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Eine spezifisehe Farbenreaktion auf Ergosterin 
und seine Umwandlungsprodukte 

von E. P. HLussler und E. Brauchli. 
(19. XIT. 28.) 

Auf der Suche nach einem Verfahren, das gestattet, Ergosterin 
neben Cholesterin und Phytosterinen mit Sicherheit, nachzuweisen, 
erinnerten wir uns der Reaktion von M .  Tortelli und E. Jaffel) ,  rnit 
Hilfe derer man die Anwesenheit von Lebertran neben anderen Olen 
und Fetten pflanzlicher und tierischer Herkunft feststellen kann. 

Mischt man iiach Todelli und Jaffe 5 em3 01 oder Fett mit 10 em3 
Chloroform und 1 cm3 Eisessig, fiigt noch 2,5 em3 einer Losung von 
10% Broni in Chloroform zu, und schiittelt durch, so tritt nur bei Tranen 
und aus solchen durch Hydrierung gewonnenen Fetten eine starke 
Griinfarbung auf 2). 

Zum Unterschiede von so mancher anderen E'arbenreaktion hat 
sich diese als zuverlassig und brauchbar erwiesen, und ist u. a. in die 
bekannten Werke ~70n Holde3) und Gr.iin4), wie auch in das Schwei- 
zerische Lebensmittelbuch aufgenommen worden. 

Da nun der Trager der antirachitischen Wirkung des Lebertranes 
das aus dem Ergosterin gebildete Vitamin D ist, nahrnen wir an, dass 
auch der positive Ausfall der Tortelli-Jaffe-Reaktion beim Lebertran 
auf der Anwesenheit von noch unverandertem oder bereits unigewandeltein 
Ergosterin in dernselben beruhe, und dass andererseits sowohl das in den 
tierischen Fetten befindliche Cholesterin und seine Ester, als auch 
die den vegetabilischen Fetten und Olen beigesellten Phytosterine 
sich bei der genannten Reaktion negativ verhalten wiirden. 

Versuche mit Oliveniil-losungen von rcincm Cholesterin, Phytosterin 
und Ergosterin erwiesen die Richtigkeit unserer Uberlegnng und ver- 
anlassten tins, die IJntersuchungcn iibcr die Verwent-lbarkeit dieser 
Reaktion rtwas weiter auszudehnen. 

I-Iierhei haben wir darauf verzichtet,, (lie Reaktion selbst iigendwie 
abxnandern (zn verschiirfen), sondern fiihrten sie so aus, wie sie seiner- 
zeit uon ihren Entdeckern bcscli~ieben, inid wie sie such in die 3. Auf- 
l a p  des Schweizerischcn Lebensniittelbuches aufgenomnicn worden ist5). 

Ch. Z. 39, 14 (1915). ,,Eine spezifische Farbenreaktion fur Trane yon Seetieren 
und ihre Hydrierungsprodukte." 

z ,  Nach Tortelli und Jaffe geben hydrierte Trane eine starkere Grimfarbung, 
bei vollstandigrr Hydrierung hingegen sol1 nach Holdc nnd GI  tin die Reaktion negativ 
ausf allen. 

3, ,,Kohlenwasserstoffole und Pette.' 
4) ,.An:tlyse der Fette und Wachse." Berlin, 1965, bei J. Springer. 
5 )  Bern 1917. 

6. Aufl., Berlin, 1924, bei J. Springer. 
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Die Beurteiliing der Farbe des fertigen Geinisches erfolgte ungefahr 
10 Minuten nach dem Schutteln; wir haben beobachtet, dass einesteils 
schwache Grunfarbungen nach langerem Stehen verschwinden, bzw. 
durch eine allmahlich sich entwickelnde Braunfarbung verdeckt werden 
konnen, und zum andern auch meist bald eine Trubung des Gemisches 
auftritt, wodurch alsdann ein Vergleich der einzelnen Proben erschwert 
mir d . 

1. Verhalten det. Sterine. 
(Mit 5 em3 reinem Olivenol und 10 em3 einer frisch bereiteteri 

Ldsung oder Anfschwemmung des betreffenden Sterines in Chloroform.) 
a) ChoIes t e r in .  
Wiederholt umkrystdlisiertes Cholesterin aus 

Rinderleher, 
Rindermilz, 
Rindergalle, 
Gallensteinen \-on Frauen untl 
Schweineovarien, je 1 ,O g:  Reaktion Iiegatir. 

bj Y h y t o s t e r i n e .  
Phytosterin &us Sojabohnenoll) : 

1,0 g = Rcaktion negath-. 
( 2 )  E r g o s t e r i n .  

-12it jc 1,O ing Ergosterin m i s  Hefc 
,, Mutterkorn 
, , Baumschwaniin2) 

iioch deutliche, mit 0,s mg undeutliche GriinfBrhung untl nur erkennbal, 
qegeniiber einem Blindversuche. 

tl) E r g o s t e r i n  n e b e n  Cho les t e r in  u i i c l  I ' hy tos t  erin.  
I\'eben 1,s g Cholesterin liesseii sich noch 1,5 nig Ergosterin nnd 

liehen 1,3 g Phytosterin (aus Sojsbohnenol) noel1 1 ,O irig Ergosterin 
mi t Sicherheit iiachweisen. 

ej E s t e r  u n d  Digitoiiicle v o n  Cliolestei.in unc? Ergostcr i i i .  
Mit 1 , O  g C h o l e s t e r y l - o l c a t  untl mit O,25 g Cho lcs t e r in -  

tligit o n i  cl: Rcaktion ncgativ. 
Nit  E r g o s t e r i n - a c e t a t :  noch 1 mg cleutlich positive Reaktion. 
Mit Bern  s t eiii s Bur e - 171 o 11 o - e rg  o s t e r y l  e s t e r  : noch 1 mg deutlic.11 
positive Renktion. 

- 

l) Snip. ~ lY(i-137O; [a]: (in Chloroform) = -34,2O. 
2 ,  In  ungefahr gleichcr Ausbeute (ca. 0,s g aus 1 kg) wie BUS Rotbuchenschv anim 

(E'omes fomentarius oder F. igniarms) wurde das Ergosterin auch crhalten atis getrocknetem 
SLeinpilz (Boletus etlulis). 



189 - 

Mit E r g o s t e r i n - d i g i t o n i d  : 3,0 mg: Reaktion fraglich. 

(mit 0,5 g Digitonin war dic Reaktion negativ). 
4,O mg: Reaktion deutlich psiti\-.  

f )  Z y m o s t e r i n .  
Dieses Sterin ist vor kureeni von I d a  Srnedley-Mutclea?zl) aus Brau- 

ereihefe isoliert worden, wo es neben Ergosterin uiid wahrscheinlicli 
noch anderen Sterinen2) in wechsclndem Betrage vorkommt . Mit einem 
Zymosterin, das - wasserfrei - einen Schmelzpunkt von 108-109O 
und eine optische Aktivitat [a];’ = + 17,0° (in Chloroform) aufwies 
und somit in seinem Reinheitsgrade ungefiihr Swedley-ii4acZean’s 
Zymosterin vor wiederholterem Urnkrystallisieren entsprach, erhielten 
wir ebgnfails eine Griinfarbung, dieselbe war jedoch ungefiihr 3 ma1 
scliwacher, als diejenige niit cler gleichen Menge Ergosterin. 

Nun h t t e  bereits J .  S m e d l e y - M a c l e a n  angegeben, dass auch ihr 
reinstes Zymosterin ([.ID = + 34,1°) noch Ergosterin enthalte, aller- 
dings in einem Betrage voii weniger als 5 x 3 ) .  

Um festzustelien, ob der positive Ausfall der T. J.-Reaktion beim 
Zymosterin nur von einer Verunreinigung desselben mit Ergosterin her- 
rulire, haben wir nach 4 verschiedenen Methoden versucht, zu reinem 
Zymosterin zu gelangen. 

a) Durch wiederholtes Krystallisieren aus Ather. 
Endprodukt: Smp. 105-107°; [a]:  (in Chloroform) = + 44,OO. 
p) Ein ebenso reines Produkt erhalt man durch Bestrahlung 

einer 1-proz. Losung in reinem Alkohol. Das Zymosterin wird durcli die 
kurzwelligen Strshlen nicht beeinflusst, wahrend beigemengtes Ergosterin 
bekanntiich eine weitgehende Veranderung erfahrt. Beim Rbdunsten 
dos Losungsmittels im Vakuurn schied sich ein Zymosterin von [.ID 
(in Chloroform) = + 44O aus; dieser Wert anderte sich auch bei weiterem 
Timkrystallisieren aus Alkohol und Athcr nicht melir wesentlich. 

y )  Zu einem ergosterin-freien Zymosterin gelangte man auch 
durch Oxydation mit Kaliurnpermanganat in Aceton, entsprechend 
der Herstellung von ergosterin-freiem Cholesterin nach S. K .  Ron, 
Farrington und Steenbock4). Das Zymosterin ist gegenuber diesem 
osydativen Eingriffe widerstandsfahiger, als das Ergosterin. Nacli 
4-maliger Oxydation erhielt man ein Zymosterin von [a],, (in Chloro- 
form) = + 43,5O, welches bei weiterer Oxydation seine spezifische 
Dreliung nicht mehr anderte. 

6) Eine Zersetzung des dem Zymosterin beigemengten Ergosterins 
crfolgt auch beini Stehen in Chloroformlosung. Die Losung fiirbt sicli 
~~ _._- - - - 

l) Biochem. J. 22, 22 (1928). 
3, Ch. E. WZZs und E. M .  Honeywell. J. Biol. Chem. 80, 15 (1928). 
3, loc. cit. und E. M.  Huwhe, H .  H.  Smith und J .  Smedley-Muclean. Biochem. .J. 22, 

4, Am. SOC. 50, 2573 (1928). 
980 (1928). 



- 190 - 

dabei gelh bis gelbbraun, gleichzeitig erfolgt eine Zunahme der Rechts- 
drehung. Nach 2 Wochen ist dieselbe maximal. Durch Abdunsten 
des Chloroforms irri Vakuum und Umkrystallisieren des Ruckstandes 
aus Alkohol erhielt man ein farbloses Zymosterin ( [a] :  = +44O). 
Die Chloroformlosungen derart gereinigter Zymosterine Fleiben beim 
Stehen farblos unti ei*leiden keine weitere Anderung der optischen 
Aktivitat. 

Der Ausfall der Reaktion von Tortelli und Juffe mit den so gereinigten 
i/;yi~iosterinpraparaten war stets derselbe, unabhangig von der Metliode 
tler Reinigung. Die Farbstiirke war ungefahr 1/10--1/20 derjenigen von 
Ergosterin. 

Trotzdem dies tlaranf liindeutct, dass die beobachtete Tortelli- 
Reaktion dem Zymosterin selbst zukommt, ist nicht ausgeschlossen, 
tlass (lie schwache Griinfarbnng auch cinem Isomeren oder Uniwandlungs- 
produkte des Ergosterjns oder des Zymosterins zuzuschreiben ist. 

Wir hielten es desl-ialb fur angezcigt, das Iso-ergosterin, sowie das 
Ilehpdro-ergosterin aiif ihr Verbalten gegenuber der 'I'orteZZi-Jaffe- 
IZcaktion z u  priifcn. 

g) I s o - e r g u s t e r y 1 - :I c: e t a  t , gemonnen tliirch lsunierisierung ( 1 ~  
Ergosteryl-acetats niit Chlorwasserstoff nach Reindel, Walter  nntl 
lZrnrirhl). Smp. = 133-135", 1.1; (in Chloroform) = -62,2o. 

Reaktion: Positiv, aljer ungefahr iiur l i db  so stark wie mit Ergo- 
erin ; 1,0 mg lso-ergosteryl-acetat, liess sic11 nocli nachweisen. Rei 

eiiier wiederholten Darstelliing dieses Acetats erhielt man einen Korper, 
tlcr - ebenfalls nach ofterem Umkrystallisieren aus Essigester-Methyl- 
alkohol -- hei 132-1 34O schniolz, aber auffallenderweise eine spezifische 
Drehung von La] = -l7O,!Io (in Chloroform) aufwies. Mischschmelz- 
punkt der Substanz mit dem zuerst dargestellten Ester = 120-122". 
Reaktion : ebenfalls positiv, abcr ctwa tlreinial schwacher, wie Ergosterin. 
Grenze der Nachweisbarkeit = ca. 1,5 mg. \T'ii* haben die Substanz 
nirht weiter nntersucht. 

11) D e h y d r o - e r g o  s t e r i  n . 
Dasselbe wurtle hergestellt nach den hngaben von Windaus untl 

Linsert2). Smp. = 144-145O; [ a ]  der wasserhaltigen Snbstanz (ill 
Chloroform) = + 137,3O 

Reagiert auch positiv, aber 2- bis 4-ma1 stiirker, als Ergosteriii. 
Noch 0,l mg Dehydro-ergosterin sind tlentlirh nachweisbar. 

l) A. 452, 43 (1927). 
L, A. 465, 148 (1928). 
") Windaus gibt fur sein Praparat eine optische Aktivitat von [a];  =- + 149" an; 

die etwas geringere Drehung unseres, hber das Acetat vom Smp. 143" dargestellten 
Priiparates erklart sich vielleicht durch den Umstand, dass dasselbe zur Vermeidung 
von Zersetzungen nur bei Zimmertemperatur qetrocknrt wurde. 
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9 ) , . . . .  
12% )) . . . . 

i) D e h y d r o - e r g o s  t e r y l - a c e  t a t .  
Smp. = 146O; [a]? (in Chloroform) = + 192,OO. Reaktioii un- 

gefahr gleich stark, wie bei Dehydro-ergosterin. 

2. Einfluss der BestrahEung auf dze T .  J.-Reaktion des Es.gostet.tns. 
a) 0,3% Ergosterin in Olivenol  gelost. 

a)  Bestrahlungszeit 6 Minuten. 

8) Bestrahlungsaeit 3l/, Stunden. 
Keine Abnahme der Intensitat der Grunfarbung. 

ea. 50% Abnahme deer Intensitat der (:runfarbung. 
b) 0,3% Ergosterin in Benzo l  gelost. 

-+ 0 , O V  I "; 

b) Bestrahlt man eine gleich starke Benzollosung unter denselben 
Bedingungen gerade bis zum Vcrschwinden tler Linksdrehung (a  i; = 

-0 ,OlO)  - wozu man l/i2 Stunrle beniitigt - so betragt die Abnahine cler 
Farbtiefe nur ungefahr 

Da nach dem Verschwinclen der optischen Aktivitat das Ergostc~in 
schon vollstandig verandert Bein musste - es trat auch keine Digitonitl- 
fallung mehr auf - tleutet die geringe Abschwiichung der Grunfiirbung 
darauf hin, dass die Reaktion nach Tortelli such noch niit den ersten 
limwandlungsprodukten positiv nusfiillt . 

3. Verhalten von pflanxlichen m d  tieyi.schen Lipoiden. 
Wiewohl schon l'ortelli und Jafje cine grosse Anzahl pflanelit.liei* 

und tierischer Fette mit ihrer JIethotle gepruft und niit keineni cine 
positive Reaktion crhalten haben, hielten wir es fur interessant, v w  
schiedene Ole und auch noch einige von den Entdeckern der Reaktion 
nicht verwendete Fette und sterinhaltigc Stoffe in clieser Richtnng mi 
untersuchen. 

a) Vegetabi l ischt :  o l e .  
Wir konnten den negativen husfall bei folgenden Glen') bestdtigcn : 

Oliven-, Baumwollsamen-, Sesam-, Erdnuss-, Waliiuss-, Pfirsichkern-, 
susses Jhndel-, Sojabohnen-, Ricinus-, Croton-, Hydnocarpus- unt 1 
Rubol. Mit Croton-, Hydnocarpus- und Riibol wurden stark dunkcl- 
gelbe bis braunrote Farlxtngen erhalten. 

IIingegen reagierten positiv : Ein Mohniil (grunbraune F a r b ~ ~ n g ~ ) ,  
xwei Leinole von verschiedener Bczugs yuelle und ein ChaulmoograBi. 

1 )  Mit je .? om3 01. %) Ein zweites Mohnijl reagierte negativ. 
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Der positive Ausfall der Reaktion bei den Leinolen veranlasste uns. 
auch reine Linolensaure und das bei dcr Vcrseifung des Leinoles er- 
haltene ,,Unverseifbare" zu prufen. Von erstercr gaben 1 em3 und von 
letzterein 0,l g (entsprcchend 10 cm3 Leinol) noch keine Grunfarbung, 
ebensowenig erhielt man eine solche niit vier verschiedenen durch Rceton- 
behandlung des IJnverseiibaren gewonrienen Fraktionen. Als wir 
jedoch - bei beiden Leiiiiilen - die Verseifung unter gleichzeitigem 
Einleitcii von Wasserstoff wiederholten und hierbei auch die Koch- 
tlauer von 5 Stunden auf 1% Stunden abkurzten, fiel die Reaktion mit 
den in einer Ausbeute von 1,4 % isolierten unverseifbaren Bestandteilen 
positiv aus. Mit je 0,07 g Unverseifbarem, in 10 em3 Chloroform gclost 
und init 5 em3 Olivenol gemischt, traten ungefahr gleich starke Grun- 
farbungen auf, wie mit 5 em3 ursprunglichem 01. 

b) T i e r i s c h e  F e t t e  u n d  s t e r i n h a l t i g e  S u b s t a n z e n .  
Negativ rcagierten 5 em3 Rinderklauenol l) ; ferner 0,5 g der in einer 

Ausbeute von ca. 50 yo ails Adeps lanae anhydric. isolierten Rohsterine. 
hus letzterem Befunde darf man schliessen, dass - wie mit dem 

Cholesterin - auch mit dem I s o - c h o l e s t e r i n  die Tortelli-Jaffe- 
Reaktion negativ ausfallt. 

Eine deutliche Grunfkbung erhielten wir jedoch mit den Ather- 
cxtraktcn von Me7conium2). 

a )  aus ca. 50 g Mekonium gewann man durch wiederholtes Aus- 
kochcn mit Alkohol, Abdunsten desselben und Ausschutteln des Ruck- 
standes rnit Ather und verdunnter Sodaliisung 0,7 g und 

0) Aus 36 g Mekonium nach dernsclhen Veri'ahren 0,s g Lipoid. 
illit beiden fiel die Reaktion positiv aus. 
Ebenfalls cine eindeutige Grunfiirbung gab ein unreines Sterin- 

gemenge aus Gallensteinen von Frauen, das gewonnen wurde durch 
Abkuhlen einer heissen Acetonlosung der Steine. Durch oft wicderholtes 
Umkrystallisiercn dieser Rohsterine aus Methylalkoliol gelangte man zu 
einein reinen Cholesterin (Smp. = 148--149O, [a]: (in Chloroform) = 

-37,7O) mit vollkommen negativer Tortelli-Jaffe-Reaktion; die aus den 
gesammelten Mutterlaugen erhalteneii festen Rohsterine gaben hin- 
gegen eine starke Grunfarbung. Iiifolge dieser letzteren Beobachtungen 
haben wir aucli iioch e in ige  w c i t c r c  Ga l l enbes t an i l t e i l e  mit der 
genannte n Reaktion gepruft. 

J c  0,l g reine Cholsaure, Glykocholsaure untl Taurocholskure 
reagierten negativ, ebenso je 0,s g der gallensauren Salze a u ~ :  Rindergalle, 
Schweine- und Menschengalle (nur das Praparat aus Xchweinegalle 

l) Anmerkun;! bei der Korrektur: Die aus 25 g Lipoid a u s  Kiilberknochenmarh 
durch Vcrseif ung unter Wasserstoff gewonncnen Rohsterine gaben deutlich positive. 
lteaktion. (Ueber antirachitische Wirkunp de5 Knochenmarks vergleiche G. Fuchs und 
It'. IJi7esel, Z .  ges. exptl. Med., 61, 633 (19%)). 

~ - 

I )  Wir vertlanlien dasselbe Herrn Dr. hchi~lthei FS, Ohrrarzt am PrauPnspitnl Rs 
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farbte etwas grunlich). Unreine, noch stark gallensaurehaltige Farbstoffe 
aus Rinder-, Schweine- und Menschengalle farbten z. T. schon die 
Mischung bzw. Suspension mit Olivenol, Chloroform und Eisessig ; 
bei Zusatz der Bromlosung verschwand aber diese Farbe wieder voll- 
standig. Schliesslich haben wir die Reaktion auch noch mit Digi ta l -  
igeninl) (ca. 12 mg) ausgefuhrt. Resultat : vollkommen negativ. 

Aus dem Vorstehenden ergibt sich, dass von den bis jetzt bekannten, 
in der Natur vorkommenden Sterinen nur Ergosterin und vielleicht 
.Zymosterin, sowie die Umwandlungsprodukte des Ergosterins die 
Reaktion von Tortelli und Jaffe zeigen. 

Nimmt man an, dass die schwache Reaktion des Zymosterins auf 
einen geringen Gehalt an Ergosterin zuruckzufuhren ist, so kann der 
positive Ausfall der Reaktion bei pflanzlichen und tierischen Lipoiden 
auf die Anwesenheit von Ergosterin oder seinen Umwandlungsprodukten 
zur uckgef uhr t w er den. 

Basel, Chemisches Laboratorium der F. Hoffmann-La Roche & Co., 
Aktiengesellschaft. 

Aldehyde aus Aeetylen-earbinolen. 
IV. 1-Methyl-Cisopropyl-eyelohexyliden-3-aeetaldehyd 

von H. Rupe und Alois Gassmann. 
(27. XII. 28.) 

8 

In einer fruheren Abhandlung2) uber Cyclohexyliden-acetaldehyd 
wurde in Gemeinschaft mit W. Messner und E. Karnbli die Bildung 
eines Aldehydes aus einem cyclischen Acetylen-carbinol beschrieben. 
Wir bringen jetzt ein zweites Beispiel, da es gelang, ausgehend vom 
Menthon, einen analogen ungesattigten Aldehyd darzustellen. 

Zur Verwendung kam d -Men t h o n , Pormel VIII, aus Pulegon 
durch katalytische Reduktion erhalten. Die Darstellung des Acetylen- 
carbinols ergab erst d a m  gute Ausbeuten, als mit Natriumamid in 
Benzollosung bei hoherer Temperatur gearbeite t wurde, indessen ent- 
halt der Korper haufig noch kleine Mengen Menthon, so dass verschie- 
dene Methoden zur Reindarstellung gepriift wurden. Da auch das 
reine Carbinol, Formel 111, innerhalb eines grossen Intervalles destil- 
liert, so nehmen wir an, dass es aus zwei diastereoisomeren Formen 

l) Nach Windaus und Holtz (Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1927, 217, Z. angew. 
Ch. 40, 697 (1927) sollte das Digitaligenin durch Bestrahlung ebenfalls antirachitisch 
wirksam werden, von Rosenheint und Webster ist dies widerlegt worden (Biochem. J. 22, 
762 (1928)). 

- 

2, Helv. I I ,  449 (1928.). 
13 


