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Lorsque l’op6ration est effectu6e dans l’acktate d’kthyle comme 

dissolvant, nous avons constat6 la pr6sence de pklargonate d’6thyle 
et  d’ac6tyl- o-hydroxy-trid6canoate d’6thyle dans les produits de 
rhaction neutres non combinables a l’hydrog6nosulfite. Le poids de 
l’ozonide brut dBpasse sensiblement celui pr6vu par la thhorie, et 
cette augmentation est accompagn6e d’un accroissement anormal des 
indices de saponification des diffbrents produits de rbaction. 

Pour expliquer ces anomalies, nous pensons devoir faire l’hypo- 
these d’une participation de l’achtate d’6thyle a la rhaction de scission 
de l’ozonide. 

Cette hypothbse devrait &re vbrifi6e par une shrie de nouveaux 
esssis syst6matiques. 

Genbve, Laboratoires de la Naison Pirmemich d2 Cie (Succ. de 
Chuit, X a e j  & Cie ) ,  38 avril 1944. 

109. Quantitative Bestimmung des Gesamtlipoidgehaltes von 
Naturstoffen 

von Rolf Reiehert. 
(10. v. 44.) 

Unter dem Gesamtlipoidgehalt eines Naturstoffes (Tier- und 
Pflanzenteile, Nahrungs- und Futtermittel) ist die Gesztmtheit aller 
Bestandteile des betreffenden Stoffes zu verstehen, welche in den so- 
genannten Fettlijsungsmitteln (Ather, Petroliither, Benzol, Chloro- 
form usw.) loslich sindl). 

Trotz der Einfiihrung und der anerkannten Definition des Begriffes ,,Lipoidc” 
(,,lipids“) durch ‘The Committee on the Reform of the Sornenclature of Biological Che- 
mistry’ am internationalen Chemikerkongrcss in Cambridge 19% herrscht inimer noch 
eirie Regriffsverwirrung hinsichtlich der Bezeichnung ,,Lipoide.‘. R. Dirr2 )  halt es fur 
notwendig, ,,dam jeder, der das Wort ,,Lipoide“ gebraucht, seine Definition, d. h. was 
e r  darunter versteht, wenigstens an einer Stelle klar aussprechen sollte.” Mitschuldig 
an der allgenieinen Verwirrung ist der leider imnier noch ubliche Gebrauch des unklaren 
Begriffes ,,Rohfett”. Es ist zu wunschen, dass dieses Wort moglichst bald aus den Lehr- 
buchern und Veroffentlichungen verschwindet. 

Ein mehr oder weniger grosser Teil der Lipoide liegt in Form von 
Lipoproteiden an Eiweisskorper gebunden vor. Die Fettkomponenten 
dieser Lipoproteide konnen mit den iiblichen Fettlosungsmitteln nicht 
estrahiert werden. Bei Gesamtlipoidbestimmungen, in welchen die zu 
untersuchende Substnnz nach dem Trocknen, ohne weitere Vorbe- 
handlung, mit Ather estrahiert und der Abdampfriickstand a h  

I )  1V. ii. t’lnor, Chcm. Reviews 2, 243 (1925); C. E. Snndo, Plant Physiol. 3, 155 

J ,  K .  Lhrr  und 0. v. S’oden, Bioch. Z. 312, 263 (1942). 
(1928). 
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,,Rohfett" bezeichnet wirdl), kann demnach der an Eiweiss gebun- 
dene Anteil der Lipoide nicht erfasst werden. In manchen Fallen wird 
xwar die Eiweiss-Lipoidbindung im siedenden Ather langsam ange- 
griffen, dann aber ist die Atherextraktion auch nach Wochen nicht 
xu Ende zu fiihren. Als besonders resistent emeisen sich die Lipo- 
proteide in Stoffen, die vie1 hitzekoaguliertes Eiweiss enthalten (z. B. 
Trockenhefe). 

Zur vollstandigen Erfassung aller Lipoide is t also eine quanti- 
tative Spaltung der Lipoproteide erforderlich. Die ublichen Verfahren 
zur Bestimmung des ,,Rohfettes" gehen deshalb so vor, dass man die 
xu untersuchende Substanz mit 10-proz. Salzsaure kocht, wobei die 
Lipoproteide hydrolytisch gespalten werden, und den getrockneten 
Ruckstand mit absolutem Ather estrahiert. Der nach dem Verdampfen 
des Athers verbleibende Rlickstand wird dann als ,, Gesamtlipoide" 
(oder ,,Rohfett") bezeichnet". Diese Methode liefert indessen Werte, 
die stets unter dem wahren Lipoidgehalt liegen. Es wird hier namlich 
nicht berucksichtigt, dass bei der Hydrolyse mit Salzsiiure die Phos- 
phatide (Lecithin, Kephalin) in Verbindungen aufgespalten werden, 
die zum Teil wasserloslich sind (Glycerin, Phosphorsaure, Cholin, 
Amino-athylalkohol) und sich der Atherextraktion entziehen. Unter 
den Spaltprodukten des Lecithins z. B. macht dieser wasserlosliche 
Anteil 35 yo aus, und nur 65 yo (die Fettsauren) bleiben atherloslich. 
Bei Lipoiden, die zum grossen Teil aus Phosphatiden bestehen, z. B. 
Hefefett, konnen Fehler bis zu 30 yo auftreten. 

In den Xiingeln der angefuhrten Nethoden ist die Erklarung da- 
f i i r  zu finden, dass z. B. K.  Dirr3) in der Hefe einen grosseren Pro- 
zentgehalt allein an  Lecithin fand, ah H.Pirzk und F. Just4) f~ die 
gesamten Lipoide. - In  eigenen Untersuchungen von Trockenhefen 
wurde der paradoxe Fall beobachtet, dass in einem Btherloslichen 
Hefeextrakt, der - laut Definition - zu 100 $6 aus Lipoiden bestehen 
muss, bei einer Fettbestimmung nach der ublichen Xethode (Vorbe- 
handlung mit 10-proz. Salzsaure) nur 68 yo als Lipoide erfasst werden 
konnten. - Eine zweite Fehlermoglichkeit bei dieser Nethode besteht 
darin, dass beim Kochen mit Sslzsaure auch Verbindungen, die selbst 
keine Lipoide darstellen, zu atherloslichen Spaltstilcken hydrolysiert 
werden konnen. 

1) Official and tentative Methods of Analyses of the Association of Official Agri- 
cultural Chemists, Washington 1925; G. V i e p e r  und H .  PdE))tuntc, Anleitung zum agr.- 
chem. Praktikum, 2. Aufl., Berlin 1938; Methode der Eidg. Landw. Versuchsanstalt 
Ziirich-Oerlikon. 

2) .I. C. Berntrop, Z. angew. Ch. 15, 121 (1902); Alethoden van onderzoek aan het 
Rijkslmdbouwproefstation voor veevoeranderzoek te Wageningen 1920; Nethode der 
Eidg. Agrikulturchem. Snstalt Liebefeld-Bern. 

3, I ! .  Dirr und 0. u. Soden ,  Bioch. Z. 312, 263 (194'7). 
4) H. Fziik und F.  Just, Bioch. Z. 300, 84 (1939); F .  J l t s t ,  Wschr. Brauerei 57, 

427 (1940). 
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Unter den bekannten Nethoden liefert die von W. Koch und 

P. C .  Eochl)  (mehrere, abwechselnde dkohol-  und hherextraktionen, 
Eindampfen der gesamten Extrakte, mehrmaliges Auskochen des 
Trockenriickstandes mit &her) die zuverlassigsten Werte, doch ist 
sie sehr umstandlich und zeitraubend und wird deshalb unseres Wis- 
sens kaum angewendet. 

Bei der Suche nach einer brauchbaren Xethode zur Erfassung der 
gesamten Lipoide konnte in eigenen Versuchen die Beobachtung von 
I<. Dirr und 0. w. Eodenz) bestiitigt verden, dsss es beim Kochen der 
zu untersuchenden Substanz mit wassrigem Alkohol und anschliessen- 
dem Abdampfen des Losungsmittels gelingt, die Lipoid-Eiweissbin- 
dung zu sprengen und die Lipoide einer Estraktion mit Ather zu- 
ganglich zu machen. Eine vollstandige Estraktion kann auf zwei We- 
gen erreicht werden ; entweder man wiederholt den Aufschluss mit 
Alkohol so oft, bis nichts mehr mit Ather extrahierbar ist, oder aber 
man estrahiert den Riickstand der Atherextraktion erschopfend rnit 
Alkohol und anschliessend den so erhaltenen Extrakt rnit Ather. Die 
Summe der erhaltenen Atherextrakte ergibt dann den richtigen Li- 
poidgehalt. 

Wahrend man nun bei der Verwendung von ~thylalkohol  den 
Aufschluss mindestens viermal anwenden muss, um die vollstandige 
Freilegung der Lipoide zu erreichen und eine quantitat'ive Extraktion 
rnit Ather xu ermoglichen, konnten wir beobachten, dass man bei der 
Anwendung von Met  h a n  o 1 als Aufschlussmittel erheblich rascher 
ans Ziel gelangt. Bereits nach zweimaligem Aufschluss und anschlies- 
sender Atherestraktion ist im allgemeinen der allergrosste Teil (9s bis 
99 %) der Gesamtlipoide extrahiert, so dass der Rest vernachliissigt 
werden kann. 

Wahrend natives Eix-eiss in einer atherisehen Lecithinlijsung be- 
triichtlich loslich ist, werden bei dem Aufschluss nlit Nethano1 (wie 
rnit Lthylalkohol) die Eiveisskorper so verandert, dass sie nicht mehr 
von der atherisehen Lecithinlosung aufgenommen werden. Durch 
den Aufschluss wird also auch diese Fehlerquelle ausgeschlossen. 

E s p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
Als Versuchsmaterial wurde durchwegs Trockenhefe (Torula utilis aus der Cellulose- 

fabrik Attisholz A.-G.) angewendet, da hier die Phosphatide einen betrachtlichen Bnteil 
der Cesamtlipoide ausmachen und die Lipoproteide bevonders schwer sufzuspalten sind. 

1. d t h e r  e s t r a k t i  o n o h n e Vor  b eh  a n d l u n  g. 
5,000 g feinst gepulverte Hefe werden bei 95O zur Gemichtskonstanz getrocknet 

(4,721 g) und mit absolutem &her im Sozldet-Bpparat estrahiert. Der Ather wird nach 
6 Stunden, 24 Stunden, 2, 8, 15 und 28 Tagen gewechselt, die Extrakte abgedarnpft, 
im Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet und gemogen. 

l) W. Koch, Bm. SOC. 31, 1329 (1909); C. E. Sando, Plant Physiol. 3, 155 (1928). 
?) K. Dirr und 0. v, Soden, Bioch. Z. 312, 263 (1942). 
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7.-24. ,, 0,0020 g (O,Oa% 1 ,  1 
2. Tag 0,0052 g (0,11% ,, 1 

3.- 8. ,, 0,0241 g (0~51% ,, 1 
9.--15. ,, 0,0188 g (0,40% ,, ) 

16.-28. ,, 0,0222 g (0,47% ,, 1,  1 

2 .  A t h e r e s t r a k t i o n  n a c h  V o r b e h a n d l u n g  m i t  10 -p roz .  
Sa lzsgure .  

1.- 6. Stunde 0,1052 g (2,23% der Trockensubstanz) 

Insgesamt 0,1775 g (3,7676 der Trockensubstanz) 

5,000 g Hefe (4,721 g Trockensubstanz) werden mit 10-poz. Salzsiiure eine Stunde 
lang zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird abgesaugt, der Ruckstand eine Stunde 
lang bei 95O getrocknet und anschliessend im Soshlet-Apparat mit absolutem Sther 
extrahiert. Nach 8 Stunden ist die Estraktion beendet. Der Estrakt wag nach dem 
Abdampfen und Trocknen im Vakuum 0,2SS8 g (6,12% der Trockensubstanz). 

3. A t h e r e s t r a k t i o n  n a c h  d e r  mod i f i z i e r t en  X e t h o d e  von  
W. Koch. 

Die von F. C. Koch verbesserte Vorschrift von IV. liach') wurde in  allen Einzel- 
heiten befolgt. Eine eingehende Beschreibung erubrigt sich daher. An Btherischen Ex- 
trakten wurden aus 5,000 g Hefe (4,721 g Trockensubstanz) 0,3499 g erhalten, das sind 
7,4194 der Trockensubstanz. 

L A t h e r e x t r a k t i o n  n a c h  Vorbehand lung  rnit X e t h a n o l .  
N e t h o d e  z u r  B e s t i m m u n g  d e r  Gesamtl ipoide.  

1 ,OOOg Hefe (0,944 g Trockensubstanz) werden mit 20 cm3 95-proz. Xethanol 
eine Stunde am Ruckfluss gekocht, nach dem Abdampfen des Methanols eine Stunde 
lang bei 95" getrocknet und in eine Extraktionshulse iiberfiihrt. Die geringen an der 
Wand des Kolbens hangenden Anteile spult man noch mit absolutem Ather in die Hulse, 
welche sich bereits im Soahlet-Apparat befindet. Xach 12-stiindiger Extraktion mit 
absolutem Ather wird der Extraktionsruckstand einem zweiten Aufschluss mit Methanol 
unterworfen und dann erneut 12 Stunden rnit absolutem Ather extrahiert. Die beiden 
Atherestrakte werden vereinigt, abgedampft, und der Ruckstand nach dem Trocknen 
im Vakuum gewogen: 0,0740; 0,0736 g (7,84; 7,8096 der Trockensubstanz). Es sind 
dann 98-9906 der gesamten Lipoide extrahiert. 

Nach einern dritten Aufschluss konnen nur noch 0,0010 g (0,1174 der Trocken- 
substanz) extrahiert werden, nach einem vierten 0 , 0 0 3  g (0,0306 der Trockensubstanz). 
- Nach einstiindigem Kochen des letzten Extraktionsriickstandes rnit 10-proz. Salz- 
ssure sind aus dem Ruckstand nach dem Trocknen noch 0,0022 g (0,2304 der Trocken- 
substanz) extrahierbar. Es ist fraglich, ob es sich hierbei um native Lipoide handelt. 

5.  B e s t i m m u n g  des  S t i c k s t o f f -  u n d  P h o s p h o r g e h a l t e s  i n  
d e n  Gesamt l ipo iden .  

Um nachzuprufen, ob der nach dem in Abschnitt 4 beschriebenen Verfahren ge- 
wonnene Atherextrakt Eiweisskorper enthalt, werden in einer Probe, nach dem Trocknen 
im Vakuum zur Konstanz, Stickstoff (nach KieldahE) und Phosphor bestimmt : 

0,1321 g Subst. verbraudten 4.50 om3 0,l-n. HCI 
0,3719 g Subst. gaben 0,0399 g Mg,P,O,. 

Gef. N 1,46 P 2,99% 

I) CV. lioch, Am. SOC. 31, 1329 (1909); C. E. Sando, Plant Physiol. 3, 15.5 (1928); 
vgl. -4. Winterstein, Handbuch der PflanzPnanalyse, 11. Bd., 1. Teil, W e n  1932, S. 583. 
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Das Atomverhaltnis N:P ergibt sich zu 1,08. Der Atherextrakt enthalt also ausser 

den Phosphatiden (N:P 2 1,O) keine ins Gewicht fallenden Anteile anderer stickstoff- 
haltiger Verbindungen. 

6.  Zusammens te l lung  d e r  Ergebnisse .  
Die in den Abschnitten 1-4 beschriebenen Versuche wurden an  

4 weiteren Hefepraparaten durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in der 
folgenden Ubersicht zusammengestellt. 

I Atherloslicher Anteil in :/u der Trockensubstanz 1 

7,41 
7,45 
7,35 
;,50; 7,36 
7,63 

Hefe 
Priip. ohne 
Nr. Vorbehandlung 

7,84; 7,SO 
7,81; 7,80; 7,84 
1,1.5; 7,77 
5,59; 7,65 
7,97; 8,Ol; 5,93 

c c  

I 
1 3,76*) 
2 2,89**) 
3 2,63**) 
4 2,21**) 
5 2,90**) 

nnch 
Vorbehsndlung 
niit 10-proz.HC1 

6,12 
6,09 
5,98 
5,90 
6,23 

*) Extraktionsdauer 28 Tage. **) Extraktionsdauer 3 Tage. 

Versuchslsboratorium der Cellulosefabrik Attisholz A- G., 
vorm. Dr. B. Sieber. 

110. Uber Gallensauren und verwandte Stoffe. 

Vereinfaehte Methode zur Bereitung von 3a, 12a-Dioxy-atioeholansaure 
van V. Wenner und T. Reiehstein. 

(10. v. 44.) 

30. Mitteilung'). 

3 CL, 1'7 x-Dioxy-atiocholttnsaure-methylester (IS) ist zuerst (lurch 
Ahbau vnn Digoxigenin erhslten2), konstitutionell sber erst ~ p a t e r ~ ) ~ )  
als solcher erkannt worden. Durch Hydrierung von 3,E-Diketo- 
zitiocholansaure-methylester liess er sich als Xebenprodukt in sehr be- 
scheidener Ausbeute such kunstlich geminnen4). Wir beschreiben im 
folgenden eine ergiebige Xethode, die auf der Beobachtung5) 6, fusst, 
dsss 13-Ketosteroide bei der Hydrierung mit Rnney-Nickel in alks- 
lischer Liisung vorzugsweise 1'7 a-Oxy-Derivste liefern. 

l) 29. Mitteilung, A. Lardon, T .  Rezehstezn, Helv. 27, 713 (1944). 
?) N. Stezger, T. Retchstem, Helv. 21, 828 (1938). 
3,  H. L. Xason, W .  N. Hoehn, Am. SOC. 60, 2824 (1938). 
*) H. L. ,?fason, W .  Y. Hoehn, Am. SOC. 61, 1614 (1939). 
j) B. Koechltn, 2'. Rezchstezn, Helv. 25, 918 (1942). 
6 ,  -11. Sorkzn, 2'. Retchstern, Helv. 26, 2097 (1943). 


