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1 Einleitung

1936 hat Green an Silberfiichsen, die mit rohen Karpfen gefiittert wur-
den, eine Krankheit beobachtet. Er vermutete (1937), dass es sich bei dieser
Krankheit um eine Thiamin-Avitaminose handle. Als das synthetische Thiamin
erhiéltlich war, bewiesen Green et al. (1941) die Richtigkeit dieser Vermu-
tung. 1944 fanden Bhagvat und Devi als erste Antithiamin-Wirkstoffe in den
Samen einiger Pflanzen (Eleusine coracana, Phaseolus radiatus, Brassica
juncea, Grossypium sp., Linum usitatissimum). 1945 hat Kgren solche Wirk-
stoffe auch im Farnkraut (Eupteris aquilina L. = Pteridium aquilinum [L]
Kuhn) gefunden. Nach spiiteren Arbeiten (Haag, Weswig und Freed, 1947;
Somogyi und von Muralt, 1949; Evans, Jones und Evans, 1950) gibt es da-
runter thermostabile und thermolabile Komponenten.

Nach Somogyi (1949 b) besitzt Pteridium aquilinum von allen Farnkraut-
Arten die grosste Antithiamin-Wirkung. In der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb versucht, die Antithiamin-Wirkstoffe aus den Fiedern zweiter Ord-
nung der Blitter von Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Adlerfarnkraut) zu
isolieren, ihre Aktivitiit und Stabilitit zu bestimmen und Aufschluss {iber
ihren Wirkungsmechanismus zu gewinnen.



2 Literaturiibersicht

Woolley (1941) extrahierte Eingeweide frischer Karpfen mit Kochsalz-
16sung. Der Extrakt inaktivierte Thiamin in vitro bei 37°C. Sealock, Liver-
more und Evans (1943) hielten den Wirkstoff fiir ein Enzym und nannten ihn
"Thiaminase". Bonner und Buchmann (1938) hatten indessen schon friiher
ein Ferment aus Erbsenwurzeln, das Thiamin aus dem Pyrimidin- und Thia-
zolanteil aufbaut, mit "Thiaminase" bezeichnet. Somogyi und von Muralt (1949)
schlugen fiir die Wirkstoffe, die Thiamin (Aneurin) inaktivieren, den Namen
"Antianeurin-Faktoren" vor. Krampitz und Woolley (1944) zeigten, dass Thia-
min durch Karpfeneingeweide -Extrakt in die Thiazol- und Pyrimidin-Kompo-
nente gespalten wird. Nach Sealock und Goodland (1944) hemmt Kupfer die
Inaktivierung des Thiamins durch Karpfeneingeweide-Extrakt. Mangan ver-
mag dagegen nach Reddy, Giri und Das (1948) die Thiamin-Inaktivierung
durch die "Thiaminase™ der Siisswassermuschel zu férdern, Sealock und
Livermore (1949) haben mitgeteilt, dass m-Aminobenzylthiazolium-Salze die
durch Fisch-"Thiaminase" verursachte Spaltung des Thiamins um 17, 5 bis
50 % erhohten. Ortho- und para-Verbindungen sollen die Spaltung des Thia-
mins dagegen hemmen, Nach Sealock und Davis (1949) fordern auch andere
organische Amine, wie m-Nitroanilin und m-Aminobenzoesiure, die Thiamin-
Inaktivierung durch die Fisch-"Thiaminase". Nach Reddy, Giri und Das (1948)
sowie nach Somogyi (1949 b) sind im Karpfeneingeweide~Extrakt zwei Wirk-
stoffe enthalten, die Thiamin inaktivieren. Yudkin (1949) berichtete sogar von
drei "Thiaminasen". Ubereinstimmend teilten alle Autoren mit, dass die Anti-
thiamin-Wirkstoffe aus Karpfeneingeweide-Extrakt thermolabil sind. Somogyi
(1950) fand auch in den Eingeweiden von Kaninchen und Hiihnern Stoffe mit
einer gewissen Antithiamin-Wirkung. Sie sind thermolabil und nicht dialysier-
bar, was Bir (1952) bestitigt hat, Matsukawa und Misawa (1949, 1950), Ki-
mura und Aoyama (1951), Kimura und Liao (1952, 1953) und Fujita, Nose und
Kuratani (1954) fanden Antithiamin-Wirkstoffe auch in drei Arten von Darm-
bakterien.

Agren (1945) hat erstmals Antithiamin-Wirkstoffe pflanzlichen Ur -
sprungs zu isolieren versucht. Er extrahierte Populus tremula L. (Espen-
bliitter) und erhielt die gereinigten Antithiamin-Wirkstoffe als "nicht-kri-
stalline" Substanz, die frei von Stickstoff, Phosphor und Schwefel war. Evans,



Jones und Evans (1950) konnten in Equisetum arvense Antithiamin-Wirkstof-
fe nachweisen. Forenbacher (1950, 1952) beobachtete an Pferden, die mit
Heu, das 5 bis 50 % Equisetum enthielt, gefiittert wurden, eine Thiamin-
Avitaminose.

Weswig, Freed und Haag fiihrten 1946 erstmals "in vivo" - Versuche
mit Pteridium aquilinum durch. Bei der Verfiitterung von 40 % Farnkraut
der Gesamtration nahmen die Versuchstiere (Ratten) wihrend 10 Tagen noch
zu und magerten in den folgenden 10 Tagen bis zur vollstindigen Auszehrung
ab., Durch grosse Dosen Thiamin (0, 5 mg pro Tag) wurden die Tiere innert
14 Tagen wieder hergestellt. Diese Ergebnisse wurden von Haag, Weswig
und Freed (1947), sowie von Thomas und Walker (1949) bestitigt. Bei der
Verfiitterung von Pteridium aquilinum zeigen sich bei Ratten (Roberts,

Evans und Evans, 1949) und Pferden (Evans, W.C. und E. T.R. Evans,

1949; Evans, Evans und Roberts, 1951) dhnliche Symptome: Appetitlosig-
keit, Gewichtsabnahme, erhthte, unregelmissige Herzschliige, erhihte
Temperatur, stark erhthter Brenztraubensiure-~ und niedriger Thiamin-
Gehalt des Blutes. Wihrend die Ratten innert 30 Tagen nach dem Beginn der
Farnkraut-Diit sterben, zeigen die Pferde Lihmungserscheinungen, begin-
nen stark zu schwanken und leiden an Nasenbluten. Durch eine Thiamin-The-
rapie kann der Appetit von Ratte und Pferd wieder angeregt und der Nihrzu-
stand verbessert werden. Evans, E. T.R. und W. C. Evans (1949) glaubten,
dass die sogenannte "Tannin-Fraktion” des Farnkrautes eine antagonistische
Rolle gegeniiber dem Thiamin spiele, Die Tatsache, dass das Nasenbluten
bei Pferden (Evans, W.C.und E.T.R. Evans, 1949) und die durch Farnkrautpul-
ver erzeugte Erkrankung bei Katzen (Evans, Evans und Hughes, 1954) durch Thia~
min-Gaben nicht vollstindig geheilt werden konnte, fithrte zur Annahme, dassdie
Antithiamin-Wirkstoffe fiir die Erkrankung nicht allein verantwortlich seien.
In der Schweiz ist die mit "Blutharnen"” verbundene "Romooserkrankheit" des
Rindes in Gegenden bekannt, wo oft Farnkraut als Streue verwendet wird
(Romoos, Napfgebiet, Emmental). Sieber (1950) fand in den Futterpflanzen
der fraglichen Gegenden sowie im Harn von kranken Tieren eine gewisse
Antithiamin-Wirkung. Hess (1950) filhrte Heilungsversuche mit Thiamin und
mit verschiedenen Hefepridparaten durch. Er fand dabei eine Abnahme der
Animie und Konsolidierung des Nihrzustandes. Das "Blutharnen” liess je-
doch nicht oder nur voriibergehen nach,



Jacobsohn (1948) berichtete von einem thermolabilen Antithiamin-Wirk-
stoff in Pteridium aquilinum, Somogyi und von Muralt (1949) von thermosta-
bilen Antithiamin-Wirkstoffen, deren Hauptteil die Dialysiermembran passier-
te. Somogyi (1949 b) fand, dass Pteridium aquilinum die grosste Antithiamin-
Wirkung zeigt, gefolgt von Aspidium filix mas, Nephrolepsis exaltata und
Dryopteris austriaca. Bonicke (1953) und Fujita, Okamoto und Nose (1955)
haben die Thermostabilitit der Antithiamin-Wirkstoffe aus Pteridium aquili-
num ebenfalls bestitigt. Nach Haag, Weswig und Freed (1947) sind die Anti-
thiamin-Wirkstoffe aus Pteridium aquilinum in getrocknetem Zustand thermo-
stabil, In wissrigen Losungen verlieren sie jedoch ihre Aktivitit. Haag et al.
berichteten ferner, dass diese Wirkstoffé in Ather, Petrolither, Aceton und
Athanol unl¥slich sind.

Evans, Jones und Evans (1950) extrahierten ein thermolabiles Anti -
thiamin-Préparat aus Pteridium aquilinum mit Chloroform - Wasser bei o°c.
1952 teilten Evans und Jones mit, dass sich ein wissriger Extrakt von Pteri-
dium aquilinum durch Dialyse in einen thermostabilen und einen thermolabilen
Anteil trennen lasse. Beide Anteile sollen fiir die Antithiamin-Wirkung wich-
tig sein. Der thermostabile Anteil konne durch m-Aminobenzoesiure und
5-Aminosalicylsiure ersetzt werden. Watkin, Thomas und Evans (1953) be-
stitigten diese Versuche. Thomas, Watkin und Evans (1955) trennten einen
wissrigen Extrakt aus Pteridium aquilinum durch isoelektrische Fillung bei
pH 3 in einen Protein- und einen Nichtprotein-Anteil. Schafe, die mit dem
Nichtprotein-Anteil gefiittert wurden, erkrankten unter dhnlichen Symptomen,
wie sie auch bei Katzen auftraten, die Pteridium aquilinum-Pulver erhielten.
Nach Somogyi (1951) wandern die wasserldslichen Antithiamin-Wirkstoffe aus
Pteridium aquilinum im elektrischen Feld anodisch, Nach Fujita, Okamoto
und Nose (1955) ist die Antithiamin-Wirkung des Extraktes aus Pteridium
aquilinum von der Temperatur und vom pH abhiingig. 80 % der Aktivitit bleibt
auch bei mehrstiindigem Kochen erhalten. Hasegawa (1955) isolierte aus Farn-
kraut, dessen Art nicht publiziert wurde, einen thermostabilen Antithiamin-
Wirkstoff. Sein UV-Spektrum soll mit dem des Astragalins gut iibereinstim-
men, wihrend die IR-Spektren, die Schmelzpunkte, die Mikroanalysen und die
Ri-Werte Differenzen aufweisen. Von einem &dhnlichen Antithiamin-Wirkstoff
aus Farnkraut berichtete auch Nakabayashi (1955).



Fujita, Nose, Kozuka, Tashiro, Ueda und Sakamoto (1952) und Fujita
(1954) untersuchten die Wirkung einer gréssern Anzahl aromatischer und he-
terocyklischer Amine auf die Thiamin~Inaktivierung durch Pteridium aquili-
num, Anilin und Pyridin forderten die Thiamin-Inaktivierung am stirksten.

Kenten (1957 a, 1957 b) reinigte einen wiissrigen Extrakt von Pteridium
aquilinum durch Féllung mit Ammoniumsulfat und Fraktionierung an Kalzium-
phosphat-Gel, Nach Kenten wirkt der thermolabile Antithiamin-Wirkstoff als
Katalysator bei der Bildung von Heteropyrithiamin aus Thiamin und einem
Uberschuss an Pyridin, Hasegawa, Tamaki, Tanaka und Fujita (1957) iso-
lierten aus einem Gemisch von Thiamin und Rutin (3-Rhamnoglucosid des
Quercetins) "Rutinothiamin®, Dieses soll ein "Disulfid-Typ" des Thiamins
mit physiologischer Thiamin-Wirkung sein.

Nach Weakley, Eldridge und McKinney (1958) findet sich in Eleusine
coracana ein thermostabiler Antithiamin-Wirkstoff, wie von Bhagvat und
Devi (1944) mitgeteilt, nicht aber in Glycine hispida (Soja). Nach der Zugabe
vom Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessigsiure (Komplexon III) oder
bei Ausschluss des Luftsauerstoffes konnte keine Antithiamin-Aktivitit von
Sojabohnen-Priparaten mehr festgestellt werden. Die "scheinbare" Antithia-
min-Wirkung von Sojabohnen-Priparaten muss auf eine durch Metalle kataly-
sierte Oxydation des Thiamins zuriickgefithrt werden. Nakabayashi (1957)
isolierte aus Equisetum arvense zwei thermostabile Substanzen, die Thiamin
inaktivieren, Pentahydroxyanthrachinon und sein Glucosid. Sakamoto und
Fujita (1956) isolierten aus den Blittern von Ipomoea Batata (Siisskartoffeln)
durch Extraktion mit Methanol einen Antithiamin-Wirkstoff, den sie als Iso-
quercitrin identifizierten.

Agren (1946) fand, dass viele Phenole eine gewisse Antithiamin-Wir-
kung besitzen, wihrend Ather inaktiv zu sein scheinen. Hasegawa (1955) und
Hasegawa, Sakamoto, Nagayama und Fujita (1956) untersuchten eine Reihe
von Flavonoiden und Phenolen auf ihre Antithiamin-Wirkung, Die gr&ssten
Aktivititen unter den Flavonoiden wurden bei den 2-(3', 4'-Dioxyphenyl)-
benzo- Y -pyron-Derivaten gefunden. Von den freien Phenolen zeigte das
Brenzkatechin die grosste Antithiamin-Wirkung. Die Aktivitiiten dieser Sub-
stanzen waren aber nicht proportional zu ihren Konzentrationen. Horwitt (1959)
stellt in seiner zusammenfassenden Arbeit fest, dass unter den Antithiamin-



Wirkstoffen Flavonoide, Phenole und Tannine vorkommen.

Fujiwara und Watanabe (1952) beschrieben eine Verbindung, das
Allithiamin, das aus Extrakten von Allium sativum und Thiamin entsteht. Das
Allithiamin ergibt bei direkter Oxydation kein Thiochrom. Ebenso reagiert
es mit diazotiertem p-Aminoacetophenon nicht., Diese Reaktionen verlaufen
aber positiv, wenn das Allithiamin vorher mit Cystein oder Natriumhydro-
sulfit reduziert wurde. Das Allithiamin hat die gleiche physiologische Wir-
kung wie das Thiamin. Seine Struktur wurde von Matsukawa und Yurugi (1952)
abgeklirt. Matsukawa, Yurugi und Matsuoka (1953) sowie Matsukawa, Kawa-
saki, Iwatsu und Yurugi (1954) stellten mit Thiamin und andern Allium-Arten
auch Homologe des Allithiamins her. Diese Homologen konnten mit syntheti-
schen Verbindungen identifiziert werden.



3 Ergebnisse

31 Ausgangsmaterialien der Antithiamin-Wirkstoffe

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit Adlerfarn, Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn (= Pteris aquilina, Eupteris aquilina), der von Mitte bis
Ende August bei Trubschachen im Emmental (Kanton Bern) geerntet worden
war, durchgefiihrt. Von den Fiedern zweiter Ordnung der getrockneten Farn-
krautbliitter wurde ein wissriger Extrakt, Priparat I Al), hergestelit. Fiir
einige Versuche wurde Priparat I A dialysiert. Daraus wurden Priparat I B
(dialysierbarer Anteil)und Priparat I C(nicht~dialysierbarer Anteil) erhalten,

32 Bestimmung der Aktivitit der Antithiamin-Wirkstoffe

Die Aktivitlit der Antithiamin-Wirkstoffe wurde hauptsichlich mit der
Thiochrom-Methode, in einigen Kontroll-Versuchen auch mit der Melnick-
Field-Methode, bestimmt.,

Bei der Thiamin-Bestimmung nach der Thiochrom-Methode wird das
Thiamin in alkalischer Lésung von Kaliumferricyanid zu Thiochrom oxydiert,
das intensiv blau fluoresziert. Nach Jansen (1936, 1938) wird das Thiochrom
mit Isobutanol ausgeschiittelt, dessen Fluoreszenz gemessen und daraus die
Thiamin-Menge berechnet.

Der genaue Mechanismus der Oxydation des Thiamins zum Thiochrom
ist noch nicht abgeklirt. Gstirner (1951) gibt in seinem Buch folgenden mdg-
lichen Verlauf an: Das Thiaminchloridhydrochlorid wird zunichst durch die
Lauge liber das Thiaminchlorid und das N-Thiazoliumhydroxyd in die Pseudo-
base iiberfiihrt; deren alkoholische Hydroxylgruppe wird mit Kaliumferricyanid
zum Keton oxydiert, das mit der Aminogruppe des Pyrimidins einen Ring
schliesst.

1) Schema der Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe und Bezeichnung der
Priéparate siehe Abschnitt 337, Seite 35,
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Nach Peters und O'Brien (1955) bilden sich als erste Oxydationspro-
dukte Thiaminsulfid und Thiamindiazolan; in einer zweiten Stufe erfolgt dann
Cyclisierung mit der 4-Aminogruppe, Spaltung des Disulfids in 2 Thiol-Ra-
dikale und intramolekulare Umlagerung zu Dihydrothiochrom, das rasch durch
Luftsauerstoff zu Thiochrom oxydiert wird.

In den vorliegenden Versuchen wurden die Thiamin-Bestimmungen nach
der von von Fellenberg (1942) verbesserten und von Somogyi (1949 ¢) stan -
dardisierten Thiochrom-Methode durchgefiihrt. Die Fluoreszenz wurde mit
einem Fluorimeter, das aus einem Beckman-Kolorimeter (Modell C) ent -
wickelt wurde, bestimmt (siehe Fig. 1). Das Fluorimeter wurde vor jeder
Bestimmungsreihe mit Testlosungen bekannter Konzentrationen geeicht.

Zur Thiamin-Bestimmung wurden verschiedene kolorimetrische Me-
thoden ausgearbeitet, die auf der Bildung von Azokdrpern mit Thiamin beru-
hen. Prebluda und McCollum (1939) beschrieben die Bildung eines wasserun-



18slichen Farbstoffes des Thiamins mit diazotiertem p-Aminoacetophenon,

Die Melnick-Field-Methode (1939) basiert auf dieser Azo-Farbreaktion. Auer-
bach (1940) sowie Ballard und Ballard (1949) haben die Methode noch modifi-
ziert und vereinfacht. Die Intensitdt der Farbe wird in einem Beckman-Spek-
trophotometer DU bei 520 mu gemessen. Den Wert der Extinktion E rechnet
man mit Hilfe einer Eichkurve in Thiamin um,

Fig. 1  Schnitt durch das Fluorimeter

UV = Philips-UV-Lampe
HPW, 125 W, Typ 57202 E/70
B = Blende
C = Kiivette mit Messlésung
F = Blaufilter
PZ = Photozelle

Der Thiamingehalt eines Substrates kann auch durch mikrobiologische
Bestimmungen mit thiaminheterotrophen Pilzen ermittelt werden (Schopfer,
1949). Bei im iibrigen optimaler Nihrstoffversorgung hiingt das Wachstum die-
ser Pilze direkt von der Thiaminversorgung ab. Aus dem Myzelwachstum in
Mess- und Vergleichsldosungen kann man daher direkt auf den Thiamingehalit
der Messlosung schliessen. Schopfer (1949) und Bonicke (1953) 1) haben mit
Phycomyces Blakesleanus gearbeitet, Hoff-Jorgensen und Hansen (1955) sowie
spiter auch Bonicke (1959) mit Kloeckera brevis.

Die Antithiamin-Wirkung der verschiedenen Priparate wurde je nach

1) Die in dieser Arbeit erwihnten mikrobiologischen Bestimmungen wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. R. Bonicke, Tuberkulose-Forschungs-In-
stitut, Borstel, ii/Bad Oldesloe, Deutschland, durchgefiihrt. Ich danke ihm
dafiir bestens.



Versuch auf verschiedene Art angegeben. Die Aktivitit eines Priparates gibt
an wieviele Prozent des vorgelegten Thiamins durch das Préparat inaktiviert
worden sind. "Aktivitit" ist die allgemeinste Bezeichnung der Grosse der
Antithiamin-Wirkung. Sie wurde stets von einer bestimmten Menge eines
Antithiamin-Pridparates vor und nach einer Behandlung der Antithiamin-Wirk-
stoffe bestimmt.

Die spezifische Aktivitit ( ¥/mg), die am hiufigsten verwendete Anga-
be der Grosse der Antithiamin-Wirkung, ist gleich der Menge Thiamin inY

die durch 1 mg Antithiamin-Priparat inaktiviert wird. Diese Inaktivierungs-
versuche wurden mit 3, 6 mg Antithiamin-Priparat und 100 Y Thiamin in 20 ml
Versuchsgemisch, oder mit Bruchteilen davon, durchgefiihrt.

Die Halbwert-Menge (mg) ist gleich der Menge eines Antithiamin-Pri-

parates, die von einer Vorlage von 100 )Y Thiamin in 20 ml Versuchsgemisch

50 ¥ zu inaktivieren vermag. Die Halbwert-Mengen wurden mit "Inaktivierungs-
Kurven" berechnet, die durch 4 bis 5 Inaktivierungs-Versuche mit verschie-
denen Mengen Antithiamin-Préparat aufgenommen worden waren. Die Halb-
wert-Aktivitit ist gleich dem reziproken Wert der Halbwert-Menge. Eine
dhnliche Aktivitits-Bestimmung haben schon Matsukawa und Kawakami (1955)
sowie Hasegawa, Sakamoto, Nagayama und Fujita (1956) vorgeschlagen.

Die gesamte Aktivitiit ( Y) eines Antithiamin-Priparates oder einer Frak-

tion ist das Produkt seiner spezifischen Aktivitit ( Y /mg) mal Menge Trocken-
substanz (mg).

33 Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe

Ein Schema der Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe und ein Ver -
zeichnis der Priparate finden sichim Abschnitt 337, Seite 35.

Die Aktivititen der Priparate I A, I B und I C vor und nach der Behand-
lung mit Kationenaustauscher Amberlite IRC-50 in der H-Form sind in Tab. 1
zusammengestellt, Die Vorlage betrug jeweils 100 Y Thiamin in 20 ml Ge -
samtvolumen.

Die Aktivitit der Priparate I A, I B und I C wurde durch die Behandlung
mit Kationenaustauscher praktisch nicht verandert.
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Tab, 1 Aktivitit der Prédparate 1 A, I Bund I C vor und
nach der Behandlung mit Kationenaustauscher

Vorlage: 100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml

Aktivitit
" vor nach
Préparat der Behandlung des Priparates mit

Kationenaustauscher
% %

IA 0,75 ml 69 62

IB 5,0 ml 84 7

IC 3,0 ml 78 83

331 Behandlung mit Anionenaustauscherharzen

Da die Antithiamin-Wirkstoffe im elektrischen Feld anodisch wandern
(Somogyi, 1951) und die Aktivititen der Préparate I A, I B und I C vor und
nach der Behandlung mit Kationenaustauscher gleich gross sind, darf angenom-
men werden, dass die Wirkstoffe Sduren sind. Es wurde deshalb versucht, die
Wirkstoffe mit Anionenaustauscher aus dem Extrakt abzutrennen. Die Anionen-
austauscher wurden fiir diese Versuche, dhnlich wie es Derungs und Deuel
(1954) fiir die Trennung von Oligogalakturonsiuren vorgeschlagen haben, in der
Formiatform angewendet. Die an den Anionenaustauschern adsorbierten Wirk-
stoffe wurden mit Ameisensiure steigender Konzentration eluiert (Somogyi
und Koller, 1959, Somogyi, 1960).

Es wurden Versuche mit den stark basischen Anionenaustauschern Am-
berlite IR -4B und Dowex 1-x4, beide in der Formiatform, und mit dem schwach
basischen Anionenaustauscher Dowex-3 in der Formiatform durchgefithrt. Die
Ionenaustauscher wurden mit metallionenfreiem Priparat I A 14 Std. ausge-
schiittelt, mit Wasser gewaschen und iiber unbeladenen Ionenaustauscher ge-
schichtet, An Amberlite IR-4B wurden 25 bis 26 % der Trockensubstanz vom
metallionenfreien Priparat I A absorbiert, an Dowex-3 und Dowex 1-x4 liber
30 %. Die an den Anionenaustauschern adsorbierten Wirkstoffe wurden mit
0,5-n., 1,0-n., 5-n. und 10-n. Ameisensiure eluiert (Somogyi und Koller,
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1959). Die Aktivitit der Eluate aus der Siule mit Amberlite IR-4B war am
kleinsten; Amberlite IR-4B war fiir diese Versuche also ungeeignet. Die Re-
sultate je eines Versuches mit Dowex 1-x4 und Dowex-3 sind aus Fig. 2 er-
sichtlich, in der der Trockensubstanzgehalt (= eluierte Menge, Fig. 2a), die
spezifische Aktivitit (Fig. 2b) und die gesamte Aktivitit (Fig. 2c) jeder Frak-
tion dargestellt ist.

Bei der Fraktionierung des Antithiamin-Priparates I A an Dowex 1-x4
wurden mit 0,5-n. Ameisensiure sehr grosse Mengen aber mit kleiner spe-
zifischer Aktivitit eluiert. Die gesamte Aktivitiit dieser Fraktionen war ziem-
lich gross. Mit 1-n. Ameisensiure wurden nur sehr kleine Mengen mit klei-
ner spezifischer Aktivitit und kleiner gesamter Aktivitit eluiert. Mit 5-n.
Ameisensiiure wurden kleine Mengen eluiert; die spezifische Aktivitit dieser
Franktion war gross, die gesamte Aktivitiit aber ziemlich klein. Auch mit
10-n. Ameisensidure wurden ziemlich kleine Mengen des Antithiamin-Prépa-
rates eluiert. Diese hatten eine mittelmiissige bis kleine spezifische Aktivi-
tit, und ihre gesamte Aktivitdt war Klein.

Bei der Fraktionierung des Antithiamin-Préparates I A an Dowex-3
wurden mit 0, 5-n. und 1-n. Ameisensiure ziemlich grosse Mengen des Pra-
parates aber mit kKleiner spezifischer Aktivitit und kleiner gesamter Aktivi-
téit eluiert. Mit 5-n. Ameisensdure wurden auch noch ziemlich grosse Mengen
des Antithiamin~Priparates eluiert —Préparat III A. Die spezifische Aktivi-
tit dieser Fraktion war gross, die gesamte Aktivitit weitaus am grossten von
allen Fraktionen. Mit 10-n. Ameisensiure wurden nur noch kleine Mengen des
Antithiamin-Priparates eluiert—>Priparat III B. Dieses hatte eine grosse
spezifische Aktivitidt, doch war die gesamte Aktivitit klein,

Nach diesen Versuchen ist Dowex-3 fiir die Reinigung der Antithiamin-
Wirkstoffe aus Farnkraut geeigneter.

Durch fortgesetzte Fraktionierung der Antithiamin-Wirkstoffe an Do-
wex-3, in der Formiatform, mit 0,5-n. und 1-n. Ameisensiure wurde ver-
sucht, die Fraktionen mit geringer spezifischer Aktivitit noch schirfer abzu-
trennen und dadurch die Antithiamin-Priparate noch weiter zu reinigen. Wie
aus Fig. 3 hervorgeht, nahmen die mit 0, 5-n. Ameisensiure eluierten Mengen
zuerst rasch und dann nur noch langsam ab, wihrend die spezifische Aktivitit
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von Anfang an klein war, aber eher etwas anstieg. Wurde nach der 12, Frak-
tion (6 1 0, 5-n. Ameisensiure) auf 1-n, Ameisensiure umgestellt, so nahm
die eluierte Menge pro Fraktion nicht zu, wohl aber die spezifische Aktivitit.
Mit 5-n. Ameisensdure wurden nur kleine Mengen des Priparates III A eluiert.
Die spezifische Aktivitdt des Préparates III A war gross, fiel aber nach der
zweiten Fraktion stark ab, Das mit 10-n. Ameisenséure eluierte Priparat

III B hatte nur noch eine kleine spezifische Aktivitit.

Nach diesen Ergebnissen wurde die Elution in den weitern Versuchen

wie folgt standardisiert:

2 Fraktionen zu 500 ml1 0, 5-n. Ameisensiure
2 Fraktionen zu 500 m1  1,0-n. Ameisenséure
4 Fraktionen zu 500 ml  5,0-n. Ameisensiure —Priparat III A
4 Fraktionen zu 500 ml 10,0-n. Ameisensidure —> Priparat III B

Versuche mit metallionenfreien Préparaten I A, I B und I C fiihrten
genau zu den gleichen Ergebnissen. Fiir die weitern Versuche wurde deshalb
ausschliesslich Pridparat I A verwendet.

Wurden die Prédparate III A und III B wieder vereinigtund erneut an fri-
schem Dowex-3 in der Formiatform adsorbiert, so wurde durch eine zweite
Elution die spezifische Aktivitit nochmals erhdht (Fig. 4).

Auch bei der zweiten Elution konnten mit 0, 5-n, und 1-n. Ameisensiu-
re wieder kleine Mengen Wirkstoffe eluiert werden., Diese zeigten aber eine
bedeutend h6here spezifische Aktivitit als die entsprechenden Fraktionen der
ersten Elution, Mit 5-n. und 10-n. Ameisensidure wurden dhnliche Mengen
Wirkstoffe eluiert wie bei der ersten Elution (vgl. Fig. 2). Die spezifische
Aktivitdt der mit 5-n, und der ersten Portion 10-n. Ameisensiure eluierten
Wirkstoff-Fraktionen war etwas hoher als bei der ersten Elution, ebenso die
gesamte Aktivitit,

Die bisher beschriebenen Versuche zur Fraktionierung der Wirkstoffe
an Anionenaustauschersiule wurden mit 1,8 cm weiten und 20 cm langen Per-
kolationsrohren durchgefiihrt. Die Kapazitit dieser Sdulen ist sehr gering. Fiir
die Fraktionierung grésserer Mengen Wirkstoffe wurde eine 8,7 cm dicke und
50 cm lange Sdule benutzt. Aus dem Priparat I A wurden die metallischen
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Kationen vor der Perkolation nicht mehr entfernt, da sie die Aktivitit der
Wirkstoffe nicht beeinflussen (vgl. Seite 11). Dagegen wurden die Triibstoffe
aus dem Priparat I A mit Ameisensidure bei pH 3,5 ausgefillt und mit Celite
abfiltriert, wobei eine klare L&sung, Priparat II, ‘erhalten wurde. Die mit
0,5-n, und 1-n, Ameisenséure eluierten Fraktionen wurden verworfen. Bei
den grossen Ansiitzen waren die Mengen etwa T5-mal grésser als bei den
kleinen Ans#tzen. Zum Vergleich wurden die Ergebnisse der Fraktionierung
mit den grossen Anséitzen durch 75 dividiert (Fig. 5).

Mit 5-n. Ameisensiure wurde in der ersten Portion etwas weniger,
in den folgenden etwas mehr vom PriiparatIll A eluiert als beim kleinen An-
satz (Fig. 2, rechts), mit 10-n, Ameisensiure wurde in allen Portionen mehr
Priparat III B eluiert. Die spezifische Aktivitit des Priparates III A war
kleiner, jene des Préparates IIl B war grisser als beim kleinen Ansatz; sie
war auch grisser als jene des Priparates III A beim grossen Ansatz. Die
gesamte Aktivitit des PriparatesIII A und des Priparates IIl B war im gros-
sen Ansatz annihernd gleich (2520 bzw. 2390 Y ).

332 Behandlung mit Salzséure

Von den Untersuchungen der Stabilitit gegen Siure und Lauge (Ab-
schnitt 342) war bekannt, dass die Antithiamin-Wirkstoffe aus Farnkraut
gegen Lauge labil, gegen Siure aber sehr stabil sind. Es wurde deshalb ver-
sucht, die Antithiamin-Wirkstoffe nach einer Behandlung mit 1-n. Salzsiure
wihrend 3 Std. bei 100° C weiter zu reinigen. Dazu wurden Priéparat III A
und III B, sowie beide zusammen verwendet. Nach der Siurebehandlung wur-
den die Reaktionslésungen am Vakuum eingeengt. Der Trockenriickstand
wurde in Wasser aufgenommen. Dabei blieb ein unlbslicher, inaktiver Riick-
stand, der abfiltriert wurde. Der Wasserauszug wies eine bedeutende Anti-
thiamin-Aktivitit auf. Die Wirkstoffe, die vor der Behandlung mit Salzsdure
4therunlyslich waren, konnten mit Ather extrahiert werden —>Priiparat v,
wihrend im Wasser eine Fraktion mit einer sehr geringen Aktivitit zuriick-
blieb —>Priparat IV A. Eine 4therische L8sung von Priparat IV wurde
nacheinander mit Natriumbikarbonat,— Priparat V, bzw. Soda, —>Pripa-
rat V A, ausgezogen, wobei ein Atherriickstand, > Priparat V B, erhalten
wurde. Die Mengen und spezifischen Aktivitiiten der einzelnen Fraktionen
eines Versuches aus einer Versuchsreihe von iiber 20 #hnlich verlaufenen
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Experimenten sind in Tab. 2 zusammengestellt.

Tab, 2 Ausbeute und spezifische Aktivitét
der Fraktionen III B bis V

Vorlage: 100 bzw. 50 bzw. 25 )Y Thiamin;
3,6 bzw. 1,8 bzw, 0,9 mg Priparat;
Gesamtvolumen: 20 bzw. 10 bzw. 5 ml

Priparat Ausbeute spezifische Aktivitéit
mg Y /mg
IIB 80 20,5
IVA 21,2 7,3
1A' 27,6 24,6
\' 11,5 25,5
VA 1,1 3,8
VB 3,4 2,8

Die spezifische Aktivitiit von Priparat IV bzw. V war 20 bzw. 24 % grés-
ser als jene von Priparat I B; die von Prédparat IV A war klein und die von
Priparat V A und V B sehr klein,

Die Behandlung mit 2-n. und 6-n. Salzsiiure ergab &hnliche Resultate.
Die Ausbeute an Priparat IV und V war nach der Behandlung mit 1-n. Salz-
sdure etwas besser als nach der Behandlung mit 6-n. Salzsdure, wihrend die
spezifischen Aktivititen sehr gut miteinander {ibereinstimmten,

Die Priparate IITA, IIIB, IV, IVA, V,V A und V B wurden papierchroma-
tographisch untersucht, Die Chromatogramme wurden auf Schleicher & Schuell
Chromatographiepapier, No. 2043 b, glatt, mit den Fliessmitteln n-Butanol :
Eisessig : Wasser (4:1:1) und n-Butanol : Methanol : Benzol : Wasser (1:2:1:1)
in aufsteigender Anordnung durchgefiihrt. Um die Wanderungsorte der Anti-
thiamin-Wirkstoffe sichtbar zu machen, wurden die entwickelten Chromato-
gramme mit Thiamin und anschliessend mit Kaliumferricyanid-Natronlauge be-
spriiht. Das auf dem ganzen Blatt verteilte Thiamin wird durch die Kalium-
ferricyanid -Natronlauge-Ldsung zu Thiochrom oxydiert. Unter der UV-Lampe
fluoresziert das ganze Blatt mit Ausnahme jener Flecken, in denen die Wirk-
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stoffe das Thiamin inaktivierten. Aus den Papierchromatogrammen ergab
sich, dass die Priparate III A und ITII B zwei Antithiamin-Wirkstoffe mit
verschiedener Wanderungsgeschwindigkeit enthalten. Die Préparate IV und
V erzeugten nur noch einen Flecken mit dem gleichen Rf-Wert, gleichgiiltig
ob Préparat IIT A, III B oder ein Gemisch von Priparat III A und III B mit
Sdure behandelt wurde. Die Priparate IV A, V A und V B erzeugten keinen
Fleck auf dem Chromatogramm,

Die Rf-Werte der verschiedenen Priparate sind aus Tab, 3 ersichtlich.

Tab. 3 Rf-Werte der Priparate Il A+ B, IVund V
in verschiedenen Fliessmitteln

Aufsteigende Chromatographie; Papier:
Schleicher & Schuell, No. 2043 b, glatt,

Fliessmittel 1: n-But;mol:Eisessig:Wasser
(4:1:1

Fliessmittel 2: n-Butanol:Methanol:Benzol;
Wasser (1:2:1:1)

Rf - Werte
Priparat
Fliessmittel
1 2
Komponente 1 0,85 0,73
mA+B

Komponente 2 0,55 0,48
v 0,90 0,78
\% 0,90 0,78

Die Préparate IV und V sind harzartig, gelblichbraun und sehr hygros-
kopisch. Priparat V ist frei von Stickstoff, Schwefel, Phosphor und Haloge~
nen. Es férbt blaues Lakmuspapier rot und entfirbt eine verdiinnte Bromls-
sung. Mit Ferrichlorid ergibt Priparat V eine griine Farbreaktion, Sowohl
Priparat III B als auch Priparat V verbraucht keine Perjodsiure.

Die nach Simon (1958) in Cellosolve durchgefiihrten Mikrotitrationen 1
ergaben folgende Werte:

1) Die Analysen wurden im Laboratorium fiir organische Chemie der Eidge-
nossischen Technischen Hochschule in Ziirich ausgefiihrt.
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Priparat IV: pK - Wert = 6,57 Aquiv. Gew. 218
Prédparat V: pK - Wert = 6,78 Aquiv. Gew. 334

Die Mittelwerte von 7 Mikroanalysenl) von Priparat V betrugen:
C 62,23 % (61,41 - 63,11), H 6,15 % (5,73 - 6,65), O 31,48 % (30, 80 - 31,91).

Die UV-Spektren von zwei Priparaten V (aus Priparat III A bzw. III A
+ I1I B hergestellt) sind in Fig. 6 dargestellt. Sie wurden von 0, 001-proz. bzw.
0,01-proz. &dthanolischen Ldsungen zwischen den Wellenliingen 230 - 280 bzw.
260 - 440 mpu bei 20° C aufgenommen,

Nach dem Beer-Lambertschen Gesetz ist die Lichtschwichung beim
Durchgang von monochromatischem Licht durch eine absorbierende L&sung
logarithmisch proportional der Schichtdicke d, der Konzentration ¢ und einer
Konstanten € , dem Extinktionskoeffizienten:

~&.c-d

I= Io 10

1

o_ €-c-d

= 10

E= log-ITq= g c-d
E = Extinktion & = molarer Extinktionskoeffizient
I, = Intensitiit des eintretenden Lichtes ¢ = Konzentration mol/Liter
I = Intensitlit des austretenden Lichtes d = Schichtdicke

Im vorliegenden Fall wird die Konzentration C in g/Liter angegeben.
Statt des molaren Extinktionskoeffizienten £ wird deshalb der "spezifische
Extinktionskoeffizient" k in die Gleichung eingefiihrt.
Iy
E = log T = k' C'd

Da die Schichtdicke immer 1 cm betrug, ergibt sich folgende Gleichung:

1) Fiinf dieser Analysen wurden von Herrn A, Peisker im Mikroanalytischen
Laboratorium, Brugg, und zwei von Herrn E. Thommen in der Organisch-
chemischen Anstalt der Universitiit Basel ausgefiihrt,
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Fig. 6 UV - Absorption von Priparaten V

Temperatur: 20° C; Konzentration: 0,1 bis 1 mg Pri-
parat V pro 10 ml Lésung; Losungsmittel: Athanol;
k = spezifischer Extinktionskoeffizient;

1: Prdparat V aus Priparat III B hergestellt;
2: Priparat V aus Priparat III A + Préparat 111 B her-
gestellt
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logk = logE - logC

k spezifischer Extinktionskoeffizient
E = Extinktion
C

Konzentration g/Liter
Beide Spektren zeigen keine charakteristische Banden.

Priparat IV A (= Wasserteil von Priparat IIl A + III B nach der Be-
handlung mit Salzsiure) wurde papierchromatographisch auf Zucker unter-
sucht, Die Chromatogramme wurden auf Schleicher & Schuell Chromatogra-
phiepapier, No. 2043 b, mittelglatt, mit dem Fliessmittel n-Butanol:Eisessig:
Wasser (4:1:5) in aufsteigender Anordnung durchgefiihrt. Die entwickelten
Chromatogramme wurden mit einer ammoniakalischen Silbernitratlésung be-
spriiht und in einer 10-proz, Natriumthiosulfatlgsung fixiert., Prédparat IV A
zeigte einen Fleck mit dem Rf-Wert 0, 18. Einen gleichen Fleck (Rf-Wert =
0, 18) erzeugte auch Glucose, die auf dem gleichen Chromatogramm entwickelt
wurde. Die gleichzeitig chromatographierten Priparate III B und V ergaben
keinen Fleck.

333 Chromatographische Methoden

Es wurde versucht, die Priparate III B und V an einer Aluminiumoxid-
séule zu reinigen. Es zeigte sich, dass die Wirkstoffe sehr stark adsorbiert
werden. In keinem Fall konnte ein aktives Antithiamin-Préparat aus der Alu-
miniumoxidséule eluiert werden.

Auch eine weitere Reinigung von Priéparat III A und III B durch Papier-
chromatographie ergab nur unbefriedigende Resultate. Die nach der Chroma-
tographie eluierten Antithiamin-Priparate hatten eine spezifische Aktivitit von
5,4 Y/ mg (Komponente 1, s, Tab. 3) bzw. 7,5 Y /mg (Komponente 2). Das
Ausgangsmaterial (Priparat III A + B) hatte eine solche von 20,4 Y /mg. Nach
der Chromatographie auf dem Chromatographiekarton Schleicher & Schuell,
No. 2230, wiesen die extrahierten Stoffe praktisch keine Aktivitidt mehr auf.
Die Chromatographie im Chromatopile nach Mitchell und Haskins (1949) ergab
ebenfalls keine weitere Reinigung der Wirkstoffe.

In weitern Experimenten wurde Priparat V an einer Cellulosepulversiule
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gereinigt, Priparat V wurde in wenig Fliessmittel n-Butanol:Methanol:Ben-
zol:Wasser (1:2:1:1) geldst und auf die gewaschene Siule aufgetragen. Das
Antithiamin-Priparat wurde mit dem gleichen Fliessmittel eluiert. Die Re-
sultate eines Versuches aus einer Reihe von &hnlich verlaufenen Versuchen
sind in Tab, 4 zusammengestellt.

Tab. 4 Fraktionierung von Priparat V an
einer Cellulosepulversiule

Sédule: 18 x 380 mm; Whatman cellulose powder for
chromatography; Elution mit n-Butanol:Methanol:
Benzol:Wasser ( 12:1:1); Durchflussgeschwindigkeit;
100 ml je Std.; 15,6 mg Priparat V; spezifische
Aktivitit: 18,2 Y/ mg

Fraktion | Volumen| Farbe Trockensubstanz sﬁfii‘fiits;the
No. mi mg Y /mg
1 25,0 farblos 4,5 0,0
2 12,5 fast farblos 2,9 10,5
3 12,5 gelb-braun 7,1 20,0
4 12,5 hellbraun-gelb 4,7 16,4
5 12,5 farblos 0,1 -
6 25,0 farblos 0,0 -
7 25,0 farblos 0,0 -

Durch die Chromatographie an Cellulosepulver konnte eine gewisse Er-
hohung der spezifischen Aktivitit in der Fraktion 3 erzielt werden. Auch diese
Fraktion war klebrig und konnte nicht kristallisiert werden.

Die Wirkstoffe werden an Aktivkohle vollstdndig adsorbiert,
334 Papierelektrophorese

Es wurde versucht, die durch Papierchromatographie nachgewiesenen
2 Komponenten des Priparates III B (vgl. Abschnitt 332) durch kontinuierliche
Papierelektrophorese im Elphor Va-Apparat zu trennen. Auf den mit Thiamin
und Kaliumferricyanid-Natronlauge bespriihten Blidttern war nur eine "Wande-
rungsbahn" sichtbar, die bei pH 3, 72 und 4, 1 keine und bei pH 5,9 bis 7, 8 eine
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schwache anodische Ablenkung aufwies. Durch die Aktivititsbestimmungen der
aufigefangenen Fraktionen wurde ebenfalls bestiitigt, dass die beiden Kompo-
nenten des Priparates V durch die kontinuierliche Papierelektrophorese nicht

getrennt wurden,
335 Herstellung eines Brucinsalzes

Priparat V bildet mit Zink, Magnesium und Aluminium kein schwer-
18sliches Salz, wohl aber mit Brucin. Das Brucinsalz, Priparat VI, ist ein
hellbraunes, amorphes Pulver, das mit Ather aus einer dthanolischen Lésung
von Priparat V und Brucin ausgefillt wurde. Préparat VI firbt sich bei 190 -
200° C langsam dunkelbraun und scheint sich bei 214 - 226° C bei gleichzeiti-
gem Schmelzen zu zersetzen. Priparat VI hat eine spezifische Aktivitit von
18 - 19 Y /mg; Brucin ist vdllig inaktiv, Mit verschiedenen L&sungsmitteln
wurde versucht, Priparat VI zu kristallisieren, was jedoch nicht gelang. Wur-
de Priparat VI auf eine Aluminiumoxidsiule aufgetragen, so blieb der Anti-
thiamin-Wirkstoff haften und liess sich zum grdssten Teil nicht eluieren (vgl.
Abschnitt 333). Die eluierbare Substanz hatte eine spezifische Aktivitit von
4,8 Y /mg.

An einer Kationenaustauschersiule (Amberlite IRC-50) in der H-Form
konnte Priaparat VI aus wiissriger Losung adsorbiert werden. Die wiéissrigen
Eluate waren nur wenig aktiv. Mit 50-proz. Athanol konnte eine glasartige,
braune Substanz, Priparat VII, eluiert werden. Priparat VII liess sich als
feine Plittchen vom Kolbenboden abkratzen. Seine spezifische Aktivitiit betrug
20 - 21 Y /mg. In einer anderen Versuchsreihe wurde Priparat VI in 1-n.
Salzsiiure geldst. Diese Ldsung wurde mit Ather ausgezogen. Der Atherauszug
ergab Priparat VIII, eine klebrige, braune Substanz mit hoher spezifischer
Aktivitit (20 ¥ /mg).

Die Mikroanalysen 1) ergaben aus 5 - 7 Bestimmungen folgende Mittel-
werte:

Priparat VI: C 62,63 %; H6,21 %; N 3,60 %; 025,717 %

Priparat VII : C 61,01 %; H 6,99 %; N 0,00 %; 031,91%

Préparat VIII : C 61,06 %; H 6,64 %; N 0,00 %; O 32,30 %

1) Die Mikroanalysen wurden von Herrn A. Peisker, Mikroanalytisches Labo-
ratorium, Brugg, durchgefiihrt.
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UV - Absorption des Brucins und
der Priparate VI und VII

Temperatur; 2¢° C; Konzentration: 0, 1 bis 1 mg
pro 10 ml Losung; Lbsungsmittel: Athanol;
k = spezifischer Extinktionskoeffizient;

1: Brucin;
2: Priparat VI;
3: Priparat VII
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Die UV-Spektren von Brucin, Priparat VI und Priparat VII sind in
Fig. 7 dargestellt.

336 Behandlung mit Kationenaustauscherharz

Nachdem sich das Brucinsalz (Priparat VI) an einer Kationenaustau-
schersiule wieder spalten liess, die aktiven Antithiamin-Priparate mit Was-
ser aber nur wenig eluierbar waren, schien es mdoglich, dass die Wirkstoffe
an einer Kationenaustauschersiule weiter gereinigt werden kénnen., Ahnliche
Trennungen an Ionenaustauschern sind aus der Literatur schon bekannt, Davis
und Thomas (1951) haben mitgeteilt, dass organische Siuren an Kationenaus-
tauschern als "undissoziierte Siuren" adsorbiert werden. Anderson und Han-
sen (1955) haben Phenole an Anionenaustauschern getrennt, wihrend Sargent
und Rieman (1957) verschiedene Alkohole an Anionenaustauschern wie auch
an Kationenaustauschern trennen konnten. Die Autoren wiesen darauf hin, dass
es sich bei der Adsorption und Elution der Alkohole nicht um Ionenaustausch-

reaktionen handelt.

Fiir die Reinigungsversuche an Kationenaustauscherharz wurde Amber-
lite IRC - 50 in der H-Form verwendet. Priparat V wurde in wissriger Lo~
sung auf die Sdule aufgetragen und mit Wasser, 10-proz., 30-proz. und 50-
proz. Alkohol eluiert. Tab. 5 gibt die Resultate eines Versuches aus einer
Reihe von 8 dhnlich verlaufenen Experimenten wieder.

Von den Fraktionen 2, Priparat IX A, und 5, Prédparat IX B, die bei~
de aktiver waren als das Ausgangsmaterial, wurden die UV -Spektren aufge-
nommen. Wie die in Fig. 8 dargestellten Spektren zeigen, haben die Pripara-
te IX A und IX B bei 285 mp ein deutliches Maximum. Als Vergleich ist in
Fig. 8 auch das UV-Spektrum von Priparat X (vgl. Abschnitt 354) dargestellt.

Die Mikroanalysen 1) ergaben folgende Werte:

Priparat IXA: C 61,43 % H 5,61 %

Priparat IXB: C 61,62 % H 5,51%

Die Mikroanalysen wie auch die UV -Spektren der beiden Priparate wei-
sen darauf hin, dass es sich um die gleiche Substanz oder um Isomere handeln
diirfte.

1) Die Mikroanalysen wurden von Herrn E. Thommen, Organisch-chemische
Anstalt der Universitit Basel, durchgefiihrt.
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Tab, 5 Fraktionierung von Préparat V an
einer Kationenaustauschersiule

Séule: 18 x 160 mm; 40 ml Amberlite
IRC-50 in der H-Form; 160 mg Pri-
parat V; spezifische Aktivitdt: 21,6 ) /mg

spezifische

Fraktion Elutionsmittel Trockensubstanz* Aktivitit
No. mg mg/100 ml Y /mg
1 300 mi Wasser 20,9 7,0 21,5
2 300 ml Wasser 46, 7 15,6 25,0
3 50 ml 10-proz. Athanol 9,2 18,4 19,7
4 50 ml 10-proz. Athanol 12,3 24,6 18,2
5 100 ml 30-proz. Athanol | 28,1 28,1 24,0
6 50 ml 30-proz. Athanol 12,0 24,0 18,0
7 50 ml 30-proz. Athanol 6,6 13,2 16,7
8 100 ml 30-proz. Athanol 7,9 7,9 13,4
9 100 ml 30-proz. Athanol 5,9 5,9 8,8
10 50 ml 50-proz. Athanol 4,4 8,8 9,2
11 50 ml 50-proz. Athanol | 10,8 21,6 11,4
12 50 ml 50-proz. Athanol 14,8 29,6 =1
13 100 ml 50-proz. Athanol | 18,1 18,1 <l

*Die aus der Siule eluierte Menge ist grosser als die aufgetragene.
Dies mag daher riihren, dass die einzelnen Fraktionen der hygros-
kopischen Substanz in 50-ml-Rundkolben eingeengt und gewogen
wurden,
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Fig. 8 UV-Absorption der Priparate IX A, IX B und X

Temperatur: 20° C; Konzentration: 0,1 bis 1 mg
pro 10 ml Losung; Losungsmittel: Athanol;
k = spezifischer Extinktionskoeffizient;

1: Priparat IX A, zweite Fraktion;
2: Préparat IX B, dritte Fraktion
3: Priparat X (vgl. Abschnitt 354



Auf Grund der Mittelwerte obiger Analysen ergibt sich eine Brutto-
formel von

(C15 Hyg Ogly

Wurden aktive Priparate IX A wieder vereinigt und erneut auf eine
Kationenaustauschersiule Amberlite IRC-50 in der H~-Form aufgetragen, so
konnte das Antithiamin-Préiparat, dhnlich wie das erste Mal, fraktioniert
werden. Die spezifische Aktivitiit konnte durch die zweite Fraktionierung je-
doch nicht wesentlich erhtht werden. Um einen eventuellen Zusammenhang
zwischen der spezifischen Aktivitit und dem UV -Spektrum eines Antithiamin-
Priparates kennenzulernen, wurden von 4 verschiedenen Fraktionen von Pri-
parat IX A nach der zweiten Fraktionierung an Kationenaustauscher die UV-
Spektren aufgenommen. Die verwendeten Fraktionen, deren UV-Spektren in
Fig. 9 dargestellt sind, hatten folgende spezifische Aktivititen:

Fraktion 4, mit 10-proz. Athanol eluiert : 23,3 Y /mg
Fraktion 5, mit 10-proz. Athanol eluiert : 24,1)/mg
Fraktion 7, mit 30-proz. Athanol eluiert : 20,5 ) /mg
Fraktion 8, mit 30-proz. Athanol eluiert: 4,6 )/mg

Wie aus Fig. 9 deutlich ersichtlich ist, ist die Absorption bei 285 mp
der aktivsten Fraktion 5 am ausgeprigtesten.

Die aktivsten Fraktionen von den Priparaten IX A und IX B bildeten
nach dem Einengen und Trocknen auf dem Kolbenboden braune, glasartige
Schichten, die als feine Plittchen abgekratzt werden konnten, Der Schmelz-
punkt war 2040 C, Die weniger aktiven Fraktionen waren stark hygroskopi-
sche, amorphe Pulver.

337 Zusammenfassung der Reinigungsversuche

Aus einem wissrigen Rohextrakt aus den Fiedern von Adlerfarn (Pri-
parat I A) wurde mit Ameisensiure bei pH 3,5 die Triibstoffe ausgefillt, Aus
dem erhaltenen Priiparat I wurden die Antithiamin-Wirkstoffe durch Adsorp-
tion an Anionenaustauscher und Elution mit Ameisensidure abgetrennt. Die
eluierten Antithiamin-Priparate (Prédparat III A und Il B) wurden mit 1-n.
Salzsidure behandelt. Das Reaktionsgemisch wurde in Wasser aufgenommen
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IX A nach zweiter Fraktionierung an Kationenaustauschersiule

Temperatur: 200 C; Konzentration: 0,1 bis 1 mg pro
10 ml Losung; Losungsmittel: Athanol; k = spezifi -
scher Extinktionskoeffizient;

Kurve Fraktion spezifische Aktivitit
1 4 23,3)/mg
2 5 24,1) /mg
3 7 20,1Y/mg
4 8 4,6 ) /mg



und mit Ather ausgezogen. Der Natriumbikarbonatauszug der Atherldsung
(Pridparat IV) ergab Priparat V, aus dem mit Brucin ein Salz (Priparat VI)
hergestellt wurde. Nach der Spaltung von Priparat VI an einer Kationenaus-
tauschersiule bzw, durch Ausziehen einer salzsauren Losung mit Ather wur-

- den die sehr aktiven Priparate VII bzw. VIII erhalten. Eine weitere Reinigung
von Pridparat V gelang ebenfalls durch die Fraktionierung an einer Kationen-
austauschersiule,

Die Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe ist S. 35 schematisch darge-
stellt. Das Schema enthélt auch ein Verzeichnis der Priiparate.

Um ein genaueres Bild {iber den Reinheitsgrad der einzelnen Reinigungs-
stufen zu erhalten, wurden von den Priparaten I A, II, IIIl B, IV und V die
Halbwert-Mengen bestimmt (vgl. Abschnitt 32). Sie und ihre reziproken Werte,
die Halbwert-Aktivitdten, sind in Tab. 6 zusammengestellt.

Tab. 6 Halbwert-Mengen und Halbwert-Aktivititen
der Priparate [ bis V

Vorlage: 100 Y Thiamin; 50 mg (Priparat I A)
bis 0,3 mg (Priparat Vi Antithiamin-Priparat;
Gesamtvolumen: 20 ml

Priparat Halbwert-Menge { Halbwert-Aktivitit
mg mg™!
IA 40, 00 0,025
i 13,170 0,073
I B 1,68 0,595
v 1,28 0,781
v 0, 678 1,475

Setzt man die Halbwert-Aktivitit wie auch die spezifische Aktivitit des
Ausgangsmateriales, PréparatI A, gleich 1, so lassen sich die beiden Akti-
vitiiten der verschiedenen Antithiamin-Préparate vergleichen. In Fig. 10 sind
die nach beiden Methoden berechneten Aktivititen dargestellt.

Der Reinheitsgrad der einzelnen Priparate ist demnach bedeutend gros-
ser, wenn er an der Halbwert-Aktivitiit gemessen wird, als wenn er an der
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relative Werte

Fig. 10

spezifische Aktivitat Halbwert-Aktivitat

Spezifische Aktivitidt und Halbwert-Aktivitit
der Priparate I A, II, III B, IV und V, bezogen
auf die Aktivitit des PridparatesI A =1

Bestimmung der spezifischen Aktivitidt: Vorlage:

100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml; 3,6 mg
Antithiamin-Priparat;

Bestimmung der Halbwert-Aktivitdt: Vorlage :

100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml; 50 mg
(Prédparat I A) bis 0,3 mg (Priparat V) Anti -
thiamin-Priparat;

[J PriparatI A Priparat [II B @ Priparat IV

Préparat II B Priparat V




Schema der Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut und Bezeichnung der Priparate

Fiedern zweiter Ordnung getrockneter Blitter

in Wasser mit einem Haushaltmixer homogenisiert

filtriert
Pl’ rat T A
n destilliertes Wasser dialysiert
mit Amei Hure auf pH 3,5 ang t
| filtriert
¥ —
Priparat I

l an Anionenaustauschersiule adsorbiert

{___mit 0,5-n. und 1-n, Ameisensgure eluiert
v

mit 5-n. bzw, 10-n. Ameisensiure eluiert

Préparat Il A bzw. [II B

l mit 1-n. Salzstiure bet 100°C 3 Std. lang behandelt

[___mit Wasser geldst

| mit Ather ausgezogen

]
Préparat IV
mit Natri rbonat

anges4uert und mit Ather ausgezogen

3
Préparat V

Riickstand, inaktiv

| Priiparat 1 B (dialysierbarer Anteil)
(Préparat I C (nicht-dialysierbarer Anteil)

Riickstand, inaktiv

wenig aktive Fraktionen

Riickstand, inaktiv

Priparat IV A (itherunldsliches), wenig aktiv

Priparat V A (Sod ), wenig aktiv
Priparat V B (Atherriickstand), wenig aktiv

an Kationenaustauschersiule adsorbiert
mit Wasser eluiert

Priparat IX A

Lmit Athanol steigender K ration eluiert
Priparat [X B

mit Brucin in alkoholischer L&sung behandelt
4 mit Ather ausgefillt

Priparat VI

lmlt 1-n. Balzsiure behandelt

1mit Ather extrahiert

Préparat VIII

an Kationenaustauschersiiule adsorbiert
mit 50-proz, Alkohol eluiert

Priparat VIT

l mit Thiamin versetzt
¥ an Kationenaustauschersiule adsorbiert
mit verd. &thanol eluiert

Priparat X
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spezifischen Aktivitdt gemessen wird.

Die Halbwert-Aktivitidt von Pridparat VII, VIII, IX A und IX B ist der~
jenigen von Priparat V sehr dhnlich.

34 Stabilitit der Antithiamin-Wirkstoffe

341 Thermostabilitit

In der Literatur sind die Angaben iiber die Thermostabilitéit der Anti-
thiamin-Wirkstoffe aus Farnkraut widerspruchsvoll, Einige Autoren berich-
ten von thermostabilen und thermolabilen Wirkstoffen, die gleichzeitig im
Farnkraut vorkommen sollen. Es wurde deshalb untersucht, ob die mit Was~
ser extrahierten Antithiamin-Wirkstoffe aus den Fiedern von Pteridium aqui-
linum (L.) Kuhn thermostabil sind oder nicht.

Proben eines in der Kilte hergestellten Priparates I A bzw. [ B bzw.
I C (s.S.35) wurden 1 Std. gekocht. Die Aktivitiiten der gekochten Proben und
die von ungekochten Proben der gleichen Préparate sind in Tab. 7 zusammen-
gestellt.

Tab. 7 Aktivitidt der Prédparate 1A, IBundI C
ungekocht und gekocht

Vorlage: 100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;
gekocht: 1 Std.

Aktivitit
Priparat des ungekochten des gekochten
Préparates Préparates
% %
IA1,5ml 67 69
I1B2,0ml 55 56
IC1,5ml 33 32

Die Antithiamin-Aktivitdt warde durch das Kochen der Antithiamin-

Priparate in keinem Fall vermindert,

Anderseits ist aber Priparat I A im Kiihlschrank bedeutend lénger
haltbar als bei Zimmertemperatur, wo es schon nach 2 bis 3 Wochen eine
bedeutende Abnahme der Antithiamin-Wirkung zeigt. Auf Proben, die bei
Zimmertemperatur aufbewahrt wurden, entwickelte sich nach einigen
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Tagen ein Pilz; die Aktivitit ging zuriick. Um die Frage abzukliren, ob die
beiden Erscheinungen (Wachstum des Pilzes und Abnahme der Aktivitiit) in
einem gewissen Zusammenhang stehen, wurden Proben von PridparatI B
sterilisiert. Die sterilisierten Proben wurden zusammen mit nicht-sterili-
sierten Proben des gleichen Préparates bei 20°cC aufbewahrt, Die nichtsteri-
lisierten Proben wurden nach 8 Tagen triib und nach 35 Tagen war ein volu-
mindser Pilz gewachsen, wihrend die sterilisierten Proben noch nach 35
Tagen vollstéindig klar waren, Die Aktivititen des nicht-sterilisierten und
sterilisierten Priparates I B, die nach 1, 8 und 35 Tagen bestimmt wurden,
sind in Tab. 8 zusammengestellt.

Tab, 8 Aktivitit des Préparates- I B nicht-sterilisiert
und sterilisiert, nach 1, 8 und 35 Tagen

Vorlage: 100 Y Thiamin; 1,5m] Priparat I B;
Gesamtvolumen: 20 ml; sterilisiert 1Std, bei
100°C, nach 3 Std. wiederholt

Aktivitdt
des nicht-sterilisierten des sterilisierten
Pridparates Priparates
% %
inl Tag 52 52
in 8 Tagen 52 52
in 35 Tagen 20 40

Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass die mit Wasser aus Adler-
farn extrahierten Antithiamin-Wirkstoffe thermostabil sind, Die unbehan-
delten Wasserextrakte (Priparat I B) sind aber bei Zimmertemperatur nicht
haltbar, da die Antithiamin-Wirkstoffe durch Pilze zerstdrt werden.

342  Stabilitédt gegen Sidure und Lauge

Um die Stabilitéit der Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut gegen
Siure und Lauge zu untersuchen, wurden Proben von Pridparat III A auf ver-~
schiedene pH-Werte gebracht, Die Proben wurden 1 Std. auf 95° C erwiirmt.
Von den neutralisierten Proben wurde die Aktivitit bestimmt, Eine mit Salz~
siure auf pH 3,25 gebrachte Probe hatte nach dem Erwidrmen die gleiche Ak~
tivitit wie vor der Behandlung, ebenso eine mit Phosphatpuffer auf pH 6
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gebrachte Probe, Die mit Natronlauge alkalisch gemachten Proben hatten
nach dem Erhitzen eine kleinere Aktivitit als vor der Behandlung, Die Ak-
tivitédt war um so kleiner, je hoher der pH-Wert war. Die Aktivititen der
bei pH 6,0; 7,65; 8,8; 11,0 und 11,55 behandelten Proben sind in Fig. 11
als Funktion der vor der Behandlung eingestellten pH-Werte dargestelit,
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Fig. 11 Spezifische Aktivitiit des Priparates IIIA nach
einstlindigem Kochen bei verschiedenem pH

Vorlage: 100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;
3,6 mg Priéparat Il A; in Natronlauge 1 Std. ge-
kocht, mit Salzsdure neutralisiert;

Ausgangsaktivitit von PréparatIll A = 10,5 Y /mg
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Die Antithiamin~Wirkstoffe aus Adlerfarn sind demnach gegen Siure
bestindig, im neutralen und alkalischen Bereich aber unbestindig.

35 Wirkungsmechanismus der Antithiamin-Wirkstoffe

351 Einfluss der Mengenverhiltnisse

Es wurden Thiamin-Inaktivierungsversuche mit PriparatI A, I B
und I C durchgefiihrt, wobei die Menge der Antithiamin~Priparate im Ver-
suchsgemisch variiert warde. Die Vorlage betrug immer 100 Y Thiamin in
20 ml Gesamtvolumen, Die Thiamin-Bestimmungen wurden nach 5 und 30
Min. Inaktivierungs-Dauer durchgefiihrt. Beide Thiamin-Bestimmungen er-
gaben stets gleiche, innerhalb der Fehlergrenze der Thiamin-Bestimmung
liegende Werte, Es wurden deshalb die Mittelwerte von je einer Bestim-
mung nach 5 und 30 Min, Inaktivierungs-Dauer berechnet,

Die Resultate dieser drei Versuchsreihen sind in Fig, 12 graphisch
dargestellt.

Der Kurventyp ist fiir alle Priparate gleich. Die Logarithmen des
nicht-inaktivierten Thiamins, als Funktion der Antithiamin-Priparat-
Menge dargestellt, ergeben Geraden, Die Abweichung der Kurve 1 von
der Geraden ist damit zu erkliren, dass im Versuchsgemisch mit 3 ml
Priparat I A ein Uberschuss des Antithiamin-Priparates vorhanden war,

In einer weitern Versuchsreihe wurde die Maenge von PréparatI A
bzw. Priparat V in 20 ml Gesamtvolumen konstant gehalten. Die Thiamin-
Vorlage wurde stufenweise von 100 bis 1000 )Y erhdht. Die Resultate dieser
Versuche sind in Fig. 13 dargestellt.
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Vorlage: 100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;

Priparat 1 A;
Préparat 1 B;
Priparat I C
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Fig. 13 Aktivitit der Prédparate I A und V bei Vorlage
verschiedener Thiamin~-Mengen

Gesamtvolumen: 20 ml;

1: 0,5 ml Priparat I A;
2: 3,0 mg Priparat V

Eine bestimmte Menge eines Antithiamin-Préparates inaktiviert
demnach bei grosser Thiamin-Vorlage mehr Thiamin als bei kleiner Vor-
lage. Die Inaktivierungbetrigt fiir eine bestimmte Menge eines Antithiamin~
Priparates immer gleichviel Prozent der Thiamin-Vorlage, sodass die
Thiamin-Inaktivierung als Funktion der Thiamin-Vorlage stets eine Gerade
ergibt. Dies gilt streng bis zu Vorlagen von 1000) Thiamin. Bei Vorlagen
von mehr als 1000)Y Thiamin nimmt die prozentuelle Inaktivierung langsam
ab, Diese Resultate wurden auch durch mikrobiologische Thiamin-Bestim=~
mungen (vgl, Abschnitt 32) mit den Préparaten IV, V und VII bestitigt.
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Es wurde auch untersucht, ob die Thiamin-Inaktivierung von der Kon-
zentration von Thiamin und Antithiamin-Priparat abhiingig ist. Es wurden
Versuchsgemische von 5 ml, 10 ml, 20 ml und 40 ml Gesamtvolumen herge-
stellt, Alle diese Gemische enthielten 0,5 ml Priiparat I A und 100) Thiamin,
Die Resultate der Thiamin~-Bestimmungen sind in Tab. 9 zusammengestellt.

Tab. 9  Aktivitidt von Priparatl A bei verschiedenen Konzentrationen

Vorlage: 100) Thiamin; 0,5 ml Préparatl A

Inakiriarngegomi sehes Aktivitst
ml %
5 44
10 56
20 58
40 54

Die Thiamin-Inaktivierung in den Gemischen mit 10 bis 40 ml war
gleich, wihrend in der konzentriertesten Losung (5ml) die Inaktivierung
kleiner war, Diese Verringerung der Inaktivierung kann eventuell auf einen
Salzeffekt zuriickgefiihrt werden (vergl. Abschnitt 352).

352 Einfluss von Kochsalz

Um abzukldren, ob Salze die Thiamin-Inaktivierung durch die Anti-
thiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarn hemmen konnen, wurden Inaktivierungs-
Versuche mit konstanten Mengen Thiamin und Wirkstoffen in L&sungen mit
verschiedener Kochsalzkonzentration angestellt. Die Wirkstoff-Mengen
wurden so gewdhlt, dass die Inaktivierung nicht zu hoch war. Die Thiamin-
Inaktivierung ist in Fig, 14 als Funktion der Kochsalzkonzentration in den

Inaktivierungsgemischen dargestellt.
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Fig. 14 Aktivitit der Préparate IIIB und V (aus III B) in
Kochsalzlosung steigender Konzentration

Vorlage: 100 ¥ Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;

1: 2,5mg Priparat III B
2: 1,8 mg Préparat V

Die Thiamin~Inaktivierung nimmt mit der Zunahme der Kochsalz-

konzentration linear ab,

353 Einfluss von Luftsauerstoff

Um abzuklidren, ob der Luftsauerstoff die Thiamin-Inaktivierung durch
die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut beeinflusst, wurden Inaktivie-
rungs-Versuche mit Pridparat III B und Préparat V unter Luftatmosphére und
unter Stickstoffatmosphire durchgefiihrt. Die Thiamin-Inaktivierung war bei
beiden Versuchsanordnungen gleich. Der Luftsauerstoff hat keinen Einfluss
auf die Thiamin-Inaktivierung; diese ist also keine katalytische Oxydation mit
Luftsauerstoff,
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354 Versuche zur Spaltung der Thiamin-Antithiamin-Wirkstoff-
" Additionsverbindung"

Williams, Waterman, Keresztesy und Buchman haben 1935 mitge-
teilt, dass Thiamin durch Sulfit zwischen der M:thylenbriicke und dem
Thiazolring gespalten werden kann, Krampitz und Woolley (1944) bewiesen
die Spaltung des Thiamins durch Fischeingeweide-Extrakte. Sie konnten
die beiden Spaltprodukte 2-Methyl-4-amino-5-hydroxymethylpyrimidin
(42 % der theoretischen Menge) und 4-Methyl-5-hydroxyéthylthiazol (82 %
der theoretischen Menge) isolieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, aus einem Inaktivierungs-
gemisch, in dem 200 mg Thiamin zu 78 % inaktiviert waren, die Thiazol-
komponente des Thiamins als Pikrat abzutrennen., Es wurden 224 mg gelbe
Plittchen mit einem Schmelzpunkt von 1950 C erhalten.

Zum Vergleich wurden die Pikrate der Thiazolkomponente des Thiamins
(4-Methyl-5~(3 -hydroxyithyl)-thiazol) und des Thiamins selbst hergestellt.
Diese Derivate warden mit 500 mg 4-Methyl-5~(8 -hydroxyithyl)-thiazol und
800 mg Pikrinsdure bzw. mit 200 mg Thiamin und 200 mg Pikrinsédure her-
gestellt. Die Ausbeuten betrugen 980 mg (75 %) bzw. 261 mg (79 %). Vom
Pikrat aus dem Inaktivierungsgemisch sowie von den beiden Pikraten aus
der Thiazolkomponente des Thiamins bzw. aus dem Thiamin selbst wurden
die Schmelzpunkte und Mischschmelzpunkte bestimmt, nachdem alle Pri-
parate dreimal aus Athanol-Wasser umkristallisiert worden waren. Die
Schmelzpunkte und Mischschmzlzpunkte sind in Tab. 10 zusammengestellt,

Tab.10  Schmelzpunkte und Mischschmelzpunkte der Pikrate

aus einem Inaktivierungsgemisch bzw, des Thiamins
und der Thiazolkomponente des Thiamins

Vorlage: 200 mg Thiamin; 500 mg Préparat IIl A

Schmelz- | Mischschmelz -~

Substanz Form punkt * punkt *
Pikrat der Thiazol~ 0
komponente des Thiamins gelbe Nadeln 163, 5 ‘ 145-1 590 *ok
Pikrat aus Inakti- . 0
; . gelbe Plattchen| 195~ **
V1'erungsgemlsch l 195°
Pikrat des gelbe Plittchen| 1950 **

*  unkorr.
**  Priparate zersetzen sich
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Das Pikrat aus dem Inaktivierungsgemisch ist somit nicht das
Pikrat der Thiazolkomponente, sondern das Pikrat des Thiamins, Die
Ausbeute von 244 mg macht somit 74 % der theoretischen Menge aus.

In der Folge wurde versucht, das Thiamin aus einem Inaktivie=-
rungsgemisch wieder zuriickzugewinnen. In einer ersten Versuchsreihe
wurden Inaktivierungsgemische, in denen das Thiamin durch PrédparatV
inaktiviert worden war, auf Anionenaustauscher Dowex-3 in der Formiat~
form aufgetragen. Das Priparat V wurde an der Anionenaustauscher=-
sédule adsorbiert, wihrend das Thiamin die Sdule passierte. Im Eluat
konnte bis 100 % des urspriinglich vorgelegten Thiamins mit der Thio~
chrom-Methode wieder nachgewiesen werden.,

Wurde ein Inaktivierungsgemisch auf eine Kationenaustauschersiule
Amberlite IRC-50 in der H-Form aufgetragen, so wurden im wéssrigen
Eluat weder Thiamin noch Antithiamin-Wirkstoffe gefunden. Mit 30-proz.
Athanol liessen sich die Wirkstoffe eluieren und wurden nach dem Ein-
engen und Trocknen als rétlichbraune, glasartige Pldttchen erhalten
——» Priparat X, Diese Substanz hatte eine spezifische Aktivitdt von
21,5 Y /mg; ihr UV-Spektrum weist bei 285 m/l ein deutliches Maximum
auf und stimmt mit jenen der Priparate IX A und IX B gut iiberein (vgl.
Fig.8). Aus der mit Wasser gewaschenen Kationenaustauschersiule liess
sich 88 -~ 100 % des urspriinglich vorgelegten Thiamins mit 2-n, Salz-
sdure eluieren., In Tab, 11 sind die Resultate einiger Versuche zusammen-

gestellt,

Tab. 11  Riickgewinnung von Thiamin aus Inaktivierungsgemischen

Inaktivierungsgemisch: Thiamin und Préparat V;
Konzentration: 100 Y Thiamin und 3,6 mg PréparatV
je 20 m]l Gesamtvolumen

Inaktiviertes | Aus Ionenaustau-

Ionenaustauscher Thiamin-Vorlage Thiamin scher zuriickge -
wonnenes Thiamin
Y % Yy % Y %
Amberlite IRC-50-
Kationenaustauscher 1'640 100 1'402 86 1'650 100
Dowex~3 - Anionen=~ 480 100 370 17 466 97
austauscher 1'980 100 1'605 81 1'946 98
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Das wissrige Eluat aus der Anionenaustauschersiule wurde einge-
engt und zur weitern Identifizierung des Thiamins chromatographiert. Als
Vergleichssubstanz dienten eine Ldsung von reinem Thiamin-hydrochlorid
und eine Probe Thiamin-hydrochlorid, die gleich wie das Versuchsgemisch
durch eine Anionenaustauschersiiule geschickt und eingeengt worden war.
Gleichzeitig wurde ein Inaktivierungsgemisch und ein Priparat V chroma-
tographiert. Alle diese Proben wurden auf Schleicher & Schuell Chromato-
graphiepapier, No.2043b, mittelglatt, aufsteigend mit drei verschiedenen
Fliessmittelgemischen entwickelt. Eine erste Serie der Chromatogramme
wurden mit Kaliumferricyanid-Natronlauge bespriiht. Das zu Thiochrom
oxydierte Thiamin war nach dem Trocknen der Blitter unter der UV-Lampe
als floureszierender Fleck sichtbar. Um den Antithiamin-Wirkstoff von
Priparat V sichtbar zu machen, wurde eine zweite Serie der Chromato-
gramme zuerst mit Thiamin und anschliessend mit Kaliumferricyanid=-
Natronlauge bespriiht. Auf diesen Blidttern war der Antithiamin-Wirkstoff
unter der UV-Lampe auf dem fluoreszierenden Chromatogramm als dunk-
ler Fleck sichtbar. Der Thiaminfleck fluoreszierte unter der UV-Lampe
viel stirker als das librige Blatt., Die Rf~-Werte der verschiedenen Substan-
zen sind in Tab, 12 zusammengestellt.

Tab. 12 Rf-Werte des Thiamins, des an Anionenaustauscher aus einem
Inaktivierungsgemischisolierten Thiamins, der Substanzen eines

Inaktivierungsgemischesund des PriparatesV in verschiedenen
Fliessmitteln

Aufsteigende Chromatographie; Papier: Schleicher und Schuell,
No. 2043 b, mittelglatt;

Fliessmittel 1: n-Butanol: Eisessig: Wasser (4 :1:5) nach
Lhoest, Busse und Baumann (1958)

Fliessmittel 2: n-Butanol: Athanol : Wasser (2:1¢1) nach
Lhoest, Busse und Baumann (1958)

Fliessmittel 3: n-Butanol: Methanol: Wasser (2:1:1)

Rf -Werte
Préparat Fliessmittel
1 2 3

Thiamin-hydrochlorid 0,29 0,25 0, 595
Thiamin~-hydrochlorid aus Anionen=-
austauschersiule 0,29 0,25 0,595
Inaktivierungsgemisch aus Anionen-
austauschersiule | 0,29 0,25 0,595

- . heller Fleck 0,29 0,25 0, 595
Inaktivierungsgemisch, g jor Fleck 0,80 0,77 0,95
Priparat V, dunkler Fleck 0, 80 0,77 0, 95
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Die aus dem Tnaktivierungsgemisch an der Anionenaustauscher-
sdule isolierte Substanz ergab auf dem Papierchromatogramm den glei-
chen Flecken wie reines Thiamin-hydrochlorid. Beim Inaktivierungsge~
misch war auf dem Chromatogramm sowohl das Thiamin, als auch der
Wirkstoff von Priparat V sichtbar,

Das Thiamin-Molekiil wird bei der Inaktivierung durch die Anti-
thiamin~-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut also nicht verindert. Wahrschein-
lich wird bei der Inaktivierung eine "Additionsverbindung" gebildet, die
jedoch noch nicht nachgewiesen werden konnte,

355 Einfluss von organischen Aminen

Die Angaben der Literatur (vgl, Somogyi und Koller, 1958) iiber
den Einfluss von organischen Aminen auf die Inaktivierung von Thiamin
durch die Antithiamin-Wirkstoffe aus Farnkraut sind widerspruchsvoll. Es
wurde deshalb die Wirkung von m-Nitroanilin, Anilin und Pyridin auf die
Thiamin-Inaktivierung durch die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut
untersucht (Somogyi und Koller, 1958). Die Inaktivierungstemperatur be-
trug bei diesen Versuchen immer 37°C. Wo nichts anderes bemerkt ist,
wurde die Inaktivierung mit der Thiochrom~-Meathode bestimmt, wobei die
Vorlage immer 100 Y Thiamin in 20 ml Gesamtvolumen betrug.

In einer ersten Versuchsreihe wurden je 0,02 mmol m-Nitroanilin
bzw. Anilin bzw. Pyridin zu Inaktivierungsgemischen mit 0,3 ml Préparat
I A gegeben. Die Resultate dieser Versuche sind in Fig. 15 dargestellt.

Priparat I A inaktivierte rund 65 Y Thiamin. Die Zugabe von 0, 02
mmol Anilin erhhte scheinbar die Inaktivierung um 10 - 15 %, Pyridin
um ca. 30 % und m-Nitroanilin um ca, 40 ~ 45 %. Der Versuch mit
m-Nitroanilin wurde wiederholt und erginzt, indem die Menge Priparat
1 A bei gleichbleibender m-Nitroanilinkonzentration auf 0,15 ml bzw.

0, 08 ml verringert wurde. Zudem wurde auch ein Gemisch ohne Priparat
I A untersucht. Die Resultate sind aus Fig. 16 ersichtlich.
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Scheinbare Aktivitit des Priparates I A im Gemisch
mit Anilin, Pyridin bzw, m-Nitroanilin, gemessen
mit der Thiochrom-Methode nach verschiedener
“Inaktivierungs"- Dauer

Vorlage: 100 ) Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;
"naktivierungs"-Temperatur: 370 C;

Gemisch PriparatI A organisches Amin
1 0,3 ml -
2 0,3 ml 0, 02 mmo1 Anilin
3 0,3 ml 0, 02 mmol Pyridin
4 0,3 ml 0, 02 mmol m-Nitroanilin



100

30

80

70

60

50

40

& scheinbar inaktiviertes Thiamin

30

20 —

10

3 15 30 60

min"Inaktivierungs * - Dauer

Fig. 16 Scheinbare Aktivitdt verschiedener Mengen des PrédparatesI A
im Gemisch mit m=-Nitroanilin, gemessen mit der Thiochrom-
Methode nach verschiedener "Inaktivierungs"-Dauer

Vorlage: 100 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;
"Inaktivierungs"-Temperatur: 370 C;

Gemisch Priparat T A m-Nitroanilin
1 0,30 ml -
2 0,30 ml 0,02 mmol
3 0,15 ml 0, 02 mmol
4 0,08 ml 0, 02 mmol
5 - 0,02 mmol



Alle Gemische, die m-~Nitroanilin enthielten, zeigten die gleiche
scheinbare Thiamin=-"Inaktivierung®, die unabhiingig von der Konzentration
des Priparates I A war. Selbst das Gemisch, das kein Antithiamin-Pripa~
rat enthielt, wies die gleiche scheinbare Thiamin=-"Inaktivierung" auf, Das
m-Nitroanilin schien allein diese scheinbare Thiamin=-"Inaktivierung" zu be~-
wirken., Es wurde deshalb ein weiterer Versuch angesetzt, in dem die Wir-
kung von m-Nitroanilin allein untersucht wurde, Die 20 ml Versuchsgemi-
sche enthielten je 100 Y Thiamin und 0, 0003 bis 0, 02 mmol m-Nitroanilin.
Die Resultate dieser Versuchsreihe sind in Fig, 17 dargestellt.
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Fig. 17 Scheinbare Thiamin-Inaktivierung durch verschiedene Mengen
m-Nitroanilin, gemessen mit der Thiochrom-Methode nach
verschiedener "Inaktivierungs"-Dauer

Vorlage: 100 )Y Thiamin = 0, 0003 mmol; Gesamtvolumen:
20 ml; "Inaktivierungs"-Temperatur: 370C;

Gemisch m -Nitroanilin-Menge

0, 0200 mmol
0, 0100 mmol
0, 0050 mmol
0, 0025 mmol
0, 0013 mmol
0, 0006 mmol
0, 0003 mmol

SN WON -
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Die scheinbare Thiamin-"Inaktivierung" nahm mit der Konzentration

des m-Nitroanilins in der Versuchsldsung zu. Es wurde also, auch wenn

die Versuchsgemische kein Antithiamin~Priparat enthielten, weniger Thia~

min in den Versuchsldsungen zurilickbestimmt, als urspriinglich vorgelegt

wurde, Um den Zusammenhang zwischen der m-Nitroanilinkonzentration im
Versuchsgemisch und der scheinbaren Thiamin - "Inaktivierung" besser zu

erfassen, wurde in Fig, 18 die scheinbare Thiamin-"Inaktivierung" als

Funktion der m -Nitroanilinmenge dargestellt. Es wurden die nach 15 Min.

"Inaktivierungs"~Dauer bestimmten scheinbaren Thiamin-"Inaktivierungen"

aufgezeichnet,
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Fig. 18 Scheinbare Thiamin-Inaktivierung durch verschiedene Mengen
m-Nitroanilin, gemessen mit der Thiochrom - Methode

Vorlage: 100 ) Thiamin = 0, 0003 mmol; Gesamtvolumen: 20 ml;

"naktivierungs" -Dauer: 15 minj "Inaktivierungs"™Temperatur ;

370 C

Um die Frage zu kliiren, ob es sich bei der eben besprochenen Er-
scheinung um eine tatsiichliche Inaktivierung des Thiamins oder lediglich
um eine Filschung (Interferenz) der Thiamin-Bestimmung mit der Thio-
chrom-Methode handelt, wurde ein Versuchsgemisch mit 100 Y Thiamin
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ohne Antithiamin~Pridparat und ohne organische Amine hergestellt. Mit je

2 ml dieses Gemisches wurde flinfmal der tbliche Analysengang zur Thia-
min-Bestimmung nach der Thiochrom-Methode durchgefiihrt. Die resultie-
renden Losungen wurden vereinigt und ergaben die 100- Y-Thiochrom-Test-
Losung. Ferner wurde je ein Versuchsgemisch mit 0,02 mmol der drei un-
tersuchten organischen Amine hergestellt, Diese Gemische enthielten we-
der Thiamin noch Antithiamin-Priparat. Mit je 2 ml dieser Proben wurde
ebenfalls der "Thiochrom-Analysengang" ausgefiihrt, Daraus wurden die
Losungen der "oxydierten" organischen Amine erhalten. Nun wurden die

Losungen der "oxydierten" organischen Amine mit der 100- Y-Thiochrom
Test~-Losung im Verhiltnis 1:1 gemischt, Von diesen Gemischen wurde
die Fluoreszenz gemessen., Als Vergleichsldsung diente ein Gemisch von
reinem Isobutylalkohol und 100- }-Thiochrom-Test-Losung im Verhiltnis
1:1, Die Losungen mit den "oxydierten" organischen Aminen wiesen eine
geringere Fluoreszenz als die Vergleichslosung auf, In Gegenwart der
"oxydierten" Amine gibt also die Thiochrom~Ablesung zu kleine Werte und
bei der Thiamin-Bestimmung wurde dadurch eine Inaktivierung von Thiamin
vorgetduscht, In Wirklichkeit wurde die Thiochrom-Ablesung gesenkt.

Als Kontrolle wurde ein Versuchsgemisch mit Antithiamin-Préparat
allein hergestellt, Mit je 2ml dieser Losung wurde zweimal der Analysen~
gang zur Thiamin~-Bestimmung nach der Thiochrom-Methode durchgefiihrt,
Die resultierenden Isobutylalkohollésungen wurden mit einer 100- Y -Thio-
chrom-Test-Losung (s.0.) im Verhéltnis 1:1 gemischt. Von diesen L&-
sungen konnten die wahren Thiochrom-Werte bestimmt werden. "Oxydier-
tes" Antithiamin-Préparat allein senkt demnach die Thiochrom~Ablesung

nicht.

Die Ergebnisse der Versuche mit den "oxydierten™ organischen
Aminen sind in Fig, 19 zusammengestellt. Kolonne 1 gibt die Thiamin-In-
aktivierung durch 0,3 ml Priparat I A allein an, Kolonne 2 die scheinbare
Thiamin~"Tnaktivierung" durch ein Gemisch von 0,3 ml Priparat 1 A und
0,02 mmol organischem Amin, Kolonne 3 die scheinbare Thiamin-"Inakti-
vierung"” durch 0, 02 mmol organisches Amin allein und Kolonne 4 die Sen-
kung der Thiochrom-Ablesung durch 0, 02 mmol organisches Amin,
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Versuchsreihe mit Versuchsreihe mit Versuchsreihe mit
m~ Nitroanilin Anilin Pyridin

Fig. 19 Echte und scheinbare Thiamin-Inaktivierung durch das PriparatI A
und organische Amine, allein und im Gemisch, gemessen mit der
Thiochrom-Methode, sowie Senkungder Thiochrom=-Ablesungdurch
die organischen Amine

Vorlage: 100 ) Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;
"Inaktivierungs"-Temperatur: 37° C;

1: Thiamin-Inaktivierung durch 0,3 ml Priparat I A;

2: Thiamin-"Inaktivierung" durch ein Gemisch von 0, 3 ml
Prédparat I A und 0, 02 mmol organischem Amin;

3: Thiamin-"Inaktivierung" durch 0,02 mmol organisches Amin;

4: Senkung der Thiochrom-Ablesung durch 0,02 mmol organisches
Amin

Bei den Versuchsreihen mit m-Nitroanilin und Anilin ist die Summe
von Kolonne 1 und 4 grosser als Kolonne 2, Die scheinbar hShere Thiamin-
"Inaktivierung" im Gemisch mit Antithiamin-Préparat und organischem
Amin (Kolonne 2) gegeniiber der Thiamin-Inaktivierung im Gemisch mit
Antithiamin-Préparat allein (Kolonne 1) wurde somit durch die Senkung der
Thiochrom=-Ablesung (Kolonne 4) bewirkt. Die Thiamin-Inaktivierung durch
die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarn wird demnach durch m-Nitro-
anilin und Anilin nicht geférdert. Die Versuchsreihe mit Pyridin hat gezeigt,
dass eine Forderung der Thiamin-Inaktivierung durch die Antithiamin=-Wirk=-
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stoffe aus Adlerfarnkraut durch Pyridin moglich zu sein scheint, Die schein-
bare Thiamin-"Inaktivierung" durch Pyridin allein (Kolonne 3) und die Sen-
kung der Thiochrom-Ablesung durch Pyridin (Kolonne 4) sind gering, wih-
rend die Differenz der Thiamin-Inaktivierung durch ein Gemisch von Pri-
parat I A und Pyridin (Kolonne 2) betrichtlich ist.

Die Senkung der Thiochrom-Ablesung durch die "oxydierten" orga-
nischen Amine wurde in verschiedenen Konzentrationen gemessen. Die Re-
sultate dieser Versuche sind in Fig, 20 dargestelit.
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Fig. 20  Senkung der Thiochrom-Ablesung durch verschiedene Mengen
von organischen Aminen

Thiochrom-Gehalt: 50 ); Gesamtvolumen: 20 ml;

1: Versuchsreihe mit Pyridin;
2: Versuchsreihe mit Anilin;
3: Versuchsreihe mit m-Nitroanilin

Die Senkung der Thiochrom-Ablesung durch m-Nitroanilin nimmt
mit der Konzentration anndhernd linear zu, wihrend sie bei Ldsungen mit
grosseren Konzentrationen als 0, 0005-m. Anilin bzw. Pyridin konstant
bleibt,
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Es wurde vermutet, dass die organischen Amine bei der Thiamin-
Bestimmung mit dem Thiochrom zusammen auch in die Massldsung ge~
langen. Falls die "oxydierten” organischen Amine UV~Licht absorbieren,
gelangt weniger UV -Licht an die Messtelle als oben eingestrahlt wird,

Die dort erzeugte Fluoreszenz, die in der Fotozelle gemessen wird, wird
somit geringer, die Thiochrom=-Ablesung wird gesenkt. (Vgl. dazu Fig.1,
Schnitt durch das Fluorimeter.)

Um diese Annahme zu beweisen, wurden 0, 001-m, Versuchslésun-
gen der drei organischen Amine (je 0,02 mmol in 20 ml Gesamtvolumen)
hergestellt, Je 2 ml wurden direkt mit Isobutylalkohol ausgeschiittelt und
je 2 ml wurden wie bei der Thiamin-Bestimmung vorher mit Kalium-
ferricyanid und Natronlauge behandelt, Von den resultierenden Losungen
wuarde die UV ~Absorption zwischen den Wellenlingen 300 und 400 mu ge-
messen, Die Absorptionskurven der Isobutanolausziige aus wissriger
Aminldsung sind in Fig, 21 a und die nach Behandlung mit Kaliumferri-
cyanid und Natronlauge in Fig, 21 b dargestellt.

Die Absorptionskurven von m~-Nitroanilin und Anilin warden durch
die Behandlung mit Kaliumferricyanid und Natronlauge wesentlich ver=-
findert, die von Pyridin dagegen nicht, Die Senkung der Thiochrom-Ab-
lesung ist auf die Absorption der behandelten organischen Amine bei der
Wellenlédnge 365, 5 ma zuriickzufiilhren, da die verwendete Philips-UV~
Lampe HPW, 125 W, Typ 57 202 E/70, eine Emissionsbande mit dem
Maximum bei dieser Wellenlinge hat, Die Absorption bei 365, 5 mal der
mit Kaliumferricyanid und Natronlauge behandelten Amine betragen fiir
m-Nitroanilin 44 %, fiir Anilin 10 % und fiir Pyridin 4 % (vgl. Fig. 21b).
Die Thiochrom-Ablesung wurde von m~Nitroanilin um 41 %, von Anilin
um 20 % und von Pyridin um 6 % gesenkt. Es ist somit bewiesen, dass
die Senkung der Thiochrom-Ablesung durch m-Nitroanilin und Anilin mit
der Absorption dieser Amine bei 365, 5 mA zu erklidren ist,

In diesem Zusammenhang ist es interessant zu erwihnen, dass
das Beersche~Gesetz bei der UV-Absorption von m-Nitroanilin anndhernd
gilt, dagegen bei Anilin und Pyridin nicht (vgl. Fig. 20).

In einer niichsten Versuchsreihe wurden vier 20-ml-Inaktivierungs-
gemische mit je 1000 Y Thiamin und 0,5 ml Priparatl A hergestellt.
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UV-Absorption organischer Amine

a Isobutanolauszug aus wissriger Aminlosung

b Isobutanolauszug aus wissriger Aminldésung nach
Behandlung mit Kaliumferricyanid und Natronlauge

Gesamtvolumen: 20 ml; Amin-Menge: 0,02 mmol;
1: m-Nitroanilin;

2: Anilin;

3: Pyridin



Zu dreien dieser Gemische 'wurde noch je 0, 02 mmol eines organischen
Amins gegeben., Die Thiamin-Inaktivierung wurde mit der Melnick-Field-
Methode gemessen. Die Resultate dieser Versuchsreihe sind in Fig, 22
dargestellt,
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Fig. 22 Scheinbare Aktivitit des PriparatesI A im Gemisch mit
Anilin, Pyridin bzw. m-Nitroanilin, gemessen mit der
Melnick-Field-Methode nach verschiedener "Inaktivie-
rungs"-Dauer

Vorlage: 1000 Y Thiamin; Gesamtvolumen: 20 ml;
"Inaktivierungs"-Temperaturs 370 C;
Gemisch  Priparat T A organisches Amin

1 0,5 ml -

2 0,5 ml 0, 02 mmol Anilin

3 0,5 ml 0, 02 mmol Pyridin

4 0,5 ml 0, 02 mmol m-Nitroanilin

Durch die Bestimmungen nach der Melnick-Field-Methode wurde
eine Filschung der Thiamin-Bestimmung durch die organischen Amine
ausgeschlossen, da als Vergleichslosung ein Versuchsgemisch mit orga=-
nischem Amin und Priparat I A aber ohne Thiamin verwendet wuarde. Die
Versuche haben denn auch gleiche Ergebnisse wie die friihern ergeben,
némlich, dass m~-Nitroanilin und Anilin die Thiamin~Inaktivierung durch
die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut nicht férdern, dass aber
eine geringe Forderung der Thiamin-Inaktivierung durch Pyridin moglich

scheint.
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356  Aktivitdt von Verbindungen bekannter Konstitution

Aebi (1956) und Biichi (1957) isolierten durch Aetherextraktion aus
den Wurzeln von Dryopteris austriaca (Jacq.) Woynar neben den bereits
bekannten Verbindungen Aspidin, Albaspidin, Flavaspidsiure, Filixsiure
und Aspidinol eine bis anhin noch unbekannte Substanz, das Desaspidin,
Von Aspidin, Flavaspidsdure und Filixséiurel) wurde die spezifische Anti-
thiamin-Aktivitit mit je 3,6 mg bestimmt., Die Vorlage betrug immer 100 )
Thiamin in 20 ml Gesamtvolumen., Es wurden folgende spezifische Aktivi-

téiten gefunden:

Aspidin: 13,8 Y/mg; Flavaspidsidure: 14,6 Y/mz und
Filixsdure: 3,1 Y/mg.

Es wurden auch zwei im Handel befindliche Flavonoide, Quercetin
und Quercitrin, auf ihre Antithiamin-Wirkung untersucht. Die spezifische
Aktivitiit von Quercetin betrug 20, 3 Y/mg, die von Quercitrin 15,6 Y /mg.

Crotonsidure, Metacrylsidure und «-Ketocaprylsidure sind vollig
inaktiv.

Von Brenzkatechin wurde sowohl die spezifische Aktivitit als auch
die Halbwert-Aktivitidt bestimmt., Beide Bestimmungen ergaben eine sehr
hohe Antithiamin-Aktivitdt. Die spezifische Aktivitit betrug 26 Y/mg und
die Halbwert-Aktivitit 110, Dieser Wart ist mit den in Fig. 10 angegebenen
Halbwert-Aktivititen der verschiedenen Antithiamin-Pr#parate aus Farn=~
kraut vergleichbar,

1)I-Ierr Prof, Dr, J.Biichi, Pharmazeutisches Institut, Eidgentssische
Technische Hochschule, Ziirich, stellte diese Substanzen freundli-
cherweise zur Verfiigung. Ich danke ihm dafiir,
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4 Diskussion

41 Ausgangsmaterialien der Antithiamin-Wirkstoffe

Fiir die vorliegenden Versuche wurde Pteridium aquilinum (L.)Kuhn,
nach Somogyi (1949 b) das aktivste Farnkraut, verwendet. Nach Vorversu-
chen sind Extrakte aus Fiedern doppelt so aktiv wie solche aus Stielen, Es
wurden deshalb nur die Blattfiedern verwendet, Die Ernten des gleichen
Farnkrautbestandes der Jahre 1956 bis 1959 zeigten in der Antithiamin-Ak~-
tivitdt keinen Unterschied,

42 Bestimmung der Aktivitit der Antithiamin-Wirkstoffe

Die Thiamin-Bestimmungen wurden in der vorliegenden Arbeit haupt-
s#ichlich mit der Thiochrom=-Methode durchgefijhrt, Sie ist sehr empfindlich,
Werden die in Abschnitt 52 beschriebenen Reaktionszeiten genau eingehal-
ten, so ergibt die Thiochrom-Methode gut reproduzierbare Resultate, Ist
die Thiamin-Konzentration in einem Versuchsgemisch grosser als 100 )
Thiamin pro 20 ml, so muss die Thiochrom~Messlosung verdiinnt werden,
da die Ablesungen mit dem verwendeten Fluorimeter sonst ungenau werden.

Die bei der Thiamin-Bestimmung nach der Thiochrom-Methode ver-~
wendete Natronlauge konnte die Bestimmungen aus zwei Griinden stdren.
Einerseits ist der Antithiamin-Wirkstoff gegen Alkali labil (vgl, Abschnitt
342) und anderseits kénnte die Natronlauge durch einen Salzeffekt die Thia~
min-Antithiamin-Wirkstoff-"Additionsverbindung" spalten. Die zerstSrende
Wirkung der Natronlauge auf den Antithiamin -Wirkstoff kann ausgeschlos-
sen werden, da die Inaktivierung vor der Thiamin~Bestimmung bereits be-
endet ist, Dagegen ist es moglich, dass die "Additionsverbindung" wihrend
der Thiamin-Bestimmung durch die Natronlauge teilweise gespalten wird.
Nach der Spaltung wiirde das entstandene Thiamin auch zu Thiochrom oxy-
diert und mit dem nicht-inaktivierten Thiamin bestimmt, Den gleichen Ef-
fekt konnte das bei der Thiochrom-Methode verwendete Kochsalz hervor-
rufen, da das Kochsalz, falls dem Inaktivierungsgemisch zugegeben, die
Thiamin-Inaktivierung hemmt (vgl. Abschnitt 352), Mit der Thiochrom=~
Methode wiirde man somit eine geringere als die tatséichliche Wirksamkeit
der Antithiamin-Wirkstoffe bestimmen, Es ist allerdings darauf hinzuwei-
sen, dass die mikrobiologische Bestimmung der Antithiamin Aktivitit der
verschiedenen Farnkraut-Préparate (Bonicke, 1959) mit der Thiochrom-
Methode gut iibereinstimmende Resultate ergeben hat.
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Zur Thiamin-Bestimmung nach der Melnick-Field~-Mathode werden

grossere Mengen Thiamin benotigt, doch ergibt sie bei geeigneten Konzen~
trationen gute Resultate, Sie wurde bei den Versuchen mit organischen
Aminen verwendet,

Die imikrobiologischen Thiamin-Bestimmungen haben mit der Thio-

chrom-Methode gut iibereinstimmende Resultate ergeben, Ihr Nachteil
liegt darin, dass sich eine Bestimmung iiber mehrere Tage erstreckt, Als
Kontrollversuche sind die mikrobiologischen Thiamin-Bestimmungen aber
sehr wertvoll,

Die Aktivitit (angegeben in % inaktiviertem Thiamin) eines Anti-
thiamin-Préparates ist innerhalb eines Versuches vergleichbar, z,.B. die
Aktivitdt vor und nach dem Kochen eines Antithiamin-Priparates, Es sol-
len aber nicht die Aktivitdten verschiedener Antithiamin-Préparate ver=-
glichen werden,

Die spezifische Aktivitdt wurde nach einer genau standardisierten

Methode bestimmt., Die Reinigung eines Antithiamin-Priparates wird durch
eine hthere spezifische Aktivitit angezeigt, die jedoch im Verhéltnis zur
tatsichlich erzielten Reinigung gering ist. Die spezifische Aktivitét wurde
zur Kontrolle auch mikrobiologisch bestimmt, Diese Werte stimmten mit
den nach der Thiochrom-Methode bestimmten spezifischen Aktivitdten gut

tiberein,

Quantitativ gut vergleichbar sind die Halbwert-Aktivititen. Sie wer=-
den aus den Halbwert-Mengen berechnet, Aus 4 bis 5 Bestimmungen mit

verschiedenen Mengen Antithiamin-Préparat wird die Halbwert-Menge in-
terpoliert. Sie ist die Menge eines Antithiamin-Préparates, die von 100 Y
Thiamin 50 Y inaktiviert. Die Bestimmung der Halbwert-Aktivitiit erfordert
grossere Mengen Antithiamin-Priparat, Sie wurde deshalb nur dann ange-
wendet, wenn man die Erhthung der Antithiamin-Wirkung bzw, die Reini~
gung eines Préparates quantitativ feststellen wollte, Meistens geniigte jedoch
die Bestimmung der spezifischen Aktivitit.

43 Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe

Da die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarn im elektrischen Feld
anodisch wandern, wurden sie aus wissrigen Extrakten an Anionenaustau-
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schersiulen in der Formiatform adsorbiert und mit Ameisensiure steigen-
der Konzentration eluiert, Die Antithiamin-Wirkstoffe wurden nach der Be~
handlung mit 1-n, Salzs#ure 4therléslich, nachdem sie vorher nur wasser-
und alkohollgslich waren, Der Natriumbikarbonatauszug einer 4therischen
Losung der Antithiamin-Wirkstoffe nach der Behandlung mit 1-n, Salzsiure
ergab ein sehr aktives Préparat. Die Halbwert-Aktivitit dieses Priparates
war rund 60-mal grosser als die des Ausgangsmateriales, Dieses Préparat
konnte nicht kristallisiert werden. Es war sehr hygroskopisch. Eine weitere
Reinigung konnte durch Fraktionierung an einer Cellulosepulversiule bzw.
an einer Kationenaustauscherséule erzielt werden, Die aktivsten Fraktionen
aus der Kationenaustauschersiule ergaben glasartige Plidttchen. Durch eine
zweite Fraktionierung an Kationenaustauscher wird die Aktivitét nicht mehr
erhtht, Die Adsorption und Elution der Antithiamin-Wirkstoffe an Kationen-
austauschersiulen sind keine Ionenaustausch~Reaktionen,

Die gleichen, glasartigen Pldttchen wurden auch aus einem Brucin-
salz des Antithiamin-Wirkstoffes nach der Adsorption des Brucins an einer
Kationenaustauschersiule und Elution des Wirkstoffes mit 30-proz, Athanol
erhalten.

Nach papierchromatographischen Untersuchungen sind in einem an
einer Anionenaustauschersédule gereinigten Antithiamin-Préparat zwei
Wirkstoffe enthalten, wihrend nach der Behandlung mit 1-n, Salzsiure auf
dem Papierchromatogramm nur noch ein Wirkstoff sichtbar ist. Es ist
moglich, dass der eine Wirkstoff durch die Behandlung mit 1-n, Salzslure
zerstort wurde oder aber dass zwei Wirkstoffe durch diese Behandlung in
die gleiche Verbindung iiberfiihrt wurden (z.B. zwei Glykoside mit gleichem
Aglykon hydrolysiert wurden). Tatsichlich ist nach der Behandlung der An-
tithiamin-Wirkstoffe mit Salzsiure im wissrigen (4therunldslichen) Anteil
Glucose chromatographisch nachweisbar,

Das UV-Spektrum des gereinigten Antithiamin-Préparates zeigt bei
285 mu ein Maximum, das umso ausgeprigter ist, je aktiver das Priparat
ist. Das gereinigte Antithiamin-Préparat ist sauer, entfirbt eine verdiinnte
Bromlésung und gibt mit Silbernitrat einen schwarzen Niederschlag. Es
verbraucht keine Perjodsdure. Mit Ferrichlorid ergibt das gereinigte Anti-
thiamin-Priparat eine griine Farbe. Es ist frei von Stickstoff, Phosphor,
Schwefel und Halogenen, Die Mikroanalyse ergab im Mittel 61,52 % C und
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5,55 % H. Der Wirkstoff konnte jedoch nicht in kristalliner Form isoliert
werden, Der von Xgren (1945) aus Espenblitter isolierte Antithiamin-Wirk-
stoff hat dhnliche Eigenschaften wie unser aus Adlerfarnkraut isoliertes Pri-
parat. Die von Aebi (1956) und Biichi (1957) aus den Wurzeln von Dryopteris
austriaca isolierten Substanzen wurden aus Atherextrakten gewonnen, wihrend
unsere Antithiamin-Wirkstoffe vor der Behandlung mit 1-n, Salzsdure &ther-
unlslich waren. Die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarn scheinen demnach
von den von Aebi und Biichi isolierten Filicinen verschieden zu sein, Saka-
moto und Fujita (1956) isolierten aus den Bléttern von Ipomoea Batata Iso-
quercitrin, Hasegawa (1955) aus Pteridium aquilinum eine dem Astragalin
verwandte Verbindung, Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Anti-
thiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut scheinen sich auch von diesen Verbin-
dungen zu unterscheiden, Durch die Behandlung mit Salzséiure wiirden diese
Verbindungen wohl gespalten werden, und es miisste Quercetin erhalten wer-
den. Die Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarn ergeben nach der Behandlung
mit Salzsdure jedoch nicht Quercetin, Nach der berechneten, jedoch noch
nicht sichergestellten Bruttoformel des gereinigten Antithiamin-Wirkstoffes
konnte das Priparat X jedoch eine dem Quercetin dhnliche Verbindung sein,
die eine Hydroxylgruppe weniger besitzt und teilweise hydriert ist,

Evans, Jones und Evans (1950) sowie Thomas, Watkin und Evans (1955)
haben die Versuche zur Trennung der Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarn-
kraut in eine thermolabile und eine thermostabile Fraktion nie ausfiihrlich
mit experimentellen Angaben verodffentlicht, sie sind somit schwer zu be-
urteilen. Kenten (1957a) isolierte einen thermolabilen Antithiamin-Wirkstoff
aus getrocknetem Adlerfarn~Pulver durch eine "Eiweisspriparation®. Auch
dieser Wirkstoff diirfte von den in der vorliegenden Arbeit ‘beschriebenen
Antithiamin-Wirkstoffen verschieden sein. Nach der Mikroanalyse des ge-
reinigten Antithiamin-Priparates scheint sich dieses auch von Pentahydroxy-
anthrachinon zu unterscheiden, das Nakabayashi (1957) aus Equisetum arvense
isolierte,

44 Stabilitit der Antithiamin-Wirkstoffe

Die wasserldslichen Antithiamin-Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut sind
thermostabil, Ein thermolabiler Wirkstoff, wie er von Evans, Jones und
Evans (1950) sowie von Kenten (1957a) beschrieben wurde, konnte in einem
wissrigen Extrakt aus Adlerfarnkraut nicht gefunden werden,
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Die Aktivitiit der Antithiamin-Wirkstoffe nimmt bei pH {iber 6 rasch
ab (vgl. Fig. 11), wihrend sie bei pH unter 6 unveréndert bleibt. Der von
Rgren (1945) aus Blitter von Populus tremula L. isolierte Wirkstoff ist
ebenfalls gegen SHure stabil, gegen Lauge aber empfindlich,

45 Wirkungsmechanismus der Antithiamin-Wirkstoffe

Die Inaktivierungs-Versuche mit verschiedenen Wirkstoff-Mengen ha-
ben gezeigt, dass die Inaktivierung nicht linear mit der Wirkstoff-Menge
zunimmt (vgl. Fig. 12a), Das nicht-inaktivierte Thiamin als Funktion der
Antithiamin-Priparat-Menge ergibt eine "Exponential-Funktion", ihre lo-
garithmische Darstellung eine Gerade (Fig. 12b). Kurve 1 zeigt in der nume-
rischen Darstellung (Fig. 12a), dass durch 1,5 ml Priiparat I A schon prak-
tisch alles vorgelegte Thiamin inaktiviert wurde. Das Gemisch mit der
grossten Konzentration (3, 0 ml) Priparat I A enthielt schon einen Uberschuss
an Antithiamin-Priparat, Kurve 1 weicht deshalb in der logarithmischen
Darstellung {Fig. 12b) von einer Geraden ab,

Eine bestimmte Menge eines Antithiamin=-Priiparates inaktiviert von
verschiedenen Thiamin~Vorlagen innerhalb weiter Grenzen stets einen glei-
chen prozentuellen Anteil des vorgelegten Thiamins (vgl. Fig. 13). Mikro-
biologische Bestimmungen ergeben dasselbe Resultat, Eine Erklirung dafiir
konnte nicht gefunden werden,

Durch Inaktivierungs-Versuche mit der gleichen Thiamin-Vorlage
und gleicher Antithiamin-Préparat-Menge in verschiedenen Gesamtvolumina
wurde gezeigt, dass in konzentrierten Gemischen die Thiamin-Inaktivierung
geringer ist. Dies kann durch einen Salzeffekt erklirt werden,

Auf Grund dieser Versuche wurde die Aktivitits-Bestimmung der
Antithiamin-Priparate standardisiert (vgl. Abschnitt 32). Die Erscheinung,
dass die spezifische Aktivitéit eines reinen Priparates relativ klein ist,
kann damit erklirt werden, dass die gleiche Menge (3, 6 mg) eines reineren
Priparates mehr Antithiamin-Wirkstoffe enthédlt als ein unreineres Pri-
parat, das in der gleichen Menge noch mehr Verunreinigungen aufweist, Die
Aktivitdt nimmt nicht linear mit der Wirkstoffanreicherung, sondern nur

proportional zu ihrem Logarithmus, zu.
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Wurde zu Inaktivierungsgemischen Kochsalz gegeben, so nahm die
Inaktivierung proportional zur Kochsalzkonzentration ab, Ein mogliches
Gleichgewicht

Thiamin + Antithiamin-Wirkstoff == "Additions"~Verbindung
wiirde also durch Kochsalz nach links verschoben,

Versuche unter Stickstoffatmosphiire haben ergeben, dass die Thia~-
min-Inaktivierung durch die Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut keine katalytische
Oxydation mit Luftsauerstoff ist, wie dies nach Weakley et al, (1958) bei
der Thiamin-Inaktivierung durch Wirkstoffe aus Sojabohnenmehl (Glycine
hispida) zutrifft.

Die Isolierung des Pikrates der Thiazol-Komponente des Thiamins
aus Inaktivierungsgemischen mit den Antithiamin-Wirkstoffen aus Adler-
farnkraut gelang nicht. Dagegen konnten Krampitz und Woolley (1944) die-
ses Pikrat aus Inaktivierungsgemischen mit Karpfeneingeweide-Extrakt
isolieren und damit die Spaltung des Thiamins durch den Karpfeneingeweide -
Extrakt beweisen. Die Inaktivierung des Thiamins durch die Antithiamin-
Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut scheint demnach keine Spaltung des Thiamin-
Molekiils zu sein. Diese Annahme konnte experimentell bewiesen werden,
Es gelang ndmlich, aus Inaktivierungsgemischen, in denen bis zu 86 % des
vorgelegten Thiamins inaktiviert worden waren, an Ionenaustauschersiu-
len wieder bis zu 100 % der urspriinglichen Thiamin-Menge abzutrennen.

An Anionenaustauscher wurden die Antithiamin-Wirkstoffe adsorbiert,
und das Thiamin konnte im wissrigen Eluat bestimmt und papierchromato-
graphisch identifiziert werden. An Kationenaustauscher wurden das Thiamin
und die Antithiamin-Wirkstoffe adsorbiert, Nachdem die Antithiamin-Wirk-
stoffe mit 30-proz. Athanol eluiert worden waren, liess sich das Thiamin
mit 2-n, Salzsdure eluieren und bestimmen, Nach diesen Versuchen, die
beweisen, dass das Thiamin-Molekiil bei der Inaktivierung nicht verindert
wird, war es wichtig, die mit der Thiochrom-Msathode bestimmte Anti~
thiamin-Wirkung der Wirkstoffe aus Adlerfarnkraut auch auf eine andere
Art nachzuweisen. Dies gelang einerseits durch die mikrobiologischen Be-
stimmungen von Bonicke, die mit der Thiochrom-Methode gut iiberein-
stimmende Resultate ergaben, und anderseits durch Versuche von Petropulos
(1960) an Nervfasern des Frosches.

Von Muralt (1939) fand, dass das Thiamin bei der Nervenerregung
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eine wichtige Rolle spielt und dass diese Wirkung mit dem Natriumtrans-
portsystem zusammanhiingt (1958). Petropulos (1960) hat die Wirkung von
Préparat IV und V auf Ranviersche Knoten einer Nervfaser des Frosches
gepriift und eine sofortige Abnahme des Aktionspotentials festgestellt, dhn-
lich wie bei der Verwendung von Neopyrithiamin, Priparat V zeigte eine
stirkere Wirkung als Prédparat IV. Wurde den Préparaten IV und V vordem
Versuch ein Uberschuss an Thiamin zugegeben, so konnte diese Wirkung
nicht beobachtet werden. Dies beweist die Antithiamin-Wirkung dieser Pri-
parate, Die Wirkung von Préiparat IV und V kann durch lingeres Auswa-
schen der Ranvierschen Knoten mit Ringerldsung ohne Thiamin-Zugabe wie=-
der riickgiingig gemacht werden, Die Thiamin-Inaktivierung durch die Pri-
parate aus Adlerfarnkraut ist also auch im physiologischen Versuch rever-
sibel; das Thiamin-Molekiil wird bei der Inaktivierung offensichtlich nicht

verdndert.

Bei den Thiamin-Inaktivierungsversuchen konnte beobachtet werden,
dass die Inaktivierungsreaktion sehr schnell verliuft. Die Inaktivierungs-
reaktion war z.B. nach 3 Minuten praktisch schon beendet (vgl. Fig. 15,
Kurve 1), Der rasche Ablauf dieser Reaktion diirfte ebenfalls ein Hinweis

auf die Bildung einer Additionsverbindung sein.

Die Inaktivierung von Thiamin durch die Antithiamin-Wirkstoffe aus
Adlerfarnkraut wird weder durch m-Nitroanilin, noch durch Anilin erhoht.
Pyridin scheint dagegen die Thiamin-Inaktivierung ein wenig zu erhséhen.

Die Thiamin-Bestimmungen wurden bei diesen Versuchen mit der Thiochrom-
Methode und mit der Melnick-Field-Methode durchgefiihrt, Die Erhdhung

der Thiamin-Inaktivierung bei der Bestimmung mit der Thiochrom-Methode
wird durch die Lichtabsorption der Amine vorgetduscht. Sealock und Davis
(1949) und Woolley (1953) nahmen an, dass organische Amine bei der Thiamin-
Inaktivierungsreaktion eine wesentliche Rolle spielen. Dies konnte durch

unsere Versuche nicht bestétigt werden.

Brenzkatechin zeigt von allen untersuchten Verbindungen die grosste
Antithiamin-Wirkung. Dieser Befund stimmt mit dem von Hasegawa (1955)
und Hasegawa, Sakamoto, Nagayama und Fujita (1956) gut iiberein, die eben-
falls fanden, dass Brenzkatechin die grosste Antithiamin-Aktivitit aller
freien Phenole besitzt. Der von Sakamoto und Fujita (1956) aus den Blittern
von Ipomoea Batata (Siisskartoffeln) isolierte Antithiamin-Wirkstoff (Iso-
quercitrin) ist 76-mal weniger aktiv als das Brenzkatechin. DasPréiparatV
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aus Pteridium aquilinum (vgl. S.34) ist rund zweimal weniger aktiv als das

Brenzkatechin.

Die spezifische Antithiamin-Aktivitdt der Vergleichssubstanzen Quer-
cetin, Quercitrin, Flavaspidsidure und Aspidin ist bedeutend bis mittelmiis~
sig. Die Filixsiiure hat dagegen nur eine sehr kleine Antithiamin-Wirkung.
Véllig inaktiv sind Crotonsidure, Metacrylsiure und «-Ketocaprylsédure, Die
Carboxyl-Gruppe allein scheint keine Antithiamin-Wirkung zu haben, wihrend
Hydroxyl-Gruppen an einem Benzolring fiir die Aktivitit wesentlich zu sein
scheinen. Solche sind bei allen besprochenen aktiven Verbindungen vorhanden,
Dagegen scheinen Hydroxyl-Gruppen an isolierten Doppelbindungen, wie sie
die Filixsiure besitzt, nur sehr wenig aktiv zu sein,

Die Versuche zur weitern Abklirung der chemischen Konstitution der
Antithiamin-Wirkstoffe aus Pteridium aquilinum werden weitergefiihrt,
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5 Experimenteller Teil

51  Herstellung der Ausgangsmaterialien der Antithiamin-Wirkstoffe

Das Adlerfarnkraut wurde sofort nach der Ernte im Windkanal bei
40°¢c getrocknet. Von den trockenen Farnwedeln warden die Fiedern 2.Ord-
nung von Hand abgestreift. 50g Fiedern warden portionsweise zu 500 ml de-
stilliertem Wasser in einen auf hchste Stufe eingestellten Haushaltmixer
(Turmix) gegeben. Nach 5 bis 8 Min, waren die Fiedern zu einem feinen
Brei zerkleinert, Dabei erwirmte sich das Gemisch auf ca. 600C. Uber
Nacht wurde es im Eisschrank stehen gelassen. Am andern Tag wuarde der
Brei durch ein Filtertuch filtriert und ausgepresst, Die LOsung wurde ca.
30 Min. mit 3000 g zentrifugiert, wobei die chlorophyllhaltigen Anteile aus-
geschieden wurden, Die L&sung wurde durch Watte filtriert. Die Ausbeute
betrug 340 ml triilben Rohextrakt —» PriparatI A,

40 ml Pridparat I A wurden bei +4°C aus einem nahtlosen Cellulose-
Schlauch vom Durchmesser 48 mm (Kalle & Co., Wiesbaden) gegen 400 m}
destilliertes Wasser 48 Std. dialysiert., Der nicht-dialysierbare Anteil
(—> Priparat I C) wurde aus dem Cellulose~Schlauch gespiilt und am Vaku-
um auf 40 ml eingeengt. Der dialysierbare Anteil (—» Priparat I B) wurde
in einem Rotationsverdampfer bei 40-50°C am Vakuum auf 40 ml eingeengt.

52 Bestimmung der Aktivitiit der Antithiamin-Wirkstoffe

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Prédparate I A, I B und I C mit der
Thiochrom-Methode wurden in 25-ml-Erlenmeyerkolbchen Thiamin-Inakti~

vierungsgemische folgender Zusammensetzung hergestellt:

Priparat I A bzw. I B bzw. I C : 0,3 - 5ml
destilliertes Wasser : 16,7 - 12 ml
Phosphatpuffer pH 6 (nach Sérensen) 1/15-m. : 2 ml
0, 01-proz. Thiamin-L&sung: 1 ml
Gesamtvolumen: 20 ml

Nach verschiedenen Reaktionszeiten (z.B. 5 Min, und 30 Min. ) wurden
Analysen-Proben von je 2 ml in mit ca, 0,2 g Kochsalz beschickte 20-ml-
Schliffzentrifugengliser gegeben., Zu jeder Analysen-Probe wurden 0,1 ml
1-proz, Kaliumferricyanidlésung und 1 ml 30-proz. Natronlauge gegeben.
Die Analysenproben wurden geschiittelt. Nach einer Min. wurden je 10 ml
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Isobutanol zugegeben, ohne die Glidser zu schiitteln. Nach dem Stehen wih-
rend einer Min. wurden die Gemische 2 Min, lang ausgeschiittelt. Die Ge-
mische wurden 5 Min. zentrifugiert, Die Isobutanollésung wurde abpipet-
tiert und filtriert. Die Reaktionszeiten wurden mit der Stoppuhr gemessen.
Die Fluoreszenz wurde mit einem Fluorimeter, das aus einem Beckman-
Kolorimeter (Modell C) entwickelt wurde, bestimmt (siehe Fig.1). Das
Fluorimeter wurde mit 50-) - und 100- J-Testlosungen geeicht. Die Aktivi-
tidt wurde als Prozent inaktivierten Thiamins angegeben,

. Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitiit (yY/mg) der Priparate
I1I bis X wurden Thiamin-Inaktivierungsgemische mit je 3,6 mg Antithiamin-
Wirkstoffpriparat und 100 Y Thiamin (1 ml 0, 01-proz. Thiamin-L&sung) her-
gestellt, Die Thiamin-Inaktivierungsgemische enthielten 2 ml /15-m. Phos-

phatpuffer pH6 . Das Gesamtvolumsan betrug 20 ml, Die Analysen wurden
mit Proben von je 2 ml genau gleich wie zur Bestimmung der Aktivitit
durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitéit wurde immer mit der Thiochrom-
Methode bestimmt. Die Werte ()inaktiviertes Thiamin) wurden durch 3, 6
dividiert,

Die gesamte Aktivitit ()’) eines Pridparates oder einer Fraktion er-
gibt sich durch Multiplikation der spezifischen Aktivitit mit der Menge des

Priparates oder der Fraktion,

Zur Bestimmung der Halbwert-Aktivitit wurden von jedem Antithiamin-

Wirkstoffpréparat 4 bis 5 Thiamin-Inaktivierungsgemische mit verschiedenen
Msangen des Antithiamin~-Wirkstoffpriparates hergestellt. Es wurden immer
100 )Y Thiamin (1 ml 0, 01-proz. Thiamin-L&sung) vorgelegt. Das Gemisch
enthielt 2 ml Phosphatpufier pH 6 und das Gesamtvolumean betrug 20 ml,

Die Antithiamin-Wirkstoffpriparat-Mengen wurden so abgestuft, dass die
Thiamin-Inaktivierung 30 bis 70 % betrug. Aus der Kurve mit Thiamin-In-
aktivierung als Ordinate und Antithiamin-Wirkstoffpriparat-Menge als Ab~
szisse wurde die fiir eine 50-proz, Thiamin-Inaktivierung nétige Menge,

die sog. Halbwert-Menge, des Antithiamin-Wirkstoffpriparates ermittelt.
Der reziproke Wert der Halbwert-Menge ergibt die Halbwert-Aktivitit. Die

Analysen der 2-ml-Proben aus den 20-ml-Thiamin-Inaktivierungsgemischen
wurden wie friiher durchgefiihrt.
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Die spezifische Aktivitit und Halbwert-Aktivitit kann auch (bei klei-
ner Antithiamin-Wirkstoffpriparat-Menge) mit 1, 8 bzw. 0,9 mg Antithiamin-
Wirkstoffpréparat und 50 bzw. 25y Thiamin in einem Gesamtvolumen von
10 bzw. 5 ml bestimmt werden,

Die Bestimmung der Aktivitit von Préparat [ A mit der Melnick-
Field~Methode wurde mit 20-ml-Thiamin-Inaktivierungsgemischen durch-
gefiihrt. Die Gemische enthielten je 2 ml Thiamin-Stammlésung (0, 05-proz.
Thiamin-Losung in 0, 01-n. Salzsdure) und 2 ml Kaliumhydrogenphthalat -
Puffer pH 6. Von diesen Thiamin-Inaktivierungsgemischen wurden nach
verschiedener Inaktivierungsdauer je 2 ml in Reagensgliser pipettiert. Zu
jeder Probe wurde 1 ml 99-proz. Athanol zugefiigt, Das Gemisch wurde
geschiittelt und mit 1 ml Diazotat-Reagens (s, unten) versetzt. Es wurde
wieder gut gemischt und bei Zimmertemperatur 15 Min. stehen gelassen.
Es entstand langsam zine himbeerrote Farbe, und die Losung wurde triib,
Nun wurden je 6 ml Isopropanol zugefiigt und mit einem Glasstab gut durch-
gemischt. Die Losung wurde klar, Nach 15 Min. wurde die Intensitit der
Farbe im Beckman-Spektrophotometer DU bei der Wellenldnge 520 mau und
der Spaltbreite 0,04 mm gemeassen. Als Vergleichslosung wurde eine Probe
eines Parallelgemisches ohne Thiamin verwzandet. Die abgelesenen Werte
wurden mit einer Eichkurve in YThiamin umgerechnet. Das Diazotat-Rea~
gens wurde wie folgt hergestellt: 10 ml 0, 06-proz. p-Amino-acetophenon-
16sung in 0, 2-n, Salzsdure wurden auf 5°C abgekiihlt, Dann wurden 3 ml
frisch hergestellte 0, 2-proz. Natriumnitritlésung zugegeben. Die Ldsungen
wurden gut gemischt und 3 Min. in der Kilte stehen gelassen. Zu diesem
Gemisch wurden 3 ml 2-n, Natronlauge gegeben., Das Gemisch wuarde ge-
schiittelt und sofort verwendet. In einem Eis-Wasser-Gemisch ist das
Diazotat-Reagens ca. 2 Std. haltbar.

Die Inaktivierungs-Temperatur betrug, wo nichts anderes vermerkt
ist, stets 20°C.

53 Reinigung der Antithiamin-Wirkstoffe

40 ml Priparat I A wurden mit 20 ml Kationenaustauscher Amberlite
IRC-50 in der H-Form {(Rohm & Haas Company, Philadelphia 5) behandelt.
Es fiel teilweise schon in der Kationenaustauschersiule ein Niederschlag
aus, Die Kationenaustauschersidule wurde mit 100 mldestilliertem Wasser
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gewaschen, Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 40 ml in einer Stunde.
Eluat und Waschwasser wurden vereinigt, filtriert und am Vakuum auf
40 ml eingeengt. Nach der Behandlung mit Kationenaustauscher war das

Priparat 1A eine klare Losung. Die Prédparate I B und I C wurden genau
gleich mit Kationenaus