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2la. J. Lifechiits und Theodor Qrethe: Zur Eenntnie dee 
Oxy -cholesterlne und eeiner Mgibnin-Verbindung. 

[Mitteilung aus dem Hamburgischen Chemischen Staatslaboratorinm.] 
(Eingegangen am 21. April 1914.) 

Das O x y - c h o l e s t e r i n ,  welches in der organischen Natur, nament- 
lich im Tierreiche, a h  fast steter Begleiter des Cholesterins vorkommt, 
ist von dem einen von uns') auch kiinstlich durch O x y d a t i o n  d e e  
C h o l e s t  e r i n  s hergestellt worden. Die Herstelluog und Reiniguag dieses 
Cholesterin -Derivates ist bereits an andrer Stelle *) eingehend be- 
schrieben worden. Das Verfahren ist kurz Folgendes: 

2 g reines Cholesterin werden im gerliumigen Kolben in 100 ccm Eis- 
w i g  gelbst ond die Lbsung bei etwa 900 mit 2 g Benzoylsnperoxyd ver- 
setet. 1st anch dieses gelbst, so wird das G e m i d  rchnell enm heftigen 
Sieden gebracht und die Flamme hinweggezogen, bis die L6snng sich voll- 
s thd ig  beruhigt hat. Das Aufkochen wird in derselben Weise noch ein bis 
zweimal wiederholt und die nnnmehr brfiunlichgelbe Lbsnng schnell abge- 
k W t ,  in 200 ccm Wasser unter Uinriihren eingetfagen und das sich dabei 
ansscheidende Oxydationsprodukt durch rasches Hin- und Herechwingen des 
Glasstabea gut ausgeschleudert. Das auf der Oberflbhe schwimmende Pro- 
dnkt wird mit dem Glasetab geaammelt, an der Wand des GeFgSes zmammen- 
geknetet, herausgehoben nnd nnter Wssser wiederholt geknatet, bis diebes 
nicht mehr sauur reagiert. Die nnnmehr fester gewordene, hellgelbe, teigige 
Masse wird vorsichtig zwischen FlieBpapier abgepreet und im KBlbchen am 
RiickflnSrohr mit 50 ccm halbnormaler, alkoholischer Kalilauge 40 Minnten 
lang gekocht. Das branne DSaponilikatc wird mit etwa dem gleichen Volumen 
Wasser verdiinnt und 3-4 Ma1 tichtig ausgehthert, um das Oxy-cholesterin 
von dem sauren Teil des Reaktionsprodnktes zu trennen. Nach wiederholtem 
Wsechen der gesammelten Ather-Extrakte nnd Beaeitigung des Athen, erhilt 
man als Rackstand ein rohes Oxy-cholesterin, daa 40-5Oo/o vom angewen- 
deten Cholesterin b e t a t .  Es wird in wenig Methylalkohol gelost and naeh 
einigen Stnnden filtriert. 1st das Filtmt triibe, so wird es wider eingedampft 
und der Biickstand in derselben Weise mit Methylalkohol behandelt. Diem 
Behandlung wird nBtigenfalls wiederholt, bis man aus dem methylalkoholi- 
schen Filtrat nach dem Verdampfen einen Ruckstand erhalt, der sich in 
diesem Lbsungamittel klar IBst, ohne etwaa beim Stehen abznscheiden. 

I. O x y - c h o l e s t e r i n ,  G r I t s O 9  oder G ~ H u O ~ .  
Dieses in der oben angedeuteten Weise hergestellte und gereinigte 

Choleaterin-Derivat stellt einen hellgelben, bernsteinartig durchsichtigen, 
sehr sproden und amorphen Kiirper dar, der beim Reiben stark elek- 

I) Lifschi i tz ,  Bio. Z. 48, 400ff. [1913]; B. 41, 258ff. [1908]. 
3 Bio. Z. 48, 400-404 [1913]. 
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trisch wird und beim Zerreiben zwischen den Fingern sich kolopbo- 
niumartig klebrig anfiihlt. Seiner harzartigen Natur zufolge besitzt 
e r  auch keinen charakteristisch scharfen Schmelzpunkt. Zum feinen 
Pulver zerrieben, wird er unter 1 0 0 O  weich, awischen I 0 0  und 1050 
durchsichtig und verfliissigt sich zwischen 107 und 113O. Er lost sich 
leioht i n  allen Losungsmitteln auBer Wasser, gibt aber beim Kochen 
mit Wasser eine kolloidnle Losung, die auf Zusatz von Siiuren den 
Korper wieder abscheidet. Besser erhiilt man diese Losung, wenn 
man ihn in wenig Alkohol lost, mit Wasser verdiinnt und den Alko- 
hol durch Kochen verjagt. Er zeigt keinerlei Neigung zur Krystalli- 
s:ition. Er gibt alle Reaktionen seiner hluttersubstanz, des Cboleste- 
rios, darunter auch in Acetanhydrid-Losung mit konzentrierter Schwe- 
felsaure die bekannte, fur das letztere so charakteristixhe L i e b e r -  
m a n  nsche Cholestoi-Reaktion. 

Lost man wenige Kijrnchen des Ory-cholesterins in Eisessig uod 
versetzt die kalte Losung mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefel- 
s lure ,  so erbiilt man eine intensive, rot- bis blauviolette Farbreaktion, 
die der oben genannten Cholestol-Reaktion des Cholesterins i n  Farbe 
und Absorptionsspektrum zwar iihnlich ist, diese aber an Farben- 
schiinheit und Umfang ihrer Empfindlichkeit weit iibertrifft. Versetzt 
man diese blauviolette Reaktionsltisung des Oxy-cholesterins mit einem 
Tropfen Eisenchlorid-Lbsung, so wird sie sofort rein griio unter ent- 
eprechender Verinderung des sehr charakteristischen Absorptions- 
spektrums. Auf Zusatz von 1-2 Tropfen Chromslure verschwindet 
momentan auch die griine Farbe; die Lijsung wird dadurch voll- 
standig entfiirbt '). 

Diese E s s i g - S  c h w e f e l  s i u  r e-  R e a k  t i o n des Oxy-cholesterins ist 
die einzige Farbreaktion, die das  Cholesterin n i c h t  gibt, rodurch 
letzteres sioh von seinem ersteren Derivat scharf unterscheidet. Dieser 
Umstand, namentlich aber die ausgezeichneten Absorptionsspektra 
dieser Reaktion fuhrten auch zur Auffindung des Oxy-cbolesterins in 
den tierischen Organen und Geweben sowie zur  qurntitativen Be- 
stimmung dieses Korpera in den Organen durch spektrometriscbe 
Meesungen D a  diese Verbindung weder einen scharlen Scbmelz- 
punkt, noch Krystallform oder Krystallisationsfiihigkeit uberhaupt be- 
sitzt, so muaten die scbarlen und bestimmt auftretenden optischen 
Erscheinungsformen ihrer Essigschwefelsiiure-Hes)rtion - namentlich 
der Umfang ihrer Spektralempfindlicbkeit - als kennzeichnendes 

1) H. 68, 182 [1908]. ') H. 63, 140-147 [1907]. 
3, Bio. Z. 48, 380If. [1913]. 



Merkmel der  Heinheit der  Stir die Elementaranalyse herzu~tellendeo 
Substanz gelten. 

Die P r i i f u n g  des  O x y - c h o l e s t e r i n s  auf seine Reinheit geschah 
i n  folgender Weise: 

1. Um die eben erwshnte G r e n z e  se iner  s p c k t r a l e n  E m p f i n d l i c h -  
k e i t  festzustcllen, wnrde 1 ccm der Chloroforml6sllog dce nach obigem Ver- 
fahren hergeetellten Oxy-cholesterins von 0.0506 O/o Snbstauzgehalt mit 2 ccm 
eines Gemisches von 1 Volnm SchwefelsHnre und 10 Volumen Eisessig') vet- 
mischt. Nach 10 Minuten wnrde die stark blauviolett gewordene Usung mit 
2 Tropfen 5-prozentiger Eisenchlorid-Eisessig-L6enng vereetzt nod dnrch- 
gemiecht. Dae 3.05 cam betragende, nunmehr rein grhn gefiirbte Reaktions- 
gemisch hatte also jetzt einen Oxy-cholesterin-GehaIt von 0.01659 0lu. 1 ccm 
dieser Lbeung wurde in ein bngeneglw von 18 mm Durchmesser gebracht, 
vor das Spektroskop gespannt, und zwnr vor eincr Gliihlichtquelle von 100 HK, 
nnd nach und nach mit Eieessig verdiinnt, bis das bekaunte Absorptions- 
spektmm (ttef dnnkler, scharfer Streifen in Rot) bei engstem Spalt zn einer 
eben noch merhlichen, achwachen Linie zusammenschrumpfte, die bei der 
niichsten geringfhgigen weiteren Verdhnnnng am dem roten Spektralfelde 
gbzlich verschwand. Die so stark verdiinnte, aber immer noch gtine L8- 
sung betrug beim minimalstcn Absorptionsspektrum : 7.1 ccm; hatte also einen 
Snbstanzgehalt von 0.002335 @/o. 

Demnach betrug die s p e k t r a l e  E m p f i n d l i c h k e i t  des  Prgpnratee 

Um en erfahren, ob dieser Empfindlichkeitsumfang der Spektralabsorp- 
tion konstant bleibt, wurde dae so gepriifte Proparat in gr6Oerer Menge in 
wenig warmem Mcthylalkohol geliist und einige Stunden am kiihlen Orte 
stehen gelassen. Da die Lijsung sich dabei erheblich trhbte, so wurde sie 
filtriert, dae Filtrat eingedamplt, ant dem Wasserbade gut gctrocknet und der 
Rhckstand in obiger Weise auE den Umfang seiner spektralen Empfindlich- 
keit gepriift. Die spektralc Minimalabsorption lag jetzt bci 0.0021 O/O 0x9- 
c holesterin und betrug demnach 

1 :4%820. 

1 : 47620. 
Diem Behandlnng der Substant mit Mcthylalkohol wurde noch einmal 

wiederholt, wobei sich die Reaktionscmpfindlichkeit anf 

erh8hte. Da die weitere Reinignng eine h6hcre Zahl nicht mehr ergab, so 
wurde die Snbstanz ale nnalyeenrein betrachtet. 

3. Versetzt man eine etwa 2-prorentige, alkoholische Oxy-cho- 
lesterin-Ltiaung mit einer etwn 1-prozentigen D i g i t o n i n - L t i s u n g  in, 
90-prozeotigem Weingeist, so fallt ein grol3er Teil der Substanz ale 
Digitonin-Oxy-cholesterid i n  gliineenden Flocken aus, die unter dera 
Mikroskop aus  rhombischen Bliittchen bestehen. Weder das Cho- 
Iesterin, noch die bei seiner obigen Oxydation entstnndenen, neutralem 

1 : 4W30 

1) Daselbst 54, 223ff. [1913]. ' 

95. 
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oder sauren Produkte geben eioe so aussehende Verbindung mit Di- 
gitonio. Erscheint also das gennnnte mikroskopische Bild einer kleinen 
Probefallung in ein heitlichen, rhombischen Blattchen. so ist das  be- 
treffende Ox!-cholesterin sicherlich frei von unverandertem Cholesterin. 

3. Versetzt man die blauviolette Losuug der obeo erwahnteu 
Essig-schwefelsaure-Reak tion des Oxy-cholesterins, nachdem sie etwa 
30 Minuten gestanden hat, rnit dem gleichen Volum Acetanhydrid 
(Bkombinierte Cholestol-Renktionc() I ) ,  so f i rbt  sich die Losung unter 
schwacher SelbsterwHrniung - w e  oben durch Eisenchlorid - rein 
griin. 1st keiu Cholesteriri zugegen, so sieht, man ini Spektrum das 
Auftreten des oben erwaibnten Absorptionsstreifens (in Rot), der - 
je nach seiner Intensitit - riiit der Zeit imnier schwacher wird, bis 
er  ganz verschwindet, ohne sich vorher irgendwie kompliziert zu 
haben. 1st aber Cholesterin bei der obigen 15ssigschwefelsaure-Renk- 
tion zugegen gewesen, so sieht man bei der so Dkombinierten Cho- 
lestol-Reaktiom in1 Spektrurn, wie sich nach und nach aus jenem 
Oxy-cholesterin-Streifen das Absorptionsspektruni des Cholesterins ent- 
wickelt ’). 

Die Probe 1 zeigt also die Abwesenheit yon Fremdkorpern iiber- 
haupt irn Oxy-cholesterin a n ,  wahrend die letzten zwei Proben darin 
die Abwesenheit von unverandertem Cbolesterin dokumentieren. 

Die nachstehenden E l e m e n t a r a n a l y s e n  sind mit Praparaten 
verschiedener Darstellungsoperationen vorgenonimen, nachdem sie die 
obigen Proben bestnuden batten. Sie wurden im Vakuum bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet und lieferten bei den mit Bleichromat 
vorgenommenen Verbrennungen Zahlen , die zur Formel C Z ~  Hdr 0 2  

gut, besser freilich zur neueren Formel C Z ~  H46 0 2  stimmen. 
I. 0.17095 g Sbst.: 0.5051 g Cog, 0.1761 g H,O. - 11. 0.1576 g Sbst.: 

0.4660 g CO1, 0.1623 g HzO. - 111. 0.1018 g Sbst.: 0.3015 g COO, 0.1083 g 
HaO. - V. 0.1332 g IV. 0.0881 g Sbst.: 0.2608 g ( 3 0 2 ,  0.0938 g H2O. - 
Sbst.: 0.3944 g COa, 0.1370 g H10. - Vr. 0.21005 g Sbst.: 0.6222 g CO,, 
0.2181 g H10.  

C:~VH,BO~.  Ber. I. C 80.53, H 11.52. 
C ~ ~ H ~ , O Z .  * 11. 50.34, B 11.41. 

I. 11. 111. IV. v. VI. 
Gef. C 80.60, 80.64, 80.77, 80.75, 80.75, 80.78. 

B H 11.53, 11.52, 11.92, 11.91, 11.51, 11.61. 
Welcher von diesen beiden Formeln eine griiljere Berechtignog - 

zukommt, sol1 hierdiirch uicht entschieden werden, obschon die obigen 

1) B. 81, 1125 [1895]; 41, 258 [1908]. 
2) Die genaue und eingehende Schilderung der Absorptionsspektra der 

Cholesterinstoffe: s. Bio. Z. 20, 480-453 (farbige SpektraltaEel) [1909] und 
dnselbst 64, 219-231 [1913].; vergl. auch B. 41, 354 [L908]. 
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Analysenwerte der Formel 1 wesentlich naher kommeq. Soviel steht 
indessen nunmehr fest, daB es sich hier urn ein Cholesterin handelt, 
das  ein Atom Sauerstoff aufgenommen hat. na an diesem KBrper 
bisher weder die Reaktionen der Aldehyde, noch die der Ketone wahr- 
genommen werden konnten, so ist wohl seine Bezeichnung als ~ O r y -  
cholesterina als gerechtfertigt anzusehen. 

11. D i g i t  on  i n -  0 x y -  c h o l e s  t e r i d ,  Cs,H91 0 2 8 ,  CZT &6 01. 
Bri  den oben angedeuteten uod an andrer Stellel) eingehend ge- 

schilderten Schwierigkeiten, sich GewiBheit uber die chemische Indi- 
vidunlitat des Oxy-cholesterins zu verschaffen, kam seine Eigenschaft, 
tuit. Digitonin eine i n  Weingeist schwer lijsliche und in ihrer schanen 
und einheitlichen Krystallforin wohlcharakterisierte Verbindung zu 
geben, sehr gut zustatten. 

Mischt nian ngmlich bei Washerbad-Temperatur eine 2-prozentige LKsung 
von Oxy-cholesterin i n  95-prozentigem Spiritus mit einer 1-prozentigen Digi- 
toninlBsung in 90-prozcntigem Spiritus, so dal3 die beiden Substanxen zu 
gleichen Molekiilen zusammenkommen, so fingt nach kurzer Zeit die Aus- 
scheidung von flimmernden I<rystillchen an, die sich zusehends vermehren, 
bie sic die ganze Fliissigkeit durchsetzen. Man la5t den weilen Krystallbrei 
etwa 20 Minuten in der Warme und dann 5 -  6 Stunden an einem kiihlen 
Orte stehen. Der abfiltrierta mit 95-prozentigem Spiritus ausgewaschene 
Niederschlag trocknet zu einer \vei5en, spr6den Kruste von hohem Silber- 
glanz ein. 

Das so erhaltene Digitonin- Oxy-cholesterid besteht - bei maljiger 
mikroskopischer VergrBWerung gesehen - aus kleinen, durchsichtigen, 
rhonibischen Blattchen, die zwischen 2150 und 2 1 8 O  zu einer durch- 
sicbtigen, rotbramen und dickfliissigen Masse zusnrnmeuschmelzen. 
Die Doppelverbindung ist unloslich in Wasser; gibt aber nach langerem 
Kochen eine kolloidale waDrige Losung. Sie ist schwer loslich in ab- 
solutem Alkohol, leichter i n  wasserhaltigem, und noch leichter in 
Nethylalkohol, sehr schwer liislich in Chloroform und fast unloslich in  
Ather und Kohlenwasserstoffen. Die Ausbeute an der Doppelver- 
bindung betriigt 180-200°/~ vom nngeweodeten Oxy-cholesterin und 
enthiilt etwas uber 2 5 0 1 0  des letzteren Korpera. 

Zo den nachstehenden Elementaranalysen des Oxy-cholesterids gelangten 
Priiparate verschiedener Darstellungeu nnd m a r  aus dem vielfach gereinigten 
und oben analysierten Oxy-cholesterin und waren bei 1100 bis aum konstanteu 
Gewicht getrockneta). 

.~ 

I)  Bio. Z. 48, 397-399 [1913]. 
2) Auch diese Verhrennungen \\-urden mit Bleichroinnt bewerkstelligt. 

Da die Substanz hygroskopisch ist, so sind die H-Zahlen i n  einigen der 
Analysen etwas ru hoch ausgefallen. 
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I. 0.0762 g. Shst.: 0.1726 g Con, 0.0653 HaO. - 11. 0.1059 g Sbst.: 
0:2368 g Co,, 0.0900 g HaO. - 111. 0.0986 g Sbst.: 0.2903 g cot, 0.0828 g 
HsO. - IV. 0.20165 po Sbst.: 0.4512 g Con, 0.1694 g HtO. - V. 0.1931 fi 
Sbst.: 0.4309 g CO,, 0.1594 g HtO. - VI. 0.1588 p Sbet.: 0.3563 g (302, 
0.1263 E Ha0.  - VII. 0.1289 g Sbst.: 0.2885 g COO, 0.1030 g Ha0 

CsiH~20 ,e ,  C2,H1601. I3er. C 61.09, H 8.74. 
I. 11. III. IV. v. VI. vIr. 

GeE. C 61.77, 60,98, 60.91, Gl.W, 60.86, 61.19, 61.04. 
H 9.59, 9.51, 9.39, 9.39, 9:23, 8.89, 8.94. 

Kann schon RUS diesen Elementarnnnlysen mit Sicherheit auf die 
molekitlare Zusnmmensetzting des Digitonin-Oxy-cholesterida geschlossen 
werden, so briogt die folgende 

S p e  k t ro m e t r i  s c h e 0 x y -  c h 0 1  e s  t e  r i  ti - Be j: t i ni rn u n g 

i n  dieser Drippelverbindung die volle Bestatigung. 
Diese Sebtimmung gesc1i:th diircb vergleichende qiiantitntiva 

hfessung der Spektralinteusitiit des oben erwiihnten Abaorptious- 
spektrums der Essi~schwefelsliitre-Eiseochloritl-Reaktioo der Doppel- 
verbindung niit dem AlIsor1,tionsspektrum Jerselbeu Rerktion des 
reinen Oxy-cholesterins iit folgender Weise : 

L6sung D mit O.jo-IO/o der Doppelverbindung in Eisessig, 
0 s 0.067 D Osy-cldesterin (TestlBsg.) in Eisessig. 

I n  gleich weiten Kengensglhero wurden je I am dieser Iisungen mit 
je 2 ccm Essigschwetelsiiure 1) verrniscltt, 'i~ach 10 M.inuten mit je S Tropfen 
Eitmxhloritll6sung (5-prorentig i n  Eisessig) versetzt untl nacli dem Diirch- 
misclien vor das \-ei~leichsepelttio.skop (mit gerrrder Durchsicht) und zwar 
an einor Gliiblichtquelle POL) 100 HK gespaiint. I)= Absorptionsspektrum 
(in Rot) deJ Gemischea aus cler Lbsun!: D zeigte sich dem des andereo Ge- 
misches gegrniibrr nls mesentlich intensiver; es wurde daher arch und nach 
mit Eisessig so lange verdiinnt, bie es dio Spektralintensit&t des Gemisches 
aus Liisung 0 erreiclte. Es cntstanden su die Gemische: 

d : 5.80 ccm mil  0.086890/0 Digitonin-Oxy-cholcsterids und 
o : 3.05 B 0.02196 reioen 0x7-cholesteriun. 

n a  nun nach Ausgleichurig beider SpektralintensitiUeo, wic nschgewiesen a) 
in gleicheti Raumteilen gleiche hfengen Oxy-cholesterin snthalten sein miissen, 
so verhiilt sich dcr prozenturle Osy-cholesterin-Gehalt der Doppelvarbindnog , 

zu hundert, wie die entsprechenclen Konzentrationeo der beiden Reaktions- 
geruische zii einmdev. Das Iiei0t: 

x : 100 = "196 : 5689. 

3) 1 Vol. konz. Schwefelsiure + 10 Vol. Eisessig. 
3 Bio. 2. 48, 380 11. 381 fL [1918]. 



Mithin enthalt das Digitonin-Oxy-cholesterid 

Eine zweite Analyse ergab: 25.230,p. 
Die Formel: C~HssOag,  C,? E l 4 6 0 2  fordert: 2L%O/0 Oxy-choles te r in .  
H a m b u r g ,  im April 1914. 

%Y7°/0 Oxpcholesterin. 

213. J. Lifeohiitz: Zur Kenntnie der Oholsiiure 
und deren Ursprungs. 

[Vo r b e r i c  h t.] 
[Eingegangen am 21. April 1914.) 

Vor einigen Jahren verijftentlichte ich in den BBerichtena ’) eioe 
Arbeit uber %cine F a r b r e a k t i o n  a n f  C h o l e s t e r i n  d u r c h  O x y -  
d a t i o n G ;  d. h .  durch Uberfiihruog des Cholesterins in das Oxy-cho- 
lesterin, C ~ T  Hd6 0 2 .  Die vollkommen identische Farbreaktion ladt 
sich mit Leichtigkeit auch bei der Cholsiure oder Galle hervorrufen. 

Die einfachste Auafiihrungsform dieser Reaktion ist folgende: 
Etwa 10 mg Cholsaure’) werden in 2 ccm Eisessig gelost. Bei 

etwa 90 O werden 15-20 mg Benzoylsuperoxyd hinzugefiigt, das 
Ganze 2-3-ma1 kurz aber heftig aufgekocht und das  Gemisch schnell 
abgekiiblt. LaBt man uun in dieses Gemisch 6-8 Tropfen Schwefel- 
saure fallen, so farbt sich diese am Boden des Reagensglases sofort 
kirsch- bis violettrot, uberschichtet von einem intensiv blauen oder 
blauvioletten Ring. Die darubergelagerte obere Schicht nimmt all- 
mahlich eine schon grune Farbe an. Durchschuttelt mau nunrnehr 
das  Gemisch, so fLrbt es sich entweder schiin blau mit violetter Durch- 
sicht im Lnmpenlicht oder nuch rein grun: je nachdem eine unzu- 
-1iiogliche oder uberschiissige Menge von Benzoylsuperoxyd sich an der 
Reaktion beteiligt hat. Nach langerem Stehen farbt sich das Reaktions- 
gemisch, auch wenn es ursprunglich intensiv blau gefirbt ist, allmahlich 
rein uod tief grun. 

Diese farbeoreiche Reaktion zeigt auch - dem Farbenwechsel ent- 
sprechend - ein banderreiches und wechselndes Absorptionsspektrum, 
welches ich wiederholt genau geschildert habe 9. Setzt man zum 
Reaktionsgemisch, auch wenn es intensiv blau gefiirbt ist, einen Trop- 
fen Eisenchloridlosung hinzu, so farbt es  sich sofort rein und tief 

1) B. 41, 253 fF. [1908]. 
2) Von E. Merck ,  Darmstadt, unter der Bezeichnung BAcid. cholalicum 

cryst.c wiederholt bezogen. 
8) H. 60, 437; 63, 144 und 145 [1907]; Bio. 2. 48, 376-378 [1913]; 

B. 38, 1123 [l898J. 




