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24, Ad. Grin und R. Limpéadcher: Synthese der Kephaline.
[Aus d. Hauptlaborat. d. Firma Georg Schicht A.-G., AuBig a.d. E.]
(Lingegangen am 29. November 1926.)

Nachdem es uns gelungen war, Cholin-Lecithine oder Lecithine im engeren
Sinne des Wortes zu synthetisieren, versuchten wir selbstverstindlich, die
Methode auf die Darstellung der Amino-4thanol-Tecithine oder Kepha-
linel) zu iibertragen. Diese Verbindungen sind weniger bekannt als die
Cholin-Lecithine, ihre Erforschung hat ja auch viel spiter begonnen, sie
wurde eigentlich erst 1911 durch Trier auf eine sichere Basis gestellt?).
Aus den Ergebnissen der bisherigen Untersuchungen?®) kann man aber doch
schon den allgemeinen SchluB3 ziehen, daBl die Kephaline in den Zellen der
Lebewesen nicht weniger verbreitet sein diirften als die analogen Cholin-
Derivate, und daB sie demzufolge nicht weniger wichtig sind.

Die erste Phase der Synthese ist, wie bei der des Lecithins, die Ver-
esterung von Diglycerid mit der dquimolekunlaren Menge Phosphor-
pentoxyd, wobei entweder nach a (S. 152) ein Diglycerid-metaphosphorsiure-
ester (I) und freie Metaphosphorsiure entstehen, oder nach b ein Diglycerid-
ester der hypothetischen Anhydro-pyrophosphorsiure (II) erhalten wird.

Eine sichere Entscheidung, welches Zwischenprodukt entsteht, ist
noch nicht moglich. Fiir den Verlauf der Reaktion nach a spricht vielleicht
Tolgendes: Die einschligigen Vorarbeiten von Griin und Wittka?) er-
gaben, daBl bei primirer LKinwirkung eines Molekiils Alkohol R1.OH auf
P,0;, und sekundidrer Einwirkung zweier Molekiile eines anderen Alkohols
R2.OH auf das erste Veresterungsprodukt, immer ein Monoalkyl-ortho-
plhosphorsiure-ester mit dem Alkyl R? (III) und ein Dialkyl-orthophosphor-
siure-ester mit den beiden Alkylen R! und R2? (IV) entstehen. Das ist ohne
weiteres verstindlich, wenn man annimmt, daBl die erste Reaktionsphase
nach a verlief. Aus einem Gemisch von Metaphosphorsiure und Meta-
phosphorsidure-monoalkylester (I) konnen ja nur IIT und IV entstehen.
Verlduft aber die erste Phase nach b, so ist nicht einzusehen, warum die
weitere Veresterung nur die Verbindungen III und IV ergibt; die Auf-
spaltung des Zwischenproduktes II durch 2 Mol. Alkohol R2.OH koénnte
dann wie zu III und IV, auch zu den beiden Verbindungen V und VI fithren;
man sollte demnach ein Gemisch aller 4Verbindungen erhalten koénnen.
Es wurde aber nicht beobachtet, dal} sich ein Dialkyl-phosphorsdure-ester
mit 2 gleichen Alkylen wie VI direkt bildet.

1) Wie in vielen Verbindungs-Klassen der Eigenname des zuerst bekannt gewordenen
Vertreters zum Gattungsnamen wurde, so hat man auch die Bezetchnung ., Lecithin®
vom Phosphatid des Eigelbs ohne weiteres auf alle Cholin-ester der Diglycerid-phosphot-
sduren iubertragen kénnen. Die weitere Ausdehnung des Begriffs auch auf die Colamin
als Baustein enthaltenden Verbindungen, scheint uns aber nicht praktisch; man ist sonst
zwecks Unterscheidung der Gruppen zu so schleppenden Bezeichnungen wie Amino-
Athanol-Lecithin genttigt. Es scheint uns erlaubt und zweckmiBig, die Colamin-Derivate
nach dem Glycero-phosphatid (bzw. Glycero-phosphatid-Gemisch) der Gehirn-Substanz,
das bekanntlich als basische Komponente nur Colamin enthilt, einfach ,, Kephaline®
Zu nennen.

2) Ztschr. physiol. Chem. 78, 383 [1911]. .

3) sieche z. B. Guggenheim, Die biogenen Amine, Berlin 1924, S. 57.

4) Unversffentlichte Untersuchung.
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Die zweite Phase der Synthese besteht in der Umsetzung des Zwischen-
produktes mit dem Doppelten der molekularen Menge Amino-dthanol
(Colamin} in Form der freien Base oder eines Salzes, wie des Carbonats.
Unter der Annahme, dafl in der ersten Phase nach a neben freier Meta-
phosphorsdure der Metaphosphorsiure-ester entsteht, und zwar wie in den
unten beschriebenen Ausfiihrungs-Beispielen ein Distearin-ester, a8t sich
die zweite Reaktionsstufe folgendermafBlen formulieren:

_0.C,H,(0.CO.CypHyy), _0.CH,(0.CO.CpH,,)s
0:P.0«-H NH, ——> VII. 0:PZOH .. NH, ,
A 4+ 0 ~ |
----- 0—C,H, O CH,
~ _OH _OH
0:P°0<« H NH, — > VI 0:P_OH. NH, .
A + 1 | ~ !
. O0—C,H, O CH,

Die Eigenschaften der Reaktionsprodukte lassen keinen Zweifel ibrig,
daB tatsichlich die erwarteten Verbindungen entstehen, das Kephalin VII
und daneben die dquimolekulare Menge Metaphosphorsdure-colamin-
ester VIII. Die Verbindungen lassen sich auch verhiltnismaBig leicht
voneinander trennen, man erhilt fast zwei Drittel der berechneten Menge
reines Kephalin.

Wir haben die Reaktionsfolge einstweilen auf unsymmetrisches und
auf symmetrisches Distearin angewendet, um die beiden stellungsisomeren
Kephaline zu vergleichen, den «,B-Distearoyl-glycerin-«’-[phosphor-
siure-colamin-ester] (IX) und den o,a’-Distearoyl-glycerin-
B-phosphorsiure-colamin-ester] (X):

CH,.0.CO.C,,H,, CH,.0.CO.CpH,;
x | _OH..NH,
IX. CH.O.CO.C,H, X. CH.O.PO0 |
_OH NH, | ~0-C,H,
CH,.0.P°0 | CH,.0.CO.C,,Hys
~0 - C,H,

Die beiden Priparate zeigen aber nicht nur das gleiche chemische Ver-
halten, was ja selbstverstindlich ist, sie lassen sich auch nach den Schmelz-
punkten und den Laslichkeiten kaum unterscheiden. Es muB noch dahin-
gestellt bleiben, ob etwa bei der Synthese Umlagerungen eintreten, so da@
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man aus beiden Distearinen dasselbe Kephalin oder dasselbe Gemisch von
symmetrischem und unsymmetrischem Kephalin erhdlt, Vorliufig haben
wir aber keinen Anhaltspunkt dafiir, da nebeneinander zwei Isomere ent-
stiinden.

Das Kephalin ist in den gleichen Solvenzien wie Lecithin 18slich, nur
schwerer; insbesondere 16st es sich auch, nach Quellung, praktisch klar
in Wasser. In alkohol. Losung reagiert es gegen Lackmoid neutral, gegen
Phenol-phthalein kann es als einbasische Siure titriert werden. Das allein
beweist schon, dafl der Colamin-Ester der Distearin-phosphorsiure vor-
liegt, nicht deren Colamin-Salz, das sich bei der Titration gegen Phenol-
phthalein als zweibasische SAure erwies?).

Kephalin ist gegen Siuren und Alkalien viel empfindlicher als Lecithin;
besonders in alkohol. Losung ist es ziemlich unbestindig. Alkohol. Lauge
spaltet auch in der Kéilte schnell, alkohol. Salzsiure bewirkt ebenso schnell
Umesterungen (siehe experimenteller Teil). Ts scheint fraglich, ob dieses
Verhalten der Kephaline bei der Aufarbeitung natiirlicher Phosphatid-
Gemische immer nach Gebiihr beriicksichtigt wurde. In manchen Fillen
geniigten vielleicht die gewidhlten Bedingungen, um die bestindigeren
Lecithine ohne grofle Verluste zu fassen, wihrend sie fiir die Kephaline zu
wenig schonend waren.

Man konnte das Kephalin, um die Analogie mit seinem Methylierungs-
produkt I.ecithin hervortreten zu lassen, wie dieses als Endosalz for-
mulieren:

_0.CH,{0.CO.R),
O0:P—O—NH, . :

~ |
0—-C,H,

Das Athanol-amin oder richtiger das Athanol-ammoniumhydroxyd ist
aber bekanntlich eine viel schwichere Base als das Cholin. Die Diglycerid-
phosphorsidure-Komponente dominiert deshalb sozusagen im Kephalin, so
daBl dieses unter den in Betracht kommenden Umstinden sauer reagiert;
bei der Titration mit starken Basen gegen Phthaleine verhilt es sich sogar
als einbasische Sdure. Lecithin reagiert dagegen in organischen Solvenzien
absolut neutral, in wifBiriger I,6sung alkalisch und gibt mit Sduren recht
bestdndige Salze. Wahrend somit Lecithin und Kephalin in anderer Beziehung
als Analoga von gleicher Funktion erscheinen, wirken sie in Bezug auf den
Neutralisations-Zustand antagonistisch. FEs scheint uns daher hochst
wahrscheinlich, um nicht zu sagen selbstverstindlich, daB in den natiirlichen
Glycero-phosphatid-Gemischen Iecithine und Kephaline nicht oder nicht
nur als individuelle Jindosalze vorliegen, sondern daf sie auch zum gréBeren
oder geringeren Teil salzartig aneinander gebunden sind. Ubrigens ist es
vielleicht von geringem oder keinem Belang, ob in einem Phosphatid-Gemisch
Lecithin und Kephalin miteinander verbunden sind, wenn dieses nur
itberhaupt Phosphatide beider Arten nebeneinander enthilt, also nicht
nur aus Lecithinen allein besteht. Dafl Lecithin und Kephalin kombiniert
sind, muf} sich auf jeden Fall auswirken. Beide werden einander gewisser-
maflen erginzen, zum mindesten durch die Herbeifithrung eines bestimmten
Neutralisations-Zustandes des Gemisches, der sich wiederum anderweitig

%) Griin und Limpédcher, B. §9, 1339 [1926.
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auswirkt, wie z. B. in Bezug auf den kolloiden Zustand, das Quellungs-
Vermdgen usw. Es scheint uns nicht iiberfliissig, darauf hinzuweisen; denn
man verwendet fiir systematische Versuche oft reines Lecithin oder ein Ge-
misch von ILecithinen, d. h. nur die Cholin-Verbindungen, zieht aber aus
den Ergebnissen Schliisse auf das Verhalten von Lecithin-Kephalin-Gemischen,
wie sie in den meisten sog. Lecithinen der Naturprodukte vorliegen.

Beschreibung der Versuche.
a,p-Distearoyl-glycerin-o’-[phosphorsidure-colamin-ester] (IX).

Zur Schmelze von 31.2 g «,fB-Distearin (15 Mol.) setzt man bei
konstant gehaltener Temperatur von 71—#%2° auf einmal 7.1 g Phosphor-
sdure-anhydrid (Y Mol.) zu und verrithrt 5 Min. energisch. Um zu
verhindern, dafl wihrenddessen Feuchtigkeit angezogen wird — die Reaktion
muB ja in einer offenen Schale ausgefithrt werden —, stiilpt man einen grolen
Trichter so weit iiber, als fiir das Manipulieren angingig ist, und leitet in
denselben einen lebhaften Strom von trocknem Kohlendioxyd oder Luft.
Hierauf werden 6.1 g Colamin in Form des rohen, noch ein wenig freie
Base enthaltenden Carbonats®) zugesetzt. Beim Verriihren entsteht eine
homogene, durchscheinende Masse, die in wenigen Minuten sehr zdhe, kaum
mehr knetbar wird, worauf man sie im Vakuum erkalten 146t und dann
pulvert. Nun wird in der ro-fachen Menge heiflen Benzols aufgenommen
und von ungeldst bleibendem Colamin-phosphorsiure-ester dekantiert. Die
Losung enthilt neben etwas unverdndertem Distearin das Kephalin, an-
scheinend grofitenteils an Colamin-phosphorsiure gebunden. Zur Zerlegung
dieser Verbindung und Abscheidung des Kephalins wird 1/, Stde. gekocht
und dann auf 0% abgekiihlt. Die reichlich abgeschiedenen Krystalle werden
abgenutscht und mit 45° warmem Alkohol ausgezogen, wobei die Haupt-
menge des Kephalins und ein wenig freier Colamin-phosphorsidure-ester in
Losung gehen. Beim Abkiihlen der alkohol. Losung auf —20° krystallisiert
das Kephalin aus. Den in Alkohol unléslichen Riickstand 16st man wieder
in Benzol, kocht die Losung auf und behandelt in der angegebenen Weise
weiter, wodurch noch eine kleinere Menge Kephalin gewonnen wird. Aus-
beute ungefihr 609, der Theorie.

Das Rohprodukt wird aus Benzol, allenfalls auch aus Alkohol und
Benzol-Alkohol, umkrystallisiert. Zur Entfernung der letzten Verunreini-
gungen bewdhrt sich auch Umkrystallisieren aus Pyridin besonders gut;
es darf aber nicht oft wiederholt werden, weil sonst partielle Aufspaltung
der Fster-Bindung eintritt.

Die Verbindung bildet, aus Pyridin krystallisiert, schneeweille Nadeln;
in der evakuierten Capillare sintern sie bei #8—80° zu durchscheinenden
Tropichen, die sich bei 176° auf einmal unter Meniscus-Bildung vereinigen
und sich oberhalb 185° unter Triibung der Schimelze zersetzen. Eine Misch-
probe mit Kephalin aus o,e’-Distearin (siehe unten) sintert schon bei 759,
wihrend Meniscus-Bildung und Zersetzung wieder bei den angegebenen
Temperaturen eintreten.

Die Substanz ist sehr hygroskopisch. In warmem Wasser quillt sie
anf und gibt beim weiteren Erwdrmen eine im durchscheinenden ILicht klare
Losung, die auf Zusatz von Salzsiure sofort ausflockt. Die Loslichkeit in
simtlichen Solvenzien ist geringer, als die des entsprechenden I.ecithins;

§) Griin und Limpiécher, a.a.O.
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sie ist in Ather, Petrolidther (Siedegrenzen 20--65% und Aceton minimal,
in warmem Methyl- und Athylalkohol, Benzol, Xylol, Chloroform, Tetra-
chlorkohlenstoff und Pyridin gut, bei o® sehr gering.

Die Analysen zeigen, daf} der gesuchte Distearoyl-glycerin-phosphorsiure-
colamin-ester vorliegt. (Die Priparate A und B sind mittels Pyridins gereinigt, C ist
ein weniger sorgfiltig gereinigtes Priparat.)

A. 0.1976 g Sbst.: 0.4752 g CO,, 0.1955 g H,O. — o0.4121 g Sbst.: (nach Kjeldahl
5.44 cem nf ,-Schwefelsdure = 7.63 mg N, — 0.2078 g Sbst.: o0.0312 g Mg,P,0,.

B. 0.1966 g Sbst.: 0.4741 g CO,, 0.1961 g H,0.

C. 0.1991 g Sbst.: 0.4771 g CO,, 0.1985 g H,0. — 0.3580 g Sbst.: (nach Kjeldahl)
4.90 cetn n/f Schwefelsdure = 6.87 mg N. — o.1522 g Sbst.: o.0221 g Mg,P,0,.

Cy HgoOgPN (747.67). Ber. C 65.80, H 11.05, N 1.87, P,04 9.50.

(A) Gef. ,, 65.60, ,, 1107, ,, 1.85, ,, 9.58.
®) ., . 6577, , 11.16, ,, —, ,, —.
< . . 6537, , 11.I5 ,, 1.9I, ,, 9.27.

Wie nach dem Verhalten der Komponenten zu erwarten war, reagiert
das Kephalin (in alkoholischer und benzol-alkoholischer Ldsung) gegen
TLackmoid neutral, gegen Phenol-phthalein sauer. Gegen freies Alkali ist
es sehr empfindlich, weshalb sich die beim Lecithin bewdhrte Entsiuerung
des Rohproduktes mittels Bariumhydroxyds mnicht {ibertragen liel und
durch die Behandlung mit Pyridin ersetzt werden mufite. Auch beim vor-
sichtigen Titrieren erfolgt schon teilweise Spaltung der Colamin-Phosphor-
siure-Bindung; man findet deshalb immer zu hohe Neutralisationszahlen
(um 9o statt 75). Immerhin geniigt die Ubereinstimmung nach der GroBen-
ordnung zur Unterscheidung des XKephalins als einbasische Siure vom
Colamin-Salz der Distearoyl-glycerin-phosphorsidure, das sich (durch die mit
der Theorie sehr genau iibereinstimmende Neutralisationszahl von 146.3)
als zweibasische Sdure erweist?).

Auch gegen Minersalsiure ist das Kephalin empfindlicher als Lecithin.
Versetzt man die miBig warme, benzolisch-alkoholische Ldsung mit einer
gemessenen Menge alkohol. nf;g-Salzsdure (Variation von !/,—2 Mol. HCl)
und titriert nach 1 Min. mit alkohol. n/,y-Lauge zuriick, so verbraucht man
_allerdings nur so viel Lauge, als sich zur Neutralisation der Salzsiure und
des Kephalins berechnet; es hat also den Anschein, als ob (im Gegensatz
zur direkten Titration mit Atkali) iiberhaupt keine Ester-Spaltung erfolgt
wire. Dal} dem nicht so ist, zeigt sich aber bei der priparativen Aufarbeitung
(sofortiges Abkiihlen der salzsauren LGsung auf —20°% Abnutschen der aus-
geschiedenen Krystallmasse, Ausziehen mit warmem Acéton, Umkrystalli-
sieren aus Benzol usw.). Wir fanden viel Colamin-Hydrochlorid, Distearin-
phosphorsiaure-athylester und sekunddren Distearin-phosphorsiaure-ester, da-
neben wenig primiren Distearin-phosphorsiure-ester als Colamin-Salz und
unverdndertes Kephalin. Die Hauptmenge des Kephalins wurde somit
gespalten, aber durch Umesterung. Finerseits erfolgte Umesterung durch
Alkohol (Athanolyse} nach dem Schema:

_0.CH,(0.CO.CHas)s _O.CH; (0.CO.CpHy),

0:P—OH NH,, HCl ——-> 0:P-0H .
~ o ~0.C,H
0— 1 —CH, 0. Gl

L em o 4 HO.C,H,.NH,Cl
bt

7 Griin und Limpacher, B. 59, 1350 [1926].
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Andererseits mull der sekundiare Ester durch eine Selbst-umesterung
entstanden sein; vielleicht hat sich die (als Nebenprodukt nachgewiesene)
freie Distearin-phosphorsidure selbst umgeestert, zu welcher Umlagerung sie
ja die groBte Neigung hat8), vielleicht auch ein Teil des Athylesters oder
des Kephalins. Schema:

OR!
R prORY, L (. p(OH),

R! = CH(0.CO.C;Hy;),; R? = C,H; oder C,H,.NH,.

Mit Platinchlorwasserstoffsiure in Alkohol gibt die alkoholisch-chloroformische
Losung von Kephalin keine Fidllung. Bei 09 krystallisiert aus der Losung ein Gemisch
von Colamin-Chloroplatinat und einer zweiten Platinverbindung, die durch Awusziehen
mit Chloroform vom Colamin-Salz vollstindig getrennt und durch Umkrystallisieren aus
Aceton gereinigt werden kann. Gelbes, mikro-krystallinisches Pulver, in Chloroform und
Aceton leicht 18slich.

0.0177 g Sbst.: 1.17 mg Pt. — Gef. Pt 6.61.
Kephalin-Chloroplatinat, fiir das sich ein Platin-Gehalt von 10.259, berechnet,
liegt demnach nicht vor. Dagegen stimmt der gefundene Wert mit dem fiir das Chloro-
platinat des [Bis-distearoyl-glycerin]-phosphorsiure-colamin-esters bercchneten (Mol.-
Gew. 3118.7, Pt 6.26). Dal} sich unter den Versuchs-Bedingungen der tertidre Ister

durch Umesterung des Kephalins bildet, ist nach dessen Verhalten gegen alkohol. Salz-
sdure (siehe oben) wahrscheinlich.

o,«’-Distearoyl-glycerin-f-[phosphorsdure-colamin-ester] (X).

Zur Darstellung dieser Verbindung wurden je /,, Mol. reinstes o, «’-Di-
stearin, !/, Mol. Phosphorpentoxyd und 1/,; Mol. Colamin in Form
des Carbonats umgesetzt. Die Versuchs-Bedingungen wichen von den oben
beschriebenen nur so weit ab, daB die Temperatur, dem hdheren Schmelz-
punkt des symmetrischen Diglycerids (79.1°) entsprechend, bei etwa 81-—82°
gehalten wurde. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erfolgte in der
bewihrten Weise. Das so erhaltene Kephalin stimmt in allen physikalischen
Figenschaften mit der Verbindung aus «,f-Distearin fast genau iiberein,
wie Sintern der Krystalle um 80° Meniscus-Bildung bei 1747°, Zersetzung
bei 185° Loslichkeiten wie angegeben. Auch im Verhalten gegen Basen,
Sauren und Salze zeigten sich, soweit unsere Beobachtungen bisher reichen,
keine merklichen Unterschiede.

0.1971 g Sbst.: 0.4760 g CO,, 0.1963 ¢ H,0. — 0.2159 g Sbst. verbraucht. 2.62 cem
N/ 1g-H; S04 =0.003675 g N. — 0.1741 g Sbst.: 0.0255 g Mg,P,0,.
CiHg, O3 PN (747.67). Ber. C 65.80, H 11.05, N 1.8, P,0; 9.50.
Gef. ,, 65.86, ,, 11.14, ,, 1.70, ,, 0O.35.
8) Grinund Kade, B. 45, 3359 [1912]; Griin und Limpécher, B. §9, 1346 [1026].
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