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170,riO (A .  C. Bratton und J .  R. Bai ley1)  geben 168,5-169,5O an). 
Fur die Analyse wurde 24 Stunden im Hochvakuum bei65O getrocknet. 

3,929 mg Subst. gaben 6,706 mg CO, und 1,291 mg H,O 
C13Hl,07N4 Ber. C 46,43 H 3,60% 

Gef. ,, 46,58 ,, 3,68% 
Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Herrn W .  Manse7 

ausgefiihrt. 

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. 
Hochschule, Zurich. 

136. Fettstoffweehsel-Untersuehungen mit Hilfe von Deuterium 
als Indikator. I. Zur Frage der lebensnotwendigen Fettsauren 

von Karl Bernhard, Heidi Steinhauser und Francois Bullet. 
(12. IX. 42.) 

Wird bei Tieren durch Zufuhr von schwerem Wasser eine Anrei- 
cherung der Korperflussigkeiten an Deuteriumoxyd erzielt, so enthal- 
ten nech kurzer Zeit sowohl Fett- als such Aminosauren stabil gebun- 
denes Deuterium (Bchoeflheimer und Rittenberg). 

Bei Kohlenhydrat-reich, aber praktisch fettfrei ernahrten Mausen 
weisen unter solchen Bedingungen Stearin- und Palmitinsiiure analoge 
Deuterium-Mengen auf "). Obwohl die letztere gegenuber der ersteren 
stark vermehrt vorkommt, werden beide Verbindungen im gleichen 
Ausmasse auf- und abgebaut. Anders verhalten sich die ungesgttigten 
Sauren. Wie Bermhard und Bchoenheimer3) zeigten, sind BUS den Kor- 
perfetten isolierte Linol- und Linolensiiure Deuterium-frei. Der Or- 
ganismus (Maus) ist zu ihrer Synthese nicht fahig. 

Schon 1929 beobachteten Burr und Bzhrr4) bei fettfrei erniihrten 
Ratten nach 70-80 Tagen schwere Hautveranderungen, spater 
Wachs tunis s tills t and, Gewich t sverlus t und Tod . Diese Erscheinungen 
liessen sich durch Futterung von Linol- 5 ,  und Linolensaure 6, beheben. 
Olsaure erwies sieh als wirkungslos. Das Auftreten einer spezifischen, 
durch bestimmte ungesattigte Fettsauren heilbaren Mangelkrankheit 
bei stetiger ,,fettfreier" Kost wurde ausser von Evans  und Lepkovsky ') 

1) Am. SOC. 59, 175 (1937). 
2) R. Bernhard und R. SchosnheLmer, J. Biol. Chem. 133, 713 (1940). 
3) K. Bernhard und R. Schoenhesmer, J. Biol. Chem. 133, 707 (1940). 
4) C. 0. Burr und f11. 41. Burr, J. Biol. Chem. 82, 345 (1929). 
5 )  G. 0. Burr und 111. X. Burr, J. Biol. Chem. 86, 587 (1930); L. G. Wesson und 

6 )  G. 0. Burr, M .  111. Burr und 13. S. Ni l l e r ,  J. Biol. Chem. 97, 1 (1932). 
7 )  H. J1. Evans und S. Lepkovsky, J. Biol. Chem. 96, 143 (1932). 

G. 0. Burr, J. Biol. Chem. 91, 525 (1931). 
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auch durch andere Autoren bestatigt. Nach Humel )  besitzt auch 
Arachidonsaure kurative Wirkung. In  der Folge wurden gewisse hoher 
ungesattigte Fettsguren ala , , e s sen t i a l  f a t t y  acids" ,  yon einigen 
Autoren auch ails , , V i t a m i n  F" bezeichnet. 

Ratten erkranken bei Vitamin B,-Mangel wie G y 0 r . p ~ ~ )  nachwies, 
an einer spezifischen, Akrodynie-ahnliclien Dermatitis. Birch und 
Gyorgy 3, heilten sie mit gewissen Fetten, Birch4) durcah Fiitterung 
von Adermin und Maisol, Steenbock 5, mit Linolsaure oder Maisol. 

Weitere Untersuchungen von Bchneidw, Steenbock und Platx 6 ,  

iiber Akrodynie und Bwrr'sches Syndrom ergaben, dass beide unab- 
hangig vom Vitamin B, durch die ,,essential fatty acids" behoben 
werden. Heilung erzielten diese Autoren ferner durch ein Reiskleie- 
Konzentrat, das neben B, einen weiteren ,,accessory factor" enthielt. 
Fehlt letzterer, so soll die Wirkung von reinem Adermin nur tempo- 
rgrer Art sein. Nach Balmon') verschwindet bei Ratten die schwere, 
nach fettfreier Dij t  auftretendc Dermatitis nur vollig durch drei Fak- 
toren : Pyridoxin, Linol- und Pantothensaure. Zu analogen Beobach- 
tungen gelangten Richardson und Hogans). Anderseits sind, a-ie an- 
dere Autoren her~orheben~) ,  ausser Linolsaure und Vitamin E keine 
weiteren fettloslichen Verbindungen fur das normale Wachstum und 
die Fortpflanzung bei Ratten notwendig. 

hlle diese zum Teil kontradiktorischen Ergebnisse murden durch 
Futterungsversuche erhalten. Fiir den Menschen liegen in dieser Rich- 
tung einstweilen kaum gesicherte Beobachtungen vor. Bei der grossen 
Bedeutung der Fette fur die menschliche Ernahrung ist die Frage nach 
ihrer biologischen Wertigkeit gerade gegenwartig von besonderer 
Wichtigkeit . 

Mit Deuterium als Indikator liisst sich die Fahigkeit des Tier- 
korpers zur Fettsynthese beweisen. In dieser Arbeit haben wir unsere 
Versuche uber das Verhalten der Linol- und Linolensaurelo) auf Ratten 
ausgedehnt. In  einigen Fallen pruften wir eincn etwaigen E in f lus  s 
von  V i t a m i n  B,  auf d e n  Auf -  u n d  A b b a u  d ieser  u n g e s a t -  
t i g t e n  F e t t s a u r e n .  Nach N c H e n r y l l )  soll bei der IRatte die Fett- 
bildung aus Eiweiss nur in Gegenwart dea Ygridoxins erfolgen. 

l) E. M .  Hume,  L. C. A .  N u n n ,  I .  Smedley-iliacleaii und ti. Henderson Smzth, 

2 ,  P. Cyorgy, Biochem. J. 29, 741 (1935). 
3, T. W.  Bzrch und P. Gyorgy, Biochem. J. 30, 304 (1936). 
*) T. W. Bzreh, J. Biol. Chem. 124, 775 (1938). 
5, F.  W., Quackenbush, B. R. Plat2 und €I. Steenbock, J. Nutrition 17, 115 (1939). 
6, H .  Schneider, H.  Steenboclc und B. R. Platz, J. Biol. Chem. 132, 539 (1940). 
') D. W .  Salmon, J. Biol. Chem. 140, cix (1941). 
*) L. R. Elzehardson, und A.  G. Hogan, J. Biol. Chem. 140, cvi (1941). 
9, C. G. Xackenzze, J. B. Mackenzie und E. V .  McCollum, Biochem. J. 33,935 (1939). 

Biochem. J. 34, 879 (1940). 

lo) K.  Bernhard und R. Xchonhetmer, J. Biol. Chem. 133, 707 (1940). 
11) E. W.  H c I f e n r y  und G. Gavrn, J. Biol. Chem. 138, 471 (1941). 
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Zehn mannliche weisse Ratten wurden zur Erreiehung einer nutz- 
lichen Deuterium-Konzentration der Korperfliissigkeit mit schwerem 
Wasser versehen und verschieden lang Kohlenhydrat-reich und weit- 
gehend fettfrei ernahrt. Die Tiere Nr. 7-10 erhielten taglich ca. 150 y 
Adermin dem Futter beigemischt. 

Each Beendigung der Versuche isolierten wir aus den Kadavern 
naeh Entfernung gewisser Organe die Fettsauren. Einen kleinen Teil 
derselben verwendeten wir zur Gewinnung von Palmitin- und Stearin- 
saure, die Hauptmenge bromierten wir in Petrolather, urn die Linol- 
und Linolensaure abzutrennen. Die unloslichen Bromide bestanden 
fast ganz aus Tetrabrom-stearinsaure, in einigen Fallen daneben auch 
aus wenig Hexabromiden. Diese Verbindungen pruften wir auf ihren 
Gehalt an schwerem Wasserstoff. Die Ergebnisse sind aus der Ta- 
belle I ersichtlich. 

Tabelle I. 
. 

D-Gehalte der Gesamtfettsauren, der Linolsiiure und der Hexabromide aus den Kadavern 
von Ratten bei Kohlenhydrat-reicher, fettfreier Fiitterung mit und ohne Vitamin B,. 

Tier 
Nr . 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

h e r  des/ ’ Atom yo Deuterium 

3 
3 
6 
6 
9 

12 
9 
9 

21 
21 

1,02 
1,04 
2,48 
2,52 
232  
2,36 
2,02 
2,10 
1,90 
1,58 

Fett- 
~ Linol- sauren saure 

0,oo 
0,58 i 0,OO 
0,21 0,oo 
0,23 
0,33 
0,40 ~ 0,02 
0,58 0,01 
0,42 0,Ol  

Hexa- 
bromide - ~ _ _ _ _ _  

- 

- 

0,01* 

- 

- 

0,02** 

Tiere Nr. 7-10: pro die 150 1’ Adermin. 
* Von Tier Kr. 3 und 4; ** von Tier hTr. 7 und 8. 

E xp er imente l l e s .  
Die Versuchstiere, mannliche, weisse Ratten, wurden entweder 

zu zweit im gleichen Kafig in einem Thermostaten bei 22O oder in 
Einzelkafigen bei Zimmertemperatur (16-22O) gehalten. Sie bekamen 
als alleinige Nahrung getrocknetes Brot, das mit Ather erschopfend 
extrahiert und zusatzlich mit etwas Calciumcarbonat nach 1ClcCoZZurn 
versetzt wurde. Fur die Tiere 1-8 diente das zu Beginn des Krieges 
hergestellte Volksbrot, spater das jetzt erhaltliche Schwarzbrot von 
hohem Ausmahlungsgrad. Tagliehe Mengen 20-35 g. Reines Adermin 
von 31erck haben wir in wassriger Losung dem Futter beigegeben. Die 
Deuterium-Konzentration des Trinkwassers betrug bei allen Ver- 
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suchen 5 Atom "/b D. Den Tieren 1-8 wurden zur raschen Anreiche- 
rung 2-5 cms 99,8-proz. schweres Wasser subcutan injiziert. 

Die Totung der Ratten erfolgte rnit Ather. Nach Entfernung von 
Leber, Nieren und Darmtraktus zerkleinerten wir den verbleibenden 
Kadaver und brachten ihn in methanolische Kalilauge (250 g KOH, 
250 g Methanol, 500 g Wasser). Innerhalb von 2-3 Tagen lost er sich 
bereits bei Zimmertemperatur weitgehend auf. Nach zweistiindigem 
Erwarmen am Ruckfluss filtrierten wir die zuriickbleibenden Knochen 
uber Glaswolle ab und verdunnten rnit vie1 Wasser. Das Unverseif- 
bare gewannen wir in ublicher Weise durch Ausschutteln mit Petrol- 
ather, wobei wir Emulsionen in einer Winkelzentrifuge zerstorten. 
Nach Ansauern rnit Salzsaure extrahierten w-ir im Scheidetrichter 
wiederholt rnit Ather und engten diesen nach Auswaschen rnit Wasser 
und Trocknen rnit Natriumsulfat ein. Einen aliquoten Teil der Fett- 
sguren brachten wir auf 'dem Wasserbad im Stickstoffstrom zur Ge- 
wichtskonstanz und beetimmten die Jodzahl (vgl. Tabelle 11). 

Tabelle II. 

Tier 
Nr. 

1 
2 
3 
4 
6 
6 
7 
8 
9 

10 

-___ 

- 

vor 
Ver 

298 
300 
248 
237 
360 
337 
233 
222 
284 
277 

Gewicht der Tiere 
nach 

ich 

297 
292 
262 
253 
365 
280 
233 
211 
276 
275 

Differenz 
g 

- 1  
- 8. 
+ 14 
+ 16 
+ 5  
- 57 

0 
- 11 
- 8  
- 2  

~. 

Fettsiiuren 
Gew. 

g 

14,74 
12,68 
21,21 
15,73 
22,27 
10,47 
11,40 
7,79 

21,34 
20,27 

-- -~ 
JZ 

92,3 
9690 
75,7 
75,2 
71,2 
82,4 
81,3 
85,5 
82,7 
91,l 

Die Hauptmenge dcr Fettsiiuren wurde bromiert. Zur Losung in 
reinem Petrolather fiigten wir bis zur Sattigung in Petrolather ge- 
lostes Brom und filtrierten nach langerem Stehen im Kuhlschrank die 
ausgefallenen, meist weissen Bromide ab. Nach erfolgter Gewichts- 
konstanz und Sc,hmelzpunktsbestimmung behandelten wir diese zur 
Abtrennung etwaiger Hexa- und Oktabromide rnit heissem Benzol. 
Durch nochmaliges Umkrystallisieren aus heissem Ligroin erhielten 
wir reine Tetrabromide, welche im Mischschmelzpunkt rnit Tetra- 
brom-stearinsiiure keine Erniedrigung ergaben (Tabelle 111). 

Hexabromide wurden, wie aus Tabelle IV ersichtlich ist, nur in 
vier Fallen aus den Benzol-unloslichen Ruckstanden erhalten. Einen 
Smp. von 179O, wie er der 9 : 10,12  : 13,15 : 16-Hexabrom-stearinsaure 
aus a-Linolensiiure entspricht, beobachteten wir nur bei einem Pra- 
parat, alle ubrigen schmolzen scharf bei tieferer Temperatur. Je  zwei 
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158 179O 

dieser Proben mussten infolge der geringen Substanzmengen fur die 
Deuterium-Analyse vereinigt werden. 

Tabelle 111. 

- 

63,55 

Tier 
Nr. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 -- 

in Petrolather unlosl. Bromide 

g 

2,761 
2,625 
3,484 
2,484 

1,338 
1,222 
0,952 
4,959 
5,568 

~~ 

- 

Schmelzpunkt 

2 Frakt. 104 u. 133O 
2 Frakt. 109 u. 128O 
1120 
114O 
1120 
1090 
bei 2100 schwarz werdend 
bei 1900 schwarz werdend 
1140 und ll6O 
bei 185O schwan werdend 

Berechnot fur C,,H,,O,Br,: 53,31% Br. 

Tabelle IV. 

Tetrabromide 

113O 
ll4O 
114O 
113O 
113O 
1140 
114O 
114O 
114O 

53,34 
53,15 
53,21 
53,61 
53,32 
53,51 
53,56 
53,30 
53,49 -- 

Hohere Bromide mit 70,44, 73,25, 73,42 und 73,72% Br ,anden 
wir bei unscharf unter Schwarz-werden uber 2000 schmelzenden Frak- 
tionen, deren weitere Reinigung nicht gelang. Die Mengen betrugen 
dabei meist weniger als 200 mg. 

Diskussion d e r  Ergebnisse. 
Nach Gaben v0n schwerem Wasser an Ratten wiihrend 3, 6, 9, 

12 und 21 Tagen enthielten die Gesamtfettsliuren aus den Horper- 
fetten der Tiere, bei einer Anreicherung der Korperflussigkeiten an 
Deuteriumoxyd von 1,02-2,52 %, 0,06-0,58 Atom yo Deuterium. 
In  allen Plillen war die als Tetrabromid isolierte a-Linolsliure Deute- 
rium-frei. Einige Male konnten auch Hexabromide der Linolensaure 
erhalten und auf ihren Gehalt an schwerem Wasserstoff untersucht 
werden. Auch hier hielten sich die Werte innerhalb der Fehlergrenzen 
der Bestimlrlungsmethode (+  0,Ol yo). Friihere Befunde an Miiusen 
wurden also an Ratten bestlitigt, Linol- u n d  Linolensaure v e r -  
mag de r  Tierkorper  n i ch t  aufzubauen. V i t amin  B, zum 
Koh lenhydra t - r e i chen  F u t t e r  gegeben i s t  ohne Einf luss  
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auf  d iese  Tatsache .  Ob dem Adermin vielleicht eine einsparende 
Wirkung auf die hoher ungesattigten Fettsauren zukommt, liesse sich 
nur an einem grossern Versuchsmaterial beweisen. 

Unsere Tiere wurden mit extrahiertem Brot gefuttert. Dies ist 
zwar keine fettfreie Diat, doch gelingt es durch erschopfende Extrak- 
tion mit Ather den grossten Teil des Brotfettes zu entfernen. Das ver- 
wendete Futter enthialt aueh etwas Eiweiss und an Vitaminen vor 
allem Aneurin. Unsere Versuche wurden allc mit normal gefutterten 
Tieren begonnen und waren von kurzer Dauer, so dass Vitaminschaden 
nicht auftraten. Selbst nach 21-tatiger Fiitterung ergab die Obduktion 
der Rakten vollig normale Befunde. 

Berechnet man aus den in Petrolatber schwerloslichcn Bromiden 
die Menge der Linolsaure, so ergeben sich unter der Voraussetzung, 
dass erstere nur BUS Stearinsaure-tetrabromid bestehen, a-Linolsaure- 
gehalte von 4,9-12,l yo bezogen auf die Mcnge der Gesamtfett- 
saiuren (Tabelle V). 

Tabelle V. 

Dabei ist die j3-Linolsaure nicht berucksiehtigt. Trotzdeni handelt 
es sieh um einen merklichen Anteil der Fettsauren des Korperfettes. 
Es seheint uns daher unangehracht, fur die Linolsaure die Bezeich- 
nung Vitamin F zu verwenden, da Vitamine in viel kleinern Mengen 
wirksam sind. Der Ausdruck ,,lebensnotwendige Fettsauren" (Burr 
und Burr) ist in Analogie zu den lebensnotwendigen Aminosauren 
richtiger. Die Linolensaure ist prozentual viel weniger als die Linol- 
saure verbreitet. Bei einigen Tieren gelang ihr Nachweis uberhaupt 
nicht. Vielleicht wird sie rascher verbraucht als die Linolsaurc. 

Zu  s a m  men  f a s sung. 
Mit Hilfe von Deuterium als Indikator mwde bewiesen, dass die 

Ratte bei Kohlenh ydrat-reicher Diat Linol- und Linolensiiure auch 
bei taglichen Gaben von ca. 150 y Adermin nicht zu synthetisieren 
vermag. Diese ungesattigten Sauren mussen im Sinne exogener Wirk- 
stoffe mit der Nahrung zugefiihrt werden. Die Bezeichnung Vitamin F 
ist unzweckmassig, besser spricht man von ,,lebensnotwendigen Fett- 
sauren". 

Der Stiftung fair uissenschaftliche Foorschung an der Universitat Zurich sind uir fur 
die finanziello Unterstutzung dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. 

Zurich, Physiologisch-ehemisches Institut der Universitat. 




