Uber die Reaktion ungesiittigter Verbindungen mit dem Wasser

3. Mitteilung: Papierchromatographische Untersuchungen mit
reinster 9,12-Linolsdure

Von
E. Schauenstein und J. H. Biheller

Aus dem Institut fur physikalische Chemie der Universitit Grag
Mit 13 Abbildungen
(Eingegangen am 6. Dezember 1956)

Reinste 9,12-Linolsdure reagiert mit reinstem destilliertem
Wasser ohne Zusatz weiterer Stoffe unter Konjugation und
nachfolgender Hydroxylierung der Doppelbindungen. Das
gebildete Reaktionsprodukt lost sich in der Wasserphase und
kann daraus in fester Form gewonnen werden. Es 148t sich
zerlegen in einen nach dem Eindunsten des Wassers kaum
mehr wasserloslichen Fettsédureanteil und einen auch weiter-
hin gut wasserldslichen Anteil, dessen COO-Gruppe in noch
nicht endgiiltig gekldrter Weise veréndert, der jedoch sicher
keine Seife ist. Beide Anteile weisen neben einem Gehalt von
rund 12 bzw. 39, Konjuenen mindestens 809, Polyhydroxy-
verbindungen auf, wie auf Grund von papierchromatographi-
schen Versuchen sowie von UV- und IR-spektrometrischen
Messungen ausgesagt werden kann.

Die Richtlinien fiir die weitere Aufarbeitung werden auf-
gezeigt und eine kurze Deutung des Reaktionsmechanismus
versuchsweise gegeben. Weitere Untersuchungen werden sich
mit der Anwendung der Wasserreaktion auf andere ungeséttigte
Verbindungen sowie mit der mutmallichen biologischen Be-
deutung der neuen Reaktionen befassen.

Problemstellung

In einer vorangegangenen Mitteilung wurde dargelegt, daBl reinste
9,12-Linolsdure bei entsprechender Wechselwirkung mit destilliertem
Wasser in wasserlosliche Form tibergefithrt werden kann!. Dabei kommt
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s einerseits zu einer Anlagerung von H und OH an die Doppelbindungen,
das heifit zur Bildung von Polyhydroxykérpern, anderseits gehen aber
noch mehrfach ungesittigte Systeme in die Wasserphase, und zwar in
echte Losung iber. Das UV-Spektrum erméglicht dabei die Aussage,
daB es sich um konjugiert-ungesittigte Systeme handelt. Dieses Ergebnis
scheint in Anbetracht der Tatsache bemerkenswert, dafi als Ausgangs-
praparat eine isoliert-ungesittigte Siure Verwendung fand. Wir schlieBen
daraus, dafl es bei der Wasserreaktion in erster Stufe zu einer Verschiebung
der Doppelbindungen aus der urspriinglichen isolierten in die konjugierte
Stellung und in zweiter Stufe zu einer Anlagerung von HOH an die
konjugiert-stehenden Doppelbindungen kommt.

Diese Ansichten beziiglich des Reaktionsablaufes werfen eine Viel-
zahl von derzeit noch offenen Fragen tiber die qualitative und quantitative
Zusammensetzung der gebildeten Reaktionsprodukte auf und es soll
im folgenden iber die Ergebnisse weiterer Untersuchungen iiber dieses
Problem berichtet werden.

Experimenteller Teil

Zunichst sei die durchgefithrte Arbeitsweise im folgenden Schema itber-
sichtlich dargestellt:
9,12-Linolsdure, puriss. (I)

v

wasserbehandelt

v ' ' ¥
abgetrenntes Ol (XTh) geklarte wiilirige Phase (ITa)
v
zur Trockene eingedunstet (I1I)

- \
IITa IITh
leicht wasserloslich, kaum wasserloslich,
praktisch unléslich in leiecht alkoholléslich,
organ. Loésungsmitteln, gelh, zihes Ol
weil}, fest, kristall.
Einschlisse

Das Ausgangsmaterial stammte von der Firms Hoffmann-La Rocke. Die
Wasserbehandlung bestand in hochtourigem Verrithren der Fettsiure in
reinstern, luftfrei gemachten dest. Wasser unter Stickstoff.

IIDb ist die nach lingerem Stehen abgetrennte wasserunlésliche Olschicht.
Die Wasserphase wurde ‘durch mehrfaches Filtrieren und Zentrifugieren
geklirt, bis sich darin nur mehr ganz vereinzelte Tropfchen mit einem Durch-
messer von = 1y vorfanden (1Ia).

ga



134 E. Schauenstein und J. H. Biheller: [Mh. Chem., Bd. 88

Diese Losung reagiert sauer (pH zwischen 4 und 5), lUber ihre elektro-
metrische Titration wurde bereits berichtet?.

Die Loésung zeigt im TUltraviolett deutliche Absorptionsmaxima, ohne
erkennbare, durch seitliche Streuung eventuell bedingte sogenannte Schein-
absorption. {Vgl. die spiteren Abbildungen!)

Die im folgenden mitgeteiltenn Untersuchungen befaBten sich im einzelnen
mit den Préaparaten I, ITb, I1Ia und IIIb.

1. Anwendung der Papierchromatographie nach Kaufmann und
Nitsch?

Substanz I: Das Préaparat stellt sich nach 16stind. Wanderung bei 20°
Raumtemp. als homogener Fleck dar, dessen Schwerpunkt einem R;-Wert
von 0,36 entspricht (vgl. Abb. 1 und Tabelle 1). Dieses Ergebnis entspricht
in befriedigender Weise einer reinen, mehrfach ungesattigten C,,-Fettsdure.
Beimengungen anderer Stoffe sind nicht mehr nachweisbar. Dieser Befund
ist in bester Ubereinstimmung mit den Angaben der Herstellerfirma Hoff-
mann-La Roche, wonach das Préparat als 9,12-Linolsaure, puriss., frei von
anorganischen Bestandteilen und Hydroxyfettsduren deklariert wird.

Tabelle 1
} 0,36 0,39 0,30 0,37

|

Substanz I1b: Das Chromatogramm zeigt einen deutlichen Fleck im
Bereich der Ausgangssubstanz I mit einem R ;-Wert von 0,36.

R;-Werte
Prap. I

Ferner zeigen sich ein oder mehrere Flecken mit sehr hohem R,-Wert.
die ganz knapp unterhalb der Front liegen (R, = 0,96). Tabelle 2, Abb. 2.

Tabelle 2. R;-Werte fiir Priaparat IIb und IITb (Mittelwerte)
ITb I IITob

0,36 0,96 | 0,96

Substanz 111b: Keinerlei Flecken im Gebiet der mehrfach ungeséttigten
C,s-Séuren, sondern lediglich, wie bei ITb, ein oder mehrere Flecken knapp
unterhalb der Front (R; == 0,96). Tab. 2, Abb. 3.

Besonderes Interesse kommt den Flecken mit dem auffallend hohen
R;-Wert zu, der dem von reinen und auch ungesittigten Hydroxyfettsiuren
sehr gut entsprechen wiirde. Vor allem war nun die Frage zu kldren, ob die
an der Front horizontal verteilten Flecken als echte Fettsaureflecken oder
als reiner Fronteffekt anzusprechen wiren.

Hierzu wurde zunichst der reine Fronteffekt festgestellt, indem in Blind-
versuchen die reine Losungsmittelphase wandern gelassen wurde. Das Er-
gebnis ist in Abb. 4 wiedergegeben. Wir diirfen daraus schlieflen, dafi auch
die reine Losungsmittelfront bei Anférbung mit Kupferacetat-Kaliumferro-
cyanid Dunkelfarbung zeigt, wobei sich ebenfalls sehr kleine und offenbar
nur durch gewisse Stréomungswirbel bedingte Flecken ausbilden. Bei Ver-

2 H. P. Kaufmann und W. Nitsch, Fette, Seifen, Anstrichmittel 56,
154 (1954); 57, 473 (1955).
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wendung kleinerer Mengen von Ilb oder IIIb kann daher nichts Sicheres
tber die Ursache der Flecken mit hohem R;-Wert ausgesagt werden.

Nimmt man hingegen verhéltnisméBig grofiere Mengen dieser Préparate
(etwa 10 ul einer 49 igen alkohol. Ldsung), so sieht man einen unverkenn-
baren Unterschied zum reinen Fronteffekt.

Es bilden sich n#mlich zwei bis drei deutlich sichtbare, groBere Farb-
flecken aus, die nunmehr sicher auf gewanderte Fettsduren schlieBen lassen.

»

By

Abb. £ Abb. 2 Abb. 3 Abb. 4 Abb, 3
Abb. 1. Papierchromatogramm nach Kaufivann und Nitsch von 1
Abb. 2. Papierchromatogramm nach Kaufmann und Nitsch von IIb
Abb. 3. Papierchromatogramm nach Keoufmann und Nitsch von IILDb
Abb. 4. Leerversuch mit reinem Losungsmittel (,,Fronteffekt’)

AbDb."5. Papierchromatogramm von IIIb nach 3stiind. Wanderung

Auffallend bleibt aber immer noch die Tatsache, dafi sich ganz selten ein
einzelner, sondern stets mehrere Flecken bilden. Dies legt die Vermutung
nahe, daf3 die Ursache hierfiir in den physikalisch-chemischen Eigenschaften
der mit der Front gewanderten Substanz zu suchen ist. Zum Beweis wurde
in einem neuen Versuch die Wanderung bereits nach 3 Stdn. unterbrochen
und das Chromatogramm entwickelt. Die Abb. 5 zeigt, dafl hierbei der
Fronteffekt selbst kaum noch wahrnehmbar ist, dafl sich dagegen die hoch-
gezogene Substanz mit aller Deutlichkeit eben in drei Einzelflecken zu zer-
teilen beginnt.

Damit scheint es gerechtfertigt, die knapp unterhalb der Front erscheinen-
den Flecken in der Tat Fettsiuren mit sehr hohem R,-Wert zuzuordnen.,

9 a*
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F Die Betrachtung der Chromatogramme im

BlsuSrbung mit _Licht ; ‘o
J0; 0. Sk UV-Licht vor der Entwicklung ergab, dal die

\

A

bei I und IIb auftretenden Flecke, die der
reinen, mehrfach ungesittigten Fettsdure ent-
sprechen, nicht merkbar, die bei IIb und IITb
weile L07F festgestellten Flecke mit hohem R,-Wert da-

front gegen intensiv hellblau fluoreszieren.

5

Schliefflich wurde noch ein Chromatogramm
ohne Entwicklung in luftgetrocknetem Zustand
nach der Methode von Holasek und Winsauer?
— Busirtuny my it Kallumperjodat und Stirke bespriht. Das
IO, 0. Stirke Ergebnis eignet sich nur schwer fiir die photo-

graphische Wiedergabe infolge der raschen
Anderungen in Farbton und -intensitéit jener
Papierbereiche, in denen sich keine Hydroxyl-
verbindungen vorfinden. Wir miissen uns da-
her mit einer schematischen Wiedergabe be-
gniigen: Abb. 6. Beiderseits der Front tritt
eine unregelméfig begrenzte, nach der Perjodat-
Stdrke-Behandlung rein weil bleibende Zone
auf, die aber, wie der Leerversuch bewies, ein
reiner ,,Fronteffekt“ ist und mit den gewan-
derten Fettsduren nichts zu tun hat.

\

Dicht unterhalb der Front zeigen sich vor
der Perjodat-Stirke-Behandlung im UV inten-
siv hellblau fluoreszierende Flecke (F), die
nach dem Besprihen mit den Reagenzien zu-
Abb. 6. Schematische Darstellung  nichst rein weifl bleiben, sich aber nach

eines Chromatogramms von IIIb  ginjgen Stunden zentral braun verfirben.
nach Behandlung mit Perjodat und

Stirke (nach Holasek und Winsauer) IITa, in dest. Wasser geldst, ergab beim
Tipfelversuch auf dem Papier keine Blau-

farbung mit Cu-Acetat und zeigte auch nach einem 16stiind. Chromato-

graphieversuch keine eindeutige Sedimentation auf dem Papier.

|

/
Avitragsort

2. Die Ultraviolett-Absorptionsspektren

Die folgenden Abbildungen bringen nun die Absorptionsspektren der
Préparate I, ITb, IIIb und IITa. Die Kurven weisen durchwegs einen klaren
Aufbau und gut ausgebildete Maxima im mittleren Quarz-UV auf und sind
daher sicher zu interpretieren. Die festgestellten Banden gehéren konjugiert-
ungeséttigten C=C-Bindungen an, und zwar im einzelnen die Bande bei
36000 bis 37000 mit der angedeuteten Feinstruktur im Spektrum von T
den konjugierten Trienen, die Bande im Gebiet von 43000 bis 45000v"
den konjugierten Dienen und der steile Ast im Kurzwelligen dem Maximum
der isoliert-stéindigen C=C-Bindung, das bei zirka 55000 »" liegt. Nunmehr
ergeben sich aus den Spektren folgende Aussagen:

Priparat I (Abb. 7): Uberlagerung der Eigenabsorption von dreifach
und zweifach konjugiert-ungesittigten und von isoliert-ungeséttigten Fett-

3 A. Holasek und K. Winsauer, bisher unverdffentlichte Versuche; vgl.
hierzu auch: I. Buchmon, C. Decker und A. Long, J. Chem. Soc. London
1950, 3162.
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sduremolekeln. Bezieht man die gemessene Extinktion auf die Konzentrations-
einheit (1 g/l), so errechnet sich der Gehalt an konjugierten Anteilen fiir die

Triene zu 0,369, fir die Diene
24 zu 1,789%,. Hierbei wurde fiir den
speziellen dekadischen Extink-
tionskoeffizienten der konjugier-
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Abb. 7. UV-Absorptionsspektrum von [ in Athanol Abb. 5. UV-Absorptionsspekirum von {1b
(g' = FElc’ - d [g7 em®}) in Athanol

ten Triensduren ein Wert von 189, fiir den der konjugierten Diensiduren ein
Wert von 145 eingesetzt.

Unsere Ausgangssubstanz enthilt daher nur relativ geringfiigige und
praktisch kaum ins Gewicht fallende konjugierte Anteile und besteht zum
weitaus iliberwiegenden Teil aus isoliert-ungesiittigter 9,12-Linolsidure.

Praparat 11b (Abb. 8): Auch hier

L ist mit Anwesenheit von Lkonjugiert-
gt / \ ungesdttigten Isomeren zu rechnen.
0 " Die festgestellten relativen Band-

intensitdten ermoglichen dabei die
Aussage, dall sich das Verhiltnis von
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Abb. 9. UV-Absorptionsspektrum von 1IIb Abb. 10. UYV-Absorptionsspektrum von Illa
in dest. Wasser in dest. Wasser

Dien- und Triensduren ganz wesentlich in Richtung der konjugierten Dien-
sduren verschoben hat. Die quantitative Auswertung ergibt einen Gehalt
von 12,379 konjugierten Dienen und 0,489, konjugierten Trienen. Die
Feinstruktur in der Trienbande ist verschwunden. Tm kurzwelligen Gebiet
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ist noch deutlich die steile Grenzabsorption der isoliert-ungesittigten Fett-
sduren zu sehen.

Praparat I1Ib (Abb. 9): Auch hier sind konjugiert-ungeséttigte Fett-
sdurekomponenten vorhanden, kenntlich an der Inflexion im Gebiet von
36000 »" und dem Maximum bei 45000’. Die starke Verschleifung im
Triengebiet kann méglicherweise durch eine bereits merkbare Tyndall-Ab-
sorption bewirkt sein. Die Auswertung ergibt 11,539, konjugierter Diene
und 0,879, konjugierter Triene.

Von besonderer Wichtigkeit ist die Tatsache, daf im Praparat IIIb
keine Grenzabsorption der isoliert-ungeséttigten Fettséuren mehr nachweis-
bar ist, ein Befund, der in Anbetracht der Bedeutung der Aussage auch
bereits ausreichend statistisch gesichert werden konnte.

Praparat IITa (Abb. 10): Wie im Spektrum von IITb deutliche Konjuen-
maxima, doch {iberwiegen die Konjudiene nicht so stark. Die Prozentgehalte
betragen: 2,399, konjugierte Diene und 0,539, konjugierte Triene. AuBerdem
steigt der kurzwellige Kurvenast ab 47000’ wieder an, was auf die An-
wesenheit von isoliert-ungeséittigten oder einzelnen = C=C-Bindungen
schlieBen I&Bt.

3. Die TR-Absorptionsspektren

Als besonders wichtiges Kriterium fir die Konstitution und Zusammen-
setzung der Ausgangssubstanz und der daraus bei der Wasserreaktion er-
haltenen Produkte erwies sich wieder das infrarote Absorptionsspektrum.

1 L 1 1 i I 1 1

!
Es 4 g g 7 g g Y e

Abb. 11. IR-Absorptionsspektrum von I nach Biekert und Kdihler

Auch diesmal gab Herr Prof. Dr. 4. Butenandt mit groBem Entgegen-
kommen die Erlaubnis zur Durchfithrung der Messungen an seinem Institut.

Die im folgenden wiedergegebenen Spektren wurden uns von Herrn
Dr. E. Biekert in freundlichster Weise zur Verfugung gestellt.

Abb. 11 stellt das Spektrum von I dar, bei dem insbesondere auf die
charakteristische COOH-Schwingung bei 5,9 und die C=C-Schwingung
bei 10,75 p und die Abwesenheit von OH-Schwingungsbanden hinzuweisen ist.

Dagegen 148t die Absorption von ITIb (Abb. 12) deutlich die Anwesen-
leit von OH-Banden (3 und 9,6 u) erkennen, wihrend die C=C-Bande bei
10,75 u verschwunden ist.
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Der gleiche Effekt ist auch im Spektrum von IIla zu beobachten, nur
noch wesentlich ausgeprégter. Hier uberwiogt sogar die Intensitéit der
OH-Bande bei 3 u die der benachbarten C—H-Bande bei 3,5 u. Aullerdem

| 1 1 1 1 1 1 S J
7 4 E § 7 g g 0 Te

Abb. 12, IR-Absorptionsspektrum von IIIb nach Biekert und Kéhler

aber zeigt die starke Frequenzverschiebung der Bande im Gebiet von 6 u
eine drastische Verdnderung der COOH-Gruppe an (Abb. 13).

[ l 1 | L | L L
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Abb. 13. IR-Absorptionsspektrum von 1ITa nach Biekert und Kdihler

Diskussion der bisherigen Ergebnisse

Uberblicken wir das bisher gesammelte experimentelle Material, so
ergeben sich beziiglich der Zusammensetzung der Reaktionsprodukte
bei der Unisetzung von 9,12-Linolsiure mit destilliertem Wasser die in
der Tabelle 3 angefithrten Erkenntnisse.

Zu der in dieser Tabelle (8. 140) wiedergegebenen Ubersicht sei
noch folgendes ergéinzend bemerkt: Wiahrend sich die Isolensiure
und die Hydroxyséuren papierchromatographisch nach Kaufmann und
Nitsch? vollig einwandfrei erkennen lassen (vgl. Abb. 2, 3 und 5), scheinen
sich die Konjuensduren diesem Nachweis zu entziehen. Im Chromato-
gramm von I und IIb (Abb. 1 und 2) kénnten sie zwar ohne weiteres
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Tabelle 3
i |
Priparat Ngggi?;g?ge | MengenmiBiger Anteil ~ Nachweismethodik
i i
[ f
Ausgangsfett- | 9,12-Linolséiure . .- weitaus iiberwiegend | UV, Pa
sture 1 Konjudiensauren 1,789, Uy
Konjutriensauren 0,369, | ov
Wasser- 9,12-Linolséure . . geringer Rest ! UV, Pa
unlésliches | Konjudiensduren . 12,37%, \ UV, Pa?
Reaktions- | Konjutrienséuren | 0,489, ' UV, Pa?
produkt IIb | Hydroxysduren .. erheblich . Pa, PJ
Wasser- Konjudiensduren. 11,539%, ]‘ uv
16gliches Konjutrienséuren 0,879, i uv
Reaktions- Hydroxyséuren .. mindestens 809, Pa, PJ, IR, OHZ
produkt IITh ‘
Wasser- Isol.-stéind. C=C. ov
16sliches Konjudiene ..... " 2,399, , OV
Reaktions- | Konjutriene . . . .. ‘ 0,53%, LoV
produkt IITa | Hydroxy- \ \
verbindungen..! mindestens 80% | IR, PJ

In dieser Tabelle bedeuten:

UV: Nachweis durch UV-Absorptionsspektrum ;

IR: Nachweis durch IR-Absorptionsspektrum;

Pa: Nachweis durch papierchromatographische Methode nach Kaufmann
und Nitsch?;

PJ: Nachweis durch Papiertest auf vicinale C—OH-Gruppen mittels
KJO, und Starke nach Holasek und Winsauer3;

OHZ: Nachweis durch Bestimmung der Hydroxylzahl.

in den Flecken bei B, = 0,36 enthalten sein, sie fehlen aber vollstéindig
bei IIIb (Abb. 3), wo sie jedoch auf Grund des UV-Spektrums (Abb. 9)
in gleicher Menge vorhanden sind, wie in ITb. Nachdem triviale metho-
dische Fehler sicher auszuschlieBen waren, sehen wir hierfur drei Er-
kldrungsmdoglichkeiten: Entweder eine besonders feste komplexartige
Vereinigung von Hydroxy- und Konjuenfettsiuren, die Anwesenheit
konjugiert-ungesittigter Hydroxyfettsiuren oder schlieBlich eine oxydative
Verinderung der Konjuenfettsiiuren wihrend der Wanderung auf dem
Papier, wobei sich die gebildeten Produkte dhnlich wie Hydroxyfett-
sauren verhalten konnten. Hier gibt nun das auf S. 136 wiedergegebene
Chromatogramm (Abb. 6) wichtige erste Hinweise: Bei den bereits auf
S. 136 beschriebenen Flecken F handelt es sich sicher um Hydroxy-
fettsduren (positive Reaktion mit Perjodatstiirke, aulerordentlich hoher
R;-Wert), wihrend die nach einigen Stunden auftretende zentrale Braun-
farbung auf Konjuenstiuren schliefen 148t (vgl. hierzu auch die Unter-
schrift zu Abb. 5 der 2. Mitteilung dieser Reihe!)l.
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Eine oxydative Verdnderung der in ITh und IIIb auf spektrometri-
schem Wege nachgewiesenen Konjuensduren wahrend der Wanderung
auf dem Papier ist daher recht unwahrscheinlich, so daf3 sich die weiteren
Untersuchungen auf eine Entscheidung zwischen erster und zweiter
Erkldrungsmoglichkeit (siche oben) richten koénnen. Diese fiir den
Mechanismus der Wasserreaktion polyolefinischer Lipoide sebr wichtige
Frage ist experimentell recht schwierig zu studieren und wir sind den
Herrn Doz. Dr. 4. Holasek und Dr. K. Winsauer (Med.-Chem. Inst.,
Univ. Graz, Vorstand Prof. Dr. H. Lieb) sehr zu Dank verpflichtet fir
ihre Bereitschaft zu einer gemeinsamen Untersuchung. Uber das Ergebnis
dieser gemeinsamen Arbeiten wird an dieser Stelle berichtet werden.

Der Tropfentest auf vicinale C—OH-Gruppen mit KJO, und Stirke
hatte bei IIb, IITb und I1la ein auBerordentlich stark positives Ergebnis
und #duBerte sich in Form rein weifl bleibender Flecken (vgl. die Abb. 5
der vorangegangenen Mitteilung)!.

Fir die Mikrohydroxylzahlbestimmung des Praparates IILb sind wir
Herrn Dr. K. Winsauer herzlich zu Dank verpflichtet; es ergab sich beim
gewichtskonstant vorgetrockneten Préparat ein Wert von 7,189, OH.

Die in der vorliegenden Arbeit verdffentlichten Untersuchungs-
ergebnisse bestitigen somit eindeutig unsere bisherigen Ansichten tber
die Wasserreaktion: Dispergiert man entsprechend intensiv reinste 9,12-
Linolséure in reinstem, luftfreiem, bidestilliertem Wasser unter inertem
Gas, so findet an den dispergierten Fetttropfchen offenbar eine Ober-
flichenreaktion statt: Es kommt zunichst zu einer Verschiebung der
urspriinglich isoliert-stindigen C=C-Bindungen in die besonders reaktions-
fahige konjugierte Stellung. Diese lagern dann OH an die Doppelbindun-
gen an. Die gebildeten Hydroxysiuren sind wasserloslich und gehen
daher in echter Losung in die Wasserphase iiber, wobei jedoch auch ein
betrichtlicher Anteil der neu gebildeten konjugiert-ungesittigten Siuren
mitgeht (Prap. I1Ib).

Ein Teil der Hydroxy- und Polyensduren (II1a) erfihrt weiters eine
Verinderung an der COOH-Funktion, kenntlich an der Verschiebung
der 6-y-Bande auf 6,3 4. Dieser Effekt kénnte mit der Ausbildung von

Chelaten o)
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zu erklédren sein. Da auch die COO™)-Gruppe ein Maximum bei 6,3 u
besitzt, muflite die Frage geprift werden, ob es sich bei dem erwihnten
Teil des Reaktionsproduktes nicht etwa um Seifen handelte. Dies konnte
mit Sicherheit ausgeschlossen werden, da die Reaktion mit Cu-Acetat
eindeutig negativ ausfiel.
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Im Inneren der dispergierten Fetttropichen (IIb) ist noch wunver-
anderte Ausgangssubstanz (I) enthalten, die papierchromatographisch
einwandfrei nachzuweisen ist.

Merkwiirdigerweise verliert das Gemisch aus Hydroxy- und Konjuen-
siuren (IILb) seine Wasserloslichkeit weitgehend nach dem Eindunsten
des Wassers, wahrend der Anteil mit verfinderter Karboxylgruppe (I1La)
leicht wasserloslich bleibt.

‘Wir sind uns dariiber im klaren, daf} die bisherigen Versuche zunichst
nur eine sehr grob orientierende Identifizierung der erhaltenen Reaktions-
produkte ermdéglicht haben. Das Schwergewicht der weiteren Unter-
suchungen wird sich vor allem auf eine analytisch-priparative Aufarbei-
tung der 1ITb-Fettsiuren zu konzentrieren haben; hier ergibt sich die
Frage, ob die Wasserreaktion zu einer einzigen Hydroxylverbindung oder
zu mehreren, verschieden stark hydroxylierten Verbindnngen gefithrt
hat. Unerklirt ist ferner die Tatsache, dali die Konjuenverbindungen
in IITh nur UV-spektographisch, nicht aber papierchromatographisch
nachweisbar sind. Hier wird zu entscheiden sein, ob es sich um eine
komplexartige Verbindung zwischen Hydroxy- und Konjuensiuren,
oder um die Anwesenheit von konjugiert-ungesittigten Hydroxysiduren
handelt.

SchlieBlich bedarf noch die Anderung an der COO-Gruppe im IIla-
Praparat der weiteren Aufklirung.

" Uber den Mechanismus der ,, W-Reaktion*, zu der keine Zusitze
irgendwelcher fremder Reagenzien notwendig sind, 148t sich heute sagen,
daB sie zweifellos an den Doppelbindungen angreift, wobei eine inter-
medisire Verschiebung in die besonders reaktionsfihige konjugierte Form
die essentielle Bedeutung der konjugierten Isomeren fiir den Bintritt
des Hydroxyls in die Kette beweist. Hieritber wird noch gesondert zu
berichten sein.

Wir erlauben uns, an dieser Stelle fiir beratende Diskussionen und
Forderung in jeder Hinsicht aufrichtig zu danken dem Vorstand des
Physiol.-Chem. Institutes u. d. Max-Planck-Institutes d. Univ. Minchen,
Herrn Prof. Dr. phil. et med. h. ¢. 4. Butenandt, sowie seinen Mitarbeitern
Herrn Dr. E. Biekert und Frl. I. Kohler, dem Vorstand unseres Institutes,
Herrmn Prof. Dr. 0. Kratky, dem Vorstand d. med.-chem. Institutes, Herrn
Prof. Dr. H. Lieb und Herrn Doz. Dr. 4. Seher, Univ. Minster/Westf.

Unser Dank gilt ferner der Nitritfabrik-A. G., Feldkirchen b. Miinchen
fiir die groBziigige Unterstiitzung aller unserer Arbeiten, sowie der Rocke-
feller Foundation fiir wertvolie Hilfe durch Bereitstellung verschiedener
MeBapparaturen.



