212. J. Lifschiitz und Theodor Grethe: Zur Kenntnis des
Oxy-cholesterins und seiner Digitonin-Verbindung.
[Mitteilung aus dem Hamburgischen Chemischen Staatslaboratorium.]
(Eingegangen am 21. April 1914.)

Das Oxy-cholesterin, welches in der organischen Natur, nament-
lich im Tierreiche, als fast steter Begleiter des Cholesterins vorkommt,
ist von dem einen von uns!) auch kiinstlich durch Oxydation des
Cholesterins hergestellt worden. Die Herstellung und Reinigung dieses
Cholesterin - Derivates ist bereits an andrer Stelle?) eingehend be-
schrieben worden. Das Verfahren ist kurz Folgendes:

2 g reines Cholesterin werden im geriumigen Kolben in 100 ccm Eis-
essig gelost und die Lésung bei etwa 90° mit 2 g Benzoylsuperoxyd ver-
setzt. Ist auch dieses gelost, so wird das Gemisch schnell zum heftigen
Sieden gebracht und die Flamme hinweggezogen, bis die Losung sich voll-
stindig beruhigt hat. Das Aufkochen wird in derselben Weise noch ein bis
zweimal wiederbolt und die nunmehr briunlichgelbe Losung schuell abge-
kihlt, in 200 ccm Wasser unter Umnriihren eingetragen und das sich dabei
ausscheidende Oxydationsprodukt durch rasches Hin- und Herschwingen des
Glasstabes gut ausgeschleudert. Das auf der Oberfliche schwimmende Pro-
dukt wird mit dem Glasstab gesammelt, an der Wand des GefiBes znsammen-
geknetet, herausgehoben und unter Wasser wiederholt geknetet, bis dieses
nicht mehr sauer reagiert. Die nunmehr fester gewordene, hellgelbe, teigige
Masse wird vorsichtig zwischen FlieBpapier abgepreBt und im Kalbchen am
RickfluBrohr mit 50 ccm halbnormaler, alkoholischer Kalilauge 40 Minuten
lang gekocht. Das braune »Saponifikat« wird mit etwa dem gleichen Volumen
Wasser verdiinnt und 3—4 Mal tichtig ausgefithert, um das Oxy-cholesterin
von dem sauren Teil des Reaktionsprodukties zu trennen. Nach wiederholtem
Waschen der gesammelten Ather-Extrakte und Beseitigung des Athers erhalt
man als Riickstand ein rohes Oxy-cholesterin, das 40—509/, vom angewen-
deten Cholesterin betrigt. Es wird in wenig Methylalkohol gelést und nach
einigen Stunden filtriert. Ist das Filtrat triibe, so wird es wieder eingedampft
und der Riickstand in derselben Weise mit Methylalkohol behandelt. Diese
Behandlung wird ndtigenfalls wiederholt, bis man aus dem methylalkoholi-
schen Filtrat nach dem Verdampfen einen Riickstand erhilt, der sich in
diesem Losungsmittel klar 1st, ohne etwas beim Stehen abzuscheiden.

"L Oxy-cholésterin, Car Hus O3 oder Ci6 Hid Os.

Dieses in der oben angedeuteten Weise hergestellte und gereinigte
Cholesterin-Derivat stellt einen hellgelben, bernsteinartig durchsichtigen,
sehr spréden und amorphen Korper dar, der beim Reiben stark elek-

1) Lifschitz, Bio. Z. 48, 400 ff. [1913]; B. 41, 258 ff. [1908),
% Bio. Z. 48, 400—404 [1913).
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trisch wird und beim Zerreiben zwischen den Fingern sich kolopho-
niumartig klebrig anfihlt. Seiner harzartigen Natur zufolge besitzt
er auch keinen charakteristisch scharfen Schmelzpunkt. Zum feinen
Pulver zerrieben, wird er unter 100° weich, zwischen 100 und 105°
durchsichtig und verfliissigt sich zwischen 107 und 113°. Er l6st sich
leicht in allen Losungsmitteln auller Wasser, gibt aber beim Kochen
mit Wasser eine kolloidale Losung, die auf Zusatz von Siuren den
Kérper wieder abscheidet. Besser erhalt man diese Losung, wenn
man ihn in wenig Alkobol lést, mit Wasser verdiiont und den Alko-
bol durch Kochen verjagt. Er zeigt keinerlei Neigung zur Krystalli-
sation. Er gibt alle Reaktionen seiner Muttersubstanz, des Choleste-
rios, darunter auch in Acetanhydrid-Losung mit konzentrierter Schwe-
felsiure die bekannte, fiir das letztere so charakteristische Lieber-
mannpsche Cholestol-Reaktion.

Loést man wenige Kornchen des Oxy-cholesterins in Eisessig und
versetzt die kalte Losung mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefel-
siure, so erhilt man eine intensive, rot- bis blauviolette Farbreaktion,
die der oben gepannten Cholestol-Reaktion des Cholesterins in Farbe
und Absorptionsspektrum zwar &hnlich ist, diese aber an Farben-
schonheit und Umfang ibrer Empfindlichkeit weit tbertrifft. Versetzt
man diese blauviolette Reaktionslosung des Oxy-cholesterins mit einem
Tropfen Eisenchlorid-Ldsung, so wird sie sofort rein griin unter ent-
sprechender Verinderung des sehr charakteristischen Absorptions-
spektrums, Auf Zusatz von 1—2 Tropfen Chromsiure verschwindet
momentan auch die griine Farbe; die Losung wird dadurch voll-
stindig entfarbt?),

Diese Essig-Schwefelsaure-Reaktion des Oxy-cholesterins ist
die einzige Farbreaktion, die das Cholesterin nicht gibt, wodurch
letzteres sich von seinem ersteren Derivat scharf unterscheidet. Dieser
Umstand, namentlich aber die ausgezeichneten Absorptionsspektra
dieser Reaktion fiibrten auch zur Auffindung des Oxy-cholesterins in
den tierischen Organen und Geweben?®) sowie zur quantitativen Be-
stimmung dieses Korpers in den Organen durch spektrometrische
Messungen ?). Da diese Verbindung weder einen scharfen Schmelz-
punkt, noch Krystallform oder Krystallisationsfahigkeit iiberhaupt be-
sitzt, so mufBten die scharfen und bestimmt auftretenden optischen
Erscheinungsformen ibrer Essig-schwefelsiure-Reaktion — namentlich
der Umfang ibrer Spektralempfindlichkeit — als kennzeichnendes

1) H. 58, 182 [1908]. 7 H. 53, 140—147 [1907].
%) Bio. Z. 48, 380 1f. [1913].



Merkmal der Reinheit der fiir die Elementaranalyse berzustellenden
Substanz gelten.

Die Priifung des Oxy-cholesterins auf seine Reinbeit geschah
in folgender Weise:

1. Um die eben erwdhnte Grenze seinerspcktralen Empfindlich-
keit festzustellen, wurde 1 ccm der Chloroformldsung des nach obigem Ver-
fahren hergestellten Oxy-cholesterins von 0.0506 9/, Substanzgehalt mit 2 cem
eines Gemisches von 1 Volum Schwelelsture und 10 Volumen Eisessig') ver-
mischt. Nach 10 Minuten wurde die stark blauviolett gewordene Losung mit
2 Tropten 5-prozentiger Eisenchlorid-Eisessig-Losung versetzt und durch-
gemischt. Das 3.05 cem betragende, nunmehr rein grin gefirbte Reaktions-
gemisch hatte also jetzt einen Oxy-cholesterin-Gehalt von 0.01659%/,. 1 ccm
dieser Losung wurde in ein Reagensglas von 18 mm Durchmesser gebracht,
vor das Spektroskop gespannt, und zwar vor eincr Glahlichtquelle von 100 HK,
und nech und nach mit Eisessig verdinut, bis das bekannte Absorptions-
spektrum (tiel dunkler, scharfer Streifen in Rot) bei engstem Spalt zu einer
eben poch merklichen, schwachen Linie zusammenschrumpfte, die bei der
niichsten geringfiigigen weit¢ren Verdinnung aus dem roten Spektralfelde
ganzlich verschwand. Die so stark verdionte, aber immer poch griine Lo-
sung betrug beim minimalsten Absorptionsspektrum : 7.1 ccm; hatte also einen
Substanzgehalt von 0.002335 9/,.

Demnach betrug die spektrale Emplindlichkeit des Priparates

1:42820. '

Um zu erfahren, ob dieser Empfindlichkeitsumfang der Spektralabsorp-
tion koostant bleibt, wurde das so geprifte Priparat in groBerer Menge in
wenig warmem Methylalkohol gelést und einige Stunden am kihlen Orte
stehen gelassen. Da die Losung sich dabei erheblich tridbte, so wurde sie
filtriert, das Filtrat eingedampft, auf dem Wasserbade gut gctrocknet und der
Rickstand in obiger Weise auf den Umfang seiner spektralen Empfindlich-
keit geprift. Die spektrale Minimalabsorption lag jetzt bei 0.0021 9/, Oxy-
cholesterin und betrug demnach

1:47620.

Diese Behandlung der Substanz mit Methylalkohol wurde noch einmal

wiederholt, wobei sich die Reaktionsempfindlichkeit anf

1:49430
erhdhte. Da die weitere Reinigung eine hohere Zahl nicht mehr ergab, so
wurde die Substanz als analysenrein betrachtet.

9. Versetzt man eine etwa 2-prozentige, alkoholische Oxy-cho-
lesterin-Ldsung mit einer etwa 1-prozentigen Digitonin-Ldsung in
90-prozentigem Weingeist, so lillt ein groBer Teil der Substanz als.
Digitonin-Oxy-cholesterid in glinzenden Flocken aus, die unter dem.
Mikroskop aus rhombischen Blittchen bestehen. Weder das Cho-
lesterin, noch die bei seiner obigen Oxydation entstandenen, neutralem

1) Daselbst 54, 228 ff. [1913].



1456

oder sauren Produkte geben eine so aussehende Verbindung mit Di-
gitonin. Erscheint also das genannte mikroskcpische Bild einer kleinen
Probefillung in einheitlichen, rhombischen Bléttchen, so ist das be-
treffende Oxy-cholesterin sicherlich frei von unverindertem Cholesterin.

3. Versetzt man die blauviolette Ldsung der oben erwihnten
Essig-schwelelsiure-Reaktion des Oxy-cholesterins, nachdem sie etwa
30 Minuten gestanden hat, mit dem gleichen Volum Acetanhydrid
{(»*kombinierte Cholestol-Reaktion«)?!), so firbt sich die Losung ubter
schwacher Selbsterwirmung — wie oben durch Eisenchlorid — rein
griin. Ist kein Cholesterin zugegen, so sieht man im Spektrum das
Auftreten des oben erwibnten Absorptionsstreifens (in Rot), der —
je pach seiner Intemsitit — mit der Zeit immer schwicher wird, bis
er ganz verschwindet, ohne sich vorber irgendwie kompliziert zu
haben. Ist aber Cholesterin bei der obigen [issigschwefelsdiure-Reak-
tion zugegen gewesen, so sieht man bei der so »kombinierten Cho-
lestol-Reaktione¢ im Spektrum, wie sich pach und nach aus jenem
Oxy-cholesterin-Streifen das Absorptionsspektrum des Cholesterins ent-
wickelt ?).

Die Probe 1 zeigt also die Abwesenheit von Fremdkérpern iber-
haupt im Oxy-cholesterin ap, wihrend die letzten zwei Proben darin
die Abwesenheit von unverindertem Cholesterin dokumentieren.

Die nachstehenden Elementaranalysen sind mit Priparaten
verschiedener Darstellungsoperationen vorgenommen, nachdem sie die
obigen Proben bestanden hatten. Sie wurden im Vakuum bis zum
konstanten Gewicht getrocknet und lieferten bei den mit Bleichromat
vorgenommenen Verbrennungen Zahlen, die zur Formel CisHi O,
gut, besser freilich zur neueren Formel Cz; HysO; stimmen.

1. 0.17095 g Sbst.: 0.5051 g COq, 0.1761 g HaO. — II. 0.1576 g Sbst.:
0.4660 g CO,, 0.1623 g H;0. — 1IL 0.1018 g Sbst.: 0.3015 g CO,, 0.1083 g
H,0. — IV. 0.0881 g Sbst.: 0.2608 g CO,, 0.0938 g H,0. — V. 0.1332 ¢
Sbst.: 0.3944 g CO,, 0.1870 g Hy0. — VI. 0.21005 g Shst.: 0.6222 g CO;,

02181 g H,0. -
Cs‘qusOQ. Ber. 1. C 80.53, H 11.52.

CgsHqu. » II. » 8034, » 1141.
I 1I. I IV. V. VL
Gef. C 80.60, 80.64, 80.77, 80.75, 80.75, 80.78.
» H 11.53, 11.52, 11.92, 11.91, 11.51, 11.61.

Welcher von diesen beiden Formeln eine gr6Bere Berechtigung
zukommt, soll hierdurch nicht entschieden werden, obschon die obigen

) B. 81, 1125 [(1898]; 41, 258 [1908].

?) Die genaue und eingehende Schilderung der Absorptionsspektra der
Cholesterinstoffe: s. Bio. Z. 20, 480—483 (farbige Spektraltafel) [1909] und
daselbst B4, 219—221 [1913].; vergl. auch B. 41, 254 [1908].
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Apalysenwerte der Formel 1 wesentlich ndher kommen. Soviel steht
indessen nunmebr fest, dafl es sich hier um ein Cholesterin handelt,
das ein Atom Sauerstolf aufgenommen hat. Da an diesem Kérper
Lisher weder die Reaktionen der Aldehyde, noch die der Ketone wahr-
genommen werden konnten, so ist woh! seine Bezeichnung als »Oxy-
cholesterin« als gerechtfertigt anzusehen.

II. Digitonin-Oxy-ch olesterid, Cs+Hoa Ogg, Ca1 Hes O3,

Bei den oben angedeuteten und an andrer Stelle!) eingehend ge-
schilderten Schwierigkeiten, sich Gewifheit iiber die chemische Indi-
vidualitit des Oxy-cholesterins zu verschaffen, kam seine Eigenschalft,
mit Digitonin eine in Weingeist schwer lisliche und in ibrer schdnen
und einheitlichen Krystalliorm wohlcharakterisierte Verbindung zu
geben, sehr gut zustatten.

Mischt man némlich bei Was:zerbad-Temperatur eine 2-prozentige Losung
von Oxy-cholesterin in 95-prozentigem Spiritus mit einer 1-prozentigen Digi-
toninlosung in 90-prozentigem Spiritus, so daB die beiden Substanzen zu
gleichen Molekilen zusammeukommen, so fingt nach kurzer Zeit die Aus-
scheidung von flimmernden Krystillchen an, die sich zuseheuds vermehren,
bis sic die ganze Fliissigkeit durchsetzen. Man 1iBt den weiBen Krystallbrei
etwa 20 Minuten in der Wirme und damn 5 -6 Stunden an einem kiihlen
Orte stehen. Der abfiltrierte mit 95-prozentigem Spiritus ausgewaschene
Niederschlag trocknet zu einer weilen, spréden Kruste von hohem Silber-
glanz ein.

Das so erbaltene Digitonin- Oxy-cholesterid besteht — bei maBiger
mikroskopischer Vergré8erung gesehen — aus kleinen, durchsichtigen,
rhombischen Blittchen, die zwischen 215° und 218° zu eiver durch-
sichtigen, rotbraunen und dickfliissigen Masse zusammenschmelzen.
Die Doppelverbindung ist unldslich in Wagser; gibt aber pach langerem
Kochen eine kolloidale wiBrige Losung. Sie ist schwer 18slich in ab-
solutem Alkohol, leichter in wasserhaltigem, und npoch leichter in
Methylalkohol, sehr schwer lislich in Cbloroform und fast unloslich ia
Ather und Kohlenwasserstoffen. Die Ausbeute an der Doppelver-
bindung betrigt 180—200%, vom angewendeten Oxy-cholesterin und
enthilt etwas iiber 25°, des letzteren Korpers.

Zo den nachstehenden Elementaranalysen des Oxy-cholesterids gelangten
Priparate verschiedener Darstellungen und zwar aus dem vielfach gereinigten
und oben analysierten Oxy-cholesterin und waren bei 1100 bis zum konstanten
Gewicht getrocknet?).

') Bio. Z. 48, 397399 [1913].

?) Auch diese Verbrennungen wurden mit Bleichromat bewerkstelligt.
Da die Substanz hygroskopisch ist, so sind die H-Zahlen in einigen der
Analysen etwas zu hoch ausgefallen.
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I. 00762 g. Shst.: 0.1726 g CO;, 0.0653 g HyO. — 1I. 0.1059 g Sbst.:
0.2368 g COs, 0.0900 g H 0. — IIL 0.0986 g Sbst.: 02202 g CO,, 0.0828 g
B,0. — V. 0.20165 g Sbst.: 0.4512 g CO;, 0.1694 g H,0. — V. 0.1931 g
Shst.: 0.4309 g CO,, 0.1594 g Hy0. — VI 0.1598 ¢ Sbst.: 0.3563 g CO,,
0.1263 g H,0. — VII. 0.1289 g Sbst.: 0.2885 g COs, 0.1030 g H;0.

CsiHga Q2. CorHys )y, Ber. C 61.09, H 8.74.
L . I 1Iv. V. VI VIL
Gef. C 61.77, 60,98, 60.91, 61.02, 60.86, 61.19, 61.04.
H 959, 951, 939, 939, 9.23, 8.89, 8.94.

Kann schon aus diesen Elementaranalysen mit Sicherheit aul die
molekulare Zusammensetzung des Digitonin-Oxy-cholesterids geschlossen
werden, so bringt die folgende

Spektrometrische Oxy-cholesterin-Bestimmung

in dieser Doppelverbindung die volle Bestitigung.

Diese Bestimmung geschah dureh vergleichende quantitative
Messung der Spektralintensitit des oben erwihaten Abasorptions-
spektrums der KEssig-schwefelsiure-Eisencblorid-Reaktion der Doppel-
verbindung mit dem Absorptionsspektrum derselben Reaktion des
reinen Oxy-cholesterins in folgender Weise:

Lésung D mit 0.504%, der Doppelverbindung in Eisessig,
» O » 0.067 > Oxy-cholesterin (Testlosg.) in Eisessig.

In gleich weiten Rengensglisern wurden je 1 com dieser Losungen mit
je 2 cem Essigschwelelsiure ) vermischt, nach 10 Minoten mit je 2 Tropfen
Eisenchloridldsung (5-prozentig in Eisessig) versetzt und pach dem Durch-
mischen vor das Vergleichsspektroskop (mit gerader Durchsicht) und zwar
an einer Gliiblichtquelle von 100 HK gespannt. Idas Absorptionsspektrum
(in Rot) des Gemisches aus der Lisung D zeigte sich dem des anderen Ge-
misches gegeniiber als wesentlich intensiver; ¢s wurde daher nach uad nach
mit Eisessig so lange verdiinnt, bis es dic Spektralintensitdit des Gemisches
aus Lisung O erreichte. Es cntstanden so die Gemische:

d:5.80 ccm mit 0.08689%/, Digitonin-Oxy-cholesterids und
0:305 » » 002196 » reinen Oxy-cholesterins.

Da nun nach Ausgleichung beider Spektralintensititen, wic nachgewiesen?)
in gleichen Raumteilen gleiche Mengen Oxy-cholesterin enthalten sein miissen,
so verhalt sich der prozentuale Oxy-cholesterin-Gehalt der Doppelverbindung
zu hundert, wie die entsprechenden Konzentrationeo der beiden Reaktions-
gemische zu einander. Das heifit:

x: 100 = 2196 : 8689.
1) 1 Vol. konz. Schwefelsiure -+ 10 Vol. Eisessig.
7) Bio. Z. 48, 380 n. 3811t [1913).
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Mithin enthilt das Digitonin-Oxy-cholesterid
25.279/, Oxy-cholesterin.
Eine zweite Analyse ergab: 25.239/,
Die Formel: Cs; Hg30g, Car Hig O, fordert: 253,269/, Oxy-cholesterin.

Hamburg, im April 1914,

213. J. Lifschiitz: Zur Kenntnis der Cholsiure
und deren Ursprungs.

(Vorbericht.]
[Eingegangen am 21. April 1914.)
8 g p

Vor einigen Jahren verbifentlichte ich in den »Berichten«!) eine
Arbeit iber »eine Farbreaktion auf Cholesterin durch Oxy-
dation«; d. h. durch Uberfihrung des Cholesterins in das Oxy-cho-
lesterin, Cs:yHys0:. Die vollkommen identische Farbreaktion 14t
sich mit Leichtigkeit auch bei der Cholsiure oder Galle hervorrufen.

Die einfachste Ausfithrungsform dieser Reaktion ist folgende:

Etwa 10 mg Cholsiiure?) werden in 2 ccm Eisessig gelést. Bei
etwa 90° werden 15—20 mg Benzoylsuperoxyd hinzugefiigt, das
Ganze 2—3-mal kurz aber heftig aufgekocht und das Gemisch schnell
abgekiiblt. LaBt man vup in dieses Gemisch 6—8 Tropfen Schwefel-
siure fallen, so firbt sich diese am Boden des Reagensglases sofort
kirsch- bis violettrot, iiberschichtet von einem intensiv blauen oder
blauvioletten Ring. Die dariibergelagerte obere Schicht nimmt all-
miablich eine schon griine Farbe an. Durchschiittelt man nunmehr
das Gemisch, so firbt es sich entweder schon blau mit violetter Durch-
sicht im Lampenlicht oder auch rein griin: je nachdem eine unzu-
Jingliche oder iiberschiissige Menge von Benzoylsuperoxyd sich an der
Reaktion beteiligt hat. Nach lingerem Stehen firbt sich das Reaktions-
gewisch, auch wenn es urspriinglich intensiv blau gefirbt ist, allmahlich
rein und tief griin.

Diese farbenreiche Reaktion zeigt auch — dem Farbeuwechsel ent-
sprechend — ein biénderreiches und wechselndes Absorptionsspektrum,
welches ich wiederholt genau geschildert habe3). Setzt man zum
Reaktionsgemisch, auch wenn es intensiv blau gefirbt ist, einen Trop-
fen Eisenchloridlﬁsung hinzu, so firbt es sich sofort rein und tief

) B. 41, 252 ff. {1908].

3) Von E. Merck, Darmstadt, unter der Bezelchnung »Acid. cholalicum
cryst.« wiederholt bezogen.

3 H. 30, 437; 58, 144 und 145 [1907); Bio. Z. 48, 376—378 [1913);
B. 38, 1123 [1898].





