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der 

Die bisher .bekannt gewordenen Tatsaehen fiber das Vorkommen 
und die chemisehe Struktur pflanzlieher Fette und Lipoide stammen 
zum allergrSl~ten Tell aus Untersuehungen an h6her.en Pflanzen, yon 
denen im allgemeinen unsehwer genfigend Untersuehungsmaterial be- 
sehafft werden kann. Bei Mikroorganismen hat man dagegen oft nur 
sehr geringe Mengen yon M~terial zur Verfiigung, so dal3 die Ads- 
arbeitung einer Mikromethode fi2r die Fettbestimmung wfinschenswert. 
ersehien. 

Eine Reihe yon Untersuclmngen liegt bereits ~or, die die Fe~ttbildung 
bei Mikroorganisinen unter den versehiedensten Kulturmethod.e,n behandeln 
(BOKORNY~ LINDNER~ FINK 1L Jus% DIRR U. u SODEN~ SCHWARZ~ HARDER 11. 
v. WITSCII, NILSSO~, DAM~, BER~'HAUER, RTPPEL-BALDES). Ziel dieser Unter- 
suehungea war e,inmal, Einbliek in den ch~mischen Aufbau un,d die stoff- 
wechs,elehemische Leistungsf~ihigkeit tier E,inzeller zu bekommen, zum andern 
die Absicht, e ine Liicke in unserem Bedarf an natilrlichen Fetten zu schliel3en. 
~lan beabsichtigte, auf mikrobiologisehem Wege Fett fiir die menschl iehe 
Ern~ihrung zu gewinnen. Von vielen h e t e r o t r o p h e n ~Iikroorganismen, 
wie z. B. Hefe und aaderen Pilzen, ist lange bekannt, dal~ sie unter besonderen 
Kulturbed,ingungen v~el Fett in ~hren Zellen bilden und speieh.ern kSnnen. 
Aber a, ueh a u t o t r o p h e Mikroorganismen sind hierzu in der Lage (z. B. 
BARa), und HARDER und v. WITSCH gelang es, verschiedene Al~en unter Be.. 
dingungen zu zt~chten, unter denen sie sieh s ehr int.ensiv vermehrten und 
auch viel lipoidlOsliche Substanzen bildeten: zwei Griinalgen (e,ine Chlorella- 
und eine Scenedesmus-Art) und d4e Diatomee, Nitzschia palea erwiesen sich 
dabe.i als besonders geeignet. 

Uber die ehemisehe Natur  der yon diesen drei autot rophen Mikro- 
organismen gebildeten lipoidlOsliehen Substanzen ist bisher nichts be- 
kann t ;  sie aufzukl~iren war das Ziel der nachstehenden Untersuchungen.  
Diese Aufgabe wurde weniger  im Hinb]ick auf ihre etwaige sp~ttere 
praktisehe Bedeutung ffir die mensehliche Ern~ihrung durehgeffihrt als 
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in der Hoffnung, hier vielleieht Einbliek zu gewinnea in die Frage,  
ob in autotrophen Mikroorganismen die gleiehen Fette und Lipoide 
vorkommen wie in den hOheren Pflanzen (siehe hieriiber aueh RIPPEL- 
BALD~S [1947]), ob diese autotrophen Einzeller also den gleiehen Ferment- 
apparat zur Fett- und Lipoidsynthese besitzen wie hShere Pflanzen, 
nnd ob bei Anreieherung yon Fetten und Lipoiden als Reserve- und 
Speiehersubst~,nzen diese in ihrer Zusammensetzung den Fetten in 
Samen nnd Speieherorganen hSherer Pflanzen gleiehen. 

Teil I: Ausarbeitung der Methodik. 

In Anbetracht der geringen, aus den Algenkulturen zur Verfiigung 
stehenden Fettm.engen nml~te zun~tchst eine Methode entwickelt werden, 
die m6glichst sgmtliche Komponenten eines in geringer Menge verftig- 
b~ren Lipoidgemisehes qu~ntitativ zu erfa.ssen gestattet. Die Adsorp- 
tionsmethode, die ich wahlte, ist bereits mehrfaeh auf dem Oebiet der Fett- 
nnd Lipoidanalyse angewandt worden (KuHN~ KAUFMANN, WINTERSTEIN, 
v'~rINDAUS, WAGNER-JAUREGG, THALER, WIELAND, KARRER, HOTTEL), doch 
wurden in diesen friiheren Arbeiten nur einige wenige Verbindungen 
adsorptiv abgetrennt, die zuvor dureh andere Methoden aus einem 
komplizierten Fett- und Lipoidgemiseh isoliert worden waren. Bei 
dieser Isolierung hatte aul3erdem der weitaus grNtte Teil des Ge- 
misehes Vergnderungen erfahren, war also fiir eine weitere Analyse 
nieht geeignet. 

W. TRAPPE hat als Erster systematiseh unter definierten Bedingungen 
das Verhalten der einzelnen Fettstoffe bei der Adsorption in Abh~ingigkeit 
yon dem Adsorhens und dem LSsungsmittel untersueht. Er land folgende, 
yon der Natur des Adsorbens und des Adsorbend.ums unabhgngige Reihe 
yon LBsungsmitteln mit abnehmender Elutionskraft: Methanol, Aethanol, 
n-Propanol, Aeeton, essigsa.ures Aethyl, Aethylaether, Chloroform, Methylen- 
ehlorid, Benzol, Totuol, Triehloraethylen, Tetraehlorkohlenstoff, Cye!ohexan, 
Petrolathe,r. Die yon ibm gleiehfalls unte,r definierten Bedingungen fest- 
gestellte Ads orbilitgt versehiedener Fettstoffe, die als Bestandteile yon Ge- 
samtlipoi,d~extrakten aus biologischem Material in Frage kommen, erga.b un- 
abh~ngig vonder  Natur des angewandten Adsorbens und LSsungsmittels 
folgende Re.ihe steigender Adsorbilit~tt: Aeyelische Kohlenwasserstoffe, 
Cholesterinester, Triglyceride, freies Cholesterin, freie Fetts~aren, Phos- 
phatide. Danach ist es prinzipi,ell mSglich, dutch Anwendung yon Adsorp- 
tionss~ulen naeh de,m Prinzip der fltissi~en Chromatogramme einzeine Lipoid- 
fraktionen quantita, tiv zu isol~eren. Aber TRArPE g elang diese Trennung 
nicht zur vollen Zufri.edenheit, aueh muBte er feststellen, dab auf e~ner 
S~ule arts Aluminiumoxvd eine teilweise Verseifung yon Triglyceriden statt- 
findet, und die freien Fetts~uren und Phosphatide l~'eBen sich mit organi- 
sehen L6sungsmitteln fiberhaupt nieht eluieren. Von natiirliehen Lipoid- 
gemischen des ti.~risehen Organisnms untersuehte TaAPpE nur die Serum-, 
Leber- und Nierenlipoide, besehr~tnkt.e sich aber aueh hierbei im wes.ent- 
lichen a.uf die Abtrennung d!e,r Kohlenwasserstofffraktion und der Chole,sterin- 
esterfraktion,bzw, auf die Gewinnung eines fetts~ure- und phosphatidfreien 
Eluates. 

Archiv f~lr Mikrobiologie. Bd. 14. 40 
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In meinen Untersuehungen trat  als weitere Komplikat ion die An- 
wesenheit yon lipoidlSsliehen Farbstoffen auf, die ebenfalls nach dam 
Adsorpt ionsverfahren abgetrennt  werden sollten. In den Xtherextrakten 
aus den Mikroorganismen (Naheres siehe S. 617/618) war mit der An- 
wesenheit folgender Stoffgruppen zu rechnen: I. acyclische Kohlen- 
wasserstoffe, II. Wachse, !II .  Sterinester, IV. Triglyceride,  V. freie 
Sterine, VI. freie Fettsguren, VII. Phosphatide,  VIII.  ]ipoidl6sliehe 
Pflanzenfarbstoffe und IX. gtherische 61e. 

Wghrend yon den neun Gruppeu die Gruppen I - -VII I  jede fitr sich e.ine 
etwa einheitliche Stoffgmppe darstellen, umfa~t die Gruppe tier ~therischen 
01e zahlreiehe Ve.rbindangen der verschiedensten Stoffe. Diese geh6ren teils 
der acyclischen, teils der isoeyclischen Reihe an. Auger den zahlreiehen 
Kohlenwasserstoffen, namentlieh Terpenen, finden .sich darin Alkohole, 
Aldehyde, Ketone, Sguren, Ester, Phenole und Phenoltither, seltener auch 
Basen, Sulfide, Nitrile, Senf61e usw. Wegen der vielf~ltigen chem~sehen 
Zus~.mmensetzung tier atherischen 61e und wegen ihrer vermutlieh geringen 
Menge im Xtherextrakt hMt ieh es far ratsam, sie in einem getrennten 
Arbeitsgang z u erfassen und' zwar mit Hilfe der Wasserdampfdesti!lation. 
Solange man den chemischen Charakter des ~ttherischen 01es nieht kennt, 
kann man aueh nicht a hnen, wo man es nach der Adsorption smf der S~tule 
finden wird. 

In einer Reihe yon M o d e l l v e r s u c h e n  prfifte ieh zunaehst  
aus jeder der oben aufgeft~hrten Stoffgruppen eine oder auch mehrere 
Substanzen auf ihr VerhMten bei der Adsorpt ion an Aluminiumoxyd,  
welches aueh TRAPPE neben Siliciumdioxyd und einigen Erden ver- 
wandt  hatte, und Saceharose, sowie bei naehfolgender Elution. Die 
Saceharose kam zur Anwendung,  weil sich die Chlorophyl!e bei der 
Adsorpt ion aa  Aluminimnoxyd zersetzen [W~NTEZS~EIN (b)] . -Bei  den 
Modellversuchen wurden herangezogen:  I. als Vertreter  der acyclisehen 
Kohlenwasserstoffe:  Ceten nnd ParaffinS1; I[. als Vertreter  der Wachse:  
WMrat;  III .  als Cholesterinester: Cholesterylstearat;  IV. als Triglyeerid:  
Tributyrin;  V. als freies Sterin: Cholesterin; VI. als Vertreter  der freien 
Fet tsauren:  Yaleriansgure und Stearins~ure; VII. als Phosphat id das 
Lecithin. Das Lecithin wurde in PetroI~tther/Benzol 1 4 : 1  gel6st, Mle 
tibrigen Verbindungen nur in Petrol~ther. 

Reinigung der organischen L6"sungsmitteL 

Bei den neuerlieh wieder zug~nglichen analysenreinen Pr~ps~raten 
yon  Petrol~ther, Benzol und ~{ethanol sind besondere Reinigungs- 
verfahren im allgemeinen nieht erforderlieh; dagegen sind sie bei 
anMysenreinem Xther und Tetrachlorkohlenstoff nStig. 

1. X t h e r. K~uflieher :4ther wurde fiinfmal mit Wa.sser (auf 1 Liter 
Xther 100 ecru Wasser) zur Entfernung des Xthanols ~'ewaschen. Dann ver- 
setzt man den Xther mit einer 10% igen Eisen II-SulfatlSsung~ d~ie mit wenig 
Schwefels~iure anges~uert wird (auf 1 Liter Xther 100 ecru Eisensulfatl6sung) 
nnd schiittelt zwei Stunden auf der Sehiittelmasehine. Die E~,sensulfatl6sung 
wird im Seh~eidetrichter abgetrennt, der /4ther einmal mit wenig Wasser ge- 
waschen und mit einer 10% igen Chroms~ureI6sung" :[5 Minuten lang ge- 
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schiittelt (aalf 1 Liter Xther 50 ccm Chroms~inrel6sung). Daraufhin wird 4ie 
Chromsaurelbsung abgetrennt und der Xther mit 100 ccm einer 5%igen Soda- 
16sung gewaschen, anschlie$end solange mit Was,ser, bis bet Zusatz yon 
0.1 ccm l%iger alkoholischer Phenolphthaleinlbsung keine Rotfarbung mehr 
im Waschwasser auftritt. Man filtriert den Xther durch e in trockenes Falten- 
filter und trocknet ihn 24 Stunden tiber gegltihtem Calciumehlorid. Dann 
wird destilliert. Siedepunkt 34.5o. Es ist gut, sich zu iiberzeugen, ob der 
so gereinigte ~ther peroxyd- und aldehydfrei ist. Sind n~mlieh die Alde- 
hyde dnrch d~e Chroms~ure nieht ,~olIst:,tndig oxydiert, so biIden sich in 
kurzer Zeit wiederum Pe~oxyde (R~CHE). Bet kurzem Se,hiitteln ether 
ittherprobe mit wenigen Kubikzentimetern ether Lbsung von fuehsin- 
schwefel.iger S~ure darf keine Rotf~trbung anftreten; geringe Mengen Alde- 
hyde geben schon eine stark positive Reaktion. Um zu prtifen, ob tier 
Xther peroxydfrei ist~ versetzt man wenige Tropfen Xther mit 4 ecru einer 
kalt ges/ittigten w~isserigen Lbsnng yon Benzid;n mit 5 ccm ges~ittigte~ Koch- 
salzl6sung" und einigen Tropfen einer ~inf~erst verdiinnten Eisen II-Sutfat- 
Ibsung (ein K6rnchen Eisen II-Sulfat yon Stecknadelkopfgrbl].e in etwa 
5 ecru Wasser gel~st). Sind Spuren yon Peroxyden im Xther enthalten, so 
tritt nach wenigen Minuten eine deutliche Blanf~rbung anti Wenn der ge- 
reinigte Xther nicht sehr schnell verbra.ucht wird, kann man ihn So jeder- 
zeit auf seine Brauchbarkeit priifen. 

2. T e t r a c h 1 o r k o h 1 e n s t o f f. K~iuflicher Tetraehlorkohlens,toff 
wurde mit einer 50% igen Kaliumhydroxyd-Lbsung ~nd reinem Alkohol (auf 
1 Liter Tetrachlorkohlenstoff 50 cem Kalila~lge trod 75 ccm Alkohol) versetzt, 
das Ganze auf etwa 50~ erw~irmt und eine halbe Stunde lang anf der 
Schtittelmaschine gesebiittelt. Man trennt die a lkoholisehe Lange ab, 
w~scht den Tetrachlorkohlenstoff einmal mit Was,ser und filtriert ihn dureb 
ein trocken.es Faltenfilter. Der gesamte ProzeB wird zweimal wiederholt~ 
Dann w~scht man solange mit Wasser, bis das Wa.schwasser alkalifrei ist 
(Priifung mit Phenolphthalein]6s~ung). Der Tetrachlorkohlenstoff wird fiber 
Pbosphorpentoxyd sowohl getrocknet als auch destilliert. Siedepunkt 76.7~ 

Techr dler Adsorptionsversuche. 

Von jeder der im Modellversuch zu priifenden Substanzen wurden 
jcweils zwei etwa gleich stark konzentr ier te  Lbsungen (40--100rag 
cingewogener Substanz in 50 ccm Lbsungsmittel)  hergestellt.  Yon 
diesen L6sungen wurde die eine durch eine Adsorptionss/iule aus 40 g" 
Saceharose, die andere dureh eine Adsorptionss~ule aus 40 g Aluminium- 
oxyd filtriert. 

Als Adsorptionsrotlre wurden e infache zylindrische, Olasrohre yon 28 mm 
Durehmesser und 200 ram H6he, bzw. 35 mm Durebmesser und 350 mm HOhe 
benutzt. Die gohre wurden in einen durchb,ohrten Gummistopfen ~'e.steckt 
und in Gl~sfiltemutschen (Schott und Gen. 3 @ 3 und 11 G 3) eingeftihrt, so 
dab der untere Rand des Adsorptionsrohres auf der Filterplatte steht 
(siehe Abb. 1). Die Glasfilternutsche sitzt auf einem Wittscben Topf. Ebe 
das Ad,sorotionsmittel eingefiillt wird, gibt man zur Abdichtung des Rohres 
auf d.er Yilte.rpla,tte etwas entfettete Watte in das R ohr. 

Die S a e ch a r o s e (k/iuflicher weil~er kristallisierter Rohrzueker, in 
einer Porzellankug'eimfihle s e h r f e~n gemahlen) wurde wegen Mangels 
an Petrol~itber nieht nach dem meist tiblichen Verfa.hren in Petrol~tther 

40* 
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su.spendiert, sonctern in kl.einen, n6tigenfalls nochmals im PorzellanmSrs~r 
zerriebenen Portionett yon ungefahr 5 g in das Rohr gefitll L wobei gleich- 
zeitig an tier Wa.sserstrahlpampe gesaugt und d:ie Saccharose mit ei~em 
Holzpistill gleichmal]ig fest~estampft wurde. Ist das Rohr geftillt ('/3 bleibt 

frei zur Aufnahme der LSsung), so wurde auf die Saceharose 
noch etwas entfettete Watte gelegt, damit sie nicht beim Auf- 
gieBen der L6sung aufgewirbelt wird. 

Das A l u m i n i u m o x y d  (k~tufliches Aluminiumoxyd, 
standa.rdisiert nach BROCKMANN. Pr~parat RIEDEL DE ]{AEN) Wllr(~e 
zur Aktivierun.g in Portionen zu 15 g in Porzellantiegeln 15 Mi- 
nuten mit dem Bunsenbrenner stark erlfitzt. Ftir m, eine Ver- 
sttche liel~ ieh es anschliel~end 1"2 Stunden an der Luft stehen, 
wobei es teilweise dutch die Luftfeuchtigkeit entaktiviert wird. 
Es wurde trocken in Portionen yon etwa 5 g in die Saule ge- 

l geben und unter Saugen an der Wasserstrahlpumpe mit einem 
Holzpistill festgesgampft. Als Abschiuft wurde hier ebenfalls 

! etwa.s entfett, ete Watte darauf gelegt. 
In den oberen Tell des so vorbereiteten Adsorptions- 

rohres wurde die L6sung mit der betreffenden Substanz 
eingeft~llt, unter sehwachem Saugen art der Wa~serstrt~hl- 
pumpe durch die S~ule filtriert and das Filtrat  in 50 ecru 
Erlenlneyerkolben als Vorlage aufgefangen. Die Vorlage 

Abb. 1. G/as- wurde geweehselt, wenn der Erlenmeyerkolben zur H~tlfte 
filterrohr zum geffillt, d .h .  etwa 25 ccm durchfiltriert waren. Das Nach- Adsorptions- 

versuch, wasehen erfolgte stets mit dem gleiehen LSsungsmittel bzw. 
L6sungsmittelgemiseh. Die Fil trat ionsdauer yon je 25 cem 

betrug bei Anwendung" der Sa.eeharose-S~tule 10--15 Minuten, bei An- 
wendung der Aluminiumoxyd-S~tule 1- -2  Minuten. Das Ltisungsmittel 
des: Filtrats wurde in den Erlenmeyerkolben sofort a uf dem Wasserbad 
verdampft  und der R~ekstand 24 Stunden im evakuiert.en Exsikka.tor 
~ber konzentrierter  Sehwefels~ure and Paraffinsehnitzeln getroeknet.  
Das Nachwaschen mit dem gleiehen LSsungsmittel  erfolgte so lange, 

b i s  das letztgewonnene Fil t rat  nach dem Verdampfen keinen Rtickstand 
mehr enthielt. War  die Summe aller Rtickst~Lnde gleieh dem Gewicht 
der gelSsten Substanz, so war  erwiesen, dal3 yon der Subst~nz niehts 
an das Adsorptionsmitte] adsorbiert  wurde. ~ u r d e  a,ber die gelSste Sub- 
st~mz trotz Nachwasehens mit grol3en Mengen des LSsungsmittels yon 
dem Adsorptionsmittel  festgehalten, so kamen in meinen Versuehen der 
Reihe nach folg, ende Elutionsmittel zur Anwendung:  Tetraehlorkohlen~ 
stoff, Benzol, ;4_ther, s  19 :1 ,  Methanol. Meistens gelang 
es, dureh eines dieser LSsungsmittel  die adsorbierte Substanz zu 
eluieren. Einige tier yon mir angewandten Modellsubstanzen wurden 
durch den Adsorpt ionsversuch in mehrere Komponenten zerlegt, die 
versehiedene chemische Eigensehaften besal~en. Daraus war zu schliel~en~ 
dal~ diese Modellsubstanzen dureh andere Verbindungen verunreinigt  
oder in der S~ule ver~ndert  waren. 
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Ergebnis der Modellversuche. 

I. V e r s u c h e  m i t  a . c y c l i s c h e n  K o h l e n w a . s s e r s t o f f e n :  

Versuch I A: 

S i i u l e  a u s  j e  40 g S a c c h ~ r o s e .  
39.4mg Ceten 46.7mg ParaffinS1 

gelSst in je 50 ccm Petrol~tther, 
nachgew~schen mit Petrol~ther. 

25 cem: 37.9 mg 25 ccm: 42 i  mg 
25ccm: ].0rag 25ccm: 4.9rag 
25ccm: 0.0rag 25ccm: 0.0rag 
25ccm: 0.0rag 25ccm: 0.0rag 

38.9 mg 47.0 mg 

Versuch l B: 
S ~ i u l e  a u s  j e  40 g A l u m i e i u m o x y d ,  

41.6 mg Ceten 53.7 mg Paraffin6i 
gel6st in je 50 ccm Petrol~ther, 
n~chgew~schen mit Petrol~ther. 

25 ccm: 38.8 mg 25 ccm: 45.1 mg 
25ccm: 2.3rag 25ccm: 7.6rag 
25ccm: 0.0rag 25ccm: 0.6rag 
25ccm: 0.0mg 25 ccm: 0.0mg 

41.1 mg 53.3 mg 

E r g e b n i s : Die Kohlenw~sserstoffe aus Petrol~tther werden weder 
ar~ Saccharose noch an Aluminiumoxyd adsorbiert.  

II. V e r s u c h e  m i t  e i n e m  W a c h s :  

Versuch II B: 
Si iu l e  a u s  40g A l u m i n i u m o x y d .  

38.7 mg Walrat, 
gelSst in 50 ccm Petrol~ither, 
nachg, ewaschen mit Pet rol~ither 

Versuch II A: 
S ~ u l e  a u s  4Og Sa.ccha.rose.  
73.2 mg Walrat, 
gelSst in 50 ccm Pe.troi~ither~ 
nachgewaschen mit Petrolfither 

25 ccm: 69.4 mg 
25 ccm: 3.7rag 
25ccm: 0.0rag 
25ccm: 0.0rag 

73.1 mg 

25 ccm: 4.1mg 
25 ccm: 22.7 mg 
25ccm: 6.4rag 
_95ccm: 1.8rag 
25ccm: 0.6mg 
25 ccm: 0.0rag 

etuiert mit Benzol 
25ccm: 1.6mg 
25 ccm: 0.5rag 
25 ccm: 0.0rag 

eluiert mit ~ther 
25 ccm: 0.6rag 
25ccm: 0.0rag 
25ccm: 0.0rag 

38.3 m7 
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E r g e b n i s : Die Waehse vertlatten sieh wJe die Kohlenwasser-  
stoffe. Der aus dem Aluminiumoxyd erst mit  Benzol eluierbare geringe 
Antei l  ist kein Wachs. Wal ra t  (Cetylpalmitat)  enthi~lt neben reinem 
Wachs noch geringfiigige ~ e n g e n  anderer  Stoffe, haupts~.chlich Tri- 
glyceride. 

IIL V e r s u c h e  m i t  e i n e m  S t e r i n e s t e r :  

V.ersuch IH ,4: 
S i i u l e  a u s  40g S a c c h a r o s e .  
71.9 mg Chole.sterylstearat~ 
gelSst in 50 ccm Pe~rol~tther~ 
n~chgewaschen mit Petrolfither 

25 ccm: 65.2 mg 
25 ccm: 6.6 mg 
25 ccm: 0.0rag 
25 Ocln: 0.0 mg 

71.8 mg 

Versuch HIB:  
S5,ule -'-~us 40g A l u m i n i u m o x y d .  
85.1 mg Cholesterylstearat, 
gelSst in 50 ccm Pe.trol~tther, 
navh~ewaschen mit Petrol/~ther 

25ccm: 0.0rag 
25 ccm: 0.0 mg 
25 ecru: 0.0rag 
25ccm: 0.0rag 

eluiert mit Tetrachlorkohlenstoff 
25 ccm: 53.9 mg 
25 ecru: 29.6 mg 
25ccm: 1.3rag 
25 ccm: 02rag 

84.8 mg 

E r g e b n i s : Der Sterinester  Cholesterylstearat  wird yon Saccha- 
rose nicht, wohl aber von Aluminiumoxyd aus Petrol~tther adsorbiert .  
Durch Tetrachlorkohlenstoff  k a n n  der Ester  quant i ta t iv  eluiert  werden. 

IV. V e r s u c h e  m i t  e i n e m  T r i g l y c e r i d :  

Versuch IV A: 

S ~ i u l e  a u s  40 g Ss, c c h a r o s e .  

80.2 mg Tributyrin, 
gelSst in 50ccm Petrol~i~her, 
nachgewa~chen mit Petrol~ther 

25 ccm: 75.1 mg 
25ccm: 5.7rag 
25ccm: 0.0rag 
25 ccm: 0.0 mg 

80.8 mg 

Versuch IV B: 
S a u l e  a u s  40 g A l u m i n i u m o x y d .  

109.7mg Tributyrin~ gelOst in 50 ccm Petrol~ither. 
nachgewaschen mit Petrol~ther 

25 ccm: O.Omg 
25ccm: 0.0mg 
"25 ccm: 0.0 mg 
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naehgewasehen mit Tetraehlorkohlenstoff 
25ecru: 0.0mg 
25ccm: 0.0rag 
25cem: 0.0rag 

eluiert mit Benzol 
25 ecm: 15.5 mg 
25 ccm: 41.6 mg 
25 ecm: 12.1 mg 
25cem: 3.2rag 
25ccm: 0.0rag 

72.4 mg 
eluiert mit Xther 

25 eem: 13.2 mg 
25 eem: ]2.4 mg 
25eem: 2.1mg 
25 cem: 0.0 nag 
25ccm: 0.0mg 

27.7 mg 

72.4 mg 

27.7 mg 

100.1 mg 

109.7 mg 
100.I mg 

Verseifungszahlen 
565.8 
550.1 
5752 

490.1 
476.3 

Adsorbiert: 
Eluiert: 

nicht etuiert: 9.6 mg 
E r g e b n i s : W/~hrend das Tr ig lyee r id  Tr ibu ty r in  sieh an Sae- 

ehurose nieht  udsorbieren 1/~l~t, wird  es yon Alumin iumoxyd  adsorb ie r t  
nnd l~13t sieh aueh dureh Tetraehlorkohlenstoff  nieht  herauslSsen. Ers t  
mi t  Benzol wird  der  grSgere Teil  des Tr ibu tyr ins  eluiert ,  w~hrend der 
i ibrige Teil  sieh nieht  mit  Benzol eluieren 1N3t, uueh wenn man noeh 
so oft  naehw~iseht. Benutz t  man dann ) i ther  als Elut ionsmit te l ,  so wi rd  
eirt we i t e re r  Tel l  bis auf einen ger ingen Re~t her~usgelSst .  Der  ger inge  
Res t  l~tl3t sieh abe t  mit  keinem Elut ionsmit te l ,  auch n ieht  mi t  Methanol,  
eluieren.  

TRAPVE (b) ha t  in seiner  Arbe i t  festgeste]lt ,  dug der  un te r  diesen 
Bedingungen  nicht  e luierbare  Ante i l  a.us freien Fet ts i iuren besteht.  Er  
ve rmute t  daher ,  dug der  mit  Xther e luierbare  Ante i l  aus Mono- bzw. 
Dig lyee r iden  besteht.  Um dies naehzuweisen best immte ieh die Ver- 
se i fungszah len l  der  mit  Benzol und ~ t h e r  eluier ten Hsouptxnteile und 
des zum Versueh benutz ten  Tr ibutyr ins .  Dabei  zeigte sieh eindeutig,  
dag  das  mit  Benzol  eluierte T r ibu ty r in  keine Yergnderung  erfuhren 
but te ;  die yon mir  in dem ve rwand ten  Tr ibu ty r in  mit  553.8 ermit te l te  
Versei fungszahl  s t immt mit  der  in den Ri ieks t~nden der  Benzoleluate  

' Da in me,inert Versuchen jeweils nur geringe Triglyceridmengen zur 
Verffigung standen, war die Bestimmung der Verseifungsza.hl sehwierig. 
Durch sorgf~ltige Einhaltung bestimmter Bedingungen bei der Ermittelung 
(~(n~ Verseifu~gszahl gelang es, den Fehter unter ___ 5 %  zu driieken und 
dad~reh mittels dieser Methode die L~iage der Fetts~urekett~ in etwa zu 
ermitteln. 
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gefundenen  p rak t i seh  iiberein. Aber  in dem t~tickstand des Kther- 
e iuates  be t rug  die Versei fungszahl  nur  490.1 und 476.3~ wor~us zu 
s(-hliel3en ist, dal~ dieser  Ante i l  aus Dibu tyr in  besteht .  Diesen 27.7 mg 
Rt teks tand  des :4thereluates en tsprechen  10.5 mg Butters~ture, d. h. diese 
Menge Buttersi~ure wfirde bei der  Bi ldung yon  27.7 mg Dibu tyr in  aus  
T r ibu ty r i n  frei werden.  Diese ~ e n g e  s t immt  aueh ungefi~hr mit  dem 
i iberhaupt  n icht  e]uier ten Ante i l  yon 9 .6rag tiberein, so dal~ dureh 
diesen Versueh die tei lweise Spa] tung des Tr ig lyee r ides  bei der  Ad- 
sorp t ion  an Alumin iumoxyd  sehr wahrseheinl ich  gemaeht ,  fas t  be- 
wiesen ist. 

V. V e r s u c h e  m i t  f r e i e m . S t e r i n :  

Versuch V A: 
S ~ u l e  ~us  40g Saccha . ro se . .  
60.5 mg Cholesterin, 
gelSst in 50 ccm Petrol~tther~ 
n~chgewaschen mit PetrolS.ther 

25 ccm: 59.6 mg 
25 ccm: 1.4rag 
25 ccm: 0.0mg 
25ccm: 0.0mg 

61.0 mg 

Versuch V B: 
S~iule a u s  40g A i l u m i n i u m o x y d . .  
68.3 mg Choleste.rin, 
gel6st in 50 ccm Petroli~ther~ 
nachgewaschen mit Petrolfither 

25ecm: 0.0mg 
25 ecru: 0.0rag 
25 ccm: 0.0mg 

n~chgewaschen mit 
Tetrachlorkohlenstoff 

25ccm: 0.0rag 
25cem: 0.0mg 
25 ccm: 0.0rag 

nachgewaschen mit Benzol 
25 ccm: 0.0rag 
25ccm: O.Omg 
25ccm: O.Omg 

eluiert ~nit Xther 
25 ccm: 43.8 mg 
25 ccm: 21.6 mg 
25ccm: 2.3rag 
25ccm: O.Omg 
25ccm: 0.0raft 

67.7 mg 

E r g e b n i s : Cholester in als freies Ster in  wird  ,~us Pet.roli~ther 
an Saccharose  nicht,  wohl  aber  an Alumin iumoxyd  adsorbier t .  Daraus  
ist  es weder  mit  Tet raehlorkohlens tof f  noch mit  Benzol, sondern erst  
mit  Xther eluierbar .  

VI. V e r s u c h e  m i t  f r e i e n  F e t t s ~ u r e n :  

Versuch VI A: 
S ~ i u l e  a u s  j ~  40 g S ~ c c h a r o s e .  

57.6 mg Valeria.ns~ure 51.2 mg Stearins~ure 
gelSst in je 50 ccm Petrol~tther, 
nach~ewaschen mit Petrol~ther 
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25 ecru: 38.4 mg 25 ecru: 18.5 mg 
25 eem: 17.3 mg 25 ecm: 27.7 mg 
25ecru: 2.2rag 25ccm: 4.9rag 
25ccm: 0.0rag 25 ecru: 0.0mg 
25.ccm: 0.0mg 25 ccm: 0.0rag 
25 ccm: 0.0mg 25 ecru: 0.0 nag 

57.9 nag 51.1 mg 

Versuch VI  B: 

S ~ t u l e  a u s  j e  40 g A l u m i n i u m o x y d .  

49.8 mg Valeriansi~ure 64.1 mg StearinsSmre 

gelSst in je 50 eem Petrol~ther: 

We der durch Naehwasehen mit Petrolfither noeh mit Tetraehlorkohlen- 
stoff, Benzol, Xther und Xther/Methanol = 19:1 (jeweils dreimal 25eem) 
lieg sieh die freie Fettsliure in wagbarer Menge eluieren. 

E r g e b n i s : Die freien Fetts~iuren werden yon Aluminiumoxyd 
so stark adsorbiert ,  dal~ sie dureh die oben genannten LSsungsmittel  
nieht eluiert  werden k~innen. Von der Saeeharose hingegen werden die 
freien Fet tsauren aus Petrol~ither n i e h t  adsorbiert.  

Vt[.  V e , r s u c h e  m i t  P h o s p h g t i d :  

Versuch VII  A: 

S ~ t u l e  a u s  40 g S a e e h a r o s e .  

63.4mg Lecithin (Sehering), 
gelSst in 50 ecru Petrol~-ther/Benzol 14: l, 
naehgewasehen mit Per 14:1 

25 ecru: 34.7 mg 
25 eem: 0.4mg 
25 ecru: 0.0 mg 
25eem: 0.0mg 

35.1 mg 

eluiert mit ;(ther 
25 cem: 0.6rag 
25 ccm: 0.0mg 
25 cem: 0.3 fi~g 

0.9 mg 

eluiert mit Methanol 
25 ccm: 256 mg 
25 ccm: 216mg 
25 ccm: 199mg 
25 ecru: 221 mg 

892 mg 

35.1 mg = 55.4 % (enthalten keinen Phosphor) 

76.0 mg Lecithin (Schering), 
gelOst in 50 ccm Petrol/~ther/Benzol 14:1, 
i~achgewa.sehen mit Pe~rolfi.ther/Benzol ]4 :1  

Versuch VII  B: 

S ~ u l e  a u s  40 g A l u m i n i u m o x y d .  
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25 ccm: 8.6mg 
25 ecm: 6 . l ing 
25ecru: 4.0mg 
25ecm: 0.3mg 

19.0 mg 
eluiert mit 2~ther 

25ccm: 0.6rag 
25 ccm: 1.8mg 
25ccm: 1.4mg 
25 ecru: 1.2 mg 
25ccm: 0.0mg 

19.0 mg = 25.0 % (enthalten keinen Phosphor) 

Cholesterinkristalle 

5.0 mg 5.0 mg = 6.6 o/~ (enthalten keinen Phosphor) 

24.0 m g =  31.6 % 

E r g e b n i s : Ft i r  diese Phospha t idversuche  wurde das Leci thin-  
p r~pa ra t  der  F i rm~ Seher ing benutzt ,  ein t t ande l sp roduk t ,  das nieht  
nu t  aus dem Phospha t id  Leci th in  besteht,  sondern noeh aadere  Fet t -  
besgandteile enth~Ig; denn der  Phosphorgeha l t  versehieclener Leei thine 
be t r~gt  naeh Li te ra turangabe 'n  3.8--4.3 %, den Phosphorgeha l t  des yon 
mir  benutz ten  Leei thins  ermi t te l te  ieh aber  nur zu 1.9 % e. In  f)ber- 
e ins t immung dami t  wurden  in deal  unter  Verwendung  yon Saeeharose  
als Adsorp t ionsmi t t e l  durehgef t ihr ten Vers'uch VII A die nieht  adsor-  
b ier ten  35 .1mg = 55.4 % der  ve rwand ten  , ,Leei thin"menge phosphor-  
frei gefunden.  Das Phospha t id  als solehes, n~mlieh die Differenz der  
ve rwand ten  abztigl ieh der  n ieht  adsorb ie r ten  Leei th inmenge,  also 
28 .3mg = 44 .6% war  adsorb ie r t  und wurde vermut l ieh  ers t  mit  
Methanol eluiert .  Denn in der  mit  Methanol  e luier ten grogen  Substanz-  
menge "con 892 rag, die im wesent l iehen aus Saeeharose  bestand,  da  
Saeeharose  in ger inger  Menge in Methanol ItJslieh ist, fanden sigh naeh 
Verasehung 1.189 mg P. Diese auf die 28.3 mg adsorb ier te  Substanz 
bereehnet  ergeben einen Prozen tgeha l t  yon 4.2 %, einen Weft ,  d e r m i t  
den in der  L i t e r a tu r  angegebenen  P -Wer t en  ftir Leci th in  gu t  tiber- 
einst immt.  

In  dem unte r  Verwendung  yon Alu ln in iumoxyd als Adsorp t ions-  
mit te l  durehgef t ihr ten Vers.uch V I l B  waren  i9.0 mg nieht  adsorb ie r te r  
und 5.0 mg mi t  Xther  e luier ter  Substanz,  ~nsgesamt 24.0 mg = 31.6 % 
P-frei.  Die 5 r ag  mi t  Xther e luier ter  Substanz bes tanden aus Chole- 
sterin.  N i e h t  e lu ier t  wurden  52.0 mg = 68.4 %. Unter Zugrundelegung 
des Ergebnisses  yon Versueh VII  A mit  Saeeharose,  demzufolge in dem 
Seher in~-Leei th in  nur 44 .6% P h o s p h a t i d  enthal ten  sind, kSnnten in 
den in Versueh VII  B ve rwand ten  76.0 mg Seher ing-Leei th in  nur 33.9 mg 
Fhospha t id  enthal ten  sein, die sieher noeh nieht  eluier t  waren,  also 

Zur Bestimmunff des Phosphat.idphosphors wurde e in eir, gewog'ener 
Anteil des Phosphatids im Kj.eldahlkolben mit k0nzentrierter  Sehwefels~tire 
und Perhydrol p. a. ver~.seht uncl in der Asehenl6sung P kolorimetriseh 
naeh LOm~ANN und JE~DRASSI~ mit dem Pulfriehstufenphotometer ~ bestimmt. 
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in den 52.0 mg noeh adsorbierter Substanz enthM~en sind. Die Differenz 
52.0 mg - -  33.9 rag, also 18.1mg = 23.8 % bestehen auf Grund der Er- 
fahrungen in den Versuehen mit freien Fetts~turen wahrseheinlieh aus 
freien Fetts~uren. Demnaeh h~tte das von mir verwandte Handels- 
pr~parat Lecithin der Firma Sehering folgende Zusammensetzung: 

44.6 % Phosphatid 
23.8% freie Fetts~uren 

6.6 % Cholesterin 
25.0 % Triglyeeride 

100.0 % 

Diese Feststellung der prozentualen Zusammensetzung des Pr;~tparatea 
war wiehtig, da es noch ffir einen weiteren Modell-Adsorptions-Versuch 
benutzt wurde. 

Aus den bisherigen Modellversuehen ergibt sieh also, daft - -  in 
Best~tigung der Ergebnisse yon TRAP~ - -  die freien Fetts~uren und 
die Phosphatide yon Aluminiumoxyd sehr stark adsorbiert werden und 
sieh mit den yon mir verwandten L6sungsmitteln allein nicht eluieren 
lass en. Ferner zeigte sich in meinen Versuchen, dag die freien Fett- 
s~turen aus petrol~theriseher L~sung yon Saeeh~rose nieht adsorbiert 
werden, wohl aber die Phosphatide, und dal3 letztere nut mit Methanol 
quantitativ yon der Saeeharose eluierbar sind. Da Chlorophylle, Phaeo- 
phytine und sauerstoffhaltige Carotinoide ebenfalls yon Saeeharose 
aus einer LSsung yon Petrol~tther/Benzol 14:1 adsorbiert werden, 
prfifte ieh, welehen Platz das Phosphatid bei der Adsorption auf einer 
solehen S~iule einnimmt. Zu diesem Zweek stellte ieh mir naeh. einer 
im GATTnRMANN-WIELAND angegebenen Vorsehrift aus Spinatbla~tern 
einen Farbstoffextrakt her, der im wesentliehen die Chlorophyl le 
Pbaeophytine und Carotinoide enthNt. Diese Petrolgther und Benzol 
enthaltende FarbstoffI6sung filtrierte ieh dureh eine Saeeharosesgule 
trod fand auf der S~iule, wie bekannt, yon oben naeh unten folgende 
Zonen: Chlorophyll b (gelb-grfin), Chlorophyll a (blau-grfin), Xantho- 
phylI (gelb), Phaeophytin b (gelb bis olivfarben), Phaeophytin a (hell- 
grau). Chlorophyll b wird also am st~rksten adsorbiert lind im obersten 
Tell der S~i~le festgehaI~en, w~hrend die Carotine a, fl und ), und die 
Xanthophyllester nieht adsorbiert werden und ins Filtrat gehen. Dureh 
die so pr~tparierte, zur Entwieklung des Chromatogramms mit Petrol- 
5,ther/Benzol 14 : 1 naehgewasehene S~iule filtrierte ieh eine L6sung yon 
Lecithin in Petrol~tther/Benzol 14 : 1. Beim Durehfiltrieren dieser LSsung 
wurden alhn~hlieh alle Farbstoffzonen auf der S~ule ein Sttiek welter 
naeh unten verdr~ngt, fiber der Chlorophyll bZone zeigte sieh eine 
neue farblose Zone, in der ieh das Phosphatid vermutet.e. Beim Naeh- 
wasehen mit Petrol~ither/Benzol 14:1 ~inderte sieh das Biht auf der 
S~ule nieht. S~imtliehe Zonen, aueh die farblose Zone, wurden abge- 
graben und die adsorbierten Verbindungen einzeln mit Net.hanoi a.us 
der Saeeharose herausgelSst. Naeh Verdampfen des LOsungsmittels 
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wurden die Rtiekst~tnde feucht verascht  und in der Asehe jeweils der 
Phosphorgehal t  naeh LOHMANN und JENDRASSIK kolorimetriseh be- 
stimmt. Dabei stellte sieh her~.us, dal~ nur die aus der obersten farb- 
losen Zone herausgel6ste Substanz P h o s p h o r  enthielt, die aus den Farb- 
stoffzonen herausgel6sten Substanzen phosphorfrei  waren. 

Nt~ch diesen Modellversuehen mit den einzelnen Stoffen bzw. Stoff- 
gruppen bezfig'lich ,ihres Verhaitens bei der Adsorption und Elution 
fiJhrte ieh noeh ~Iodellversuche dureh an einem Gemisch, das aus jeder 
Stoffgruppe eine Verbindung, bei den Farbstoffen mehrere, enthielt. 
Einen dieser Modellversuebe bringe ieh als Beispie], in dem das Ge- 
misch folgendermal]en zusammengesetzt  war:  

Ceten 29.0 mg 
Walrat (Cetylpalmitat) 22.2 mg 
Cholesterylstearat 30.6 mg 
Tributyrin 113.5 mg 
Cholesterin 19.6 nag" 
Cholest(~rin (aus Lecithin) 2.ling 
Stearins~ure 32.7 mg 
freie Fetts~ure (aus Lecithin) 7.5rag 
Lecithin (Phosphatid) 14.0 rag" 
Pflanzenfarbstoffe 8 :15.3 mg 
Triglyeeride (aus Walrat und Lecithin) 9.8 mg 

296.3 mg 
Dieses Gemisch 16ste ich in 100 cem Petrol~tther/Benzol 1 4 : 1  und ill- 
trierte die LSsung durch eine Sfiule aus 300g  S a c e h ~ r o s e .  Das 
Nachwaschen erfolgte mit 100 cem Petrol~ther/Benzo] 14 : J .  dann mit 
100 ccm Petrol~ther. Jeweils 50 ccm Filtrat wurden in 100 ccm Erlen- 
meye~kolben aufgefangen. Diese enthielten nach Verdampfung des 
L6sungsmittels folgende Substanzmengen:  

1. Filtrat 252.?, mg 
2. Filtrat 8.I mg 
3. Filtrat 4.5 mg 
4. Filt.rat 0.5 mg 
5. Filtrat 0.4 mg 

265.8 mg 
Da die le~zten beiden Filtrate prakt.iseh kaum noeh einen ]~fiekstand 
enthielten, wurde das Filtrieren nieht mehr fortgesetzt. Die Bilanz ist 
folgende: 

Ausgangsmenge:  296.3 nag 
[m Filtrat 1 - -5 :  265.8 mg 

adsorbiert:  30.5 mg 
Zu erwarten war, dal~ 14.0 mg Phosphat id 

15.3 mg Pflanzenfarbstoffe 

29 .3mg adsorbiert  wfirden. Die Menge der 
nicht an Saccharose adsorbierbaren a, fl und y Carotine und der Xan- 

3 Wie oben angegeben aus Spinatbt~ttern her~estellt. 



Uber die Ermittelung tier ehemisehen Konstitution yon Algentipoiden. 615 

thophyllester  war mit 0.5 mg (s. Seite 617) so gering, dal~ tie praktiseh 
vernachl~[ssigt werden konnte. 
Auf der S~tule waren folgende Zonen zu beobachten: 

1. Zone, fast farbIos, leieht grtin gef~rbt (oberste Zone) 
2. Zone, gelb-griin 
3. Zone, blau-grt~n 
4. Zone, gelb 
5. Zone, he.llgelb his olivfarben 
6. Zone, hetlgran 
7. Zone, farblos. 

Die oberste Zone wurde abgegraben, mit Nethanol eluiert, dieses 
verdampft  und der Rt~ekstand feueht veraseht. Der Phosphorgehalt  
der Asehe betrug 610 ~. Dem entspreehen 14.5 mg Phosphatid bei 
einem P-Gehalt von 4.2 Prozent. 

Die Elution der adsorbierten Farbstoffe erfolgte mit XtheriAeeton 
1 : 1 .  Der Rt~ekstand tier gesamten Farbstoff-Elu~te betrug 19,1mg. 
Das Gewieht s~tmtlieher eluierten Substanzmengen betr~gt demnaeh: 
Filtratrtiekst~nde 1--5  265.8 mg 
Farbstoffe 19.1 mg 
Phosphatid (bereehnet aus der 

P-Analyse) 14.5 mg 

299.4 mg (Ausgangsmenge 296.3 rag). 

Der Gesamtrfickstand der Filtrate 1--5 yore Gewieht 265.8mg 
wurde ansehlief~end in 50 eem Petrol~ther gel~st und die LSsung dureh 
eine SSule aus 100 g A l u m i n i u m o x y d  tiltriert. Die Elution der ad- 
sorbierten Verbindungen erfolgte wie bei den vorigen Versuehen mit 
Tetraeblorkohlenstoff,  Benzol und Xther. 

S g u l e  a u s  100 g A l u m i n i u m o x y d .  

265.8mg Substanz (Filtrate 1--5), 
gelOs~t in 50 eem Petrol~ther 

naehgewasehen mit Petrol~ither 
1. 25 eem: 16.6 mg (fliissig) 
2. 25 eem: 11.7mg (fliissig) 
3. 25 ecru: 5.1 mg (halbfest) 
4. 25 ccm: 16.6mg (fest) 
5. 25 ecru: 1.5rag (fest) 
6. 25ecm: 0.6rag 

52.1 mg 

eluiert mit Tetraehlorkohlenstoff 
7. 25eem: 19.3mg (fast) 
8. 25eem: 9.7rag (lest) 
9. 25eem: 0.Stag 

10. 25eem: 0.5rag 

30.3 mg 

52.1 mg 

30.3 mg 

Verseifungszahlen 
0.0 
0.9 

110.7 

Verseifu•g'szahlen 
84.4 
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eluiert mit Benzol 

11. 25 ccm: 35.4 mg (fliissig) 
12. 25 ccm: 29.3 mg (fltis.sig) 
13. 25 ccm: 13.1mg (fliissig) 
14. 25 ccm: 4.2 mg (fliissig) 
15. 25 cem: 3.9 mg (fliissig) 
16. 25 ccm: 4.5,rig (flt~ssig) 
17. 25ecm: 2.8 nag 
18. 25cem: 1.6rag 
19. 25ccm: 1.5mg 
20. 25ccm: 1.0rag 
21. 25ccm: 0.8rag 

98.1 rag 
eluiert mit ~[ther 
22. 25 ccm: 18.1mg (lest) 
23. 25 ccm: 2.1mg (fest) 
24. 25ccm: 0.0mg 
25. 25 ccm: 17.6 mg (hMbfest) 
26. 25 ccm: 0.0rag 
27. 25 cem: 0.0rag 

37.8 mg 

B i l a n z :  

Substanz 265.8 mg 
Stear ins~ure - -  32.7 mg 
freie Fe t t s~uren  - -  7.5 mg 

98.1 mg 

37.8 rng 

218.3 mg 

Verseifungszahlen 

545.4 
553.9 
544.9 

Verseifungszahlen 
1.9 

479.1 

Elua t  (zu e rwar t ende r  Wer t )  225.6 mg 
Elua t  (gefundener  Wer t )  218.3 mg 

Ver lus t  7.3 mg (abgespal tene Butters~ture[) 
17.6 mg Dibu ty r in  = 6.7 mg Buttersgure.  

Wie  das Ergebnis  zeigt,  ist  das Gesa.mtgewieht der  Eluatri iekst~tnde 
n dt 218.3 mg kle iner  a ls das Gesamtgewicht  der  ve rwand ten  F i l t ra t -  
r t iekst~nde 1- -5 .  Dieser  Ver lus t  ist, wie sp~t, er noeh erUrtert  wird,  
dnreh die Nich t -Elu ie rbarke i t  der  freien Fet t s~uren  bedingt .  Ceten als 
Ver t re te r  der  Kohlenwassers tof fe  und W a l r a t  a]s Ver t re te r  der  Waehse  
finden sieh erwar tungsgem~S in der  Pe t ro l~ ther f rak t ion  wieder,  u. zwar,  
wie sieh aus den Versei fungszahlen ergibt ,  das Ceten in den beiden 
ers ten Vorlagen,  das W a l r a t  haupts~ehl ieh in der  v ier ten  Vorlage.  Der 
S te r ines te r  (30 .6rag  ( .)holesterylstearat)  ist  im Tetraehlorkohlens toff -  
Elua t  enthMten, seine Yerse i fungszahl  s t immte mi t  tier yon mir  im Aus- 
g 'angsmater ia l  e rmi t te l ten  ~iberein. In  der  Benzolfrakt ion,  die die ge- 
samten Tr ig lyee r ide  (123.3 rag) enthal ten  sollte, s ind Verluste einge- 
t re ten ,  und zwar  du tch  die oben (Seite 609) e r0r te r te  Umwandlung  yon  
Tr ig lyee r iden  in Dig lyeer ide  auf der  Aluminiumoxyds~ule .  Die Digly-  
eeride sind, wie aus dem Model lversueh IV B ersieht l ieh war,  n ieht  mehr  
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mit  Benzol, sondern erst  mit  ~ the r  eluierbar.  Diese Umwandlung des 
Tr ig lyee r ids  in ein Dig lycer id  zeigen ~uch die Verseifungszahlen ~n, 
die im Benzoleluat  dem Tr ibutyr in ,  in der  v ier ten  Vorlage  des Xther- 
eluates dem Dibutyr in  en tsprechen .  In  den beiden ersten Vor lagen des 
:4thereluates finden sich die freien Ster ine wieder,  die Verseifungszahl  
ist  p rak t i seh  Null. A n  freien Fet t s~uren  waren  in dem Ausgangsfe t t -  
gemiseh 32.7 mg Stearins~ure und 7.5 mg freie Fet tsSuren a us Leci thin  
vorh~nden.  Bei der  Umwumdlung der im Benzolelua.t night wieder  ge- 
fundenen 252 mg Tr ig lyeer ide  (eingesetzt  2ols Tr ibutyr in)  in Dibutyr in  
warden  19.4 mg Dibu tyr in  und 7.3 mg Butters~ture entstehen. Werden  
diese in die Bilanz eingesel;zt, so is t  sic pra.ktiseh ausgegliehen.  

Auffa.llend war, da.l~ beim Eluieren mit Benzol und s die Eluate 
gelb gef~t.rbt waren. Neben den Triglyeeriden, Diglyeeriden und freien 
Sterinen werden n~tmlieh ~ueh die drei Carotine a, fl und ~, un,d. die Xantho- 
pbyll-Este.r eluiert. Um festzustellen, ob diese in so grofter Menge vor- 
handen sind, daft sic die Bestimmung der Kennzahlen, &er Verseifungs- 
zahien und der in den sp~teren Versuehen (siehe Seite 622) bestimmten Jod-  
und Rhodanzahlen merklieh st6ren kSnnen, habe ieh ihre Menge in den 
Filtrate~ 1--5 d.er Saeeharose~-S~iule bestimmt. Diese Bestimmung wurde 
naeh KuHx und B~OCK~AXX' kol.orimetriseh mit der petrol~therisehen LSsung 
vor der Adsorption an Atuminimnoxyd durehgeftihrt. Als kolorimetriseher 
Standard diente eine L~sung yon 14.5mg reinstem Azobenzol in 100eem 
96% igem Xthanol. Diese L6sung ist farbgleieh einer L6sung yon 0.00235 mg 
c,.- oder fl-C~rotin. ]~tir d,ie Xanthophyll-Ester liegt der Wert  ungef~,hr d:op- 
pelt so hoeh. Da ieh ftir racine Z.wecke nur uug.ef~thr den Gehatt art diesen 
Carotinoiden bestimmen wollte und eine Trennung der Fa.rbstoffe, nieht vor- 
nahm, so setzte ieh die LSsung yon ]4.5mg AzobenzoI in ]00 ecru Alkohol 
gleieh dem mittleren Wert  yon 0.0035 mg der genannten Carotinoide. Die 
Bestimmung wurde, mit dem Autenrieth-Kolorimeter durehgeftihrt; ieh land 
einen Wert  yon 0.5 rag. Diese Menge stSrt die Bestimmung der Kennza.hlen 
praktiseh nieht. 

Teil II. Untersuchung der Algenlipoide. 

Die Algen wurden nieht  yon mir  selbst, sondern in den Bota~isehen 
Ans ta l t en  nach den dor t  ausgearbe i te ten  Methoden (HAs.DSP. und 
v. Wn'scH) kul t iv ier t .  

Chlorella und Scenedesmus wurden in zylindris.ehen, senkreeht stehenden 
GIasrohren yon 60ram Durehmesser und 1400ram H6he in einem normal 
temp'erierten GewStehshaus bei T~geslieht (etwa 5000--10000 Lux) geziieht.et. 
Die Rohre enthielten als N~thrlSsung in 1000 eem Leitungswasser 5.5 ecru 
10% ige KaliumnitratlSsung, 0.4 eem J_0% ige KaliumphosphatlSsung (prim~tr), 
1 eem 10% ige NagnesiumsulfatI6sung, 1 eem Eisenlaktatl6sung (entha.ltend 
5.8 mg Eisenlakta~) und. 10--20 ecru Erdabkoehung. Dureh die Rohre wurde 
yon unten Luft e,ingeblasen, um die Zellen mit Kohlendioxyd und Sauerstoff 
zu versorgen. Dab.el wurden gleiehzeitig die Zellen aufgewirbelt und gle~eh- 
inS.gig iiber das ganze Rohr verteilt. NitzscMa palea wurde ebenfalls in 
durehliifteten Glasrohren, aber in kleine.ren (30mm Durehm.esser, 250 mm 
I{6he) und augerdem in der Dunkelkammer bei elektriseher Betiehtung 
(3000 Lux, gew6hnliehe Gliihbirne) kultiviert. Die Zusammensetzung tier 
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N~hrl6sung war etwas anders, n~tmlieh in 1000 eem Leitungswasser 0.5 eem 
einer 10% igen NatriumnitratlSsung, 0.5 ecru einer 25% igen Natriumphosphat- 
/6sung (sekund~ir), 0.5 g Natriumsilikat und 100 ccm Erddekokt: 

Bei der Ernte der Algen w.urde kein Welsa darauf gelegt, dag die Kul- 
turen maximale Fettar/reicherung hatten. Jedoch wurden nienlals ganz 
junge, noch in intensiver V.ermehrung begriffene Kulturen verwendet, da 
diese sehr wenig Fett enthalten, sondern nur Ntere, bei denen bereits eine 
deutliche Fettspeicherung eingesetzt hatte. Die Ernte der Algen land stets 
am Vormittag statt. Der Inhalt der Rohre wurde dazu in grol~e flache 
SehMen entleert und die his zum n~tchsten Morgen sedimentierten Zellen 
naeh Abgielgen tier iiberstehenden klaren N~,hrl6sung in Zentrifugengl~se,r 
tiberftihrt. Die durch scharfes Zentrifugieren vonder  restliehen N~t.hrl6sung 
abgetrennten Algenzellen kamen in eine d,iekwandige, mit Gummistopfen 
versehlossene Steilbrustflasche yon 300ecru Inhalt. Die Flasche wurde in 
ein kaltes Wasserbad eingetaucht, das Wasser im Bad langsam zum Koca~en 
gebraeht und die Flasehe gleichzeitig mit der Wa~serstrahlpumpe e,vakuiert. 
Wiihrend d ieser Tl"ocknung wurde Kohlei~dioxyd, das in einer Waschflaseh~ 
mit Wasser gewa.sehen und in einem Trockenturm mit Calei,umchlorid ge- 
troeknet war, zur Vevdr~ngung de.s Luftsauerstoffes dureh eine. Kapillare in 
die Flasehe eingeleitet. In ftinf Stunden s ind naeh diesem Verfahren die 
Zellen troeken. 

Die getroekneter~ Zellen wurde~ mit grobem Quarzsand (Preparer 
3{erek) m6gliehst fein zerrieben und 'ira Soxleth-Apparat mit ifther 
extrahiert. Aueh w~hrend dieser Extraktion wnrde dureh ein seitlieh 
in den Kolben eingesehmolzenes Rohr Kohlendioxyd (gewasehen und 
getroeknet wie oben) eingeleitet und somit der Luftsauerstoff aus dem 
Soxleth-Apparat verdr~tngt. Naeh 24 Stunden ist die Extraktion prak- 
tiseh beendet. Der Mher wurde abgedampft und der Rttekstand ge- 
wogen. Er war bei allen drei Algen dunkelgrfin gef~trbt und yon 5l- 
artiger Konsistenz. Er wurde in Benzol gelSst und mit Petrol~ither 
verdtinnt, so daI~ das Verh~ltnis Benzol/Petrol~ther 1 : 14 betr~tgt. Man 
verwendet am besten ftir 100rag Substauz je 20 eem L6sungsmittel- 
gemiseh. Die L6sung wurde wie in den Modellversuehen mit. nieht zu 
groger Gesehwindigkeit dureh die Saeeharoses~tule gesaugt und die 
Filtrate in 100 ecru Erlenmeyerkolben aufgefangen. Der Gesamtriiek- 
stand dieser Filtrate Wurde ansehlieftend in Petrolfither gelSst, diese 
L6sung dureh eine Aluminiumoxyds~ule filtriert und die Filtrate und 
Eluate in 50 eem Erlenmeyerkolben aufgefangen. 

Von den drei versehiedenen Algenextrakten wurden je drei Ad- 
sorptionsversuehe durehgeftihrt. Die an Chlorella gewonnenen Analysen- 
ergebnisse sind in Tab. I zusammengestellt. 

Bei der Filtration der Petrol~,ther/Benzol-L6sung dureh die S a c -  
e h a r o s e s ~ t u l e  wurden 80.1% , 81.8% und 83.5% der Lipoidfraktion 
nieht adsorbiert. Adsorbiert waren Phosphatide und Farbstoffe. 

Die Menge der P h o s p h a t i d e  wurde dureh die Bestimmung des 
P-Geh~ltes im Eluat des obersten Teiles der Saeeharosesaule ent- 
spreehend den auf S. 613 gesehilderten Erfahrungen ermittelt. Sie war 
gering, betrug 1% und weniger der gesamten Lipoidmenge. Dies ist 
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nicht verwunderlieh; denn aus der Literatur ist bekannt (VAGrLrR, 
RrWALD, DI~MAIR), daf3 die vollst~ndige Abtrenmmg der Phosphatide 
aus pflanzliehem Material sehr sehwierig ist. Sieher ist bei meiner :4ther- 
extraktion nur ein geringer Bruehteil der gesamten Phosphatide aus den 
getroekneten Algen extrahiert worden. Da ieh aber nur die ittherl0s- 
lichen Lipoide der Algen analysieren wollte, habe ieh die ~therunl0s- 
lichen Phosphatidanteile nicht weiter bertieksichtigt. 

Die F a r b s t o f f e wurden ~,us den Farbstoffzonen der Saceharose- 
s~ule gemeinsam mit ~therJAceton 1 : 1 (siehe Seite 615) eluiert, ihre 
Mengen betrugen 11.5--15.5% der Gesamtlipoide. Sie wurden keiner 
eingehenden Analyse unterzogen, da mir kein geeignetes Spektroskop 
zur Verffigung stand. In einem besonderen Versueh habe ich die Farb- 
stoffzonen getrennt eluiert, die Chlorophylle a und b und die Phaeo- 
phytine a und b liel~en sieh spektroskopiseh naehweisen. Die Wellen- 
langen-Einteilung des Spektroskopes reiehte jedoch nieht aus, um die 
Carotinoidfarbstoffe zu unterseheiden. 

Bei der Filtration durch die A l u m i n i u m o x y d s ~ u l e  zeigte sieh, 
dag der Anteil der K o h l e n w a s s e r s t o f f e  und W a c h s e ,  d.h. der 
aus Petrol~ther an Almniniumoxyd nieht adsorbierte Anteil der Lipoide, 
bei Chlorella sehr gering ist. Er betrug in den einzelnen Kolben meist 
weniger als 1 rag, insgesamt nur 0.5% der Gesamtlipoidfraktion, und 
ist so gering, da~ man diesen Betrag vielleicht als W~,tgefehler an- 
sehen muff. 

Die Menge d e r m i t  Tetrachlorkohlenstoff aus der Aluminiumoxyd- 
S~ule eluierbaren Substanzen, zu denen aueh die S t e r i n e s t e r  geh6ren, 
betrug bei den Chlorellalipoiden im Durchschnitt 2.4%. Sieher haMelt 
es sich aber hierbei nieht ausschlie[tlich mn Sterinester; denn bei der 
Verseifung dieses Rfickstandes mit Natrium~thylat und nachfolgender 
F~llung mit Digitonin erhielt ieh nur ungef~hr 3mg Digitonid. Be- 
reehnet man daraus die Menge des Sterins bzw. des Sterinesters, so 
erh~lt man ungef~ihr 0.8 mg bzw. 1.2 rag. Die Sterinester der Chlorella- 
lipoide sind demnach yon Substanzen begleitet, die die gleiche Adsorp- 
tionsMfinit~t wie die Sterinester besitzen. 

Die im Xthereluat befindliehen f r e i e n S t e r i n e lieften sieh in 
den Rfickst~nden gut erkennen, da sie sieh dureh einen hohen Sehmelz- 
punkt und gute Kristallisationsf~higkeit auszeiehneten. Leider war ihre 
exakte Abtrennung yon den Diglyceriden mit gilfe der Adsorptions- 

s~ule und Xtherelution nieht mSglich. Vermutlich l~l~t sieh die Tren- 
hung besser durehfiihren, wenn die Adsorptionss~ulen l~nger sind. Um 
die wirkliehe Menge an Sterinen zu erfassen, wurde in den Raekst~,nden 
die gravimetrische Digitoninf~llung durehgeffihrt. Die Menge der freien 
Sterine betrug 0.2--0.4%. 

Die Bestimmung der S ~ e r i n e s t e r  und f r e i e n  S t e r i n e  wur4e 
folgendermafien durchgefiihrt: 

1. Die S t e r in e s t e r wurden naeh M~)HLB0CK nnd KA~rMAN~ mit 
Natrium~i~hylat verseift: zu je 10 mg Ester kamen 10 ecru Alkohol und etwo, 
300 mg met~llisehes Natrium. Dieses Gemiseh wurde vier Stunden auf einem 
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69.2 HANS KATHEN: 

kochenden Wassexbad am Rfickflu~ktihler erhitzt, d~nach mit Wasse.r ver- 
dfinnt (~uf je 10ccm Alkohol 15ccm W~sser) und viermai mit je 20ccm 
Petrol~ther das freie Sterin ~usgeschfittelt. Die petrol~therische L(isung 
wurde jedesmal durch dasselbe Faltenfilter filtriert ttnd nach Abdampfen 
des Petrol~thers das freie Sterin gewogen. Durch Verseifen yon Chole~teryl- 
stearat iiberzeugte ich mich yon der quantitativen Spa ltung des Esters. 

2. Die f r e i e n  S t o l - i n e  wurdel: ais Digitonide gravimetrisch be- 
stimmt. Dabei wurde das Sterin in 1 ccm 96% igemAlkohol  gelSst (eventuell 
unter gelindem Erwlirmen) und re_it einer 1% igen L(isung von Digitonin in 
90% igen Alkohol vexsetzt. Zu je 1 mg Sterin kamen 0.5 ccm DigitoninlSsun,g. 
(ErhOht man die Menge der DigitoninlSsung, so steigt die Menge dens 
Digitonids fiber den theoretischen We~t an.) Aus dem Gewicht des Digito- 
r.ids b~rechneto ich den Betrag des Sterins dutch Multipl~kation mit dem 
Faktor  0.25. (De.r th~oretische~ Faktor  ftir Cholesterin w~re. 0.2431~ ffir 
Stigma.sterin 0.2555. Da a.ber die genaue chemische Zusammensetzung der 
Sterino der untersuchten Algen nicht bekannt war, multiplizierte ich mit 
dem Faktor  0.25.) 

Die im Benzoleluat  befindlichen T r i g l y c e r i d e  wurden,  da  sie in 
grS~erer  Menge zur Verf t igung s tanden,  e iner  gen~ueren Ana lyse  unter-  
zogen. Ich bes t immte neben den Versei fungszahlen auch die Jod-  und 
Rhodanzahlen.  Da aber  zur gle ichzei t igen Best immung dieser  drei  
Kennzahlen  die Ri ickst~nde jedes  einzelnen Elua.tes n icht  ausreichten,  
wurde  in den Benzole luaten des ers ten  Adsorp t ionsversuches  die 
Rhodanzahl  (RhZ.), in denen des zweiten die Jodzah!  (JZ.) und in 
denen des dr i t t en  die Verse ifungszahl  (VZ.) ermit tel t .  

Die Bestimmung der Jodzahl erfolgte nach der Vorschrift von H. P. KAUr- 
~ANN (1935, S. 23) an l0 bis 100 mg Fett  in den als Vorlage benutzten 50 ccm 
Erlenmeyerkolben, die Bestimmung der Rho4aazahl ebenfalls nach H. P..KAUF- 
~A~N (1935: S. 73). 

Die  Versei fungszahlen waren  bei den Chlore l la t r ig lycer iden  un te r  
Ber i icks ich t igung  der  Fehlerbre i te  der  Methode in den untersuchten  
sechs aufe inander fo lgenden  Eluaten  gleich, wfihrend die J o d  bzw. 
Rhodanzahlen  bei fo r t schre i tender  Elut ion anst~egen. Die Rhodau-  
zahlen waren  immer n iedr ige r  als die Jodzahlen .  Diese Ta t sachen  unter-  
s t i i tzea die Theorie,  dal~ Verb indungen  um so s ta rker  adsorb ie r t  bzw. 
um so schwerer  eluier t  werden,  je unges~t t ig te r  sie sind. Die ge- 
fundenen Jod-  and  Rhodanzahlen  bewiesen,  dal~ nieht  nur  einfach un- 
ges~tttigte, sondern  auch mehrfach ungesa t t ig te  Fetts~iuren in den Tri-  
g lyce r iden  en tha l ten  sind. Da die Versei fungszahlen nicht  ans t iegen  
und ungef~hr  den W e r t  fiir Tr i s tea r in  besal~en, dar f  man annehmen, 
dais es sich um Tr ig lyce r ide  handel t ,  deren Fe t t s~uren  die durch- 
schnit t l iche C-Atomz~hl 18 besitzen. In  anderen  hier nicht  beschr iebenen 
Versuchen an Chlore l la l ipoiden  ergab die Best immung der Verseifungs-  
zahl der  mit  ~ the r  e luier ten Dig lycer ide  ungefi~hr den Wer~ fiir Di- 
s tear in;  die beiden Fetts~turen der Dig lycer ide  besal~en also im Mittel 
c.benfalls 18 C-Atome. Die Rhodan-  und Jodzah len  der  Chlorel]a- 
t r ig lyce r ide  s t iegen yon 63.8 bzw. 93.1 im R--Sckst~nd des ers ten Elnates  
auf 93.5 bzw. 167.9 im Rt icks tand des le tzten Elua tes  an. Aus der  H6he 



~ber die Ermittelung der chemischen Konstitution yon Algenlipoiden. 623 

dieser Rhodam und Jodzahlen war zu schliel~en, dab in den Tri- 
glyeeriden mindestens zwei unges~iZt.igte Fettsi~uren vorkommen miissen, 
yon denen wiederum eine mehrfaeh unges~tttigt sein mug. Ferner lielt 
sieh aus der H6he dieser Zahlen errechnen, dal3 im Rtiekstand des ersten 
Eluates pro 5Iol Triglycerid 2 Mol Rhodan und 3 Mol Jod, im Riick- 
stand des letzten Eluates 3 5{ol Rhodan und 6 Mol Jod pro Mol Tri- 
glyeerid aufgenommen wurden. Abb. 2 bringt dieses graphiseh zum 
Ausdruek. 

Da Triglyeeridmolekfile immer nur ganzzahlige Halo~enmolektile an- 
lagern, ist bei einem Anstieg der Rhodanzahl yon zwei auf drei pro 
Triglyceridmolekiil anzunehmen, dal3 ~ ~ e 
bei Chlorella nur zwei rriglyeeride ~ ~ 
vorkommen. I)er progressive u n d  ~ ~e  z 
nicht sprunghafte Anstieg der ~ ~ s ~ . _ ~  
Rhodanzahl - -  und ebenso auch der ~. ~ ~ .~ 3 ~ Rhodan 
Jodzahl - -  ist darauf zurtickzu- ~ ~z 
ffihren, dab bei der Adsorption und ~ 1 

e bei der Elution keine scharfe Tren- 
hung der Triglyceride erfolgt, so 
dab im giiekstand des ersten Eluates 
wohI alas erste Triglycerid enthatten 
ist, w~thrend die folgenden in zu- 

efste8 lelzte8 
El'Jal Elual 

ffhloreHa 
Abb. 2. Jod- und Rhodanaufnahme beim Tri- 

g lycer id  yon CMoretla. 

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

Da die Hauptmenge der Triglyeeride im Chlorellafett Fetts~turen mit 
der durchschnittliehen C-Atom-Zahl 18 besitzt und die unges~ittigten 
Fetts~uren in natiirliehen Fatten meist yore Typ der 01s~ure, Linol.- 
s~ure und Linolens~ture sind, ist es sehr wahrseheinlich, daft diese aueh 
in den Chlorellalipoiden vorkommen. Leider war es wegen der geringen 
Extraktmengen nicht m6glich, die Fetts~turen n~ther zu analysieren. Die 
Annahme, dab es sich bei den Fetts~turen hauptsachlieh um Ols~ure und 
Linols~iure handelt, wird dureh die tIShe der Jod- bzw. Rhodanzahien 
hSchstwahrseheinlieh gemacht. Im Chlorellalipoid kann man daher zwei 
Triglyeeride folgender Zusammensetzung annehmen: 

( Stearins/~ure / Linols~ure 
Glycerin - -  Ols~ure Glycerin ,~-- Linols/~ure 

\ Linols~ure ~ Linols/~ure 
Jede andere Zusammensetzung wtirde ein anderes Verb~ltnis zwisehen 
den Jod- und Rhodanzahlen ergeben. 

Die Nenge der im ~thereluat neben dam freien Sterin erfal3ten 
D i g 1 y e e r i d e, die bei der Adsorption yon Triglyceriden an Alu- 
miniumoxyd entstanden sind (siehe Versuch IV B Seite 608/60.q), ist als 
Triglyeerid in die Bilanz eingesetzt worden. Die Summe der in s~tmt- 
lichen Eluaten aus der Aluminiumoxyds~ule erfagten Substanzen betrug 
praktiseh 100 % der verwandten Substanzmengen, so dag sich daraus 
ergibt, dab p r ~ f o r m i e r t e  f r e i e  F e t t s ~ u r e n  im Chlorellafett 
nicht in naehweisbarer Menge enthalten sind. 
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Wie sehon im Anfang der Arbeit (Seite 604) gesagt wurde~ lassen 
sieh die ~ t h e r i s e h e n 0 1 e zun~tehst nieht dureh die Adsorptions- 
methode erfassen. Um ihre Nenge festzustellen, wurden in besonderen 
Versuehen die Chlorellalipoide der Wasserdampfdestillation unter- 
worfen. Da die Destillate verh~tltnism~tl~ig wenig ~therisehes 01 ent- 
hielten, extrahierte ieh es aus dem Destillat mit iither. Der Xther 
wurde verdampft, der Rtiekstand im Vakuumexsikkator kurz evakuiert 
und ansehlieftend gewogen. In einem solehen a ls Beispiel bier mitge- 
teilten Versueh erhielt ieh yon 409.1 mg Ausgangsmaterial 6.2rag = 1.5 % 
~therisehes 01. Das 0I besal~ einen mehr oder mind er seharfen, etwas 
senfhlartigen Gerueh und zeiehnete sieh dutch sehr hohe Viskosit~tt 
aus. Weg,en der geringen ~{enge war es nieht mOglieh, eine n~here 
Analyse durehzuffihren. Mit fuehsinse.hwefeliger S~ure liegen sigh keine 
Aldehyde, mit Eisen III-Chlorid keine Phenole und mit Laekmus keine 
Carbons~turen naehweisen. 

Die voranstehenden Tabellen II und II[  zeigen, dab die Nitzschia- 
und Scenedesmus-Lipoide ~thnlieh zusammengesetzt sind wie die 
Chlorella-Lipoide. 

Der Gehalt der an der Saeeharoses~iule adsorbierten P h o s p h a t i  de 
betrug such bei diesen beiden Algen weniger als 1%, der Gehalt an 
F a r b s t o f f e n war bei Nitzschia etwa gleieh grolt, bei Scenedesmus 
etwa dreimal so grog wie bei Chlorella. Yon grfinen Farbstoffen ent- 
Melt Scenedesmus Chlorophyll a und b und die Phaeophytine a und b, 
w~hrend bei Nitzschia nur Chlorophyll a und Phaeophytin a naehweis- 
bar waren. Bei der Diatomee wurde auf d er Saeeharoses~ule neben 
dem Xanthophyll noch ein gelber, wahrseheinlieh sauerstoffhaltiger 
Farbstoff erkennbar, der yon der Saeeharose st~irker als Xanthophyll 
und,sehw~eher als Chlorophyll a adsorbiert wurde. Da dieser unbe- 
kannte Farbstoff im Entmisehungsversueh in 90%iges Meti~anoi, aber 
nieht in 70%iges Methanol fiberging, ist er nieht mit Fueoxanthin 
identiseh. 

Die Fraktion der K o h l e n w a s s e r s t o f f e  und W a e h s e  ist bei 
Nitzschia kaum grOl~er als bei Chlorella~ dagegen bei Scenedesmus 
mit 3.9% deutlieh erh6ht und such fast aussehlieglieh im Filtrat 1 
enthalten. Bei der im 3. Scenedesmus-Adsorptionsversueh zur Ver- 
ftigung stehenden gr6geren Menge yon 11.1 mg wurde die Verseifungs- 
zahl bestimmt und mit 89.7 ermittelt. Dies beweist, da6 die Substanz 
kein Kohlenwasserstoff ist. Der Gr01~enordnung naeh kOnnte es ein 
Sterinester sein, aber naeh dem Verhalten im Adsorptionsversueh muff 
es ein Waehs sein. Zur Best~tigung seiner Waehsnatur wurden die im 
2. Scenedesmus-Adsorptionsversueh gewonnenen 6.0mg Substanz mit 
Natrium~tthylat verseift und naeh Verdiinnen mit Wasser die ;r 
16sung mit Petrol~ther extrahiert. Der naeh Verdampfen des Petrol- 
~tthers erhaltene Riiekstand war fest. D a e r  in wenig Alkohol gei6st 
auf Zusatz alkoholiseher Digitoninl6sung keinen Niedersehlag gab, 
kann es sieh nieht um einen Sterinester handeln, sondern um ein 
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Waehs. Wegen der geringen Menge des zur Verftigung stehenden 
Waehses ist die Verseifungszahl sieherlieh mit einem verh~ltnism~gig 
grogen Fehler belastet, so dab sieh vorerst t~ber die Komponenten 
des Waehses keine Aussagen maehen lassen. 

S t e r i n e s t e r  waren bei Scenedesmu~ kaum vorhanden; bei 
Nitzschia betrug ihre Menge im Mittel der drei Adsorptionsversuehe 
1.6%. Es ist abet a ueh hier wie bei ChloreUa (siehe Seite 619) fraglieh 
ob es sieh aussehlieglieh um Sterinester h~ndelt. 

Die Menge der f r e i e n  S t e r i n e  war bei Nitzschia mit 1.5 % 
im Nittel hSher als bei Chlorella (0.3%) und bei Scenedcsm~s mit 
3.6% am hOehsten. 

In der T r i g l y e e r i d f r a k t i o n  zeigten wie bei Chloreila die 
Rttekst~tnde aller aufeinanderfolgenden EIuate sowohl bei Nitzschia 
wie bei Scenedesmus die gleiehen Yerseifungszahlen, aueh stimmte 
die Gr6fte der Verseifungszahlen mit den bei Chlorella ermittelten 
ttberein, so dal3 aueh die Triglyeeride yon Nitzschia und Sces~edesmtts 
Fetts~uren mit der durehsehnittUehen C-Atomzahl 18 enthalten darften. 
Aueh waren die Rhodanzahlen bei Nitzschia und Scenedesmus stets 

,~ ~7 

.~s 

[ 

J'-od 

.~hoden 
.rod 

Pho~an 

eP2hs lefz/es ers/es /e/z/es 
[1~o2 glue~ El~r/ EIuLr/ 

Eitzschia ~cen e desrn us 

Abb. 3. Jod- und  Rhodanaufaahme  bei  den Triglyceriden von igitzschia 
und Scenedesmus. 

niedriger als die Jodzahlen. Aber die Rhodanzahlen b[ieben bei diesen 
beiden Algenlipoiden im Gegensatz zum Verhalten der Chlorella- 
triglyeeride in Mlen aufeinanderfolgenden Eluatr~tekst~nden gleieh, bei 
Scenedesmus blieben aueh die Jodzahlen in den aufeinanderfolgenden 
Eluatrtiekst~nden unver~tndert, und nur bei Nitzschia stiegen die Jod- 
zahlen wie bei Chlorella kontinuierlieh an. Aueh hier lieft sieh aus 
tier HShe der Jod- unci Rhodanzahlen die auf ein Triglyeeridmolekiil 
entfMtende Jod- und Rhodanmenge erreehnen. Sie betrug bei Nitzschia 
im ersten eluierten Triglyeerid pro Mol 3 ~ol Jod und 2 Mol Rhodan, 
im letzten eluierten Triglyeerid 4Mol Jod und 2 Mol Rhodan. Von 
den Scenedesmus-Triglyeeriden wurden pro Mol stets nur 5 Mol Jod 
und 3 Mol Rhodan aufgenommen. Graphiseh ist dieses Verhalten in 
Abb. 3 wiedergegeben. 

Unter Zugrundelegung der au{ Seite 623 gemaehten Ausffihrungen 
und der ermi~telten Kennzahlen ist anzunehmen, dab in den Lipoiden 
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yon Nitzschia zwei Tr ig lycer ide ,  und zwar yon folgender  Zusammen- 
setzung 

~ Stearinsi~ure / Stearins~iure 
Glycerin 01s~iure Glycerin ~-- Linols~ure 

Linols~iure \ Linols~ure 
vorkommen,  in den L ipo iden  yon Scenedesmus nur  eines yon der  Zu- 
sammensetzung 

/ Stearinsliure 
Glycerin Q-- Linols~iure 

\ Linolens~ture 
D i g 1 y e e r i d e waren  auch bei Nitzschia und Scenedesmus wie 

bei Chlorella im Xthere lua t  enthal ten.  Anha l t spunkte  fdr die An- 
wesenhei t  p r i i f o r m i e r t e r  f r e i e r  F e t t s ~ u r e n  e rgaben  sich auch 
bier nicht.  

An ~i t h e r i s c h e n 01 e n wurden  bei Nitzschia aus 93.4 mg Sub- 
stanz durch Wasse rdampfdes t i l l a t ion  8.9rag = 9 .5% abg'etrennt,  bei 
Scenedesmus aus 221.8 mg Substanz  4.5 m g =  2.0 ~ Beide 018 waren  
sehr v iskos  und rochen senf01artig. Die gleichcn Reakt ionen,  die bei 
dcm ~itherischen 01 aus Chlorella nega t iv  ver laufen waren  (siehe 
Seite 628), waren  auch bier  nega t iv .  

Zur besseren Obersicht  sind die Ana lysenergebnisse  der  an den 
M g e n l i p o i d e n  durchgef i ihr ten  Versuche in Tabel le  IV anschaul ich dar-  
g'estellt:  

Tabelle IV. Prozentuale Zusammen'setzung der Lilooide. 

Chlog'ella _hTitzsehict  Scenedesmus 
Gesamtlipoide in % der Trockensubstanz  27.6 18.0 10.7 

darin Farbst0ffe 
Phosphatide 
Kohlenwasserstoffe 
und Wachse 
Sterinester? 
Freie Sterine 
Triglyceride 
Freie Fettsl iuren 

14.3 O/o 
0.9 O/o 

0.5 O/o 

2.4 O/o 
0.3 ~ 

78.5 O/o 

96.9 % 

16.0O/o 
0.5 O/o 

1.4 % 

1.6 % 
1.5 O/o 

80.5 O/o 

10:1.5 o/o 

38.9 O/o 
0.7 O/o 

3.90/0 

0.3 ~ 
3.6 o/o 

50.6 ~ 

98.0 o/o 

Wie  man aus dieser  Dars te l lung  besonders  deut l ich sieht, is t  die 
Zusammensetzung der  ~itherl0slichen L ipo id f rak t ion  bei Chlorella und 
Nitzschia sehr ~ihnlich~ bei Scenedesmus ist die T r ig lyce r id f r ak t ion  
prozentua l  ge r inger  und daft ir  die Farbs to f f -Frak t ion  - -  und auch 
die i ibr igen F rak t ionen  - -  prozentua l  erhSht. Der Gebal t  tier ~ither- 
16slichen L ipo id f rak t ion  an ~,therischem O1 war  bei Nitzschia mit  9.5 % 
erheblich hOher als bei den Griinalgen,  was v ie l le icht  ftir die Verwer t -  
ba rke i t  dieser  Algenfe t te  ffir die menschliche Ern~ihrung yon Be 
dcutung sein k6nnte.  
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Vergleieht man die Zusammensetzung der yon mir untersuehten 
Lipoidfraktionen autotropher Mikroorganismen mit der yon Lipoiden 
heterotropher Mikroorganismen und hSherer Pflanzen, z.B. Samen- 
fettert, so finder man keine g'rundsgtzlichen Untersehiede. In den 
Fetten niederer wie h(iherer Pflanzen kommen Triglyeeride vor mit 
einem sehr hohen Prozentsatz unges~tttigter, vor allem auch mehr- 
fach ungeslittigter Fettsliuren. Zum Vergleieh seien in Tabelle V 
einige Kennzahlen und die prozentuale Beteiligung einiger Lipoid- 
bestandteile bei dem ChlorellaOl, dem 01 der Nektarhefe und dem 
Mohn~il nebeneinandergestellt: 

Tabelle V. Zusammensetzung einiger Lipoide. 

Verseifungszahl 
Jodzahl 
Rhodanzahl 
Phosphatide 
Freie Sterine 
Sterinester 
Unverseifbares 

(~1 der Nektarhefe MohnS1 
Chlorellai/1 

RIPPEL-BALDES, 1947) (B0tlMER) 

Mittel 190 
93--168 
64-- 94 

weniger als 1"/o 
0.3 ~ 
0.3 ~ 

wenig, als 0.8O/o *) 

*) ohne Farbstoffe. 

197 
70 

0.21~ ~ 

189--194 
131--143 
76-- 79 
Spur 
0.2 o/o 

0.02 O/o 
0.4--0.6 ~ 

Bei dem 01 der heterotrophen Nektarhefe sind erst wenige Daten 
bekannt, so da~ ein befriedigender Vergleich dieses 01es mit den beiden 
anderen Olen noeh nicht m0glich ist. Insgesamt aber zeigt s ich, da~ 
die autotrophen und wahrscheinlich ~uch die heterotrophen Mikro- 
olganismen die gleiehen bzw. iihnlieh zusammengesetzte Lipoide zu 
bilden vermOgen wie hShere Pflanzen, d~f~ meist nur in quantitativer 
Hinsieht individuelle Untersehiede bestehen. Nur eine Ausnahme ist 
mir naeh Absehlu~ dieser Arbeit dank einer persOnliehen Mitteilung 
yon Herrn Dr. G.E. FocG veto Department of Botany veto University 
College London bekannt geworden: H.T. CLARKE und A. ~IAZUR be- 
richten im Journal of Biological Chemistry 141, 283--289 (1941)7 da~ 
sie in friseh gesammelten marinen Diatomeen einen hohen Gehalt an 
freien Fettsi~uren (80 %) neben 17 % Estern fanden. Ob dieser un- 
gew0hnlich hohe Oehalt an freien Fetts~turen sich auch in anderen 
marinen Mikroorganismen findet oder ob die Art der Aufarbeitung eine 
o,udere w~r, vermag ich im Augenblick nieht .zu kl~iren. 

Eine weitere Analyse bzw. genauere Identifizierung der einzelnen 
13estandteile der Lipoide autotropher Mikroorganismen ist sieherlieh 
mSgli~h, sobald gr6$ere Mengen von Ausgangsmateria.1 zur Verfiigung 
stehen. Dabei wiirde sieh aueh der prozentuale Fehler bei der Wi~gung 
der  einzelnen Riickst~inde verkleinern. Immerhin zeigen bereits die in 
dieser Arbeit mitgetei!ten Versuche, da~ mittels tier Adsorptionsmothode 
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die Ana lyse  eines Lipoidgemisehes  auch an wenig Ausgangsmate r i a l  
mOglich ist, 

N a c h t r a g  b e i  d e r  K o r r e k t n r .  

Aus der C a r n e g i e  I n s t i t u t i o n  of W a s h i n g t o n ,  D i v i s i o n  of  
P l a n t  B i o l o g y ,  S t a n f o r d ~  C a l i f o r n i a ,  sind inzwischen Arbeiten 
erschienen, di.e sich gleichfalls mit tier Zusammensetzung des in ChloreUa- 
Kulturen (Chlorella pyrenoidosa) ~ebildeten Fettes beschEftigen [H. A. SPOF~HR: 
Carnegie Institution of Wa,shington Year Book No. 46, 94 (1947); H. W. ~IIL- 
VER: Journ. of Biol. Chem. 176, 813 (1948); H.A. SPo~Ha u. H.W. MILNE~: 
Plant Physiology 24, 120 (1949) ; H.A. SPOEnR, J .H.C.  S~m~, H.H. ST~AI~', 
J7~. W. MILNER U. G-. J. ~ARDIN: Fa t ty  acid antibacterials from plants~ Carnegie 
Institution of Washington Publication 586 (1949)]. Um die Gesamtlipoide 
m6glichst vollst~indig zu erfassen, wurden die getroekneten Algen (27.15 % 
Troekensubstanzgehalt), naeh Vorbehandlun,g mit Wasser, mehrmals naeh- 
einander abwechselnd mit Methylalkohol und Petrol~ther, zum SehluB mit 
Xther extra.hiert. Nach Entfernung der organischen LSsungsmittel im Va- 
kuum aus den vereinigten Extrakten wurde der Rfickstand mit Xther ex- 
trahiert  und der nach Entfernung des Mhers verbleibende Riickstand im 
Vakuum zur Konstanz getrocknet. Dieser Ges~mtlipoidgehalt konnte durch 
Variation der  ~tuBeren Bedingungen bei der Kultur tier AIgen yon 2 3 ~  
bis auf 76% der getroekne~en Algen gebracht werden. Davon waren 7 
bis 69 % Neutralfett, der Rest Unverseifbares. Bei geringem Ge.samtlipoid- 
gehalt der Algen war der Ante,il an Unverseifbarem und an w~sserlSsiiehen 
Verseifungsprodukten wesentlich gr61~er als bei hohem Gesamtlipoidgehalt, 
der Chlorophyllgehalt  z. B. s~nk yon 6 % auf 0.03 %. 

Eine Fraktionierung der Lipoide in tier von mir durchgeffihrten Art  er- 
fo!gt~ nicht, vielmehr wurden die Gesamtlipoid~ (a.us 50--1000 g getrockneter 
Algen) verseift und die I;etts~urbn fiber die Bleisalze und ~Iethylester in 
iiblieher Weis.e getrennt. 54--70% der gesamten Fetts~uren geh6rten zu 
den C~s Fettsliuren, der Rest zu den C~6 Fe:Lts~iuren, und die unges~tttigLen 
Fettsliuren fibertrafen an Menge mit 83--88 % der gesamten Fetts~uren die 
g'es~tttigten bei weitem. Die Jodzahlen sehwankten in den einzelnen Ans~ttzen 
zwischen 125 und 163, lief~en auf die Anwesenheit yon dre4faeh unges~ttigte~ 
Fetts~turen sehlielten und waren bei geringem Gesamtlipoidgehalt der Algen 
am h6chsten. Das durchschnittliche ~Iolekulargewicht blieb mit Schwan- 
kungen zwischen 269 und 274 in allen Aus~tzen fast konstant. 

Diese Ergebnisse  s t immen im wesent l ichen mi t  meinen Ergebnissen 
iiberein. Da{~ sich in meinen Versuchen keine  Anha l t spunk te  ftir die 
Anwesenhe i t  yon C~6 Fetts~turen ergaben,  kann  dar~tff beruhen, dai~ 
ihre Menge zu ger ing  war,  als dab sie bei  mcinem ind i rek ten  Verfahren 
erfaBt wurden,  kann  aber  a.ueh ~uf dem ander sa r t igen  Kul tu rver fahren  
der  A]gen oder  einer anderen  ~ls de r  yon mir  ve rwand ten  Chlorella- 
A r t  oder  auf dem ander sa r t igen  Ex t rak t ionsve r fah ren  beruhen. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

Die vor l iegende  Arbe i t  hat  fin wesent l iehen folgendes ergeben:  

1. Auf Grund von Model lversuehen an versehiedenen Lipoiden  ist  
eine Methode naeh dem Pr inz ip  des Adsorp t ionsver fahrens  en twicke l t  
worden,  mi t  deren Hilfe ger inge Mengen (1 g und weniger)  eines 
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Lipoidgemisches in relativ kurzer  Zeit analysier t  werden kSnnen.  Die 
Br~uchbarkei t  der ) lethode ist an einem ktinstlich zusammengestel l ten 
Lipoidgemisch gezeigt worden. 

2. Mit dieser Methode wurden Lipoidgemische aus zwei Grtinalgen 
(Chlorella und Scenedesmus) und einer Diatomee (Nitzschia paiea), 
alle drei aus kiinstl icher Kultur ,  analysiert .  

3. Die drei Algenfette bes tanden zu 5 0 - - 8 0 ~  aus Triglyceriden,  
zu 14--39~/o aus Pflanzenfarbstoffen (Chlorophylle nnd  Carotinoide), 
zu 3 - - 4 %  aus freien und  gebundenen Sterinen, zu 0 .5 - -0 .9% aus 
~ttherl0slichen Phosphat iden und zu 0 . 5 - - 4 %  aus Kohlenwasserstoffen 
bzw. Wachsen. Pr~iformierte freie Fetts~turen waTen nieht  nachweisbar.  
Die Menge der durch Wasserdampfdest i l lat ion abget rennten  ~itherisehen 
01e betrug 1.5--9.5%. 

4. Die Triglyeeridfrakt ion wurde dutch die Best immung der Ver- 
seifungs-, Jod- und Rhodanzahlen n~iher analysier t  und aus diesen 
Zahlen auf die Konst i tu t ion der am Triglycer idaufbau beteiligben Fett- 
si~uren geschlossen. 

5. Die Zusammensetzung der Algenlipoide ist ~thnlich der der Fette 
in heterotrophen Mikroorganismen und in Samen h5herer Pfianzen, wie 
aus einer Gegeni ibers te l lung (Seite 631) ersichtlieh wird. 

Herrn Professor Dr. 1%. HARDER, tier die Anregung zu dieser Arbeit gab, 
und Herrn Professor Dr. H. J. DEu rICKE, unter dessert Leitung sie ansgefiihrt 
xr danke ich herztich for ihre Untersttitzung. 
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