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135. Die Lipide aus Phycomyces Blakesleeanus
von Karl Bernhard und Hans Albreeht.
(25. T11. 48.)

Von den Mikroorganismen besitzen namentlich die Schimmelpilze
und Hefen unter geeigneten Kultivierungs- und Erndhrungsbedin-
gungen die Fahigkeit, erhebliche Lipidmengen zu synthetisieren und
in ihren Zellen zur Ablagerung zu bringen. Diese Eigenschaft erlangte
sogar im Hinblick auf die Gewinnung von Fetten ein gewisses
Interessel).

Wir haben vor kurzem iiber das Wachstum des Schimmelpilzes
Phycomyces Blakesleeanus bei verschiedenen Stickstoffquellen
und iiber zwei in der Glucose-haltigen Nahrlosung auftretende Stofi-
wechselprodukte berichtet?).

Die vorliegenden Untersuchungen betreffen einen Teil der
Inhaltsstoffe dieses Pilzes, die Lipide. Der Pilz wurde nach bereits mit-
geteilten Angaben?) geziichtet. Sein Wachstum ist stark temperatur-
abhingig und erfolgt am besten bei 200, Es stand uns kein temperatur-
konstanter Raum zur Verfiigung und die Verhilfnisse erlaubten uns
nicht, eine grosse Anzahl von Kulturen gleichzeitig zu starten. Wir
mussten uns vielmehr auf die wiederholte Anlegung von jeweilen
300 Kulturen zu 25 c¢m?® Nihrlosung beschrinken. Aus der um-
stehenden Tabelle geht indessen hervor; dass das mittlere Gewicht
des getroekneten Mycels bei den verschiedenen Ansitzen nur inner-
halb geringer Grenzen variiert, so dass eine einigermassen einheit-
liche Zusammensetzung desselben vorausgesetzt werden diirfte.

Tabelle 1.
! \ !
Ansatz Nr. 1 2 3 \ 4 % 5 6 71 8
‘ = = == = ‘ —imoo—
Daver, Tage. . . . . . 13 12 e |13 e s | 13
Mittleres Gewicht des My- |
cels in mg pro 25 cm? i
Nahrlosung . . . . . 164,4  155,4 | 161,1 | 153,7 | 159,6 | 156,1 | 164.3 L 169,2

Das gewonnene Pilzmaterial wurde zur Isolierung der Lipide mit
Ather extrahiert. Infolge der Anwesenheit von Lipoproteinen war
eine vorangehende Behandlung mit Methanol notwendig?®). Aus 430 g
im Vakuum bel 65° getrocknetem Mycel erhielten wir 83,7 g oder
19,59, einer dunkelbraunen, halbfesten, wachsdhnlichen Masse. Nach

H K. Eernhauer, Ergebn. d. Enzymforschg. 9, 297 (1943).
2) K. Bernhard und H. Albrecht, Helv. 30, 627 (1947).
3) H. Reichert, Helv. 27, 961 (1944).
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Abtrennung der Phosphatide durch wiederholtes Eintragen in Aceton
verblieben 75,4 g zdhfliissige, braune, acetonldsliche Lipide, die wir
mit methanolischer Kalilauge im Stickstoff-Strom verseiften. Das
Unverseifbare (4,46 g) besass eine intensiv rote Farbe und bestand
zu 76,4%, (3,41 g) aus Ergosterin. Die mit Digitonin nicht fill-
baren Anteile von phenolartigem Geruch enthielten zum Teil Farb-
stoffe. Durch chromatographische Adsorption an Aluminiumoxyd
und Calciumoxyd konnte die Anwesenheit von «- und g-Carotin
und von Lycopin wahrscheinlich gemacht werden.

Die Fettsduren (63,9 g) trennten wir iiber die Bleisalze in feste
und flitssige Anteile. Letztere machten 35,5 g aus. Durch Bromierung
von 12,25 g derselben gelangten wir zu 1,91 g eines bei 195—196°
schmelzenden Hexabromides. Die Hexabromstearinsiure aus Linolen-
sidure (A49:10,12:13,15:16.Q¢tadecatriensdure) (I) sechmilzt bei 180—181°.
Heiduschka und Liift') gewannen aus dem Samenfett der Nacht-
kerze (Oenothera biennis) ein Isomeres derselben, welches ein Hexa-
bromid vom Smp. 19690 liefert und auf Grund der Oxydationsprodukte
nach Untersuchungen von Eibner, Widenmeyer und Schild?) die
A8 7, 9:20, 1218 _(etadecatriensdure (II) darstellt. Diese steht
zur Petroselinsiure (A%7-Octadecensidure) in analoger struktureller
Beziehung wie die gewohnliche Linolenséiure zur Olsdure und wurde,
soweit ersichtlich ist, bis jetzt in keinem anderen Fett angetroffen.

16 15 13 12 10 9
CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH, -CH=CH - (CH,),- COOH @
13 12 10 9 7 [
CH,- (CH,),- CH=CH-CH,- CH=CH- CH,-CH=CH - (CH,),- COOH an

Die fliissigen Fettsduren aus den Phycomyces-Lipiden enthielten,
nach dem abgetrennten Hexabromid zu schliessen, 5,7 %, 467 9:10,12:13.
Octadecatriensiure. Im weiteren gelang die Isolierung von 1,98 g
bei 114—114,5° schmelzender, fiir die cis-cis-Linolsdure cha-
rakteristischer Tetrabrom-stearinsiure, was 0,971 g oder, bezogen auf
die flissigen Sduren, 7,499, Linolsdure entspricht.

Ein Teil der in Petrolither 16slichen Tetra- und Dibromide wurde
nach Abdampfen des Losungsmittels mit Athanol verestert und diese
Ester nach Destillation im Vakuum mit Zinkstaub debromiert. Nach
kalter Verseifung haben wir nochmals methyliert, durch anschliessende
Vakuum-Destillation aber keine scharfe Trennung in Ol- und Linol-
saure erhalten. Die Zusammensetzung dieses binidren Gemisches liess
sich indessen auf Grund der Jod-Zahlen berechnen. Aus einem anderen
Teil der petrolatherloslichen Bromide trennten wir durch Auskry-
stallisieren bei tiefer Temperatur das Dibromid der Olsiure ab.

Die durch die Bleisalz-Methode gewonnenen festen Fettsiuren
unterwarfen wir als Estergemisch der fraktionierten Destillation. Wir

1y A. Heiduschka und K. Lift, Arch. Pharm. 257, 33 (1919)
2y A. Bibner, L. Widenmeyer und E. Schild, Chem. Umschau 34, 312 (1927).
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erhielten dabei aus 21,48 ¢ Methylester in 13 Fraktionen 20,54 g
Destillat und 0,853 g braunen Riickstand (vgl. Tabelle I). Einzelne
dieser Fraktionen wurden nochmals fraktioniert. Nach Verseifung
der Methylester krystallisierten wir die Sduren aus geeigneten Lisungs-
mitteln um. Auf Grund des Destillationsverlaufes, der Schmelzpunkte
der Ester und der Siuren, deren Mischschmelzpunkte und Aquivalent-
Gewichte konnten in der Hauptsache Palmitinsdure, daneben
Stearinsdure, Behensdure, Tricosan-carbonsidure (Ligno-
cerinsiure) und Pentacosan-carbonsiure (Cerotinsdure) als Kom-
ponenten identifiziert werden. Laurin- und Myristinsdure waren
nicht nachweisbar und allenfalls nur in sehr geringen Mengen vor-
handen. Fiir die Arachinsdure diirfte dasselbe gelten.

Die Fraktion, aus welcher die Tricosan-carbonsidure erhalten
wurde, erwies sich als ungesittigt. Aus der Mutterlauge gewannen
wir iber das Magnesiumsalz nach den Angaben von Klenk') 350 mg
Fettsidure, welche nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Aceton
bei 38,5—39° schmolz. Das Aquivalentgewicht betrug 367, die Jod-
Zahl 68,0, was auf eine einfach ungesittigte Sdure mit 24 C-Atomen
schliessen liess (Cyp,H,40,, Aq.-Gew. Ber. 366,4, JZ Ber. 69). Aus zwei
benachbarten Fraktionen liessen sich weitere 391 mg (weniger rein)
der Verbindung abtrennen. Wir fiihrten diegse Sdure mit Osmium-
tetroxyd nach den Angaben Criegee’s?) in guter Ausbeute in die Dioxy-
Verbindung iiber. Die Dioxy-tricosanearbonséiure, C,,H,,0,,
schmolz nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 121—
122° Wir haben 250 mg davon mit Bleitetraacetat®) gespalten und
110 mg 1,15-Pentadecan-dicarbonsiure erhalten, die aus
Alkochol-Wagser oder aus Ligroin umkrystallisiert bei 109—111°¢
schmolzen. Chuit?), welcher diese Dicarbonsidure synthetisierte, fand
einen Smp. von 110° der indessen nach mehrmaligem Umkrystalli-
sieren grosserer Mengen aus Methanol aunf 118° anstieg. Die Iso-
lierung des Aldehyds mit Dinitrophenylhydrazin fithrte zu keiner
einheitlichen Verbindung.

Die mitgeteilten Ergebnisse erlauben, vorausgesetzt, dass der
restliche Anteil der C-Kette unverzweigt ist, diese erstmalig auf-
gefundene, ungesittigte Fettsiure als A4'7'13-Tricosen-carbon-

siure, CH, - (CH,), - CH—CH - (CH,),; - COOH, zu bezeichnen.

Eine weitere ungesittigte Siure trennten wir aus den die Cerotin-
sdure enthaltenden Fraktionen ab. Sie schmolz aus wisserigem Alkohol
umkrystallisiert bei 45—45,5°. Wir erhielten 423 mg dieser Ver-
bindung, welcher auf Grund des Aquivalentgewichtes von 395,6 und

1) E. Klenk, Z. physiol. Ch. 166, 277 (1927).

2} R. Criegee, B. Marchand und H. Wannowius, A. 550, 99 (1942).

3) R. Criegee, B. 64, 260 (1931); R. Criegee, L. Kraftund B. Rank, A. 507,159 (1933).
%) P. Chuit, Helv. 9, 275 (1926).
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der Jod-Zahl von 63,5 die Brutto-Formel C,qH;,0, (Aq.-Gew. ber.
394,4, JZ ber. 64) zukommt. Auch diese Sdure haben wir mit Osmium-
tetroxyd zur Dioxysdure oxydiert, welche, aus wisserigem Alkohol
mehrmals umkrystallisiert, einen Smp. von 124—125° besass. Die
Ausbeute war indessen nur sehr klein und die Spaltung mit Blei-
tetraacetat leider nicht einwandfrei. Wahrscheinlich lag die 1,17-
Heptadecan-dicarbonsiure vor. Aussere Griinde verunmog-
lichten die Beschaffung von neuem Lipidmaterial durch nochmalige
Pilzziichtung. Wir gedenken spiter auf diese Versuche zuriickzu-
kommen.

Auf Grund unserer Befunde setzten sich die Lipide aus Phyco-
myces Blakesleeanus aus 5,3% Unverseifbarem, 9,99, Phospha-
tiden und 76,49, Fettsduren zusammen. Das Unverseifbare enthielt
76,49, Ergosterin und 23,6 %, Farbstoffe, einschliesslich anderer Ver-
bindungen.

Die Fettsiuren bestanden zu 58,89, aus fliissigen und zu 41,29,
aus festen Sduren und wiesen folgende Komponenten auf:

Cy¢ Palmitinsdure . . . . . . . . . ... .0 237%
Cyg Stearinséure . . . . . . . .. ... ... 47%
O Olsiure . . . . . . . . .. . . ... .. 296%
Cyy Linolsgure . . . . . . . . .. ... ... 258%
Cys y-Linolensdure. . . . . . . . . . .. ... 34%
Cy; Behensiure . . . . . . . ... L. L. LT%
Cpy Tricosan-carbonsiiure (Lignocerinsgure) . . . . 2,1%
Cyy AVi18Tricosen-carbonsiure . . . . . . . . . 299%
Cy Pentacosan-carbonsiure (Cerotinsdure) . . . . 1,3%
Cy¢ Pentacosen-carbonsfure . . . . . . . . .. 4,9%,
Experimentelles.
Extraktion.

Nach Erwirmung des mit Quarzsand zerriebenen Mycels mit 4 Liter Methanol auf
40—500 wihrend 6 Stunden haben wir dekantiert und den Riickstand dreimal je 4 Stunden
mit 3 Liter Methanol auf einer Maschine geschiittelt. Dann wurde scharf abgesogen und
anschliessend dreimal mit je 4 Liter Ather 4 Stunden geschiittelt, Die Alkohol- und Ather-
Ausziige engten wir ein und vereinigten die Riickstande zu einem etwa 100 em?® betragenden
Sirup, dem wir 100 cm? gesattigte, wisserige Kochsalzlésung zugaben. Dieses Gemisch
haben wir erschopfend mit viel Ather extrahiert, die atherischen Ausziige mit etwas Wasser
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedunstet. Der Riickstand blieb bis zur
Gewichtskonstanz im Vakuum-Exsikkator.

Abtrennung der Phosphatide.

Wir haben 83,4 g der Lipide in 130 cm? absolutem Ather unter leichtem Erwirmen
gelost, dann auf 0° abgekithlt und in 400 cm?® absolutes Aceton eingetragen. Nach 15-stiin-
digem Stehen bei etwa 4° filtrierten wir von den in braunen Flocken abgeschiedenen
Phosphatiden ab, engten das Filtrat auf einen Drittel des Volumens ein und liessen es
mehrere Stunden im Eisschrank stehen. Ein sich bildender, geringer Niederschlag wurde
abfiltriert und mit dem bereits erhaltenen Phosphatid vereinigt. Wir haben diese Phos-
phatide noch dreimal aus Ather-Aceton abgeschieden. Sie wogen 8 g.
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Verseifung.

Die Aceton-16slichen Lipide brachten wir im Vakuum zur Gewichtskonstanz (75,4 g).
Sie wurden in 400 cm® Methanol eingetragen, mit 40 ¢ KOH in 80 em?® Wasser geldst ver-
setzt und 6 Stunden auf dem Wasserbad unter Einleiten von Stickstoff verseift.

Unverseifbares.

Die atherische Losung desselben blieb 15 Stunden bei 3° stehen. Es schieden sich
dabei 1,8 g farblose Nadeln vom Smp. 145—150° ab. Die Mutterlauge haben wir ein-
gedunstet, den Riickstand in 50 em?® 95-proz. Alkohol aufgenommen und in der Wiarme
mit einer heissen Lésung von 10 g Digitonin in 300 cm?® 95-proz. Alkohol versetzt. Spéater
wurde der Niederschlag mit wenig 95-proz. Alkohol und Ather gewaschen und anschliessend
mit Pyridin zersetzt. Auf Zugabe von Ather fiel das Digitonin aus und wurde abzentri-
fugiert. Nach Entfernen des Pyridins vermittelst verdiinnter Salzsiure konnten aus der
eingeengten dtherischen Losung 1,61 g farblose Krystalle vom Smp. 147-—152° erhalten
werden. Die krystallisierten Sterine, zusammen 3,41 g, haben wir aus Methanol um-
krystallisiert und durch Veresterung mit Benzoesiure gereinigt. Nach weiterem Umféllen
aus Essigester und 95-proz. Alkohol betrug der Smp. 159—161°. Im Mischschmelzpunks
mit Ergosterin trat keine Depression ein.

3,891 mg Subst. gaben 11,60 mg CO, und 3,92 mg H,0
CyH,0, H,0  Ber. C 81,10 H 11,19%
Gef. ,, 81,81 ,, 11,27%

Die Farbreaktionen nach Liebermann- Burchard und Salkowski entsprachen den-
jenigen des Ergosterins. Zur Herstellung des Benzoylesters haben wir 300 mg in 1 cm?
Pyridin geldst, mit 0,5 cm® Benzoylchlorid versetzt und den erhaltenen Niederschlag
abzentrifugiert. Er wurde dreimal mit 95-proz. Alkobol gewaschen und aus Kssigester
dreimal umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt. der feinen Nadelchen betrug 169—1710,

3,483 mg Subst. gaben 10,71 mg CO, und 3,05 mg H,0
CyHye0, Ber. C 83,93 H 9,67%
Gef. ,, 83,86 ,, 9,80%

Fettsduren.

63,7 g des Fettsduregemisches trennten wir nach den Angaben von Hildiichl) in
feste und fliissige Anteile.

a) Aufarbeitung der flissigen Fettsduren.

31,4 g des Materials wurden mit Methanol verestert und 31,45 g dunkelbraunes
Estergemisch gewonnen, von dem 25,7 g, der fraktionierten Vakuum-Destillation unter-
worfen, 24,3 g hellgelbes Destillat gaben.

97,5 mg Subst. verbrauchten 3,37 cm?® 0,1-n. NaOH
230 mg Subst. verbrauchten 22,56 cm?® 0,1-n. Na,S,;0,4
Verseifungs-Aq.-Gew.: Gef. 289,3 JZ.: Gef. 124,3.

13,4 g dieses Esters lieferten durch Verseifung mit 200 cm?® 3,5-proz. methanolischer
Kalilauge bei Zimmertemperatur wihrend 22 Stunden 12,25 g gelbe Fettsduren. Sie
wurden in 100 cm?® Petroliather gelost und bei — 10° im Verlaufe von 1% Stunden unter
Riihren tropfenweise mit einer Losung von 11 g Brom in 30 ecm3 Petrolather versetzt.
Nach 14-stiindigem Stehen bei 3% wurde der Niederschlag abfiltriert, mit Petrolither und
darauf zur Abtrennung von Tetrabromiden zweimal mit warmem Benzol gewaschen. Den
verbleibenden Riickstand behandelten wir fiinfmal mit 200 cm® kochendem Benzol und
filtrierten durch eine vorgewirmte Glasnutsche. Das beim Abkiithlen sofort ausfallende

1y 7. P. Hilditch, The Chemical Constitution of Natural Fats, London 1941, 8. 371.
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Hexabromid schmolz bei 192—193°, nach Umkrystallisieren aus Chloroform und aus
Benzol bei 195-—196°. Die Schmelze war farblos, erst beim Erhitzen iiber 200° trat Zer-
setzung ein. Vor der Analyse wurden die aus Chloroform abgeschiedenen, feinen Nédelchen
bei 98¢ iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.

3,660 mg Subst. gaben 5,428 mg AgBr
98,3 mg Subst. verbrauchten 2,60 cm? 0,05-n. KOH
CisHy0,Brg  Ber. Br 63,28%  Aqg.-Gew. 757,8
Gef. ,, 63,12%  Aq.-Gew. 755,1

Beim Einengen der Mutterlauge fielen noch 90 mg Hexabromid aus.

Die die Tetrabromide enthaltende Losung engten wir ein, fiigten Petroliather
hinzu und liessen sie im Eisschrank wihrend 70 Stunden stehen. Es schieden sich 1,12 g
Krystalle vom Smp. 109—111° ab und aus der Mutterlauge weitere 860 mg, welche bei
106—107° schmolzen. Wir haben sie aus Petrolither umkrystallisiert, Smp. 114—114,5°.
Mischschmelzpunkt mit der fiir die cis-, cis-Linolsidure charakteristischen Tetrabrom-
stearinsiure 1149. Dasg Tetrabromid wurde vor der Analyse in der Wasserpistole getrocknet.

6,134 mg Subst. gaben 7,706 mg AgBr
133,3 mg Subst. verbrauchten 4,44 em?® 0,05-n. KOH
C,sH;,0,Br, Ber. Br 53,31%  Aq.-Gew. 599,9
Gef. ,, 53,47% » s 601,8

Die gut 1slichen Bromide, d. h. das Gemisch der Di- und ldslichen Tetrabromide,
wurden vom Petrolather befreit und ima Vakuum zur Gewichtskonstanz gebracht. Gewicht
der zihen, braunen Schmiere 19,26 g. Ein Teil (a) wurde debromiert, ein Teil (b) zur
Isolierung von Olsiure-dibromid tiefgekiihlt.

Die Debromierung (a) erfolgte nach den Angaben von Griin'), wobei wir das Bromid-
gemisch zuerst durch Veresterung mit Methanol und Destillation im Vakuum reinigten.
9,75 g Bromsédureester wurden in 75 cm3 Alkohol gelést und nach Zugabe von 10 g Zink-
staub auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Im Verlaufe von 20 Minuten liessen wir
15 cm3 5-n. Salzsgure zufliessen, erwirmten weiterhin 30 Minuten und extrahierten nach
Abkiihlen viermal mit Petrolither. Dieser hinterliess nach Auswaschen und Trocknen
5,3 g gelben, fliissigen Ester, der keine Brom-Reaktion mehr zeigte und bei Zimmer-
temperatur verseift wurde. Kine scharfe Trennung in Olssiure und Linolssure durch frak-
tionierte Destillation gelang nicht.

173,8 mg Subst. verbrauchten 16,71 em? 0,1-n. Na,S,0,
Gef. JZ. des Esters 122, der Sadure 128

Daraus lasst sich die Zusammensetzung des Gemisches zu 58,29 Olsiure und 41,8%
Linolsdure berechnen.

Die Abscheidung des Dibromides der Olsdure versuchten wir durch starke Kiihlung
und Zentrifugation?). 4 g des Bromid-Gemisches (b) wurden in 30 cm?® Petrolither gelost,
mit fester Kohlenséure gekiihlt und unter Kiihlung zentrifugiert. Wir trennten die iiber-
stehende Flissigkeit ab, 19sten den Riickstand nochmals in Petroliather und zentrifugierten
nach Abkiihlen erneut. Diese Prozedur wurde siebenmal repetiert. Durch Eindampfen
der iiberstehenden Losungen erhielten wir nach 20-tagigem Stehen des Riickstandes bei
30 eine krystallinische Masse, welche beim Erwirmen auf 10° schmolz.

103,2 mg Subst. verbrauchten 4,65 cm?® 0,05-n. NaOH
6,346 mg Subst. gaben 5,50 mg AgBr
CgH3,0,Br,  Ber. Br 36,16%  Aq.-Gew. 442,1
Gef. ,, 36,38% » s 4439

1y 4. Griin, Analyse der Fette und Wachse, Berlin 1925, Bd. 1, S. 225.
2} R. Reichert, Helv. 28, 484 (1945).
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b) Aufarbeitung der festen Fettsiuren.

983

Vom Gemisch der festen Fettsiuren (24,8 g, Smp. 49--50°) haben wir 20,8 g mit
Methanol verestert und 21,48 g Methylester in 3 Chargen in einer speziellen Kolonne!)
fraktioniert destilliert. Der Destillations-Verlauf ist aus Tabelle 2 ersichtlich.

Tabelle 2.
Fraktion Aussen- Gewicht
Nr. Temperatur Kp® j Fp® mg
1 115126 96—-110 13--23 t 384
2 127—129 112—114 27—29 | 6436
3 130—132 115—118 27,530 ) 2438
4 133142 119—128 22—24 ] 2342
5 142—146 129—134 32—34 | 1756
6 150—168 138—149 30—33 ~ 457
7 170—184 150—162 38—40 254
8 185188 163—169 40—45 188
9 188190 170—174 47—49 973
10 191—195 175—180 37—41 186
11 198202 182—192 42—47 2306
12 203—212 194—202 25—46 1970
13 214—270 204—240 2751 854

Tabelle 8.

Redestillation der Fraktion 5, 1,756 g.
Fraktion ° | o Gewicht
Nr. Kp ¥p mg
14 126—138 26,2—28,1 249
15 139—142 35,4—-36,2 1201
16 142 36,8—37,8 172
17 143—159 34—-35,5 99

Tabelle 4.
Redestillation der Fraktionen 6—8, 0,899 g.
Fraktion ° Gewicht
Fpo

Nr. Kp P { mg

18 140—144 23 —26 i 85

19 145—146 35,7-—36,4 384

20 147—158 32 —33,6 107

21 160—174 39,5-40,8 131

22 175—180 42.2—43,7 274

1) R. Schoenheimer und D. Riitenberg, J. Biol. Chem. 120, 155 (1937).

Tiefer siedende Anteile waren kaum vorhanden, Fraktion 2 und 3 bestanden bereits
aus Palmitinsduremethylester. Wir haben die Fraktion 5 redestilliert (vgl. Tabelle 3).

Desgleichen wurden die vereinigten Fraktionen 6—8 redestilliert (vgl. Tabelle 4).
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Ferner wurde Fraktion 9, welche als Behenséure-methylester angesprochen werden
konnte, redestilliert (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5.

Redestillation der Fraktion 9, 0,973 g.
Fraktion o o Gewicht
Nr. Kp ] Fp 1 mg
23 172174 | 50 —51 656
24 178—179 50 —51 157
25 184212 44,5—47.5 198

Schliesslich haben wir auch die Fraktion 11 nochmals destilliert (vgl. Tabelle 6).

Tabelle 6.

Redestillation der Fraktion 11, 2,30 g.
Fraktion ° 0 Gewicht
Nr. Kp Fp mg
26 ' 180—186 46,5—49 452
27 190 44,5—51 1268
28 192202 43,5—50,5 558
29 I 203—204 28 —46,5 146

Wir verseiften nun alle einigermassen einheitlichen Methylester mit methanolischer
Kalilauge und krystallisierten die Fettsiuren bis zur Erreichung konstanter Schmelz-
punkte um.

1. 8,874 g Methylester (Fraktion 2 und 3) gaben 8,370 g bei 62 schmelzender Siure.
Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 759%-igem Alkohol betrug der Smp. 63°, der
Mischschmelzpunkt mit Palmitinsdure 63°.

112,0 mg Subst. verbrauchten 8,80 ¢cm?® 0,05-n. KOH
C6H3o0, Aq.-Gew. Ber. 256,83 Gef. 255,3

2.1,373 g Methylester (Fraktion 15 und 16) gaben 1,298 g Sdure vom Smp. 66—67°.
Dieser betrug nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 90-proz. Alkohol 70—71°. Im
Mischschmelzpunkt mit Stearinséure trat keine Depression ein.

82,8 mg; 89,2 mg Subst. verbrauchten 5,78 cm?3; 6,30 c¢m?® 0,05-n. KOH
CyHae0, Aq.-Gew. Ber. 284,3  Gef. 286,1; 283,5
3. 813 mg Methylester (Fraktion 23 und 24) lieferten durch Verseifung 747 mg bei

76—77° schmelzender Saure. Schmelzpunkt nach je einmaligem Umbkrystallisieren aus
Alkohol, Petrolather und Eisessig 80—81°, Mischschmelzpunkt mit Behensaure 80°.

85,6 mg Subst. verbrauchten 5,04 em? 0,05-n. KOH
CooH 0,  Aq.-Gew. Ber. 340,4  Gef. 340,1

1. 1,268 g Methylester (Fraktion 27) gaben 1,196 g Saure, Smp. 69—73°.

108,5 mg Subst. verbrauchten 5,88 cm?® 0,05-n. KOH

103,3 mg Subst. verbrauchten 3,30 c¢m?® 0,1-n. Na,S,0,

Gef. Aq.-Gew. 369,2 JZ 40,5
Laut Jod-Zahl lag ein Gemisch von 599, ungesattigter und 419, gesattigter Saure
vor. Die Hauptmenge der letzteren konnte durch Auskrystallisieren aus 95-proz. Alkohol
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abgetrennt werden. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus dem gleichen Lésungsmittel
und anschliessend aus Eisessig betrug der Smp. 859. Tricosancarbonséure schmilzt bei 87°.
56,7 mg Subst. verbrauchten 3,09 cm?3 0,05-n. KOH
CyH; 0, Aq.-Gew. Ber. 368,4  Gef. 367,0
5. 2,546 g Methylester (Fraktion 12 und 13) gaben 2,416 g Sdure, Smp. 46—355°,
119,1 mg Subst. verbrauchten 6,11 c¢m3 0,05-n. KOH
102,3 mg Subst. verbrauchten 4,12 cm?® 0,1-n. Na,S,0,
CyH:,0,  Ber. Aq.-Gew. 3964 JZ 0
CoeHyoOy 5w . 3944, 64,3
Gef. ,, , 3905 ,» 81,1
Offenbar lag hier ein Gemisch aus 79,59, ungesittigter und 20,5%, gesittigter Saure
vor. Letztere konnte grosstenteils durch Auskrystallisieren aus 95-proz. Alkohol erhalten
werden. Nach nochmaligem Umkrystallisicren aus Eisessig schmolz die Verbindung bei
78799, Mischschmelzpunkt mit Cerotinsiure 78°.
51,0 mg Subst. verbrauchten 2,58 cm? 0,05-n. NaOH
CoeH;,0,  Aq.-Gew. Ber. 396,4  Gef. 3954
6. Die verschiedenen Mischfraktionen durften im Hinblick auf die Berechnung der
prozentualen Zusammensetzung des Fettsiuregemisches nicht unberiicksichtigt bleiben.
Fraktion 4 (2,34 g) gab 2,194 g Saure, Smp. 54—55°.
158,4 mg Subst. verbrauchten 12,18 cm?® 0,05-n. KOH
CgHyO,  Ber. Aq.-Gew. 256,3
C1eH340, o 284,3
Gef., ,, ,, 2604
Die Zusammensetzung des Gemisches lisst sich zu 859% Palmitin- und 159, Stearin-
séure berechnen.

Fraktion 19 (0,354 g) gab 0,325 g Séure, Smp. 66—67°, Mischschmelzpunkt mit
Stearinsdure 68°.
107,1 mg Subst:'verbmuchten 7,65 cm?® 0,05-n. NaOH
CoHys0,  Aq.-Gew. Ber. 284,3  Gef. 280,5
Fraktion 26 gab 0,420 g Saure, Smp. 68—73%

87,7 mg Subst. verbrauchten 4,83 cm? 0,05-n. KOH
C,Hy0,  Ber. Aq.-Gew. 368,4
Cy H,60, » s s 366,4
Gef. ,, ,, 3632
Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass Fraktion 27 aus Tricosan-carbonsiure
und einer offenbar dieselbe C-Zahl aufweisenden, aber ungesittigten Fettsiure bestand.
Nach Abtrennung der ersteren wurde die Mutterlauge eingedampft, der 480 mg betragende
Riickstand in 7,5 cm?® 96-proz. Alkohol geldst, zum Sieden erhitzt und unter Umschwenken
mit einer heissen alkoholischen Magnesiumacetat-Losung versetzt, bis keine Fallung mehr
eintrat. Nach 5-stiindigem Stehen wurde der nur geringe Niederschlag abgesogen, das
Filtrat mit verdiinnter Salzsiure angesiduert, mit Wasser verdiinnt und mit Petroliather
extrahiert. Letzterer hinterliess 460 mg krystallisierten Riickstand, welcher bei 35,5—
36,59 schmolz. Wir 16sten ihn in wenig heissem Alkohol, fiigten bis zu schwach alkalischer
Reaktion alkoholische Natronlauge zu und erwirmten. Nach dem Abkiihlen schied sich
das Natriumsalz der Saure aus. Wir haben es mit 95-proz. Alkohol ausgewaschen, aus
15 ecm?® 95-proz. Alkohol umkrystallisiert, zersetzt und die Séure in Petrolather aufge-
nommen. Sie wog 350 mg und zeigte einen Smp. von 37—38%. Letzterer betrug nach Um-
krystallisieren aus Aceton-Wasser 38-—38,5% aus reinem Aceton 39°.
137,2 mg Subst. verbrauchten 7,47 cm? 0,05-n. KOH
82,6 mg Subst. verbrauchten 4,43 em? 0,1.n. Na,S,0,
66,5 mg Subst. verbrauchten 3,55 ecm?® 0,1-n. Na,8,0,
CpeH,e0,  Ber. Aq.-Gew. 366,44  JZ 69,1
Gef. ,, ,, 3671 ,, 68,0, 67,8
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Weitere 391 mg (Smp. 38-—39°) dieser Siure gewannen wir aus den Fraktionen 26
und 28, ferner aus Mutterlaugen.

Die Fraktionen 12 und 13 hatten neben Cerotinsiure einen ungesattigten Riickstand
von 790 mg ergeben, wovon 690 mg in der oben geschilderten Weise mit Magnesiumacetat-
Losung behandelt wurden. Es ergaben sich nach Zersetzung des Mg-Salzes 310 mg Saure,
Smp. 40,5—41,5%. Wir reinigten sie {iber das Natriumsalz und gewannen 177 mg einer
bei 44° schmelzenden Verbindung. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus Aceton
45--45,59.

57,8 mg Snbst. verbrauchten 2,92 cm?® 0,05-n. KOH
89,7 mg Subst. verbrauchten 4,49 cm3 0,1-n. Na,S,0,
CyH;,0, Ber. Aq.-Gew. 3944  JZ 64,3
Gef. ,, ,, 3956 ,» 63,5
Die Mutterlaugen enthielten noch 246 mg dieser Séure, Smp. 40-—41°, nach zweimaligem
Umbkrystallisieren aus wisserigem Aceton 440,

Die geschilderte Aufarbeitung hat ergeben, dass 20,8 g des Gemisches der festen
Fettsiuren der Phycomyces-Lipide aus 10,28 g Palmitin-, 1,95 g Stearin-, 0,75 g Behen-
siure, 0,88 g Tricosan-carbonséure, 1,25 g Tricosen-carbonsiure, 0,55 g Pentacosan-
carbonsiure (Cerotinsdure) und 2,13 g Pentacosen-carbonsiure bestanden.

c) Identifizierung der festen ungesattigten Sduren.

Die beiden erhaltenen ungesittigten Fettsiuren mit 24 und 26 C-Atomen standen
nur in geringen Mengen zur Verfiigung, so dass eine Aufspaltung der Doppelbindung mit
Ozon wenig aussichtsreich schien. Wir haben daher mit Hilfe von Osmiumtetroxyd die
Herstellung der Oxysauren und anschliessend deren Spaltung mit Bleitetraacetat versucht.

Tricosen-carbonsdure: Wir 16sten 380 mg (aus Fraktion 27 plus ein Teil weniger
reines Material aus Fraktion 26 und 28) der Siure in 5 em?® absolutem Ather und fiigten
320 mg Osmiumtetroxyd (209, Uberschuss) gelost in 5 em?® absolutem Ather hinzu. Dieses
Gemisch wurde mit 0,14 cm® Pyridin (5% Uberschuss) versetzt und blieb bei 0° stehen.
Wir beobachteten zuerst eine gelbe, dann eine braune Farbung mit nachfolgender Tritbung.
Nach etwa 15 Minuten war am Boden des Kolbens eine braune, zihe Masse sichtbar,
welche nach 20 Stunden durch Dekantieren von der klaren, dunkelbraunen Lésung
getrennt wurde. Wir haben beide Teile gesondert aunfgearbeitet. Den Ather dampften wir
bis auf einige em?® ab und fiigten eine Losung von 3 g Natriumsulfit in 40 em® 50-proz.
wisserigem Alkohol hinzu. Es bildete sich sofort eine schwarzbraune Fallung, welche nach
einstiindigem Stehenlassen und anschliessendem, einstéindigem Kochen am Riickfluss ab-
filtriert wurde. Wir kochten den Riickstand zweimal mit 20 cm® Wasser aus und filtrierten.
Die etwas eingeengten Filtrate ergaben auf Zusatz von wenig Salzsdure eine grauweisse
Fallung. Wir extrahierten mit viel Ather und erhielten 311 mg hellbraune, feste Masse.
Sie wurde in Alkohol gelost, mit etwas Ather versetzt und 2 Tage bei 3° aufgehoben. In
dieser Zeit ausgeschiedene, farblose Krystalle filtrierten wir ab. Nach mehrmaligem Um-
krystallisieren aus Alkohol-Ather schmolz die Substanz scharf bei 121—122°. Den oben
erwihnten, braunen Riickstand haben wir in Alkohol geldst und analog aufgearbeitet. Es
wurden 81 mg einer nach Umkrystallisieren aus Alkohol bei 116-—117% schmelzenden
Verbindung erhalten. Weitere geringe Anteile dieser Saure ergaben sich aus den Mutter-
laugen. Vor der Analyse wurde die Verbindung wihrend 3 Stunden in der Wasserpistole
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.

3,463 mg Subst. gaben 9,15 mg CO, und 3,66 mg H,0

10,55 mg Subst. verbrauchten 0,525 c¢cm?® 0,05-n. KOH

CoHi 0, Ber. C 71,93 H 12,08%  Aq.-Gew. 400,4
Gef. ,, 72,04 ,, 11,829 » . 4019

Zur Glykolspaltung 16sten wir 250 mg der Dioxyséure in 15 cm? Eisessig und ver-
setzten mit 320 mg (15% Uberschuss) Bleitetraacetat. Nach 18-stiindigem Stehen bei 25°
wurde mit 100 cm® Wasser verdiinnt, sechsmal mit je 50 cm® Ather ausgeschiittelt,
der Ather-Extrakt mit verdiinnter Sodalésung zur Abtrennung der sauren Anteile be-
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handelt und mit Wasser gewaschen. Wir engten die Ather-Losung der neutralen Anteile
auf einige cm?® ein, 16sten in 5 cm3 Alkohol und versetzten mit 13 cm? ca. 1-proz. alkoholi-
scher Dinitrophenylhydrazin-Losung. Es wurde zum Sieden erhitzt, konzentrierte Salz-
saure (4 Tropfen) zugegeben und 4 Minuten leicht gekocht. Der noch warmen Losung
setzten wir bis zu schwacher Triibung etwas Wasser zu und liessen einige Stunden bei 16°
stehen. Der Niederschlag wurde abfiltriert und fiinfmal aus wisserigem Alkohol um-
krystallisiert. Die Verbindung bildete rosettenartig angeordnete, orangegelbe Nadeln vom
Smp. 70—720.
3,720 mg Subst. gaben 8,29 mg CO, und 2,70 mg H,0
CsH;sO4N,; (294,1) Ber. C 53,03 H 6,17%
Gef. ,, 60,78 ,, 8,12%

Die sauren Anteile, d. h. den Soda-Extrakt, versetzten wir in der Hitze mit verdiinn-
ter Kaliumpermanganat-Ldsung, bis keine Entfarbung mehr eintrat!). Nach dem Abkiihlen
warde der gebildete Braunstein abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat
extrahierten wir nach dem Ansiuern mit Ather, welcher nach erfolgtem Auswaschen ein-
geengt wurde. Es hinterblieben 110 mg Riickstand, vom Smp. 87—90°. Letzterer betrug
nach Umkrystallisieren aus Petrolather 90—929, aus Alkohol-Wasser 1041069, 109—111°
und aus Ligroin 111°. Eine weitere Reinigung versuchten wir durch die Herstellung des
Natriumsalzes, indessen konnte kein Anstieg des Sohmelzpunktes erreicht werden. Vor
der Analyse wurde die Rosetten-bildende Séure 2 Stunden in der Wasserpistole getrocknet.

3,631 mg Subst. gaben 9,02 mg CO, und 3,48 mg H,0
6,42 mg Subst. verbrauchten 1,365 cm? 1/30-n. KOH
5,91 mg Subst. verbrauchten 1,162 ¢cm?® 1/30-n. KOH
€ H3,0, (300,3) Ber. C 67,94 H 10,74%  Aq.-Gew. 150,1
Gef. ,, 67,75 ,, 10,739, s s 149,85 152,2

Pentacosen-carbonséure: Es standen uns von dieser Verbindung 330 mg zur
Verfiigung, deren Spaltung in der oben geschilderten Weise versucht wurde. Die Dioxy-
séure schmolz nach dreimaligem Umkrystallisieren aus wisserigem Alkohol bei 124—125°,
Sie wurde vor der Analyse wihrend 3 Stunden in der Wasserpistole iiber Phosphor-
pentoxyd getrocknet.

3,294 mg Subst. gaben 8,79 mg CO, und 3,54 mg H,0
19,97 mg Subst. verbrauchten 0,928 em?® 0,05-n. KOH
CyeH;,0, (428,4) Ber. C 72,83 H 12,22%  Aq.-Gew. 2142

Gef. ,, 72,78 ,, 12,03% w2152

Zur Glykolspaltung haben wir 195 mg der Dioxysdure mit Bleitetraacetat behandelt.
Die atherische Losung der neutralen Anteile gab mit Dinitrophenylhydrazin gefillt eine
orangegelb gefarbte, bei 73—76° schmelzende Verbindung, enthaltend 58,419, C und
7,54% H an Stelle von 53,02% C und 6,17% H fir C,;H,;0,N,. Aus den sauren Anteilen
erhielten wir 125 mg bei 95—100°% schmelzenden Riickstand und daraus durch wieder-
holtes Umkrystallisieren aus Wasser-Alkohol und Ligroin eine Dicarbonsdure vom
Smp. 1089,

3,100 mg Subst. gaben 7,80 mg CO, und 3,05 mg H,0
35,53 mg Subst. verbrauchten 6,545 cm® 1/30-n. KOH
13,2 mg Subst. verbrauchten 2,430 cm® 1/30-n. KOH
C1oHyO, (328,3) Ber. C 69,45 H 11,05%  Aq.-Gew. 164,2
Gef. ,, 68,61 ., 11,01% w s 163,05 162,9

Zusammenfassung.

1. Als weiterer Beitrag zur Biochemie des Schimmelpilzes
Phycomyces Blakesleeanus wird iiber die von diesem Mikro-
organismus gebildeten Lipide berichtet.

1y C. Harries und H, Tirk, A. 345, 359 (1905).
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2. Wir haben 430 g durch Ziichtung in Glucose-haltiger Néihr-
losung gewonnenes Mycel erschopfend extrahiert und etwa 209,
Lipide erhalten, die 10%, Phosphatide und 5,3 %, Unverseifbares ent-
hielten.

3.Letzteres erwies sich grosstenteils als Ergosterin und war von
Farbstoffen, wahrscheinlich «- und g-Carotin und Lycopin, begleitet.

4. Die gesittigten Fettsduren bestanden in der Hauptsache aus
Palmitinsidure, daneben wurden Stearinsdure; Behensidure, Tricosan-
carbonsiure (Lignocerinsidure) und Pentacosan-carbonsiure (Cerotin-
sdure) gefunden.

5. Von den ungesittigten Sduren waren, ausser der hauptsichlich
vertretenen Olsidure, Linolsdure und in kleinen Mengen die y-Linolen-
sdure oder A%7 9:10,12:13.(Q¢ctadecatriensiiure vorhanden. Diese wurde
his anhin lediglich im Samenfett von Oenothera biennis nach-
gewiesen.

6. Wir haben erstmalig eine einfach ungesiittigte Fettsdure mit
24 C-Atomen, der die Struktur einer A'7:8-Tricosen-carbonsiure zu-
kommen diirfte, aufgefunden.

7. Ferner konnte die Gegenwart einer nicht aufgeklidrten, einfach
ungesittigten Fettsiure mit 26 C-Atomen (Pentacosen-carbonsiure)
erwiesen werden.

Der ,,Astra* Fett- und Olwerke AG. in Steffisburg sind wir fiir finanzielle Unter-
stiitzung dieser Arbeit zu Dank verpflichtet.

Ziurich, Physiologisch-chemisches Institut der Universitat.

136. Zur Kenntnis der p-Amino-salicylsiure und
strukturahnlicher Verbindungen
von H. Erlenmeyer, B. Prijs, E. Sorkin und E. Suter.
(8. IV. 48.)

Von den tuberkulostatisch wirksamen Verbindungen, iiber die
in den letzten Jahren in der Literatur berichtet wurde, besitzt die
p-Amino-salicylsdure (2-Oxy-4-aminobenzoesiiure) besonderes In-
teresse. J. Lehmann') hat als erster in seiner bedeutsamen Unter-
suchung auf die biologischen Wirkungen dieser Verbindung aufmerk-
sam gemacht. Aus seinen Ergebnissen lassen sich die folgenden, be-
sonders auffillicen Eigenschaften der p-Amino-salicylsdure ableiten:

1. Hohe tuberkulostatische Wirkung in vitro.

2. Spezifitit dieser Wirkung, indem andere Vertreter der siure-
festen Bakterien nicht gehemmt werden.

1) J. Lehmann, Lancet 250, 14, 15 (1946); Svenska Lakartidn. 43, 2029 (1946).





