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111. Der Abbau der Behensiure im Tierkorper
von Karl Bernhard und Ernst Vischer.
(11. V. 48.)

Der f-oxydative Abbau unverzweigter Fettsiuren im Tierkorper
wurde auf Grund des Verhaltens phenylsubstituierter Monocarbon-
siuren bereits 1905 von Knoop festgestellt und in der Folge durch
verschiedene Autoren fiir zahlreiche, allerdings gleichfalls korper-
fremde Verbindungen bestétigt. Nach der urspriinglichen Auffassung
bildet sich dabei pro 1 Mol Fettsdure durch sukzessive Abspaltung
von C,-Bruchstiicken 1 Mol g-Oxybuttersiure bzw. Acetessigsiure.
Untersuchungen iiber die Oxydation normaler Fettsduren durch
Leberschnitte unter quantitativer Erfassung der entstehenden Keto-
korper ergaben indessen weit hohere Mengen an diesen Intermediér-
produkten. Jowett und Quastell), Deuel und Mitarbeiter2), Blixenkrone-
Mollerd), ferner Stadie und Mitarbeitert) versuchten diese Tatsache
durch multiple alternative Oxydation zu erkliren, eine Vorstellung,
die auf Hurtley®) zuriickgeht. Darnach wiirde eine Fettsiure mit
gerader C-Zahl nicht in C,-Bruchstiicke, sondern direkt in C,-Koérper
zerfallen.

Das fp-oxydativ von den Fettsduren abgespaltene C,-Bruchstiick
verhilt sich wie eine Essigsdure-Molekel. Bernhard und Stein-
hauser®) konnten durch Verabreichung von Deuterio-essigsidure den
Nachweis erbringen, dass im Tierkorper stattfindende Acetylierungen
von Aminen unter Beteiligung der Essigsiure erfolgen. Besonders
ausgeprigt war dies der Fall bei Gaben von Deuterio-dthanol, welches
iiber Essigsdure abgebaut wird. Block und Rittenberg”) verfiitterten
an Ratten signierte Butter-, n-Valerian- und Myristinsdure gleich-
zeitig mit Phenyl-aminobuttersiure und fanden in allen Fillen im
Harn der Tiere Acetyl-phenyl-aminobuttersidure mit D-haltiger
Acetylgruppe. Es darf nach Versuchen, die Swendseid und Mitarbeiter?)
unter Beniitzung von isotopem Kohlenstoff durchfiihrten, als ge-
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sichert gelten, dass Essigsdure im Tierkorper zu Acetessigsiure kon-
densiert werden kann. Weinhouse, Medes und Floyd!) gaben zu
Rattenleber-Schnitten eine Loésung des Natriumsalzes einer Octan-
sdure, deren Carboxyl-Kohlenstoff einen bekannten Gehalt an (18
aufwies. In der nach Bebriitung erhaltenen Acetessigsiure war
das schwere Kohlenstoffisotop gleichmissig auf die C-Atome der
Carbonyl- und der Carboxylgruppe verteilt. Der Ketokorper hat sich
also durch Kondensation des f-oxydativ abgespaltenen C,-Bruch-
stiickes gebildet; aus dem vermehrten Auftreten von B-Oxybutter-
sdure bzw. Acetessigsdure darf nicht auf multiple alternative Oxy-
dation der C-Kette geschlossen werden.

Den f-oxydativen Abbau natiirlicher Fettsiuren im Tier-
korper bewiesen mit Hilfe der Isotopentechnik erstmalig Schoen-
heimer und Rittenberg: aus den Fettdepots von Mé#usen nach voran-
gehender Fiitterung von Deuterio-stearinsiure-ester isolierte Pal-
mitinsdure war D-haltig2).

Es war wiinschenswert, das Verhalten noch lingerer C-Ketten
zu priifen. Die Fettsiuren des im Kriege in vermehrtem Ausmasse
zu Erndhrungszwecken wieder herangezogenen Rapsdls bestehen
bekanntlich zu etwa 509 aus der 22 C-Atome aufweisenden, un-
gesittigten Erucasiure, CH,-(CH,), CH=CH -(CH,),;- COOH. Wir
haben diese Komponente abgetrennt und mit schwerem Wasserstoff
hydriert. So hergestellte Behensiure, CH, - (CH,),,- COOH enthielt
3,0 Atom-?%, Deuterium. Sie wurde als Athylester mit gleichviel
Olivendl in einem Ausmasse von 10%, (5%, Ester und 59, Ol) einem
normalen Futter beigemischt und an 4 Ratten (Nr. 1—4) verfiittert.
Zwei der Tiere (Nr. 1 und 2) hungerten drei Tage vor dem Versuch,
Obwohl der Schmelzpunkt des Fettgemisches nur 40—43° betrug,
wurden im Mittel lediglich 379, oder 2,56 g der angebotenen Siure
pro Tier resorbiert. Zwei weitere Ratten (Nr. 5 und 6), von denen
wieder die eine (Nr.5) vor dem Versuche hungerte, erhielten ein
Normalfutter, dem 10 9, Behensidure-athylester (Smp. 48°), aber kein
weiteres Fett beigegeben wurde. Die Resorption betrug im Mittel
409, d.h. es wurden pro Tier 2,68 g Behensidure aufgenommen.

Nach 8 bzw. 7 Tagen toteten wir die Ratten und gewannen nach
Abtrennung der Leber und des Intestinal-Tractus die Fettsduren.
Dieselben trennten wir iiber die Bleisalze in feste und fliissige Anteile
und unterwarfen erstere als Methylester in der von Schoenheimer und
Rittenberg?®) beschriebenen Kolonne der fraktionierten Destillation.
Aus den Fettsduren eines jeden Tieres gelang die Isolierung reiner
Stearin- und Palmitinsdure; Myristinsiure erhielten wir nur aus den
vereinigten tiefsiedenden Fettsdure-ester-Fraktionen aller Ratten. Aus

1) S. Weinhouse, . Medes and N. F. Floyd, J. Biol. Chem. 155, 143 (1944).
2y R. Schoenheimer and D. Riltenberg, J. Biol. Chem. 120, 155 (1937).
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den fliissigen Sauren gewannen wir die Olsiure als p-Phenylphenacyl-
ester.

Die D-Konzentration des Korperwassers betrug 0,02 (Ratten
Nr. 1—4) bzw. 0,03 Atom- 9%, (Ratten Nr. 5 und 6). Aus Tabelle 1 ist
ersichtlich, dass nach Fiitterung der signierten Behensidure aus

Tabelle 1.
f Atom-% D der
Ratte | (jegamt- | festen | fliissigen . .
Nr. | Fott- Fett- Fet%— Stearin- |Palmitin- | Myristin- | $igsure
[ . A sdure sdure sédure
i sauren sauren sauren ;
| i
1| 008 0,20 0,06 0,47 0,07 I 0,09
2 i 0,08 0,21 0,03 0,48 0,10 0.06 0,08
3 | 005 0,15 0,04 0,30 0,07 ] ’ 0,04
4 | 004 0,11 0,02 0,31 0,07 0,04
5 | o 12 0,28 0,07 0,08
s » Ed 0,06 . Ed
6 l 0,04 0,10 0,04 ] 0,39 ‘} 0,04

den Korperfetten isolierte Stearin-, Palmitin-, Myristin- und
Olsiure schweren Wasserstoff enthalten. Die hochsten D-Werte wies
die Stearinsidure auf, da sich die Verdiinnung durch bereits vorhandene
oder anderweitig entstehende Stearinsdure viel weniger auswirkt als
im Falle der Palmitinsdure, welche ja die Hauptkomponente der
gesittigten Fettsduren des Depotfettes darstellt. Der D-Gehalt der
Olséure ist naturgemiss niedriger als derjenige der Stearinsidure, aus
welcher sie durch Dehydrierung gebildet wurde. Zudem tritt die Ver-
diinnung durch Olséure anderer Herkunft stark in Erscheinung.

Arachinsiure war im Fettsdure-Gemisch wohl nur in sehr ge-
ringen Mengen enthalten, deren Isolierung nicht gelang. Wihrend
nach reichlicher Fiitterung von Rapsél im Depotfett Erucasidure ab-
gelagert wird, fand eine merkliche Speicherung der Behensiure nicht
statt. Aus den vereinigten hochsiedenden Fettsiure-estern aller Tiere
erhielten wir nur 100 mg einer nicht reinen Behensidure mit 1,9
Atom-9%, D. Fettsiuren mit weniger als 14 C-Atomen sind bekannt-
lich nur sehr geringfiigig am Aufbau der Korperfette beteiligt.

Die Organe, Leber und Intestinaltractus, wurden gesondert auf-
gearbeitet. Die erhaltenen Fettsduremengen, deren D-Werte aus der
Tabelle 2 ersichtlich sind, waren bei den Tieren Nr. 5 und 6 nur klein.

Sowohl aus den vereinigten Leberfettsiuren als den vereinigten
Darmfettsduren konnten D-haltige Stearin-, Palmitin- und Olsdure
gewonnen werden.

Der f-oxydative Abbau der Behensdure im Tierkorper ist somit
unter Anwendung von Deuterium als Indikator bewiesen.
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Tabelle 2.
Atom-% D in den
Gesamt-Fettsiuren
Tier __ aus
Nr. ‘ Magen-
Leber | Darm-
\ tractus
1 und 2 0,19 0,15
3 und 4 0,18 0,06
5 und 6 0,25 ‘ 0,20

Bereits Stetten und Schoenheimerl) fanden nach Fitterung von
Deuterio-palmitingiure an Ratten bei der Aufarbeitung der Fett-
bestdnde Deuterio-stearinsiiure. Die Verlingerung der Fettsdure-
kette um. je 2 C-Atome bewies weiterhin Klem?) durch Verabreichung
von D-haltiger Laurin- und Myristinsdure als Triglyceride an weib-
liche Ratten. Aus den Fettsduren der Versuchstiere gelang im ersten
Fall die Isolierung schweren Wasserstoff aufweisender C,,-Siure, im
zweiten Fall die Gewinnung signierter Palmitinsdure. Méannliche
Ratten, welche ein Nahrungsfett aus Deuterio-laurinsiure und
Caprylsiure aufnahmen, zeigten sich auf Grund der Analysen des
Depotfettes zur Synthese von C,;-, C,g- und Cy-Suren aus der ver-
fiitterten C,,-Sdure befdhigt.

Das Stoffwechselverhalten der natiirlichen Fettsduren im Tier-
korper lidsst sich somit durch das folgende Schema darstellen:

Behensaure

\

Stearinsiure =——= Olsdure

ot

Palmitinsdure ==——= Palmitoleinséure
.

Myristinsaure
v 1

Laurinsdure

v

niedere Fettsduren

| B-Oxydation ——  Dehydrierung

4 Verlangerung der C-Kette <—  Hydrierung
| um 2 C-Atome

Andere Abbauwege sind mit Ausnahme der w-Oxydation Ver-
kade’s, der wir als speziellen Fall einer Methyloxydation jedenfalls in
quantitativer Hinsicht keine wesentliche Bedeutung beimessen kon-
nen, fiir die Fettsduren nicht bewiesen.

1) De Witt Stgtten jr. and R. Schoenhetmer, J. Biol. Chem. 133, 329 (1940).
2) 4, Klem, Fette und Seifen 51, 184 (1944).
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Experimenteller Teil.
(Mitbearbeitet von cand. med. Hans Edelmann.)
Herstellung der Deuterio-behensaure.

Aus Rapsol isolierte Erucasiure (Smp.33—34°, Aq.-Gew. 335,6, J. Z. 74,0) hy-
drierten wir in #therischer Losung mit Deuterium unter Verwendung von Platinoxyd.
Die Behensdure fiel aus und wurde aus Eisessig umbkrystallisiert. Smp. 80,5—81,5°.
Aq.-Gew. 341,4 (Ber. CyuH,,0,: 340,35). D-Gehalt: 3,08, 3,04, 2,98 und 2,96 Atom-9%,.

Die Hydrierung in Eisessig geloster Erucasiure fithrte zu nur 0,83 Atom-9, D-
haltiger Behensdure. B .

Der durch Veresterung mit Athanol erhaltene Athylester der Behensdure schmolz
bei 50—51°.

Tierversuche.

Die Tiere Nr.1—4 (minnliche weisse Ratten in Einzelkifigen) erhielten in An-
lehnung an die Angaben von Stetfen und Schoenheimer') ein Grundfutter aus 659% ge-
mahlenem Weizen, 22,5% extrahiertem Casein, 6,259, Salzen und 6,25% Hefetrocken-
extrakt und dazu 109 des Behensiaure-dthylester-Olivensl-Gemisches. Ferner wurden
pro Tier und Tag 10 mg Cholin zugefiigt. Das Futter wurde in Form kleiner Brotchen
gegeben. Jedes Tier bekam innerhalb 8 Tagen 15 g Fett bzw. 7,5 g Behensiure-ithylester,
d. h. pro Tag und kg Kérpergewicht (im Mittel 279, 271, 282, 294 g) 3,36, 3,46, 3,33 und
3,19 g Behensaure-athylester. Ratten Nr. 1 und 2 hungerten 3 Tage vor Beginn des Ver-
suches; Nr. 3 und 4 haben wir zuvor mit einer Normal-Didt nach M¢Collum ernihrt.

Als Futter der Ratten NT. 5 und 6 beniitzten wir ein Gemisch aus 67,5% gemah-
lenem Weizen, 15% Casein, 10% Vollmilchpulver, 0,8% Kochsalz und 1,5% CaCOj.
Zu 135 g desselben fiigten wir 15,0 g¢ Behensdure-athylester, 0,22 ¢ Cholsdure (mit Na-
tronlauge neutralisiert) und pro Tier und Tag 10 mg Cholin. Jede Ratte erhielt wihrend
7 Tagen 75 g dieser Nahrung, also 7,5 g oder pro Tag und kg Kérpergewicht (im Mittel
202 bzw. 188 g) 5,30 bzw. 5,70 g Behensidure-ithylester.

Das Futter wurde gut gefressen, Stérungen konnten nicht becobachtet werden.
Die Faeces haben wir quantitativ gesammelt und daraus die Fettsduren gewonnen. Auf
Grund der D-Analyse liess sich ihr Gehalt an Behensiure berechnen. Wir werden auf
diese Befunde in einer anderen Arbeit zuriickkommen.

Nach Beendigung der Versuche haben wir die Ratten mit Ather getotet und Leber
sowie Magen-Darm-Tractus sorgfiltig abgetrennt. Die Tierkérper wurden einzeln, die
Organe von je zwei Tieren zusammen in methanolische Kalilauge gebracht und wie iiblich
auf Fettsiuren aufgearbeitet. Aus Tabelle 3 sind die erhaltenen Mengen, ferner die Ge-
wichte der Tiere ersichtlich.

Tabelle 3.
Gewicht der Tiere | Tierkorper*) g Yettsiuren
Tier | @ Gewicht| Unver- Fettsiuren aus
Nr. vor nach seifbares Leber | Intest.-
Versuch | Versuch g mg g % ¢ Tractus
1 267 292 254 254 23,03 9.1
2 261 280 244 159 27,91 | 114 } 1,06 6,66
3 280 283 248 125 3529 | 14,2
4 290 298 258 145 33,60 | 13,0 } 1,44 781
5 194 207 173 489 4,14 24
6 187 189 164 316 | 737| 45 1} 0,39 0,38
i

*) Exklusive Leber und Intestinal-Tractus.

1) De Wilt Stetten jr. and R. Schoenheimer, J. Biol. Chem. 133, 329 (1940).
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Die Fettbestinde bei den Ratten Nr.5 und 6, welche nur Behenssure-ithylester,
aber kein Olivenol erhielten, sind bedeutend geringer. So betrug der Fettsauregehalt der
Lebern nur 2,6 gegeniiber 4,3 und 6,0% bei den Tieren Nr.1 und 2 bzw. 3 und 4, der
Gehalt des Magen-Darm-Tractus an Fettsduren nur 1,6 gegeniiber 21,7 bzw. 21,9%.

Aufarbeitung der Fettsduregemische.

Beabsichtigt war in erster Linie die Gewinnung chemisch reiner Sauren, weniger
eine quantitative Abtrennung der Einzelkomponenten.

a) Feste Siuren.

Die schwerldslichen Bleisalze der Korperfettsiuren haben wir zwei- bis dreimal
aus Alkohol umkrystallisiert; sie lieferten nach Zersetzung 4,69, 6,24, 7,85, 8,31, 0,96
und 1,46 g feste Sauren mit Schmelzpunkten von 50—52°.

Die vereinigten Fettsiuren aus den Lebern gaben 0,520 g, diejenigen aus den
Magen-Darmtracten aller Tiere 3,00 g feste Sauren.

Eine erste Destillation der Methylester im Vakuum lieferte verschiedene Frak-
tionen noch unreinen Palmitin- und Stearinsdure-methylesters. Durch nochmalige
Fraktionierung konnten im allgemeinen Destillate erhalten werden, die nach Verseifung
und Umkrystallisation aus wisserigem Aceton reine Palmitin- bzw. Stearinsiure lieferten
(vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4.
destill. Palmitinsaure Stearinsiure
Tier |Methyl- T Misch. | .. isohe | .. |
t Schmelz- Misch Aq.- Schmelz- Misch Aq.-
Nr. | ester okt | Schmelz- ) g K | Schmelze |
g l pu punks ew. | ~ pun punkt ew.
B T \ | - A
1 4,41 1,740 | 61—62° ‘ 61—62° | 255,3 | 0,380" 69—70° | 68—69° ! 285,9
2 6,24 2,510 ‘ 62—63° | 62° ) 256,0 ‘ 0,275 ‘ 69-—70° | 69—70° | 283,1
3 6,40 2,562 | 62° . 61—62° | 256,1 0,587 | 68—70° | 69—70° [ 286,1
4 5,40 ' 1,2701 620 | 62° 256,2; 0,350i 70—71° | 70—71° | 284,8 }
5u.6| 2,20 } 0,525 | 61-62,5° | 61--62° | 257,7 ; 0,134 ‘ 68—69° | 68-—69° | 287,0 {
Analysen:

C H;,0, Ber. C 74,94 H 12,58%, Aq.-Gew. 256,4, Smp. 62°
Gef. ,, 74,87 ,, 12,429%,

CoH30,  Ber. C 75,98 H 12,76%, Aq.-Gew. 284,5, Smp. 69°
Gef. ,, 76,10 ,, 12,75%,

Aus den vereinigten niedersiedenden Fraktionen der Korperfettsiuren
konnten durch fraktionierte Destillation 695 mg Myristinsdure-methylester erhalten
werden. Die durch Verseifung daraus gewonnene Myristinsidure schmolz bei 52—54° und
zeigte im Mischschmelzpunkt keine Erniedrigung.

C Hp;0, Ber. C 73,62 H 12,37%, Aq.-Gew. 228,2
Gef. ,, 73,64 ,, 12,27%, ,, ,, 227,0

Die vereinigten hochsiedenden Anteile wurden gleichfalls fraktioniert destilliert.
Aus 14 erhaltenen Fraktionen gelang die Isolierung von 250 mg reiner Stearinsiure,
Smp. 70—71°, Aq.-Gew. 284,7, Atom-% D: 0,32, und von 100 mg unreiner Behensiure,
Smp. 82—83¢, Mischschmelzpunkt mit Behenséure 80—82°, Aq.-Gew. 347,3 (Ber. 340,4).
Im iibrigen lagen nur noch untrennbare Gemische vor.

Um eine Beeinflussung des D-Gehaltes der Palmitinssure durch geringe Beimen-
gungen schwerer Behen- bzw. Stearinsiure vollig auszuschliessen, haben wir die ver-
einigten reinen Palmitinsiure-Fraktionen im Sinne des Verdiinnungsverfahrens (,,washing
out®) von Schoenheimer und Rittenberg') mit der doppelten Menge reiner Behenséure zu-
sammen mit Methanol verestert. Die sich ergebende reine Palmitinsiure (Smp. 629,

Y R. Schoenheimer and D. Rittenberg, J. Biol. Chem. 120, 155 (1937).
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Aq,-Gew. 254,7) enthielt 0,07 Atom-%, D. Wir mischten sie nun mit reiner Stearinsiure,
veresterten und destillierten wieder zur Gewinnung reiner Palmitinsiure: Smp. 62°,
Atom-% D: 0,07.

b) Fliissige Séauren.

Die fliissigen Sauren haben wir zur Abtrennung eventuell noch vorhandener kleiner
Mengen D-haltiger gesittigter Sauren mit der halben Menge reiner Palmitinsiure ver-
setzt, in der fiinffachen Menge Athanol gelést und mit dem gleichen Volumen &thanoli-
scher Bleiacetatlosung versetzt. Die ausgefallenen Bleisalze wurden nach 24 Stunden
abfiltriert, das Filtrat auf einen Drittel des Volumens eingedampft und nach weiteren
24 Stunden die kleinen Mengen noch abgeschiedener Bleisalze abgetrennt. Die so von den
festen Sauren befreiten fliissigen Sauren erhielten wir aus den Bleisalzen durch Zersetzung
mit Salzsidure und priiften sie auf ihren Gehalt an Deuterium. Im allgemeinen konnte durch
diesen ,,washing out*‘-Prozess keine Anderung am Deuteriumgehalt festgestellt werden.

Zur TIsolierung der Olsiure haben wir 2,5 g der flissigen Fettsiuren in 10 em®
Methanol gelost und mit ca. 500 mg Natriumcarbonat neutralisiert. Nach Zugabe von
2,5 g p-Phenyl-phenacylbromid kochten wir 21/, Stunden am Riickfluss. Die sich beim
zwolfstiindigen Stehen bei 0° abscheidenden Krystalle wurden abgenutscht, mit kaltem
Athanol gewaschen und in Ather gelost. Die dtherische Losung haben wir dreimal mit
Soda und viermal mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft.
Den Riickstand krystallisierten wir zuerst aus Athanol unter Beigabe von etwas Tier-
kohle um, dann aus Amylalkohol und anschliessend mehrere Male aus einer verdiinnten,
athanolischen Losung. So konnten hoher ungesittigte Anteile entfernt werden, und wir
erhielten analysenreinen p-Phenyl-phenacylester der Olsaure.

CyHy O3 (MG 476,66) Ber. C 80,63 H 9,30%, J.Z. 53,26, Smp. 58—59,501)
Gef. ,, 80,66 ,, 9,15%, ,, ,, 52,2 ., 58—59,5°
Bei den D-Bestimmungen erfreuten wir uns der Mithilfe von Hrn. Karl B. Schmid.

Zusammenfassung.

1. Wir hydrierten aus Rapsil gewonnene Erucasiure mit
schwerem Wasserstoff und fiitterten Ratten, einem normalen Futter-
beigemischt, Deuteriobehensidure-dthylester. Die Resorption betrug
bei Zulagen von 5 und 10 %, Ester zur Nahrung berechnet auf Behen-
sdure rund 40 %.

2. Aus den Korperfetten der Tiere isolierte reine Stearin-, Pal-
mitin-, Myristin- und Olsiure enthalten Deuterium, womit der
p-oxydative Abbau der 22 C-Atome aufweisenden Behensiure iiber
die Cyg-, Cpe- und Oy,-Sdure bewiesen ist.

3. Intermediir entstehende Stearinsiure wird zu Olsiure de-
hydriert.

4. Auch aus der Leber und dem Magen-Darm-Tractus der Ratten
konnten gleichfalls D-haltige Stearin-, Palmitin- und Olsiure erhalten
werden.

5. Die Behensiure verbrennt leicht und gelangt nur in einem
sehr geringen Ausmasse zur Ablagerung.

Der Isotopenkommission der Schweizerischen Akademie der medizinischen Wissen-
schaften verdanken wir bestens eine erhaltene Subvention.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitdt Ziirich.

1) C. R. Noller and R. A. Bannerot, Am. Soc. 56, 1563 (1934); N. L. Drake and
J. Bronitsky, Am. Soc. 52, 3715 (1930).





