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64. Uber die Lipoide der Wuchshefen (Torula utilis). 
I. Die Zusammensetzung der aeetonloslichen Lipoide 

yon R. Reiehert. 
(21. IIT. 45.) 

Von den zahlreichen Veroffentlichungen uber die Inhaltsstoffe 
von Wuchshefen (Torula utilis) befassen sich nur sehr wenige mit den 
Lipoiden. In den bisher vorliegenden Arbeiten von H .  Fink und 
3. Jz~s t l ) ,  1-on A. Bicke12), sowie von K .  Dirr untl 0. v. Soden3) werden 
nur sehr nllgemeine und voneinander stark abweichende Angaben 
uber den Gesomtgehnlt der Hefe an Lipoiden gemacht. WBhrend 
Fink und J w t  Werte zwischen 1,68 und 5,93 yo, Bickel 3 yo angeben, 
findet Diw 6,4y0. Ebenso bewegen sich die Angaben uber den Gehalt 
an Phospholipoiden zwischen 0,3 % (BCckeZ) untl 4,.5 % (Dim).  D i ~ r ' s  
Angaben xerden den tatsiichlichen Verhdtnissen am ehesten gerecht ; 
Pink und Bickel's Werte sind entschiedeu zu niedrig, da bei ihrem 
Estraktionsverfahren nur ein Bruchteil der Hefelipoide erfasst wird4). 

Einer eingehenden Untersuchung und Zerlegung in die einzelnen 
Bestandteile, wie sie von &I. 8. Newmar&, R. J .  Ande%'on und L. 3. 
SnZysbu~y5)  bei den Lipoiden der Rierhefe (Saccharomyces cerevisiae) 
durchgefnhrt wurden, sind die Wuchshefe-Lipoide bis heute noch 
nicht untermorfen worden. Eine Untersuchung erschien um so aus- 
sichtsreicher, als eine Prufung der Kennziffern der acetonloslichen 
Lipoide suf grossere Unterschiede in der Zusammensetzung der Bier- 
hefe-Lipoide und der Lipoide von Wuchshefen hinwies. 

Als Ausgangsmaterial dienten 8 verschiedene Proben von Torula 
utilis (zum Ausgleich von Schwankungen in der Zusammensetzung 
der Lipoide), welche - nach der Plasmolyse - mittels innenbeheizter 
Walzentrockner auf einen Trockengehalt von durchschnittlich 93,1% 
gebracht waren. 

Bur Gewinnung der Gesamtlipoide wurde die Hefe mit warmem 
Methanol und Ather eutrahiert, wobei man 6,40 yo Lipoide (bezogen 
auf Hefetrockensubstanz) erhielt. Durch Fdlung der Phospholipoide 
mit Aceton wurden die Gesamtlipoide in 59,9 yo acetonlosliche Lipoide 
(3,83 yo der Hefetrockensubstanz) und 37,7 yo Phosphatide (3,11 yo der 
Hefetrockensubstanz) zerlegt. ,,hcetonunlosliches F e t V )  wurde nicht 
vorgefunden. 

l) Bioch. Z. 300, 
a )  Bioch. Z. 310, 355 (1942). 
3, Bioch. Z. 312, 263 (1942). 
4) Vgl. R. Reacherf, Helv. 27, 961 (1944). 
5, J. Biol. Chem. 102, 219, 229 (1933); 112, 541 (1936). 
6) $1. S. Yewman und X. .T. Anderson, J. Biol. Chem. 102, 219 (1933). 

84 (1939); Wschr. Brauerei 57, 227 (1940). 
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Die a n a l y t i s c h e n  K o n s t a n t e n  der acetonloslichen Lipoide 
weichen zum Teil stark von den bei Newman und Anderson1) ange- 
gebenen Werten fur. das Bierhefefett ab. Besser stimmen sie mit den 
von R. Thufel und Mitarbeitern2) erhaltenen Zahlen uberein j letztere 
sind allerdings in den Gesamtlipoiden bestimmt worden (ohne vor- 
herige Abtrennung der Phospholipoide). Auffiillig hoch ist die Saure- 
zahl, die auf einen erheblichen Prozentsatx an freien Fettsauren hin- 
weist; dasselbe gilt von der Jodzahl, was auf einen hoheren Gehalt 
an ungesattigten Fettsauren schliessen lasst. An Unverseifbarem ent- 
halten die acetonloslichen Lipoide 12,3 yo. 

Der von Newnaan und Anderson angegehene Wert von 46,776 fur den Gehalt der 
Bierhefe-Lipoide an Unverseifharsm erscheint unverstsndlich hoch: Die bisher aus dem 
Unverseifbaren isolierten Substanzen (Sterine, Squalen, Kohlenwasserstoffe usw.) konnen 
nut- einen Teil disser 46,7 yL ausmachen; eingehende Untersuchungen uher die restlichen 
Xestandteiln stehen noch aus. 

Die iibrigen analytischen Kcnstanten weiehen nur wenig von 
denen cles Bierhefefettes sb.  

Die Verse i fung ,  die nmh der iiblichen Xethode mit slkoholi- 
seller Kalilauge durchgefiihrt wurde, lieferte neben T7,3 yo Fettsauren 
12,3 Yo Gnverseifbares und 5,s yo ivasserlosliche Bestsndteile. 

Die was s e r lo  s l ic  h e  F r a k t io n enthalt keine Kohlenhydrate ; 
sie besteht aus Glyce r in ,  welches in Form der Tribenzoyl-Verbin- 
clung rein erhalten werden konnte. 

Aus dem Unver se i fba ren  konnten E r g o s t e r i n  (33 % des Un- 
verseifbaren, 6,5 yo der acetonloslichen Lipoide), S q u a l e n  ( 2 3  bzw. 
3, l  Yo) und eine noch nieht beschriebene Verbindung der Formel 
C,,H,,O (10 bzw. 1,3 yo) isoliert werden. Da letztere keine Doppel- 
bindung enthalt, handelt es sich vermutlich um ein Derivat des Cyclo- 
hexans. Ausserdem sind im Unverseifbaren noch in geringer Menge 
andere Sterine, sowie gesattigte cyclische Kohlenwasserstoffe oder 
Oxykohlenwasserstoffe vorhsnden, die jedoch mangels Substanz nicht 
isoliert werden konnten. 

Die F e t  t s a u r e n  wurden nach dem ublichen Verfahren uber die 
Bleiseifen in ,,feste" und ,,fliissige" Fettsauren zerlegt. Die ,,festen" 
Fettsauren (13,4 yo der Gesamtfettsauren) enthieltes neben 91 yo ge- 
sattigten noch 9 %  ungesattigte Fettsauren; die g e s a t t i g t e n  f e s t e n  
F e t t s a u r e n  machen demnach 12,2 yo der Gesamtfettsauren aus. Die 
,,festen" Fettsauren wurden in die Methylester verwandelt und diese 
durch wiederholte Fraktionierung in binare Gemische aufgespalten . 
Bus zwei Fraktionen konnten P a l m i t i n s a u r e  und S t e a r i n s a u r e  
isoliert werden; ausserdem sind noch mindestens je eine Saure mit 
weniger 81s 16 und eine mit mehr als 18 Kohlenstoffatomen vorhanden, 

l) JI. S.  Newman und R. J .  Anderson, J. Biol. Chem. 102, 219 (1933). 
2 ,  Z. Unters. Lehensm. 72, 394 (1936). 
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jedoch in so geringer Konzentration, class sie nicht identifiziert wer- 
den konnten. Vermutlich handelt es sich um Laurinsaure (oder Myri- 
stinsaure) und Arachinsaurel). Die Zusammensetzung der festen gc- 
sattigten Sauren wurde aus den Verseifungsacluivalenten und dcn 
Jodzahlen der einzelnen Methylesterfraktionen berechnet. 

C,,-SBuren (und niedrigere) . . 
Palniitinsaure . . . . . . . . 
Stearinsaure . . . . . . . . 

Gesiittigtc feste Fettsduren . . 
C,,-Sauren (und hohere) . . . 

Tabelle 1. 
Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  f e s t e n  g e s a t t i g t e n  F e t t s a u r e n .  

I 
2,3 I 0,s 

64,6 ~ 7,9 
31,2 3,8 

1,9 072 I -  100.0 I 12,2 

Gesamt- festen 

- 

des 
sceton- 

loslichen 
Fet,fes 

0,2 
6,1 

0.2 
93-c 

~ _ _  

2,9 

Die fl i issigen (gesattigten und ungesattigten) F e t t s a u r e n  
machep S7,S yo der Gesamtfettsaiuren &us. Sie wurden in die Methyl- 
ester iiberfiihrt und diese durch Vakuumdestillation von geringen 
Verunreinigungen abgetrennt. Ein Teil der Methylester wurde hy- 
driert, der andere frsktioniert destilliert. Bei der Zerlegung der hy- 
drierten Sauren iiber die Bleiseifen zeigte es sich, dass neben C16- und 
GI,-Sauren noch fl i issige g e s a t t i g t e  S a u r e n  in geringer Menge 
vorhanden sind. Eine Bestimmung des Molekulargewichtes und einc 
Analyse des Silbersalzes scheint das Vorliegen einer Va le r i ansau re ,  
die auch in den Lipoiden der Bierhefe vorkommt2), zu begrunden. 
Eine Reindarstellung der Saure war jedoch infolge der geringen Menge 
erhaltener Substanz nich t moglich. Hohermolekulare flussige gesat- 
tigte Fettsauren, wie Tuberculostearinsaure oder Phthions%ure3), sind 
in den Lipoiden der Torulahefe jedenfalls nich t vorhanden. 

Die bei der Hydrierung erhaltenen festen reduzierten Sauren 
bestanden nur aus Palmitin- und Stearinsaure. Die Palmitinsaure ist 
aus P a l m i t o l s a u r e  entstanden, welche aus den Methylestern der 
fliissigen Sauren durch wiederholte Fraktionierung in reinem Zustand 
holier t werden konnte. 

Die u n g e s a t t i g t e n  C,,-Sauren murden nach dem ublichen 
Verfahren iiber die Bromderivate in L ino lensau re ,  L inolsaure  
und Olsaure  zerlegt. 

l) Vgl. das Vorkommen von Laurin- und Arachinsaure in der Bierhefe : A.  Neville, 
Biochem. J. 7, 341 (1913); J. S. MaeLeanund E. Jf. Thornas, Bioch’!m. J. 14, 488 (1920). 

z, 6. W e i e h i w z  und R. IllerlZnder, Bioch. 2. 239, 21 (1931). 
3, R. J .  dnderson  und E. Chargaff, J. Biol. Chem. 85, 77 (1929). 
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Bei der Aufarheitung der ungesattigten Sauren wurde allgemein das Verfahren 

der kalten Verseifung') mit Vorteil angewendet ; bei der Entbromierung der Brom-stearin- 
sauren z. B. kann man sich dann zwei Vakuumdestillationen ersparen. 

Die prozentuale Zusammensetzung der fliissigen Fettsauren, wie 
sie sich aus den esperimentellen Untersuchungen ergibt, ist aus Ta- 
belle 2 ersichtlieh. 

Bei der Berechnung der Zusammensetzung der Fettsauren wurden eventuell vor- 
liegende Ozysauren nicht beriicksichtigt. Die Acetylzahl des acetonloslichen Fettes lasst 
es nicht ausgeschlossen erscheinen, dass auch im Hefefett Oxysauren enthalten sind. Da 
sich jedoch bei der Aufarbeitung hierfiir an keiner Stelle ein Hinweis finden liess, ist 
anzunehmen, dass die Acetylzahl z. T. von den Sterinen herriihrt (Ergosterin hat eine 
theoretische Scetylzahl von 128), zum andern Teil von Mono- bzw. Diglyceriden. 

"/u der 
aceton- 04 der 

fliissiyen Gesamt- 

Tabelle 2. 
Z u s a  i n  ni e n R P t z 11 n g d e  r f 1 us s i ge n F e  t t s 5 u r e  n. 

1 Fettaluren 
I 

fettsauren 

Linolensaure . . . . . . . .  
Linolsaore . . . . . . . . .  
Olsaurc . . . . . . . . . . .  
UngesLttigte C,,-Sauren . . .  
Palmitolsaure . . . . . . . .  
Ungesattigte Fettsauren . . .  
Gesattigte fliissige Fettsauren 
Fl<issige Fettsiiuren . . . . .  

4 4  
49,7 
2t.5 
75,6 
7.6 

H3,2 

4,6 
87,s 

3,4 
38,4 
16,7 
.%,5 
5,9 

844 
3.5 

67,9 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
Allgemeine Grundvoraussetzung ist, dass man moglichst unter Ausschluss von 

Luftsauerstoff und Licht arbeitet. Samtliche Losungsmittel werden vor dem Gebrauch 
frisch destilliert und mit Kohlendioxyd oder Stickstoff gesattigt. Diese und weitere 
Schutzmassnahmen, die mit Riicksicht auf die leichte Zersetzlichkeit zahlreicher Bestand- 
teile getroffen wurden, sind selbstverstandlich und werden ini folgenden - zur Abkiir- 
zung der Abhandlung - nicht mehr besonders erwahnt. 

E x t r a k t i o n  d e r  Gesamtl ipoide.  
1200 g feinst gepulverte Trockenhefe (93,176 Trockengehalt) werden mit 3,6 Liter 

Methanol 20 Stunden bei 40° geschiittelt. Die Losung wird scharf abgesaugt, der Riick- 
stand nochmals 20 Stunden mit 3 Liter Methanol behandelt und erneut abgesaugt. 
Hierauf erfolgt eine Extraktion des Ruckstandes mit 3 Liter Ather. Die beiden Methanol- 
extrakte werden vereinigt, im Vakuum bei 40O auf 250 cm3 eingeengt, mit dem gleichen Vo- 
lumen gesattigter Kochsalzlosung versetzt, und die Suspension wird mit absolutem Ather 
erschopfend extrahiert. Die beiden Atherextrakte werden vereinigt, nach dem Trocknen 
iiber Natriumulfat filtriert und abgedampft. Aus 8 verschiedenen Hefeproben, insgesamt 
19,25 kg, wurden 1147 g Gesamtlipoide erhalten, das sind 6,400,; der Hefetrockensubstanz. 

l) A.  Rollett, Z. physiol. Ch. 62. 413 (1909). 
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Z e r l e g u n g  d e r  Ge sam t l i  poide. 

1000 g rohe Lipoide werden in 1,2 Liter warmem absolutem Ather gelost und nach 
dem Sbkiihlen niit 3,6 Liter absolutem Aceton versetzt, worauf sich die Phosphatide 
als ein braunes 01 abscheiden. Nach dreistiindigem Stehen auf Eis ist die iiberstehende 
Losung ganz klar und kann dekantiert werden. Die rohen Phospholipoide werden 50 oft 
aus Ather-Aceton umgefiillt, bis sie sich nicht mehr a19 01, sondern in Form von schwach 
gelblich gefarbten Flocken ausscheiden (ca. achtmal), dann noch drei weit,ere Male. Sie 
tviegen nach dem Trocknen iiber konz. Schwefelsaure 377 g und werden fur spatere Unter- 
suchungen in einem braunen Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd aufbewahrt. Die beim 
Umfallen anfallenden Mutt.erlaugen geben beim Einclanipfen 35 g eines braunen 6les 
yon der Jodzahl (Hami; )  109. Es wird mit dem acetonloslichen Fett vereinigt. 

Die bei der Fallung der Phosphatide erhaltene Losung der acetonloslichen Lipoide 
wird auf das halbe Volumen eingeengt und auf O0 abgekiihlt. dusser einer geringen Menge 
rohen Ergosterins wird kein ,,acetonunlosliches Fett"') ausgeschieden. Die Losung wird 
vollstandig zur Trockne gebracht, wobei 561 g acetonlosliche Lipoide in Form eines 
hellbraunen ales anfallen. 

Die K e n n z i f f e r n  d e r  ace tonlos l ichen  Lipoide.  
Die Kennziffern nerden nach den iiblichen Methoden?) bestimnit. Sie sind in der 

Tabelle 3 zusammengestellt ; Zuni Vergleich sind die von Seian iar i  und dnderso)il), sowie 
die von I( .  T i i iqe l3)  gefundenen Werte fur die Lipoide von Saccharomyces cerevisiae 
nngegehen. Sezcniaia und dmhmon's  Werte beziehen sich auf die acetonloslichen Lipoide, 
Tiitifel's Werte auf die Gesamtlipoide der Bierhefe. 

Tabelle 3. 
K e n n z i f f e r n  d e r  ace tonlos l ichcn  Lipoide.  

~ _____ ~ 
- 
Verseifunpszahl . . . . 
Saurezah! . . . . . . . 
Esterzahl . . . . . . . 
Jodzshl ( H a m t i )  . . . 
Reichert-Veissl-Zahl . . 
PoEenske-Zahl . . . . . 
Bcetylzxhl . . . . . . 
Fettsauren in yo . . . 
Unverseifbares in yo . . 

Torula utilis 

.. ___ -- 

1S0,7 
102,4 
78,3 

120.5 
6.1 

19,s 
77,3 
1"3 

0,5 

Saccharomyces cercvisiae 

109.6 
25.6 
81,O 
61,3 
2,3 
0,s 

20,2 
47,4 
46,7 

nach Tiiufel 

156.6 
108,4 
48,2 

130,4 
7,4 
3,4 

nicht bestimnit 
66,4 
19,6 

_______ - 

Verse i fung  d e r  ace tonlos l ichen  Lipoide.  
120 g acetonlosliche Lipoide werden in 720 cm3 Allrohol und 120 cm3 50-proz. 

wassriger Kalilauge geldst, 6 Stunden am Riickfluss zum Sieden erhitzt, im Vakuuni 
auf 300 cm3 eingeengt und mit 600 cm3 Wasser versetzt. Dann wird sechsmal mit je 
200 om3 Ather ausgeschiittelt, die vereinigten kherestralite zweimal mit je 100 cm3 
0,j-proz. NatronIauge und einmal mit 100 cm3 Wasser gewaschen. Die Waschwasser 
werden zur Seifenlosung hinzugefiigt. 

I) M. S. Spwman und R. .I. Anderson. J. Riol. Chem. 102, 219 (1933). 
z, Official and Tentative Methods of Analyses of the Association of Official Agri- 

cultural Chemists, IVnshington 1930; Lunge- Red, Cheniisch-technische Untersuchungs- 
methoden. 7. Aufl., Bd. 111, S. 558, Berlin 1923. 

3, Z. Unters. Lebensm. 72, 394 (1936). 
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Die das Unverseifbare enthaltende goldgelb gefarbt.e Atherlosung wird nach dem 

Trocknen iiher Natriumsulfat eingedampft ; nach dem Trocknen im Exsikkator erhalt 
man 14,s g (12,3%) einer fast farblosen, teilweise krystallinen Substanz. 

Zur Isolierung der Fettsauren wird die Seifenlosung mit Salzsaure angesauert und 
mit Ather erschopfend ausgezogen. Nach dreimaligem Waschen mit Wasser wird die 
Stherische Losung iiber Natriumsulfat getrocknet und abgedampft. Die Fettsauren bleiben 
in Form eines beweglichen hraunen 6les zuriick, welches nach dem Trocknen 92,7 g wiegt 
(77,3% der acetonlolichen Lipoide). 

Insgesamt wurden 420 g acetonlosliches Fett aufgearheitet und in 41.9 g Unver- 
seifhares und 319 g Fettsiiuren zerlegt. 

- 

Wasser los l iche  Bes tandte i le .  
Die (aus 120 g acetonloslichen Lipoiden erhaltene) wassrige Losung wird im Vakuum 

auf 100 cm3 eingeengt und nach Entfernung des ausgeschiedenen ICaliumchlorids voll- 
standig zur Trockne gebracht. Nach dreimaligem Abdampfen mit je 20 cm3 absolutem 
Alkohol wircl der Ruckstand dreimal mit je 20 cn13 absolutem Alkohol ausgekocht, aus 
den vereiiiigteii alkoholischen Ausziigen das Losungsmittel irn Vakuum entfernt und 
der Riickstand getrocknet. Er bildet ein braunes 61 vom Gewicht 6,9 g ( 5 3 %  der aceton- 
loslichen Lipoide), welches in der Hauptsache aus rohem Glycerin hesteht (Acrolein- 
geruch beim Erhitzen mit Kaliumhydrogensulfat). Kohlenhydrate sind nicht vorhanden, 
wie der negative Ausfall der X o l i s c h -  und Fehling-Probe zeigt. Das rohe Glycerin wird 
in1 Vakuum destilliert, wohei sich ein Teil zersetzt. Die hei 12 mm Hg zwischen 170 
und 180° iihergehende Fraktion bildet ein gelbes 81, welches 4,s g wiegt. 2 g davon werden 
in 16 g Pyridin gelost und 9 g Benzoylchlorid unter Kuhlung zugetropft. Das Tribenzoat 
scheidet sieh alsbald krystallin aus; es schmilzt nach dem Aufarbeitenl) und dreinialigem 
Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol scharf bei 75,5O (Mischprobe ehenso). 

3,602 nig Suhst. g:then 9,417 mg CO, und 1,584 mg H20 
C2,H,,0, Bcr. C 71,26 H 4.990/', 

Gef. ,, 71,30 ,, 4,W04, 

Zer legung d e s  Unverse i fharen .  
Die unverseifbaren Bestandteile bilden eine farblose, mit gelblichen Schmieren 

durchsetzte Krystallmasse von der Jodzahl 188. Der Ergosteringehalt wurde kolori- 
metrisch2) zu 53% bestimmt. 

20 g werden mit 100 cm3 eiskaltem Petrolather (Sdp. 30-50°) angerieben, wohei 
die Schmieren glatt in Losung gehen und farhlose Krystalle ungelost hleihen. Die ICry- 
stalle werden abzentrifugiert und zweimal mit je 30 cm3 kaltem Petroliither gewaschcn. 

Squalen .  
Die Petrolatherlosungen werden vereinigt und hinterlassen nach dem Ahdampfen 

9,6 g eines braungelben ales, welches init 10 cm3 Benzol aufgenommen und an Aluminium- 
oxyd adsorhiert wird (Schichtliinge 20 cm, Querschnitt 1,3 cm 0 ). Beim anschliessenden 
Eluieren mit dreimal je 10 cm3 Benzol wcrden die drei Eluate, deren intensive hellblaue 
Fluoreszenz im ultravioletten Licht bereits auf Squalen hinweist, gesondert aufgefangeii 
und nach dem Abdampfen auf dem Wasserhad untersucht: 

Eluat 1 1,s g Jodztlhl 319 keine Fallung niit Digitonin 
Eloat 2 2,9 g Jodzahl 275 geringe Fallung rnit Digitonin 
Eluat 3 1,7 g Jodzahl 229 Fallung rnit Digitonin. 

Aus Eluat I, das zum grossten Teil aus Squalen hesteht (theoret. Jodzahl des 
Squalens = 371) und keine Sterine mehr enthslt, wird Squalen als Hexahydrochlorid 
wie folgt isoliert: Man lost 1,OOg Eluat 1 in 25 om3 bei - 5O mit Chlorwasserstoff geeattigtem 

A. I.:inhorn und F.  Hollandt, A. 301, 1 C 1  (1598). 
2, A. Heidztschka uncl H.  Lindrter, Z. 1)hysiol. Ch. 181,20 (1929); F.  Bilgeru. Mitarb., 

Mikroch. 15, 119 (1934). 



490 - - 

absolutem Aceton und leitet 3 Stunden lang bei - 5 O  Chlorwasserstoffgas ein. Die Losung 
farbt sich alsbald griinstichig schwarz und es scheiden sich allmahlich farblose Kryytalle 
Bus, die nach 24-stundigem Stehen bei 00 abgesaugt werden: 0,67 g. Schmelzpunkt nach 
dreimaligem Umkrystallisieren aus absolutem Aceton 136O. Kschprobe ebenso. 

11,5214 mg Subst. gaben 15,i240 mg AgCl 
C,,,H,,Cl, Ber. C1 33,81 Gef. C1 33,750.; 

E r g o s t e r i n .  
Der in Petrol&ther unlosliche Anteil des Unverseifbaren (10,2 g) wird in heissem 

Alkohol gelost, worauf sich beim Abkiihlen das Ergosterin in Form der charakteristischen 
krystallinen Blattchen abscheidet. Schmelzpunkt nach mehnnaligem Umkrystallisierf n 
aus Alkohol und aus Ather 163" (Kschprobe ebenso). 

4,4971 mg Subst. gaben 13,9211 mg CO, und 4,5003 mg H,O 
C,,H,,O Ber. C 54,77 H 11,19qb 

Gef. ,, 84,42 ,, 11,20°/, 
Aus der JIutterlauge der ersten Ergosterinfallung erhalt man beim Einengen noch 

0,6 g rohes Ergosterin; beim volligen Abdampfen bleiben 1,0 g eines mit Krystallen 
durchsetzten Breies zuriick. Die Liebermann-Burchard-Reaktion weist auf K r y p t o s  t e r i n  
hin'). Wegen der geringen Menge der zur Verfiigung stehenden Substanz konnte indessen 
eine Isolierung nfcht in Angriff genommen werden. 

Verb  i n  d u n g  C1,H,40. 
Zur Zerstorung der Sterine und des Squalens wird die von Xewntan und Anderson2) 

modifizierte Liebermann- Burchard-Reaktion nach A. 1Viudaus und C .  ResatP) verwendet. 
8,4'g des Unverseifbaren werden in einem Scheidetrichter in 90 om3 Tetrachlor- 

kohlenstoff gelost, 17  cm3 Essigsaure-anhydrid hinzugefugt und dann 5 om3 konz. Schwefel- 
siiure unter Kiihlung zugetropft. Nach halbstiindigem Stehen wird das schwarzgrune 
Reaktionsgemisch mit 150 cm3 Eiswasser zerlegt, der braun gefarbte Tetrachlorkohlen- 
stoff abgelassen und die Reaktion noch einmal wiederholt, worauf die Tetrachlorkohlen- 
stoffschicht nur noch schwach gelb gefarbt ist. Sie wird mit verdiinnter Natronlauge 
und Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und abgedampft. Es  bleiben 
2,41 g eines gelben dles zuruck, welches gesattigt ist (J. Z. = 0) und keine Stcrine mehr 
enthalt. 

2,O g dieses Oles werden im Vakuum bei 3 mm Hg destilliert. 
Fraktion 1 Sdp. 135-150O 0,41 g 
Fraktion 2 Sdp. 150--160° 1,02 g 
Fraktion 3 Sdp. 160-210" 0,21 ;: 
Fraktion 4 Riiclrstand 0.26 g 

Fraktion 2 liefert bei erneuter Destillation 0,58 g eines bei 3 mm Hg zwischen 151 und 
154" ubergehenden farblosen dles, dessen Summenformel sich aus den Analysendaten 
zu CI2H,,O errechnet, das indessen nicht identifiziert werden konnte. Die Verbindung 
addiert kein Brom; es handelt sich offenbar um eine gesbttigte monocyclische Verbindung, 
vermutlich um ein Derivat des Cyclohexans. n2,0" = 1.4334. 
0,601 mg Subst. gaben mit 15,277 mg Cnmpher (Smp. 179,OO; KjLOOO = 40,45O) eine 

3,282 ms  Subst. gaben 9,364 mg CO, und 3,993 mg H,O 
C,,H2,,0 Ber. Mol.-Gew. 184,2 C 78,18 H 13,13:/, 

Gef. ,, 182,9 ,. 77,81 ., 13,61% 

H .  Wieland und W .  ill. Stanley, A. 489, 31 (1931); W. TV. Oppel  und A. A. Gri- 

Schmelzpunktserniedrigung von 8,7O. 

gorjewn, Biochimija 3, 175 (1938). 
2, J. Biol. Chem. 102, 219 (1933). 
,) B. 48, 851 (1915). 
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T r e n n u n g  d e r  , , fes ten"  v o n  d e n  f lussigen F e t t s a u r e n .  
Die Fettsauren bildzn ein dunkelbvaunss 61 von der Jodzahl 148. 40,O g werden 

in 75 cm3 Akohol gelost und mit 1,5-proz. Kalilauge neutralisiert. Die Losung wird in 
240 cnl3 siedende 20-proz. Bhi(I1)-acetat-Losung eingegospen, das Gemisch 5 Minuten 
ini Sieden gehalten und dann unter standigem Umschwenken abgekiihlt. Nach dem 
Abgiessen der klaren wasserigen Losung, Waschen des Xiederschlages mit warmem 
Wasser und Entfernen des anhaftenden Wassers durch Abtropfen und Abtupfen mit 
einem Filterpapierrollchen wird der Niederschlag niit 250 em3 absolutem Ather 5 Minuten 
geschiitteIt und eine halbe Stunde am Riickfluss gekocht. Die Suspension wird 20 Stunden 
lang auf Oa gehalten, der ausgeschiedene Nicderschlag abgeesaugt. mit abeolutem Ather 
gut ausgewaschen, in eincn Scheidetrichter ubcrfiihrt, dort in 100 cm3 Ather suspendicrt 
und mit 60 cm3 25-proz. Salzsaure zerlegt. Die atherische Liirung der ,,fcsten" Fettsauren 
wird dreimnl mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und ab- 
gedampft. Es bleiben 5,2 g ,,feste" Fettsaurcn zuriick (13,4"4 der Gcsamtfettsauren). 

Das Filtrat, welches die Bleisalze der fliissigen SBuren enthalt, wird in einem Scheide- 
trichter mit 250 em3 10-proz. Salzsaure geschuttelt,. Die ltherische Losung der fliissigen 
SIuren wird nach dem Waschen und Trocknen iiber Niltriumsulfat abgedampft, wobei 
man 33,7 g fliissige Fettsauren (86,604, der Fettsauren) erhalt. 

Insgesamt wurden 280 g rohe Fettsaiuren aufgearbeitet und in 35 g ,,feste" und 
238 g flussige Saurm zerlegt. 

M e t h y l i e r u n g  d c r  , , fes ten ' '  F e t t s a u r e n .  
sintert 

und bei 53-54O schmilzt. Jodzahl = 19. 0,4634 g Subst. verbraucht.en 17,55 cm3 0,l-n. 
KOH, entsprechend einern mittleren Molekulargewicht von 264. 

Aus der Jodzohl von 19 geht hervor, dass die ,,festen" Fettsauren noch ca. 100; 
ungesattigte Fettsauren enthalten. 

10,O g werden in 130 em3 absolutem Methanol geloat, 1 ?A! Stunden mit Salzsauregas 
behandelt, dann noch 4 Stunden am Riickfluss zum Sieden erhitzt. Nach dem Abdampfen 
des grossten Teiles Methanol wird mit vie1 Wasser verdiinnt und ausgeathert, die athe- 
rische Losung zweimal rnit 0,5-n. Natronlauge und einmal mit Wasser ausgeschiittelt, 
iiber Natriumsulfat getrocknet, der Ather abgedampft und der Ruckstand im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute 10,15 g. 

Die ,,festen" FettsLuren bilden eine farblosc Krystallmasse, welche ab 51 

F r a k t i o n i e r u n g  d e r  N e t h y l e s t e r .  
Die Nethylester der ,,festen" FettsLuren bilden eine farblose, weiche Iirystallmasse, 

die sich bei 30° vollstandig verfliissigt. Die Fraktionierung erfolgte im Vakuum von 
1 mm Hg. Die Resultate sind in Tabelle 4 zusammengestellt. 

Aus der Fraktion 22 erhalt man nach erneuter Rektifikation reinen Palmitinsaure- 
methylester: Sdp. mm 130-132O. Smp. 27-28O. n r  = 1,4262. 

Alkohol wird P a l m i t i n s a u r e  voni Smp. 62O erhalten. (Mischprobe ebenso.) 
Nach dem Verseifen mit 3-proz. alkoholischer Kalilauge und Umkrystallisieren aus 

0,4508 g Subst. verbrmchten 17,55 em3 0,l-n. KOH 
C16H320z Ber. Mo1.-Gew. 256 Gef. Mo1.-Gew. 257 

Aus der Fraktion 32 wird die Stearinsaure nach erneuter Rektifikation des Esters 
gewonnen. Der Ester geht bei 16&16Z0 iiber. Smp. 38-39O. n5,5" = 1,4301. Nach dem 
Verseifen und Umkrystallisieren aus YO-proz. Alkohol erhalt man reine S tear insaure .  
Smp. 7 l 0  (Mischprobe ebenso). 

0,3106 g Subst. verbrouchten 10,90 em3 0,l-n. KOH 
C,,H3,0, Ber. Mo1.-Gew. 284 Gef. AIo1.-Gew. 285 
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M e t h y l i e r u n g  d e r  f luss igen  F e t t s a u r e n .  
Die flussigen Fettsauren bilden ein dunkelbraunes, leicht bea-egliches 61 von der 

Jodzahl 145. 
50 g werden mit 600 om3 3-prOZ. methanolischer Salzsaure 4 Stunden am Ruckfluss 

gekocht, die Ester nach dem Abkuhlen, Abdampfen des Methanols und Verdunnen mit 
Wasser ausgeathert und durch Schutteln mit 0,5-n. Xatronlauge von Spuren nicht uni- 
gesetzter Siiuren befreit. Nach dem Abdarnpfen des dthers und Trocknen des Ruckstandes 
erhalt man 50,2 g Ester. Die gesamben Ester werden, ohne zu fraktionieren, ini Vakuum 
bei 1 mm Hg unter Kohlendioxyd uberdestilliert, wvobei man 48,s g eines hellgelben 6les 
erhalt : Jodzahl = 152. Der Ruckstand, eine schwarze Schmiere, die aus polymerisierten 
Fettsauren besteht, wiegt 1,08 g und ist nicht weiter untersucht worden. 

H y d r i e r u n g  d e r  E s t e r  d e r  fliissigen Fett.sauren: 
17,O g Ester werden in 200 cm3 96-proz. Alkohol gelost und mit Platin aus I50 nig 

PtO, hpdriert. Nach 4 Stunden ist die Hydrierung beendet. Wasserstoffverbrauch : 
2635 cm3 (IBO, 716 mm), das ist die BUS der Jodzahl berechnet.e theoretische Menge. 
Die hydrierten Ester wiegen nach dem Abdampfen des Losungsmittels 17,O g. Snip. 33 
his 35O, n:' = 1,4296. Jodzahl = 1. 

F e s  t e r e d u z i e r t  e F e  t t sauren .  
13,lS g hydrierte Ester werden mit allioholischer Iialilauge wie ublich verseift? 

wobei man 12,l g freie Sauren vom Smp. 63-65O erhalt. 8,88 g dieses Sauregemisches 
werden dann, wie oben beschrieben, nach dem Bleiseifenverfahren in 7,98 g feste redu- 
zierte Skuren und 0,44 g fliissige gesattigte Fettsauren zerlegt. 

Zunachst wird das mittlere Molekulargewicht der festen rcduzierten Fettsauren 
bestimmt: 

0,4491 g Subst. verbrmchten 15,95 cm3 0,l-n. KOH 
Gef. Mol.-Gew. 251,5 

Wie die nachfolgende Vakuumdestillation zeigt, bestehen die festen reduzierten 
SLuren lediglich aus Palmitin- und Stearinsiiure ; aus dern mittleren Bfolekulargenicht 
lasst sich dann die prozentuale Zusanimensetzung der Sauren zu 9,1% Palmitinsaure 
und 90,9% Stearinsaure berechnen. Beide Sauren konnen in Substanz isoliert werden: 
Nach mehrfacher sorgfaltiger Fraktionierung im Vakuuni von 1 mm erhalt man aus 
6,52 g Sauregemisch 0,35 g P a l m i t i n s a u r e .  Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren atis 
Alkohol 62O (Mischprobe ebenso). 

0,3003 g Subst. verbrauchten 11,72 cn13 0,l-n. KOH 
C,,H,,O, Ber. Mol.-Gew. 256 Gef. 3Iol.-Gew. 256 

Aus den hoher siedenden Fraktionen erhalt nian nach mehrmaligem Fraktionieren 
und Umkrystallisieren aus 90-proz. Alkohol S tear insanre .  Smp. 70-71O (Mischprobe 
cbenso). 

0,5081 g Subst. verbrauchten 17.95 cn13 0,l-n. KOH 
C,,H,,O, Ber. Mo1.-Gew. 484 Gef. 3Iol.-Gew. 283 

Andere feste reduzierte Sauren sind nicht nachweisbar. 

F luss ige  g e s a t t i g t e  F e t t s a u r e n .  
Die gesattigten, flussigen Fettsauren (5,276 der gesamten flussigen Sauren) konnten 

mangels Substanz nicht weiter in ihre Bestandteile zerlegt werden. 
0,40 g werden einer Destillation mit Wasserdampf unterworfen; dabei konnen 0,35 g 

aua dem Destillat zuruckgewonnen werden. Die Bestimmung des Molekulargewichtes 
und die Analyse des hergestellten Silbersalzes machen das Vorliegen einer Valer ian  - 
s a u  r e wahrscheinlich. 

0,2907 g Subst. verbrauchten 27,45 cm3 0,I-n. IiOH 
31,25 mg Subst. gaben 21,58 mg AgCl 

C,HlOO, Ber. Mo1.-Gew. 102,l C,H,O,Bg Ber. Ag 51,63% 
Gef. ), 105,9 Gef. ,, 51,97% 
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F r a k t i o n i e r u n g  d e r  N e t h y l e s t e r  d e r  fliissigen F e t t s a u r e n .  
P a l m  i t 01s a u  r e. 

29,O g Xethylester der fliissigen SBuren werden einer mehrnialigen Fraktionierung 
im Vakuum von 1 mm Hg (CO,-Atmosphare) unterworfen. Hierbei erhalt man schliesslich 
1,s g einer Fraktion, die bei 12&122O ubergeht. n:' = 1,4513. Xach dem kalten Ver- 
seifen (wie unten beschrieben) und Umkrystallisieren aus Petrolather (Sbkuhlen auf 
- 20°) erhalt man reine Palmitolsaure. Smp. 32,5--33O. 

0,4241 g Subst. verbrauchten 16,80 cm3 0,l-n. KOH 
5,760 mg Subst. gaben 
0,2129 g Subst. verbrauchten 16,6 cm3 0,I-n. Sa,S,O, 

15,920 mg CO, und 6,179 mg H,O 

C,,H,,O, Ber. Mo1.-Gew. 254 C 75,52 H 11,8904 tJ. 7;. 99,s 
Gef. ,, 252 ,, 7.5,3S ,, l%OOO/l ,, 98.9 

K a l t e  Verseifung d e r  M e t h y l e s t e r  d e r  unges i i t t ig ten  C,,-Saurenl). 
Die uber 150, (1 mm Hg) siedenden Anteile der fliissigen &[ethylester werden ver- 

einigt und wie folgt verseift : 
25,O g werden mit 250 0111~ 5-proz. alkoholischer Xatronlauge iiber Nacht unter 

Stickstoff stehen gelassen. Die entstandene Gallerte wird mit 250 cm3 Wasser gelost 
und zureimal niit je 100 em3 Pctrolather (Sdp. 30-50°) ausgeschiittelt. Die Seifanlosung 
wird mit verdiinnter Schwefelsaure angesauert und dreimnl mit je 160 c1n3 Petrolather 
ausgeschuttelt. der Petrolather mit Wasser gewaschen, i i b x  Natriumsulfat getrocknet 
und nbgedampft. Nach dem Trocknen bleiben 22,79 g fliissige Sauren a19 hellgelbes 01 
zuruck. J. Z. = 157. 

0,5964 g Subst. verbmuchten 21,41 om3 0,l-n. KOH 
Gcf. Mo1.-Gew. 279 

Wie aus dem durchschnittlichen Molekulargewicht hervorgeht, liegen lediglich 
C,,-S&uren vor. 

Broni ie rung  d e r  u n g e s a t t i g t e n  C,,-Siiuren. 
22,O g ungesattigts C,,-Sauren werden in 180 cm3 absolutem Ather gelost, auf 

- loo  abgekiihlt und 8 cm3 Brom ini Verlaufe einer halben Stunde zugetropft. Nach 
dreistiindigem Stehen bei - loo wird der Niederschlag abgesaugt, mit kaltem Ather 
gewaschen und getrocknet: 3,43 g 9,10,12,13,15,16-Hexabrom-stearinsaure 
(entsprechend 1,26 g Linolensaure). Smp. 175--177O, nach dreimaligern Umkrystallisieren 
aus Benzol 180°. Die rohe Heltabrom-stearinsaure lost sich in heisseni Benzol ohne Ruck- 
stand; es liegen also keine Octobromderivate vor. 

0,8022 g Subst. verbrauchten 10,65 om3 0,l-n. KOH 
70.61 mg Subst. gaben 105,UO mg AgBr 

C,,H3,0&, Ber. Mo1.-Gew. $58 Br 63,28 
Gef. ,, 753 ,, 63,28 

Bus dem Filtrat der Hexabrom-stearinsaurefiillung wird der grosste Teil des Athers 
abgedampft, 100 cm3 Petroliither (Sdp. 30-50°) zugegeben und die Losung zwei Stunden 
lang auf - 21° abgekiihlt. Nach dem Filtrieren und Trocknen erhalt man 12,72 g 9 , 1 0 ,  
1 2 , 1 3  - T e t r a  b rom - s t e a r  i n s a u r e  (Smp. 107-108°), entsprechend 5,94 g Linolsaure. 
Aus der Mutterlauge konnen nach Einengen und Abkuhlen noch 0,21 g Tetrabrom- 
stearinsaure (entsprechend 0,09 g Linolsaure) gewonnen werden. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Petrolather-Athergemischen und aus Ather schmilzt das Praparat 
bei 114,. 

0,7229 g Subst. verbrsuchten 12,11 om3 0,l-n. KOH 
S5,90 mg Subst. gaben 106,90 mg rlgBr 

C,,H,,O,Br, Ber. Mo1.-Gew. 600 Br 53,2944 
Gef. ,, 598 ,, 52,96:/, 

Die Mutterlaugen der Tetrabrom-stearinsaurefallung miegen nach dem Abdampfen 
und Troeknen 27J7 g. Der Bromgehalt wird bestimmt : 74,61 mg Subst. gaben 82,72 mg 

l)  Vgl. -4. Rollett, Z. pbysiol. Ch. 62, 413 (1909). 
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AgBr, gef. 47,21y0 Br. Hieraus errechnet sich die Zusammensetzung des binaren Ge- 
misches zu 64,6y0 Tetrabrom-stearinsaure (17,55 g, entsprechend 8,18 g Linolsaure) und 
35,4% Dibrom-stearinsaure (9,62 g, entsprechend 6,14 g Olsaure). Die ungesattigten 
GI,-Sauren setzen sich nach diesen Ergebnissen aus 5,8% Linolensaure, 65,8% Linolsaure 
und 28,4% Olslure zusammen. 

Zur Reindarstellung der Dibrom-stearinsaure werden die Mutterlaugen der Tetra- 
bromidfallung in 70 cm3 Petrolather gelost und in Zentrifugengliischen portionsweise 
auf - 800 abgekiihlt. Das ausfallende Dibromid wird kurz abzentrifugiert, die uber- 
stehende Losung abgegossen, der Ruckstand 15mal mit frischem Petrolather aufgewirbelt 
und nach dem Abkiihlen auf - SOo wieder zentrifugiert. Schliesslich werden 4,0 g eines 
ales erhalten, das nach mehrfachem Unterkiihlen und langerern Stehen bei Oo zu einer 
zahen, mit Krystallen durchsetzten Masse erstarrt; nach 4 Wochen ist es ganzlich durch- 
krystallisiert. Die Analyse erweist die Identitat mit 9, lO- D i  bro  m - s t e a r  i n s a u r  e. 
~iy = 1,4951. 

0,6932 g Subst. verbrauchten l5,55 em3 0,l-n. KOH 
03,71 mg Subst. gaben W,77 mg AgBr 

CI8H,,O,Br2 Ber. Mo1.-Gew. 442 Br 36,15% 
Gef. ,, 445 ,, 36,68% 
L in  o lens  a u r  e. 

2,0 g Hexabrom-stearinsaure werden in 10 om3 heissem 96-proz. Alkohol suspendiert, 
2 Tropfen konz. Salzsaure zugegeben und 3,0 g Zinkstsub allmahlich eingetragen. Das 
Reaktionsgemisch wird 1 Stunden am Ruckfluss gekocht, von unverbrauchtem Zink 
abfiltriert und das Filtrat mit Salzsiiure angeskiert. Sach Zugabe von 15 em3 Wasser 
wird niit Petrolather ausgeschiittelt, der Petrolatherextrakt mit Wasser gewaschen und 
das Losungsmittel abgedampft. Der Ruckstand, 0,7 g, wird kalt verseift und aufgearbeitet, 
wie oben beschrieben. Nsch dem Destillieren im Hochvakuum erhalt man 0,58 g wasser- 
helle Linolsaure. Smp. - 15O, ny = 1,4797. 

0,4290 g Subst. verbrauchten 15,38 em3 0,l-n. KOH 
0,0961 g Subst. verbrauchten 20,22 cm3 0,l-n.  Na,S,O, ~. 

C,iH3,,0, Ber. Mo1.-Gew. 278 J. Z. 274 
Gef. ,, 279 ,, 267 

Linolsaure .  
10 g Tetrabrorn-stearinsBure werden allmiihlich in 90 em3 siedend heissen Alkohol, 

der 12 g Zinkstaub euthalt, eingetragen. Ab und zu werden einige Tropfen konz. wasse- 
riger Salz&ure zugegeben. Das Gemisch wird dann noch eine halbe Stunde am Riickfluss 
gekocht. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie bei der Linolenaiiure. Nach Destillation 
im Hochvakuum erhalt man 4,2 g farblose Linolsaure. Smp. - 8 bis - 7O. n r  = 1,4690. 

0,4961 g Subst. verbrauchten 17,71 em3 0,l-n. BOH 
0,1105 g: Subst;. verbranchten 15,78 em3 0,l-n. Na,S,O, . . _  

CliH3,0, Ber. MoLGew. 280 J. Z. 181 
Gef. ,, 280 ,, 181 

Olsaure.  
Bei der Entbromierung von 5,0 g Dibrom-stearinsawe, genau nach der bei der 

Tetrabrom-stearinsaure angegebenen PiIethode, erhalt man 2,s g &Lure, die nach zwei- 
maliger Destillation im Hochvakuum bei 13O schmilzt. n g O  = 1,4587. 

0,5007 g Subst. verbrauchten 17,69 cm3 0,l-n. KOH 
0,1880 g Subst. verbrauchten 1329 cm3 OJ-n. Ka,S,O3 

C,,H,,O, Rer. Mo1.-Gew. 282 J. Z.89,9 
Gef. ,, 283 ,, 89,7 

Herrn Prof. Dr. P. Tiarrer sei an dieser Stelle der Dank f i i r  die Bereitstellung der 
Hydriernpparatur im Chem. Institut der Universitat Ziirich ausgesprochen. 

Versuchslaborstorium der Cellulosefabrik 
Attisholz A.-G. vorm. Dr. B. Xieber. 




