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202. Untersuchungen iiber Organextrakte.
(3. Mitteilung?)).
Zur Kenntnis der unverseifbaren Lipoide
aus arteriosklerotischen Aorten
von E. Hardegger, L. Ruzicka und E. Tagmann.
(29. X. 43.)

Die hochgradig arteriosklerotische?) Aorta zeigt eine degenerativ
entartete Innenhaut (Intima) mit reichlicher Lipoidinfiltration, oft
auch mit Verkalkung und Geschwiirbildung. Die angehduften Lipoide
bestehen vorwiegend aus Cholesterin und dessen Fettsaure-estern?).
Ihre Menge iibersteigt den normalen Lipoidgehalt der Intima um ein
Vielfaches. Schon vor lingerer Zeit vertrat erstmals L. Aschoff%) die
Ansicht, dass die fortschreitende arteriosklerotische Verinderung der
grossen Arterien mit dem Steringehalt der infiltrierten Lipoide in
enger Beziehung stehe.

Nach Schinheimer und Mitarbeitern®) enthilt das aus arterio-
sklerotischen Aorten isolierte Rohcholesterin etwa 5—6 9%, und nach
Mec Arthur®) sogar 12-—13 9, Cholestanol. Demgegeniiber sind im Roh-
cholesterin, welches aus Blut und zahlreichen Organen isoliert wurde,
hochstens 39, Cholestanol vorhanden?). Schinheimer glaubte, den
hohen Gehalt an Cholestanol durch sekundire Umwandlungen des
lingere Zeit in der Aorta deponierten Cholestering und der Chole-
sterinester erkliren zu konnen.

In gewissen Fillen lassen sich auch Zusammenhéinge der Ar-
teriosklerose mit einem gestorten allgemeinen Sterin-
oder Lipoidmetabolismus klar erkennen. Die Verinderung des
Stoffwechsels kann dabei sowohl durch eine Erkrankung, wie durch
kiinstliche Hingriffe hervorgerufen werden?®). Es war daher von In-
teresse, die Lipoide und besonders die Steroide der arteriosklerotischen

1) 1. Mitt. Helv. 23, 559 (1940); 2. Mitt. Helv. 26, 975 (1943).

2) Arteriosklerose ist gleichbedeutend mit Atherosklerose und mit Atheromatose.

3) A. Windaus, Z. physiol. Ch. 67, 174 (1910); R. Schinheimer, Z. physiol. Ch. 160,
61 (1926), 177, 143 (1928); S. Weinhouse und E. F. Hirsch, Arch. Pathol. Lab. Med. 29, 31
(1940); D. R. Meekerund J. W. Jobling, Arch. Pathol. Lab. Med. 18, 252 (1934); P. M. Zeek,
Amer. J. Pathol. 12, 115 (1936); C.S. Mc Arthur, Biochem. J. 36, 559 (1942).

4) Verhandl. Dtsch. pathol. Ges. X, 166 (1906).
®) R. Schionheimer, H.v. Behring und R. Hummel, Z.physiol. Ch. 192, 93 (1930).
y C.S. Mc Arthur, Biochem. J. 36, 559 (1942).

7) Nur Cholesterin aus Niere und Nebenniere enthilt etwa 4%, Cholestanol (siehe
Anm. 5).

8) Vgl. dazu die zusammenfassende Darstellung iber das Wesen der Arteriogklerose
von A.wv. Albertini, ,,Praxis®, Schweiz. Rdsch. Med. Nr. 14, April 1941, sowie die Diss.
E. Tagmann, B.T.H. Zirich 1943.

)
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Aorta einer erneuten Bearbeitung zu unterziehent). Eine solche schien
auch gerechtfertigt zu sein auf Grund der in den letzten Jahren ge-
sammelten Erfahrungen bei der Isolierung kleiner Mengen Steroide
aus Organextrakten.

Zur Isolierung der Lipoide extrahierten wir die zerkleinerten
Aorten erschopfend mit Aceton. Aus dem Extrakt wurden die sauren
und die leicht in Wasser 16slichen Verbindungen entfernt und dadurch
die lipoiden Neutralkoérper?) erhalten. Da wir nicht nur wie Schin-
heimer die abgetrennte Intima, sondern die ganzen Aorten verwen-
deten, so bestanden diese Anteile vorwiegend aus Fetten. Das Fehlen
geeigneter Methoden zur Abtrennung der Steroide und der Steroid-
ester von grossen Mengen dhnlich loslicher Lipoide veranlasste uns,
die Neutralkorper einer Verseifung mit Bariumhydroxyd und nachher
mit Kalilauge zu unterwerfen?). Dabei sind allerdings Verinderungen
in der Struktur nativer Verbindungen nicht auszuschliessen. Da zu-
dem die bei der Verseifung als Bariumsalze anfalienden Fettsduren
sowohl unverseifte, wie unverseifbare Anteile hartnickig zuriick-
halten, waren zeitraubende Operationen zur moglichst quantitativen
Erfassung des Unverseifbaren notwendig.

Die weitere Verarbeitung des Unverseifbaren erfolgte, unter Ver-
zicht auf chemische Trennungsverfahren, ausschliesslich durch Um-
krystallisieren und chromatographische Adsorption an Aluminium-
oxyd.

Wir haben aus 370 arteriosklerotischen menschlichen Aorten?)
127 g unverseifbare Bestandteile gewonnen. Daraus liessen sich etwa
90 g Cholesterin abtrennen, welches auf Grund der spezifischen Dre-
hung noch 5—6 9%, Dihydro-cholesterin enthalten diirfte. Eine ar-
teriosklerotische Aorta enthielt also durchschnittlich etwa 240 mg
Gesamtcholesterin, gegeniiber einem Cholesteringehalt der normalen
Aorta von etwa 5—50 mg?). An cholesterinarmem Unverseifbarem,
im folgenden als Restunverseifbares,” R.U., bezeichnet, blieben etwa
38 g eines dunklen zihfliissigen Ols.

Die Menge ‘des R.U. betrigt etwa ein Drittel des Gesamtunverseifbaren. Sie ist
bedeutend grésser als nach den Angaben Schénheimers®) zu erwarten war. Dabei ist jedoch

1) Eine zusammenfassende Darstellung der Inhaltsstoffe der arteriosklerotischen
Aorta findet sich in der Diss. £. Tagmann.

%) Die Bezeichnung ist nur so weit gerechtfertigt, als bei der weiteren Verarbeitung
keine basischen Bestandteile gefunden wurden.

8) Wir entschlossen uns zu dieser Methode umso leichter, als das Verhaltnis von
verestertem zu freiem Cholesterin durch Untersuchungen von anderer Seite geniigend ab-
geklirt worden ist. Vgl. Anm. 3, 8. 2205.

4) Das Material wurde uns in liebenswiirdiger Weise von den Herren Prof. v. Meyen-
burg, Zirich, Prof. Werthemann, Basel, und Prof. Blunischli, Bern, zur Untersuchung
iiberlassen, wofiir wir hier unseren besten Dank aussprechen.

5) R. Schinheimer, Z. physiol. Ch. 160, 61 (1926); 177, 143 (1928). Schinheimer hat
in einzelnen.Fillen von schwerster Arteriosklerose 500—1000 mg Gesamtcholesterin pro
Aorta gefunden. ¢y Z. physiol. Ch. 177, 143 (1928).
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einerseits zu beriicksichtigen, dass Schénheimer nur die Intima der erkrankten Aorten ver-
arbeitete, wihrend sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf die ganzen Gefisge
beziehen, Anderseits ist die Menge des R.U. stets mit Vorsicht zu bewerten, da sich darin
die von der Verarbeitung herriihrenden Verunreinigungen anreichern?).

In der Tabelle 1 sind die von uns aus dem R.U. bisher isolierten
11 Verbindungen aufgefiihrt. Verschiedene dieser Substanzen wurden
schon friher im Unverseifbaren anderer Teile des menschlichen und
des tierischen Korpers aufgefunden.

Die vier in der Tabelle 1 erwahnten Steroide sind insgesamt
auch aus anderen Organextrakten isoliert worden: Verbindung I aus
dem Extrakt von Schweinetestes?) und von Schweinemilz?), Ver-
bindung IT aus Schweinemilz-Extrakt3), Verbindung ITI aus Extrak-
ten von Rinderlebert) und Schweinetestes?), Verbindung IV aus dem
Serum trichtiger Stuten®) und aus Schweineleberextrakts).

Tabelle 1.
~_ Isolierte reine Substanz?) -
Substanz % des
mg | Unverseif- | 9, des R.U.
baren
Steroide
A35.Cholestadien-on-(7) (I) . . . . . 1485 1,2 4,10
A4%8.Cholestadien-on-(3) (IT) . . . 22 0,02 0,06
Cholestantriol-(3 8,5, 6 trans) (IIT) . . 19 0,015 0,05
7p-Oxy-cholesterin (IV) . . . . . . 82 0,065 0,23
Verschiedene Verbindungen
Batylalkohol . . . . . . . . . .. 285 0,225 0,79
Friedelin (aus den Korkstopfenj . . . 30 0,024 0,08
Nicht identifizierte Praparate
,»Substanz A“: Smp. 301—303° . . . 14 0,001 0,004
,»Substanz B: Smp. 300—301,5°, . 5,2 0,004 0,014
,»Substanz C*“: Smp. 79,5—80°. . . . 25 0,020 0,07
»»Substanz D*: Smp. 219—221° . . . 5,0 0,004 0,014
»Substanz E“: Smp. 68—69° . . . . 5,2 0,004 0,014

Da diese vier Steroide ihrer Konstitution nach als Chole-
sterinumwandlungsprodukte aufgefasst werden konnen®), so

1) Vgl.z. B.: J. A. Gardner und -H. Gainsborough, Biochem. J. 28, 1631 (1934).

2) L. Ruzicka und V. Prelog, Helv. 26, 975 (1943).

8) V. Prelog, L. Ruzicka und P. Stein, Helv. 26, 2222 (1943).

4) G. A. D. Haslewood, Biochem. J. 35, 708 (1941).

®) O. Wintersteiner und J. R. Ritzmann, J.Biol. Chera. (36, 697 (1940).

8) H. B. Mc Phillamy, Am. Soc. 62, 3518 (1940).

) Die angegebenen Mengenverhiltnisse sind ‘durch die Arbeitstechnik mitbedingt
und geben daher kein genaues Bild iiber die wirkliche Zusammensetzung des Extraktes.

8) Wir mochten als Cholesterinumwandlungsprodukte nur Verbin-
dungen mit unveridndertem Kohlenstoffgeriist verstehen, die -beispiels-
weise durch Oxydation, Reduktion, Wasserabspaltung oder -anlagerung entstanden sind.
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stellt sich die Frage, ob sie wirklich schon in der Aorta anwesend wa-
ren, oder aber ob sie nicht erst wihrend der Aufarbeitung aus Chole-
sterin gebildet wurden. Da wir in einer zeitlich spater begonnenen
Untersuchung iiber den Extrakt aus Schweinemilz der gleichen Pro-
blemstellung begegneten und diese vom gleichen Standpunkt aus
diskutieren miissen, so verweisen wir auf die folgende Abhandlung,
wo auch die Resultate der vorliegenden Untersuchung mitberiick-
sichtigt worden sind. Dabei sind wir zur Schlussfolgerung gekommen,
wonach es sich vorlaufig tatséichlich nicht ausschliessen lisst,
dass die diskutierten Verbindungen der Steroidreihe (viel-
leicht mit Ausnahme des A%5-Cholestadien-on-(7) aus arteriosklero-
tischen Aorten?)) erst wahrend der Verarbeitung aus Chol-
esterin entstanden sein konnten.

Als bemerkenswert sei die Abwesenheit der Cyg-, Ci4- und Cy-
Steroide in denjenigen der bisher untersuchten Organextrakte her-
vorgehoben, die nicht den typischen Steroidhormondriisen (Neben-
nieren und Sexualtrakt) bzw. Harnen entstammen. Dieser Unterschied
zwischen den Harnen und Steroidhormondriisen einerseits und anderen
Organen andererseits muss nicht ein prinzipieller sein, sondern
konnte durch das Mengenverhiltnis zwischen den C,;4—C,;-Steroiden
und jenen der C,,-Reihe bedingt sein. In diesem Zusammenhange
weisen wir darauf hin, dass die Auswahl und das Mengenverhiltnis
der aus einem Extrakt zuerst isolierten Steroide wesentlich durch den
befolgten Arbeitsgang bedingt ist, wobei sachliche (z.B. Verschieden-
heit der Begleitstoffe und ihres Mengenverhiltnisses) oder mehr per-
sénliche Momente (wie willkiirliche Wahl von Arbeitsvarianten, Bevor-
zugung gewisser Fraktionen bei der Bearbeitung) eine Rolle spielen.

Zum Schluss seien noch kurz die anderen aus dem Extrakt
arteriosklerotischer Aorten isolierten Verbindungen bzw. Priparate
(vgl. Tabelle 1) besprochen.

1) Bs besteht die Moglichkeit, dass das A%5-Cholestadien-on-(7) (I), welches als
einzige der Verbindungen I—IV in etwas grdsserer Menge im R.U. vorkommt, ein
Umwandlungsprodukt des in der arteriosklerotischen Aorta vielleicht enthaltenen 7-Keto-
cholesterins vorstzllt. Es war schon deswegen naheliegend, an das 7-Keto-cholesterin oder
einen seiner Ester zu denken, da J. H. Page und W. Menschik, Naturwiss. 18, 585 (1930), in
einer nicht niher charakterisierten Cholesterin-Fraktion aus arteriosklerotischen Aorten
spektroskopisch die Anwesenheit einer bei 238 m y selektiv absorbierenden Substanz fest-
gestellt hatten. Nach den Angaben von R. Schinheimer, Z. physiol. Ch. 211, 65 (1932),
konnte diese Substanz in den digitoninfallbaren Anteilen des Unverseifbaren spektrosko-
pisch nachgewiesen werden, auch wenn die alkalische Verseifung der Lipoide in Wasser-
stoffatmosphire durchgefiihrt wurde. Da 7-Keto-cholesterin niit Digitonin fallbar ist und
als o, f-ungesittigtes Keton die angegebene Absorptionsbande (log ¢ = 4,1) aufweist, so
kénnte es als genuiner Inhaltsstoff der arteriosklerotischen. Aorta in Betracht kommen.
Schon Page und Menschik berechneten, dass die dem Spektrum zu Grunde liegende Ver-
bindung in etwa 1-proz. Konzentration im Unverseifbaren des Aortenlipoids enthalten
sein kann. Damit steht die von uns isolierte Menge des vielleicht durch Wasserabspaltung
aus 7-Keto-cholesterin entstandenen 4%5-Cholestadien-ons-(7) in bester Ubereinstimmung.
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Der Batylalkohol wurde von H. N. Holmes und Mitarbeitern!) aus
gelbem Knochenmark von Rindern aufgefunden, womit zum ersten-
mal sein Vorkommen in Organen von Sidugetieren sichergestellt war.
Frither war Batylalkohol nur aus dem Unverseifbaren von Fisch-
leberolen isoliert worden?).

Das Friedelin, ein im Kork vorkommendes Keton CyH; O ist sicher durch die
Beniitzung von Korkstopfen bei den wiederholten Extraktionen in das Unverseifbare ge-
langt und wurde in unserem Laboratorium auch bei der Aufarbeitung anderer Organ-
extrakte®) aufgefunden.

Uber die restlichen, in sehr geringer Menge isolierten Substanzen A-E (vgl. Ta-
belle 1), deren Einheitlichkeit noch nicht feststeht, lassen sich nur wenige Angaben
machen, die im experimentellen Teil dieser Arbeit im Anschluss an die Beschreibung der
Eigenschaften enthalten sind.

Wir danken der Rockefeller Foundation in New York und der (esellschaft fiir Che-
mische Industrie in Basel fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil.
Herstellung des cholesterinarmen Unverseifbaren (R.U.).

Herstellung des Aceton-Extraktes.

Fiir die Bearbeitung standen uns 370 stark arteriosklerotische
Aorten mit reichlich adventitiellem Gewebe zur Verfiigung. Sie wur-
den im Laufe von zwei Jabhren gesammelt und bis zur Verarbeitung
unter destilliertem Alkohol bei — 10%im Dunkeln aufbewahrt. Fiir die
gesamte Bearbeitung wurden stets frisch destillierte peroxydfreie
Losungsmittel verwendet.

Zur Aufarbeitung wurde das gesamte Material auf der Nutsche
filtriert, mit frischem Alkohol gut gewaschen und scharf abgesaugt.
Die noch alkoholfeuchten Aorten wogen 13,5 kg. Sie wurden in der
Fleischhackmaschine zerkleinert, sodann 14 mal mit je 15 Liter reinem
Aceton am Wasserbad 8 Stunden gekocht und noch heiss durch ein
Filtertuch abgepresst. Die ausgekochten Riickstinde enthielten nur
noch 0,2—0,3 9%, acetonlosliche Bestandteile. Die stark getriibten gelb-
lichen Aceton-Ausziige vereinigte man mit dem oligen Riickstand,
der aus dem oben erwihnten alkoholischen Filtrat durch Abdampfen
des Losungsmittels im Vakuum unter Stickstoff anfiel. Nun wurde
das Aceton bei 45—b50° in zunehmendem Vakuum weitgehend ent-
fernt. Das Volumen des gelben zéhfliissigen Aceton-Extraktes betrug
nach beendigtem Eindampfen ca. 4 Liter.

1) H. N. Holmes, R. E. Corbef, W. B. (eiger, N. Kornblum und W. Alexander, Am.
Soc. 63, 2607 (1941).

%) Vgl.z. B. M. Tsujimoto, J. Soc. chem. Ind. Japan (Suppl.) 39, 82 B—83 B (1936).

3) Helv. 26, 975, 2222 (1943).

139
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Isolierung der Neutralkérper aus dem in Ather 16slichen Anteil des
Aceton-Extraktes?!).

Um die in Wasser leicht 1éslichen Anteile von den Lipoiden abzutrennen, versetzten
wir den Aceton-Extrakt mit 15 Liter destilliertem Wasser und 7 Liter Ather. Nach kraf-
tigem Durchschiitteln wurde die wisserige Schicht im Riihrextraktor erschopfend mit
Ather ausgezogen. Aus der mit Natriumsulfat getrockneten und darnach eingeengten
Ather-Lésung entfernte man die letzten Anteile des Losungsmittels unter Durchperlen
von Stickstoff bei 45—50° im Vakuum. Der é6lige Riickstand, der beim Stehen teilweise
krystallisierte, wog 3700 g. Diesen 16ste man in 12 Liter tiefsiedendem Petrolither?) und
entzog die sauren Anteile durch 40-maliges Ausschiitteln mit je 700 cm30,5-n. Natronlauge.
Dann wurde mit Wasser so oft nachgewaschen, bis das Waschwasser auf Lackmus neutral
reagierte. Das Volumen des Natronlauge-Auszuges und der Waschwisser betrug zusammen
30 Liter. Bei der Behandlung mit Ather im Riihrextraktor konnten daraus 20 g neutrale
Anteile zuriickerhalten werden. Die die Neutralkérper enthaltende Petrolather-Lésung
dampfte man ein (zum Schluss im Vakuum). Das erhaltene dunkle O1 wog 3450 g und
krystallisierte beim Stehen teilweise.

Tabelle 2Y).

N Aceton-Extrakt:
in Ather aufgenommen und mit Wasser behandelt

Ather-Lésung::
Riickstand in Petrolather gelost und mit Alkali gewaschen

Petrolather-Losung:
Riickstand (3,45 kg) mit methanol. Bariumhydroxyd verseift

|
unlésliche Bariumseifen:

durch Extraktion, nochmalige Verseifung
und ,,Umféllen‘ gereinigt

|
| l
gereinigte Bariumseifen Unverseiftes und in Methanol
(3,44 kg) lsliche Bariumseifen geloste Anteile

mit methanol. Kalilauge
verseift:

|

Unverseifbares
(127,0 g)

Verseifung der Neutralkérper mit Bariumhydroxyd.

In einem 10 Liter-Kolben wurde die gesamte Menge der Neutralkérper (3450 g)
mit 6,5 Liter Methanol in Stickstoffatmosphire zum Sieden erhitzt und im Verlaufe von
10 Stunden 1320 g krystallisiertes Bariumhydroxyd allméhlich zugefiigt, indem man das
im Riickflusskiihler kondensierte Methanol durch ein zwischen Kolben und Kiihler ge-

1) Tabelle 2 stellt eine kurze Zusammenfassung vor der hier folgenden vier klein-
gedruckten Abschnitte.

2) Ather erwies sich bei der Behandlung mit wésserigem Alkali als nicht geeignet,
da sich dabei schwer trennbare Emulsionen bildeten.
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schaltetes Geféss fliessen liess, worin sich das Bariumhydroxyd befand und nach und nach
in Lésung ging. Die Geschwindigkeit der Auflésung des Bariumhydroxyds konnte bequem
durch mehr oder weniger starkes Kochen reguliert werden; grossere ortliche Konzentra-
tionen an Alkali wurden dadurch vermieden und die Methanolmenge liess sich in niedrigen
Grenzen halten.

Nach beendigter Zugabe des Bariumhydroxyds wurde das Reaktionsgemisch noch
wihrend 11, Stunden im Sieden gehalten und durch Einstellen in kaltes Wasser rasch
auf 40—50° abgekiihlt!). Die methanolische Losung wurde von den festen, vorwiegend an
der Kolbenwand haftenden Bariumseifen abdekantiert und durch Einleiten von Kohlen-
dioxyd von iiberschiissigem Bariumhydroxyd befreit. Es schieden sich ungefahr 5 g Ba-
riumcarbonat aus, die mit den Bariumseifen vereinigt wurden.

Die von der methanolischen Mutterlauge abgetrennten Bariumseifen wurden zer-
kleinert und im Soxhlel zuerst mit Petrolither und nachher mit Ather extrahiert?). Mit
den beiden Losungsmitteln liessen sich 1035 g eines braunen, zahfliissigen Ols, bestehend
aus #therloslichen Bariumseifen, Unverseifbarem und Unverseiftem herauslésen. Die
zuriickbleibenden extrahierten Bariumseifen wogen 2450 g. Sie waren fast weiss, fithlten
sich nicht mehr fettig an und liessen sich ohne weiteres fein pulverisieren.

Zur Verseifung der mit Petrolather und Ather extrahierten Anteile (1035 g) wurden
diese in 6 Liter Methanol zum Sieden erhitzt und im Verlaufe von 16 Stunden mit 660 g
Bariumhydroxyd?), wie oben beschrieben, versetzt. Die mit Kohlendioxyd behandelte
methanolische Losung wurde nach dem Filtrieren mit der entsprechenden Lésung von der
ersten Verseifung vereinigt. Die erhaltenen Bariumseifen im Gewichte von 1200 g pul-
verisierte man in der Kugelmiihle und extrahierte sie erschopfend mit reinem Ather. Es
liessen sich nur noch 14,5 g Extrakt zuriickgewinnen, der beim Stehen z. T. krystallin er-
starrte. Dieser Anteil wurde ebenfalls zur methanolischen Mutterlauge, welche das Un-
verseifbare enthielt, zugegeben. Die extrahierten Bariumseifen verarbeiteten wir nicht
mehr weiter.

,,Umfdllen‘* der Bariumseifen.

Die 2450 g extrahierten Bariumseifen von der ersten Verseifung wurden in 1,5 Liter
Wasser suspendiert, mit 5 Liter Ather iiberschichtet und im Verlaufe von 6 Stunden unter
energischem Riihren 3,4 Liter 2-n. Salzsdure zugegeben. Die atherische Lésung wurde
abgetrennt, mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und verdampft. Der
Riickstand, ein gelbes Ol, erstarrte beim Stehen zu einer weissen Masse. Er wog 2070 g.
Wir losten ihn in 8,5 Liter heissem Methanol und setzten der kochenden Lésung in der
zur Verseifung verwendeten Apparatur im Verlaufe von 10 Stunden 1,4 kg Barium-
hydroxyd zu. Nach beendeter Zugabe wurde noch 4 Stunden gekocht und darauf das
Reaktionsgemisch wie oben (im Abschnitt ,,Verseifung der Neutralkérper) beschrieben,
aufgearbeitet®). Das Gewicht der durch Extraktion gereinigten Bariumseifen betrug noch
2240 g.

Verseifung mit Kalilauge.

Die vereinigten methanolischen Fraktionen, sowie die mit Petrolither und Ather
gewonnenen Extrakte aus den drei vorhergehenden Abschnitten enthalten das gesamte
Unverseifbare, daneben aber noch methanol- und dtherlssliche Bariumseifen und schwer
verseifbare Anteile. Sie wurden auf 10 Liter eingedampft. Zu der siedenden klaren Losung
fiigte man nun tropfenweise im Verlaufe von 3 Stunden 500 g Kaliumhydroxyd geldst in
600 cm® Wasser®). Man kochte noch 2 Stunden am Riickfluss und destillierte hierauf

1) Beilangsamem Abkiihlen fielen die Bariumseifen oft in schmierigen Klumpen aus.

%) Benzol und Methanol eignen sich nicht zur Extraktion der Bariumseifen.

3) 10% Uberschuss gegeniiber der in einer Probeverseifung verbrauchten Menge.

%) Die aus den loslichen Bariumseifen extrahierten Anteile wogen 33 g und bestanden
zur Hauptsache wieder aus dther- und methanolloslichen Bariumseifen.

5) Die Verseifung wurde also mit ungefibr 1-n. Alkali ausgefiihrt.
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6 Liter Methanol im Vakuum ab. Das wisserig-methanolische, alkalische Konzentrat
wurde hierauf mit 5 Liter Wasser versetzt, mit Kochsalz gesattigt und im Riihrextraktor
mit Ather erschipfend ausgezogen. Die mit Wasser neutral gewaschene atherische Losung
trocknete man mit Natriumsulfat und dampfte sie ein. Der krystallisierte hellgelbe Riick-
stand wog 127 g.

Um sicherzustellen, dass in den 127 g Unverseifbarem wirklich keine verseifbaren
Anteile mehr vorhanden waren, fithrten wir mit 5-n. methanolischer Kalilauge eine Kon-
trollverseifung durch. Nach 5-stiindigem Kochen konnte kein Verbrauch an Alkali fest-
gestellt werden.

Abtrennung von Cholesterin aus dem Unverseifbaren.

Das Unverseifbare (127 g) wurde mit 1,7 Liter Methanol 1 Stunde
am Riickfluss gekocht und noch heiss vorsichtig von dem ungeldsten
zihfliissigen dunklen Ol abdekantiert. Aus der methanolischen Lésung
schied sich iiber Nacht das Cholesterin in Blittchen ab. Durch Ein-
engen der Mutterlauge liessen sich noch weitere cholesterinreiche,
krystalline Fraktionen erhalten. Als Riickstand verblieb schliesslich
ein gelbes Ol, welches in Hexan gelost, nach 10-tigigem Aufbewahren
bei — 10° ein letztes cholesterinhaltiges Krystallisat abschied. Die
Cholesterin-Fraktionen wurden sehr oft aus Aceton umkrystallisiert,
bis endlich 83,3 g Cholesterin vom Smp. 146,5—147,5° vorlagen, wel-
che mit Antimontrichlorid in Chloroform keine Spur einer Blau-
farbung gaben. Daneben wurden noch 1,6 g weniger reines Cholesterin
vom Smp. 136—137° gewonnen, doch zeigte auch dieses Priaparat nur
eine schwache Oxy-cholesterin-Reaktion?).

Die gesammelten dligen Anteile des Unverseifbaren, aus denen
sich ohne Anwendung der chromatographischen Methode kein Chole-
sterin mehr abscheiden licss, bezeichnen wir im folgenden als das
cholesterinarme Unverseifbare oder als das Restunverseifbare (R.U.)?).
Es wog nach dem Trocknen im Vakuum bei 100° bis zur Gewichts-
konstanz 42,1 g. Bei der Abtrennung des Cholesterins sind somit keine
Verluste eingetreten.

Chromatographische Trennung des cholesterinarmen Unverseifbaren (R.U.).

Vorbehandlung des Aluminiumoxyds?).

Einer Probetitration entsprechend suspendierte man 3 kg eines Handelspraparates
in 12 Liter heissem Wasser und versetzte unter kriaftigem Rithren mit 1,8 Liter 0,1-n. Salz-
giure. Unter stindigem Riihren wurde noch 1 Stunde auf dem Dampfbad erhitzt, sodann
von der iiberstehenden heissen Losung dekantiert und das Aluminiumoxyd auf einer
Nutsche mit 20 Liter reinem heissem Wasser nachgewaschen, d. h. bis im Filtrat weder
Alkali, noch Chlorionen nachgewiesen werden konnten. Hierauf wurde das Aluminium-
oxyd im Luftbad getrocknet und dann wihrend 2 Stunden bei 145—160° gehalten. Das

1) Die beiden Cholesterin-Priparate diirften auf Grund ihrer spez. Drehungen von
<~ 37% und - 35,5° etwa 5—69, Cholestanol enthalten.

2) Diese Bezeichnung iibernahmen wir von U. Graff, Bioch. Z. 298, 179 (1938).

3) Nach verschiedenen inzwischen ausgearbeiteten Verfahren kann das kiufliche
Aluminiumoxyd auch auf andere Weise von freiem Alkali befreit werden.
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Produkt entsprach nach Brockmann und Schodder) der Aktivitat II—III. Durch Desakt.i-
vierung bzw. durch stirkeres Erhitzen erhbielten wir daraus zwei weitere Praparate mit
der Aktivitat T11—IV bzw, I—II.

Durchfiihrung der chromatographischen Auftrennung.
(Zusammengefasst in Tabelle 3.)

Im folgenden verwendeten wir zur chromatographischen Bearbeitung des R.U. vor-
wiegend das Aluminiumoxyd mittlerer Aktivitat in der 20- bis 30-fachen Menge der jeweils
zu adsorbierenden Fraktion?). Wir arbeiteten stets nach dem Durchlaufverfabren. Das im
Rohr eingefiilite Adsorptionsmittel wies durchschnittlich ein Verhéltnis von Durchmesser
zu Hohe wie 1: 8 auf.

Die nachstehende Tabelle gibt die Ubersicht, in welcher Weise die Fraktionierung
des R.U. durch mehrfache Anwendung der chromatographischen Trennungsmethode
durchgefithrt wurde,

Aus der Tabelle ersieht man, dass das gesamte R.U. im Gewicht von 42,1 g zunichst
im I. Chromatogramm mit Petrolither, Benzol, Ather, Methanol und Methanol-Eisessig
in je eine Fraktion aufgeteilt wurde. Im II. Chromatogramm erfolgte eine weitere Auf-
teilung der mit Methanol und Eisessig erhaltenen Fraktion. Diese wurde, in Ather gelést,
an Aluminiumoxyd adsorbiert und dann mit Ather, Methanol und Methanol-Eisessig
wieder eluiert. Dabei liessen sich 1,33 g mit Ather und 0,18 g mit Methanol eluierbare An-
teile ablésen. Im ITI. Chromatogramm wurden die nun vorliegenden beiden Methanolfrak-
tionen von 7,11 g aus dem I. und von 0,18 g aus dem IT. Chromatogramm zusammenge-
nommen, in Benzol geldst, erneut an Aluminiumoxyd adsorbiert und in analoger Weise
weiterverarbeitet®). Die in der Tabelle fett gedruckten Zahlen bezeichnen die Endprodukte
der Fraktionierung. Entsprechend der angewandten Methode wurden diese zum Teil ge-
samthaft, in einigen Fillen aber auch in mehreren kleinen Anteilen aufgefangen. Aus ei-
nigen dieser Eluate liessen sich durch Krystallisation einheitliche Verbindungen isolieren.
Oft war jedoch eine erneute (weiter unten jeweils beschriebene) chromatographische Rei-
nigung notwendig, um zu krystallinen Produkten zu gelangen.

Aufarbeitung der Fraktion V,.

Friedelin. Das Benzoleluat V, wurde in 4 Anteilen aufgefangen.
Der 2. Anteil bestand aus einem gelblichen, teilweise krystallinen O1
von 0,29 g. Nach Abtrennung der Ole liessen sich daraus durch mehr-
fache Krystallisation aus Essigester 18 mg lange, farblose Nadeln
vom Smp. 267—268° isolieren. Die Substanz gab mit Tetranitro-
methan keine Gelbfirbung. Mit konz. Schwefelsiure war in der Kilte
und beim Erwirmen keine Verinderung festzustellen.

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 160—170° sublimiert.

3,645; 3,642 mg Subst. gaben 11,281; 11,257 mg CO, und 3,835; 3,899 mg H,0
CaoHgeO  Ber. C 84,44 H 11,81%
Gef. ,, 84,46; 84,35  ,, 11,77; 11,98%
Molekulargewicht nach Rast in Campher: Gef. 469; 446 (Ber. 427).
falp = —23° (2% (c = 0,817 in Chloroform)

Nach der Stellung im Chromatogramm schien ein Keton vorzu-
liegen. Bei der Mischprobe mit einem aus Kork hergestellten Ver-
gleichspriparat, sowie durch Herstellung des Enolbenzoats (Schmelz-

1y B. 74, 73 (1941).

%) Die im VI. Chromatogramm verwendete 100-fache Menge an Adsorptionsmittel
zeigte keine wesentlichen Vorteile.

%) Detaillierte Angaben finden sich in der Diss. E. Tagmann, E.T. H. Ziirich, 1943.
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punkt und Mischprobe 265—266°) liess sich die Verbindung als Frie-
delin identifizieren?).

A34-Cholestadien-on-(7). Der 3. Anteil des Benzoleluats V,
wog 5,53 g. Durch Behandeln mit Aceton konnte die Hauptmenge
der oligen Anteile daraus entfernt werden. Der krystalline Riickstand
wurde hierauf im Hochvakuum bei 115—125° sublimiert und das
Sublimat erneut aus Aceton krystallisiert. I's wurden 1,24 g Substanz
in weissen Blittchen vom Smp. 114—114,5° erhalten.

Zur Analyse wurde 48 Stunden im Hochvakuum bei 60° getrocknet.

3,750 mg Subst. gaben 11,628 mg CO, und 3,672 mg H,0
Oy H,;,0 Ber. C 84,75 H 11,07%
Gef. ,, 84,62 ,, 10,96%
[alp, = —299° (5% (c = 1,114 in Chloroform)

Bei der Mischprobe mit A%5-Cholestadien-on-(7)2) erfolgte keine
Schmelzpunktserniedrigung.

In Ubereinstimmung mit dem Vergleichspriparat zeigte die Sub-
stanz in alkoholischer Lésung im U.V. ein Absorptionsmaximum bei
280 mpu (log e = 4,4).

Oxim. Durch 5-stiindiges Kochen des Ketons mit Hydroxylaminacetat in metha-
nolischer Lésung wurde das Oxim erhalten, das aus Methanol umkrystallisiert, einen
Schmelzpunkt von 176—178° zeigte. Zur Analyse wurde das Praparat im Hochvakuum
48 Stunden bei 85—90° getrocknet.

3,810 mg Subst. gaben 11,396 mg CO, und 3,750 mg H,0
5,004 mg Subst. gaben 0,171 cm?® N, (249, 728 mm)
Cp;H,;ON  Ber. C 81,55 H 10,90 N 3,529%
Gef. ,, 81,64 ,, 11,01 ,, 3,76%

Semicarbazon. Eine Probe des Ketons kochte man 7 Stunden mit methanolischer
Semicarbazidacetat-Lésung und arbeitete wie iiblich auf. Die gelbbraunen Krystalle wur-
den mit Petrolather und heissem Wasser gewaschen, wodurch sich die Hauptmenge der
gefarbten Verunreinigungen entfernen liess. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus
Methanol zeigten die langen seidenglidnzenden Nadeln einen konstanten Schmelzpunkt von
206,5—207,5°.

Zur Analyse wurde im Hochvakuum 48 Stunden bei 100° getrocknet.

3,598 mg Subst. gaben 10,10 mg CO, und 3,27 mg H,0
5,446 mg Subst. gaben 0,461 cm?® N, (179 725 mm)
CpHy,ON,  Ber. C 76,49 H 10,32 N 9,56%
Gef. ,, 76,60 ,, 10,17 ,, 9,51%

Die Mutterlaugen von der Isolierung des Friedelins und des
A%%-Cholestadien-ons-(7) waren ebensowenig zur Krystallisation zu
bringen wie der letzte Anteil der Fraktion V,. Wir bearbeiteten sie
daher zusammen mit der Fraktion VIT, (vgl. nichstes Kapitel).

Aufarbeitung der Fraktion VII,.

Aus derselben konnten keine krystallinen Anteile abgetrennt
werden. Die Fraktion VII, und die Substanz aus den Mutterlaugen von

1) Detaillierte Angaben finden sich in der Diss. II. Tagmann, E.T.H. Ziirich, 1943.
2) 4. Windaus und C. Resau, B. 48, 851 (1915).



— 2216 —

V, wogen zusammen 6,03 g und wurden aus Petroldther an 200 g
Aluminiumoxyd der Aktivitit II—ITI chromatographiert (Tabelle 4).

Tabelle 4.

Frak- Losungsmittel, 250 cm? Eluat |
tionen pro Fraktion g

1—5 Petrolather 2,860 | farbloses 0, in der Kilte er-

starrend
— ] a -B : .
6 8 7 Petrolather-Benzol ?gi 8’(1}22 gelbliche Ole, zum Teil kry-
i ” ’ > stallisiert (Friedelin)

9—10 " " 9:1 0,028
11—13 Petrolather-Benzol 9:1 0,024 | teilweise kryst.
14—16 Petrolather-Benzol 9:1 0,485 | teilweise kryst.:
17—19 . »o 4:1 0,643|  A%5-Cholestadien-on-(7)

20 |  Petrolither-Benzol 4:1 0,186 | gelbes 01, zum Teil kryst.

21 Petrolather-Benzol 1:1 0,000 —

22 Petrolather-Benzol 1:1 0,002 o . .
9397 Benzol 0.012 teilweise krystallin (Subst. A)
2841 | . 0,004
42—44,  Benzol-Ather 99:1 0,410

45 . ., 19:1 0,018 | gelbe Ole

46 » w911 0,024
47—53 Ather 0,200

54 Methanol 0,280
5556 Extraktion der Siule mit gelbe Harze
heissem Methanol 0,540

Aus den Fraktionen 6—10 (Tabelle 4) konnten noch 12 mg
Friedelin und aus den Fraktionen 14—19 210 mg A%5-Cholestadien-
on-(7) isoliert werden.

»»Substanz A‘‘. Die Fraktionen 22—27 wurden in Chloroform gelést und tropfen-
weise mit heissem Kssigester bis zur beginnenden Triibung versetzt. Die langsam sich

bildenden Krystalle waren frei von 6ligen Mutterlaugen. Sie zeigten einen Schmelzpunkt
von 301—303°.

[o]p = —61° (4 17% (¢ = 0,115 in Chloroform)

Da von der Substanz nur 1,4 mg isoliert werden konnten, musste auf eine weitere
Untersuchung vorldufig verzichtet werden.

Durch Umkrystallisieren der Fraktionen 11—13 und 20 (Tabelle4)
aus Aceton und Essigester erhielten wir unscharf zwischen 80—989°
schmelzende Krystallisate. Die gesamte Menge (210 mg) wurde daher
erneut an 10 g Aluminiumoxyd der Aktivitdt IT—III chromato-
graphiert (Tabelle 5).
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Tabelle 5.

Frak- | Loésungsmittel, 100 cm3

tionen pro Fraktion e

1—2 | Petrolither -

3—5 | Petrolither-Benzol 99:1 28 farbloses O1:
A*8.Cholestadien-on-(3)

6—7 | Petroliather-Benzol 49:1 25 | teilweise krystallin:

89 s »  19:1 25 A3%-Cholestadien-on-(7)
10—14| Benzol 82 | gelbes Ol
15 | Methanol 35 | gelbes Harz

A%-Cholestadien-on-(3). Aus den Fraktionen 3—5 krystal-
lisierte nach mehrtigigem Stehen bei — 10° eine Substanz, die aus
Methanol in feinen seidengléinzenden Nadeln vom Smp. 79,6—81° er-
halten wurde. Das Priparat (22 mg) wurde zur Analyse 48 Stunden
im Hochvakuum bei 40—45° getrocknet.

3,710 mg Subst. gaben 11,519 mg CO, und 3,688 mg H,O
C,H,,0  Ber. C 84,75 H 11,07%
Gef. ,, 84,73 ,, 11,129
[«]p = +35° (429 (¢ = 1,634 in Chloroform)

Bei der Mischprobe mit A*8-Cholestadien-on-(3)!) ergab sich
keine Erniedrigung des Schmelzpunktes.

In Ubereinstimmung mit dem Vergleichspriparat zeigte das von uns isolierte
A%8-Cholestadien-on-(3) im U.V. Absorptionsspektrum in Alkohol-Lésung ein Maximum
bei 285 mu (log ¢ = 4.4).

Oxim?). Durch zweistiindiges Kochen der methanolischen Losung des Ketons mit
Hydroxylaminacetat am Riickfluss liess sich ein in feinen, rosettenférmig angeordneten
Nadeln krystallisierendes Oxim erhalten. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Me-
thanol schmolz das Priparat bei 176—1779. Zur Analyse wurde das Priaparat im Hoch-
vakuum 48 Stunden bei 859 getrocknet.

3,758 mg Subst. gaben 11,213 mg CO, und 3,701 mg H,0
4,418 mg Subst. gaben 0,145 cm® N, (16°, 727 mm)
C,,H,,ON Ber. C 81,55 H 10,90 N 3,529%
Gef. ,, 81,43 ,, 11,02 ,, 3,71%
Im U.V.-Absorptionsspektrum besitzt das Oxim ein Maximum bei 285 m y (log ¢ =
4,55).
Aus den Fraktionen 6—9 wurden durch Umkrystallisieren aus
Aceton noch 35 mg A3%5-Cholestadien-on-(7) isoliert.

Aufarbeitung der Fraktion VI,

,»Substanz E*‘: Beim Behandeln mit Aceton konnten aus der Fraktion VI, geringe
Mengen fester Anteile abgetrennt werden. Nach 4 Krystallisationen aus Aceton schmolz
die Substanz, von der insgesamt 5,2 mg isoliert wurden, bei 68-—69°. Sie gab mit Tetra-

1) E. Dane, Yu Wang und W. Schulle, Z. physiol. Ch. 245, 80 (1937).
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nitromethan eine sehr starke gelb-braune Farbreaktion. Zur Analyse wurde bei45948 Stun-
den im Hochvakuum getrocknet.
3,588 mg Subst. gaben 10,732 mg CO, und 4,164 mg H,0
CyH,O0 (2)  Ber. C 81,54 H 13,019
Gef. ,, 81,63 ,, 12,999
[w)p = +17° (149 (c = 0,468 in Chloroform)

Auf Grund der Verbrennungswerte kann der Substanz E keine eindeutige Brutto-
formel zuerteilt werden. Nach der Stellung im Chromatogramm kénnte es sich um einen
doppelt ungesittigten Ather oder um ein einfach ungesittigtes Keton der aliphatischen
Reihe handeln.

Aufarbeitung der Fraktion IV,

,»Substanz B‘‘: Aus dem 1. Anteil der Fraktion IV, liess sich nach Abtrennen
von 645 mg Cholesterin und 6ligen Anteilen durch mehrmaliges Umlésen aus Essigester
eine in Essigester schwerldsliche Substanz abtrennen.

Das Produkt, das in den meisten gebriauchlichen organischen Lésungsmitteln ausser
in Chloroform schwer 15slich ist, und anfinglich nur in gallertiger Form isoliert werden
konnte, liess sich aus Chloroform-Butylalkohol umkrystallisieren. Es konnte daraus
nach mehrtigigem Stehen in feinen, rosettenférmig angeordneten weissen Nadelchen
erhalten werden. Nach fiinfmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform-Butylalkohol lag
der Schmelzpunkt konstant bei 301—3801,5°. Zur Analyse wurde die Substanz bei 80°
im Hochvakuum 48 Stunden getrocknet.

3,139 mg Subst. gaben 9,523 mg CO, und 3,309 mg H,0
CpoH30(?)  Ber. C 82,69 H 11,809
C5aHgo04 (7) sy 82,38, 11,529,

Gef. ,, 82,79 ,, 11,809
falp = +25,5° (£ 3% (¢ = 0,354 in Chloroform)

Auf eine weitergehende Untersuchung dieser Substanz musste wegen Materialmangel
— es wurden insgesamt 5,2 mg Substanz isoliert — verzichtet werden. Von Interesse ist
noch, dass das Priparat mit der ,,Substanz A* bei der Mischprobe eine Schmelzpunkts-
erniedrigung von 8° zeigte.

Aufarbeitung der Fraktionen V, und VII,.

Die Fraktionen V,; und VII; wurden mit dem 2. Anteil der Frak-
tion IV, vereinigt. Sie wogen zusammen 565 mg. Man chromatogra-
phierte sie an 20 g Aluminiumoxyd der Aktivitit IT—ITI (Tabelle 6).

,»Substanz C*‘: Aus den Chromatogrammfraktionen 3—9 liessen sich durch Be-
handeln mit Essigester 25 mg einer Substanz isolieren, die nach viermaligem Umkrystal-
lisieren einen konstanten Schmelzpunkt von 79,5—80° zeigte. Sie wurde in sehr feinen
Nadeln erhalten. Gegen Tetranitromethan war die Verbindung gesittigt. Sie enthilt
keinen Stickstoff. Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum wihrend 48 Stunden
bei 50° getrocknet.

3,800 mg Subst. gaben 11,434 mg CO, und 4,864 mg H,0
CyoHeO (2)  Ber. € 82,11 H 14,249
Gef. ,, 82,11 ,, 14,329
fa]lp = 0,0° (4-1% (¢ = 0,851 in Chloroform)

Aus der Stellung im Chromatogramm und aus den Verbrennungswerten lasst sich
vermuten, dass es sich um einen gesittigten aliphatischen Alkohol handeln kénnte.

Cholestantriol-(38,5,6 trans). Durch Umkrystallisieren der
Fraktionen 32 und 33 (Tabelle 6) aus Benzin (Sdp. 100—110°) gelang



— 2219 —

es, 19 mg einer in feinen Nadeln krystallisierenden Verbindung vom
Smp. 244—2459° (Sintern ab 2279 zu isolieren.

Tabelle 6.
Frak- Losungsmittel, 150 cm? m Sm
tionen pro Fraktion g b
1—2 Petrolither — —
3 Petrolather-Benzol 19:1 3 70,6—72°
4—6 ’e . 19:1 24 75—760 | teilweise krystall.
7—-—9 5y ,,  19:1 4 71,5-73,5°
10 Petroliather-Benzol 19:1 — — —
11—12 | Petroliather-Benzol 1:1 40 —
13—20 | Benzol 215 —
21—22 | Benzol-Ather 19:1 12 — gelbe Harze
23—24 v . 1:1 18 —_
25—31 | Ather 58 —
32 Ather-Methanol 19:1 17 207—215¢
33 ' ' 19:1 25 205—2109 teilweise kryst.
33 s ’s 19:1 14 208—215°
35 Ather-Methanol 1:1 3 — gelbe Harze
36—41 | Methanol 68 ——
42 Extraktion der Siule braune Harze
mit heissem Methanol 52 —

Die Verbindung gab weder mit Tetranitromethan, noch mit
Antimontrichlorid, noch mit Trichloressigsiaure eine Farbreaktion.
Zur Analyse wurde im Hochvakuum 48 Stunden bei 80° getrocknet.

2,572 mg Subst. gaben 7,270 mg CO, und 2,749 mg H,0
Cp,H,50, Ber. C 77,09 H 11,509%
Gef. ,, 77,14 ,, 11,96%

Diacetat. 10 mg Substanz wurden mit 0,4 cm3 Acetanhydrid und 0,5 cm3 Pyridin
versetzt und {iber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Das iiberschiissige Acet-
anhydrid und Pyridin wurde im Vakuum auf dem Wasserbade entfernt und der krystallin

ergtarrende Riickstand bis zum konstanten Schmelzpunkt von 165—167° aus Methanol
umkrystallisiert.

Zur Analyse wurde 36 Stunden bei 80° im Hochvakuum getrocknet.
3,483 mg Subst. gaben 9,397 mg CO, und 3,245 mg H,0
(31 H5,05 Ber. C 73,76 H 10,39%
Gef. ,, 73,63 ,, 10,429
Die Mischprobe mit Cholestantriol-(3 8,5,6 trans)-diacetat') gab
keine Schmelzpunktserniedrigung.
,»Substanz D¢‘: Aus der Chromatogrammfraktion 34 (Tabelle 6) liessen sich durch

Umbkrystallisieren aus Methanol 5 mg einer Verbindung isolieren, deren Schmelzpunkt
nach dreimaligem Umlésen konstant bei 219—221° lag. Die Substanz krystallisierte in

Ly R. H. Pickard und J. Yates, Soc. 93, 1678 (1908).
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feinen, farblosen Nadeln. Mit Antimontrichlorid in Chloroform gab sie eine rote, mit
Trichloressigsdure in Chloroform eine blaune Farbung. Gegen Tetranitromethan war sie
gesittigt. Zur Analyse wurde 48 Stunden im Hochvakuum bei 90° getrocknet.
1,546 mg Subst. gaben 4,446 mg CO, und 1,538 mg H,0
CooH3,0, (7) Ber. C 78,38 H 11,189
Gef. ,, 78,48 ,, 11,13%
[a]p = —66° (4-3°) (c = 0,379 in Chloroform)

Aufarbeitung der Fraktion III1,.

78-0Oxy-cholesterin. Durch Behandlung des 1. Anteils der
Fraktion III, mit Essigester gelang es, eine in Drusen krystallisierende
Substanz von der dunkel gefirbten 6ligen Mutterlauge abzutrennen.
Aus dem Krystallisat liess sich eine in Methanol schwer 16sliche
Fraktion abtrennen, die durch Umkrystallisieren aus Methanol oder
Aceton in langen seidig glinzenden Nadeln vom Smp. 188—188,5°
erhalten wurde. Die Substanz ist gegen Tetranitromethan gesittigt.
Mit Antimontrichlorid in Chloroform gibt sie eine intensive Blau-
farbung.
Zur Analyse wurde 48 Stunden im Hochvakuum bei 80° getrocknet.
3,890 mg Subst. gaben 11,522 mg CO, und 4,043 mg H,0
CprHyO,  Ber. C 80,54 H 11,529%
Gef. ,, 80,83 ,, 11,63%
[e]lp = ~93° (429 (c = 0,904 in Chloroform)

Bei der vorliegenden Substanz handelt es sich um 7 8-Oxy-chole-
sterin, von dem insgesamt 70 mg isoliert wurden.

Dibenzoat. 20 mg 7 3-Oxy-cholesterin, gelost in wenig Pyridin, wurden mit finf
Tropfen Benzoylchlorid versetzt und das -Reaktionsgemisch wihrend 24 Stunden bei
Zimmertemperatur stehen gelassen. Das iiberschiissige Benzoylchlorid und das Pyridin
wurden im Vakuum entfernt und der élige Riickstand an Aluminiumoxyd der Aktivitat IT
chromatographiert. Mit einer Mischung von Petrolather-Benzol (31 : 1) wurde ein farbloses
Ol eluiert, das unter Petrolither aufbewahrt, beim Stehen im Kiihlschrank in farblosen
Nadeln krystallisierte.

Nach viermaligem Umkrystallisieren aus Methanol zeigte das Priparat einen kon-
stanten Schmelzpunkt von 151,5—152,5°% Zur Analyse wurde die Substanz im Hoch-
vakuum bei 800 getrocknet.

3,850 mg Subst. gaben 11,412 mg CO, und 3,164 mg H,0
CyH;,0, Ber. C 80,61 H 8,919,
Gef. ,, 80,89 ,, 9,20%

Aus dem 2. Anteil der Fraktion ITI,, aus dem durch Krystallisation keine einheit-
lichen krystallinen Produkte erhalten werden konnten, wurde die Hauptmenge der 5ligen
Mutterlauge durch mehrmaliges Waschen der festen Anteile mit Essigester entfernt. Die
festen Anteile im Gesamtgewichte von 2,09 g wurden einer erneuten chromatographischen
Trennung an 60 g Aluminiumoxyd der Aktivitit III—IV unterworfen (Tabelle 7).

Batylalkohol. Aus den Benzolfraktionen 3-—8 (Tabelle 7)
liessen sich durch Umkrystallisieren aus Methylalkohol weitere 12 mg
7 -Oxy-cholesterin isolieren.

Aug den Mutterlaugen gelang es, durch fraktionierte Krystallisa-
tion Batylalkohol abzutrennen, der sich durch seine erheblich grossere
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Loslichkeit in Methanol und Hssigester vom 7 8-Oxy-cholesterin unter-
scheidet.

Tabelle 7.
Frak- | Losungsmittel, 150 cm? | Gewicht
tionen ] pro Fraktion ‘ g |
p— I — | - ]
e S
1—2 J Petrolather-Benzol 1:1 \ — —
3—8 | Benzol 1,24
9—10| Benzol-Ather 99:1 ) 0,026 teilweise krystallin
1n—12; . 49:1 | 0,013
13—14! Benzol-Ather 19:1 ( 0,014 gelbliches 01
15—19| Ather 0,12 gelbes 01
20—21| Methanol 0,16
22 | Extraktion der Sgule mit gelbes Harz
heissem Methanol 0,42

Nach sechsmaligem Umkrystallisieren aus Essigester wurde ein
Priparat erhalten, das keine Antimontrichlorid-Reaktion mehr zeigte.
Es wies einen konstanten Schmelzpunkt von 66,5—67,5° auf. Das
Priparat zeigte mit synthetischem, allerdings racemischem Batyl-
alkohol bei der Mischprobe keine Schmelzpunktserniedrigung. Aus
den Fraktionen 3—12 wurden insgesamt 285 mg Batylalkobol isoliert.

Zur Analyse wurde das Produkt bei 35—40¢ am Hochvakuum getrocknet.

3,496 mg Subst. gaben 9,428 mg CO, und 3,922 mg H,0
Cy,H,,0, Ber. C 73,20 H 12,87%
Gef. ,, 73,60 ,, 12,55%
[aly = +6,0° (£ 2% (e = 1,005 in Chloroform)

Bis-phenylurethan. 30 mg Batylalkohol wurden mit 10 Tropfen Phenylisocyanat
versetzt und wihrend 214 Stunden unter Feuchtigkeitsausschluss auf 80° erwirmt. Das
iiberschiissige Phenylisocyanat wurde auf dem Wasserbad im Vakuum entfernt und der
Riickstand aus Benzin (Sdp. 70—80°) umkrystallisiert. Nach viermaligem Umkrystalli-
sieren zeigte das Priaparat einen konstanten Schmelzpunkt von 97—98,5° und ergab mit
einem aus synthetischem racemischem Batylalkohol hergestellten Vergleichspraparat
keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. Zur Analyse wurde bei 60° am Hochvakuum ge-
trocknet.

3,599 mg Subst. gaben 9,508 mg CO, und 2,992 mg H,0
4,080 mg Subst. gaben 0,176 cm? N, (17° 727 mm)
C35H;,05N, Ber. C 72,13 H 9,3¢ N 4,81%
Gef. ,, 72,10 ,, 9,30 ,, 4,86%

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Herrn W. Manser
ausgefiihrt.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Zirich.



