 
Behauptung sind folgende: a ) B e i  bestimmten Bleifhllungen yon Citronensaft hat er 
Fraktionen erhalten, die wenig reduzierenden K6rper, aber viel Antiskorbuticum ent- 
hielten, b) Bei bestimmten Bleifhllungen hat er ferner reduzierenden K6rper ohne 
antiskorbutische Wirkung gefunden, c) Mit Indophenolfarbstoff oxydierter KSrper hat, 
sofort verfattert, noeh antiskorbutische Wirkung gezeigt. Der Punkt b) ist mit der 
Identithtsannahme nicht in Einklang zu bringen. Die Pankte a) und c) dagegen 
brauchen noch nieht gegen die Annahme der Identit~t zu sprechen. Wenn n~mlich der 
rednzierende KSrper das C-Vitamin ist, so kann man seine Wirkung im Organismus 
wohl darin sehen, dab er als katalytischer Sauerstofftibertr~ger in den Zellen wirkt. 
Ein gelinde oxydierter KSrper kSnnte nun m~glicherweise Sauerstoff im Organismus 
abgeben und an oxydierbare KSrper tibertragen unter erneuter Rtiekbildung yon 
reduzierendem KSrper. Dieser kSnnte ein zweites, ein drittes Mal Sauerstoff aufnehmen 
und abgeben usw., mit anderen Worten, er w~irde ein katalytisch wirkender Sauer- 
stoffabertrhger sein. Wir haben beim Studium der 0xydierbarkeit des reduzierenden 
KSrpers interessante Feststellungen gemacht. Nach nnseren Feststellungen zeigt der 
K6rper gegen verschiedene Oxydationsmittel eine sehr verschiedene 0xydierbarkeit. 
Dutch Luft wird er letzten Endes irreversibel oxydiert, dutch Wasserstoffsuperoxyd 
wird er bei kurzer Einwirkung nicht oxydiert. Wenn man Wasserstoffsnperoxyd zugibt, 
so kann man den reduzierenden KSrper in unverhnderter Weise neben Wasserstoff- 
superoxyd nachweisen und titrieren. Die 0xydation mit Indophenol ist deshalb m6g- 
lieherweise ein reversibler u Ist dieses aber der Fall, so ist nattirlieh auch 
der oxydierte K~rper noch wirksami bevor er weiter oxydiert ist. Far  diese Annahme 
spricht der Befund Zi lva ' s ,  dab der mit Phenolindophenol oxydierte KSrper nnr dann 
antiskorbutisch wirksam blieb, wenn er sofort verfiittert wurde, sparer aber nicht mehr. 
Der mit Chlor oxydierte KSrper war nach unseren Befunden nicht mehr antiskorbutisch 
wirksam. Hier liegt also offensichtlich eine andere Art der Oxydation, verlnutlich eine 
irreversible Oxydation vor. 

Z i l v a  gibt auch an, daft tier reduzierende KSrper immer mit dem Anti~ 
skorbuticum vergesellschaftlicht ist. Er gibt weiter an, dab, wenn der reduzierende 
KSrper zerstSrt wird, such die antiskorbutische Wirksamkeit zerstSrt wird. Er erklhrt 
sieh die Gegenwa1% des reduzierenden KSrpers so, dabt die Natur dem Vitamin durch 
diesen K6rper ein stabilisierendes Reduk.tions-Oxydations-System zugegeben habe~ das 
durch die Erhaltung des Potentials das Vitamin vor Zersetzung sehtitzen soll. 

1) Biochem. Journ. 1927, 21, 354, 689, 1121: 1928, 22, 779. 
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Hier seien auch noch die Arbeiten yon zwei franzSsischen Forschern, B e z s son  off  
und A g o p i a n  1) erw~hnt~ die schon vor einer Reihe yon Jahren behauptet haben~ dal~ 
es ihnen gelungen sei, C-Vitamin aus Wei6k0hl darzustellen. Sie haben ihre Ver- 
fahren der Herstellung sogar patentieren lassen. Auffallend ist, da~ diese scheinbar 
zur industriellen Yerwertung vorgenommenen Arbeiten yon der Wissenschaft bisher 
so gut wie vSllig abgelehnt sind. B e z s s o n o f f  und A g o p i a n  behaupten, dal] sie 
aus Wei~kohl einen krystallisierten KSrper erhalten haben~ den sie far das Glykosid 
eines Polyoxyphen01s halten. Auch dieser KSrper besal~ ein starkes Reduktionsver- 
m0gen und wurde durch Arbeiten unter Stickstoff gewonnen. Das Molekulargewicht 
wurde zu 200--230 ermittelt. Der KSrper soll aneh antiskorbutisch stark wirksam 
gewesen sei. Mit unserem KSrper scheint er aber nieht identiseh zu sein, einmal weil 
wir den KSrper nicht znm Krystallisieren bringen konnten~ dann auch well bei unserem 
Produkt die Gerbstoffreaktionen negativ verliefen, whhrend ein Polyoxyphenol Gerb- 
stoffreaktionen zeigen m~ifite. Die Forscher haben auch bei ihren Darstellungsgange zum 
Teil in alkalischer LSsung gearbeitet, was unseren KSrper vernichten oder zum mindesten 
schwer seh~digen mafite. Vielleicht hat es sich um ein Zersetzungsprodukt des eigent- 
lichen KSrpers gehandelt. 

VI. Nachweis und Bestimmung des antiskorbutischen Vitamins 
in Lebensmitteln mit Hilfe des 2~6.Dichlorphenolindophenolfarbstoffes. 

Wir bearbeiten nat~irlich das ganze Problem weiter und werden dabei auch 
Gelegenheit nehmen, die Befunde Zilva 's  nachzupr~ifen. Sollte sich dabei doch noch 
die Identitht des reduzierenden K0rpers mit dem C-Vitamin beweisen lassen: so h~tte 
man ohne weiteres in der Farbstofftitration eine einfache Methode zur Best immun 
des Antiskorbuticums. Erweisen sich aber endgaltig reduzierender KOrper und C-Vitamin 
als verschiedene Stoffe, so sei far die Bewertung der Titrationsmethode nochmals auf 
folgendes hingewiesen: ~ach unseren Befunden ist immer eine nngefahre Parallelitht 
zwischen dem Gehalt an C-Vitamin und reduzierendem K~)rper vorhanden. Nach 
Z il v a's Befunden ist der reduzierende K6rper immer vergesellschaftet mit dem C-Vitamin. 
Das Vitamin geht schnell zugrunde, wenn der reduzierende KSrper oxydiert wird. 
Deshalb ist es nach meiner Ansieht in jedem Falle mbglich, auch wenn der reduzierende 
KSrper nicht mit dem C-Vitamin identisch ist, sondern dieses nur immer begleitet, 
das C-Vitamin durch die Farbstofftitration zu messen in ~hnlicher Weise, wie man in 
der Lebensmittelchemie z. B. den Eigehalt yon Lebensmitteln am Lecithingehalte migt. 
Nachprafungen der Methode parallel mit biologischen Methoden whren besonders 
erw~nscht. 

Man verfahrt far die U n t e r s u c h u n g  p f l a n z l i c h e r  Te i l e  auf  C-Vi tamin  
folgendermaSen: 25 bis 50 g des zu untersuchenden pflanzlichen Produktes werden 
schnell fein zerkleinert, in 100 ccm 5%-iger Schwefelshure aufgeschwemmt und fort- 
gesetzt Stickstoff durchgeleitet. Man kocht im Stickstoffstrom kurz auf, his die Pflanzen- 
zellen sich gut voneinander gelSst haben, kfihlt sofort im Stickstoffstrom ab und giel3t 
durch ein Gazefilter. Die abgegossene Flfissigkeit wird auf 200 ccm aufgeft~llt. On- 
yon entnimmt man so viel, wie 5 oder 10 g pflanzlicher Substanz lentspricht. I n  dieser 
Flfissigkeit wird zunhehst mit starker Natronlauge der grSl~te Tell der Schwefelshure 
abgestumpft. Die noch saure Flassigkeit wird dann mit festem ~atriumacetat versetzt, 

1) Siehe R. Berg,  Die Vitamine. Leipzig 1927, S. Hi rze l  (S. 4~24--429). 
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bis nur noch freie Essigsi~nre und tiberschfissiges Natriumacetat, aber keine freie 
Schwefelsi~ure mehr vorhanden sin& Dieses ist der Fa l l  wenn bei dem nun folgenden 
Titrieren mit FarbstofflSsung der einlaufende Farbstoff blau bleibt und nieht rot wird. 
Nun wird mit 0,001 N.-Farbstoffl(~sung die abgekilhlte Fliissigkeit his zur eben erkenn- 
baren, bestehen bleibenden Blaufi~rbung titriert. Das Resultat wird angegeben als 
ccm 0,001 n far 10 g Substanz. 

Die H e r s t e l l u n g  de s  F a r b s t o f f e s  geschieht, wie yon uns angegeben'). Ich 
habe ferner die Firma Dr. T h e o d o r  S c h u c b a r d t ,  G . m . b . H . ,  Chemische Fabrik 
in GOrlitz YeranlaBt, den Farbstoff herzustellen nnd in den Verkehr zu bringen. Er  
kann Yon dort zum Preise yon etwa 10 RM. far 1 g bezogen werden. Eine ungefghr 
0,001 normale L6sung bereitet man, indem man eine Messerspitze Farbstoff in einen 
Literkolben bringt, destilliertes Wasser aufschiittet, durch Zngabe Yon Phosphatl0sung 
der Stufe 7 nach S S r e n s e n  auf die Wasserstoffstufe 7 bringt, bis zur Marke auf- 
fiillt, mischt und einige Zeit unter (~fterem Umseh~itteln stehen li~Bt. Die Phosphat- 
l(~sung wird hergestellt durch Vermischung Yon einem Teil n/15 primi~ren Kalium- 
phosphates mit zwei Teilen n/15 sekundgren Natriumphosphates ~). Die filtrierte L~sung 
ist etwa 0,001-normal. Sie ist dann mit Titantrichlorid und Ferriammonsulfatl(~sung 
in der Weise einzustellen, dab eine etwa 0,01 N.-TitantrichloridlSsung 3) einerseits 
mit tier Farbstoffl(isung, andererseits mit 0,01 N.-EisenalaunlOsung unter Verwendung 
Yon Rhodan als Indicator titriert wird. 

V o r s i t z e n d e r :  Ich danke Ihnen, Herr Kollege T i l h n a n s ,  far den u 
fiber Ihre hochinteressanten mtihevollen Arbeiten, die Sie zu diesem Ziele - -  wenn 
es auch noch nicht ganz erreicht ist - -  gefiihrt haben. Ich glaube, wir diirfen als 
Nahrungsmittelchemiker stolz darauf sein, dal~ es Herrn Kollegen T i l l m a n  s gelungen 
ist, auf einem bisher Yollsti~ndig dunklen Gebiete so weir vorzudringen, und wir 
wanschen, dal~ er recht bald zu dem Yollstimdigen Ziele seiner Arbeit gelangen mSge. 

Wtinscht jemand das Wort zu dem Inhalt des u Ich glaube, den 
meisten kommen die Resultate so tiberraschend, dal~ Sie nicht in der Lage sind, auf 
die Sache nigher einzugehen. So danke ieh Ihnen, Herr Kollege T i l l m a n s ,  nochmals 
ffir Ihre Ausft~hrungen. 

Wir komraen nun zum nhchsten Punkt, den Vortrag yon Herrn Dr. R e m y  fiber 
die ,Bedeutung biologischer Untersuchungsmethoden far die praktische Nahrungs- 
mittelchemie". 

Die Bedeutung biologischer Unfersuchungsmethoden fiir die 
praktische N ahrungsmittelchemie. 

Von 
Dr. E. Remy.  

Abteilungsvorstand am Hygienischen Institut der Universit~t Freiburg i. Br. 

Die Anwendung biologischer Methoden in der praktischen Nahrungsmittelchemie 
hat sich ~m Laufe der Zeit in vielen Fhllen als unbedingt notwendig erwiesen far 
eine exakte Beurteilung sowoh] verfhlschter als auch unverfMschter Nahrungsmittel. 

1) Diese Zeitschrift 1928, 56, 272. 
3) Siehe u. a. bei M i c h a e 1 i s : Praktikum der physikal. Chemie. Berlin, 5. S p r i n g e r, 1826. 
a) Entsprechend verdtinnte k~ufliche LSsung. 


