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Die vorliegende Arheit wurde im chemis'chen. Lahora-
torium der Universitit Miinchen ausgefiihrt.

Me¢inem hochverehrten Lehrer,

Herrn Geheimrat

HEINRICH WIELAND

mpchte ich an dieser Stelle fiir die ausserordentlich freund-
liche Aufnahme in den Kreis seiner Schiiler und fiir die .
wertvollen Anregungen die er mir stets zu teil hat werden
lagsen, meinen aufrichtigsten Dank aussprechen.
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Untersuchungen
ither die
Sterine des Rnollenblatterpilzes
(Amanita phalloides)

EINLEITUNG

Im Laufe der Untersuchungen iiber die giftigen Prinzipien des
Knollenblitterpilzes, die am chemischen Laboratorium der Universitit
Miinchen unternommen wurden, glaubt man auf Spuren von Fungisterin
gestossen zu sein.!

Fungisterin ist 1908 heschriehen worden. Seitdem ist es, mit ganz
wenigen Ausnahmen, in der Literatur nicht mehr erwihnt. Was wir
iiber dieses Sterin wissen verdanken wir TANRET der es auch entdeckt
hat.

Es ist merkwiirdig wie wenig Interesse die Forschung fir dieses
Sterin iibrig gehabt hat. Seine Bruttoformel ist noch nicht sicher
gekannt, peschweige denu seine Konstitution geklart. Es wire auch
sehr erwinseht die physikalischen und chemischen Eigenschaften, die
TANRET beschrichen hat, ciner Priiffung zu unterziehn, wenn man
hedenkt wie leicht man es in der Sterin-Chemie, trotz scheinbarer
Reinheit, mit Gemischen zu tun hat.

Es schien sich daher zu lohnen die nicht geringen Knollen-
blitterpilz-Aetherextrakte, die im Labor zur Ver-
fiigung standen, auf Sterine zu verarbeiten um daann unter diesen
speziell nach Fungisterin zu fahnden. Man konnte erwarten dieses
Sterin in geniigender Menge und Reinheit zu erbalten um es auch
eingehender untersuchen zu knnen.
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Leider ging diese Erwartung nicht in Erfiillung. Dagegen bin ich
auf ein dem Fungisterin dhnliches Sterin gestossen, das, seinen Eigen-
schaften nach, ein neues Individuum scin kénnte. Ausserdem ist es mir
gegliickt, das ausserordentlich sparlich vorkommende und hisber nur
von seinen Entdeckern erwahntc Cerevisterin wieder zu finden.

Inhaltsstoffe der Pilze.?

Aus den Pilzen ist eine grosse Anzahl von Stoffen isoliert worden,
die aber nur zum Teil identifiziert worden sind. 90 %, des Pilzgewichtes
hesteht aus Wasser. Aus der getrockncten Pilzsubstanz kann man durch
erschépfende Extraktion mit 95 9%,igem Alkohol, bis zu 1/ des Gewichtes
herauslosen. Als Riickstand -verbleibt hauptsichlich Pilzcellulose. In
den Extrakten findet man unter anderem : Saccharide (Mykose, Man-
nose, Glukose, Glukosan), Alkohole (Mannit, Wachsalkohole wie Cetyl-
alkohol), flissige und feste Fertsiuren (Essig-, Butter-, Oel-, Linol-,
Palmitin-, Stearin-Siure), Harzsiuren, cerebrinartige Stoffe, Sterine,
Gerbstoffe, Cholin. '

Die Sterine.

Die Stcrine bilden eine Klasse von Naturstoffen, die die
moderne Chemie schon weitgehend erschlossen hat.
Es sind alicyklische, mehrkernige sekundare Alkohole, die sich vom
Cyelopentane-perhydrophenanthren ableiten. Sie unterscheiden sich
voneinander durch ihren Sattigungsgrad
und durch den Aufbau der aliphatischen
Seitenkette, die sie am C- Atom 17 tragen. Sie
sind in Wasser unléslich, kristallisieren aber
aus den gewdhnlichen organischen Losungs-
mitteln in schinen Blittchen oder Nadeln.
Thre Lésungen sind optisch aktiv.
Mit Essigsiiureanhydrid und konz. Schwefel-
siure gcben sic charakteristische Lieher-
" mann-Burchard’sche Farbreaktionen,
Mit Digitonin hilden sie meist schwerlgs-
liche Anlagerungsverbindungen. Sie hesitzen die Eigen-
schaft mit ihresgleichen und ihnlichen Stoffen schwer trennbare
Mischkristalle zu bilden, was ihre Reindarstellung sehr
erschwert.

Den Sterinen scheint eine grosse biologische Bedeutung
guzukommen, sind sie doch als primire Bestandteile der lchenden
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Zelle erkannt worden. Sie gehdren zu den Inhaltsstoffen des tierischen-,
pflanzlichen- und Pilz-Organismus,

Beachtenswert ist auch ithre strukturelle Verwandt-
schaft mit den Gallenséuren, den Seéxuelhormonen, dem Hormon
der Nebennierenriade, dem Vitamin D, den Herzgiften und den neutralen
Saponinen.® Es liegt die Versuchung nahe, alle diese physiologisch so
wichtigen Stoffe in eine genetische Beziehung zu hringen, obwohl wir
iiber die Aufbauprinzipien, deren sich die Natur hierbei hedient, noch
vollig im Dunkeln sind. Man weiss dass die Hefe mit Glukose oder
anderen Kohlenhydraten als einziger Kohlenstoffquelle, Ergosterin zu
synthetisieren vermag.! Andererseits hat man festgestellt, dass in der
Hefe, wie auch im tierischen Korper der Steringehalt parallel mit dem
Gesamtgehalt an Lipoiden ansteigt.® Man kénnte daher vermuten, dass
sich im hiologiechen Geschehen die Sterinbildung aus dem Kohlen-
hydrat-Fett-Stoffwechsel abzweigt.

Man unterscheidet Tier-, Pflanzen- und Pilzsterine.
Diese Unterscheidung ist mehr als eine formale, denn die verschiedenen
Sterine scheinen fiir ihre Gruppe charakteristisch zu sein. Im tierischen
Organismus hat man z. B. noch keine Phytosterine gefunden ;
solche die mit der pflanzlichen Kost aufgenommen werden, werden vom
Tiere iiberhaupt nicht resorbiert,® sie verlassen den Koérper unverandert
wieder.” Auf dieser Feststcllung beruht die Annahme, dass Cholesterin
im Organismus synthetisiert werden muss.

Von allen drei Sterin-Gruppen sind uns Vertreter bekannt, doch
zeichnct sich in jeder Gruppe ein Sterin mengenmassig als Vertre-
ter der Gruppe ans. Was Cholesterin Co;H, 0 fiir die Zooste-
rine und Stigmasterin CgyHyO fiir die Phytosterine sind,
ist Ergosterin Cogll,O fiir die Mycosterine.

Ergosterin ist das hestuntersuchte Pilzsterin. Den Arbeiten
von WINDAUS ist die vollstindige Aufklirung sciner Konstitution zu
verdanken. WINDAUS’s zahireichen und sinnvollen Untersuchungen
war auch ein glinzender praktischer Erfolg heschieden, als es ihin gelang
Ergosterin, durch Bestrahlung, in einen antirachitisch wirkenden Stoff
zu verwandeln, der dem natiirlichen Vitamin I} Husserst nahe steht.
Ergosterin wire somit ein Provitamin., Ergosterin wurde 1889 wvon
TaNreT® im Mutterkorn entdeckt. Heute wird es technisch in grossen
Mengen aus Hefe gewonnen.

Hefe ist itherhaupt eine sehr ergichige Sterinquelle. Aus ihr sind
fast sdmitliche Pilzsterine gewonnen worden, die wir heute
kennen, nimlich : Zymasterin 8 Cy;H O, Kryptosterin 1© C3Hg,O und
folgende, unter dem Namen Nebensterine der Hefe zusam-
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mengefassten Sterine : Ascosterin, Ficosterin, Episterin, - Anasterin,

Hyposterin, Neosterin,! deren Einheitlichkeit aher noch fraglich ist.
Zum Schluss erwiihne ich noch Fungisterin und Cerevisterin, zwei

Pilzsterine mit denen sich vorliegende Arheit niher hefasst hat.

ERGEBNISSE
Sog. Fungisterin

(ein neues Sterin ?)

M. C. TangreT, der als Erster Ergosterin rein dargestellt hat, fand
dass Ergosterin aus Mutterkorn '/, eines neuen Prinzips enthalt, das er
Fungisterin nannte (1908).% Er eharakuierisiert es folgendermassen :

Sterin Sp. 144°-145° Drehung (a)o = — 22.4° (CHCL,)
Acetat Sp. 159°-160° Drehung (a)o = — 15.9° (CHCl,)
Summenformel : CyH,,O

Kristallform : « iihnlich wie diejenige von Ergosterin, nur sind die
monoklinen Blittchen (aus 95 9%igem Alkohol) grisser und oft mit
ihren lingeren Seiten zu Gruppen verwachsen. »

« Fungisterin scheint noeh oxydahler zu sein als Ergosterin. Beson-
ders in Lésung, in der Hitze und am Licht gehen diese Sterine
in amorphe, gefirbte Oxydationsprodukte iiber, die
in Aether spiclend laslich sind und die Kristallisation stark hemmen. »

In der Literatur wird Fungisterin noeh von ZELLNER erwihnt der es
im Laufe seiner umfangreichen Untersuchungen iiber die Inhaltsstoffe
der hoheren Pilze angetroffen hat.

Reindarstellung : Tanret hat Ergosterin und Fungisterin dank ihrer
versehiedenen Lislichkeiten in Aether trennen kénnen. Zellner hat
diese Methode auch benutzt,? fand sie aher mit hedeutendem Material-
verlust verbunden (Ergosterin erhielt er nach 10 Umkristallisationen
rein, Fungisterin aber erst nach 30). Er wversuchte daher das
Winpaus'sehe Verfahren zur Tremnung von Sitosterin und Stig-
masterin anzuwenden.’® Er acetylierte das Steringemisch ; die Acetate
wurden bromiert und dann in 6 Fraktionen mit 75 %igem Alkohol
gefillt. Jede Fraktion wurde reduziert und verseift. Das Endprodukt
der ersten Fraktion schmolz hei 163°-165° und dasjenige der letzten
bei 146°.



—_ 9 —

In meiner Aufarbeitung der Knollenblatterpilz-Ae-
therextrakte auf Sterine habe ich es versucht die chroma -
tographische Methode anzuwenden, die schon in zahl-
reichen, bereits klassisch gewordenen Fillen glinzende Entmischungen
ermighicht hat.!*

Die im folgenden besehriebenen Ergebnisse vorwegnehmend, bemerke
ich gleich dass das Sterin, dem ich hier begegnet bin, mit dem Fungi-
sterin von Tanret micht identisch zu sein scheint ; deshalb soll es hier als
S0G. FUNGISTERIN bezeichnet werden.

Wie im experimentellen Teil gesagt (s. S. 21), konnte ich aus Zone 3
ein Gemisch erhalten, das schon wesentlich mit sog. Fungisterin ange-
reichert war. Der Schmelzpunkt lag zwischen 107° und 144°. Dieses
Gemisch habe ich zahlreichen Umkristallisationen aus Methanol und
Aceton unterworfen. Als niedrig sehmelzcnde Komponente erhielt ich
den X-KORPER Sp. 80°-81°(s. S. 17). Das sog. Fungisterin habe ich
bis zum Sp. 154°-155° reinigen kdnnen, doch habe ich den Eindruck
dass der Schmelzpunkt sich, durch weitere Umkristallisationen, um
einige Grad erhéhen wiirde. Die weitere Reinigung habe ich aufgeben
miissen, da mir das Material ausging. Bei dieser Gelegenheit méchte ich
sagen dass auch diese Aufarbeitungsmethode und Reindarstellung nicht
nur miihevoll, sendern auch mit hedeutendem Materialverlust verbun-
den sind. Zum Schluss verfiigte ich nur noch iiber ca. 100 mg Substanz
vom Sp. 154°155° die knapp fiir dic angestellten Versuche gereicht
hahen.

Liebermann-Burchard'sche Reaktion (L. B. R.): In dieser Farbh-
reaktion hat man ein vorziigliches Mittel um sog. Fungisterin im
Reinigungsprozess zu verfolgen. Wihrend bei Ergosterin das Far-
‘benspiel in rascher Folge von rot iiher viclett in hellgrun ubergeht
schaltet sich beim sog. Fungisterin nach der violetten, eine 14-1% Minute
dauernde blaue Stufe ein, die dann allmiihlieh iiher grunsnehlg in griin
ithergeht, Meines Wissens wird diese blaue Zwischenstufe nur noch von
Cholesterin gegehen.!®

Schmelzpunkt: Merkwiirdigerweise bin ich im Laufe der Reinigung
auf kein Sterin gestossen, das einen konstanten Schmelzpunkt von 144°
aufgewiesen hatte. Je weiter ich reinigte, je mehr stieg dieser. Wie
bereits gesagt, bin ich bis zum Sp. 154°-155° gekommen, ohne auf
-Konstanz gelangt zu sein. Dieser Schmelzpunkt kénnte an unreines
Ergosterin gemahnen. Dass es aber kein Ergosterin war, zeigten die
Ultraviolettabsorption, die L. B. Farbreaktion und der Misch-
schmelzpunkt, der ecine deutliche Depression aufwies.
Sehr charakteristisch ist auch die
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Kristallisation : Ergosterin kristallisiert aus Methanol und Aceton in
breiten, flachen Blattchen ; sog. Fungisterin dagegen in

langen Nadeln, die Fiibler-artig zusammenwachsen. Beide %Z%
Sterine kristallisieren im monoklinen System.

Tanret’s Fungisterin « kristallisiert in Zhnlicher Weise wie Ergosterin,
nur sind die Blattchen grésser und oft mit ibren lingeren Seiten mit-
einander verwachsen ».

Zellner’s Fungisterin  « kristallisiert in ganz #hnlicher Weise wie
Ergosterin, nur etwas weniger schin ».2

Meine Feststellung scheint mit diesen Angaben nicht gerade iiherein
zu stimmen,

Bruttoformel : Die Formel CyHyO ist von TANRET vorgeschlagen
worden. An der Luft getrocknetes Fungisterin soll ein Molekiil Kristall-
wasscr enthalten.

Fiir CpsH0. H,0 berechnet man C = 79319 H = 11.509%
TANRET fand 12 C=28000% H=1.77%

79.91 9, 11709
ZELLNER fand ? C=179.499% H =1177%

Bei 100° i. Hochv. getrocknetes Fungisterin soll wasserfrei sein.

Fir C;yH, O berechnet man C=184279% H = 11.239
TaAnNrer fand 12 C = 83689 H = 10999
83.64 % 11.73 ¢

Die Verbrennungsresultate die ich mit i. Hochv., das cine Mal bei 100°,
das anderc Mal bei 125° getrocknetem sog. Fungisterin erbalten habe,
kénnten mit der Formel Cp;HO in Einklang gebracht werden, wenn
das Sterip noch ein balbes Molekiil Kristallwasser
enthalten wiirde,

Fir CpH,;0. ¥4 Hy,0 berechnet man C = 81.7 9, H = 11.8 9
gefunden babe ich C=18165% H = 11969
81.60 9%, 11.93 9,

Mit der Formel CyHy;;0 wiirde noch das Verbrennungsergebnis des
Benzoates ziemlich gut iibereinstimmen :

Fiir Cp;H,;0. OC. CH; berechnet man C
gefunden habe ich c

83.059% H = 10459,
83.05% H = 10.037

i1

Sog. Fungisterin wiirde, allem Anschein nach, sein Kristallwasscr
sehr stark festhalten. Sclbst bis zur Suhlimation getrocknet, wiirde
es noch cinen Teil scines Wassers gebunden halten.

Ausser dieser Auslegung des Verbrennungsergebnisses, die ja mit
ihrem halben Melekiill Wasser nicht besonders einnehmend ist, kinnte
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man das Vorbandensein einer Ae¢therverbindung annchmen, die
aus 2 Sterinmolekiilen hervorgegangen wiire. Fiir eine Summenformel von

OH
H-azcz/
0 berechnet man C=28169% H=11.89%
H42C25/ gefunden habe ich € = 8169, H = 1199
\OH

Das diesem Aether zugrunde liegende Sterin kénnte die Summenformel
Cy5i,0; besitzen und wiire ein zweiwertiger, geséttigter alicyklischer
Alkohol. Diese Aetherhypothese ist aber auch nicht befriedigend. Die
Analyse des Benzoates lisst sich mit ihr nicht in Einklang bringen, da
dicse 81.5 %, C ergeben miisste. Ausserdem schmelzen dic zweiwertigen
Alkohole dieser Klasse gegen 200°. Eine Molekulargewichtsbestimmung
kbunnte ither den Wert dieser Hypothese entscheiden.

Doppelbindung : Die Formel CyH 40 (TANRET) sctzt zwei, die Formel
CysHgpO einc Doppelbindung voraus. Die Baeyer’sche- und die Tetra-
nitrometban-Proben sind positiv verlaufen ; dagegen haben wieder-
bolte Hydrierungen kcine, einer Doppelbindung entsprechende Wasser-
stoffaufnabme crgehen (verunreinigendes Ergosterin wird an der
geringen Wasserstoffaufnahme Schuld gewesen sein). Somit ist es
wahrscheinlich, dass cine schwer hydrierbare Doppelbindung vorliegt.

Bromierung : Bei der Bromierung des. Benzoates des sog. Fungisterins
konnte ich ein intcressantes Farbenspiel beobachten, das fiir
dicses Sterin charakteristisch zu sein scheint. Nach Zugabe von Brom
blich die Losung kurze Zeit farhlos, wurde dann auf einmal gelb, dann
intensiv gelb und schliesslich griin. Bei einem mit Ergesterinbenzoat
angestellten Parallelversuch blieb dieses Farbenspiel aus. Dies scheint
ein Zeichen von der Unstabilitit des Bromierungsproduktes zu sein und
kénntc auf das Vorbandensein einer ditcrtidren Doppel-
binduug hinweisen. Auch in diesem Punkte benimmt sich sog.
Fungisterin ganz anders als Fungisterin ; ich erinnere dass Zellner sein
Fungisterin geradc iiber das Bromid rein erbalten bat (s. S. 8).

Benzoat : Das bereits erwihnte Benzoat schmolz bei 179.5°-180.5°.
Digitonid : Seg. Fungisterin bildet ein schwerlasliches Digitonid.

Lichtabsorption im Ultravioletten : Das ultraviolett-Absorptionsspek-
trum, das Fraulein Dr. Fr. PauckNEn von der T. H. in Miinchen in
liebenswiirdiger Weisc aufgenommen bat, zeigt :
10 dass sog. Fungisterin keine konjugierten Doppelbindungen hat,
20 dass meinem reinsten Produkte nocb ca. 10 %], Ergosterin bei-
gemengt waren.
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In der Tat deckt sich die gefundene Absorptionskurve mit der Kurve
des reinen Ergosterins (vgl. Figuren). Beide Kurven nehmen hei ca.
230 my ihren Anstieg, erreichen hei ca. 280 mgu ibr Maximum und
klingen gegen 300 my ab. Es ist ¢ine Ergosterin-Kurve fir
die nur Ergosterin verantwortlich gemacht werden kann.

Uecher dem Prozentgehalt meines Sterins an Ergosterin unterrichtet
nun der gefundene Wert fiir log emax = 3.04. Eine 100 °f,ige Ergosterin-
Lésung ergibt log emax = 4. Der Unterschicd von rund einer Potenz-
einheit im dekadischen Logarithmensystem hesagt dass Ergosterin
pur in 10 %jiger Konzentration vorlag.

Drehung : Ich ermittelte eine Drehung von (a)p = — 24.8° aus Chlo-
roform. (Fiir Fungisterin giht TANRET (a)p = — 22.4° an.) Unter
Beriicksichtigung der 10 % igen Beimengung von Ergosterin, ldsst sich
der wahrscheinliche Drehwert fiir sog. Fungisterin auf (a)p = ca.
— 13° errechnen.

ZUSAMMENFASSUNG :

Sog. Fungisterin scheint mit dem Fungisterin von TANRET mnicht
identisch zu sein. Es kdnnte sich um ein neues Sterin handeln.

Seine Summenformel kénnte CyHyO sein.

. Die einzige Doppelhindung, die durch Farbreaktionen angegehen

wird, ist nicht hydrierhar.

Bei der Bromicrung des Benzoates tritt einc charakteristische
Farhenfolge cin.

Dic L.B.R. zeigt eine deutliche hlaue Stufe, die 4-14 Minute
dauert und von andern Pilzsterinen micht gegehen wird.

Aus Methanol und Aceton kristallisiert das Sterin deutlich anders
als Ergosterin. '

Das reine Sterin diirfte um 1°-2° hiher schmelzen als 154°-155°.

Das Benzoat achmilzt hei 179.5°-180.5°.

Die¢ Drehung liegt zwischen : — 10° und — 13

VORKOMMEN :

Ucher das mengenmaissige Vorkommen von Fungisterin in den
Pilzen ist nichts Sicheres zu erfahren. TANRET hehauptet dass Fungi-
sterin 1fy der Ergosterinmenge ausmacht. — Beim sog. Fungisterin ist
das Verhiltnis noch hedeutend ungiinstiger ; ich schitze es auf 0.5 % -
19, der Ergosterinmengec.

In den Aetherextrakten, die ich wverarheiter habe, habe ich kein
Fungisterin gefunden. Es wiire wiinschenswert einmal iiber hedeu-
tenderes Ausgangsmaterial zu verfiigen, um Fungisterin und sog.
Fungisterin in geniigender Menge darstellen zu kénmen. — Ich frage
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mich ob in den Aethermutterlaugen aus der technischen Ergosterin-
darstellung picht das gegebene Ausgangsmaterial zu sehen wire.
Allerdings ist bis heute noch nicht berichtet worden, dass Fungisterin
in der Hefe vorkommt ; scin Fehlen darin wiire aber sonderbar. Am
Sichersten wiirde man vorgehen, wenn man das gleiche Ausgangsma-
terial verwenden wiirde, wie TANRET, namlich Mntterkorn-Aether-
extrakte. Da dieser Pilz technisch in grossen Mengen verarbeitet wird,
diirften diese Extrakte nicht allzu schwer in geniigendcr Menge erhilt-
lich sein.

Cerevisterin,

Cerevisterin ist ein von E. M. HonEywELL und C. E. Brus im
Jahre 1932 in der Hefe entdecktes Sterin.!® Es gelang diesen Forschern
aus 4500 Kg getrocknetem Saccharomyces cerevisiae
10 gr daven rein zu erhalten. Es ist das héchstschmelzende Sterin das
man beute kennt. Es wird wie folgt beschricben :

Sterin  Sp. 247-250°, korr. 265.3° Drebung (1) gy = — 574°
Diacetat Sp. 170.5° Drchung (a) oy = — 162.9°

Zwei Doppelbindungen ?) Schwache Absorption bei 248 my
Zwei OH — Gruppen Bildet kein schwerldsliches Digitonid.

Bruttoformel : Cy,H 0,

Kristallform : Aus Alkohol 'langgestreckte, aus Essigester hreite,
hexagonale Prismen.

Darstellung : Cerevisterin wird aus den Mutter-Laugen crbalten, aus
denen man das Roh-Ergosterin gewonnen hat. Trotz seiner bemerkens-
werten Schwerloslichkeit in allen organischen Losungsmitteln, verzégern
die geringsten Sterinspuren seine Kristallisation wesentlich. Hier haben
wir ein typisches Beispiel, wie die Anwesenheit von
Verunreinigungen die Léslichkeit eines Stoffes
von Grund aue idndern kann.

Ohne zur Chromatographie zu greifen, kann man aus den M. L.,
dic miglichst von Ergosterin und Zymosterin befreit wurden, einen
amorphen, weissen Niederschlag erhalten, wenn man diese M. L.
lingere Zeit im Eisschrank mit Hexan digeriert. Durch zahlreiche
Kristallisationen aus Alkohol: Aceton 1:3 erbilt man schliesslich
reines Cerevisterin,

Wie im experimentellen Teil (s. S. 21} gesagt, fand ich hei der
Chromatographie Cerevisterin im obersten Teil der Siule.
Mit seinen drei Sauerstoffatomen ist es der Stoff, der vom Aluminium-
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oxyd am stirksten adsorhiert wird. Seine Elution mit Aether ist lang,
viel rascher gestaltet sie sich bei Anwendung von Methanol.

Es ist auffallend dass Cerevisterin in der Literatur, seit den Ver-
offentlichungen von HONEYWELL und BirLs, nicht mehr erwihnt wird.
Der Grund wird in scinem verschwindend kleinen Vorkommen in den
Pilzen zu suchen sein. Im hiesigen Laboratorium z.B., wo schon
betrichtliche Mengen Hefe-M. L. auf Sterine und Nebensterine ver-
arheitet wurden, ist man diesem Sterin nicht begegnet. An der Rich-
tigkeit des Tatbefundes der amerikanischen Forscher hat man nicht
gezweifelt ; man ist eher geneigt zu glauben, dass sich die europiiische
Heferasse von der amerikanischen vielleicht in dieser Beziehung diffe-
renzieren konnte.

Dank der chromatographischen Methode ist es mir
gelungen aus dem — an den von H. u. B. verarbeiteten Hefemengen
gemesscn — bescheidenen Material, das mir zur Verfiigung stand, ca.
50 mg reines Cerevisteriz zu erhalten. Diese Menge hat aber knapp fiir
die angestellten Versuche gereicht. ‘

Identitit meines Produktes mit Cerevisterin : Ein Vergleich meines
Produktes mit CEREVISTERIN, das mir Herr Birs in liehens-
wiirdiger Weise zur Verfilgung gestellt hat, ergab einwandfrei dass es
derselbe Stoff ist. Farbreaktionen und Schmelzpunkte waren identisch,
ein Mischschmelzpunkt gab keine Depression. '

Doppelbindungen : H. u. B. glauben zwei konjugierte Doppelbindungen
annchmen zu kénnen und zwar auf Grund einer, allerdings sehr schwa-
chen Absorption im Ultraviolettspektrum, deren Maximum hei ca.
248 my liegt. Die Rosenheim’sche Reaktion verliduft auch positiv.

Meiue Benzopersiuretitration lisst auf eine Doppel-
bindung schliessen. Dagegen wurde bei der Hydrierung kein .
Wasserstoff aufgenommen und die Baeyer'sche- und
die Tctranitromethanprohen verliefen negativ,

Nun sind aher D. B. zwischen zwei tertiliren C-Atomen nicht
hydrierhar ; anderseits fillt die Rosenhcim’sche
Reaktion nicht nur hei konjugierten D. B., sondern
auch hei ef-ungesittigten Alkoholen
positiv ausl?” Unter Beriicksichtigung dieser Tat- %
sachen kénnte im Cerevisterin folgende Anordnung gegeben oK
sein :

Cerevisterin ist eiu iiheraus interessantes Glied in der Reihe der
Sterine und wiire wert eingehender studiert zu werden. Sterine sind
grisstenteils einwertige Alkohole. Es sind aber Sterine oder sterinihn-
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Liche Stoffe bekannt, dic 2 O-Atome enthalten, wie : Onacerol,’¥ Casi-
mirel,’® Arnisterol 2 und Faradiol.® Alle schmelzen infolge ihres
grosseren O-Gehaltes gegen 200°. Sterine mit 3 O-Atomen sind, ausser
Cerevisterin, nicht hekannt.

Funktion des Sauerstoffs im Cerevisterin: Zwci O-Atome liegen als
-OH Gruppen vor {Diacetat). Ueher die Natur des dritten O-Atoms
kann noch nichts gesagt werden. Auf Grund ihrer gewissenhaften
Untersuchungen schliessen H. u. B. folgende Saucrstoffunktionen aus :
Aldehyd, Keton, Methoxyl, Aethoxyl, Carbo-
xyl, Lacton oder Oxysdure. Es bliche noch die Ver-
mutung auszusprechen, dass das dritte O-Atom als tertidres -OH
vorliegen kinnte, das hekanntlich sehr schwer verestcrhar ist. In dieser
Richtung unternommene Versuche fithrten aher H. u. B. zu keincm
Resultat, da Cerevisterin, unter den Bedingungen, wie man sie hei
Reaktionen auf tertiiirc Alkohole anwendet, nicht stabil ist.

ZUSAMMENFASSUNG :

Doppelbindungen werden im Cerevisterin durch Permanganat und
Tetranitromethan nicht angezeigt.

Die Hydrierung ist negativ-ausgefallen.

Die Persiuretitration zeigt eine D. B. an, die wahrscheinlich diter-
tdr ist.

Der positive Ausfall der Rosenheim’schen Reaktion diirfte daber-
kemmen, dass die D. B. zu einer OH-Gruppe af-stindig ist.

Die von H. u. B. festgestellte sehr schwache Lichtahsorption im
Wellenhereiche von 248 my kinnte durch geringe Ergosterin- Beimen-
gungen verursacht sein.

Cerebrin.

Ich erhielt 0.77 gr einer weissen, kompakten Kristallmasse, die in
den gewbhnlichen Lisungsmitteln ausserordentlich schwer laslich ist.
Aus Benzol scheidet sie sich heim Abkiihlen in Form einer steifen
Gallerte. .

Sp. 138°-139° Keine L. B. R. 2.11% Stickstoff.
(3.459 mg Substanz gaben 0.067 ccm N, bei 23° und 718 mm Hg,)

Nachdem ich diese Suhstanz als Cerebrin crkannt hatte, habe ich
auf ihre Weiterveracheitung verzichtet.

Cerebrin bildet aus Acthanol farblose, zm Biiscbeln vereinigte Nadeln.

Sp. 143°-144° Aktiver Wasserstoff : 0.732
Brutteformel : C,H, ;INO;, N = 2.049
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Durch saure Hydrolyse konnte Fr. REINDEL® Cerebrin in eine
N-frcie Sdure und einc basische Komponente spalten. Die Siure hat er
isolieren kinnen und spricht sie als a-oxy-Hexacosansiure an. CpgHeyOp
Sp. 103.5°-105°.

Jur. ZELLNER ? schreiht dem Cerebrin cinen Cerebrosid-
eharakter zu. Von den cigentlichen Cerebrosiden wiirde ez sich
aher dadureh unterseheiden, dass es im nativen Zustand keine Zueker-
komponente besitzt.

Cerebrin ist ein Begleitkorper des Ergosterins. Es verzogert dessen
Kristallisation aus ciner aetherischen Lésung. Cerehrinhaltiges Ergo-
sterin lost sich in organischen Lésungsmitteln nicht klar auf. Bei
lingerem Stehen einer aetherischen Lisung sctzt sich das Cerebrin,
infolge seiner Schwerléslichkeit in Aether, allmiblich als amorpher
Bodensatz ah. Man erhiillt es dementsprechend. aus dem schleimigen
Niederschlag der sich in den Pilz-Aetherextrakten bildet (s. S. 19 {(A)).
Bei der Verscifung wird Cerebrin gespalten und kann daher nicht mehr
im nativen Zustand gefunden werden.

X - Karper.

Dieser Korper war meinem Sog. Fungisterin beigemengt und wurde
hei der Umkristallisation desselben aus Aceton als schwerléslicher Teil
crhalten.

Die Analysenwerte, die Molekulargewichtsbestimmung und der
Sehmelzpunkt wiirden auf cinc Fettsdure hinweisen, und zwar konnte
man den Kérper, an Hand folgender Vergleiche, als Tetracosan- oder
Pentacosan-Sdure ansprechen :

Formel M C H Sp.
X-Kirper 385 78.11 9%, 13.34 %, 81°-82°
Teatracosansiure CpHoyg0: 368 78.18 %, 13.13 9, 84°
Pentacosansdure oy Hy, 0, 382 78.45 9 13.18 % 82°-83°

Nun sprechen aber zwei Tatsachen gegen den Siurecharakter dieses
Kirpers, namlich :

a) der negativ ausgefallcne Versuch auf Siurecharakter,

b) die Tatsache, dass er im Aetherauszug des Unverseiften gefunden
wurde.

Allerdings ist mit der Moglichkeit zu rechnen dass es, bei der ausser-
ordentlich milden Verseifung (¢s wurde hei Zimmertemperatur verseift),
mit dieser Siure zn keiner Verseifung gekommen wiire, in welchem
Falle die freie Siurc vom Aether aufgenommen wire. Der negativ
ausgefallene Versuch (a) wiirde dann nicht unter giinstigen Bedingungen
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vorgenommen worden sein und besagen, dass die Salzbildung mit
dieser Siure recht trige ist.

Einen Karper nichtsaurer Natur der Formel Cy,H 50, kinnte man
sich als Reduktionsprodukt der Cerebronsiure: CHg(CH,),, CHOH.COOH
denken, und zwar vielleicht als Aldehyd. Cerebronsdure ist bekanntlich
ein Baustein der Cerebroside, die man als Begleiter des Chole-
stering in der Hirnsubstanz findet. Es begt nahe anzunehmen dass auch
Pilzsterine von solchen N-haltigen Stoffen begleitet sein kénnten.
ZELLNER hat dem Cerebrin diese Rolle zugeteilt, was er auch in der
Namengebung ausgedriickt hat.? Fr. REINDEL 22 hat als sauren Bestand-
teil des Cerebrins eine @-oxy-Hexacosansédure CggHgoOg Sp. 103.5°-105°
igolicrt. Es ist aber gar micht ausgeschlossen dass auch Cerebronsiure
und ihre Derivate in der Pilzsubstanz enthalten sind.

Leider konnte ich, wegen zu geringer Substanzmenge, meine Unter-
suchungen nicht weiter fithren.

Wachsalkohole.

Bei der Chromatographie findet man die Wachsalkohole
in den Benzoldurchblaufen. Sie gehéren zu den Stoffen die von Alumi-
nivmoxyd am schwiichsten adsorbiert werden ; heim Entwickeln mit
reinem Benzol werden sie daher als erste aus der Sdulc eluiert.

Dic Roh-Alkchole hahe ich an der Wasserstrablpumpe unter
20 mm Hg. destilliert. Sie gingen zwischen 260° und 270° iber. Das
Destillat habe ich dann in Aether gelost und mit Methanol fraktioniert
gefillt. Ich erhielt zwei Fillungen :

1. weisse, glinzende Schuppen Sp. 53°-55°
2. kleine, weisse Schiippchen Sp. 48°-50°

Verbrennungen habe ich keine vorgenommen.

(1.) scheint Heptadecylaliohol Cy;Hz0 Sp. 54°-56° und
(2.) scheint Cetylalkohol C;gHpO  Sp. 48°-50° zu sein,
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EXPERIMENTELLER TEIL

1. Verarbeitung der Extrakte.

Zur Verarheitung kamen Aetherextrakte aus:

1. 4 Kgi | ) )
9. 9-3Kg} trockenen Knollenhlitterpilzen.

Von diesen Partieen scheint die zweite am schonendsten erhalten
worden zu sein. Wihrend (1) ziihe, schwarzhraune Schmieren darstellten,
war {2) eine olivgriine, stsslich riechende, 6lige Flilssigkeit, in der eine
mit Kristallen durchsetzte, schleimige Phase zu erkennen war. (Partie 2
wog 350 gr was einer Extraktion von 3.7 9 der Trockensubstanz
entspricht.)

Das Ausgangsmaterial wurde zuerst scharf zentnfuglert Ich erhielt
einen schlcimigen Niederschlag (A) und eine flissige
Phase (B)

Aectherextraktion : (A) wurde cine Woche lang am Riickflusskiihler
mit Aether extrahiert. Die Vorlagen habe ich anfangs 6fters gewechselt.
Zuerst gingen dic Sterine iiber, und zwar quant:tauv Am dritten Tag
schicn die Extraktion unwirksam geworden zu sein. Am vierten Tag fing
Cerebrin an durchzulaufen ; infolge seiner schweren Léslichkeit in
Aecther setzte es sich in einer kompakten Kristallmasse an den Kolben-
hoden an,

Aus den Acthervorlagen wurden diec Kristalle abgenutscht und mix
kaltem Aether gewaschen. Die Extrakte der ersten drei Tage ent-
hielten kein Cerebrin, die nichstfolgenden Extrakte dagegen keine
Sterine mehr, — Nach Einengen der M. L. konnte eine zweite Kristalli-
sation erhalten werden. — Danr wurde der Aether ahgedampft und der
Riickstand bis zu klarer Lasung mit heissem Methanol versetzt. Der
erhaltene Niederschlag wurde wieder aus Acther umkristallisiert. — Aus
dieser Extraktion erhielt ich :

Roh-Ergosterin- Sp. 147°-157°, Roh-Cerebrin Sp. 138°-139° und die
entsprechenden M. L. die mit (B) der Verseifung unterzogen wurden.
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Verseifung : (B) wurde mit 20 %iger methylalkoholischer Kalilauge
verseift. Da Grund zur Annahme vorliegt, dass die Sterine durch heisse
Alkalien angegriffen werden, wurde die Verseifung hei Zimmertempcra-
tur vorgenommen (Stehenlassen iiber Nacht). Es ist zu empfehlen nur
die Menge zu verseifen, die man sich anch sofort weiter zu verarheiten
vornimmt ; ich hahe die Erfabrung gemacht dass ein lingeres Ver-
weilen des Unverseiften in alkalischem Medium der Sterinansheute
Eintrag tut.

Es folgte die

Trennung des Unverseiften : Direktes Extrahieren mit Aether fiihrt
zu kcinemn Resultat; es hildet sich eine unentmischbare
Emulsion. Eine glatte Phasentrennung erzielt man durch
Zugabe von Wasser. Bekanntlich sind die Seifen in einem Wasser-
Alkohol-Gemisch leichter lgslich als in jedem dieser Losungsmittel allein
angewandt. Nach einem Verdinunen der Verscifungslauge mit ca. dem
dreifachen Volumen Wasser, habe ich mit Aether erschépfend ausge-
sechiittelt. Wenn man das erste Mal mit %/; Volumenteilen upd dann
noch zweimal mit je !/, Volumentcilen Aether ausschiittelt, ist die
Extraktion des Unverseiften praktisch vollzogen. — Die Aecther-
extrakte wurden mit Natriumsulfat iiber Naecht getrocknet, der
Aether dann zum grossten Teil abdestilliert und die eingeengte Losung
stechen gelassen. Es kristallisierte aus ihr Ergosterin in feinen Nadeln
Sp. 153°157°. — Die M. L. wurden vom Aether hefreit und in
Benzol gelést. Diese Benzollosung wurde dann der Chromato-
graphie unterzogen.

Chromatographie : Die chromatographiseche Adsorp-
tion erfolgte an einer Aluminiumoxyd-Siule, deren Dimensionen
ich durch einen schnell gemachten Vorversuch ermittelt habe. Ich hahe
darauf geachtet dass die unterste, stark gefirbte Zone (3 ), nach
dem Entwickeln, noch in der Siiule blieb. — Die Benzollésung wurde
durch die mit Benzol angefeuchtete Szule geschickt. Als die ganze
Losung durchgeflossen war habe ich mit dem gleichen Volumen reines
Benzol entwickelt. — In der Siule hatten sich ziemlich scharf getrennte
Zonen gebildet, dic, von ohen nach unten, wic folgt aussahen :

Zone 1: orange-gelb mit gelber Fluoreszenz

Zone 2: citronengelb ohne Fluoreszenz

Zane 3: dunkelbraun » » 3 die unterste

Zone 4: war farblos, doch konnte man an ibrer Beriihrungsstelle
mit Z o ue (3 ) unter der Uviollampe intensive Fluoreszenzringe wahr-
nehmen, die, von ohen nach unten, hellgriin, weiss, himmelblau und
blaulila fluoreszierten.
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Die Saule wurde hierauf abgebaut und jede Zone fiir sich zuerst mit
Aecther und dann mit Methanol im Hejssextraktor extrahiert. Am
leichtesten wurden die hraunen Schmieren hcrausgewaschen. Es emp-
fiehlt sich, wenn die Schmieren durchgelaufen sind, sofort die Vorlage
zu wechseln ; die weiteren Extrakte sind dann nur noch schwach gefirht
und leichter zu verarbeiten.

Zone 1: Der Actherextrakt enthielt einen geringen, flockigen
Niederschlag, der in Aether, Aceton, Chloroform sehr schwer, in
Eisessig aber leichter loslich war. Sp. 90°115° Negative L. B. R.
Als die Extraktion mit Aether trige wurde, ersetzte ich diesen durch
Methanol. (Bekanntlich zdhlen Methyl- und Aethylalkohol zu den
wirksamsten Verdringern.) Aus den Methanolextrakten gewann ich
eine weisse, pulverige Masse mit starker L. B. R. Sp. 210°-235°. Es war
rohes Cerevisterin. — Nach Abdampfen des Aethers und des Methanols
hinterliessen mir die M. L. dunkelbraune Sehmieren. Durch
Digerieren mit wenig Aecther, konnte ich aus diesen noch etwas Cere-
visterin gewinnen. '

Zone 2: Aus dieser Zone gewann ich rohes Ergosterin. Auch hicr
verbliehen die M. L. als braune Schmieren . Die Extraktion mit
Methanol brachte keine Sterine mehr heraus.

Zone 3: In dicser Zone fand ich das sog. Fungisterin mit seiner
charakteristischen L. B. R. Der Sterinniederschlag, der zwischen 107°
und 144° schmolz, wurde in der auf Scitc 9 heschriehenen Woeise
gereinigt. Ergosterin war sehr wenig dabei. — Awch in dieser Zone
iiberwogen die braunen Schmieren mengenmissig,

Zone 4: 1ln dieser Zone, wic auch in deu Benzoldurchliufen beim
Entwickeln der S#ule, hefinden sich keine Sterine mehr. Aus den
Extrakten konnte ich Wachsalkohole Sp. 63°-75° isolieren.

Den hochschmelzenden Niederschlag aus Zone (1) hahe ich aus
Accton umbkristallisicrt. Ich erhielt schéne, winzige Nadeln von homo-
gencm Aussehen. Braunfirhung bei 205°, Sp. 248°-250° unter Zer-
setzung. Es war Cerevisterin. 5. S. 14.

Das Roh-Ergosterin aus Zone 2 und aus der Aetherextraktion
des schleimigen Niederschlages (A) hahe ich nach dem Dreieckschema
umkristallisiert, in der Hoffnung die M. L. mit evtl. vorhandcnem
Fungisterin anzureichern. Das Resultat war negativ. Das Ergosterin
hahe ich auf den Sp. 158°-160° gehracht. Auf eine weitere Reinigung
hahe ich verzichtet. '
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2. Beschreibung dcr Versuche

mit

Sog. Fungisterin.

Verbrennung meines reinsten Produktes (Sp. 154°-155°) :

3.945 mg Substanz (bei 100° i. Hochv. dbexr P,Oggzetr.)
11,810 mg COy, 4.218 mg H,O ; Gefunden C = 81.65 % H = 11.96 %,
3.982 mg Substanz (bei 125° i. Hochv. fiber PyO;getr. Subst. sablimiert)
11.914 mg COy, 4.246 mg H,0 ; Gefunden C = 81.609;, H = 11.93 %,

Benzoat : 10 mg sog. Fungisterin wurden in 14 ccm reiastes Pyridin
gelost. Die Losung wurde mit zwei Tropien Benzoylchlorid versetzt und
kurz auf dem Dampfhad erhitzt. Nach zweistiindigem Steben in Eis-
wasser wurde Wasser zugegehen und filtriert, zweimal mit C1H und dann
mit Wasser bis zum Vcrschwinden der CI’-Reaktion gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Exsikkator scharf getrocknet uad zweimal aus
Methanol umkristallisiert. Sp. 179.5°-180.5°.

2.349 mg Substanz (bei 60° i, Hochv, fiher P,0ggetrocknet) gaben

7.153 mg CO, und 2.193 mg H,0. Gefunden C = 83.059% H = 10.45%
Fiir CyH,,0. OC. CH, berechnet C = 83.059% H = 10.039

Hydrierung : 20.7 mg sog. Fungisterin (Sp. 153°-154°), in 4 ccm
Eisessig gelost, wurden mit 20 mg PtQ, am Mikrohydrierapparat
hydriert. Nach vier Stunden wurde kein Wasserstoff mehr aufgenom-
men. — Zur Kootrolle warde ein Parallelversuch mit einer entsprechen-
den Mcoge Cholesterin ausgefiihrt. Wihrend das Cholesterin, wie
erwartet, das einer Doppelbindung entsprechende Wasserstoffvolumen
aufpahm, hlieb heim sog. Fungisterin die Wasserstoffaufnahme weit
unter diesem Stufenwert. Sie hetrug niimlich 0.54 ccm gegeniiber dem
theoretischen Wert von 1.4 ¢cm fiir eine Doppelbindung herechnet.

4.007 mg Hydrierungsprodukt (bei 100° i. Hochv, diber P,0; getr.) gaben

12.004 mg CO, und 4.200 mg H,0. Gefunden C 81.709% H = 11.713%
Fir unveriindertes sog. Fungisterin berechnet C 81.7 9 H = 11.8 9

[

Sog. Fungisterin hat demnach keine hydrierhare Doppelbindung.
Fiir die Wasserstoffaufnahme muss verunareinigendes Ergosterin veraot-
wortlich gemacht werdea.

Drehung : 18.6 mg seg. Fungisterin (Sp. 154°-155°) wurden in zwei
cem Chloroform geldst und die Losung in ein 0.997 dm langes Polarisa-
tionsrohr cingefallt. a = — 0.23°  (a)18°= — 0.24.8°
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Bromierung : Einige sog. Fungisterinbenzoat-Kristalle wurden gerade
in Eisessig gelost und mit einigen Tropfen einer schnell hereiteten Brom-
Eisessiglosung unter Kiihlung versetzt. Die Losung blich kurze Zeit
farhlos, wurde dann auf einmal gelh, intensiv gelb und schliesslich griin.
Mit Jodstirkepapier hatte ich mich vergewissert dass kein Ueberschuss
an Brom war. — Ein mit Ergosterinhenzoat angestellter Parallel-
versuch hlieh unter gleichen Bedingungen farblos.

Farbreaktionen auf Doppelbindungen :
Baeyer’sche Probe: ca. 1 mg Substanz wurde in stabilem
Eisessig gelost. Ein zugefiigter Tropfen einer verdiinnten Kalium-
permanganatlosung wurde sofort entfirbt.

Tetranitromethan Probe: ca. 1 mg Substanz wurde in
Chloroform gelist. Ein zugefiigter Tropfen dieses Reagens gah eine
Gelbfirhung. Unter gleichen Bedingungen firbt sich eine Ergosterin-
lésung braun.

Lichermann-Burchard’sehe Reaktion : Einige sog. Fungisterin-
kristalle wurden gerade in Chloroform gelost und mit 1 cem Essigsaure-
anhydrid versetzt. Ein Tropfen konzentrierte Schwefelsiure bhewirkt
folgendes Farhenspiel : rasch rot, violett, dann .14 Minute lang hlau,
dann ther grinstichig allméhlich in grin.

Digitoninféllung : Eine heisse alkobolische Lésung von ca. 60 mg
Rok-sog. Fungisterin (Sp. 141°-146°) wurde mit 15 ccm einer heissen,
1%igen Lisung von Digitonin in 90 %igem Alkohol versetzt. Das
ausgefallene Digitonid wurde nach Erkalten ahgenutscht, mit Aether
und Alkohol gewaschen und dann in Pyridin gelést. Durch Zugabe von
Aether wurde das Digitonin gefillt. Nach Abdampfen des Pyridins im
Vakuum, wurde das Sterin aus Methanol umkristallisicrt. ca. 40 mg
Federformiger Kristalle. Sp. 148°-149° mit langer hlauer L. B. R.

Cerevisterin.

Benzopersiuretitration nach Prileschajew : 19 mg Cerevisterin
(M = 430) wurden in 5 cem einer 0.055 molaren Losung von Benzo-
persiure in Chloroform gelést und 36 Stunden lang im Eisschrank
stehen gelassen. Die rcine Siurelosung wurde unter den gleichen Be-
dingungen aufbewahrt.

1 ccm der Sgurelésung verbraucbte 1.10 ccm ¢.1 n 5,0,Na,

1 cem der Sterin-Shure-Lisung » 095 » » »
19 mg Cerevisterin verbranchen (3 x 0.15 x 0.055) 0,041 Millimo! Saure
Fiur eine Doppelbindnng berechnet man (19: 430) 0.044 Millimol Shure.
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Verbrennung des Cerevisterinoxyds :

3.708 mg Substanz, im Exsikkator getrockmet, ergaben: 9.375 mg CO,
und 3.146 mg H,0. Gefunden: C = 69.009% H = 9.499.

Leider fiihrt dieses Ergebnis zu keinem Schluss. Der ausserordentlich
bobe Sauerstofigehalt (O = 21.5 9) kann nur durch noch anhaftendes
Wasser erklirt werden. Am wenigsten schlecht wiirden die fiir die
Formel CjsH,504. 2 1, H,O errechneten Werte :

C=685% H=1049% O =212 9, iibereinstimmen.

Hydrierung : 19 mg Cerevisterin, in 4 ccm Eisessig gelost, wurden
mit 20 mg PtO; am Mikrohydrierapparat hydnert In fiinf Stunden
wurde kein Wasserstoﬁ' aufgenommen.

Farbreaktionen auf Doppelbindungen :

Baeycr’sche Probe: ca. 1 mg Cerevisterin wurde in stabilem
Eiscssig gelost. Ein zugefiigter Tropfen einer verdinnten Kaliumper-
manganatlésung wurde nicht entfirbt.

Tetranitromethan Probe: ca. 1 mg Cerevisterin wurde in
Chloroform geldst. Ein zugefiigter Tropfen Tetranitromethan gab keine
Braunfirbung.

Rosenheim’sche Reaktion®: ca. 1 mg Cerevisterin wurde
in Chloroform gelést. Beim Zugeben eines Tropfens einer 90 %igen,
wisscrigen Trichloressigeiiure-Losung fiirbte sich die Lésung intensiv
rot, dann schmutzig-griin und schliesslich oliv-griin.

Vergleich meines Produktes mit Cerevisterin von H. u. B, : Beide
Produktc fiarben sich bei 240° braun und schmelzen zwischen 247° und
250°. Der Mischschmelzpunkt gah keine Depression. Die Farbreaktionen
sind identisch. Bei der L. B, R. tritt eiuc charakteristisehe scharlachrote
Farbe auf, dic dann rasch iiber violett, hlau iu griin dherscbligt.

X - Korper.

Vakuumdestillation : 40 mg Substanz wurden im Hochv.
(0.001 mm Hg) destilliert. Zwischen 190° und 205° gingen klare, dick-
flissige Tropfchen iiber. Aus Methanol umkristallisiert, bildeten sie
schéne Blittchen. Sp. 81°-82°. Negative L. B. R.

Molekulargewichtshestimmung nach Rast: 0.244 mg Substanz in
2.423 mg Kampher geldst ergaben eine Depression von 9.8°. K = 37.45°.
M = 385.
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Yerhrenuung :

3.846 mg Substanz (bei Z. T. iiber PyOsgetr.) gaben 11.015 mg CO; und 4.584 mg H,0.
Gefunden: C = 78.119% H = 13.349,

Farbreaktionen auf Doppelbindungen :
Baeyer’sche Probe: ea. 1 mg Substanz wurde in stabilem
Eisessig gelost. Ein zugefiigter Tropfen einer verdiinnten Kaliumper-
manganatlisung wurde nicht entfarbt.
Tetranitromethen Probe: ca. 1 mg Substanz wurde in
Chloroform gelgst. Ein zugefiigter Tropfen dieses Reagens gah keine
Braunfirbung.

Probe auf sauren Charakier : ca. 10 mg Substanz wurden beiss in
Alkobol gelost und mit einem Uecherschuss Natronlauge versetzt.
Erhitzt ind nach Erkalten mit Aether ausgesehiitielt. Die Substanz
fand sich im Aetherextrakt wieder.
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- Ueber
3,12-iIso-Dioxy-choiensiure

und

3,12-Dioxy-choladiensaure

In dieser Arbeit habe ich es versucht die Darstellung von 3-12-Iso-
Dioxycholensiure aus Apocholsiure zu verbessern. Ferner wollte ich die
ven H. WiELAND und H. Orrawa ! gefundene nene Diensdure weiter
untersuchen.

F. BoEDECKER ? hat im Jahre 1920 gefunden, dass bei der Dehy-
dratisierung von Cholsiiure ein Gemisch von Apocholsiure und Dioxy-
cholensiure entsteht. Im Jahre 1933 fand K. Yamasaki® ein drittes
Isomeres, nimlich die Tso- Dioxycholensdure. Auf Grund seiner weiteren
Untersuchungen hat er im Jahre 1935 4 gezeigt, dass sich diese isomeren
Shuren gegenseitig ineinander uberfiihren lassen. Allem Anschein nach
stehen sie miteinander im Gleichgewicht:

¥ Iso-Dioxycholcnsiure —~ :
Apocholsiiure 4 — > = Dioxycholeosiiare

- Ueber die Konstitution diescr drei dehydratisierten Cholsduren weiss
man noch nichts Bestimmtes. Vorlaufig werden folgende Struktur-
formeln vorgeschlagen :

0OH . 0OH - QH OH
”°£§ HO$ ”°$ &

Formel I Formel 11 Formel III
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Farmel I fir Dioxycholensdure, weil diese sich kata-
lytisch zu Desoxycholsdure hydrieren lisst, und bei dcr Oxydation
Aufspaltung der Doppelbindung zu Carbonyl und Carboxyl
erfolgt. _

Formel II fir Apocholsdure, weil diese Sédure katalytisch
nicht hydrierhar ist. Dics wiirde fiir eine Doppelbindung zwischen zwei
tertiiren C-Atomen sprechen. — Die Diensiure (Formel 1V) ldsst sich
durch Hydricrung wieder in Apocholsiure uberfihren, allerdings auch
unter Bildung von 8-Apocholsiure, der am C-Atom 9 epimeren
Sdure.

Formel JIJ for Iso-Dioxycholensdure, weil diese
katalytisch nicht hydrierhar ist.

Samtliche drei Sauren gehen OH
kein Dibromid. Nacb
primirer Anlagerung von Brom
und darauffolgender Bromwas-
serstoff-Abspaltung bilden sich 4o
doppelt ungesittigte H_U Oder
Sidwvren. — Fir die Dien- Formel IV
sduren aus Apochol- und Dioxy-
cholensiure sind nebhenstehende Formeln IV wahrscheinlich. Von der
Diensiure aus Iso-Dioxycholensiure dagegen kann man sich noch kein

anniherndes Bild machen, Auf

0H oM Grund des Fehlens des fiir konju-

gierte Doppcl-Bindongen charakte-

ristischen Maximums hei ca. 240 mp

im Absorptionsspektrum, sind

nebenstehende Formcln, die einem

HO HO sofort in den Sinn kommen, aus-
geschlossen.

OH

Jede weitere Erkenntnis iiber dicse neue Diensdure wiirde uns mchr
Einsicht in die Natur, nicht nur der Iso-Dioxycholensiure, von der sie
sich ahleitet, sondern auch der Apochol- und der Dioxycholensiure,
gewithren.

Leider wurde diese Arheit durch die ausserordentlich geringen
Ausbeutcn und die Kristallisationsschwierigkeéiten stark hehindert.

Iso-Diexychelensiure aus Apocholsiure.

Ich hahe das Verfahren von YAMASAKI angewandt das darin hesteht,
Apachalsiure mit konzentricrter Salzsfiure zu isomerisieren. Ich muss
gleich erwihnen dass die Resultate, trotz gleicher Versuchshedingungen,
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sehr unregelmassig ausfallen und dass eine Ausheute von 99 ein
Maximum und cher ¢ine Ausnahme ist. Ferner haben sich kieine Ansiitze
hesser bewihrt als grosse. : _
Methode von Yameaesaki: Eine Lisung von 4 gr Apochol-
séure in 15 cem Eisessig wird bei Zimmmertemperatur und unter Luftaus-
schluss (CO,) unter Schiitteln, allmihlich mit 24 cem CIH (d 1.2) ver-
setzt. Die Losung firbt sich braunrot. Nach 1 ¥, Stunden, wenn Triibung
eingetreten ist, wird der Kolbeninhalt in kaltes Wasser gegossen und mit
Soda schwach kongesaver gemacht. Der Niederschlag wird dann mit
5 %iger Kalilauge eine Stunde lang anf dem Wasserbad verseift. Nach
Erkalten wird die Lésung neutralisiert und die ausgefallene Masse
abgesaugt und scharf getrocknet. — Die trockene Substanz bleibt dann
mit der 11, fachen Mcuge Aether iiber Nacht stehen. In Lisung gehen
barzige Zcrsetzungsprodukte, die einen Teil der Siuren mitfiihren (a) ;
der Bodensatz bestebt aus Siuren. Das Aetherunldsliche wird mit der
2 fachen Menge absoluten Alkohol digeriert. Hierbei gecht Apocholsiure
in Lisung. Durch ofteres Umbkristallisieren des Riickstandes aus
Essigester und aus verdiinntem Alkohol gewinnt man Iso-Dioxycholen-
sdare Sp. 196°-197°,

Erhéhung der Ausbeute: Yon meinen zahlreichen Ver-
suchen, die Ausheute zu verhesscrn, erwiihne ich nur die Behandlung
der Actherlésung (a) mit 20 %iger ClH, die eine Erhshung der Ausbeute
um ca. 15-20 %, erméglicht. — 40 gr Apocholsiure wurden nach Yanma-
SAKI verarbcitet und gaben 1.66 gr Iso-Dioxycholensdure Sp. 194.5°-
195.5° als alkoholunléslichen Riickstand. — Dic verhleibende Aether-
Mutterlauge (a) wurde 4 Mal wmit je 200 cemn 20 %iger, aethergesiittigter
CIH ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden zur Hilfte mit Seda neutra-
lisiert und 4 Mal mit Aether extrahiert. Die Ausziige wurden getrocknet,
cingeengt und stehen gclassen. Aus dem gebildeten Niederschlag
{Sp. 179°-181°) konnte ich durch Umkristallisieren aus Essigester
0.30 gr Iso-Sdure Sp. 193°-195° gewinnen. — lch versucbie noch die
M. L. (a), nach ihrer Bchandlung mit CIH, mit Lauge aunszuschiitteln.
Ich verwendete 6 Mal je 40 ccra n/5 NaOH. Aus den zwei crsten Extrak-
ten erhielt ick einen Niederschlag vom Sp. 159°-161° ; es war unrcine
Apocholsdure. — Dic Iso-Sdure war bereits quantitativ durch die CIH
extrahiert worden. :

Dienssure nach H. Ottawa n. E. Dietz, durch Einwirkung von
Brom auf Iso-Dioxycholensiiure.

Eine Lisung von 1 gr Iso-Dioxycholensiure und 1 gr trockenem
Natriumacetat in 1 cem reinem Methanol wurde innerbalh 15 Minuten
unter starker Kithlung, tropfenweise mit 3.72 ¢cm einer 1.5 n methyl-
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alkoholischen Bromldsung versetzt, bis zu .anhaltender schwacher
Gelbfarhung. Die Lésung wurde in ciskaltes Wasser gegossen, die
Fillung abgesaugt und in reinem Aether geldst. Hierauf wurde mehrmals
mit Soda ausgezogen. Die vereinigten Ausziige wurden angeséiuert und
die ausgefallene Siure wieder in Aethcer aufgenommen. Die Aether-
losung war gelblich gefirht. Aus dieser erhielt ich, nach Trocknen iiher
CaCl, und Einengen, einen Niederschlag von 0.22 gr Sp. 154°-155° der,
aus Essigester umkristallisiert, 0.14 gr Diensdure Sp. 161°-163° gab.
Bemerkung : Auch hier filhren nicht alle Bromierungen zu kris-
tallisierter Diensiure. Trotz gleicher Versuchsbedingungen, erhilt man
oft nur braune Sehmieren die allerdings mit 30 %iger CIH die eharak-
teristische Halochromiecrscheinung der Diensidure geben.
Haloehromie: Der Versuch erfolgt aus aetherischer Lisung.
0.1 gr Dioxycholadiensiure wird in 2 cem Methanol gelsst, die Ldsung
in 200 cem reinem Aether gegossen und aus der Misehung der Alkohol
mit Wasser herausgewaschen. Versetzt man nun die farhlose Losung
mit 40 ccm eiskalter, aethergesittigter 30 % iger CIH und schiittelt
einigc Minuten lang, eo firht sich der Extvakt intemeiv violett.
(Nach drei Extraktionen verhlcibt in der Aectherphase kecine Substanz
mehr,) Die Halochromie kann wieder riickgingig gemacht werden,
wenn man den Extrakt mit frischem Aether durchschiittelt und unter
Aether mit Eiswasser verdiinnt. Es ist aber nicht gelungen die ein-
gesetzte Siure wieder zu gewinnen ; man erhilt amorphe Umwandlungs-
produkte, die wieder violette Salzldsungen geben.

Versuch die Diensiure mit Natrinm za hydrieren.

140 mg Diensiure wurden in einem mit Riickflusskiihler . verse-
henen Kolbehen in 40 cem absolutem Alkohol gelost und auf 50° erhitzt.
1n nicht zu langsamen Tempo wurden 5 gr, in Stiickchen zersehnitrenes
und unter trockencm Aecther aufhewahrtes Natrium zugegehen. Als
alles Natrium verbraneht war, wurde das erkaltete Reaktionsgemisch
in kaltes Wasser gegossen und mit CIH sauer gemacht. Die ausgefallene
Siaure wurde in Aecther aufgenommen, die Losung getrocknet und
eingeengt. — leh erhielt eine hellbraune Schmiere. Meine Versuche, aus
ihr durch Digerieren mit Alkohol, Essigester, Aceton, eine Kristallisation
zu bekommen, hliehen erfolglos.

Oxydation der lso-Dioxycholensiiure mit Benzopersiure.

Eine Losung von 200 mg Ise-Sdure in 3 cem stabilem Eisessig wurde
mit einem 4.7 fachen Ueherschuss einer 0.08n Benzopersiurelosung in
Chloroform versetzt und iither Nacht im Eisschrank stehen gelassen.
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(Durch Titration der unveriinderten Persiure im Reaktionsgemisch
konnte ich eine, der Oxydicrung ciner Doppelbindung entsprechende
Konzentrationsabnahme feststellen.) — Die iiberschiissige Perssure
wurde mit SO, zerstért und die Losung im Vakuum vom Chloroform
befreit. Der Riickstand wurde in Aether aufgenommen (hellbraune
Lésung) und 5 Mal mit je 10 cem ciner gesittigten Bicarbonatlosung
fraktioniert extrahiert. In der 5. Fraktion war keinc Beuzoesidure mehr
enthalten. Zum Schluss extrabierte ich noch 3 Mal mit je 10 ¢cm 2n
Sodalésung, worauf die Aetherphase erschdpft war. Die Ausziige wurden
angesiiuert und die ausgefallenen Siuren in Aether aufgenommen. Der
Aether wurde abgedampft und der Riickstand der ersten 4 Ausziige mit
heissern Wasser bebandelt und heiss filtriert. Auf diese Weise wurde die
Benzoesaure herausgewaschen. Als Riickstand verblieb einebraune,
amorphe Masse. — Die sauren Bestandteile der 4 letzten Aus-
ziige wurden zusammengctan, getrocknet und mit Acther digeriert.
Es kam zu keiner Kristallisation ; ebenso erfolglos blieb die Behandlung
mit Essigester. Die crhaltenen Schmieren sahen denjenigen sehr dhalich,
die man oft bei der Bromierung der Iso-Siure erhilt. Auch sie gaben, in
Aecther gelost, mit 30 %ger CIH die fiir die Diensiure charakteristische
Halochromie ; die salzsdure Losung war violett gefarht.

ZUSAMMENFASSUNG.

Durch Extraktion mit 20 %iger CIH ist es méglich die Ausbeute an
Iso-Dioxycholensiure aus Apocholsdure um 15-20 94 zu verbessern.

Die Hydrierung der Diensdure mit Natrium und Alkohol fiihrte zu
keinem kristallisierten Produkt, sodass aus ihr keine Schliisse gezogen
werden kénnen. — Die Frage, ob sich dabei Iso- Dioxycholensdure zurtick-
bildet, bleibt noch offen. Erwithnt sci dass auch Hydrierungsversuche
von H. O. u. E. D. mit PtO, kein eindcutiges Ergebnis gezeitigt haben.

Die Oxydation der Ise-Dioxycholensiure mit Benzopersiure fiihrte
zu keiner kristallisierten Siure, doch gab das amorphe Produkt mit
30 9%iger CIII eine violette Salzlosung, wie die Diensiure. — Prinzipiell
sollte man durch Oxydation der Iso-Siure zu dem gleichen Produkt
gelangen, wie man es durch Bromierung dieser Sdure erhilt, nimlich
zur Diensdure. Der primir angelagerte Sauerstoff muss aus den gleichen
sterischen Griinden wieder als Wasser abgespalten werden, die bei der
Bromierung das angelagerte Brom in Form von BrH abstossen.
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