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Aueh die veresterte 9,12-Linols~ure (9,12-~thyllinolat) zeigt 
den als , ,Wasserreaktion" bezeichneten Effekt. 

Das Reakt ionsprodukt  ist bisher gekennzeichnet als ein Ge- 
misch yon Ester  und freier Carbons~ure, mit  betr~chtlichem Ge- 
hal t  an t Iydroxylgruppen,  etwa 5% konjugierten Dienen und 
einer WasserlSsliehkeit, die maximal  5 bis 7 g/1 betr~gt. 

Mittels papierehromatographiseher Trennung, mit  Wasser als 
entwiekelndem Medium, 1/~8t sieh das l%eaktionsprodukt in drei 
Hauptf rakt ionen zerlegen, von denen zwei den weitaus fiber- 
wiegenden Anteil  ausmaehen. Die eine (Start) ha t  Lipideharak- 
ter, ist reich an C = C-Bindungen, zeigt keine vie. Hydroxylgruppen 
und ist als solehe wasserunl6slieh. Die zweite (R I = 0,74) lgl~t im 
Papier test  keine C=C-Bindungen,  jedoeh reiehlieh t Iydroxyl -  
gruppen erkennen, ist wasserl6s!ieh und wirkt  allem Ansehein 
naeh als L6sungsvermittler fiir die erstgenannte Komponente.  

E i n l e i t u n g  

Die bisherigen Unte r suehungen  dieser Arbei~sreihe 1,2 h a t t e n  ergeben,  
dab  sich nach  dem Emulg ie ren  yon  re ins ter  9,12-Linols~ure in re ins tem 
Wasse r  und  Ab t r ennen  der  emulg ier ten  01tr6pfchen in der  Wasserphase  
ein in echte  LSsung gegangener  Ante i l  nachweisen l~Bt. Dieser Ante i l  
bes t eh t  aus kon jug ie r t -unges~ t t ig ten  I someren  und - -  zum grSBten Tell  - -  
aus  mehrfach  hyd roxy l i e r t en  Cls-S~uren. 

Hins ich t l ich  des mutmaBl ichen  Reakt ionsab laufes  konn te  wahr-  
scheinl ich gemach t  werden,  dM~ die in der w~Brigen Phase  e inget re tene  

1 E.  Schauenstein und J .  H.  Biheller, Mh. Chem. 87, 158 (1956). 
2 E.  Schauenstein und J.  H.  Biheller, Mh. Chem. 88, 132 (1957). 
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t~eaktion an der Oberfli~che der emulgierten TrSpfchen im Sinne einer 
primi~ren Konjugmtion der ursprfinglichen isolierten C=C-Bindungen ein- 
setzt, in deren Gefolge es sodmrm sekund~r zur Anlmgerung yon OH an 
die gebildeten, besonders remk~ionsfi~higen konjugierten C=C-Bindungen 
kommt. 

Das Reaktionsprodukt wurde mls eine Art Komplexverbindung 
zwischen konjugiert-unges~ttigten und hydroxylierten Fetts~uremolekeln 
mufgefml~t, wobei die letztgenmnnten ffir die erstgenmnnten gewissermmBen 
mls L5sungsvermittler dienen k5nnten. 

])er hier kurz skizzierte Effekt erschien uns deshalb von besonderem 
Interesse, weft die Bedingungen unter denen er eintritt, so einfache 
und milde sind, dms mit ihrer Realisierung much im lebenden Organismus 
mit hoher Wahrscheinlichkeit zu rechnen sein diirfte ~. Dmmit wiire ein 
fiberraschend einfaches Prinzip mufgezeigt, dessen sich der Organismus 
bedienen kSnnte, um unges~ttigte Lipoide roller Art in wasserlSs]iche 
Form zu bringen. 

Freilich ist hieffir Voraussetzung, dab die geschilderte Reaktion nicht 
nur mit freien Fetts~uren eintritt, die sich in vivo verh~ltnismi~Big selten 
und in geringen Mengen 4, ~, 6 finden, sondern much mit den sehr viel 
hi~ufiger und in grSl~eren Mengen auftretenden Estern. Dins Studium 
dieser wesentlichen Fringe ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

K e n n z e i c h n u n g  de r  v e r w e n d e t e n  A u s g a n g s s u b s t a n z  

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir den ~thylester  der 
9,12-Linols~ure. Das Pr~parat stammte yon der Fa. Th .  Schuchard t  

(Mfinchen). Es enthielt keine nachweisbaren mnorganischen Bestandtefle 
und, wie das Inffmrotspektrum (Abb. 4) zeigt, keine nachweisbmren 
Hydroxyverbindungen. Dieses kommt much in den Testen mit KJO4 
und Fe(CNS)3, die beide negmtiv musfielen, klmr zum Ausdruck. Die 
UV-spektrographische Untersuchung der Substmnz (Abb. 2, Kurve 1) 
liel~ das Vorhmndensein yon 0,16% konjugierten Trienen und 1,67% kon- 
jugierten Dienen erkennen, entsprechend der Stufe zwischen 35.600 und 
37.000~' und dem schmrfen Maximum bei 43.300~'. 

V e r s u c h s m e t h o d i k  

Es wurden nun entsprechende Mengen des Esters mit einem vieffachen 
Uberschul~ reinsten destillierten Wassers 7 Stdn. lang feinst dispergiert. 
Die wi~rige Phase konnte hier jedoch nicht, wie bei der Linols~ure, bis 

E.  Schauenstein ,  Naturwiss. 43, 372 (1956). 
4 V. P .  Dole, J. clin. Invest. 35, 150 (1956). 
5 R.  Gordon, A .  Cherkes und H. Gates, ibid. 36, 810 (1957). 
6 R.  Gordon und A .  Cherkes, ibid. 35, 206 (1956). 
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zur Abwesenheit aueh mikroskopiseher TrSpfchen geklgrt werden. Um 
nun doch eine vSllig Mare w~firige LSsung tier wasserISslichen geaktions-  
produkte zu erhalten, wurde die triibe w/~grige Phase lediglich yon dem 
an der Oberfl~che schwimmenden 01 abgetrennt und im Vak. unter 
Stickstoff bei 50 ~ Badtemperatur  zur Trockne gebracht. Der gelb gef~rbte 
Trockenrfickstand, der yon honigartiger Konsistenz war, wurde nun un- 
gef/ihr 8 Stdn. bei 37 ~ mit  Wasser digeriert, so dab die wasserlSslichen 
Bestandteile in LSsung gehen konnten, sich jedoch keine neuerliehe 
Emulsion bildete. Der restliche, wasserunlSsliehe Anteil ]ieB sieh nach 
raschem Zentrifugieren aus der nun vSllig klaren LSsung entfernen, an 
der nun alle weiteren Untersuchungen ausgeffihrt wurden. Das in der 
vorangegangenen Arbeit 2 ftir die Linolsi~ure angegebene Arbeitsschema 
wurde demnach folgendermaBen abge~ndert: 

9,12 -Linolsi~ure~thylester (I) 
I wasserbehandelt 

I I 
abgetrenntes O1 (II  b) triibe w/il3rige 

Phase ( I I  a) 
I 

eh~dunsten 
I 

(III)  Troekenriiekstand 
digerieren mit 

Wasser 

, I 
wasserunl6sliehes •1 (IV b) klare w~grige L6sung 

(vermutlich I I  b) (IV a) 
I 

eindunsten 
I 

(V) Trockenriiekstand 
I 

chromatograph. Auftrennung 
/ 1 \  

a) b) e) 

(V a): Rf-Wert: 0, enth~lt C=C, wasserunl6slich. 
(Vb): Rr 0,72--0,74, wasserl6slieh, enthS.it OH. 
(Vc): Frontsubstanz, enthglt reiehlieh OH, noeh nieht n~her untersueht. 

U n t e r s u c h u n g e n  a m  w a s s e r l 6 s l i c h e n  R e a k t i o n s p r o d u k t  

a) Bestimmung des Troclcenriiclcstandes V yon I V a :  Die bei zahl- 
reiehen Rtihrans/~tzen erhaltenen LSsungen I V a  erwiesen sich in allen 
F/~llen als echte LSsungen eines bei der Wasserreaktion gebildeten Re- 
aktionsproduktes. I m  einzelnen wurden folgende Trockenriickst~nde 
ermittelt  : 
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Abb. 1 stellt die Beziehung 
zwisehen proz. Ausbeute  yon  
V, bezogen auf  die eingesetzte 
Menge Linolss I 
und  angewendetem 01-Was- 1 : 100 
ser-Verhi~ltnis dar. Die Kurve  1 : 400 
zeigt, dab die erzielten Aus- 1 : 400 

1 : 800 
beuten in eindeu~iger Weise 1 : S00 
vom gew/ihl~en Verh~ltnis t31 : 1 : 1600 
Wasser  bes t immt werden: Sie 1 : 1600 
nehmenbiszueinemVerh/~ltnJs 1 : 2400 
yon  1 : 2400 praktisch linear 1 : 2400 

1 : 8000 
zu. Bei weiterer ErhShung der 

T a b e l l e  1 

Angesetz tes  Trockenrf icks tand 
Mischverh~tltnis in g % in bezug  

01 : Wasse r  aus  400 ml  I V  a a u f  I 

0,105 
0,050 
0,054 
0,050 
0,069 
0,050 
0,058 
0,050 
0,043 
0,013 

2~6, 
5,0 
5,4 

10,0 
13,7 
20,0 
22,9 
28,0 
26,0 
25,3 

Wassermenge ist keine wesentliche Xnderung mehr zu erwarten. 

Tab. 1 ffihrt eine weitere bemerkenswerte Tatsache vor Augen: Abge- 
sehen Yon den beiden extremen )/iischungsverh~ltnissen 1 : 100 und 1 : 8000, 
stellt sieh bei s/imtlichen dazwischenliegenden O1-Wasser-Mischungsverh~ilt- 
nissen stets eine praktiseh konstante Konzentration der w/~Brigen Phase 
am wasserl6sliehen Reaktionsprodukt ein. 

Dies zeigt offenkundig, dab 
die gebildeten geakt ionspro-  J0  
dukte  in der w/~Brigen Re- 
aktionsphase eine ganz be- 
st immte,  wohldefinierte L6s- ~ z0 
lieh_kei~ besitzen mfissen, un- 
abh~ngig yon  der jeweils ein- 
gesetzten 131menge. Hiedurch ~ / o  
muB es zwangsl/~ufig zu der 
beobachteten Steigerung des 
relat iven Umsatzes bei klei- 
nen 01mengen kommen.  Be- 
senders zu erw~hnen bleibt 
ferner die Tatsache, dab die beobachtete 

o 

I I I I i I I I 
/."/000 T'5000 

Yerhdllp/:~ 01." .,~,~sse/" 

Abb. 1 

, ,Umsatzkonzentrat ion, ,  
von rund  0,05g/400ml noch keineswegs der maximalen L6slichkeit des 
wasserlSslichen Reak~ionsproduktes entsprieht,  sondern nur  e~wa 1/40 bis 
1/50 davon  betr~gt. 

Soweit die bisherigen Versuche erkennen lassen, zeig~ somit auch die 
veresterte, mehrfach unges~ttigte Cls-Si~ure die Reakt ion mit  dem Wasser, 
wie sie zun~chst nur  bei der freien S~ure beobachtet  werden konnte.  Dami t  
kann  als erwiesen gelten, dab die Reakt ion  eindeutig auf  die Anwesen- 
heir der C=C-Doppe lb indungen  zurfickzuffihren ist, mit  der freien 
Carboxylgruppe jedoeh niehts zu tun  hat.  Dami t  ist der erste P u n k t  der 
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e ingangs aufgeworfenen Frages te] lung gekl~Lrt und  die MSglichkeit  auf-  
gezeigt,  dal3 die Reak t ion  auch in v ivo  i iberal l  do r t  au f t re ten  kann ,  wo 
unges~t t ig te  Fettsi~ureester  mi t  dem Wasse r  in Ber i ihrung komme n .  
Aueh  hinsicht l ich des Umsatzes  zeigen sich zwisehen freier und  ver-  
es te r te r  S~ure keine wesent l ichen Unterschiede,  wie die folgende Gegen- 
f iberstel lung zeigt :  

T a b e l l e  2 

Linolsiiure 
Linolsiiureester 

] 
Yerh~ltnis lZiihrzeit Ausbeute  ! ]~ingesetzte 

O1 : Wasser  Stdn. g Menge I 

1 : 200 
1 : 400 

4,5 
7 

0,031 
0,05 

2g  
l g  

...I 
7.O 

b) Ultraviolettabsorptionsspektren: Die UV-Spekt ren  der  ~us Linol-  
s~ure~thyles~er durch  die Wasse r reak t ion  gewonnenen P r o d u k t e  s ind 

den  UV-Spek t r en  der  analog aus Linol-  
s~ure gcwonnenen Subs tanzen  pr in-  
zipiell  sehr i~hnlich, zeigen abe t  doch 
einige Unterschiede.  

Auch hier weisen die Kurven einen 
durehaus klaren Aufbau und gut  aus- 
gebildete Maxima auf. Die folgenden 
Abbildungen 2 und 3 bringen die Absor p- 
tionssioektren der Pr~parate I, IIb und 
IV a, aus denen sich folgende Aussagen 

o ergeben : 
Pr(tparat I (Abb. 2, I~urve 1 ) : Wie bei 

der freien S~ure, ist auch bier eine f iber-  
lagerung mehrerer Absorptionskompo- 
nenten zu erkennen: Die Schulter im 
Gebiet yon 36.000 ~' geh5rt den drei- 
fach, das gut  ausgebildete Maximum bei 
4.3.000 v' den zweifach konjugiert-unge- 
siittigten Estermolekfilen an. Die daran 

is. 73c~-I~t anschliel]ende steile Grenzabsorption ent- 
sprieht dem ansteigenden Ast des Maxi- 
mums der isoliert-unges~ttigten Ester- 

molekfile. Die quantitative Auswertung der beiden erstgenannten Banden ergibt: 

0,16% konjugierter Triene 
1,67% konjugierter I)iene. 

Somit fallen die primer anwesenden konjugierten Isomeren neben den, 
zu rund 98% vorhandenen, zweifaeh isoliert-ungesii~tigten Mole]dilen men- 
genm/~l~ig nioht ins Gewieht. 

Pretparat I Ib  (Abb. 2, K u r v e 2 ) :  I m  Vergleich zum Ausgangspunkt  I 
zeigt das Spektrum qual i ta t iv  gleiche Zusammensetzung, jedoch erhebliche 
quant i ta t ive  Unterschiede:  Die Intensi t~ten der don Konjuenen zuzuordnen- 
den Banden haben, genau wie bei Verwendung der freien S~iure ~, ~, erheblich 
zugenommen. Dementsprechend sind aueh die Banden selbst, insbesonders 

. 

Y'r-. 
/ 

/ 
,]5 ~0 

Abb. 2 
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die Trienbande, viel seh/~rfer geworden. Die Answertung ergibt folgendo 
durehsehnittliehen Prozen~gehalte : 

1,6% konjugierter Triene 
8,7% konjugierter Diene. 

Der Vergleieh mit  den im Ausgangsmaterial festgestellten Konjuen- 
Gehalten ergibt, dab die dreifaeh-tmges~ttigten Systeme an der Isomeri- 
sation weitaus starker beteiligt sind als die Diene. Hier gibt sieh ein deut- 
lieher Untersehied gegenfiber der Linol- 
s/~ure zu erkennen, bet der die Isomeri- /egg' 
sation praktiseh nur  die zweifaeh unge- 
s~tttigten Systeme betraf, wghrend die 
Triene fast unver~ndert blieben ~, 2. AuBer 1,0 
den eben behandelten Konjuenbanden ~ ~  
finder sieh, wie bet I, der steile Ast im / kurzwelligen Gebiet, der den Isolenen 
zukommt. 

Pr&parat iVa (Abb. 3): Das Spek- f 
t rum dieses Pr~parates 1/~Bt einen sehr / 
deutliehen Untersehied zum entspreehen- o [ 

den Pr~parat der Linols~ure ~, 2 ( IIIb)  .e~ ~ o  
erkennen: W~hrend bet I I I b  der Linol- 

Abb. 3. 
s~ture keine Anwesenheit von isoliert- 
unges~ittigten Anteilen festzustellen war (kein Ansteigen der Kurve 
im kurzwelligen Gebiet), l~gt IVa  des Esters ein Vorhandensein isoliert- 
unges~ittigter Estermolekiile dureh einen leichten Anstieg der Kurve im 
kurzwelligen Bereiche erkennen. Auch die Anteile an konjugierten Dienen 
sind hier geringer als bet I I I b  der Linols/iure. Der Gehalt an Konjudienen 
erreehnet sieh im Mittel zu 5,0%, der an Konjutr ienen zu 1,1%. 

~5, )'/73t'~7-/ ~ t  

e) UR-Absorptions.spektren: Die Aufnahmen  wurden mi t  einem 
Perkin-Elmer-Doppelstrkhlger~t, Model] 21, ausgeffihrt. Die Subs tanzen  
wurden,  je n~ch Konsistenz,  entweder  in  kapfllarer Schicht zwischen 
zwei Steinsalzplat ten oder als Aufstrichpr/~parate ~ufgenommen. Vor 
jeder Messung wurden die Pr/ iparate im Vak. fiber P205 bis zur v61ligen 
En t f e rnung  des anhaf tenden  Wassers getroeknet.  

In  Abb. ~ ist das UR-Spektrum unseres Ausgangsproduktes, des Linol- 
s~ureiithylesters (I) wiedergegeben. Die folgende Tabelle 3 bringt eine Zu- 
ordnung tier wiehtigsten Banden. 

Das Spektrum ermSglicht folgende, f/it die sp~itere Diskussion der Ul% 
Spektren der Reaktionsprodukte wesentliche Aussagen: Die Carboxy]gruppe 
liegt vollstandig verestert vor und es sind keine Hydroxylverbindungen nach- 
weisbar. - -  Der unges/ittigte Charakter der Verbindung/~uBert sieh einerseits 
in der Schu]ter bet 3,30 ~ (3030 cm-1), die der CH-Valenzschwingung der 
Gruppierung ~ C = C H - -  zukommt (in Abb. 4 und 5 infolge der notwen- 
digen MaBstabverkleinerung kaum sichtbar), andererseits in den Banden 
zwisehen 10 und  10,6 ~, die den =CI-I-Waggingschwingungen zugeschrieben 
werden. Die C=C-Doppelbindung im Gebiet yon etwa 6,05--6,07 I~ t r i t t  
dagegen bet den langkettigen, ungesgttigten Fetts/iuren bzw. deren Estern 
erfahrungsgemiil] nur  sehr sehwach oder fiberhaupt nicht in Erscheinung. 
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Abb. 5 zeigt das UR-Spektrum yon Pr~parat IIb nach 7stdg. Riihren 
in Wasser. Die Bande bei 2,95 ix (3390 cm -I) deutet auf das Vorhandensein 
yon assoziierten I-Iydroxylgruppen hin, wobei es sieh sowohl um Hydro- 
peroxyde als auch andere Hydroxylverbindungen handeln kann; ge~indert 
hat sich auch das Aussehen der den = CH-Waggingschwingungen zugeschrie- 
benen Banden im Gebiet zwischen 10 und 10,6 ix. W~hrend beim unbehan- 
delten Linols~ure~thylester I (Abb. 4) die Bande bei 10,17 ix (983 cm-i), 
die cis-trans konjugierten Doppelbindungen zugeschrieben wird ~, intensiver 

3,30 ix (3030 cm -i) 
3,42 ix (2924 cm -i) 
3,50 ix (2857 cm-i)  
5,78 ix (1730 cm -i) 
6,83 ix (1464 cm -i) 
7,29 ix (1372 cm -i) 
8,05 ix (1242 cm -i)  
8,50 ix (1176 em -i) 

10,15 ix (985 cm -i) 
10,35 ~ (966 cm -i) 
10,53 ~ (949 cm -i) 
13,85 ix (722 cm -i) 

Tabelle 3 

CH-Valenzschwingung der Gruppierung --C=C-- 
antisymmetr. CH-Valenzschwingung d. CH2-Gruppe 
symmetr. CH-VMenzschwingung der CI-12-Gruppe 
C=O-Valenzsehwingung in Estern 
CH-Deformationsschwingung 
symmetr. Deformationssehwingung der CHa-Gruppe 
C-O-Valenzschwingung in Estern 

= C-H-Waggingschwingungen 

CH2-Rockingsehwingung (in Gruppierungen 
--(CH2)n--, n _~4) 

ist als die durch isolierte Doppelbindungen in trans-Stellung hervorgerufene 
bei 10,35 ~x (966 cm-i) ,  sind beim Ester I I b  die Intensit/~tsverhiiltnisse der 
beiden Banden umgekehrt. 

Abb. 6 bringt das UR-Spektrum des wasser16slichen Reaktionsproduk- 
tes V. Die Bande bei 2,9 ix l~gt erkennen, dab eine relativ starke I-Iydro- 
xylierung stattgefunden hat. Bemerkenswert ist auBerdem die Aufspaltung 
der C=O-Valenzschwingung, die erkennen l~l]t, dab V ein Gemisch yon 
Ester und  freier S~ture darstellt. Auch die Schulter im Gebiet yon etwa 
3,75 ix (om-VMenzschwingung der Carboxylgruppe) deutet auf das Vorhan- 
densein von Carboxylgruppen hin. Aus dem Intensit/itsverh~iltnis der beiden 
Teilbanden bei 5,80 und 5,86 ix l~igt sich schlieiten, dab Ester und freie S/inre 
zu etwa gleichen Anteilen vorhanden sein diirften. Die Bande bei 10,35 ix 
(966 cm -i) ist wohl isoliertcn trans-Doppelbindungen zuzuschreiben. Somit 
diirfte die Verschiebung der Anteile der verschiedenen stereoisomeren For- 
men, die sich bereits in Pr~parat I I b  zu erkennen gab (Abb. 5), im eigent- 
lichen Reaktionslorodukt V noch wesentlieh weitergegangen sein. 

d) Qual i ta t ive  Teste:  Test mi t  K J 0 4  und  St/irke bzw. mi t  Fe(CNS)3 
auf  vicinale Hydroxylgruppen .  

Der ers tgen~nnte  Test wurde  ursl0rfinglieh y o n  B u c h a n a n ,  Delclcer 

u n d  L o n g  s sowie Metzenberg  und  M i t c h e l l  9 ffir den Nachweis yon  Hydroxyl-  

7 N .  H .  E.  Ahlers,  R.  A .  Bret t  und N .  G. MeTaggar t ,  J.  alopl. Chem. 
3, 433 (1953). 

s j .  Buchanan ,  C. Dekker  und A .  Long, J.  Chem. Soc. [London] 1950, 3162. 
9 R.  Metzenberg und H. Mitchell ,  J. Amer. Chem. Soc. 76, 4187 (1954). 
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gruppen  in  Zuekern verwendet  und  sodalm yon  W i n s a u e r  1~ speziell zum 
papierchromat ischen Nachweis yon  vicinalen Hydroxy lg ruppen  in  Fe t t -  
si~uren weiteren~wickelt. E in  weiterer Papier tes t  konnte  in der Reak- 
*ion mit  Fer r i rhodanid  gefunden werden. 

SO00~O00 5"000 WOOQ 1800 18~0 T400 T200 7000 YO0 800 700 U~-7 

i i i i i i i 

i q 

i 

z $ ; 2 e ) } ~ 1o z z) 7~ z~ t~, 

Abb. 4~--6 

L~l~t man einen Tropfen des zu untersuehenden Pr~parates auf Filter- 
papier (Schleicher & Schi~ll 2043b) verdunsten und sprfiht naeh dem Troek- 
hen an der Luft und bei Zimmertemperatur eine w~igrige LSsung von Ferri- 
rhodanid norma]er Farbtiefe darfiber, so tritt eine Entf~irbung des Ferri- 
rhodanids immer dann ein, wenn die betreffende Probe auch mit KJO4 und 
St/irke posilbiv auf vie. Ott-Gruppen reagiert hatte. Daher ist der Schlug 
gerechtfer6igt, dal~ aueh die :Enff~irbung yon Ferrirhodanid dureh vie. Ott- 
Gruppen bewirkt wird. Weigere Versuche mit Priiparaten untersehiedliehen 
Hydroxylgehaltes ergaben, dag auch aus der St~rke des Entf/irbungseffektes 
ann~ihernde l~/ieksehltisse auf den Gehalt an vie. OH-Gruppen m6glieh sind. 

Die folgende Ubersieht orientiert fiber die mit  beiden Testen an den 
einzelnen Pri~paraten erhaltenen Befunde: 

lo K .  W i n s a u e r ,  Mikrochim. Aeta 1957, 480. 
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Tabelle 4. Prgparate 
Tes t  I I I b  

KJO4-Starke 
Fe (CNS)3 ! 

Legende : - -  negativ 
q: unsicher 
+ schwach } 

+ -t- mittel positiv 
+ + + stark 

V V I  b 

+ + +  + + +  

I)ie Ergebnisse stimmen mit den aus den Infrarotspektren gewonnenen 
quantitativen Aussagen ausgezeiehnet ~herein. Auf die mitgeteilten Teste 
wurde deshalb ~oesonderer Wert gelegt, well sie bei dem im folgenden be- 
schriebenen ersten Versuch einer papierchromatischen Auftrennung des 
Reaktionsproduktes V yon ausschlaggehender Bedeutung waren. 

e) Papierchromatographische A u/trennung des wasserlSsIichen Reaktions- 
produktes (V): Die bisherigen Untersuchungen hatten ergeben, da~ sich 
in Substanz V einerseits betrgchtliche Anteile zwei- und dreifach kon- 
jugiert-ungesgttigter und mehrfa ch isoliert-ungesgttigter Molekfile, anderer- 
seits reichlich hydroxylierte !~olekfile vorfinden, wobei eine vic. Stellung 
der 0tI-Gruppen anzunehmen war. Au~erdem hatte sich gezeigt, dab 
das eigentliche l%eaktionspredukt nach dem Trocknen bis zur Gewichts- 
konstanz in Wasser bzw. Alkohol nur mehr beschrgnkte L6slichkeit auf- 
weist. 

Alle diese Befunde weisen, wie bei der frfiher untersuchten Linol- 
sgure angenommen wurde, darauf hin, daf~ wir es mit keinem einheit- 
lichen, sondern vielmehr mit einem komplex zusammengesetzten Reak- 
tionsprodukt zu tun haben werden. 

Es war daher das Ziel unserer weiteren Arbeiten, Substanz V in ihre 
Komponenten zu zerlegen, diese mSgliehst rein zu gewinnen und schlielL 
lich zu identifizieren. 

Da die pal-tielle LSslichkeit zu keiner scharfen Trennung ffihrte und 

andererseits die fiir die freien Fettsguren ausgearbeitete, chromatogra- 

phische Methode nach Kau/mann  und Nitsch 11 in unserem Fall nicht 
anwendbar war, mui~te nach einem neuen Weg gesucht werden. 

Dieser wurde durch die Verwendung yon reinem Wasser als Ent- 
wicklungsmedium in befriedigender Weise gefunden. Im einzelnen wurde 
folgendermai~en vorgegangen : 

A r b e i t s v o r s c h r i f t  : 
Man tr~gt das zu untersuchende Estergemisch mit I-Iilfe eines Pinsels 

2 ern yore unteren iRand eines Papierstreifens (Schleicher & Schi~ll 2043b) 

11 H. P. Kau/mann und W. Nitsch, Fette, Seifen, Anstrichmittel 56, 
154 (1954); 57, 473 (1955). 
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auf. Der Startfleek soll einen I)urchmesser von 5 mm nieht iibersehrei~en. 
Nun wird der Streifen in einen Chromatographiezylinder eingeh~ngt, so dab 
der untere Papierrand etwa 3 rnm in destilliertes Wasser eintaueht. Die nun 
aufsteigende Wasserfront wird beim Startfleek in ihrer Wanderung ]eicht 
gehemmt und erleidet eine geringe Einbuchtung.  Die optimale Steigh6he 
liegt bei etwa 15--20 cm; sie wird nach ungefiihr 1 Stde. Laufzeit  erreicht. 

Es ist verst~ndlich, dal3 sieh die einzelnen Komponenten nach ihrer 
Affmit~it zu Wasser auftrermen. Am Star t  bleiben die ext rem lipoidl6slichen 
Komponenten zuriick, w~ihrend sich die wasserl6slicheren, entsprechend 
ihren L6slichkeiten, in Fleeken mi t  definierten R:-Werten anordnen. Leicht 
wasserlSsliehe Substanzen finden sich daher in der Front .  Will  man  sie rein 
erhalten, so empfiehlt es sieh, das reine Papier  zwei- bis dreimal vor dem 
Auftragen der Substanzen mit  Wasser his zu einer t I6he yon 25 cm zu chro- 
rnatographieren, um eventuelle Papierverunreinigungen aus dem Arbeits- 
bereich zu spiilen. 

Zus~tze wie Pyridin,  Eisessig oder Alkohol zum Wasser verringern den 
Trermeffekt. 

]:)as Chr0ma$ogramm laBt e indeut ig  erkennen,  dal3 das  I%eaktions- 
p r o d u k t  V komplex  zusammengese tz t  ist  und  im wesent l ichen aus zwei 
I I a u p t k o m p o n e n t e n  a (Rf ~ 0) und  b (R: = 0,75) besteht .  

An  den erha l tenen Chroma tog rammen  wurden  nun fo]gende weiteren 
Tes tversuehe  durchgef i ihr t  : 

Ozonisierung und nachfolgende F~rbung mit Schiffschem l~eagens 

auf C ~ C- Doppelbindungen IK 

F~irbung mit Ceresschwarz auf Lipidcharakter. 

Eisen(I~I)-l~hodanidtest bzw. Test mit KJOa-St~rke auf vic. OH- 

Gruppen. 

Die einzelnen l~omponenten a und b zeigten fo]gende Reaktionen: 

a : Ozonidtest ,~- b : Ozonidtest -- 

Ceresf/irbung -F- Ceresfi~rbung- 

OH-Test -- OH-Test ~ ,~ 

Zusammenfassende Diskussion 

Es konn te  gezeigt  werden,  dab  n icht  nur  die freie Linolsiture,  sondern  
aueh  deren Xthy les t e r  die berei ts  beschriebene R e a k t i o n  im wgBrigen 
Medium gibt .  Die Unte r suchungen  liel3en einen bei Sgure und  Es t e r  
pr inzipiel l  gleiehen Reak t ionsab l au f  erkennen.  

Dieser ist  charak te r i s ie r t  durch  K o n j u g a t i o n  und  sekund~re H y d r o x y -  
l ierung der  Doppelb indungen .  W i r  le i ten daraus  den SchluB ab, dab  das  
ffir das  E i n t r e t e n  der  R e a k t i o n  maGgebliche chemische S t ruk tu rp r inz ip  
in  a l lerers ter  Linie  in  den  be iden  C=C- t~ indungen  zu sehen ist,  unab-  
hgngig davon,  ob es sich bei  dem betreffenden Fe t tmo lek t i l  u m  die  freie 
Carbonsi~ure oder  um den Es te r  hande l t .  

1~ Wir  sind Herrn  Dr. K. Winsauer, mediz.-chem. Inst .  der Universit~t 
Graz, der diese Versuche fiir uns ausfiihrte, sehr zu Dank verpflichtet. 
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Bei Verwendung yon freier S~ure ebenso wie yon Ss finden 
sich dementspreehend im wasserlSsliehen Reaktionsprodukt sowohl 
- -C=C-Bindungen wie auch reichlich C--OH-Gruppen. 

W~hrend es aber bei den Untersuchungen fiber das Reaktionsprodukt) 
der freien Si~ure 1, 2 nich~ mSglich war, eindeutig nachzuweisen, dab tat- 
s/~eh]ieh eine Mischung zweier getrennter Bestandteile (eines ungess 
und eines hydroxylierten) vorlag, ge]ang dieser Nachweis mitte]s der in 
dieser Arbeit beschriebenen papierchromatographisehen Trennung aus 
Wasser. 

])as wasserlSsliche l~eaktionsprodukt besteht demnach aus zwei 
Hauptbestandteilen. ])er eine (a) zeigt noeh eindeutig die Eigensehaften 
eines hoch-unges~ttigten Fettes, die aueh im R/-Wert auf dem Papier 
(praktiseh 0) und in einer deutlichen Peroxydierbarkeit zum Ausdruck 
kommen. Vom unges~ttigten Ausgangslorodukt I, dem 9,12-Linols~ure- 
~thylester, unterscheidet es sich, soweit wit bisher aussagen kSnnen, dutch 
eine betr~chtliehe Zunahme an zweifachkonjugiert-unges~ttigten Isomeren 
(vg]. UV-Spektren, Abb. 2 u. 3). Komponente a ist ffir sich prak~iseh 
wasserunlSslieh, gut lSslieh hingegen in den fiblichen organisehen Fett-  
15sungsmitteln. 

])ie zweite Komponente, b, enth~lt dagegen nur mehr geringe Spuren 
yon Doppelbindungen, daffir aber Hydroxylgruppen, yon denen zumindest 
ein Tefl in vlc. Stellung vorliegt. Dementsprechend betragt der R/-Wert 
auf dem Papier 0,75 und fehlt die Peroxydierbarkeit. Komponente b ist 
wasserlSslich, dagegen in organischen Solventien schwer ]6slich. 

])er seheinbare Widerspruch, dag n~tmlich die wasserunl6sliche Kom- 
ponente a doeh aus dem wasserlSslichen Produkt (a ~- b) s~ammt, kann 
somit dahingehend aufgeklart werden, dab b als LSsungsvermittler fiir 
a dient bzw., dab a nut  im Komplex mit b wasser]Sslich wird. Mal~geblich 
f/Jr die komlolexe Bindung zwischen a und b diirfte die Anwesenheit leicht 
polarisierbarer Gruppen in beiden Komponenten sein: einerseits die an- 
gereicherten Konjuene in a, andererseits die Hydroxylgruppen in b; dar- 
fiber hinaus aber ist noeh eine, vielleieht sogar spezifische, sterisehe An- 
passung zwisehen a und b anzunehmen. 

Dies konnte dureh folgenden Modellversueh bewiesen werden: Bringt 
man n~mlieh reine 9,12-Linols~ure mit 9,12-])ihydroxystearins~ure in 
innige Berfihrung, so erhSlt man ein Gemisch, das keinerlei WasserlSs- 
liehkeit zeigt. 

])as Ultrarot-Absorptionsspektrum des Ester-I~eaktionsproduktes V 
lieferte - -  abgesehen von den Befunden hinsiehtlich t tydroxylierung 
und Esterspaltung --- die Erkenntnis, dab die Wasserreaktion zu einer 
Versehiebung der stereoisomeren Formen zugunsten der isolierten trans- 
C ~-C-Bindung ffihrt. 

Biologiseh erseheint dies insoferne yon ]nteresse, als aueh die menseh- 
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lichen Serumlipide UR-spektrometrisch einen bestimmten Gehalt an 
Hydroxyfet ten und gleichfal]s prak~isch nur die isolierten trans-C=C- 
Bindungen erkennen lassen 13. Es erseheint durchaus denkbar, dab auch 
in den Serumlipiden Komponenten vorhanden sind, die unserem wasser- 
]Sslichen Pr~parat V entspreehen und damit auch in vivo die besonderen 
Eigenschaften und Funktionen des wasserlSslichen Reaktionsproduktes 
repri~sentieren. Uber solche Eigenschaften wird zu gegebener Zeit be- 
richte~ werden. 

Aul3erdem sind derzeit Versuche im Gange, die Komponenten Va - -  c 
mittels S~ulenehromatographie und partieller Extraktion in grSGeren 
Mengen zu prs und sodann ehemiseh zu identifizieren. Dabei 
zeigte sich, dag die im lJR-Spektrum des Gesamtreaktionsproduktes 
V (a@b@e) festgestellte Ester-Siiuredoppelbande (Abb. 6) tatsaehlich 
zwei verschiedenen Komponenten zuzusprechen ist: Va repr~sentiert 
die Esterfraktion, Vb den hydroxylhaltigen Carbons/~ureanteil, der nut  
mehr durch Spuren yon Begleitstoffen verunreinigt sein diirfte. Vb ist 
leieht 15slich in Chloroform und bis zu 1,5 ~ in Wasser. 

Wir erlauben uns, an dieser Stelle der Nitritfabrik-A. G., Feldkirehen 
b. Miinchen, fiir die groBziigige Subventionierung unserer Arbeiten, und 
der Rockefeller Foundation, New York, fiir die Bereitsteilung wertvoller 
Mel]apparaturen unseren aufrichtigen Dank auszuspreehen. 

is E.  Schauenstei~ und H.  Bayzer, bisher unverSffentlichte Versuche. 


