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Die bisher -bekannt gewordenen Tatsachen iiber das Vorkommen
und die chemische Struktur pflanzlicher Fette und Lipoide stammen
zum allergréften Teil aus Untersuchungen an hoheren Pflanzen, vou
denen im allgemeinen unschwer geniigend Untersuchungsmaterial be-
schafft werden kann. Bei Mikroorganismen hat man dagegen oft nur
sehr geringe Mengen von Material zur Verfiigung, so daB die Aus-
arbeitung einer Mikromethode fiir die Fettbestimmung wiinschenswers
erschien.

Eine Reihe von Unfersuchungen liegt bereits vor, die die Fettbildung
bei Mikroorganismen unter den verschiedensten Kulturmetheden behandeln
(Boxorny, LiNpNER, FINK u. Just, DIRR u. v. Sopen, ScHwarz, Harper u.
v. Wirscr, Nirgson, Damm, BERNHAUER, RirpEL-BALDES). Ziel dieser Unter-
suchungen war einmal, Einblick in den chemischen Aufbau und die stoff-
wechselchemische Leistungsfahigkeit der Einzeller zu bekommen, zum andern
die Absicht, eine Liicke in unserem Bedarf an natiirlichen Fetten zu schliefen.
Man beabsichtigte, auf mikrobiologischem Wege Fett fiir die menschliche -
Erndhrung zu gewinnen, Von vielen heterotrophen Mikroorganismer,
wie z. B. Hefe und anderen Pilzen, ist lange bekannt, dafl sie unter besonderen
Kulturbedingungen viel Fett in ibren Zellen bilden und speichern konnen.
Aber auch autotrophe Mikroorganismen siad hierzu in der Lage (z. B.
Bare), und Harver und v. WirscH gelang es, verschiedene Algen unter Be-
dingungen zu ziichten, unter denen sie sich sehr intensiv vermehrten und
auch viel lipoidlosiiche Substanzen bildeten: zwei Grinalgen (eine Chlorella-
und eine Scenedesmus-Art) und die Diatomee Nitzschio palea erwiesen sich
dabei als besonders geeignet.

Uber die chemische Natur der von diesen drei autotrophen Mikro-
organismen gebildeten lipoidloslichen Substanzen ist bisher nichts be-
kannt; sie aufzukliren war das Ziel der nachstehenden Untersuchungen.
Diese Aufgabe wurde weniger im Hinblick auf ibhre etwaige spiters
praktische Bedeutung fiir die menschliche Ernghrung durchgefiihrt als
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in der Hoffnung, hier vielleicht Einblick zu gewinnen in die Frage,
ob in autotrophen Mikroorganismen die gleichen Fette und Lipoide
vorkommen wie in den héheren Pflanzen (siehe hieriiber auch RippkL-
Barpes [1947]), ob diese autotrophen Einzeller also den gleichen Ferment-
apparat zur Fett- und Lipoidsynthese besitzen wie hohere Pflanzen,
und ob bei Anreicherung von Fetten und Lipoiden als Reserve- und
Speichersubstanzen diese in ihrer Zusammensetzung den Fetten in
Samen und Speicherorganen hoherer Pflanzen gleichen.

Teil I: Ausarbeitung der Methodik.

In Anbetracht der geringen, aus den Algenkulturen zur Verfiigung
stehenden Fettmengen muBte zuniichst eine Methode entwickelt werden,
die moglichst séimtliche Komponenten eines in geringer Menge verfiig-
baren Lipoidgemisches quantitativ zu erfassen gestattet. Die Adsorp-
tionsmethode, die ich wiihlte, ist bereits mehrfach auf dem Gebiet der Fett-
und Lipoidanalyse angewandt worden (Kuun, KaurMaNN, WINTERSTEIN,
Winpaus, WAGNER-JAUREGG, THALER, WiELAND, Karrer, HiTTEL), doch
wurden in diesen friilheren Arbeiten nur einige wenige Verbindungen
adsorptiv abgetrennt, die zuvor durch andere Methoden aus einem
komplizierten Fett- und Lipoidgemisch isoliert worden waren. Bei
dieser Isolierung hatte auBerdem der weitaus grofite Teil des Ge-
misches Veridnderungen erfahren, war also fiir eine weitere Analyse
nicht geeignet.

W. TraprpE hai als Erster systematisch unter definierten Bedingungen
das Verhalten der einzelnen Fettstoffe bei der Adsorption in Abhingigkeit
von dem Adsorbens und dem Losungsmittel untersucht. Er fand folgende,
von der Natur des Adsorbens und des Adsorbendums unabhingige Reihe
von Losungsmitteln mit abnehmender Elutionskraft: Methanol, Aethanol,
n-Propanol, Aceton, essigsaures Aethyl, Aethylaether, Chloroform, Methylen-
chlorid, Benzol, Toluol, Trichloraethylen, Tetrachlorkohlenstoff, Cyclohexan,
Petrolidther. Die von ihm gleichfalls unter definierten Bedingungen fest-
gestellte Adsorbilitit verschiedener Fettstoffe, die als Bestandteile von Ge-
samtlipoidextrakten aus biologischem Material in Frage kommen, ergab un-
abhingig von der Natur des angewandten Adsorbensg und Losungsmittels
folgende Reihe steigender Adsorhilitdt: Acyclische Xohlenwasserstoffe,
Cholesterinester, Triglyceride, freies Cholesterin, freie Fettsiuren, Phos-
rhatide. Danach ist es prinzipiell moglich, durch Anwendung von Adsorp-
tionssdulen nach dem Prinzip der fliissigen Chromatogramme einzeine Lipoid-
fraktionen quantitativ zu isolieren. Aber Trarpe gelang diese Trennung
nicht zur vollen Zufriedenheit, auch muBte er feststellen, daBl auf einer
Sdule aus Aluminiumoxvd eine teilweise Verseifung von Triglyceriden statt-
findet, und die freien Fettsduren und Phosphatide lieBen sich mit organi-
schen Lésungsmitteln fiberhaupt nicht eluieren. Von natiirlichen Lipoid-
gemischen des tiérischen Organismus untersuchte TrarPe nur die Serum-,
Leber- und Nierenlipoide, beschrinkte sich aber auch hierbei im wesent-
lichen auf die Abtrennung der Kohlenwasserstofffraktion und der Cholesterin-
esterfraktion .bzw. auf die Gewinnung eines fettsfure- und phosphatidfreien
Eluates.
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In meinen Untersuchungen trat als weifere Komplikation die An-
wesenheit von lipoidloslichen Farbstoffen auf, die ebenfalls nach dem
Adsorptionsverfahren abgetrennt werden sollten. In den Atherextrakten
aus den Mikroorganismen (Niheres siehe S.617/618) war mit der An-
wesenheit folgender Stoffgruppen zu rechnen: I. acyclische Kohlen-
wasserstoffe, TI. Wachse, III. Sterinester, IV. Triglyceride, V. freie
Sterine, VI. freie Fettsiuren, VIL Phosphatide, VIIL lipoidiosliche
Pflanzenfarbstoffe und IX. itherische Ole.

Wihrend von den neun Gruppen die Gruppen I—VIII jede fiir sich eine
etwa einheitliche Stoffgruppe darstellen, umfaBt die Gruppe der itherischen
Ole zahlreiche Verbindungen der verschiedensten Stoffe. Diese gehoren teils
der acyclischen, teils der isocyclischen Reihe an. AuBer den zahlreichen
Kohlenwasserstoffen, namentlich Terpenen, finden sich darin Alkohole,
Aldehyde, Ketone, Siuren, Ester, Phenole und Phenolither, seltener auch
Basen, Sulfide, Nitrile, Senftle usw. Wegen der vielfdltigen chemischen
Zusammensetzung der Htherischen Ole und wegen ihrer vermutlich geringen
Menge im Atherextrakt hielt ich es fiir ratsam, sie in einem getrennten
Arbeitsgang zu erfassen und zwar mit Hilfe der Wasserdampfdestillation.
Solange man den chemischen Charakter des itherischen Oles nicht kennt,
kann man auch nicht ahnen, wo man es nach der Adsorption auf der Sidule
finden wird. :

In einer Reihe von Modellversuchen priifte ich zunichst
aus jeder der oben aufgefithrten Stoffgruppen eine oder auch mehrere
Substanzen auf ihr Verhalten bei der Adsorption an Aluminiumoxyd,
welches auch Trarpe neben Siliciumdioxyd und einigen Erden ver-
wandt hatte, und Saccharose, sowie bei nachfolgender Elution. Die
Saccharose kam zur Anwendung, weil sich die Chlorophylie bei der
Adsorption an Aluminiumoxyd zersetzen [WinTersTEIN (b)]. -Bei den
Modellversuchen wurden herangezogen: I. als Vertreter der acyclischen
Kohlenwasserstoffe: Ceten und Paraffingl; II. als Vertreter der Wachse:
Walrat; III. als Cholesterinester: Cholesterylstearat; IV. als Triglycerid:
Tributyrin; V. als freies Sterin: Cholesterin; VI. als Vertreter der freien
Fettsiuren: Valeriansiure und Stearinsdure; VII. als Phosphatid das
Lecithin. Das Lecithin wurde in Petrolither/Benzol 14:1 gelost, alle
iibrigen Verbindungen nur in Petrolither.

Reinigung der organischen LOsungsmittel.

Bei den neuerlich wieder zuginglichen analysenreinen Priparaten
von Petrolidther, Benzol und Methanol sind besondere Reinigungs-
verfahren im allgemeinen nicht erforderlich; dagegen sind sie bei
analysenreinem Ather und Tetrachlorkohlenstoff notig.

1. Ather. Kiuflicher Ather wurde fiinfmal mit Wasser (auf 1 Liter
Ather 100 ccm Wasser) zur Entfernung des Athanols gewaschen. Dann ver-
setzt man den Ather mit einer 10%igen Kisen IT-Sulfatlosung; die mit wenig
Schwefelsdure angesduert wird (auf 1 Liter Ather 100 cem Eisensulfatissung)
und schiittelt zwei Stunden auf der Schiittelmaschine. Die Eisensulfatiosung
wird im Scheidetrichter abgetrennt, der Ather einmal mit wenig Wasser ge-
waschen und mijt einer 10%igen Chromsiurelésung 15 Minuten lang ge-
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gchiittelt (auf 1 Liter Ather 50 cem Chromsiurelosung). Daraufhin wird die
Chromsiurelosung abgetrennt und der Ather mit 100 cem einer 5%igen Soda-
losung gewaschen, anschliefend solange mit Wasser, bis bei Zusatz von
0.1 ccm 1%iger alkoholischer Phenolphthaleinlésung keine Rotfirbung mehr
im Waschwasser auftritt. Man filtriert den Ather durch ein trockenes Falten-
filter und trocknet ihn 24 Stunden iiber geglithtem Calciumchlorid. Dann
wird destilliert. Siedepunkt 34.5° Es ist gut, sich zu iiberzeugen, ob der
so gereinigte Ather peroxyd- und aldehydfrei ist. Sind ndmlich die Alde-
hyde durch die Chromsiure nicht vollstindig oxydiert, so bilden sich in
kurzer Zeit wiederum Peroxyde (RircrE). Bei kurzem Schiitteln einer
Atherprobe mit wenigen Kubikzentimetern einer Losung von fuchsin-
schwefeliger Siure darf keine Rotfirbung auftreten; geringe Mengen Alde-
hyde geben schon eine stark positive Reaktion. Um zu priifen, ob der
Ather peroxydfrei ist, versetzt man wenige Tropfen Ather mit 4 cem einer
kalt gesittigten wisserigen Losung von Benzidin mit 5 cem gesittigter Koch-
salzlosung und einigen Tropfen einer HuBlerst verdiinnten Eisen II-Sulfat-
idsung (ein Kornchen Eisen II-Sulfat von Stecknadelkopfgrofie in etwa
5 cem Wasser gelost). Sind Spuren von Peroxyden im Ather enthalten, so
tritt nach wenigen Minuten eine deutliche Blaufirbung auf. Wenn der ge-
reinigte Ather micht sehr schnell verbraucht wird, kann man ihn so jeder-
zeit auf seine Brauchbarkeif priifen..

2. Tetrachlorkohlenstoff. Kiuflicher Tetrachlorkohlenstoff
wurde mit einer 50%igen Kaliumhydroxyd-Lésung und reinem Alkohol (auf
1 Liter Tetrachlorkohlenstoff 50 cem Kalilauge und 75 cem Alkohol) versetzt,
das Ganze auf etwa B0° erwirmt und eine halbe Stunde lang auf der
Schiittelmaschine geschiittelt. Man trennt die alkoholische Lauge ab,
wiischt den Tetrachlorkohlenstoff einmal mit Wasser und filtriert ihn durch
ein trockenes Faltenfilter. Der gesamte Prozef wird zweimal wiederholt:
Dann wischt man solange mit Wasser, bis das Waschwasser alkalifrei ist
(Priifung mit Phenolphthaleinlosung). Der Tetrachlorkohlenstoff wird iiber
Phosphorpentoxyd sowohl getrocknet als auch destilliert. Siedepunkt 76.7°.

Technik der Adsorptionsversiuche.

Von jeder der im Modellversuch zu priifenden Substanzen wurden
jeweils zwei etwa gleich stark konzentrierte Losungen (40—100mg
eingewogener Substanz in 50 ccm Losungsmittel) hergestellt. Von
diesen Losungen wurde die eine durch eine Adsorptionssiule aus 40 g
Saccharose, die andere durch eine Adsorptionssiule aus 40 g Aluminium-
oxyd filtriert.

Als Adsorptionsrohre wurden einfache zylindrische Glasrohre von 28 mm
Durchmesser und 200 mm Hohe bzw. 35 mm Durchmesser und 350 mm Hohe
benutzt. Die Rohre wurden in einen durchbohrten Gummistopfen gesteckt
und in Glasfillernutschen (Schott und Gen. 3 G 3 und 11 G 3) eingefithrt, so
dafl der untere Rand des Adsorptionsrohres auf der TFilterplatte stcht
(sieche Abb.1). Die Glasfilternutsche sitzt auf einem Wittschen Topf. Ehe
das Adsorptionsmittel eingefiillt wird, gibt man zur Abdichiung des Rohres
auf der Filterplatte etwas entfettete Waite in das Rohr.

Die Saccharose (kiuflicher weifer kristallisierter Rohrzucker, in
einer Porzellankugelmiihle sehr fein gemahlen) wurde wegen Mangels
an Petroliither nicht nach dem meist iblichen Verfahren in Petrolither

40*
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suspendiert, sondern in kleinen, nétigenfalls nochmals im Porzellanmorser
zerriebenen Portionen von ungefihr 5g in das Rohr gefiillt, wobei gleich-
zeitig an der Wasserstrahlpumpe gesaugt und die Saccharose mit einem
Helzpistill gleichmiBig festgestampft wurde. Tst das Rohr gefiilly (/s bleibt

frei zur Aufnahme der Losung), so wurde auf die Saccharose

noch etwas entfettete Watte gelegt, damit sie nicht beim Auf-

gieBen der Losung aufgewirbelt wird. ;
Das Aluminiumoxyd (kjufliches Aluminiumoxyd,

standardisiert nach BrRockMarN, Priparat Rieper pg HagN) wurde

zur Aktivierung in Portionen zu 15 g in Porzellantiegeln 15 Mi-
nuten mit dem Bunsenbremner stark erhitzt. Fiir meine Ver-
suche lieB ich es anschlieBend 12 Stunden an der Luft stehen,
wobei es teilweise durch die Luftfeuchtigkeit entaktiviert wird.
Es wurde trocken in Portionen von etwa 5g in die Siule ge-
geben und unter Saugen an der Wasserstrahlpumpe mit einera
Holzpistill festgestampft. Als Abschiu} wurde hier ebenfalls
etwas entfettete Watte darauf gelegt,

In den oberen Teil des so vorbereiteten Adsorptions-
rohres wurde die Ldsung mit der betreffenden Substanz
eingefiillt, unter schwachem Saugen an der Wasserstrahl-
pumpe durch die Siule filtriert und das Filtrat in 50 ccm
Erlenmeyerkolben als Vorlage aufgefangen. Die Vorlage
Abb. 1. Glas- Wurde gewechselt, wenn der Erlenmeyerkolben zur Hilfte
filterrohr zum  gefiillt, d.h. etwa 25 ccm durchfiltriert waren. Das Nach-

orptions- . . . .

versuch.  waschen erfolgte stets mit dem gleichen Losungsmittel bzw.

Losungsmittelgemisch. Die Filtrationsdauer von je 25 cem
betrug bei Anwendung der Saccharose-Siule 10—15 Minuten, bei An-
wendung der Aluminiumoxyd-Sdule 1—2 Minuten. Das Losungsmittel
des Tiltrats wurde in den Erlenmeyerkolben sofort auf dem Wasserbad
verdampft und der Riickstand 24 Stunden im evakuierten Exsikkator
iiber konzentrierter Schwefelsdure und Paraffinschnitzeln getrocknet.
Das Nachwaschen mit dem gleichen Losungsmittel erfolgte so lange,
bis das letztgewonnene Filtrat nach dem Verdampfen keinen Riickstand
mehr enthielt. War die Summe aller Riickstinde gleich dem Gewicht
der gelosten Substanz, so war erwiesen, daB von der Substanz nichts
an das Adsorptionsmittel adsorbiert wurde. Wurde aber die gelste Sub-
stanz trotz Nachwaschens mit groBen Mengen des Losungsmittels von
dem Adsorptionsmittel festgehalten, so kamen in meinen Versuchen der
Reihe nach folgende Elutionsmittel zur Anwendung: Tetrachlorkohlen-
stoff, Benzol, Ather, Ather-Methanol 19:1, Methanol. Meistens gelang
es, durch eines dieser Losungsmittel die adsorbierte Substanz zu
eluieren. Einige der von mir angewandten Modellsubstanzen wurden
durch den Adsorptionsversuch in mehrere Komponenten zerlegt, die
verschiedene chemische Eigenschaften besaBen. Daraus war zu schliefen,
daf diese Modellsubstanzen durch andere Verbindungen verunreinigt
oder in der Siule verindert waren.

L]
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Ergebnis der Modellversuche.
I. Versuche mit acyclischen Kohlenwasserstoffen:
Versuch I A: v
Sdule aus je 40 g Saccharose.
39.4 mg Ceten 46,7 mg Paraffinol

gelost in je 50 com Petroldther,
nachgewaschen mit Petrolither.

25 cem: 37.9mg 25 cem: 42.1 mg
25 ccm: 1.0mg 25 cem: 4.9mg
25 cem: 0.0 mg 25 cem: 0.0 mg
25 ecm: 0.0mg 25 ccm: 0.0 mg

389 mg 47.0 mg

Versuch 1 B:
Siule aus je 40 g Alumiriumoxyd.
41.6 mg Ceten 53.7mg Paraffinol

gelost in je B0 cem Petrolither,
nachgewaschen mit Petrolither.

256 ccm: 38.8 mg 25 ccm: 45.1 mg
25 cem: 2.3 mg 25 cem: 7.6 mg
25 cem: 0.0 mg 25 cem: 0.6 mg
25 cem: 0.0 mg 25 ccm: 0.0mg

411 mg 53.3 mg

Ergebnis: Die Kohlenwasserstoffe aus Petrolither werden weder
an Saccharose noch an Aluminiumoxyd adsorbiert.

II. Versuche mit einem Wachs:

Versuch Il A: Versuch 11 B:

Siule aus 40g Saccharose. Siule aus 40g Aluminiumoxyd.
73.2 mg Walrat, 38.7mg Walrat,
gelost in 50 cem Petroidther, gelost in 50 cem Petroldther,
nachgewaschen mit Petroldther nachgewascher mit Petrolidther

25 ccm: 69.4 mg 25 ccm: 4.1mg

25 cem: 3.7 mg 25 com: 22.7 mg

25 cem: 0.0 mg 25 com: 6.4 mg

25 cem: 0.0mg 25 com: 1.8mg

731 mg 25 com: 0.6 mg

25 cem: 0.0 mg
eluiert mit Benzol

25 cem: 1.6 mg

25 cem: 0.5 mg

25 ccm: 0.0 mg

eluiert mit Ather

25 cem: 0.6 mg
25 cem: 0.0mg
25 cem: 0.0 mg

383 mg
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Ergebnis: Die Wachse verhalten sich wie die Kohlenwasser-
stoffe. Der aus dem Aluminiumoxyd erst mit Benzol eluierbare geringe
Anteil ist kein Wachs. Walrat (Cetylpalmitat) enthilt neben reinem
Wachs noch geringfiigige Mengen anderer Stoffe, hauptsichlich Tri-
glyceride.

III. Versuche mit einem Sterinester:

Versuch Il A: Versuch I11 B:
Siule aus 40g Saccharose. Siule aus 40g Aluminiumoxyd.
71.9mg Cholesterylstearat, 85.1 mg Cholesterylstearat,
gelost in 50 com Petroléther, gelost in 50 ccm Petrolither,
nachgewaschen mit Petrolither nachgewaschen mit Petroldther
25 cem: 65.2 mg 25 cem: 0.0 mg
25 ccm: 6.6 mg 25 cem: 0.0mg
25 cem: 0.0 mg 2bccm: 0.0 mg
25 ccm: 0.0 mg 25 cem: 0.0 mg
71.8 mg eluiert mit Tetrachlorkohlenstoff

25 ecm: 53.9 mg
25 cem: 29.6 mg
25 cem: 13 mg
75 cem: 0.0 mg

84.8 mg

Ergebnis: Der Sterinester Cholesterylstearat wird von Saccha-
rose nicht, wohl aber von Aluminiumoxyd aus Petrolither adsorbiert.
Durch Tetrachlorkohlenstoff kann der Ester quantitativ eluiert werden.

IV. Versuche mit einem Triglycerid:
Versuch IV A4:
Sdule aus 40 g Saccharose,
80.2 mg Tributyrin,
gelost in 50 cem Petrolither,
nachgewsaschen mit Petrolither

2b cem: 75.1 mg
2becem: 5.7mg
25 cem: 0.0 mg
25cem: 0.0mg

80.8 mg

Versuch 1V B:
Sdule aus 40 g Aluminiumoxyd.
109.7 mg Tributyrin, geldst in 50 cem Petrolither.
nachgewaschen mit Petroldther

25 ccm: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg
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nachgewaschen mit Tetrachlorkohlenstoff

25 cem: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg

25 cem: 0.0 mg
eluiert mit Benzol Verseifungszahlen
25 cem: 15.5 mg 565.8
25 cem: 41.6 mg 550.1
25 ccm: 12.1 mg 575.2

25 ecm: 3.2mg —
25 cem: 0.0 mg —

72.4 mg 72.4 mg
eluiert mit Ather
25 cem: 13.2 mg 490.1
25 cem: 12.4 mg 476.3

25 cem: 2.1 mg —
25 cem: 0.0 mg —
25 cem: 0.0 mg —

27.7mg 27.7mg
100.1mg

Adsorbiert: 109.7 mg
Eluiert: 100.1 mg
nicht eluiert: _96 mng

Ergebnis: Wihrend das Triglycerid Tributyrin sich an Sac-
charose nicht adsorbieren LiBt, wird es von Aluminiumoxyd adsorbiert
und 148t sich auch durch Tetrachlorkohlenstoff nicht herauslosen. Erst
mit Benzol wird der grofere Teil des Tributyrins eluiert, wihrend der
iibrige Teil sich nicht mit Benzol eluieren l48t, auch wenn man noch
so oft nachwischt. Benutzt man dann Ather als Elutionsmittel, so wird
¢in weiterer Teil bis anf einen geringen Rest herausgeldst. Der geringe
Rest 148t sich aber mit keinem Elutionsmittel, auch nicht mit Methanol,
eluieren.

Trarpe (b) hat in seiner Arbeit festgestellt, daB der unter diesen
Bedingungen nicht eluierbare Anteil aus freien Fettsduren besteht. Er
vermutet daher, daB der mit Ather eluierbare Anteil aus Momno- bzw.
Diglyceriden besteht. Um dies nachzuweisen bestimmte ich die Ver-
seifungszahlent der mit Benzol und Ather eluierten Hauptanteile und
des zum Versuch benutzten Tributyrins. Dabei zeigte sich eindeutig,
daB das mit Benzol eluierte Tributyrin keine Veriinderung erfahren
hatte; die von mir in dem verwandten Tributyrin mit 553.8 ermittelte
Verseifungszahl stimmt mit der in den Riickstinden der Benzoleluate

1 Da in meinen Versuchen jeweils nur geringe Triglyceridmengen zur
Verfiigung standen, war die Bestimmung der Verseifungszahl schwierig.
Durch sorgfiltige Einhaltung bestimmter Bedingungen bei der Ermittelung
der Verseifungszahl gelang es, den Fehler unter +5%¢ zu driicken und
dadurch mittels dieser Methode die Linge der Fettsidurekette in etwa zu
ermitteln. :
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gefundenen praktisch iiberein. Aber in dem Riickstand des Ather-
eluates betrug die Verseifungszahl nur 490.1 und 476.3, woraus zu
schlieflen ist, dal} dieser Anteil aus Dibutyrin besteht. Diesen 27.7 mg
Riickstand des Athereluates entsprechen 10.5 mg Buttersidure, d. h. diese
Menge Buttersiure wiirde bei der Bildung von 27.7 mg Dibutyrin aus
Tributyrin frei werden. Diese Menge stimmt auch ungefihr mit dem
iiberhaupt nicht eluierten Anteil von 9.6 mg tberein, so dafi durch
diesen Versuch die teilweise Spaltung des Triglycerides bei der Ad-
sorption an  Aluminiumoxyd sehr wahrscheinlich gemacht, fast be-
wiesen ist.

V. Versuche mit freiem Sterin:

Versuch V A: Versuch V B:
Sidule aus 40g Saccharose. Sdule aus 40g Aluminiumoxyd
60.5 mg Cholesterin, 68.3 mg Cholesterin,
gelost in 50 cem Petrolither, gelost in 50 ecm Petroléther,
nachgewaschen mit Petrolither nachgewaschen mit Petrolither
25 cem: 59.6 mg 25 cem: 0.0 mg
25 cem: 1.4 mg 25 cem: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg 25 ccm: 0.0mg
25 com: 0.0 mg nachgewaschen  mit
61.0 mg Tetrachlorkohlenstoff
25 ccm: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg

25 cem: 0.0 mg
nachgewaschen mit Benzol
25 ¢cem: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg
25 cem: (.0 mg
eluiert mit Ather
25 ccm: 43.8 mg
25 ccm: 21.6 mg
25 cem: 2.3 mg
25 cem: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg

67.1 mg

Ergebnis: Cholesterin als freies Sterin wird aus Petroldther
an ‘Saccharose nicht, wohl aber an Aluminiumoxyd adsorbiert. Daraus
isi es weder mit Tetrachlorkohlenstoff noch mit Benzol, sondern erst
mit Ather eluierbar.

VI. Versuche mit freien Fettsduren:
Versuch VI A:
Sdule aus je 40 g Saccharose.
57.6 mg Valerianséure - 51.2 mg Stearinsjure

gelost in je 50 cem Petrolither,
nachgewaschen mit Petrolither
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25 ccm: 384 mg 25 ccm: 185 mg

;g cem: 1;3 mg g{; ccm: 21; mg
cem: 22m 25 ecm: 4.9m

25 cem: 0.0 mg 25 ecem: 0.0 mg

2b ecm: 0.0 mg 25 ccm: (0.0 mg

25 cem: 0.0 mg 25 cem: 0.0 mg

57.9mg 51.1 mg

Versuch VI B:
Sdule ausg je 40 g Aluminiumoxyd.
49.8 mg Valeriansiure 64.1 mg Stearinséure
gelost in je 50 cem Petrolither.

Weder durch Nachwaschen mit Petroliither noch mit Tetrachlorkohlen-
sloff, Benzol, Ather und Ather/Methanol = 19:1 (jeweils dreimal 25 cem)
lieB sich die freie Fettsiure in wigbarer Menge eluieren.

Ergebnis: Die freien Fettsiuren werden von Aluminiumoxyd
so stark adsorbiert, daB sie durch die oben genannten Losungsmittel
nicht eluiert werden konnen. Von der Saccharose hingegen werden die
freien Fettsiiuren aus Petroliither nicht adsorbiert.

VIL Versuche mit Phosphatid:
Versuch VII A:
Siule aus 40 g Saccharose,

63.4 mg Lecithin (Schering),
gelost in 50 ccm Petrolither/Benzol 14: 1,
rachgewaschen mit Petrolither/Benzol 14:1

25 cem: 34.7 mg

25 cem: 0.4 mg

25 ccm: 0.0 mg
25 cem: 0.0 mg

35.1 mg 35.1 mg = 55.4 % (enthalten keinen Phosphor)
eluiert mit Ather

25 ccm: 0.6 mg
25 cem: 0.0 mg
25 ccm: 0.3 g

0.9 mg
eluiert mit Methanol
25 cem: 256 mg
25 cem: 216 mg
25 ccm: 199 mg
25 ccm: 221 mg

892 mg

Versuch VII B:
Siule aug 40g Aluminiumoxyd
76.0 mg Lecithin (Schering),
gelost in 50 cem Petrolither/Benzol 14:1,
nachgewaschen mit Petrolither/Benzol 14: 1
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25 ccm: 8.6 mg
25 cem: 6.1 mg
25 cem: 4.0 mg
25 cem: 0.3 mg

19.0 mg 19.0 mg = 25.0 °/s (enthalten keinen Phosphor)
eluiert mit Ather
25 ccm: 0.6 mg
25 ccm: 1.8mg
25 ccm: 1.4mg Cholesterinkristalle
25 cem: 1.2mg
25 ccm: (0.0 mg

5.0 mg 5.0mg = 6.6% (enthalten keinen Phosphor)
24.0 mg = 31.6 %

!

Ergebnis: Fiir diese Phosphatidversuche wurde das Lecithin-
priparat der Firma Schering benutzt, ein Handelsprodukt, das nicht
nur aus dem Phosphatid Lecithin besteht, sondern noch andere Fett-
bestandteile enthilt; denn der Phosphorgehalt verschiedener Lecithine
betrdgt nach Literaturangaben 3.8—4.3 %, den Phosphorgehalt des von
mir benutzten Lecithing ermittelte ich aber nur zu 1.9%2. In Uber-
einstimmung damit wurden in dem unter Verwendung von Saccharose
als Adsorptionsmittel durchgefiihrten Versuch VII A die nicht adsor-
bierten 35.1 mg = B55.4% der verwandten ,Lecithin“menge phosphor-
frei gefunden. Das Phosphatid als solches, nidmlich die Differenz der
verwandten abziiglich der nicht adsorbierten Lecithinmenge, also
28.8mg = 44.6°% war adsorbiert und wurde vermutlich erst mit
. Methanol eluiert. Denn in der mit Methanol eluierten groBen Substanz-
menge von 892 mg, die im wesentlichen aus Saccharose bestand, da
Saccharose in geringer Menge in Methanol 16slich ist, fanden sich nach
Veraschung 1.189 mg P. Diese auf die 28.3 mg adsorbierte Substanz
berechnet ergeben einen Prozentgehalt von 4.2 %, einen Wert, der mit
den in der Literatur angegebenen P-Werten fiir Lecithin gut iiber-
einstimmt. i

In dem unter Verwendung von Aluminiumoxyd als Adsorptions-
mittel durchgetfiihrten Versuch VII B waren 19.0 mg nicht adsorbierter
und 5.0 mg mit Ather eluierter Substanz, insgesamt 24.0mg = 31.6 %
P-frei. Die 5mg mit Ather eluierter Substanz bestanden aus Chole-
sterin. Nicht eluiert wurden 52.0 mg = 68.4°%. Unter Zugrundelegung
des Ergebnisses von Versuch VII A mit Saccharose, demzufolge in dem
Schering-Lecithin nur 44.6 % Phosphatid enthalten sind, kdnnten in
den in Versuch VII B verwandten 76.0 mg Schering-Lecithin nur 33.9 mg
Thosphatid enthalten sein, die sicher noch nicht eluiert waren, also

2 Zur Bestimmung des Phosphatidphosphors wurde ein eingewogener
Anteil des Phosphatids im Kjeldahlkolben mit konzentrierter Schwefelsiiire
und Perhydrol p. a. verascht und in der Aschenlosung P kolorimetrisch
nach LomyMany und JENDRASSIK mit dem Pulfrichstufenphotometer- bestimmt.
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in den 52.0 mg noch adsorbierter Substanz enthalten sind. Die Differenz
52.0 mg — 33.9mg, also 18.1 mg = 23.8 % bestehen auf Grund der Er-
fahrungen in den Versuchen mit freien Fettsiuren wahrscheinlich aus
freien Fettsduren. Demnach hitte das von mir verwandte Handels-
priparat Lecithin der Firma Schering folgende Zusammensetzung:

44.6 % Phosphatid

23.8 % freie Fettsduren

6.6 % Cholesterin

25.0 % Triglyceride

100.0 %

Diese Feststellung der prozentualen Zusammensetzung des Priiparates
war wichtig, da es noch fiir einen weiteren Modell-Adsorptions-Versuch
benutzt wurde.

Aus den bisherigen Modellversuchen ergibt sich also, daf — in
Bestitigung der Ergebnisse von Trapre — die freien Fettsiiuren und
die Phosphatide von Aluminiumoxyd sehr stark adsorbiert werden und
sich mit den von mir verwandten Losungsmitteln allein nicht eluieren
lassen. Ferner zeigte sich in meinen Versuchen, daf die freien Fett-
siuren aus petrolitherischer Ldsung von Saccharose nicht adsorbiert
werden, wohl aber die Phosphatide, und daf letztere nur mit Methanol
quantitativ von der Saccharose eluierbar sind. Da Chlorophylle, Phaeo-
phytine und sauerstoffhaltige Carotinoide ebenfalls von Saccharose
aus einer Losung von Petrolither/Benzol 14:1 adsorbiert werden,
priifte ich, welchen Platz das Phosphatid bei der Adsorption auf einer
solchen Siule einnimmt. Zu diesem Zweck stellte ich mir nach, einer
im GarTTERMANN-WIELAND angegebenen Vorschrift aus Spinatblidttern
einen Farbstoffextrakt her, der im wesentlichen die Chlorophyl le
Fhaeophytine und Carotinoide enthilt. Diese Petrolither und Benzol
enthaltende Farbstofflosung filtrierte ich durch eine Saccharosesiule
und fand auf der SHule, wie bekannt, von oben nach unten folgende
Zonen: Chlorophyll b (gelb-griin), Chlorophyll a (blau-griin}, Xantho-
phyll (gelb), Phaeophytin b (gelb bis oliviarben), Phaeophytin a (hell-
grau). Chlorophyll b wird also am stirksten adsorbiert und im obersten
Teil der Siule festgehalten, wihrend die Carotine ¢, § und y und die
Xanthophyllester nicht adsorbiert werden und ins Filtrat gehen. Durch
die so priparierte, zur Entwicklung des Chromatogramms mit Petrol-
dther/Benzol 14 :1 nachgewaschene Siule filtrierte ich eine Lisung von
Lecithin in Petroldther/Benzol 14 :1. Beim Durchfiltrieren dieser Losung
wurden allm#hlich alle Farbstoffzonen auf der Sdule ein Stick weiter
nach unten verdringt, iiber der Chlorophyll bZone zeigte sich eine
neue farblose Zone, in der ich das Phosphatid vermutete. Beim Nach-
waschen mit Petrolither/Benzol 14:1 #nderte sich das Bild auf der
Siule nicht. Sdmtliche Zonen, auch die farblose Zone, wurden abge-
graben und die adsorbierten Verbindungen einzeln mit Methanol aus
der Saccharose herausgeldst. Nach Verdampfen des Losungsmittels
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wurden die Riickstinde feucht verascht und in der Asche jeweils der
Thosphorgehalt nach Lonman~ und Jenprassik kolorimetrisch be-
stimmt. Dabei stellte sich heraus, daB nur die aus der obersten farb-
Iosen Zone herausgeldste Substanz Phosphor enthielt, die aus den Farb-
stoffzonen herausgelsten Substanzen phosphorfrei waren.

Nach diesen Modellversuchen mit den einzelnen Stoffen bzw. Stoff-
gruppen beziiglich :ihres Verhaitens bei der Adsorption und Elution
fithrte ich noch Modellversuche durch an einem Gemisch, das aus jeder
Stoffgruppe eine Verbindung, bei den Farbstoffen mehrere, enthielt.
Linen dieser Modellversuche bringe ich als Beispiel, in dem das Ge-
misch folgendermafen zusammengesetzt war:

Ceten 29.0 mg
Walrat (Cetylpalmitat) 22.2 mg
Cholesterylstearat 30.6 mg
Tributyrin 1135 mg
Cholesterin 19.6 mg
Cholesterin (aus Lecithin) 2.1mg
Stearinsiure 32.7mg
freie Tettsiure (aus Lecithin) 7.5 mg
Lecithin (Phosphatid) 14.0 mg
Pflanzenfarbstoffes 15.3 mg
Triglyceride (aus Walrat und Lecithin) 9.8 mg

296.3 mg

Dieses Gemisch loste ich in 100 cem Petrolither/Benzol 14 :1 und fil-
trierte die Losung durch eine Siule ams 300g Saccharose. Das
Nachwaschen erfolgte mit 100 cem Petroldther/Benzol 14 : 1. dann mit
100 cem Petrolither. Jeweils 50 cem Filtrat wurden in 100 cem Erlen-
meyetkolben aufgefangen. Diese enthielten nach Verdampfung des
Lisungsmittels folgende Substanzmengen:

1. Filtrat 252.3 mg
2. Filtrat 8img
3. Filtrat 4.5 mg
4. Filtrat 0.5 mg
5. Filtrat 0.4 mg

265.8 mg

Da die letzten beiden Filtrate praktisch kaum noch einer Riickstand
enthielten, wurde das Filtrieren nicht mehr fortgesetzt. Die Bilanz ist
folgende:

Ausgangsmenge: 296.3 mg

Tm Filtrat 1—5: 263.8 mg

adsorbiert:  30.5 mg

Zu erwarten war, daf 14.0 mg Phosphatid
15.3 mg Pflanzenfarbstofie

29.3 mg adsorbiert wiirden. Die Menge der
nicht an Saccharose adsorbierbaren o, g und y Carotine und der Xan-

3 Wie oben angegeben aus Spinatblittern hergestellt.
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thophyllester war mit 0.5 mg (s. Seite 617) so gering, daB sie praktisch
vernachlissigt werden konnte.

Auf der Sdule waren folgende Zonen zu beobachten:

. Zone, fast farblos, leicht griin gefirbt (oberste Zone)
Zone, gelb-griin

Zone, blan-griin

Zone, gelb

Zone, hellgelb bis oliviarben

Zone, hellgrau

Zone, farblos.

S U o

Die oberste Zone wurde abgegraben, mit Methanol eluiert, dieses
verdampft und der Riickstand feucht verascht. Der Phosphorgehalt
der Asche betrug 610 y. Dem entsprechen 145 mg Phosphatid bei
einem P-Gehalt von 4.2 Prozent.

Die Elution der adsorbierten Farbstoffe erfolgte mit Ather/Aceton
1:1. Der Riickstand der gesamten Farbstoff-Eluate betrug 19,1 mg.
Das Gewicht sémtlicher eluierten Substanzmengen betrigt demnach:
Filtratriickstinde 1—5 265.8 mg
Farbstoffe 191 mg
Phosphatid (berechnet aus der

P-Analyse) 14.5 mg
299.4 mg (Ausgangsmenge 296.3 mg).

Der Gesamtriickstand der Filtrate 1—-5 vom Gewicht 265.8 mg
wurde anschlieBend in 50 cem Petroldther gelost und die Losung durch
eine Ssule aus 100 g Aluminiumoxyd filtriert. Die Elution der ad-

sorbierten Verbindungen erfolgte wie bei den vorigen Versuchen mib
Tetrachlorkohlenstoff, Benzol und Ather.

Sdule aus 100 g Aluminiumoxyd.

265.8 mg Substanz (Filtrate 1—35),
gelost in 50 cem Petroldther

nachgewaschen mit Petroldther Verseifungszahlen
1. 25 cem: 16.6 mg (flissig) 0.0

2. 25cem: 11.7 mg (flissig) 0.9

3. 25ccm: 35.1mg (halbfest) —

4. 25ccm: 16.6 mg (fest) 110.7

5 25cem: 1.5mg (fest) —

6. 25ccm: 0.6mg —

52.1 mg 52.1 mg

eluiert wmit Tetrachlorkohlenstoff Verseifungszahlen
7. 25cem: 193 mg (fest) 84.4

8. 23cem: 9.7mg (fest) —
9. 25cem: 0.8mg : —
10. 25 ccm: 0.5 mg —

30.3 mg 50.3 mg
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eluiert mit Benzol Verseifungszahlen
11. 25 cem: 35.4 mg (ilissig) b4b4
12. 25 cem: 29.3 mg (flissig) 553.9
13. 25 ccm: 13.1 mg (fliissig) 544.9

14. 25 cem: 4.2mg (flissig) —
15. 25cem: 39 mg (flussig) —
16. 25 cem: 4.5mg (flilssig) —
17, 25cem: 2.8mg —_
18. 25cem: 1.6 mg —
19. 25cem: 1.5mg —
20. 25ccm: 1.0mg —
21. 25ccm: 0.8mg —

98.1 mg 98.1 mg
eluiert mit Ather Verseifungszahlen
22. 25 ccem: 18.1 mg (fest) 1.9

23. 25cem: 2.1mg (fest) —
24. 25cem: 0.0mg —
25. 25ccm: 17.6 mg (halbfest) 4791
26. 25 cem: 0.0 mg —
27. 25 cecm: 0.0mg —

37.8 mg 378 mg
218.3 mg
Bilanz:
Substanz 265.8 mg
Stearinsiure — 327 mg
freie Fettsiduren — 15mg

Eluat (zu erwartender Wert) 225.6 mg
Eluvat (gefundener Wert) 218.3 mg

Verlust 7.3 mg (abgespaltene Buttersiure!)
17.6 mg Dibutyrin = 6.7 mg Buttersiure.

Wie das Ergebnis zeigt, ist das Gesamtgewicht der Eluatriickstéinde
mit 218.3 mg kleiner als das Gesamtgewicht der verwandten Filtrat-
riickstinde 1—5. Dieser Verlugt ist, wie spiter noch erdrtert wird,
durch die Nicht-Eluierbarkeit der freien Fettsduren bedingt. Ceten als
Vertreter der Kohlenwasserstoffe und Walrat als Vertreter der Wachse
finden sich erwartungsgemiB in der Petrolitherfraktion wieder, u. zwar,
wie sich aus den Verseifungszahlen ergibt, das Ceten in den beiden
ersten Vorlagen, das Walrat hauptsichlich in der vierten Vorlage. Der
Sterinester (30.6 mg Cholesterylstearat) ist im Tetrachlorkohlenstoft-
Eluat enthalten, seine Verseifungszahl stimmte mit der von mir im Aus-
gangsmaterial ermittelten iiberein. In der Benzolfraktion, die die ge-
samten Triglyceride (123.3 mg) enthalten sollte, sind Verluste einge-
treten, und zwar durch die oben (Seite 609) erdrterte Umwandlung von
Triglyceriden in Diglyceride auf der Aluminiumoxydsidule. Die Digly-
ceride sind, wie aus dem Modellversuch IV B ersichtlich war, nicht mehr
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mit Benzol, sondern erst mit Ather elnjerbar. Diese Umwandlung des
Triglycerids in ein Diglycerid zeigen auch die Verseifungszahlen an,
die im Benzoleluat dem Tributyrin, in der vierten Vorlage des Ather-
eluates dem Dibutyrin entsprechen. In den beiden ersten Vorlagen des
Athereluates finden sich die freien Sterine wieder, die Verseifungszahl
ist praktisch Null. An'freien Fettsiuren waren in dem Ausgangsfett-
gemisch 32.7 mg Stearinsiure und 7.5 mg freie Fettsduren aus Lecithin
vorhanden. Bei der Umwandlung der im Benzoleluat nicht wieder ge-
fundenen 25.2 mg Triglyceride (eingesetzt als Tributyrin) in Dibutyrin
wiirden 19.4 mg Dibutyrin und 7.3 mg Buttersiure entstehen. Werden
diese in die Bilanz eingesetzf, so ist sie praktisch ausgeglichen.
Auffallend war, daf beim Eluieren mit Renzol und Ather die Eluate
gelb gofirbt waren. Neben den Triglyceriden, Diglyceriden und freien
Sterinen werden ndmlich auch die drei Carotine «, § und y und die Xantho-
phyll-Ester eluiert. Um festzustellen, ob diese in so grofer Menge vor-
handen sind, daf} sie die Bestimmung der Kennzahlen, der Verseifungs-
zahlen und der in den spiteren Versuchen (siehe Seite 622) bestimmten Jod-
und Rhodanzahlexi merklich storen konnen, habe ich ihre Menge in den
Filtraten 1—b der Saccharose-Siule bestimmf. Diese Bestimmung wurde
nach Kvax und Brockuaxn kolorimetrisch mit der petrolitherischen Losung
vor der Adsorption an Aluminiumoxyd durchgefiihrt. Als kolorimetrischer
Standard diente eine Losung von 14.5mg reinstem Azobenzol in 100 cem
9t%/oigem Athanol. Diese Lisung ist farbgleich einer Losung von 0.00235 mg
a- oder f-Carotin. Fiir die Xanthophyll-Ester liegt der Wert ungefihr dop-
pelt so hoch. Da ich fiir meine Zwecke nur ungefihr den Gehalt an diesen
Carotinoiden bestimmen wollte und eine Trennung der Farbstoffe nicht vor-
nahm, so setzte ich die Losung von 14.5 mg Azobenzol in 100 cem Alkohol
gleich dem mittleren Wert von 0.0085 mg der genannten Carotinoide, Die
Bestimmung wurde mit dem Autenrieth-Kolorimeter durchgefiihrt; ich fand
einen Wert von 0.5 mg. Diese Menge stort die Bestimmung der Kennzahlen
praktisch nicht. : ’

Teil I1. Untersuchung der Algenlipoide.

Die Algen wurden nicht von mir selbst, sondern in den Botanischen
Aunstalten nach den dort ansgearbeiteten Methoden (Harper wund
v. WrrscH) kultiviert.

Chlorella und Scenedesmus wurden in zylindrischen, senkrecht stehenden
Glasrohren von 60 mm Durchmesser und 1400 mm Hohe in einem normai
temperierten Gewichshaus bei Tageslicht (etwa 5000—10000 Lux) geziichtet.
Die Rohre enthielten als Néhrlosung in 1000 com Leitungswasser 5.5 cem
10%ige Kaliumnitratlgsung, 0.4 cem 10%ige Kaliumphosphatlosung (primér),
1eccm 10%ige Magnesiumsulfatlosung, 1cem Eisenlaktatlosung (enthaltend
5.8 mg Eisenlaktat) und 10—20 ccm Erdabkochung. Durch die Rohre wurde
von unten Luft eingeblasen, um die Zellen mit Kohlendioxyd und Sauerstoff
zu versorgen. Dabei wurden gleichzeitig die Zellen aufgewirbelt und gleich-
miiBig iiber das ganze Rohr verteilt. Nitzschic palea wurde ebenfalls in
durchliifteten Glasrohren, aber in kleineren (30 mm Durchmesser, 250 mm
Hohe) und auBerdem in der Dunkelkammer bei elektrischer Belichtung
(3000 Lux, gewohnliche Gliihbirne) kultiviert. Die Zusammensetzung der
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Néhrlosung war etwas anders, nfimlich in 1000 cem Leitungswasser 0.5 cem
einer 10%igen Natriumnitratlosung, 0.5 cem einer 25%igen Natriumphosphat-
Iosung (sekunddr), 0.5 g Natriumsilikat und 100 ccm Erddekokt.

Bei der Ernte der Algen wurde kein Wert darauf gelegt, daBl die Kul-
turen maximale Fettanreicherung hatten. Jedoch wurden niemals ganz
junge, noch in intensiver Vermehrung begriffene Kulturen verwendet, da
diese sehr wenig Fett enthalten, sondern nur #ltere, bei denen bereits eine
deutliche Fettspeicherung eingesetzt hatte. Die Ernte der Algen fand stets
am Vormittag statt. Der Inhalt der Rohre wurde dazu in groBe flache
Schalen entleert und die bis zum nichsten Morgen sedimentierten Zellen
nach Abgiefen der {iberstehenden klaren N#hrlosung in Zentrifugengliser
tberfithrt. Die durch scharfes Zentrifugieren von der restlichen N#hrigsung
abgetrennten Algenzellen kamen in eine dickwandige, mit Gummistopfen
verschlossene Steilbrustflasche von 300 cem Inhalt. Die Flasche wurde in
ein kaltes Wasserbad eingetaucht, das Wasser im Bad langsam zum Kochen
gebracht und die Flasche gleichzeitig mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert.
Wihrend dieser Trocknung wurde Kohlendioxyd, das in einer Waschflasche
mit Wasser gewaschen und in einem Trockenturm mit Calciumchiorid ge-
trocknet war, zur Verdringung des Luftsauersteffes durch eine Kapillare in
die Flasche eingeleitet. In fiinf Stunden sind nach diesem Verfahren die
Zellen trocken.

Die getrockneten Zellen wurden mit grobem Quarzsand (Fréparat
Merck) moglichst fein zerrieben und 'im Soxleth-Apparat mit Ather
extrahiert. Auch wahrend dieser Extraktion wurde durch ein seitlich
in den Kolben eingeschmolzenes Rohr Kohlendioxyd (gewaschen und
getrocknet wie oben) eingeleitet und somit der Luftsauerstoffl aus dem
Soxleth-Apparat verdringt. Nach 24 Stunden ist die Extraktion prak-
tisch beendet. Der Ather wurde abgedampft und der Riickstand ge-
wogen. Er war bei allen drei Algen dunkelgriin gefdrbt und von ol
artiger Konsistenz. Er wurde in Benzol geldst und mit Petrolither
verdiinnt, so dafi das Verhiltnis Benzol/Petroldther 1:14 betrigt. Man
verwendet am besten fiir 100 mg Substanz je 20 ccm Lésungsmittel-
gemisch. Die Losung wurde wie in den Modellversuchen mit nicht zn
groBer Geschwindigkeit durch die Saccharosesiule gesaugt und die
Filtrate in 100 ccm Erlenmeyerkolben aufgefangen. Der Gesamtriick-
stand dieser Filtrate wurde anschlieBend in Petroldther gelost, diese
Losung durch eine Aluminiumoxydsdule filtriert und die Filtrate und
Fluate in 50 cem Erlenmeyerkolben aufgefangen.

Von den drei verschiedenen Algenextrakten wurden je drei Ad-
sorptionsversuche durchgefiihrt. Die an Chlorella gewonnenen Analysen-
ergebnisse sind in Tab. I zusammengestellt. "

Bei der Filtration der Petrolither/Benzol-Lésung durch die Sac-
charosesiiule wurden 80.1%, 81.8% und 83.5% der Lipoidfraktion
nicht adsorbiert. Adsorbiert waren Phosphatide und Farbstoffe.

Die Menge der Phosphatide wurde durch die Bestimmung des
P-Gehaltes im Eluat des obersten Teiles der Saccharosesiule ent-
sprechend den auf S. 613 geschilderten Erfahrungen ermittelt. Sie war
cering, betrug 1°% und weniger der gesamten Lipoidmenge. Dies ist
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nicht verwunderlich; denn aus der Literatur ist bekannt (VAGELER,
Rewarp, Diemair), daB die vollstindige Abtrennung der Phosphatide
aus pflanzlichem Material sehr schwierig ist. Sicher ist bei meiner Ather-
extraktion nur ein geringer Bruchteil der gesamten Phosphatide aus den
getrockneten Algen extrahiert worden. Da ich aber nur die 4therlds-
lichen Lipoide der Algen analysieren wollte, habe ich die athelunlos-
lichen Phosphatidanteile nicht weiter beriicksichtigt.

Die Farbstoffe wurden aus den Farbstoffzonen der Saccharose-
siule gemeinsam mit AtherfAceton 1: 1 (siche Seite 615) eluiert, ihre
Mengen betrugen 11.5—15.5% der Gesamtlipoide. Sie wurden keiner
eingehenden Analyse unterzogen, da mir kein geeignetes Spektroskop
zur Verfiigung stand. In einem besonderen Versuch habe ich die Farb-
stoffzonen getrennt eluiert, die Chlorophylle a und b und die Phaeo-
phytine a und b lieBen sich spektroskopisch nachweisen. Die Wellen-
lingen-Einteilung des Spektroskopes reichte jedoch nlcht aus, um die
Carotinoidfarbstoffe zu unterscheiden.

Bei der Filtration durch die Aluminiuomoxydsdule zeigte sich,
daB der Anteil der Kohlenwasserstoffe und Wachse, d. h. der
aus Petrolither an Aluminiumoxyd nicht adsorbierte Anteil der Lipoide,
bei Chlorella sehr gering ist. Er betrug in den einzelnen Kolben meist
weniger als 1mg, insgesamt nur 0.5% der Gesamtlipoidfraktion, und
ist so gering, daB man diesen Betrag vielleicht als Wéigefehler an-
sehen muf.

Die Menge der mit Tetrachlorkohlenstoff aus der Aluminiumoxyd-
S#ule eluierbaren Substanzen, zu denen auch die Sterinester gehdren,
betrug bei den Chlorelialipoiden im Durchschnitt 2.4%. Sicher handelt
es sich aber hierbei nicht ausschlieBlich um Sterinester; denn bei der
Verseifung dieses Riickstandes mit Natriumithylat und nachfolgender
Fillung mit Digitonin erhielt ich nur ungefihr 3 mg Digitonid. Be-
rechnet man daraus die Menge des Sterins bzw. des Sterinesters, so
erhilt man ungefihr 0.8 mg bzw. 1.2 mg. Die Sterinester der Chlorella-
lipoide sind demnach von Substanzen begleitet, die die gleiche Adsorp-
tionsaffinitit wie die Sterinester besitzen.

Die im Athereluat befindlichen freien Sterine lieBen sich in
den Riickstinden gut erkennen, da sie sich durch einen hohen Schmelz-
punkt und gute Kristallisationsfihigkeit auszeichneten. Leider war ihre
exakte Abtrennung von den Diglyceriden mit Hilfe der Adsorptions-
-siule und Atherelution nicht méglich, Vermutlich 148t sich die Tren-
nung besser durchfiihren, wenn die Adsorptionssiulen linger sind. Um
die wirkliche Menge an Sterinen zu erfassen, wurde in den Riickstinden
die gravimetrische Digitoninfillung durchgefiihrt. Die Menge der freien
Sterine betrug 0.2—0.4%.

Die Bestimmung der Sterinester und freien Sterine wurds
folgendermaBien durchgefiihrt:

1. Die Sterinester wurden nach MomLBock und KAUFMANN it
Natriumithylat verseift: zu je 10 mg Ester kamen 10 ccm Alkohol und etwa
300 mg metallisches Natrium. Dieses Gemisch wurde vier Stunden auf einem

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14 41
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622 Hans KaTHEN:

kochenden Wasserbad am RiickfluBkiihler erhitzt, danach mit Wasser ver-
diinnt (auf je 10 cem Alkohol 15 cecm Wasser) und viermal mit je 20 cem
Petrolidther das freie Sterin ausgeschiittelt. Die petroldtherische Losung
wurde jedesmal durch dasselbe Faltenfilter filtriert und nach Abdampfen
des Petrolidthers das freie Sterin gewogen. Durch Verseifen von Cholesteryl-
stearat iiberzeugte ich mich von der quantitativen Spaltung des Esters.

2. Die freien Sterine wurden als Digitonide gravimetrisch be-~
stimmt. Dabei wurde das Sterin in 1 cem 96%0igem Alkohol geldst (eventuell
unter gelindem Erwirmen) und mit einer 1%igen Losung von Digitonin in
90%eigen Alkohol versetzt. Zu je 1 mg Sterin kamen 0.5 cem Digitoninlésung.
(Erhoht man die Menge der Digitoninlésung, so steigt die Menge des
Digitonids iiber den theoretischen Wert an.) Aus dem Gewicht des Digito-
rids berechnete ich den Betrag des Sterins durch Multiplikation mit dem
Faktor 0.25. (Der theoretische Faktor fiir Cholesterin wire 0.2431, fiir
Stigmasterin 0.2555. Da aber die genaue chemische Zusammensetzung der
Sterine der untersuchten Algen nicht bekannt war, multiplizierte ich mit
dem Faktor 0.25.)

Die im Benzoleluat befindlichen Triglyceride wurden, da sie in
groberer Menge zur Verfiigung standen, einer genaueren Analyse unter-
zogen. Ich bestimmte neben den Verseifungszahlen auch die Jod- und
Rhodanzahlen. Da aber zur gleichzeitigen Bestimmung dieser drei
Kennzahlen die Riickstinde jedes einzelnen Eluates nicht ausreichten,
wurde in den Benzoleluaten des ersten Adsorptionsversuches die
Rhodanzahl (RbZ.), in denen des zweiten die Jodzah! (JZ.) und in
denen des dritten die Verseifungszahl (VZ.) ermittelt.

Die Bestimmung der Jodzahl erfoigte nach der Vorschrift von H. P. Kaur-
MANN (1935, S.23) an 10 bis 100 mg Fett in den als Vorlage benutzten 50 cem
Erlenmeyerkolben, die Bestimmung der Rhodanzahl ebenfalls nach H. P, Kaur-
MANN (1935, 8.73).

Die Verseifungszahlen waren bei den Chlorellatriglyceriden unter
Beriicksichtigung der Fehlerbreite der Methode in den untersuchten
sechs aufeinanderfolgenden Eluaten gleich, wihrend die Jod- bzw.
Rhodanzahlen bei fortschreitender Elution anstiegen. Die Rhodan-
zahlen waren immer niedriger als die Jodzahlen. Diese Tatsachen unter-
stiitzen die Theorie, daB Verbindungen um so stirker adsorbiert bzw.
um so schwerer eluiert werden, je ungesittigter sie sind. Die ge-
fundenen Jod- und Rhodanzahlen bewiesen, daf nicht nur einfach un-
gesittigte, sondern auch mehrfach ungesittigte Fettsduren in den Tri-
glyceriden enthalten sind. Da die Verseifungszahlen nicht anstiegen
und ungefiihr den Wert fiir Tristearin besafien, darf man annehmen,
daB es sich um Triglyceride handelt, deren Fettsiuren die durch-
schnittliche C-Atomzahl 18 besitzen. In anderen hier nicht beschriebenen
Versuchen an Chlorellalipoiden ergab die Bestimmung der Verseifungs-
zahl der mit Ather eluierten Diglyceride ungefihr den Wert ftir Di-
stearin; die beiden Fettsiuren der Diglyceride besaBen also im Miitel
ebenfalls 18 O-Atome. Die Rhodan- und Jodzahlen der Chlorella-
triglyceride stiegen von 63.8 bzw. 98.1 im Riickstand des ersten Eluates
auf 93.5 bzw. 167.9 im Riickstand des letzten Eluates an. Aus der Hohe
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dieser Rhodan- und Jodzahlen war zu schliefen, daB in den Tri-
glyeeriden mindestens zwel ungesittigte Fettsduren vorkommen miissen,
von denen wiederum eine mehrfach ungesittigt sein mufl. Ferner lieB
sich aus der Hohe dieser Zahlen errechnen, dafl im Riickstand des ersten
Kluates pro Mol Triglycerid 2 Mol Rhodan und 3 Mol Jod, im Riick-
stand des letzten Eluates 8 Mol Rhodan und 6 Mol Jod pro Mol Tri-
glycerid aufgenommen wurden. Abb.2 bringt dieses graphisch zum
Ausdruck.

Da Triglyceridmolekiile immer nur ganzzahlige Halogenmolekiile an-
lagern, ist bei einem Anstieg der Rhodanzahl von zwei auf drei pro
Triglyceridmolekiil anzunehmen, dafl

bei Chlorella nur zwei Triglyceride E‘Ei

vorkommen. Der progressive und - §§6

nicht sprunghafte Anstieg der =8¢ g
Rhodanzahl — und ebenso auch der §§: oo

Jodzahl — ist darauf zuriickzu- § g2

fithren, daf bei der Adsorption und §,§ 7

bei der Elution keine scharfe Tren- S 70 P
nung der Triglyceride erfolgt, so Eluat Lluat
dall im Riickstand des ersten Eluates Chlorella

wohl das erste Triglycerid enthalten AP 2 Jod und fhodanaufuahme betm Tri-
ist, wihrend die folgenden in zu-

nehmendem MaBe mit dem zweiten Triglycerid vermengt sind und erst
im letzten Eluat das zweite Triglycerid allein enthalten ist.

Da die Hauptmenge der Triglyceride im Chlorellafett Fettsiuren mit
der durchschnittlichen C-Atom-Zahl 18 besitzt und die ungesittigten
Fettsduren in natiirlichen Fetten meist vom Typ der Olsdure, Linol-
ssiure und Linolenséure sind, ist es sehr wahrscheinlich, daB diese auch
in den Chlorellalipoiden vorkommen. Leider war es wegen der geringen
Extraktmengen nicht moglich, die Fettsiuren néher zu analysieren. Die
Annahme, daf es sich bei den Fettsiuren hauptsichlich um Olsdure und
Linolsdure handelt, wird durch die Hthe der Jod- bzw. Rhodanzahlen
hdchstwahrscheinlich gemacht. Im Chlorellalipoid kann man daher zwei
Triglyceride folgender Zusammensetzung annehmen:

/ §tearinsﬁure / Linolsdure
Glycerin Z— Ols&ure Glycerin & Linolsiure
\ Linolsiure \ Linolsiure

Jede andere Zusammensetzung wiirde ein anderes Verhiltnis zwischen
den Jod- und Rhodanzahlen ergeben.

Die Menge der im Athereluat neben dem freien Sterin erfaBten
Diglyceride, die bei der Adsorption von Triglyceriden an Alu-
miniumoxyd entstanden sind (siehe Versuch IV B Seite 608/609), ist als
Triglycerid in die Bilanz eingesetzt worden. Die Summe der in sdmt-
lichen Eluaten aus der Aluminiumoxydsiule erfafiten Substanzen betrug
praktisch 100 % der verwandten Substanzmengen, so daB sich daraus
ergibt, daB priformierte freie Fettsduren im Chlorellafett
nicht in nachweisbarer Menge enthalten sind.
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628 Hans KaTHeEN:

Wie schon im Anfang der Arbeit (Seite 604) gesagt wurde, lassen
sich die 4therischen Ole zunichst nicht durch die Adsorptions-
ruethode erfassen. Um ihre Menge {festzustellen, wurden in besonderen
Versuchen die Chlorellalipoide der Wasserdampfdestillation unter-
worfen. Da die Destillate verhiltnismiBig wenig &therisches Ol ent-
hielten, extrahierte ich es aus dem Destillat mit Ather. Der Ather
wurde verdampft, der Riickstand im Vakuumesxsikkator kurz evakuiert
und anschliefend gewogen. In einem solchen als Beispiel hier mitge-
teilten Versuch erhielt ich von 409.1 mg Ausgangsmaterial 6.2mg = 1.5%
dtherisches Ol. Das Ol besall einen mehr oder minder scharfen, etwas
senfolartigen Geruch und zeichnete sich durch- sehr hohe Viskositit
aus. Wegen der geringen Menge war es nicht moglich, eine nihere
Analyse durchzufithren. Mit fuchsinschwefeliger Sdure liefen sich keine
Aldehyde, mit Eisen III-Chlorid keine Phenole und mit Lackmus keine
Carbonsduren nachweisen.

Die voranstehenden Tabellen II und III zeigen, daB die Nitzschia-
und Scernedesmus-Lipoide &dhnlich zusammengesetzt sind wie die
Chlorello-Lipoide.

Der Gehalt der an der Saccharosesiiule adsorbierten Phosphatide
betrug auch bei diesen beiden Algen weniger als 1%, der Gehalt an
Farbstoffen war bei Nitzschia etwa gleich groB, bei Scenedesmus
etwa dreimal so gro wie bei Chlorella. Von griinen Farbstoffen ent-
hielt Scenedesmus Chlorophyll a und b und die Phaeophytine a und b,
wéhrend bei Nitzschie nur Chlorophyll a und Phaeophytin a nachweis-
bar waren. Bei der Diatomee wurde auf der Saccharosesiule neben
dem Xanthophyll noch ein gelber, wahrscheinlich sauerstoffhaltiger
Farbstoff erkennbar, der von der Saccharose stirker als Xanthophyll
und ,schwicher als Chlorophyll a adsorbiert wurde. Da dieser unbe-
kannte Farbstoff im Entmischungsversuch in 90%iges Methanol, aber
nicht in 70%iges Methanol tiberging, ist er nicht mit Fucoxanthin
identisch.

Die Fraktion der Kohlenwasserstoffe und Wachse ist bei
Nitzschio kaum groBer als bei Chlorella, dagegen. bei Scenedesmus
mit 3.9% deutlich erhéht und auch fast ausschlieBlich im Filtrat 1
enthalten. Bei der im 3. Scenedesmus-Adsorptionsversuch zur Ver-
fiigung stehenden gréBeren Menge von 11.1 mg wurde die Verseifungs-
zahl bestimmt und mit 89.7 ermittelt. Dies beweist, dal die Substanz
kein Kohlenwasserstoff ist.” Der Groflenordnung nach koénnte es ein
Sterinester sein, aber nach dem Verhalten im Adsorptionsversuch muf
es ein Wachs sein. Zur Bestitigung seiner Wachsnatur wurden die im
2. Scenedesmus-Adsorptionsversuch gewonnenen 6.0 mg Substanz mif
Natriumithylat verseift und nach Verdinnen mit Wasser die Athylat-
16sung mit Petrolither extrahiert. Der nach Verdampfen des Petrol-
dthers erhaltene Riickstand war fest. Da er in wenig Alkohol geivst
auf Zusatz alkoholischer Digitoninlosung keinen Niederschlag gab,
kann es sich nicht um einen Sterinester handeln, sondern um ein
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Wachs. Wegen der geringen Menge des zur Verfiigung stehenden
Wachses ist die Verseifungszahl sicherlich mit einem verh#ltnismifig
groBen Fehler belastet, so daB sich vorerst iiber die Komponenten
des Wachses keine Aussagen machen lassen.

Sterinester waren bei Scemedesmus kaum vorhanden; bei
Nitzschia betrug ihre Menge im Mittel der drei Adsorptionsversuche
1.6%. Es ist aber auch hier wie bei Chlorella (siche Seite 619) fraglich
oh es sich ausschlieBlich um Sterinester handelt.

Die Menge der freien Sterine war bel Nifzschio mit 1.5%
i Mittel hoher als bei Chlorella (0.3%0) und bei Scenedesmaus mit
3.6 % am hochsten.

In der Triglyceridfraktion zeigten wie bei Chloreila die
Riickstinde aller aufeinanderfolgenden FEluate sowohl bei Niizschic
wie bei Scenedesmus die gleichen Verseifungszahlen, auch stimmie
die GroBe der Verseifungszahlen mit den bei Chlorelle ermittelten
tiberein, so daBl auch die Triglyceride von Nitzschia und Scenedesmus
Fettsduren mit der durchschnittlichen C-Atomzahl 18 enthalten diirften.
Auvch waren die Rhodanzahlen bei Nifzschia und Scenedesmus stets

3y T
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Nitzschia Scenedesmus

Abb. 3. Jod- und Rhodanaufnahme bei den Triglyceriden von Niteschia
und Scenedesmus.

niedriger als die Jodzahlen. Aber die Rhodanzahlen hlicben bei diesen
heiden Algenlipoiden im Gegensatz zum Verhalten der Chlorella-
triglyceride in allen aufeinanderfolgenden Eluatriickstinden gleich, bei
Scenedesmus blieben auch die Jodzahlen in den aufeinanderfolgenden
Eluatriickstinden unverdndert, und nur bei Néfzschia stiegen die Jod-
zahlen wie bei Chlorells kontinuierlich an. Auch hier lieB sich aus
der Hohe der Jod- und Rhodanzahlen die auf ein Triglyceridmolekiil
entfallende Jod- und Rhodanmenge errechnen. Sie betrug bei Nitzschia
im ersten eluierten Triglycerid pro Mol 3 Mol Jod und 2 Mol Rhodan,
im letzten eluierten Triglycerid 4 Mol Jod und 2 Mol Rhodan. Von
den Scenedesmus-Triglyceriden wurden pro Mol stets nur 5 Mol Jod
und 3 Mol Rhodan aufgenommen. Graphisch ist dieses Verhalten in
Abb. 3 wiedergegeben.

Unter Zugrundelegung der auf Seite 623 gemachten Ausfithrungen
und der ermittelten Kennzahlen ist anzunehmen, daB in den Lipoiden
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von Nitzschia zwei Triglyceride, und zwar von folgender Zusammen-
setzung

/ §tearinsiure / Stearinsiure
Glycerin Z— Olsdure Glycerin &— Linolsdure
\ Linolséure \ Linolsdure

vorkommen, in den Lipoiden von Scenedesmus nur eines von der Zu-
sammensetzung
/ Stearinsiure
Glycerin Z— Linolsiure
\ Linolensédure

Diglyceride waren auch bei Nitzschio und Scenedesmus wie
bei Chiorella im Athereluat enthalten. Anhaltspunkte fir die An-
wesenheit praformierter freier Fettsduren ergaben sich auch
hier nicht.

An dtherischen Olen wurden bei Nitzschia aus 93.4mg Sub-
stanz durch Wasserdampfdestillation 8.9 mg = 9.5% abgetrennt, bei
Scenedesmus aus 221.8 mg Substanz 4.5 mg = 2.0%. Beide Ole waren
sehr viskos und rochen senfglartig. Die gleichen Reaktionen, die bei
dem #therischen Ol aus Chlorella negativ verlaufen waren (siehe
Seite 628), waren auch hier negativ.

Zur besseren Ubersicht sind die Analysenergebnisse der an den
Algenlipoiden durchgefiihrten Versuche in Tabelle IV anschaulich dar-
gestellt:

Tabelle IV. Prozentuale Zusammensetzung der Lipoide.

Gesamtilipoide in % der Trockepsubstanz Chlzt);'glla Nitlz; r{')hia Scenel%e;‘ mus

darin Farbstoffe 14.39/, 16.09/, 38.99/,
Phosphatide 0.90/, 0.59/, 0.794,
Kohlenwasserstoffe
und Wachse 0.5 1.4¢7, 3.9%
Sterinester? 240/, 1.6 9, 0.3°,
Freie Sterine 0.39/, 159/, 3.69,
Triglyceride 78.59/, 80.59/, 50.69/,
Freie Fettsduren — — ‘ —

96.90/, 101.59/, { 98.00/,

Wie man aus dieser Darstellung besonders deutlich sicht, ist die
Zusammensetzung der idtherloslichen Lipoidfraktion bei Chlorella und
Nitzschia sehr &dhnlich, bei Scenedesmus ist die Triglyceridfraktion
prozentual geringer und dafiir die Farbstoff-Fraktion — und auch
die iibrigen Fraktionen -— prozentual erhtht. Der Gehalt der &dther-
loslichen Lipoidfraktion an #dtherischem Ol war bei Nitzschia mit 9.5 %
erheblich hoher als bei den Griinalgen, was vielleicht fiir die Verwert-
barkeit dieser Algenfette fiir die menschliche Ernihrung von Be
deutung sein konnte.
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Vergleicht man die Zusammensetzung der von mir untersuchten
Lipoidfraktionen autotropher Mikroorganismen mit der von Lipoiden
heterotropher Mikroorganismen und hoherer Pflanzen, z.B. Samen-
fetten, so findet man keine grundsitzlichen Unterschiede. In den
Fetten niederer wie hoherer Pflanzen kommen Triglyceride vor mit
einem sehr hohen Prozentsatz ungesittigter, vor allem auch mehr-
fach ungesittigter TFettsiuren. Zum Vergleich seien in Tabelle V
einige Kennzahlen und die prozentuale Beteiligung einiger Lipoid-
bestandteile bei dem Chlorellagl, dem Ol der Nektarhefe und dem
Mohndl nebeneinandergestellt:

Tabelle V. Zusammensetzung einiger Lipoide.

Chloretlasi O1 der Nektarhefe Mohnsl
(RIPPEL-BALDES, 1947) (BOHMER)
Verseifungszah! Mittel 190 197 189—194
Jodzahl 93—168 70 131143
Rhodanzah! 64— 94 — 76— 79
Phosphatide weniger als 17/, — Spur
Freie Sterine 0.3%, — 0.29/,
Sterinester 0.3, — i 0.02¢/,
Unverseifbares || wenig. als 0.89/,%) 0.210/, | 0.4—-0.69,

*) ohne Farbstoffe.

Bei dem Ol der heterotrophen Nektarhefe sind erst wenige Daten
bekannt, so daf ein befriedigender Vergleich dieses Oles mit den beiden
anderen Olen noch nicht moglich ist. Insgesamt aber zeigt sich, daB
die autotrophen und wahrscheinlich auch die heterotrophen Mikro-
organismen die gleichen bzw. dhnlich zusammengesetzte Lipoide zu
bilden vermogen wie hohere Pflanzen, dall meist nur in quantitativer
Hinsicht individuelle Unterschiede bestehen. Nur eine Ausnahme ist
mir nach AbschluB dieser Arbeit dank einer persénlichen Mitteilung
von Herrn Dr. G. E. Foce vom Department of Botany vom University
College London bekannt geworden: H.T.Crarke und A. Mazur be-
richten im Journal of Biological Chemistry 141, 283—289 (1941), daB
sie in frisch gesammelten marinen Diatomeen einen hohen Gehalt an
freien Fettsduren (80°%) mneben 17°% Estern fanden. Ob dieser un-
gewOhnlich hohe Gehalt an freien Fettsduren sich auch in anderen
marinen Mikroorganismen findet oder ob die Art der Aufarbeitung eine
andere war, vermag ich im Augenblick nicht zu kliren.

Eine weitere Analyse bzw. genauere Identifizierung der einzelnen
Bestandteile der Lipoide autotropher Mikroorganismen ist sicherlich
moglich, sobald grofiere Mengen von Ausgangsmaterial zur Verfiigung
stehen. Dabei wiirde sich auch der prozentuale Fehler bei der Wigung
‘der einzelnen Riickstinde verkleinern. Immerhin zeigen bereits die in
dieser Arbeit mitgeteilten Versuche, daB mittels der Adsorptionsmethode
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die Analyse eines Lipoidgemisches auch an wenig Ausgangsmaterial
moglich ist.

Nachtrag bei der Korrektur.

Aus der Carnegie Institution of Washington, Division of
Plant Biology, Stanford, California, sind inzwischen Arbeiten
erschienen, die sich gleichfalls mit der Zusammensetzung des in Chlorella-
Kulturen (Chlorella pyrenoidosa) gebildeten Fettes beschiftigen [H. A. SpoEnr:
Carnegie Institution of Washington Year Book No. 46, 94 (1947); H. W. MiL-
¥ER: Journ. of Biol. Chem. 176, 813 (1948); H. A.SporEr u. H. W. MILNER:
Flant Physiology 24, 120 (1949); H. A. Spoemr, J. H. C. Smrrs, H.H. StrAIN,
H. W.Mmyer u. G. J. Harpin: Fatty acid antibacterials from plants, Carnegie
Institution of Washington Publication 586 (1949)]. Um die Gesamtlipoide
moglichst vollstindig zu erfassen, wurden die getrockneten Algen (27.15 %
Trockensubstanzgehalt), nach Vorbehandlung mit Wasser, mehrmals nach-
einander abwechselnd mit Methylalkohol und Petroldther, zum Schluf mit
Ather extrahiert. Nach Entfernung der organischen Losungsmittel im Va-
kuum aus den vereinigten Extrakten wurde der Riickstand mit Ather ex-
trahiert und der nach Entfernung des Athers verbleibende Riickstand im
Vakuum zur Konstanz getrocknet. Dieser Gesamtlipoidgehalt konnte durch
Variation der duBeren Bedingungen bei der Kultur der Algen von 23 %
bis auf 769 der getrockneten Algen gebracht werden. Davon waren 7
bis 69 Neutralfett, der Rest Unverseitbares. Bei geringem Gesamtlipoid-
gehalt der Algen war der Anteil an Unverseifbarem und an wasserloslichen
Verseifungsprodukten wesentlich groBer als bei hohem Gesamtlipoidgehalt,
der Chlorophyllgehalt z. B. sank von 6 %o auf 0.03 %/o.

Eine Fraktionierung der Lipoide in der von mir durchgefiihrten Art er-
folgte nicht, vielmehr wurden die Gesamtlipoids (aus 50-—1000 g getrocknater
Algen) verseift und die I'ettséuren iiber die Bleisalze und Methylester in
iiblicher Weise getrennt. 54—70% der gesamten Fettsiuren gehorten zu
den O3 TFettsduren, der Rest zu den C,; Fettsiuren, und die ungesiittigten
Fettsiuren iibertrafen an Menge mit 83—889/, der gesamten Fettsfuren die
gesdttigten bei weitem. Die Jodzahlen schwankten in den einzelnen Ansétzen
zwischen 125 und 163, lieflen auf die Anwesenheit von dreifach ungesittigten
Fettsiiuren schlieBen und waren bei geringem Gesamtlipoidgehalt der Algen
am hochsten. Das durchschnittliche Molekulargewicht blieb mit Schwan-
kungen zwischen 269 und 274 in allen Aunsiitzen fast konstant.

Diese Ergebnisse stimmen im wesentlichen mit meinen Ergebnissen
iiberein. DaB sich in meinen Versuchen keine Anhaltspunkte fiir dic
Anwesenheit von Cyg Fettsiuren ergaben, kann darauf beruhen, daB
ihre Menge zu gering war, als daB sie bei meinem indirekten Verfahren
erfaBt wurden, kann aber auch auf dem andersartigen Kulturverfahren
der Algen oder einer anderen als der von mir verwandten Chloreila-
Art oder auf dem andersartigcen Extraktionsverfahren beruhen.

Zusammenfassung.

Die vorliegende Arbeit hat im wesentlichen folgendes ergeben:

1. Auf Grund von Modellversuchen an verschiedenen Lipoiden ist
eine Methode nach dem Prinzip des Adsorptionsverfahrens entwickeit
worden, mit deren Hilfe geringe Mengen (1 g und weniger) eines
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Lipoidgemisches in relativ kurzer Zeit analysiert werden konnen. Die
Brauchbarkeit der Methode ist an einem kiinstlich 7usammengestellten
Lipoidgemisch gezeigt worden.

2. Mit dieser Methode wurden Lipoidgemische aus zwei Griinalgen
(Chlorella und Scenedesmus) und einer Diatomee (Nitzschia palea),
alle drei aus kiinstlicher Kultur, analysiert.

8. Die drei Algenfette bestanden zu 50--80% aus Triglyceriden,
zu 14—39% aus Pflanzenfarbstoffen (Chlorophylle und Carotinoide),
zu 3—49% aus frelen und gebundenen Sterinen, zu 0.5—0.9% aus
dtherldslichen Phosphatiden und zu 0.5-—4 % aus Kohlenwasserstoffen
bzw. Wachsen. Préaformierte freie Fettsiuren waren nicht nachweisbar.
Die Menge der durch Wasserdampfdestillation abgetrennten 4therischen
Ole betrug 1.5—9.5%

4. Die Trlglycerldfraktlon wurde durch die Beqtlmmung der Ver-
seifungs-, Jod- und Rhodanzahlen niher analysiert und aus diesen
Zahlen auf die Konstitution der am Triglyceridaufbau beteiligten Fett-
siiuren geschlossen.

5. Die Zusammensetzung der Algenlipoide ist dhnlich der der Fette
in heterotrophen Mikroorganismen und in Samen hoherer Pflanzen, wie
aus einer Gegeniiberstellung (Seite 631) ersichtlich wird.

Herrn Professor Dr. R. HarDER, der die Anregung zu dieser Arbeit gab,
und Herrn Professor Dr. H. J. DEUTICKE, unter dessen Leitung sie ausgefiihrt
wurde, danke ich herzlich fiir ihre Unterstiitzung.
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