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Geleitwort

Der HeinricH-WIELAND-Preis wurde 1964 vom Margarine-Institut
fiir gesunde Ernihrung gestiftet, um durch eine Anerkennung die
wissenschaftliche Arbeit auf den Gebieten der Biochemie, Physiologie
und Verwendung der Fette zur Ernihrung des gesunden und kranken
Menschen zu fordern.

Als ersten Triger des Preises wihlte das Kuratorium fiir die Ver-
leihung des Preises Herrn

ProressorR Dr. Dr. H. c. ERNST KLENK

in Wiirdigung seiner langjihrigen und erfolgreichen Forschung auf
den Gebieten der Biochemie sowie des Stoffwechsels der Fette und ver-
wandter Substanzen.

Biochemie, Physiologie und ernihrungsphysiologische Eigenschaften
der Fette sind in den letzten Jahren stark in den Vordergrund des
Interesses getreten.

Das Kuratorium fiir die Verlethung des HeINrRICH-WIELAND-Preises
freut sich, daf} durch die Verleihung des Preises an Herrn Professor
Krenk auch die Moglichkeit gegeben wurde, seine bahnbrechenden
wissenschaftlichen Arbeiten auf dem Gebiet der Lipide durch Heraus-
gabe des vorliegenden Bandes allen interessierten Kreisen zuginglich
machen zu kdnnen.

Konrap LANG
Mainz, Juli 1966
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Uber die Fettsjuren der Kephalinfraktion des Gehirns.

(1. Mitteilung iiber Phosphatide.)

Von
E. Klenk.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.)
(Der Redaktion zugegangen am 18, August 1930.)

Veranlassung zur Aufnahme dieser Untersuchung war vor
allem das Bediirfnis sich etwas genauer dariiber zu orientieren,
in welchem MaBe Fettsiuren der 6-er Gruppen (C,,... und
C,,...) am Aufbau der Gehirnphosphatide beteiligt und in wie-
weit neben diesen noch Fettsiuren, die andern Gruppen an-
gehoren, vorhanden sind. Es soll versucht werden die Verhaltnisse
nach Moglichkeit zahlenmiBig festzulegen.

Das Studium der Fettsauren der Kephalinfraktion ist fiir
die vorliegende Fragestellung insofern von besonderer Bedeutung,
als diese Fraktion den Hauptteil des Ather- bzw. Petrolither-
extrakts und damit einen wesentlichen Teil der Gesamtphos-
phatide des Gehirns ausmacht.

Die Fettsiuren des Gehirnkephalins waren schon wiederholt Gegen-
stand eingehender Untersuchuogen, Wihrend Parnas®), Mac Arthur und
Burton? nur Sduren der Gy .. .-Gruppe vorfanden, soll nach spiteren Be-
funden von Lievene und Rolf? auch noch eine Sdure Cq0H;,0; (Arachidon-
jure) darin vorkommen.

Die hier als Ausgangsmaterial benutzte Kephalinfraktion
muBte der Darstellung entsprechend neben dem Hauptprodukt
noch Lecithin, sowie kleine Mengen von Cerebrosiden und Sphin-
gomyelin enthalten, Das Vorhandensein von Fettsiuren der Cere-
broside und des Sphingomyelins unter dem nach der Spaltung
auftretenden Siuregemisch hitte zweifellos die Losung der Auf-
gabe sehr erschwert, vielleicht ganz unmoglich gemacht. Da eine
restlose Abtrennung der Cerebroside und des Sphingomyelins vor
der Spaltung auf einfache Weise nicht erreicht werden kann, so

1y Biochem. Z. 22, 411 (1909); ebenda 56, 17 (1913;.
%) Amer. chem. Soc. 38, 1375 (1916).
%) J. of biol. Chem. b4, 91 (1922.)



2 E.Klenk,

wurde eine bei anderer Gelegenheit*) aufgefundene Spaltmethode
angewendet, die unter so milden Bedingungen zu arbeiten ge-
stattet, daB diese storenden Beimengungen nicht oder kaum wesent-
lich verindert werden. Ihre Abtrennung macht dann nach der
Spaltung des Kephalins (und Lecithins) keinerlei Schwierigkeiten.
Die Methode fithrt unmittelbar zu einer annihernden Trennung
von gesittigten und ungesittigten Fettsiuren.

An gesattigten Fettsiuren war neben sehr kleinen Mengen
einer niedriger molekularen Siure (Palmitinsiiure?) nur Stearin-
siure vorhanden (in Ubereinstimmung mit den Befunden von
Parnas, Mac Arthur und Burton, Levene und Rolf, deren
Angaben sich allerdings auf lecithinfreies Kephalin beziehen).

Aus der Fraktion der ungesiittigten Fettsiuren konnte nach
vorangegangener Hydrierung Stearinséiure und Behensiure C,,H,,0,
isoliert werden. Die Trennung erfolgte im wesentlichen durch
fraktionierte Destillation der Methylester im Hochvakuum. Die
Stearinsiure wurde aus den niederst siedenden, die Behensiure aus
den hochst siedenden Anteilen gewonnen. Arachinsiure C, H,,0,,
das Hydrierungsprodukt der Arachidonsiure, fehlte offenbar ganz.
Sie hatte in den Zwischenfraktionen sich vorfinden miissen. Die
Aufarbeitung derselben ergab aber auch wieder nur Stearinsiure
und Behensaure.

Ays 20,1 g der im Hochvakuum destillierten ungesittigten
Fettsauremethylester, welchenjedoch noch Unverseifbares beigemengt
war, wurden isoliert:

*) Die Tatsache, daB in dem den Cerebrosiden sehr nahe stehenden
Sphingomyelin Phosphorséiure mit einer der beiden Hydroxylgruppen des
Sphingosins (CyHg, NO,) verestert ist, fiilhrte im Hinblick auf die friiher
ausgesprochene Ansicht (Diese Z. 179, 312 [1928]; 185, 169 [1929)) iiber die
Entstehung dieser Stoffe aus Kohlehydraten zu der Vorstellung, wonach
diese Umwandlung von Kohlehydrat in Fett auf dem Weg tiber Phosphor-
siureester erfolgt. Es lag dann nahe noch nach andern Phosphatiden zu
suchen, in welchen die Phosphorsiiure ebenso wie im Sphingomyelin an
Kérpern mit lingerer aliphatischer Kohlenstoffkette (Fettsiuren) esterartig
gebunden ist.

Nun bhat bereits Parnas aus Kephalin durch 18 stlindiges Erhitzen
im Autoklaven auf 110° mit Barytwasser eine phosphorreiche, #therldsliche
Saure erhalten, in welcher moglicherweise eine Verbindung der erwihnten
Art vorgelegen haben konnte. Es wurde deshalb gehofft, mit Hilfe der
neuen Spaltmethode auf weniger gewaltsame Weise dhnliche Verbindungen
zu bekommen. Indessen enthielten die gewonnenen #therloslichen Spalt-
produkte nur wenig Phosphor, so daB die Versuche in dieser Richtung vor-
liufig eingestellt wurden.
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Stearinsiiure (C,3H,,0,) Behensdure (C,,H,,0,)
Menge Schmelz- Aquival.- Menge Schmelz- Aquival.-
g punkt Gewicht g punkt Gewicht
0,5 67,5—68 286 1,8 18—18,5 342
1,7 67,5—68 287 0,2 78,5—19 339
1,4 68—68,5 285 1,0 76—16,5 344
1,7 67,5—68 285 0,9 73—74__ 336
Sa. 5,3 ber.: 284,83 | Sa. 3,4 ber.: 340,4

Um AufschluB daritber zu erhalten, wie weit die Aufteilung
des Gemisches in die beiden Komponenten gelungen ist, wurde
in einem andern Versuch durch Esterdestillation, Hydrierung und
Abtrennung des Unverseifbaren ohne zu fraktionieren dieses Fett-
sauregemisch dargestellt und durch Titration das Aquivalent-
gewicht bestimmt. 6,3 g der im Hochvakuum destillierten un-
gesittigten Methylester lieferten so 4,7 g des Fettsiuregemischs,
welches auf Grund des Aquivalentgewichts von 300,25 (Mittelwert)
aus 8,38 g Stearinsiure und 1,32 g Behensiure besteht. Auf 20,1¢g
unges#ttigte Methylester umgerechnet ergeben sich dann die Werte:

10,8 g Stearinsiiure und 4,2 g Behensiiure.

Die im Vergleich zu den Stearinsiurewerten bedeutend bessere
Ausbeute an Behensiure diirfte teils von dem geringeren Reinheits-
grad einiger Behensiurepriparate, teils aber auch davon herriithren,
daB die Abtrennung der schwerer ldslichen Behensiure weniger
Schwierigkeiten macht als die der Stearinsiure.

Das reinste Praparat der Saure C,,H,,O,, das erhalten werden
konnte, schmilzt bei 79—79,5° Die Mischprobe mit reiner, aus
Erukasiure durch Hydrierung gewonnener Behensiure*) vom
Schmelzp. 80—80,5° zeigte keine Depression.

Durch diese Feststellungen war das Vorkommen von Arachidon-
siure im Gehirnkephalin in Frage gestellt. Levene und Rolf
wollen sie in Form des in fast allen Losungsmitteln so gut wie
unléslichen Bromierungsprodukts (Octabrom-arachinsiure) isoliert
haben. Allerdings liegt lediglich nur eine CH-Bestimmung vor.
Die von mir durchgefiihrte niahere Untersuchung dieses unloslichen
Bromkérpers ergab, daB es sich nicht um Octabrom-arachinsiure
handelte, denn die Hydrierung der aus dem Bromkorper regene-
rierten ungesittigten Siure fithrte zu Behensiure, die in jeder

*) Das Vergleichspriiparat verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn
Prof. Brigl.



4 E. Klenk,

Beziehung mit den oben erhaltenen, hichstschmelzenden Priparaten
fibereinstimmte.

Es sei hier auch guf eine kiirzlich erschienene Arbeit von Brown?} hin-
gewiesen, der die nach dem Bromierungsverfahren aus den Gesamtlipoiden
des Gehirps gewonnenen hoch ungesittigten Fettsiuren fiir ein Gemisch
von Arachidonséiure und noch héher molekularen Siuren hilt. Er glaubt
auf Grund seiner Untersuchungen auf das Vorhandensein einer hoch un-
gesittigten Sdure der C,, .. .-Gruppe schlieBen zu diirfen. In der Kephalin-
fraktion habe ich diese S#ure nicht angetroffen.

Die Zahl der Doppelbindungen in der hier aufgefundenen
hoch ungesittigten Fettsiure der C,, .. .-Gruppe ist bis jetzt noch
nicht genau festgelegt. Nach dem Bromgehalt des urspriinglichen
Bromkérpers und der Jodzahl des im Hochvakuum destillierten
Methylesters der Siure sind mindestens vier, moglicherweise fiinf
Doppelbindungen vorhanden. Es kommt demnach fiir die Siure
die Formel C,,H,,0, oder C,,H;,0, in Betracht. Im letzten Fall
wiirde sie dieselbe Zusammensetzung besitzen wie die von Tsuji-
moto?) in vielen Fischtlen angetroffene und von ihm bereits auch
naher untersuchte Clupanodonsiure. Jedenfalls stehen sich die
beiden Siuren sehr nahe, sind vielleicht identisch.

Die Kephalinfraktion des Gehirns enthilt demnach auBer den
Fettsauren der C,q . ..-Gruppe in nennenswerten Mengen nur noch
eine Siure (oder mehrere?) der C,, .. .-Gruppe. Unter diesen
Umstinden lieB sich die Menge der von den einzelnen Gruppen
vorhandenen Fettsiuren verhaltnism#Big genau bestimmen. Die
gefundenen Werte sind:

Fettsiiuren der C;;...-Gruppe. . . 1739, der Gesamtfettsiiuren,
" n Cz? e ”» . . . 250/0 ” ”
(Palmitinggure . . . . . . . . 2% ” )?

Darstellung und Spaltung der Kepbalinfraktion.

Zur Darstellung der Kephalinfraktion wurde das durch Ex-
traktion mit kaltem Aceton von Cholesterin befreite und im Vakuum
bei 40° getrocknete, gut zerriebene Gehirnpulver im Soxhlet-
apparat unter Anwendung des Verlingerungsstiickes®) mit Petrol-
ather (Siedep. 30—50° erschopfend extrahiert und der bis zur
oligen Konsistenz eingeengte Petrolatherextrakt in die 5 fache
Menge Alkohol eingerithrt. Nach einigem Stehen goB man die
iiberstehende klare Losung von der ausgefillten Kephalinfraktion

1) J. of biol. Chem. 83, 783 (1929).

%) Z. Dsch. Ol- u. Fettind. 40, 797 (1920); Chem. Umschau a. d. Geb.
d. Fette usw. 29, 261 (1922).

%) Diese Z. 166, 272 {1927).
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ab und behandelte die zunichst noch mehr oder minder zih-
fliissige, honiggelbe Masse wiederholt mit frischem Alkohol bis sie
eine plastische Beschaffenheit angenommen hatte. In dieser Form
wurde die Substanz in einer braunen Flasche unter CO, bis zur
weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

0,0537 (0,0346) g Substanz (im Vakuum iiber H,SO, getrocknet) gaben
Egi der Phosphorsiiurebestimmung nach Embden?) 0,1517 (0,1006) g Wiige-

orper.
P 0,0214 (0,0240) g Substanz verbrauchten 8,18 (3,56) ccm n/100-H,S0O,
(Mikro-Kjeldahl nach Pregl.
Gef. 3,16 (3,26)°/, P. 2,08 (2,01, N.

Die Spaltung erfolgte durchweg nach folgendem Verfahren, das
sich bereits in zahlreichen Versuchen bestens bewihrt hat: Zu einer
Lisung der noch alkoholfeuchten Substanz in dem 15 fachen Volumen
frisch destillierten Ather gibt man portionenweise innerhalb einer
Stunde die 0,25fache Menge Kaliumhydroxyd, das in mdglichst
wenig heiBem Methylalkohol (fiir je 10 g in der Reibschale zer-
kleinertes Kaliumhydroxyd etwa 20 ccm Methylalkohol) geldst ist.
Nach Zugabe der einzelnen Portionen ist jeweils kriftig zu schiitteln.

Bei Verwendung eines durch Einwirkung von Luftsauerstoff weitgehend
oxydierten Materials scheidet sich nach Zugabe der letzten Portionen meist
eine dunkelbraune, schmierige Masse ab, die durch kréftiges Schiitteln nicht
wieder in Losung zu bringen ist.

Nach kurzer Zeit beginnt die Abscheidung einer festen Sub-
stanz. Man liBt iiber Nacht stehen, saugt den, vor allem die
gesittigten Fettsiuren enthaltenden Niederschlag ab und wischt
ihn gut mit Ather aus.

Den getrockneten Niederschlag emulgiert man, um daraus
die Fettsiuren zu gewinnen, in heiBem Wasser, siuert mit Salz-
siure an, 148t erkalten und saugt die so gewonnene Fraktion der
gesittigten Fettsiuren ab, die gut mit Wasser gewaschen und im
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet wird.

Zu dem #therischen Filtrat gibt man in einem Scheidetrichter
etwa 109/, ige Salzsiure bis zur stark sauren Reaktion und dann
{unter Schiitteln) so viel Wasser, bis das ausgefallene Kaliumchlorid
sich gerade vollstindig lost. Die dabei auftretende Emulgierung
beseitigt man wieder durch Zugabe von Methylalkohol. Nach
Abtrennung der wiBrigen alkoholischen Schicht wird die atherische
Libsung, nachdem sie noch mit wenig Wasser gewaschen wurde
(zuviel Wasser fithrt alsbald zur Emulgierung), zunichst unter

1) Diese Z. 113, 138 (1921).
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Atmosphirendruck, dann im Vakuum so weit wie moglich ein-
geengt. Den Riickstand nimmt man in dem 10 fachen Volumen
(bezogen auf die Menge des Ausgangsmaterials) Aceton auf. Es
bleibt hierbei eine weiBe bzw, hellgelbe Substanz von den Eigen-
schaften des sogenannten Protagons (Cerebrosid -+ Sphingomyelin)
ungeldst. Nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank saugt man
den Niederschlag ab und wischt ihn mit Aceton aus. Der aus
dem Filtrat nach Abdestillieren des Acetons erhaltene Riickstand
wird zur Entfernung von etwas Wasser in Petrolither aufgenommen
und im Scheidetrichter die wafrige Schicht abgetrennt. Nach
Abdampfen des Petrolithers (Beseitigung der letzten Reste des
Losungsmittels im CO,-Strom) verbleibt ein 01, das die ungesittigten
Fettsauren (offenbar teilweise in Form der Ester vorliegend) und
eine betrichtliche Menge Unverseifbares enthilt (Fraktion der
ungesittigten Fettsiuren).

Uber die in verschiedenen Versuchen erzielten Ausbeuten gibt
folgende Tabelle Aufschlub.

1I IIr | 1v
g g g g g
Menge des gespaltenen Materiala™). . 43 43 43 43 85
Fraktion der gesiittigten Fettsfiuren . 9,0 8,3 7,4 5,5 5,0
Fraktion der ungesittigen Fettsiuren
(+ Unvergeifbares) . . . . . . .| 17,81 16,6 | 17,31 19,3 | 15,0
Protagon . . . . . . . . . . .| 389 29| 41| — 2,8

*) Umgerechnet auf trockene Substanz. 0,51 g des alkoholfeuchten
Materials verloren beim Trocknen tiber Schwefelsiure im Vakuum 0,07 g

an Gewicht,

Die Darstellung der Kephalinfraktion wie auch die Aufarbeitung
der Spaltprodukte erfolgte so weit wie moglich unter AusschluB
der Luft, dadurch daB diese durch Kohlendioxyd verdringt wurde.

Die Fraktion der gesittigten Fettsiuren.

Hellgelbe, feste, fast vollig phosphorfreie Substanz. Enthilt
noch ungesittigte Siuren beigemengt.

Um diese abzutrennen, wurde sie aus Aceton umkrystallisiert
und der zusammen mit den ungesittigten Fettsiuren in der
Mutterlauge verbliecbhene Rest der gesiittigten Sauren auf dem
Wege iiber die Bleisalze nach Varrentrapp gewonnen. Diesen
Teil vereinigte man mit der aus Aceton ausgefallenen Hauptmenge.
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Dann wurde durch 1 stiindiges Kochen mit 59/, iger methyl-
alkoholischer Schwefelsjure verestert, die Ester mit Petrolather
unter Zugabe von Wasser ausgeschiittelt und nach Abdampfen
des Petroliathers die Substanz im Hochvakuum fraktioniert.

Freie Séiuren

Methylester nach Umkrystillisation

SP-o,z mmHg aus 90%,igem Aceton

Menge| Schmelz- [Menge| Schmelz- [Menge! Schmelz- | Aquiv.-
g punkt g punkt g punkt | Gew.

1. Fr.| 140—145°| 2,0 33—384° | 1,9 | 61—62° | 1,48 |65—66° | 275
2. Fr.| 145—150°] 8,9 35—36° | 85 | 65—66° | 6,82 | 68—68,5°| 232
3. Fr.| 150—155°] 3,3 | 85,5—36,5° | 8,1 | 66—67° | 2,65 |69—69,5°| 285

0,0410 g Subst. der Fraktion 1 verbrauchten 1,49 ccm n/10-alkohol. Lauge.
0,0410g ” n 2 » 1,455 , » ” ”
0,0428g ” » 8 2 1,485 ,, ” ” »

In Fraktion 1 sind offenbar auBer Stearinsiure noch nie-
drigere Homologen vorhanden. Ob es sich dabei um Palmitinsiure
handelt, ist fraglich. Dagegen spricht der hohe Schmelzpunkt
von 65—66° wihrend ein Gemisch dieser beiden Siuren vom
Aquiv.-Gew. 275 den Schmelzpunkt 62° besitzen sollte. In den
beiden andern Fraktionen liegt praktisch reine Stearinsiure vor.

Die hier vorhandenen ungesiittigten Fettsfiuren wurden zur néheren
Untersuchung zuniichst verestert und die im Hochvakuum destillierten
Methylester (3,3 g; Jodzahl 72) in alkoholischer Lésung mit einem Palladium-
Bariumsulfat-Katalysator?) hydriert. Die daraus nach der Verseifung er-
haltenen freien Sduren (3,05 g) schmolzen bei 63,5—64° und hatten das
Aquiv.-Gew. 285.

0,0539 g verbrauchten 1,89 ccm n/10-alkoholische Lauge.

Das Hydrierungsprodukt ist demnach in der Hauptsache Stearinsiiure,
und das nicht hydrierte Produkt bestand wohl vorwiegend aus Olsiure (Ol-
siiure-methylester: Jodzahl ber. 85,7).

Die Fraktion der ungesittigten Fettsiuren.

Braunes, leicht bewegliches, nicht véllig phosphorfreies Ol
Nach Veresterung mit 5°/,iger methylalkoholischer Schwefel-
sdure, wiederholtem Ausschiitteln der Ester mit Petrolither unter
Zugabe von Wasser und Abdampfen des Petrolithers wurde die
Substanz (29 g) im Hochvakuum fraktioniert. Die Hauptmenge

1) Houben-Weyl, Methoden ...., 2. Aufl. 2, 270 (1922).



E. Klenk,

ging bei 150—190° iiber. Es verbleibt aber ein betrichtlicher,
nicht unzersetzt destillierbarer Riickstand. Die einzelnen Frak-
tionen wurden hydriert, die hydrierten Ester verseift und die
freien Sauren dargestellt.

Die Hydrierung erfolgte durch Schiitteln der alkoholischen Lsung mit
Palladium-Bariumsulfat-Katalysator in einer Wasserstoffatmosphiire unter
gelindem Erwirmen. Nach Abtrennung des Katalysators von der siedend
heiBen Losung durch Absaugen unter Zuhilfenahme von Kieselgur wurde,
ohne die Ester zu isolieren, durch Zugabe des 3 fachen Uberschusses von
etwa n/l-methylalkoholischer Kalilauge und 1 stiindiges Kochen unter Riick-
fluB verseift.

Zur Gewinnung der Sduren wurde der Alkohol bis auf ein kleines
Volumen abdestilliert, nach Zugabe von Wasser und verdiinnter Schwefel-
sidure die Fettsiuren a.usgeathert die dtherische Lgsung mit Natriumsulfat
getrocknet, der Ather abdestilliert und der Riickstand durch Uberleiten
eines Luftstromes in der Hausmannschen Schale vom Lésungsmittel voll-
stindig befreit.

Freie Sduren nach Hydrierung

Methylester nach Umkrystallisation
Sp.o s mmEg aus 90°/,igem Aceton
Menge Menge| Schmelz- |Menge | Schmelz- | Aquiv.-
g Jodzahl g punkt g punkt | Gew.
1. Fr.] 150—160 ° 2,9 110 ? 59—60° | 2,7 60—61° 334
. Fr.] 160—165° 1,9 131 7,71 | 59—-60° | 6,9 60—61° 815
3. Fr|165—175¢{ 58 176 56 | 61—620| 52 | 63—64° | 820
4. Fr|115—190°| 35 221 34 |71—720 | 29 | 71—720| 366
Methylester.
0,0231 g Substanz der Fraktion 1 verbrauchten 2,00 cem n/10-Bromlgsung.
0,0234 g » » ” 2 ” 2,42 ” »
0,0177 g ” ” ” 3 » 2,46 ” »
0,016 g » ” » 4 ” 3,085 ,, ” ”

Freie Siiuren nach Hydrierung.
0,0515 g Subst. der Fraktion 1 verbrauchten 1,54 cem n/10-alkohol. Lauge.

0,0472¢g » ” 2 ” 1,50 » ” »
0,0514 g, ” ” 3 ” 1,61 »” » ”
0,0595 g 1 ” 4 » 1615 ,, » ” ”

Die hohen Aquivalentgewichte sind verursacht durch Bei-
mengung von mehr oder minder betrichtlichen Mengen von Un-
verseifbarem. Auffallend ist das starke Ansteigen der Jodzahlen
mit steigendem Siedepunkt der Fraktionen. Es sind demnach
die hochstmolekularen, zugleich auch die am stirksten ungesattigten
Fettsiuren.
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Fraktion 1. Um das Unverseifbare zu entfernen, wurde die
Substanz in Ather (300 ccm) gelost und die Siure mit etwa n/l1-
methylalkoholischer Kalilauge gefillt, der Niederschlag abgesaugt,
daraus die Saure wieder in Freiheit gesetzt und dieses Reinigungs-
vorfahren, wobei jedoch die Fillung mit alkoholischer Kalilauge
aus siedender #therischer Losung der Saure erfolgte, noch einmal
wiederholt. Siurefraktion: 1,87 g. Die aus wenig Aceton um-
krystallisierte Substanz schmolz bei 64—65°.

0,0432 g Substanz verbr. 1,505 ecm n/10-alkoholische Lauge.

Aquiv.-Gew. Gef. 287.

Fraktion 2 und 3. Abtrennung des Unverseifbaren aus
den beiden vereinigten Fraktionen 2 und 8 wie bei der Fraktion 1.
10,7 g Fettsiuren.

0,0413 g Substanz verbr. 1,38 cem n/10-alkoholische Lauge.

Aquiv.-Gew. Gef. 300.

Die daraus dargestellten Methylester wurden durch fraktio-

nierte Destillation im Hochvakuum wieder in 4 Fraktionen zerlegt.

Methylester Freie Sduren
S Schmelz- | Menge | Menge | Schmelz-| Aquiv.-
P-0,2 mm Hg puukt g g punkt | Gewicht
a) | 140—145° | 85—35,5° 3,1 8,06 | 64—65°| 2895
b | 145—150° 37—38° 4,7 4,4 62—63° 301
) 150—160° 43—44° 0,8
d) 160—170° 48—49° 2,15

0,0478 g Substanz von a) verbrauchten 1,65 cem n/10-alkoholische Lauge.
0,0468 g » » b) » 1,56 ,, ”

Wihrend von a) durch fraktionierte Féllung der freien Siuren
mit Magnesiumacetat aus dem zuletzt gefillten Anteil 0,5 g prak-
tisch reine Stearinsiure vom Schmelzp. 67,5—68° und dem Aquiv.-
Gew. 286 (0,0454 g Substanz verbrauchten 1,58 ccm n/10-alkoholische
Lauge) erhalten werden konnte, lieB sich aus den beiden ver-
einigten Fraktionen c) und d), die zunichst nicht verseift wurden,
durch dreimaliges Umkrystallisieren aus Methylalkohol der Methyl-
ester der Behensiure gewinnen. Glinzende Blittchen. Schmelz-
punkt 52,5—53° (Schmelzpurkt von reinem Behensiuremethyl-
ester 559 Verseifung dieses KEsters ergab 1,3 g Behensiure
(aus Aceton umkrystallisiert) Schmelzp. 78—-78,5°% Glanzende
Blittchen.

” ”
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4,700 (4,154) mg Substanz gaben 13,430 (11,835) mg CO, und 5,39
(4,73) mg H,0.

0,0610 g Substanz verbrauchten 1,785 cem n/10-alkoholische Lauge.

Fir C;,H,,0, Ber. 17,56°, C 13,03°/, H; Aquiv.-Gew. 340,36.
Gef. 17,9 (17,7) 12,8 (12,7) 342,

Auch bei Fraktion b) wird der fiir Stearinsiure zu niedrige
Schmelzpunkt und das zu hohe Aquivalentgewicht noch durch Bei-
mengung von Behenstiure verursacht. Die Behensiure wurde daraus
durch abermalige fraktionierte Ksterdestillation und 6 maligem
Umkrystallisieren der hoher siedenden Anteile aus Methylalkohol
als Methylester isoliert. Schmelzp.51,5—52° Daraus 0,2 g Behen-
saure (aus Aceton umkrystallisiert) Schmelzp. 78,5—79°

0,0531 g Substanz verbrauchten 1,56 ccm n/10-alkoholische Lauge

Aquiv.-Gew. Gef. 339,

Wire unter den ungesittigten Fettsiuren des Kephalins eine
Saure der C,, . ..-Gruppe in einigermaBen nennenswerten Mengen
vorhanden, so hitte sie in dieser Zwischenfraktion b) so stark
angereichert sein miissen, daB sie hier der Beobachtung nicht
vollig hiatte entgehen kdnnen.

Fraktion 4. Infolge des hohen Aquivalentgewichts von 366
wurde zunzchst damit gerechnet, daB es sich hier im wesentlichen
um Lignocerinsgure C, H O, (Aquiv.-Gew. 368,4) handelte. In-
dessen fithrte die fraktionierte Fillung mit Lithiumacetat aus
siedend heiBer methylalkoholischer Liésung zu Saurefraktionen von
niedrigeren Aquiv.-Gew. (345—358). Die drei ersten Fraktionen
(Schmelzp. 74—759, in welchen vor allem die hther molekulare
Saure sich hitte vorfinden miissen, wurden wieder vereinigt (1,6 g),
zur weiteren Reinigung in die Methylester ibergefithrt und diese
einmal aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp., 52—52,5
Daraus 1,0 g Behenstiure (aus Aceton umkrystallisiert). Glanzende
Blattchen. Schmelzp. 76—76,5°.

0,0518 g Substanz verbrauchten 1,51 cem n/10-alkobolische Lauge.
Aquiv.-Gew. Gef. 344,

Zur Erzielung einer noch weiter gehenden Aufteilung
des urspriinglichen Siuregemisches wurde zunichst die Fraktion 1
mit den nach Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht entsprechenden
Anteilen der Fraktion 2 und 3 vereinigt. Reinigung darch fraktio-
nierte Destillation der Methylester, ergab als niedrigst siedenden
Anteil 2,1 g Methylester. Schmelzp. 36—37° Daraus 1,7 g gut
krystallisierte, praktisch reine Stearinsiure (aus Aceton um-
krystallisiert). Schmelzp. 67,5—68°,
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0,0435 g Substanz verbrauchten 1,515 cem n/10-alkoholische Lauge.
Aquiv.-Gew. Gef. 287.

Zwei Stearinsiurepriparate (1,4 bzw. 1,7 g) von demselben
Reinheitsgrad lieBen sich poch auf &hnliche Weise durch ofters
wiederholte Esterdestillation unter Beniitzung des von Widmer?)
empfohlenen Fraktionierkdlbchens fiir kleine Substanzmengen aus
den Zwischenfraktionen abtrennen. Schmelzp. 68—G8,5°, bzw.
67,5—68°.

4,562 mg Substanz des einen Priparats gaben 12,730 mg CO, und
£,28 mg H,0.

0,0495 g Substanz desselben Priparats verbrauchten 1,785 cem n/10-
alkoholische Lauge.

0,0455 7 Subsianz des anderen Priparats verbrauchten 1,59 ccm n/10-
alkoholische Lauge.

Fiir C;gH,0,  Ber. 75,98%, C 12,7169, H Aquiv.-Gew. 284,29
Gef. 76,1 , , 128 , , " 285
Anderes Priparat: » 285

Mischproben der Siuren mit Stearinsiure Merck (puriss.) vom
Schmelzp, 67—67,5° zeigten keine Schmelzpunktsdepression.

Die beim Herausfraktionieren der Stearinsiiure angefallenen
hoher siedenden Ester verarbeitete man zusammen mit den beim
Umkrystallisieren der Behensiuremethylesterfraktionen in Losung
gebliebenen Anteilen wieder auf Behensiure. Ks wurden so moch
0,9 g einer Siurefraktion vom Schmelzp. 78 —74° erhalten.

0,0541 g Substanz verbrauchten 1,61 cem n/10-alkoholische Lauge.

Aquiv.-Gew. Gef. 336.

Die Bestimmung der in den hydrierten Fraktionen 1—4
vorhandenen Mengen von Stearinsiure und Behensiure wurde
folgendermaBen vorgenommen:

6,3 g der in einem andern Versuch wie S.223 u. 224, jedoch ohne
zu fraktionieren, durch Destillation im Hochvakuum gewonnenen un-
gesittigten Fettsiuremethylester wurden hydriert und das Hydrie-
rungsprodukt nochmals im Hochvakuum destilliert, um die bei der
ersten Destillation etwa mit iibergegangenen hochsiedenden Zer-
setzungsprodukte zu entfernen. Nach Verseifung erfolgte die Ab-
trennung des Unverseifbaren wie bei Fraktion 1 (S. 225). Die mit
Mineralsiure aus den Kalinmsalzen freigemachten Fettsiuren wurden
in frisch destilliertem Ather aufgenommen, die #therische Losung
wiederholt mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, der

1y Helvet. chim. Acta 7, 59 (1924). Die Destillation der hoch siedenden
Ester in diesem Kolbchen war nur moglich bei Anwendung einer nicht auf
einen Glasstab aufgewickelten Glasspirale.
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l_ither abdestilliert und die letzten Reste des Losungsmittels durch
Uberleiten eines Luftstroms in einer Hausmannschen Schale
entfernt. Menge des so erhaltenen Fettsiuregemisches: 4,7 g.
Schmelzp. 61—62,5°.

Zur Titration wurde die pulverisierte Substanz noch im Vakuum iiber
Schwefelsiure getrocknet.

0,0536 (0,0510)g Substanz verbrauchten 1,785 (1,70) ccm n/10-alkoholische
Lauge.
Aquiv.-Gew. Gef. 800,5 (300), also Mittel: 300,25.

Dieses Aquivalentgewicht kommt einem Gemisch von 729/,
Stearinsiure und 28°/, Behensiure zu. Demnach lieferten 6,3 g
der destillierten ungesittigten Methylester 4,7 g hydrierte Fett-
siuren, bestehend aus: 8,38 g Stearinsiure und 1,32 g Behensiure.
Die Zahlen sind allerdings nur Minimalwerte, da sowohl die De-
stillation als auch die Abtrennung des Unverseifbaren zu un-
vermeidlichen Verlusten fiihrt.

Eine Mischprobe von Stearinsiure (Priparat Merck puriss.)
vom Schmelzp. 67—67,6° und der oben isolierten Behensiure vom
Schmelzp. 78,5—79° in dem berechneten Verhiltnis zeigt den
Schmelzp. 61—62,5°. Er stimmt also mit dem des Fettsiure-
gemischs genau {iiberein.

Das Unverseifbare. Aus den itherlsslichen Teilen der nach der
Verseifung erhaltenen fettsauren Salze der Fraktion 1, 2 und 3 konnte nach
nochmaligem Verseifen mit ¢twa n/l-methylalkoholischer Kalilauge aus der
Verseifungsfliissigkeit durch Ausschiitteln mit Petrolither eine stickstofffreie,
neutrale Substanz gewonnen werden, die atch durch lingeres Kochen mit
alkoholischer Lauge sich nicht mehr verseifen lieB. Sie wurde aus Alkohol
durch starkes Abkiihlen umkrystallisiert. Schmelzpunkt etwa 30° (unscharf).

4,760 mg Substanz gaben 14,050 mg CO, und 5,67 mg H,O.

Gef. 80,5°,C 13,3°% H

Da die Einheitlichkeit der Substanz noch fraglich ist, so kann diesen
Werten vorliufig noch keine griBere Bedeutung zukommen.

Die Substanz ist in Ather gehr leicht, in Athylalkohol leicht, in Methyl-
sikohol schwer loslich. Aus einem Gemisch von Athyl- und Methylalkohol
krystallisiert sie beim langsamen Abkiihlen auf 0° in diinnen, groBen Blitt-
chen aus.

In einem andern Versuch wurden 17,3 g der Fraktion der ungesiittigten
Fettsiiuren direkt hydriert und ohne zu destillieren auf Unverseifbares ver-
arbeitet. Die Menge des Unverseifbaren betrug 5,7 g (Menge der Fett-
siuren: 10,6 g). Nach Abtrennung von 0,6 g eines in Essigester und Petrol-
gther schwer lgslichen, rein weiBien Produkts vom Schmelzp, 91 —-93° wurde
das verbleibende, fast farblose Ol im Hochvakuum bei 0,04 mm Hg destilliert.
Der Hauptteil (2,6 g) ging dabei verhiltnismiBig konstant bei etwa 150°
iiber, dann stieg das Thermometer rasch an und die Menge des bis 240¢
gewonnenen Destillats betrug nur noch 0,5 g.
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Der bei 150° iibergehende Hauptteil wurde durch nochmalige fraktio-
nierte Destillation in etwa 3 gleich groBe Fraktionen zerlegt, die sich in
jhren Siedepunkten nicht merklich unterschieden. Farblose, wasserkiare
Fliissigkeiten. Alle drei Fraktionen wurden beim Abkiihlen auf 0° fest.
Die erste Fraktion schmolz unterhalb 10° die zweite bei 10—12° und die
dritte bei 14—16° Loslichkeit wie oben bei der Substanz vom Schmelzp. 30°.

4,969 mg Substanz der Fraktion 2 gaben 14,155 mg CO; und 5,91 mg H,O.

37745 » ”» ” 3 ” 10 635 1 ” » 4)44 »? »
2. Fr. Gef. 71,7, C 18,3%, H
8 ,» , T1,5°%C 183 H

Ich hoffe bald nidheres iiber die Natur dieser Substanzen berichten
zu kénnen.

Das iitherunldsliche Bromiernngsprodukt der Fraktion
der ungesittigten Fettsduren.

Eine Losung der aus 260 g Rohkephalin gewonnenen Frak-
tion der ungesa.ttlgten Fettsiuren in 750 ccm KEisessig wurde
portionenweise mit einem geringen UberschuB Brom, das in der-
selben Menge Eisessig gelost war, unter Eiskiithlung versetzt. Nach
Stehen iiber Nacht im Eisschrank trennte man den ausgefallenen
Bromkérper durch Zentrifugieren ab, wusch ihn mit Ather so
lange bis er rein weiB war und bis vom Ather nichts mehr auf-
genommen wurde (24 g). Die Substanz beginnt bei 200° sich zu
briunen und ist bei 260° noch nicht geschmolzen.

4,945 mg Substanz gaben 4,645 mg CO, und 1,44 mg H,O.

3,244 ,, ” »y 2,164 ,; Brom.
Fiir C,,HMBrmO (1129,47)  Ber. 23,37°/,C 3,03°/, H 170,75°, Br.
»  CaaHggBrs0, (971,65) » 21,17 3,73 65,80
Gef. 25,6 3,3 66,7
[25,26 3,66 (LLevene u. Rolf))

4 g des in 75 ccm Alkohol suspendierten Bromkérpers wurden
durch 2 stiindiges Kochen mit 8 g Zinkstaub entbromiert. Nach
Abtrennen des Zinkschlamms siuerte man die alkoholische Lisung
mit verdiinnter Schwefelsiure an und schiittelte die ungesittigte
Fettsaure mit Petrolither aus. Petrolatherriickstand (letzte Reste
des Losungsmittels im CO,-Strom in der Hausmannschen Schale
entfernt): 1,09 g. Schwach gelb gefsrbtes, leicht bewegliches OL
Aus den Zinkriickstinden konnten durch 8 stiindiges Auskochen
mit 45 ccm KEisessigs und Ausschfitteln der Kisessiglosung mit
Petrolither unter Zugabe von Wasser noch 0,15 g des Ols ge-
wonnen werden. Ausbeute: 91°/, der Theorie.

Die vereinigten Robprodukte wurden nun durch !/,stiindiges
Kochen mit 5%/ iger methylalkoholischer Schwefelsiure verestert,
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der Ester mit Petrolither unter Zugabe von Wasser ausgeschiittelt
und nach Abdampfen des Losungsmittels im Hochvakuum destilliert.
Siedep.oos mm ng etwa 180°.0,98 g schwach gelb gefirbtes, fast
geruchloses, leicht bewegliches Ol

0,0594 (0,0183) g Substanz verbrauchten 15,43 (4,84) cem n/10-Br-Lésung
Fiir C;,H,0, (346,30) Ber. Jodzahl 293,2
»  CuHgOp (344,29) »  868,7
Gef. , 329 (335).

Das in einem andern Versuch aus 12 g Bromkérper gewonnene
Rohprodukt der hoch ungesittigten Siure wurde wie iiblich hydriert
und etwa vorhandener KEster verseift. Die Zerlegung des nach
der Verseifung aus der alkoholischen Lauge auskrystallisierten
fettsauren Salzes fithrte zu 1,41 g aus Aceton umkrystallisierter
Saure. Schmelzp. 76 —176,5°.

0,0575 g Substanz verbrauchten 1,715 cem n/10-alkoholische Lauge.
Aquiv.-Gew. Gef. 335,5.

Die Hydrierung der durch Auskochen der Zinkriickstinde er-
haltenen Anteile ergab noch 0,49 g Siure (aus Aceton umkrystalli-
siert) von demselben Schmelzpunkt.

0,0496 g Substanz verbrauchten 1,46 ccm n/10-alkoholische Lauge.
Aquiv.-Gew. Gef. 339.

Zur weiteren Reinigung veresterte man die beiden vereinigten
Hydrierungsprodukte (1,8 g). Der einmal aus der 40fachen Menge
Methylalkohol umkrystallisierte Ester schmolz bei 53—53,5°.

Ein Teil davon wurde verseift. Freie Siure (aus Aceton
umkrystallisiert): 0,58 g.  Schmelzp. 78—78,56% Glénzende
Blattchen.

0,0364 g Substanz verbrauchten 1,A65 cem n/10-alkoholische Lauge.
Aquiv.-Gew. Gef, 341.

Den andern Teil verseifte man erst nach viermaligem Um-
krystallisieren, wobei der Schmelzpunkt des Esters auf 53,5—54°
anstieg. Freie Siure (aus Aceton umkrystallisiert): 0,64 g. Schmelz-
punkt 78,5—76°% Glinzende Blattchen.

4,591 mg Substanz gaben 13,085 mg 062 und 5,41 mg H,O0.
0,0584 g Substanz verbrauchten 1,71 cem n/10-alkoholischer Lauge.
Gef. 71,7°, C 13,2°%, H  Aquiv.-Gew. 341.

Die Mischprobe mit reiner Behenséure vom Schmelzp.80—80,5°
schmilzt bei 79—79,5° zeigt also keine Depression.
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Bestimmung des Gehalts der Gesamtfettsiuren der
Kephalinfraktion an Siuren der C; .. .- und der C,, ...-Gruppe.

Zur Bestimmung diente das in Spaltungsversuch V erhaltene
Material. Die Fraktionen der gesittigten und die der ungesittigten
Fettsiuren wurden getrennt aufgearbeitet.

Fraktion der gesittigten Fettsaurea.

0,0381 g Substanz verbrauchten 1,00 cem n/10-Bromlésung.
Jodzahl. Gef. 833.

Durch Destillation der daraus gewonnenen Methylester im
Hochvakuum: 4,6 g Nun wurde hydriert, die Ester nach Ab-
trennung des Katalysators durch einstiindiges Kochen mit iiber-
schiissiger alkoholischer Kalilauge verseift und die Losung auf
ein geringes Volumen eingeengt. -Zur Abtrennung von etwa vor-
handenen neutralen Substanzen suspendierte man dann die aus-
gefallenen Kalisalze, ohne vorher zu filtrieren, in Ather, saugte
ab und wusch gut mit Ather nach. Weitere Verarbeitung wie
S. 227 u. 228. Menge der Fettsiuren: 4,00 g. Schmelzp. 64—65°.

0,0529 (0,0562) g Substanz verbrauchten 1,8¢o (1,98) cem n/10-alko-
holische Lauge.

Aquiv.-Gew. Gef. 282 (284), also Mittel: 283.

Die Menge der in dieser Fraktion frither nachgewiesenen
niedrigeren Homologen der Stearinsiure ist demnach so gering,
daB sie sich bei der Titration kaum mehr bemerkbar macht.
Unter der Annahme, daB es sich um Palmitinsiure handelt, sind
hier vorhanden:

0,2 g Palmitinsiure und 3,8 g Stearinsiure.

Fraktion der ungesiattigten Fettsiuren. Fir die Be-
stimmung wurden von den insgesamt 15 g dieser Fraktion 4,13 g
verwendet.

0,0252 g Substanz verbrauchten 3,10 cem n/10-Bromlésung.
Jodzahl. Gef. 156.

Um einwandfreie Werte zu bekommen, muBte hier so weit
wie moglich verhindert werden, daB ein Teil der hoch ungesittigten
Saure infolge Oxydation und Polymerisation sich der Bestimmung
entzeg und dadurch des Verhiltnis sich zugunsten der offenbar
viel schwiicher ungesiittigten und deshalb weniger leicht ver-
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anderlichen Sauren der C,; .. .-Grappe verschob. Das 01 wurde
aus diesem Grunde direkt hydriert. Die Hydrierung, die zunichst
sehr glatt verlief, machte gegen Ende einige Schwierigkeiten. Um
vollstiindige Sittigung zu erzielen, muBte unter Erneuerung des
Katalysators iiber 10 Stunden geschiittelt werden. Nach Ab-
trennung des Katalysators und Abdampfen des Lssungsmittels wurde
das Hydrierungsprodukt durch einstiindiges Kochen mit methyl-
alkoholischer Schwefelsiiure verestert und die durch Ausschiitteln
mit Petrolither gewonnene Substanz im Hochvakuum destilliert.
Menge des Destillats: 3,16 g. Verseifung und Abtrennung der
neutralen Substanzen erfolgte wieder wie oben, nur daB hier noch
eine Fillung der Siure aus dtherischer Losung mit alkoholischer
Kalilauge vorgenommen wurde, um die vollige Entfernung der
nicht unbetrichtlichen Menge der neutralen Substanzen zu gewihr-
leisten. Menge des Siuregemischs: 2,12 g. Schmelzp. 61-62,5°.

0,0514(0,0500) g Substanz verbrauchten 1,68 (1,64) eem n/10-alkoholische
Lauge

Aquiv.-Gew. Gef. 306 (305), also Mittel: 805,5.
Demnach liefern 15 g des Ausgangsmateriales 7,7 g hydriertes
Fettsiiuregemisch, bestehend aus:
4,8 g Stearinsiure und 2,9 g Behensiure.
Zusammenstellung des Resultats. 85 g der Kephalin-
fraktion ergaben:

Palmitinsiure (?) { Stearinsiiure Behensiiure
CIGHSQOQ 015H8002 CRQH4402

g g g
Fraktion d. ges.
Fettsiuren (4,0 g) 0,2 3,8 —
Fraktion d. unges.
Fettsduren (1,7 g) —_ 4,8 2,9
insgesamt (11,7 g) 0,2 8,6 2,9
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Es handelt sich hier um Minimalwerte, da eine kleinere
Menge Fettsiuren der Bestimmung sich entzieht. Indessen
diirften die Zahlen die Mengenverhiltnisse der einzelnen Fett-
sauregruppen in der untersuchten Kephalinfraktion mit befriedi-
gender Genauigkeit wiedergeben,

Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft danke ich
fiir die bereitgestellten Mittel.



Uber die hoch-ungesittigten Fettsiuren der Phosphatide aus
verschiedenen Organen.
(2. Mitteilung iiber Phosphatide.})

Yon
E. Klenk und 0. v. Schoenebeck.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Thbingen.)
(Der Redaktion rugeg am 10, D ber 1930.)

Vor kurzem!) berichtete der eine von uns iitber das Vor-
kommen einer hoch-ungesittigten Fettsiaure der C,, ...-Gruppe
in der Cephalinfraktion des Gehirns. Wir haben inzwischen die
Untersuchungen in dieser Richtung weiter ausgedehnt. Da der-
selbe Gegenstand zur Zeit auch von anderen Seiten (P. Miiller?),
Brown und Ault?), Turner?) bearbeitet wird, so mdchten wir
hier in vorliufiger Form die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse
kurz mitteilen.

Es wurde festgestellt, daB diese oder eine &hnliche Fettsiure
der C,,...-Gruppe auch in der Lecithinfraktion des Gehirns,
auBerdem in den Phosphatiden der Rindsleber vorhanden ist. Die
Abtrennung der hoch-ungesiittigten Fettsiuren von den auf die
iibliche Weise dargestellten Gesamtfettsiuren erfolgte mit Hilfe
der Lithiumsalz—Acetonmethode nach Tsujimoto? Die Fett-
siuren wurden sodann in die Methylester iibergefiithrt und im
Hochvakuum fraktioniert destilliert. Die héchst siedenden Frak-
tionen waren in beiden Fillen am starksten ungesittigt (Fr. aus
Gehirnlecithin: Jz. 280; Fr. aus Leberphosphatiden: Jz. 249),
Sie wurden hydriert. Die Verseifung der 2—8 mal aus Methyl-
alkohol umkrystallisierten Methylester (Schmelzp. 51,5—52° bzw.
529) fihrte zu Behensiure. Glinzende Blittchen. Schmelz-
punkt 79—79,6° bzw. 80,5—80,8°. Die Mischprobe mit aus

1) 1. Mitteilung: Diese Z. 192, 217 (1930).

%) Arch. f. exper. Path. 147, 219, 235, 240 (1930}
3) J. of biol. Chem. 89, 167 (1930).

4) Biochemie. J. 24, 1327 (1930).

%) Journ. Chem, Ind. Tokio 23, 272 (1920).



