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Fur die chemotherapeutische P r s u n g  wurde das reine Pikrat in 

Die Analysen wurden von Frau I .  Mabk-GuJtak und Frau N .  Murza-Cerkounikov 

das salzsaure Salz iibergefuhrt. 

ausgef uhrt . 
Wissenschaftliches Laboratorium der KaSteZ- 

A.G., Zagreb, und Organisch-chemisches 
Laboratorium der Eidg. Technischen Hoch- 

schule, Zurich. 

122. Fettstoffweehsel-Untersuehungen mit Deuterium als Indikator. 
11. Beitrag zur Entstehung der Olsaure aus Kohlenhydraten l) 

von Karl Bernhard und Franpois Bullet. 
(14. V. 43.) 

Verauche uber Fettbildung bei kohlenhydratreich ernahrten 
AEiusen und Ratten unter Anwendung des schweren Wasserstoff-Iso- 
topen als Tndikator ergaben fur die ungesattigten Fettsauren immer 
tiefere Werte an stabil gebundenem, im Verlaufe der Synthese aus 
dem Korperwasser aufgenommenem Deuterium, als fur die gesattigten 
SBuren2). Weil Linol- und Octadecatriensaure (wahrscheinlich Linolen- 
saure) unter solchen Bedingungen praktisch D-frei sind, wurde ge- 
schlossen, der Tierkorper vermoge diese Verbindungen nicht aufzu- 
bauen3). Ihre Entstehung aus Kohlenhydrat musste denn ohne alle 
Beteiligung der Korperflussigkeit erfolgen, oder aus derselben aufge- 
nommene H- bzw. D-Atome in der Folge wieder vollig ausgetauscht 
werden. Als lebensnotwendige oder essentielle Fettsauren (Burr und 
Burr) sind diese hoher ungesattigten Komponenten, besonders die 
Linolsaure, wie ganz kurzlich Kawer und KOnig4) wieder zeigten, von 
besonderer Bedeutung. 

Der niedere D-Gehalt der ungesattigten Fe t t shren  lasst sich 
aber nicht bloss durch die Gegenwart wechselnder Mengen D-freier 
Linolsaure erklaren, da ein verhaltnismassig grosser Gehalt an dieser 
vorausgesetzt werden musste. 

Wir konnten vielmehr zcigen, dass die Olsaure stets weniger Deu- 
terium als die Stearin- und Palmitinsaure enthalt. Unsero Versuche 

l) Teilweise mitgeteilt an der 22. Tagung des Schweizerischen Vereins der Physio- 

z, D. Rttteiaberg und R. Sehoenheimer, J. Biol. Chem. 121, 235 (1937); R. Bernhard 

2, Ti. Eernhard und R. Sehoeizheimer, J. Biol. Chem. 133, 707 (1940); K.  Bernhard, 

4, P. ICarrer und I€. Koeirrg, Helv. 26, 619 (1943). 

logen und Phermakologen am 30. Januar 1943 in Zurich. 

und R. Sehoenheimer, J. Riol. Chem. 133, 713 (1940). 

H .  Steinhauser und 3’. Bullet, Helv. 25, 1313 (1942). 
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an 8 mannlichen, weissen Ratten fuhrten zu den in der Tabelle I 
dargestellten Resultaten. 

Tabelle I. 
D-Gehalte des Korpenvassers, der gesattigten Fettsauren und der olsaure von Ratten 

bei Kohlenhydrat-Futterung (praktisch fettfreies Brot). -- 
Versuch 

Nr . 
____ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Dauer 
Tage 

6 
6 
9 
9 
9 

12 
21 
21 

Korper- 
wasser 

2,48 
2,52 
2,02 
2,10 
2,32 
2,36 
1,90 
1,58 

___ ~- 

Atom % D*) 

Gesattigte 
Fettsauren 

0,52 
0,74 
0,50 
0,56 
0,24 
0,30 
0,85 
0,62 

- _ _ _ _ _ ~  

OIsiiure 
____ 

0,24 
0,31 
0,21 
0,20 
0,09 
0,10 
0,37 
0,29 

*) Fehlergrenze: &0,01-0:02%. 

E xp erimentel les .  
Die experimentellen Bedingungen dieser Untersuchungen wurden 

bereits in unserer Arbeit uber ,,lebensnotwendige Fettsauren" be- 
schriebenl). Die schwierige Beschaffung des schweren Wassers er- 
laubte uns nicht, die Bildung der Olsaure und das Verhalten der 
hoher ungesattigten Sauren in getrennten Versuchen zu prtden. 

Ton den Gesamt-Fettsauren aus den Cadavern (exklusive Leber, 
Intestinal-Tractus und Niere) wurde ein kleiner Teil zur Gewinnung 
der gesattigten Fettsauren verwendet, die Hauptmenge aber zur Ab- 
trennung der Linol- und Linolensaure bromiert . Nach Eliminierung 
der Tetra- und Hexabromide isolierten wir die 6lsiiure als Derivat 
des p-Amino-azobenzols. Um jede Moglichkeit eines event. Austau- 
sches der D- gegen H-Atome zu vermeiden, haben wir auf eine Ent- 
bromung mit Zink in Eisessig mit anschliessender Veresterung und 
Destillation der Methylester verzichtet. Das von H .  H .  Escher2) ange- 
gebene Verfahren, beruhend auf der Bildung der genannten FettsBure- 
amide und ihrer Trennung durch fraktionierte Krystallisation schien 
uns in unserem Falle zweckmassiger. 

Vom bromierten Fettsauregemisch wurden z. B. 10  g mit Thio- 
nylchlorid in die Saurechloride ubergefuhrt, letztere in 60-80 em3 
Dichlormethan gelijst und bei ca. - 15O zu 8,4 g p-Amino-azobenzol 
in 200 em3 Dichlormethan gegossen. Escher arbeitete rnit einem 
Amino-azobenzol-Uberschuss von 100 %, wir begniigten uns rnit der 

1) K. Bernhard, H.  Steznhauser und F. Bullet, Helv. 25, 1313 (1942). 
2) H. H. Escher, Helv. 12, 27 (1929). 
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Haute, indem die Entfernung des unveranderten p-Amino-azobenzols 
durch Auskochen des Kondensationsproduktes rnit wassrigem Alkohol 
sehr zeitraubend ist. Wir glauben nicht, dass die Ausbeute dadurch 
schlechter wird. Das kaufliche p-Amino-azobenzol wurde zweimal aus 
Benzol umkrystallisiert und schmolz bei 127 O .  

Eine erste Reinigung der dunkelrot-gelben Amide im Gewichte 
von 14-15 g erfolgte durch Auflosen in siedendem Methanol, wobei 
z. T. reichlich tiefbraunes Harz zuruckblieb. Die Isolierung von reinem 

C,H, - N = = I T D * C O  C17H,,Br, 

4-Benzolazo-dibrom-stearyl-anilid erwies sich in der Folge als muh- 
Sam. Das Verfahren ist verlustreich und lasst sich kaum, wie Escher 
hoffte, zur quantitativen Bestimmungsmethode gestalten. Wir ha)en 
einerseits die mehr orientierenden Angaben Escher’s befolgt, ander- 
sqits eine Anzahl weiterer Losungsmittel zur fraktionierten Krystalli- 
sation der Amide ausprobiert. Oft trat Zersetzung der letzteren ein. 

Zu den gunstigsten Ergebnissen fuhrte folgender Weg : Das 
trockene, von uberschussigem p-Amino-azobenzol befreite Rohpro- 
dukt (z. B. 14 g) losten wir in Methanol und versetzten diese Losung 
zu etwa 20% ihres Volumens mit Wasser. Die eintretende Fallung 
wurde nach Stehen im Eisschrank abgesaugt und in 150 em3 sieden- 
dem Aceton aufgenonimen. Beim Abkuhlen schied sich ein krystalli- 
nischer Niederschlag aus, den wir abtrennten. Bum Filtrate gaben wir 
ca. 20% Wasser und erhielten z. B. in 2 Fraktionen 2,54 und 0,70 g 
Krystalle rnit Schmelzpunkten von 88--89,5O und 89-90°. Erstere 
bestanden aus 4-Benzolazo-dibrom-stearyl-anilid. Den aus dem 
wasserfreien Aceton erhaltenen Niederschlag losten wir wieder in 
heissem Aceton und wiederholten die Fallungen mit Wasser. Manch- 
ma1 konnten weitere Mengen des Dibromstearinsaure-Kupplungspro- 
duktes erhalten werden, meist war die Ausbeute aber gering. Auf Rein- 
heit wurde durch Brom- und Stickstoff-, in einigen Fallen durch 
Kohlenstoff- und Wasserstoff-Bestimmungen kontrolliert. Die dies- 
bezuglichen Werte der zur D-Analyse gelangenden Fraktionen, welche 
rnit etwas Silberpulver gemischt verbrannt wurden, ergeben sich aus 
der Tabelle 11. Es sind aueh die gefundenen D-Gehalte der bromierten 
Olsaurederivate angegeben, aus denen sich nach a x 43/34 die aus 
Tabelle I ersichtlichen Atom % D fur die Olsaure berechnen. 

I n  einigen Fallen haben wir auch die p-Amino-azobenzol-Deri- 
vate der gesattigten Sauren rein erhalten und auf Deuterium gepruft. 
Die sich ergebenden Werte stimmten rnit denjenigen uberein, die wir 
bei den gesattigten Sauren fanden, welcho nach den Angaben von 
HQditchl) uber die Bleisalze abgetrennt wurden. Ein Austausch der 

l) T. P. Hilditch, The chemical constitution of natural fats. London 1941. 
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D- gegen H-Stome bei der geschilderten Isolierung der Fettsauren 
als Amidderivate des p-Amino-azobenzols trat  also nicht ein. 

Tabelle 11. 
Schmeh mkte, N-, Br- und D-Werte der 4-Benzolazo-dibrom-steal 

Vers. Schmelz- 
Nr. punkte 

89,5-91° 
88O 

89-910 
88--89O 
89-900 

88O 
89-900 

58--89,5O 

6,90 
6,SO 
7,05 
6,62 
6.80 
6,92 
6,60 
6,82 

25,57 
25,64 
25,96 
26,15 
25,58 
25,61 
26,07 
2.5,95 

rl-anilide. 

C3,H4,0N,Br, Ber. C 57.96 H 6,96 K 6 , i i  Br 25,i3 
(MG. 621,14) Gef. ,, 5739 ,, 7,04 (Versuch Xr. 4) 

,, 58,06 ,, 7,Ol (Versuch Nr. 6) 

D is  k u  s s ion d e r  E rge  b n i  s se . 
Versuche an Mausen hatten ergeben, dass der D-Gehalt der ge- 

sattigten Leberfettsauren schonnach 2-3 Tagen sein Maximum erreicht, 
d. h. rund 50 % desjenigen der Morperflussigkeit ausmachtl). Die Halb- 
wertszeit der Leberfettsauren ist also sehr klein. Das D4pbtfett wird 
hingegen langsamor umgesctxt, hier betragt dieser Wert 5-9 Tage2). 
Bei den Ratten scheinen wir uns, wie aus Tabelle I11 hervorgeht, 
dem Gleichgewichte zwischen D- Gehalt des Korperwassers und 
D-Gehalt der gesattigten Pettsauren nach etwa 21 Tagen (Versuch 7)  
zu nahern. Die Halbwertszeit liegt bei rund 9 Tagen. Die Tiere der 
Versuche 5 und 6 frassen aus unbekannten Grunden sehr wenig. Die 
fur die Fettsauren gefundenen D-Werte sind daher abnormal tief. 
Die Halbwertszeit der Leberfettsauren konnte nicht ermittelt werden, 
die erhaltenen Fettsauremengen von 200 bis 300 mg reichten lediglich 
zur D-Messung, nicht aber zur Abtrennung der gesattigten Sauren MUS. 

Tabelle 111. 
D-Gehalte der gesattigten Sauren und der Olsaure in Prozenten der D-Konzentration 

des Korperwassers*i. 

x 100 *I  Atom Yo D der SBure 
r\tom yo D des Korperwassers 

Ti. Bernhard und f2. Schoeizheznzer, J. Bid. Chem. 133, 713 (1940). 
2, D. Rtttenberg und 8. Schoeizheirner, J. Biol. Chem. 121, 235 (1937). 
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Auch bei der Ratte wird ziir Synthese der Palmitin- und Stearin- 
saure von je 2 stabil gebundenen H-Btomen clieser Verbindungen 
eines aus dem Korperwasser aixfgenommen. 

Die quantitativ in tiwisehen Fetten sehr verbreitete Olsaure ver- 
halt sich anders. Die D-Werte Rind bedeutend tiefer und erreichen 
nach 21 Tagen (Versuche 7 und 8) nur etwa der D-Konzentration 
des Korperu-assers. Alan konnte vermuten, die Halbwertszeit der Ol- 
saure ware entsprechend grosser, ihr D-Gchalt wurde das Maximum 
erst vie1 spater erreichen. Wenn man aber die Olsaure-D-Gehalte zu 
denjenigen der gesattigten Sauren iii Beziehiing setzt, so betragen 
emtere in der Reihenfolge der Tabelle I 46, 42, 42, 36, 37, 33, 43 
und 47, im Xittel 41 yo der letzteren, unabhangig von der Versuchs- 
clauer. Ein zeitlieher Anstieg ist nicht vorhanden, die Abweichungen 
vom Mittel liegen innerhalb der biologischen Streuungen. 

T3Tir mochten daher eher annehmen, die Olsaure entstehe nach 
einem von dem Aufbau der gesattigten Sauren verschiedenen Modus. 
Es werden dabei zu den Kondensationen und Hydrierungen fur jede 
Xolekel aux der Korperflussigkeit weniger H-Atome aufgenommen 
als bei der Synthese der gesattigten Sauren. Es stammen nicht, wie 
bei jener Synthese, rund die Halfte der stabil gebundenen H-Atome 
tler gebildeten Saure aus dem Korperwasser, sondern nur noch etwa 
ein Funftel. Man hat zahlreiche Pormulierungen fur die in vivo statt- 
findende Umwandlung der Kohlenhydrate in Pettsauren versucht, 
endgultige Beweise sind bis jetzt keine erbracht worden. 

Zusammenfassung .  
Bei kohlenhydratreich gefuttertrn Ratten erfolgt die Regenera- 

t'ion der DPpGtfettsauren in einer Halbwertszeit von etwa 9 Tagen. 
Von je zwei stabil gebundenen H-Atomen der neu entstehenden ge- 
sattigten Fettsauren stammt eines aus dem Korperwasser, in Uberein- 
einstimmung mit den Befunden, welche analoge Versuche an Mausen 
ergeben hat ten. 

Dagegen weist die als Derivat des p-Amino-azobenzols isolierte, 
vorher bromierte Olsaure nur etwa 40% des D-Gehaltes der Pal- 
mitin- oder Stearinsaure auf. Es wird angenommen, die Bildung der 
erstereii vollziehe sich versehieden von derjenigen der gesattigten 
Sauren. Von den H-Atomen der Olsaure sind nur etwa 1/5 dem Korper- 
masser entnommen. Ihre Synthese konnte daher von grosseren Ein- 
heiten ausgehen, als diejenige der gesattigten Sauren. 

Fur dicse Arbeit standen Mittel der Stiftung ,, Jubilaumsspende fur die Universitiit 
Zurich" zur Verfugung, die wir bestcns verdanken. 

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut der 
Universit at. 


