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Uber die Elemisiure aus Manila-Elemiharz
(XI. Mitteilung)
Zur Isolierungsmethodik der Elemiharzsduren
Von

K. BALENOVIC und M. MLADENOVIC

Aus dem Chem. Institut der Universitit Zagreb. Vorstand Prof. Dr. G. Fruuaxt

(Eingegangen am 28. 2. 1940. Vorgelegt in der Sitzung vom 7. 3. 1940)

Um verschiedenen Schwierigkeiten bei der Isolierung der
Elemiharzsiuren auszuweichen, wurde die allgemein iibliche
TscHIRCHsehe Methodik von verschiedemen Autoren schon einige
Male etwas modifiziert !. MLADENOVIC® studierte besonders den
Einfluf des Losungsmittels und stellte dabei fest, daB sich
Tetrachlorkohlenstoff am besten eignet, da dessen Harzlosungen
am wenigsten zur Emulsionsbildung mit dem alkalischen Wasser
neigen. Diese Emulsionsbildung war eine der Ursachen, daB die
S#uren verunreinigt waren. Aber bei allen bisherigen Unter-
suchungen wurde der kolloidale Charakter der Salze der Elemi-
harzsiiuren nicht geniigend beriicksichtigt. Durch die. genauere
Kenntnis dieses kolloidalen Verhaltens der Salze der Elemiséiuren
konnten wir aber verschiedene Verbesserungen in der Isolierungs-
methodik der Elemiharzsduren erzielen.

Bei der iiblichen Isolierungsmethode konnten wir feststellen,
daB beim Mischen des klaren alkalischen Extraktes mit ebenso
klarem wiBrigen Extrakte ein halbfliissiger, brauner, harziger
Niederschlag entstand. Dieser 1dst sich in Wasser und anderen
polaren Losungsmitteln, ist aber in Petroléither und Chloroform
unléslich. Aus wifrigen Lisungen dieses Niederschlages konnen
aber mit Mineralsiuren sehr reine Harzsiuren gefillt werden.
Demnach besteht dieser harzige Niederschlag aus Alkalisalzen
der Harzs&uren.

Schon die Art und Weise, wie dieser harzige Niederschlag
entsteht, macht es wahrscheinlich, daB es sich um das Aussalzen
der Elemiharzsiuren mit Alkaliionen handelt. Dies konnte auch

t Lies und Scawarz, Mh. Chem. 45 (1924) 51; Rrzicrs, Helv. chim.
Acta 14 (1931) 811.
¢ Bull. Soc. Chim. Youg. 8 (1937) 175.
¥
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bestdtigt werden. Durch Hinzufiigen von reinem Wasser ent-
steht weder bei dem wiBrigen, noch bei dem alkalischen Extrakte
ein Niederschlag. Beide Extrakte geben aber den Niederschlag,
wenn man Alkalilauge hinzufiigt.

Um anndhernd die Konzentration der Alkaliionen zu er-
mitteln, die notwendig ist, um die Fédllung der Salze zu bewirken,
wurde eine wifrige Lisung der Natrinmsalze der Elemisdiuren
bereitet. Diese Lidsung, die praktisch keine freie Natronlauge
enthielt, auBer jener, die durch Hydrolyse des Salzes entstand,
wurde mit n/10NaOH bis zur eben auftretenden Triibung titriert.
Die Titration zeigte, daB schon eine 0729 Natronlauge die
Natriumsalze aus ihrer wiBrigen Losung ausfillt. Es ist dann
ganz klar, warum der 1% alkalische Extrakt aus dem wiBrigen
Extrakte die Salze ausfillt. Ebenso ist es verstindlich, warum
man aus der Harzlosung mit Wasser noch betrichtliche Mengen
der S#@uren isolieren kann. Da die Alkalisalze in Tetrachlor-
methan unldslich sind, schwimmen sie auf der Oberfliche der
Tetrachlormethanlésung und verhindern eventuell die weitere
Extraktion. Diese Salze losen sich dann erst in wiBrigen
Extrakten. Dies beweist auch die Tatsache, daB beim abwechselnden
Extrahieren mit Lauge und Wasser aus den wiBrigen Extrakten
immer grioBere Mengen der Harzséiuren gefdllt werden als aus
den alkalischen.

DaB bei diesem Aussalzen nicht Hydroxylionen wichtig
sind, beweist der Umstand, daB die Fillung auch mit Chlor-
natrium zn erzielen ist. Schwache Féllungen entstehen auch
durch blofles Erwirmen ohne Elektrolytzusatz. Beim FErkalten
verschwinden aber diese Fillungen.

Ahnlich den Alkalisalzen der Elemisiinren verhalten sich
auch die Natriumsalze der Oleanolsiure wund der rohen
Mastixsiure.

Bei allen Fillungen bleiben die Verunreinigungen in den
Mutterlaugen. Der Niederschlag enthilt reine und farblose
Elemisiuren. Es ist festgestellt worden, daB aus den Losungen
der Salze der Elemiharzsiuren, die 2—2%9% XNaCl enthalten,
etwa 90—909% der gesamten SHuren als ein farbloser Nieder-
schlag gefiillt werden. Salzsiiure fillt aus braunroten Mutter-
laugen etwa 59% eines braunen Niederschlages aus.

Die wifBrigen Losungen der Salze der Elemiharzsiuren
l6sen Substanzen auf, die sonst in Wasser unldslich sind. So
losen sie z. B. Amyrin, Cholesterin, Phenanthren, Fettsiuren usw.
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Die Elemisduren verhalten sich also &hnlich wie die Gallen-
sduren® und andere Verbindungen, die die Erscheinung der
Hydrotropie* zeigen. Bei den Harzsduren wird die Hydrotropie
bei der Abietinsiure erwihnt s,

Aus diesem Verhalten der Salze der Elemisiiuren ist es
ohne weiteres klar, warum MLADENOVIC® in den Mutterlaugen
nach der Isolierung der Harzsiuren - und 3-Amyrin fand.

Die kristallisierte Elemisfure wird gewthnlich durch Lisen
der amorphen Sdure in kochendem Alkchol und Auskristallisieren
ans der erkalteten Losung gewounnen. Dabei ist aber die Aus-
beute nur etwa 30—40% . MLADENOvVICT verwendet als Losungs-
mittel kaltes Aceton und erhilt etwa 709 der kristallinischen
Stnre. Mit demselben Erfolg haben wir mit kalter Essigséure
gearbeitet. Ein grofer Vorteil dieses Losungsmittels besteht
darin, daB man nur etwa 80 g KEssigsiure braucht, um 100 ¢
der amorphen SHure in kristallinische zu verwandeln. Vorteil-
haft ist auch, daB das Losungsmittel nicht so fliichtig ist wie
Aceton und daB man aus der Essigsiureldsung, aus der nichts
mehr kristallisiert, durch Chromsdureoxydation weitere Mengen
kristallinischer Sduren erhalten kann. Die Ausbeute an kristallini-
schen S#uren ist also tatsiichlich grofer wie bei MLADENOVIC.

Aus dem Sduregemisch 148t sich die y-Elemolsiure am
schwersten isolieren. Sie ist bisher nur von MLADENOVISS isoliert
worden. Sie scheint kein konstanter Bestandteil des Elemiharzes
zu sein. Die Isolierung der 2-Elemolséiure und der 3-Elemon-
siure ist schon leichter. Sie wurden von Ruzicka® durch lang-
wierige fraktionierte Kristallisation getrennt. MLADENOVIC scheidet
sie entweder durch leichtere Fraktionierung des oximierten Ge-
misches® oder am bequemsten durch Umkristallisation des Oxy-
dationsproduktes der rohen Elemisiure.

Es besteht bis jetst kein Verfabren zur Trennung der un-
verinderten Sauren, das rasch auszufiibren ist. Wir suchten
dies auf chromatographischem Wege zu erreichen. Es wurde mit
aktiviertem Aluminiumoxyd und aktiviertem Talecum gearbeitet.

® Orro, Ber. dtsch. chem. Ges. 27 (1894) 2131; Wizraxo und Soxck,
Z. physiol. Chem. 97 (1916) 1.

* Neusgee, Biochem. Z. 76 (1916) 107.

® H. Mavex, Analyse und Konstitationsermittlung org. Ver. IV. A (1922) 18.

¢ Bull. Soc. Chim. Youg. 3 (1932) 5.

T Bull. Soc. Chim. Youg. 8 (1937) 175.

® Mb. Chem. 58 (1931) 69, bzw. S.-B. Akad. Wiss. Wien (115} 140 (1931) 69.

° Helv. chim. Acta 15 (1932) 472.
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Es gelang uns die Trennung der z-Elemolsiure von der %-Elemon-
siure, denn 4-Elemonsiure wird stirker als die z-Elemolsiiure
adsorbiert. Bei Carotinoiden, einer Gruppe von Verbindungen
die chromatographisch am besten untersucht ist, wichst bekannt-
lich die Adsorption mit der Zahl der Doppelbindungen und der
Hydroxylgruppen; Alkohole werden besser wie Ketone adsorbiert.
Bei Triterpenen liegen noch keine systematischen Untersuchungen
vor. Die bisherigen Resultate sind aber im Einklang mit denen
bei Carotinoiden. Dies beweisen auch die Resultate bei den
Elemisauren.

Die 5-Elemonsiure hat nach MLADENOVIC und BERKES!® drei
Doppelbindungen, die z-Elemolsiure nur zwei. Die Trennung
wird also wahrscheinlich auf Grund der ungleichen Zahl der
Doppelbindungen bewirkt. Zur Trennung der Komponenten
erwies sich das fliissige Chromatogramm und die Fluorescenz im
ultraviolettem Licht am geeignetsten. Ganz reine x-Elemolsiiure
und B-Elemonsiure fluorescieren im ultraviolettem Licht aus dem
Spektralgebiet um 360 py. lichtblau. Die Stelle, wo die 3-Elemon-
siure am Talcum adsorbiert wird, ist hingegen gelbgriin. Diese
Fluorescenz kann von der &-Elemonsiure stammen; denn adsor-
bierte Substanzen flnorescieren oft anders, als wenn sie in fester
Form vorliegen. Diese Fluorescenz kann aber eventuell auch von
geringen Verunreinigungen stammen, die an dieser Stelle als
eine scharf begrenzte Schichte adsorbiert ist.

Die chromatographische Trennung wurde auch so versucht,
daB man die §-Elemonsiure als Ketosdure aus dem Siuregemisch
mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in das rot gefirbte Hydrazon
verwandelte. Die Trennung ging nur dann, wenn man dem
Sauregemisch so viel Reagens zugab, als 10% der $-Elemon-
siure im Siuregemisch entsprach. Wenn man grifere Mengen
Reagens zugibt, so ist das ganze Chromatogramm gefiirbt. Farb-
lose Zonen, in demen sich x-Elemolsiure befinden sollte, fehlen
entweder vollstiindig, oder sie sind in ganz geringer Breite vor-
handen. Die Versuche, die Trennung in praktisch verwertbarer
Form durchzufiihren, werden fortgesetzt.

Es soll noch erwihnt werden, daB von der reinen x-Elemon-
siture 1ihr 2, 4-Dinitrophenylhydrazon dargestellt und chromato-
graphisch gereinigt wurde. Die Substanz kristallisiert in gelben,

10 Mh. Chem, 72 (1939) 417, bzw. S.-B. Akad. Wiss. Wien (II?) 148
(1939) 115.
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plattenformigen Kristallen wund schmilzt unter Zersetzung
bei 208°.

Experimenteller Teil.

Isolierung und Reinigung der amorphen Elemiharz-
sduren.

Aus dem Harz wird zuerst durch Wasserdampfdestillation
das itherische Ol entfernt. Der zuriickgebliebene Harzkuchen
wird dann in Tetrachlorkohlenstoff gelost und diese Lésung
zuerst mit 1% Kalilauge und zum SchluB einige Male mit
Wasser extrahiert. Aus den alkalischen Extrakten werden
amorphe Sduren mit Salzsiure gefillt. Diese Siuren werden
dann durch Wiederauflésen in Lauge und Féllen mit Chlor-
natrium gereinigt. Die aus wiBrigen Extrakten isolierten Siuren
sind genau so rein wie die aus alkalischen Losungen ge-
wonnenen, die durch Fillung mit Chlornatrium gereinigt sind.

Je 50¢g der trockenen rohen Siure 15st man in 12 Liter
0'5% Natronlange. Nach 12 Stunden wird filtriert und mit einer
Losung, die in 50 cm® Wasser 59 NaOH und 20 g NaCl enthilt.
unter ofterem Umriithren geftillt. Nach 24 Stunden wird die
dunkelrotbraun gefirbte Mutterlauge vom Niederschlag durch
Dekantieren getrennt, der Niedersehlag nochmals in 5 I Wasser,
das 03 ¢ NaOH enthillt, geldst und mit Salzsdure gefdllt. Die
Ausbeute betrigt 90—95% . Auf diese Weise konnen auch sehr
verunreinigte Siuren gereinigt werden. In allen Fillen sind bei
der Fallung die ersten Fraktionen reiner als die folgenden.

Bei der Fallung der S#uren mit Chlornatrium, wie auch
bei der Auflosung der Niederschlige miissen Hydroxylionen zu-
gegen sein. Im entgegengesetzten Falle werden durch die Ein-
wirkung der Kohlensiiure Elemisiuren in Freiheit gesetzt und
diese verhindern dann die Reinigung nach dieser Methode.

Physikalisch-chemische Eigenschaften der K- und
Na-Salze der Elemisiiuren.

15 g der rohen S#ure werden in 100 cm?® 05 % Natronlauge
gelost, von Ungelostem abfiltriert und die Losung mit 100 cm3
Wasser verdiinnt. Diese Losung enthiilt keine freie Natronlauge
aufer jener, die durch Hydrolyse entstanden ist. Mit dieser
Losung wurden alle Experimente, die sich auf die pbysikalisch-
chemischen Eigenschaften der Elemisiuren beziehen, ausgefiihrt.
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Um die annihernde Konzentration der Na’' zu ermitteln,
bei der sich die Natrinmsalze auszuscheiden beginnen, wurde ein
ganz bestimmtes Volumen der oben erwihnten Lisung genommen
und dann mit verschiedenen genan gemessenen Mengen Wasser
verdiinnt. Solche Losungen wurden dann mit »/10 NaOH bis zur
heginnenden Tritbung titriert. Je verdiinnter die Lésungen waren,
um so mehr Lauge wurde verbraucht, um eine beginnende
Triibung zu verursachen. In allen Versuchen muBte die Kon-
zentration der Lauge in der Lésung 0°15—02% sein.

Dieselbe Lésung wurde auch fiir die Auflésung von Amyrin,
Cholesterin, Phenanthren, Elaidinsiure genommen. Alkoholische
Ljsung von Amyrin (und anderer Substanzen) gieBt man in die
wibrige Losung der Natriumsalze der Elemisiuren. Die Fliissig-
keit bleibt dabei klar und erst beim Zugeben von groferen
- Mengen der alkoholischen Lisung scheidet sich nach einiger Zeit
der Niederschlag (Amyrin). Noch deuntlicher wird die Auflgsung
von Amyrin sichtbar, wenn man eine Suspension von Amyrin
durch Verdiinnen der alkoholischen Liosung mit Wasser bereitet
und zu dieser Suspension die Auflosung der Natriumsalze
zugibt.

Auf analoge Weise wurde auch mit anderen oben ange-
fiihrten Substanzen gearbeitet.

Kristallisation der Rohsiure.

100 g der rohen, trockenen wund fein gepulverten Siure
werden mit etwa 80 cm3 Eisessig iibergossen. Die Masse wird
24 Stunden unter Gfterem Riihren stehen gelassen. Die aus-
kristallisierte Masse wird abfiltriert und einige Male mit ganz
wenig Essigsiure nachgewaschen. Der Schmelzpunkt der so ge-
wonnenen Siure liegt bei 215° und die Ausbeute betrigt
etwa 70%. Aus der Mutterlange kristallisiert nach lingerem
Stehen noch etwas Siure. Fiir die weitere Reinigung der Siure
wird das Produkt fein gepulvert und am Biichnertrichter noch
solange mit kleinen Mengen Essigsiure behandelt, bis das Filtrat
farblos ist.

Chromatographische Trennung der Siauren.
100 cm3 der 1% -Elemisaurelosung in Chloroform wird durch
eine Siule von aktiviertem Aluminiumoxyd 12(Sduledimension 2 X 20)

1 Die Aktivierung von ALO, und Talcam wurde mit Wasserleitungs-
wasser nach Angaben von Rusert und Jawsey, Helv. chim. Acta 18 (1935) 624
vorgenommen,
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durchgelassen. Die Filtrate nach Abdestillieren des Chloroforms
hinterlassen ein gelblich gefirbtes amorphes Produkt, das nach
Zugabe von einigen Tropfen Essigsfure kristallisiert. Unter dem
Mikroskop erscheinen die Kristalle ganz homogen und schmelzen
bei 2200 Es ist die reine «-Elemolsiure. Wenn man durch die
Sdule reines Chloroform durchldBt, kristallisiert auf analoge
Weise ein Gemisch von x-Elemolsiure und £-Elemonsfure und
zuletzt nur die B-Elemonsfiure in langen Nadeln und mit dem
Schmp. bei 217°.

Das Elemisduregemisch wurde auch auf aktiviertem Talcum
chromatographiert. Es wurde eine 2% Losung der Siuren in
Benzol verwendet. Die Talcumsfiule mu8 gleichm#fig und nicht
zu stark gestampft sein. Die Fluorescenz der adsorbierten Siuren
war so stark, daB es nicht notwendig war, die Sule aus dem
Rohr auszupressen.

Chromatographische Trennung der Siuren iiber
2,4-Dinitrophenylhydrazon.

5g der rohen Siure (Schmp. 215°) wird in 100 em3 Alkohol
geldst und zu dieser Lésung 0'2¢ 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in
20 cm®  Alkohol geldst dazugegeben. Diese Liosung wurde 3—4
Minuten am Wasserbade unter Riickfluf erw#rmt und nach
dieser Zeit in die siedende Ldsung 05 cm® konz. Salzsiure dazu-
gegeben und noch 2 Minuten erwidrmt. Die Losung wird dann
in viel Wasser gegossen, filtriert, bis zum farblosen Filtrat ge-
waschen und an der Luft getrocknet.

250 cm? einer 2 %igen Benzolldsung des Gemisches wird auf
aktiviertem Talcum chromatographiert (2'5x 30). Das Chromato-
gramm wird noch mit 100 ¢m$ Benzol gewaschen. Es besteht aus
zwei gelb gefirbten Schichten. Aus dem farblosen Filtrat (etwa
50 cm?®) wurde die z-Elemolséure isoliert.

2,4-Dinitrophenylhydrazon der x-Elemonsiure.

05 g «-Elemonsiure wurde in 100 cm® Alkohol gelbst und
2 Minuten mit einer Lisung von 03y 2, 4-Dinitrophenylhydrazin
in 40 em® Alkohol gekocht. Der Lésung wurde dann 05 cms
konz. Salzsdure zugefiigt und nochmals 2 Minuten erwirmt. Die
Lésung wurde in viel Wasser gegossen, der abgeschiedene
Niederschlag abfiltriert, gewaschen und an der Luft getrocknet.
Obne zu chromatographieren, war das Produkt nicht in kristallini-
scher Gestalt zu isolieren. Das Rohprodukt wurde deswegen in
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Benzin (Sdp. 70—90°) gelst und auf aktiviertem Aluminium-
oxyd (2x20e¢m) chromatographiert. Das Chromatogramm enthilt
zwel Zonen, von welchen die obere intensiv gelb, die untere
lichtgelb ist. Die letztere geht beim Eluieren mit Benzin in das
Filtrat, in welchem das unverfinderte Reagens nachgewiesen
wurde. Aus der oberen Zone wird mit Athylacetat das 2, 4-
Dinitrophenylhydrazon der z-Elemonsdure isoliert. Es kristallisiert
aus Athylacetat in gelben Tafeln und schmilzt bei 2080 unter
Zersetzung.

Fiir die Analysen wurde die Substanz im Vakuum iiber
Schwefelsiure getrocknet.
4’770 mg Sbst.: 11'95my CO,, 351 mg H,O.
3395 mg Sbst: 0°261 em® N, (741 mm, 23'5°).

C,Hy OsN, (634°1). Ber. C 6810, H 794, N 8°83.

Gef. . 68733, . 824, . 862.



