Milchsdure Rot- bis Blaurot-Farbung ergibt, wihrend
Glykolsdure keine Farbung zeigt. Auf Glykolsaure ist
ebenfalls nach Eegriwe!®) mit 2,7-Dioxy-naphthalin und
85proz. Schwefelsdure mit 20 min Erhitzen im Wasserbad
zu priifen. Sie gibt hierbei Violett- bis Violettrot-Farbung,
wahrend Milchsiure Schwarzbraun-Firbung erzeugt. Die
Farbung durch Glykolsdure ist aber so intensiv, daB sie
auch neben Milchsiure erkannt wird. Zur quantitativen
Bestimmung von Glykol- und Milchsiure nebeneinander
kann man sich der bereits geschilderten Oxydation mit
Chromschwefelsaure bedienen, bei der nur Milchsiure Essig-
saure bildet. Aus der Menge des zur Oxydation verbrauch-
ten Sauerstoffs und der durch Oxydation entstandenen
Essigsdure sind dann beide zu berechnen.

Die fliichtigen Fettsduren aus den Estern sind in der
Laugevorlage enthalten. Man destilliert sie mit Phosphor-
sdure und o-Dichlorbenzol, trennt das wisserige Destillat
vom o-Dichlorbenzol ab und bindet die darin enthaltenen
freien Fettsduren mit Bariumcarbonat. Das ungeldst ge-
bliebene Bariumcarbonat wagt man zuriick und berechnet
aus dem geldsten Bariumcarbonat-Anteil den Gehalt an
Fettsduren. Die im Filtrat gelosten Bariumsalze der Fett-
sduren dampft man zur Trockne und bestimmt in einem
Teil des Trockenriickstands durch Abrauchen mit Schwe-
felsdure den Barium-Gehalt. Aus ihm ist zu entnehmen,
welche Fettsaure oder ob ein Gemisch mehrerer Fettsiuren

vorliegt.
Ba-formiat 60,4 9% Ba
Ba-propionat 48,5 % Ba

Ba-acetat 53,8 % Ba
Ba-butycat 44,1 % Ba

Im letzteren Fall trennt man durch mehrfaches Aus-
kochen mit absolutem Alkohol, in dem die Bariumsalze
der Ameisen- und Essigsdure unlgslich, die der hdheren
Fettsduren 1dslich sind. Im 16slichen Teil bestimmt man
wieder den Barium-Gehalt und kann hieraus auf Propion-
oder Buttersidure oder ein Gemisch beider schlieBen. Den
unldslichen Teil destilliert man erneut mit Phosphorsaure
und o-Dichlorbenzol, neutralisiert das Destillat ohne In-
dikatorzusatz mit Natronlauge fast vbllig und dampft es
ab. Einen Tropfen der eingedampften Losung priift man
unter dem Mikroskop mit einem Kristall Cer(I11)-nitrat.
Ist Ameisensidure vorhanden, so bilden sich farblose Pen-
tagondodekaeder, die sich nach und nach zu Kugeln ver-
gréBern. Einen weiteren Tropfen priift man mit Uranyl-
formiat-L8sung, wobei sich farblose Tetraeder bilden, wenn
Essigsdure vorliegt.

Ather

Von den Athern (Tabelle 5) kommen technisch neben
den bereits erwdhnten Glykol-monoalkyldthern nur we-
nige Vertreter in Frage. Infolge ihrer chemischen Indif-
ferenz gegeniiber verseifenden, acylierenden oder oximie-

1) Ebenda 89, 123 [1932).

Zuschriften

renden Reagenzien kann man sie im wesentlichen nur aus
ihren physikalischen Konstanten identifizieren, ist also auf
ihre Isolierung angewiesen. Beim Diithylather ist dies

Ather: Kp Dy [ ﬂ"[g
Diathylather ........... 35 °C 0,714 1,353
Tetrahydrofuran ........ 67 °C 0,887 1,407
DIOXAN .....vvinenennn. 101 °C 1,030 1,423

N-haltige LOsungsmittel:

Acetonitril ............. 82 °C 0,783 1,344

Dimethylcyanamid ...... 163 °C

Diathyleyanamid ....... 187 °C 0,872 1,422
Tabelle 5

wegen des niedrigen Siedepunktes durch Destillation ziem-
lich einfach und anndhernd quantitativ mdglich. Zur Ab-
trennung von Tetrahydrofuran und Dioxan kann man sich
deren Wasserlgslichkeit zunutze machen. Aus der wisszri-
gen Losung salzt man sie mit Kaliunicarbonat wieder aus
und trennt sie durch Fraktionierung. Fiir Dioxan hat
Weber auch eine Farbreaktion angegeben: Wird die 100 °C-
Fraktion mit 2,7-Dioxynaphthalin und 25proz. Salzsidure
gekocht, so entsteht bei Dioxan-Gegenwart rot- bis rosa-
braune Fallung mit griiner Fluoreszenz. Beim anschlie-
Benden Schiitteln mit Nitrobenzol farbt sich dieses rot.

Stickstoff-haltige Verbindungen

SchlieBlich werden in neuerer Zeit noch einige Stick-
stoff-haltige Verbindungen als Lbsungsmittel ver-
wendet: Acetonitril und Dialkylcyanamide, Letztere sind
an ihrem widerlichen (fauligen) Geruch kenntlich. Iden-
tifizieren lassen sie sich aus ihren Hydrolyseprodukten.
Acetonitril gibt Essigsdure und Ammoniak, die Dialkyl-
cyanamide: Kohlensidure, Ammoniak und Dialkylamin.
Man hydrolysiert zweckméBig durch Erhitzen mit verd.
Salzsaure im Druckrohr, destilliert aus der Losung mit
Wasserdampf dle Essigsdure iiber und Identifiziert sie im
Destillat. Den Destillationsriickstand iibersattigt man mit
Lauge und destilliert Ammoniak und Dialkylamin in vor-
gelegte Saure. Deren Riicktitration ergibt die Summe von
Ammoniak und Dialkylamin. Dann dampft man die L&-
sung zur Trockne und bestimmt im Trockenriickstand den
Kohlenstoff, woran zu erkennen ist, ob nur Ammoniak
oder auch Dialkylamin als Spaltstiick entstanden ist.

Nach der Untersuchung eines Ldsungsmittelgemischs
wird eine Kontrolle erwiinscht sein. Sie kann darin be-
stehen, daB man ein Lbsungsmittelgemisch gemaB dem
Befund zusammenstellt und seine Eigenschaften, inson-
derheit seine Siedekurve, mit den entsprechenden Daten
des Untersuchungsobjekts vergleicht.

Eingeg. am 8. September 1953 [A 529)

Zum biochemischen Syntheseweg der Steroide
Bemerkungen zum Avigatz ,.Zur Ejogenese der Steroide‘
von A. Mondon?)

Von Prof. Dr. R. TSCHESCHE und Dr. F. KORTE
Aus der Biochemischen Ableilung des Chemischen Staatsinsliluls
der Universitit Hamburg

A. Mondon') hat in dieser Zeitschrift auf Grund rein theore-
tischer Erwigungen ein , Isosqualen‘‘ als Cholesterin-Vorstufe
postuliert. Diese bisher nicht in der Natur gefundene Verbindung
soll zum Lanosterol cyclisiert werden, aus dem durch Oxydation
von drei gegeniiber Cholesterin fiberzihligen Methyl-Gruppen,
Decarboxylierung und Umlagerung dieses Sterol entstehen soll.

1) A. Mondon, diese Ztschr. 65, 333 [1953].

32

Mondon gibt fiir das,,Isosqualen** eine Verteilung von C aus Methyl
und von C aus Carboxyl der Essigsiure an, die nicht iiberein-
stimmt mit der neuen Feststellung von Woodward und Bloch?),
wonach das C-Atom 13 der Steroide aus einem Methyl und nicht
aus dem Carboxyl stammt. Da bei der Cyoclisierung einer Kette
von 30 C-Atomen mit den bekannten Verzweigungen die Her-
kunftszuordnung der C-Atome ziemlich eindeutig festgelegt ist,
diirfte damit der Hypothese von Mondon allein aus diessm Grunde
wenig Raum bleiben.

Diese Sohwierigkeit haben Woodward und Bloch®) dadurch
umgangen, daB sie von vornherein das Squalen solbst als Vorstufe
diskutieren; es ist dann die Wanderung einer Methyl-Gruppe,
des spiiteren C-Atoms 18, bei der Cyclisierung notwendig. Nur dann

t) R. B. Woodward u. K.Bloch, J. Amer. Chem, Soc, 75, 2023 {1953].
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ist es moglich, den Befunden der Herkunftsanalyse gerecht zu
werden, nach der Cyy, C;; und C,, aus dem Methyl der Essigsdure
herriihren. Jedoch treten auch so Schwierigkeiten auf. Z. B. ist
das von Woodward und Bloch sowie Mondon herangezogene Lano-
sterol bisher nur aus dem Wollfett der Schafe bekannt. Das Vor-
kommen in der Hefe ist 4uBerst problematisch, da die Hefeindu-
strie seit Weltkrieg I Wollfettalkohole allgemein als Schaum-
dimpfungsmittel verwendet. Das von H. Wicland und Mitarb.?)
isolierte Kryptosterin = Lanosterol braucht also nicht aus der
Hefe zu stammen, da es aus den Riickstiinden der Ergosterin-
Fabrikation gewonnen wurde. Da Squalen in der Leber vieler
Tiere, in Hefe und in Pflanzendlen vorkommt, erscheint es merk-
wiirdig, da8 dem Lanostero] keine weitere Verbreitung zukommen
soll, wenn es ein so wichtiges Zwischenprodukt bei der Steroid-
Synthese darstellt. Ein wesentliches Argument fiir die Squalen-
Lanosterol-Cholesterin-Hypothese ist die nahe sterische Ver-
wandtschaft der beiden letztgenannten Verbindungen, aber es
weisen auch die Triterpene gleiche raumliche Verhiltnisse aut
und ebenso zeigen die bicyclischen Terpene trans-Verkniipfung
der Ringe!), obwohl fiir sie Squalen keinesfalls als Vorstufe in
Frage kommt. Ferner ist die Herausnahme von drei Methyl-
Gruppen aus dem primaren Cyclisierungsprodukt des Squalens
erforderlich. Bisher sind keine Abkémmlinge des Lanosterols in
der Natur bekannt, die ein oder zwei dieser C-Atome weniger ent-
halten; das gleiche gilt an den geforderten Stellen in der Molekel
fir die nahe verwandten Triterpene. Die Herausnahme solcher
geminalen oder an Ringverkniipfungen stehenden tert. Methyl-
Gruppen, auch nach Ubertiihrung in Carboxyl, scheint biologisch
doch nicht so leicht zu verlaufen wie Mondon annimmt33). Das ist
um 8o bemerkenswerter, als das Tatsachenmaterial auf dem Gebiet
der Triterpene schon relativ reich ist. Die natiirlich vorkommen-
den Verbindungen dieses Typs haben im allgemeinen noch alle
30 C-Atome.

Mondonnimmt das,,Isesqualen‘‘ deswegen an, weil die biologische
Ausbeute an Endprodukt gréBer sein miiBte, wire Squalen selbst
Vorstufe des Cholesterins. Nach unserer Auffassungt) wird Squa-
len zerlegt, wobei vorerst offen bleiben muB, ob es allein die Seiten-
kette des Cholesterins mit 8 C-Atomen liefert (wire bei der Symme-
trie der Molekel zweimal maoglich) oder aber auch Cy-Stiicke ge-
bildet werden, die spiter zu der frither diskutierten C,,-Saure
vereinigt werden. Letztere kann heute nicht mehr als Ganzes
aus Squalen abgeleitet werden, da einer solchen Auffassung die
Befunde der Herkunftsanalyse der C-Atome des Cholesterins ent-
gegenstehen® % ¢). Eine Methyl-Wanderung ist auch bei dieser
Annahme nicht zu umgehen..

Wir wollten zunichst abwarten, bis weitere Befunde eine Ent-
scheidung zwischen den beiden Auffassungen ermoglichen wiir-
den; einmal Aufbau des Steroid-Systems als Ganzes aus einer
lingeren Kohlenstoffkette im Sinne von Woodward und Bloch
oder aus mehreren Teilstiicken mit dem Kohlenstoff-Skelett des
Mesogentogening und Picrotoxinins, sowie biologisch méglichen
Cg-Carbonsiuren unter Decarboxylierung. Es erscheint uns wenig
wahrscheinlich, daB Variationen an diesen Hypothesen auf Grund
rein theoretischer Erw#igungen das Problem wesentlich
tordern kbonnen, sondern es bedar! neuer experimenteller Be-
funde, um eine Klirung herbeizufiihren.

Wir sind uns bewulit, daB unsere Vorstellungent) in Bezug auf
Einzelheiten Revisionen erfahren werden, doch finden wir in der
Arbeit von Mondon keine Angaben, die zwingend unsere Grund-
Auffassung erschitttern. Bei einem Aufbau der Steroide aus meh-
reren Teilstiicken sind von vornherein eine Reihe von Mdglich-
keiten der Kombination und Variation an den Teilen méoglich.
So mu$ auch die friiher diskutierte Mbglichkeit der Bildung von
Ring A und B im Lichte der neuen Feststellungen der Herkunfts-
analyse revidiert werden. Dies ist aber relativ leicht moglich. Die
in Zukunft zu erwartende Aufklirung der Herkunft der noch feh-
lenden C-Atome C,, Cg Cq Cy1y Cyg Cias Cy und Cyq wird eine
weitere Einschrinkung der gegebenen Maglichkeiten bringen.

Eingeg. am 14, Julli 1953

_') H. Wieland u. W. M. Stanley: Liebigs Ann, Chem, 489, 31 PQSI];
H. Wieland, H. Pasedach u. A. Ballauf, ebenda 529, 65 [1937].

33) Die Abspaltung der anguliren Methyl-Gruppe im Oestron und
Equilin mag mit der Aromatisierung des Ringes A in Zusammen-
hang stehen.

9 R. Tichesche u. F. Korte, diese Ztschr. 64, 633[1952]; s. a. W. Voser,
M. Montavon, Hs. G.Gunthard u. L. Ruzicka, Helv. chim. Acta 33,
1893 [1950].

. WLerscf#, R. L. Huang u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 795,
39 [1952]. .

9 J. u[' Colnfonh, G. D. Hunter u. G. Popjak, Blochemic. J. 53,
XIV [1953].

Entgegnung
Von Dozent Dr. A. MONDON

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitat Kiel

Die Kenntnis vom biologischen Finbau markierter Essigsdure
in das Kohlenstoffgeriist des Cholesterins ist durch neue Arbeiten
erweitert worden. Cornforth, Hunter und Popjdk®) haben den
Ring A des Cholesterins abgebaut und gefunden, daf die C-Atome
1,3,5%) und 19 aus Methyl-, die C-Atome 2, 4,6 und 10 aus Carboxyl-
Kohlenstoff hervorgehen. Die von mir theoretisch abgeleitete
Verteilung ist damit identisch, ausgenommen fiir das C-Atom 13,
das nach Woodward und Bloch®) sowie Dauben und Mitarb.?) aus
Methyl-Kohlenstoff der Essigsiure gebildet wird. Dieses Ergebnis
ist sehr auffallend, da beim normalen Autbau der Isopren-Kette
die Methyl-Verzweigung stets mit einem C-Atom verkniipft ist,
das aus der Carboxyl-Gruppe der Essigsiure hervorgeht.

Der Widerspruch kann durch einen Platzwechsel der Methyl-
Gruppe gedeutet werden. Zu der gleichen Folgerung gelangen
auch die amerikanischen Autoren® ?). Da der Platzwechsel der
Methyl-Gruppe — nach den GesetzmaBigkeiten der Cyclisierung —
der Ringbildung vorausgehen muB, wird in diesem Stadium die
Squalen-Hypothese mit der Isosqualen-Hypothese iden-
tisch.

Wir konnen vorerst keine Erkldrung fiir dicse Methyl-Wan-
derung geben, doch scheint sich die Vermutung zu bestitigen, da8
im Squalen die stabile, im Isosqualen die labile Vorstufe der
Steroide vorliegt.

Nach der neuesten Arbeit von Langdon und Bloch®) ist der Wir-
kungsfaktor des biologisch markierten Squalens bei der Riosyn-
these des Cholesterins entgegen fritheren Angaben®?) 6mal gra-
Ber als der des Isovalerats. Damit ist die Annahme der direkten
Umwandlung des Squalens in Cholesterin iiber das hypothetische
Isosqualen auf das beste gestlitzt.

Das Lanosterin habe ich nicht als Zwischenprodukt der
Cholesterin-Fiogenese formuliert, wie Tschesche und Korie ange-
ben. Es wurde vermutet, dag diese Verbindung aus einer Um-
lagerung des oyclisierten Isosqualens hervorgeht, also in ihrer Ent-
stehung vom normalen Weg der Steroid-Bildung abweicht.

Ob Kryptosterin (= Lanosterin) ein natiirlicher Bestandteil
der Hefe ist, kann hier nicht entschieden werden. Die Annahme
der Einschleppung von Tschesche und Korfe verliert sehr an Wahr-
scheinlichkeit, da auch aus anderen Pilzen tetracyclische Triter-
pene vom Typ des Kryptosterins isoliert wurden!?). Auffallend
bleibt auch die Beziehung zum Zymosterin, das in der Hefe in
reichlicher Menge vorkommt und dessen Rildung sehr gut durch
oxydativen Abbau des Kryptosterins erklart werden kann.

Die Mbglichkeit des biologischen Abbaus der iiberzahligen Me-
thyl-Gruppen wird von Tschesche und Korte bezweifelt, weil bis-
her keine Zwischenprodukte aufgefunden wurden, bei denen par-
tielle Abspaltung beobachtet worden ist. Fiir die pentacyeli-
schen Triterpene trifft dieses zu, doch gibt es gerade hier Verbin-
dungen, die in ihrer Struktur groBe Ahnlichkeit mit den von mir
angenommenen Zwischenstufen der Cholesterin-Bildung haben!!).
Andererseits kennen wir im Chamazulen eine Verbindung aus der
Reihe der Sesquiterpene, bei der eine Methyl-Gruppe oxydativ
entfernt wird!?). Die Entstehung der aromatischen Steroide vom
Typ des Ostrons und Equilenins, an deren genetischer Beziehung
zu den hydroaromatischen Steroiden nicht gezweifelt werden
kann, ist gleichfalls mit der Abspaltung einer Methyl-Gruppe ver-
bunden.

Die Bedenken, die von Tschesche und Korfe im Hinblick auf die
sterischen Verhiltnisse angefithrt werden, teile ich nicht.

Die Synthese des Isosqualens ist inzwischen gelungen. Die
Verbindung ist eine luftempfindliche Fliissigkeit, die bei einer
Badtemperatur von 180°C/0,002 mm diiberdestilliert, dit 0,8685,
n} 1,4968; sie bildet zwei isomere Hexahydrochloride mit den
Fpp. 98°C und 115—118 °C. Damit ist die Grundlage zur
experimentellen Priifung der Isosqualen-Hypothese gegeben.

Eingeg. am 7. September 1953 [Z 88]

88) Anmerkg. bei der Korr.: ebenso das C-Atom 7; vgl. K. Bloch,
Helv. chim. Acta 36, 1611 [1953), .

7) W. G. Dauben, S. Abraham, S. Hotta, I. L. Chaikoff, H. L. Brad-
low u, A, H. Soloway, J. Amer. chem. Soc. 75, 3038 [1953].

8) R. G. Langdon u, K. Bloch, J. biol. Chemistry 200, 135
1953].

D] [R (?] Langdon u. K. Bloch, J. Amer. chem. Soc. 74, 1869
1952).

10) & B.]Eburons&ure und die Polyporensiuren A, B und C.

1) Z. B. Echinocyst-, Quillaja- und Chinovasiure.
%) A. Meisels u. A. Weizman, J. Amer. chem. Soc. 75, 3865 [1953].
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