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Zur Bildung isomerer Trihydroxy-octadecens~iuren 
bei der enzymatisehen Oxydation von Linols~iure 

durch Gerstenmehl 
V o n  

Itermann Esterbauer und Erwin Schauenstein 

Institut fiir Biochemie, Universitgt Graz, r 

Mit 4 Abbildungen 

(Eingegangen am, 24. Januar 1977) 

Isomeric Trihydroxy-octadecenoie Acids Formed Upon Enzymic 
Oxidation o/ Linoleic Acid by Barley Flour 

Incubation of linoleic acid with barley flour at pH 6.8 
]eads to the formation of three isomeric trihydroxy oc~ade- 
cenoic acids, namely: 9,12,13-trihydroxy-lO-trans-oetadecenoic 
acid, 9,10,13-trihydroxy- 11 -trans-octadecenoic acid and 9,10,11- 
trihydroxy-124rans-octadecenoic ~cid. The acids were isolated 
by column chromatography using silicie acid and boric acid 
impregnated silicic acid and their structures were ascertained 
by means of IR, I~MR and mass spectroscopy. 

Einleitung 

In Saturn1 von zahlreichen Leguminoser~ 1-4 ul~d Getreidearten 5-s 
wurde das Enzym Lipoxydasc (EC. 1.13.1.13) nachgewiesen, das Linol- 
s/iure in konjugierte cis,trans-Linolsgurehydroperoxide fiberfiihrt. Bei 
der Keimung werden die Hydroperoxide sofort dutch Isomerasen und 
aadere Folgeenzyme in sekundgre Oxydatiollsprodukte umgewandelt,  
so dalt es zu keiner Akkumulat ion der toxischen Hydroperoxide 
kommt s, 9. Graveiand~O, n hat  gezeigt, dab Inkuba t ioa  yon Linol- 
s~ure mit  Weizen- oder Gerstenmehl zur Bildung yon Ketohydroxy- ,  
Ketodihydroxy-  nnd Trihydroxysguren fiihrt. Dureh prgparat ive DC 
konnte er ein Gemisch yon Trihydroxysguren isolieren und kam auf 
Grtmd von massenspektroskopisehen Untersuchungen zu dem Schlnl~, 
dab das Gemisch aus 9,12,13-Trihydroxy-lO-trans-octadecensaure (G1) 
und 9,10,13-Trihydroxy-ll-trans-octadecens~ure (Gs) besteht. Eine 
Trennung der beiden Verbindungen wnrde yon Graveland aber nicht 
durehgefiihrt. 
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964 H. Esterbauer und E. Schauenstein: 

Wir beschreibert in der vorliegenden Untersuchung die prs 
Trennung der Trihydroxys/~uren G1 und G2 und die Isolierung einer 
weiteren Trihydroxys&uro (Gs), sowie die Charakterisierung dieser 
drei S~uren dnreh IB,  NMt~- und Nassenspektroskopie. 
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Abb. 1. D0nnschiehtchromatogramm. Kieselgel; Laufmittel: E t 2 0 - - t t O A c  
98:2;  Anfgrbung: Phosphormolybd&ns/ture. 1. Extrakt (gelSst in 50ml 
Et20) der Inkubation von 2 ml Linols/iure @ 140 g Gerstenmehl -t- 1000 ml 
0,1M-Phosphatpuffer, pH 6,8; bandenf6rmig aufgetragen, 20 ~xl. 2. Wie 1) 
ohne Gerstenmehl. 3. Wie 1) ohne Linols/iure. 4. Verbindung G, iso]iert 
nach Graveland l~ 1~. G i s t  ein Isomerengemiseh und trennt sich auf Bor- 

sgure-impr/igniertem Kieselgel in die Substanzon G1 und G2 auf 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o a  

Isolierung 

Wird Linols/~ure einige Stunden mit Gerstenmehl bei p H  6,8 unter 
Luftzutr i t t  inkubiert, so kommt  es zu einer enzymatischen Oxydation 
des Ausgangsmaterials. I m  DC des Extrakts  ]assen sich eine Reihe 
yon Substanzen nachweisen, die bei Inkubat ion in Abwesenheit yon 
Gerstenmehl oder Linols/ture nicht gebildet werden (Abb. 1). Durch 
pr/iparative S/~ulenchromatographie wurden die im DC mit G8 und G 
bezeichneten Substanzen isoliert. G i s t  ein Isomerengemisch und trennt  
sich auf Bors&ure-impr/~gniertem Kieselgel in die Substanzen G1 und 
G2 auf. Die Erkennung des Isomerengemisches G am DC war insofern 
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erleiehtert, als uns eine von Oraveland 1~ 11 isolierte Probe yon O zur 
Verfiigung stand *. 

Zur prgparativen Isoliernng der Sguren O~, G2 and Ga wurde der 
Extrakt  eines Inkuba~ionsansatzes zuns durch Sgulenehromato- 
graphie in Ga- und G-reiche Fraktionen vorgetrennt, aus denen dann 
dutch weitere Trennungen Ga bzw. G gewonnen wurde. Ga erwies sieh 
im DC auf Kieselgel und Borsgure-impr/igniertem Kieselgel als ein- 
heitlich, G dagegen gab bei der Trennung auf Kieselgel einen, bei der 
Trennung auf Borsgure-imprggniertem Kieselgel (Lanfmittel a) aber 
zwei Spots mit R/-Werten von 0,43 (Ol) and 0,25 (G2). Auf Grund 
der densitometrisehen Vermessung dieses DC enthglt G 91% G1 und 
9To G2. Die prgparative Isolierung yon G1 und 02 gelang auf einer Sgule, 
die mit Borsgure-impr/igniertem Kieselgel geffillt war. Ans dem Reak- 
tionsprodukt yon 20ml (18g) Linolsfiure wurden anf diese HTeise 
insgesamt 142 mg G1, 14 mg G2 und 23 mg Oa in reiner Form sis feste, 
weil3e Substanzen isoliert. 

Identi/izierung 

Die isolierten Substanzen wurden als isomere Trihydroxyoctadeeen- 
s/iuren mit folgenden Strukturen identifiziert : 

GI : 9,12,13-Trihydroxy-lO-t~uns-oetadecens~.ure, 
G2 : 9,10,13-Trihydroxy- tt-trans-oct, adecens/iure, 
G3: 9,10,1t-Trihydroxy-12-trans-octadecens~ure. 

Die Strukturbeweise fiir die drei Trihydroxys/~uren basieren im 
wesentliehen auf den IR- and NMR-Spektren der freien S/iuren und 
deren Methylester, den Massenspektren der Trimethylsilylderivate 
(TMS-Derivate) der Methylester and der hydrierten Methylester, 
sowie den Ergebnissen der Mikrohydrierung. Die IR-Spektren mit 
eharakteristischen Banden bei 2,85--3,10 a (OH), 3,45--3,55 a (CH2), 
5,95 a (COOIt) bzw. 5,75 (COOCH3 bei Ester) und 10,25 ~ (trans- 
CI4=CH) zeigten, dal3 es sich um Polyhydroxyearbonss mit einer 
trans-Doppelbindung handelt. Die NMl%-Spektren von G1 und G3 
zeigten zwar alle anf Grand der Formeln zu erwartende Signale, ihre 
Aufspaltung aber ergab keine seharfen Banden, sondern meistens 
unaufgelSste Multipletts, so dab keine Kopplungskonstanten bestimmt 
wurden. Bei Entkopplungsexperimenten mit G8 konnten nur die in 
Tab. 1 angegebenen Kopplungen sieher naehgewiesen werden. Uber 
die Stereoehemie der OH-Gruppen kann niehts ausgesagt werden. 

Am aufsehlugreiehsten waren die Massenspektren der TMS-Derivate. 
Alle Spektren zeigten die fiir TMS-Derivate typischen Fragmente ~, ~a 

* Wir  danken  Dr.  A .  G~raveland ffir die Uber lassung  einer  kleinen 
Probe yon G. 
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966 I-I. Esterbauer und E. Schauens~ein : 

bei role 73 (MesSi+), 103 (CHs0SiMe3 +) und 147 (Me2SiOSiMe3+). 
Das Molekiilion (m/e 560) war nur bei Gs zu sehen, alle drei Derivate 
aber zeigten den M+--15-peak deutlich, der durch Abspa]tung yon 
CH3" aus einer TMS-Grnppe entsteht. Fragmentierung t ra t  haupt- 
si~chlich durch Spaltung der C--C-Bindung zwischen zwei vic. TMS- 
Gruppen ein, wobei das Fragment mit zwei TMS-Gruppen noch wei- 
ter MeSi0H abspaltete und in das m/e--90-Bruchstiick fiberging. 

Tabelle 1. 100 MHz-NMR-Daten /i~r G3 und G3-Methylester 

G3-Methylester, G3 (freie S~ure), 
Zuordnung 8 (ppm), (CDC18) 8 (ppm), DMSO-ds 

A 0,85 0,85 
B 1,2--1,6 1,2--1,7 
C 2,1 2,05 
H 2,25 2,20 
OH 2,55 3,55 
G 3,35 2,70 
J 3,65 - -  
F 3,80 3,10 
E 4,60 4,25 
D 5,50 5,40 
sichere Koppl. CG, GC FE, EF 

ED, DE 

C~[3 -- (CH2)8 -- CH~ -- CH = CH -- CH 0I-I-- CHOI-I-- CHOH -- CH2-- (CH2)5 -- CH2 -- C ~0 \OH (CHs) 
A B C D E F G C B H J 

Als Beispiel ist in Abb. 2 das Spektrum des Gs (methyliert und silyliert) 
angegeben. Abb. 3 zeigt, wiederum am Beispiel yon G3, daft sich aus 
der l~ragmentierung der Ket te  der TMS-Derivate der Methylester 
und der hydrierten Methylester die Position der Hydroxylgruppen 
und der Doppelbindung ableiten l~ftt. 

Bildungsmechanismus 

Nach Graveland 14 ist fiir die Bildung der Trihydroxyss G1 
und G~ eine an Glutenin gebundene Lipoxydase verantwortlich, welche 
Lirtolsaure zu 9- nnd 13-Hydroperoxy-octadecens~uren oxydiert, 
die sich dann zu 9-Hydroxy-12,13-epoxy-octadecensaure und 9,10- 
Epoxy-13-hydi'oxy-octadecens~ure isomerisieren. Durch ttydrolyse 
tier Hydroxyepoxy-sguren sollen schlieftlich G1 und G2 entstehen 
(Abb. 4). Der Befund, dab bei der Oxydation yon Linols~ure dutch 
Gerstenmehl auch die Trihydroxys~ure Gs entsteh% spricht dafiir, 
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Abb. 2. 70 eV-Massenspektrum von Ga (methyliert, silyliert) 

G~, methyliert, silyliert 
271 (100) 

361 (53) 259 (14) 

CH3(CH2) 4--Ctt  = CH--CHOSiMea--CHOSiMea- -CHOSiMea--(CH~) 7COOCHa 

199 (30) 301 (2) 

211 (2) 

Ga, methyliert, hydriert, silyliert 
271 (11) 
f 

361 (20) 259 (35) 

CHa(CH2) 4--CH2--CH2--CHOSiMea-i-CHOSiMea- -CHOSiMes--(CH2) 7COOCHa 

201 (40) 303 (3) 

213 (4) 
Base Peak m/e = 73 

Abb. 3. Fragmentierung yon Ga. In  Klammer die Intensitgt relativ zum 
Base Peak 

dab bei der Isomerisierung des 9- bzw. 13-Hydroperoxids tatsgch- 
lich jeweils zwei Epoxyhydroxysguren  entsteher~, deren Hydrolyse  je- 
wells zwei Tr ihydroxysguren ergibt. Wie Abb. 4 zeigt, bilden sich dann 
aus dem 9-Hydroperoxid  die Sguren G1 und Ga und aus dem 13-IIydro- 
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peroxid analog die Sguren G2 u~d O4. Die Bildung voa  GI, G~ und  Oa 
ist auf Grund von Graveland8 und unserer Arbeit  eindeutig gesichert. 
Die Verbiadung 04 ist bisher noch nicht  llachgeudescn worden und 
es ist anzunehmen,  dab sic nu t  in sehr geringen Mengen gebildet wird. 
Gereinigte Lipoxydase  ans Gersteasamen oxydiert  ngmlich Linol- 
sgure haulatsgchlich zum 9-Hydroperoxid  (etw~ 90~o), wghrend nu t  
geriage Meagen (etwa 10%) des 13-Hydroperoxids gebildet werdea s. 
Es ist d~her zu erwarten, d~B bei der Inknba t ion  von Linolsgnre mit  
Gerstenmehl vorzugsweise jeae Substanzen entstehen, die sich yon 9- 
Hydroperoxid  herleiten, wie z. B. die Sguren G1 und Ga. Auf Grund 
der bei der sgulenchromatogmphischen Trennung erhaltenen Ausbeu- 
ten an G1, G2 und  Ga ergibt sich fiir die gebildeten Mengen des Isomeren- 
paares GI:Ga eirt Verhgltnis yon  1 : 0 , 1 7 ;  n immt  man  fiir das Paar  
G2:G4 dasselbe Verh/~ltnis an, ergibt sich ftir die Bildung der vier 
Isomeren die folgende prozentuelle Verteilung: 78,4% G1, 7,7% G2, 
12,3% Ga und  1,3% G4. 

Experimenteller Teil 

Gerstenmehl: Gerste wurde mit einor Brabender-Laboratoriumsmiihl~ 
gemahten und das Mehl dutch ein feines Sieb gesiebt. 

Linolsdure: 9-eis,12-cis-octadeeensgure, 98~o, wurde yon der Fa. Roth, 
Karlsruhe, bezogen. 

IR-, NMR- und Massenspelctren: Die IR-Spektren wurden mit einem 
Perkin-Elmer Modell 21 in KBr aufgenommen, die NMR-Spektren mit 
einem Varian HA-100A;  die ~-Werte werden relativ zu T MS  (intern) 
angegeben. Die Massenspektren wurden mit einem AEI,  MS 20-Gergt 
registriert. Die Ionisierungsenergie betrug 70 eV, die Ionenquelle hatte 
eine Temp. yon 120 ~ Alle Substanzen wurden ffir die Massenspektroskopie 
methyliert und silyliert und gel6st in Jkther nach der Direkteinfiihrungs- 
Technik eingebraeht. 

Methylierung; Die Trihydroxysguren G1, G=, G8 wurden mit Diazo- 
methan nach Schlenlc et al. 15 in die Methylester iibergeffihrt. 

Silylierung: Etwa 5--8 mg der Methylester yon G1, Gu, Ga wurden mit 
0,5 ml Pyridin -b 0,3 ml ]-Iexamethyldisilazan -- 0,15 ml Trimethyl- 
chlorsilan 2 Stdn. bei ]~aumtemp. umgesetzt 1G. Anschlielaend wurden 
bei a0 ~ ira Stickstoffstrom die Reagentien abgeblasen, der Riiekstand 
mit 1 ml Et20 (p. A.) aufgenommen, zentrifugiert und die Et20-LSsung 
erneut mit N2 zur Trockene gebracht. Der l%fickstand wurde in 0,5 ml 
Et~O gelSst und fiir die Massenspek~roskopie verwendet. 

Hydrierung: Die Mikrohydrierungen wurden veto Pregl-Laboratorium 
der Universitgt Graz gemach$. Als Katalysator wurde PrO2 verwendet. 

Di~nnschichtchromatogramme: Kieselgel~Alufolie 60 F 254 (Merck) und 
Borsgure-imprggni~rte IKieselgel-Alufolie. Zur Imprggnierung wurden die 
Folien 5 Sek. in eine 5proz. methanol. Bors/~urel6sung getaueht umd art- 
schliei]end bei Raumtemp. mindestens 24 Stdn. getroekne~. Als Lauf- 
mittel wurden verwendet: 

a) Et20--HOAc 98 : 2. 
b) Benzol--Et20--EtOH--HOAc 250 : 200 : 30 : 1. 



970 I-I. Es~erbauer und E.  Sehauenste in:  

Zur  Anfi~rbung wurden  die DC mit  10proz. alkohol.  Phosphormolybd/ in-  
s//urel6sung besprfiht  und einige Min. auf 120 ~ erw/~rmt. Die getrenngen 
Substanzen ersehienen als graublaue  Spots.  

Inlcubation und Extraktion: Eine  Suspension von  2 ml  LinolsAure, 
140 g Gers tenmehl  und 100 ml  0 ,1M-Phosphatpuffer ,  p H  6,8, wurde  2 Stdn.  
in e inem offenen Gef/il3 gesehSttel t .  Anschlief3end wurde mi t  500 ml  4M- 
I-IC1 anges/~uert und 3mal mi t  je 500 mI CI-IC13--MeOH (2: 1) ext rahier t .  
Die vere inigten E x t r a k t e  wurden  naeh  2stdg. Stehen bei - - 2 0  ~ dureh 
ein Fa l tenf i l te r  f iRrier t  und  am R o t a v a p o r  zur Troekene gebraeht .  Nach  
Troeknen bei 0,01 Torr  wurden  3,4 g eines gelbbraunen,  viskosen R~ck-  
stands erhMten. 

Isolierung und Charakterisierung von G8 

30 g Kieselgel (7734 Merck) wurden  mi t  4 ml  H 2 0  desak~iviert  und  
mi t  e inem Gemiseh aus B e n z o l -  wassergess A t h e r -  HOAc 5~:  50 : 2 
in die S/iule (2 em Durchmesser)  eingeschl/~mmt. Aufge t ragen  wurde  der 
E x t r a k t  aus e inem Inkubat ionsansa tz .  E lu ie r t  wurde  m i t  200 ml  Ben- 
zol--wasserges/~tt .  Ather - - I - IOAc 5 0 : 5 0 : 2 ,  dann 3 0 0 m l  wasserges/~tt. 
Ather  t IOAc 9 8 : 2  und 100ml  MeOt-I--I-IOAc 9 8 - 2 .  Die Durch lauL 
geschwindigkeit  war  1 ml /min ,  gesammel t  wurden  10 ml-Frakt ionen .  Die 
DC-~lberpr i i fung ergab ffir die einzelnen F rak t ionen  folgende Zusammen-  
setzung" Frak~ion 1--15,  unpolare  Subs tanzen  mi t  R] > 0,48, 2840mg;  
F rak t i on  16--45 Substanzen mi t  R[ 0,20--0,48, 188 mg;  F rak t ion  50--60,  
Substanzen mi t  R /  < 0,20, 325 rag. Das Substanzgemisch von  F rak t ion  
16--45 wurde  erneut  wie oben beschrieben getrennt .  Der  Trockenri ick-  
s tand der G3 en tha l tenden  F rak t ionen  aus 10 Trennungen  (entsprechend 
20 ml  oxydier te r  Linols/iure) wurde mi t  1 ml  Et20 digeriert  und  nach  
ls tdg.  Stehen bei - -  20 ~ bei 0 ~ zentr ifugiert .  Naeh  Trocknen des Sediments  
wurden  23 mg  G3 als weil3e, feste Substanz erhalten.  Gs ist  schwer 16slieh 
in I-Iexan, m/il3ig lSslich in EtzO, gut  16slieh in J~thylacetat  und  Methanol .  

U V . S p e k t r u m  (MeOtt ) :  Schul ter  bei 285 n m  ( z ' =  0,35) und  235 n m  
( ~ ' =  1,0), dann kont inuier l icher  Anstieg.  

I)as I R - S p e k t r u m  (KBr) zeigte Banden  bei (s = stark,  m = mit te l ,  
w = sehwaeh) 2,85 m, 2,90 s, 3,10 s, 3,45 s, 3,52 s, 5,92 s, 6,12 w, 6,82 m, 
7,12 w, 7,50 w, 7,70 w, 7,80w, 7,92 w, 8,10w, 8,15 w, 8,82 w, 8,95w, 
9,05w, 9 ,17w,  9 ,37w,  9,45w, 9,85s,  10,0w, 10,25w, l l , 0 w ,  11,73w, 
12,17 w, 12,95 w, 13,90 w ~. 

]:)as I R - S p e k t r u m  des Gs-Methylesters zeig~e Banden  bei:  2,95 s, 3,43 s, 
3,52 s, 5,77 s, 6,10 w, 6,82 m, 6,97 m, 7,25 w, 7,55 w, 7,70 w, 7,95 m, 8,23 m, 
8 ,40m,  8 ,52m,  9,75s,  9,85s,  10,25m,  l l , 0 w ,  11,40w, 11,75w, 12,15w, 
12,95 w, 13,90 m ,~. 

NMR-Spek t r en :  siehe Tab. 1. 
Massenspekt rum (methylier t ,  silyliert)- siehe Abb.  2. 
Massenspekt rum (methyliert ,  hydr ier t ,  si lyliert):  m/e 441 (1,1%, 

M ~ 3 1 - - 9 0 ) ,  434 (2,5), 419 (0,6), 373 (1,2), 361 (1,6), 345 (1,0), 332 (1,2), 
317 (1,0), 3 i5  (1,0), 303 (3,0), 271 (11), 259 (35), 2t5 (4), 214 (4), 213 (4), 
204 (16), 201 (45), 200 (12), i55 (3), 149 (17), 148 (12), 147 (75), 143 (10), 
133 (22), 131 (15), 130 (10), 129 (65), 109 (30), 103 (40), 101 (20), 73 (100). 

Mikrohydr ierung:  Verbrauch 338 ~1 t~z pro 5,996 mg  G3-Methyl- 
ester ;  her. 390 ,~1 H2. 
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Isolierung und Charakterisierung yon G1 
Die bei der Isolierung yon Ga erhaltenen Fraktionen 50--60 wurde 

auf einer Kieselgels/~ule (40 g, desaktiviert und 4 ml H20) mit  900 ml 
wasserges~tt. J~ther--HOAc 9 8 : 2  getrennt. Dutch 10 Trennungen (ent- 
spreehend 20 ml oxydierte Linols~ure) wurden 165 mg G (Gemisch yon 
G1 § G~) frei yon anderen Substanzen erhalten. Die Trennung yon Gi 
und G2 erfolgte auf 40 g Bors~ure-impr/~gniertem Kieselgel mit  300 ml 
wasserges~tt. A_ther--HOAc 98 : 2 als Elutionsmittel. Aufgetragen wurden 
I60 mg G. Zur Impr/~gnierung wurden 50 g Kieselgel mit 50 ml einer 3proz. 
L6sung yon Borsgure in MeOH gut durchgemischt und das MeOFi am Ro- 
tavapor bei 40 ~ entfernt. Das trockene Gel wurde nochmals in gleieher 
Weise impr~gniert, so dal3 sich ein Imprggnierungsgrad yon 6% ergab. 
Bei einer Teilung des Eluats in 5 ml-Fraktionen enthielten Fraktion 25 bis 
38 G1 und Fraktion 42--50 G2. 

Zur Entfernung yon Bors~ure wurde der Trockenr/ickstand von Frak- 
tion 25--38 in 10 ml MeOH getSst und das MeOH im Vak. abdestilliert. 
I)er Vorgang wurde 3real ~dederholt. Der Trockenriickstand yon G1 wurde 
in einem Zentrifugenr6hrehen mit  1 ml Et20 digeriert, Et~O wurde abzentri- 
fugiert und das Sediment getroeknet. 142 mg G~ wurde als weiBe, feste 
Substanz erhalten. 

])as It~-Spektrum zeigte Banden bei 2,85 s, 3,02 s, 3,45 s, 3,52 s, 5,92 s, 
6,15 w, 6,85 m, 6,95 m, 7,10 w, 7,52 m, 7,65 m, 7,90 m, 8,12 w, 8,20 w, 
8,35w, 8,85m, 9,10m, 9,35s, 9,70m, 10,26s, 10,75w, l l ,60rn ,  11,95w, 
13,80 m ,~. 

Das NMR-Spektrum des Gt-lV[ethylesters zeigte Signale bei ~ 0,90 
(etwa t, 3 H, CH3CH~), 1,20--2,0 [breiter Peak, (CHu)n], 2,30 (t, 
CH2COOCH3), 2,5 (breit, OI-I), 3,45 (m, CH2CHOH), 3,65 (s, COOCH~), 
3,90 (m, CH=CH--CHOH) ,  4,15 (m, CH2CHOHCHOH), 5,75 (m, CH=CH).  

Das Massenspektrum (methyliert, silyliert) zeigte peaks bei m/e 545 
(0,3%, M--15),  460 (14, M--100),  439 (0,7, 1 / - -31--90) ,  429 (0,4), 387 (2), 
381 (1), 317 (1,1), 298 (5), 297 (2), 259 (17), 247 (0,8), 245 (0,9), 243 (0,5), 
230 (1,2), 217 (1,1), 212 (2,4), 173 (100), 159 (1), 155 (4), 147 (7), 129 (3), 
103 (11), 75 (11), 73 (74). 

Das Massenspektrum (methyliert, hydriert, silyliert) zeigte Peaks 
bei m/e 443 (1,5%), 441 (1,1), 389 (3), 383 (1,1), 374 (4,6), 359 (1,5), 317 (4,6), 
315 (5,3), 299 (100), 285 (4,6), 271 (2,7), 259 (23), 227 (7), 173 (27), 159 (4,6), 
149 (5,3), 147 (7), 133 (3), 129 (12), 109 (4,6), 103 (15), 101 (5,3), 95 (9), 
83 (19), 81 (9), 75 (23), 73 (69). 

Die Mikrohydrierung ergab einen Verbrauch yon 391 tzl H2 pro 4,709 mg 
Gt-Methy]ester, ber.: 306 ~l. 

DC: Auf Kieselgel mit  Laufmittel a) R/0,15, auf Borsaure impr/~gnier- 
tern Kieselgel, Laufmittel a) R/0,43. Laufmittel b) R/0,31. 

Isolierung und Charalcterisierung yon G2 
Die bei der Isolierung von G1 anfallenden Fraktionen mit G2 wurden 

wie bei G1 von Borsaure befreit, der Trockenriickstand wurde dann in einem 
ZentrifugenrShrehen mit  0,5 ml J~ther digeriert und zentrifugiert. Nach 
Trocknen des Sediments wurden 14 mg G2 als weil3e feste Substanz er- 
halten. 

]:)as IR-Spektrum zeigte Banden bei 3,10 s, 3,45 s, 3,55 s, 5,92 s, 6,15 w, 
6,85 m, 7,0 w, 7,12 w, 7,70 w, 7,95 w, 8,80 w, 8,95 w, 9,35 m, 9,90 w, 10,25 w, 
10,32 w, 10,80 w, 13,90 w. 
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I)as Massenspektrum (methyhert,  silyhert) zeigte Peaks bei m/e 545 
(0,3%, M--15) ,  460 (13, M--100) ,  455 (1,2), 439 (0,7), 387 (1,9), 381 (2,1), 
317 (2,4), 301 (2,4), 298 (3,4), 259 (100), 245 (0,7), 243 (1,3), 230 (1,3), 212 (7,9), 
211 (2,6), 173 (47), 155 (23), 147 (9,4), 137 (2,1), 133 (1,6), 129 (6,8), 119 (1,3), 
109 (6,8), 103 (6,8), 83 (7,3), 75 (11,0), 73 (89). 

Das Massenspektrum (methyliert,  hydriert ,  silyliert) zeigte Peaks 
bei m/e  401 (1,8), 398 (1,5), 374 (3,0), 332 (7,4), 303 (22), 301 (30), 300 (11), 
299 (41), 259 (100), 243 (12), 228 (11), 215 (30), 214 (18), 213 (67), 173 (37), 
159 (9), 155 (37), 149 (22), 147 (22), 143 (7), 141 (11), 133 (9), 131 (7), 129 (30), 
109 (11), 103 (15), 101 (7), 95 (15), 85 (7,0), 83 (18), 81 (18), 75 (22), 73 (98). 

Die Mikrohydrierung ergab einen Verbrauch yon 39 ~1 H2 pro 0,553 rag, 
bet. : 36 izl. 

DC:  Auf Kieselgel mit  Laufmit tel  a) R / 0 , 1 5 ,  auf Bors/~ure-impr/~gnier- 
tern Kieselgel mit  Laufmit tel  a) R / 0 , 2 5 ,  mit  Laufmit tel  b) R/0,22.  

Ffir  die F6rde rung  d e r A r b e i t  d a n k e n w i r  der  S t r o h B r e w e r y  Comp. 
Detroi t ,  USA. 
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