Bilden sich Cholesterine in Keimpflanzen, welche bei Licht-

abschluss sich entwickeln?
Von

E. Schulze.

(Ans dom agricultnr-cheinisohen Laboratorium dos Polytechnikums in Zirich )
(Dor Redaction zugegangen am 2«. April 180u.)

Im Jahre 188" habe ich in Verbindung mit J. Barbiéri
eine Untersuchung publicirt*), welche die in den Lupinen-
sanien und etiolirten Lupinenkeimlingen enthaltenen Chole-
sterine zum Gegenstand hatte. Ein Resultat dieser Unter-
suchung war, dass in den genannten Keimlingen zwei Glieder
jener Stoffgruppe sich vorfinden*). Die Wahrnehmung, dass
dieselben sich in relativ betrachtlicher Quantitat zur Ab-
scheidung bringen Hessen, veranlasste uns, den Versuch zu
einer vergleichenden quantitativen Bestimmung des Cholesterin-
gehalts der ungekeimten Lupinensamen und der Lupinen-
keimlinge zu machen. Auf die dabei erhaltenen Resultate
muss ich heute zuriickkommen. Die Veranlassung dazu giebt
mir eine Besprechung derselben, welche sich in einer vor
Kurzem erschienenen Abhandlung Burchard’s3) findet.

Jene Bestimmungen fihrten wir in folgender Weise aus:
Das aus den fein zerriebenen Samen und Keimlingen mittelst

*) Journal fur practische Chemie, X. F., Bd. 25, S. LVJ.
') Die eine dieser Substanzen, welche sich in den Axenoiganen
der Keimlinge vorfand, haben wir Caulosterin genannt; die zweite,

welche dem von Hesse dargestellten Phytosterin sehr ahnlich und
vielleicht mit demselben identisch ist, wird am zweckmassigsten mit
diesem Namen zu lItezeichnen sein. Fur die ganze Stoff-Gruppe gebrauche
ich, wie es auch von Anderen geschehen ist, die Bezeichnung «Cholesterine».
s) Beitrage zur Kenntniss der Cholesterine, Inaugural-Dissertation.
Hostock 18*9. O

Zeitschrift fur physiologische Chemie. XIV.
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Aethers extrahirte Rohfeit wurde durch Erhitzen mit alko-
holischer Kalilauge verseift, die dabei erhaltene Ldsung ein-
gedunslet, bis der Alkohol fast vollstandig verjagt war, der Vci-
dampfungsriiekstand in viel Wasser aufgenommen, die Flussi"-
keit kraftig mit ungefahr dem gleichen VVolumen Aether durch-
geschiittelt. Es entstand eine Emulsion, welche sich erst nach
langerem Stehen in eine wassrige und eine atherische Schicht
trennte’). Die letztere wurde nach volliger Klarung abgehoben,
die wassrige Schicht sodann noch drei mal in der gleichen
Weise mit Aether behandelt*). Die vereinigten atherischen
Extrade unterwarfen wir der Destillation und l6sten den
dabei erhaltenen Rickstand in moglichst wenig heissem Wein-
geist. Die beim Erkalten sich ausscheidenden Krystalle wurden
auf ein Filter gebracht, mit etwas kaltem Weingeist gewaschen
zwischen Fliesspapier abgepresst, tber Schwefelsaure getrocknet’
und sodann gewogen. Die in solcher Weise aus den unge-
reimten Samen und aus den Cotyledonen der etiolirten Keim-
linge erhaltenen krystallisirten Substanzen wurden direct als
Cholesterin in Rechnung gestellt. Bei den dbrigen Thcilen
der Keimlinge, welche wir der Kirze halber als die Axen-

organe bezeichnen wollen, ging dies nicht an, weil die aus

) Zuweilen erst nach mehreren Tagen. Von Mitteln zur Be-
sclileunigung der Klarung soll an anderem Orte die Rede sein.

2) In den zuletzt erhaltenen atherischen Losungen findet sich nur
noch sehr wenig Cholesterin vor. Um zu prifen, in wie weit die rick-
standige Seifenlésung von Cholesterin befreit ist, habe ich noch folgenden
\ersuch angestellt: Die bei Verarbeitung des Aetherextracts aus 150 »r
entschaum Lupinensamen in der beschrielienen Weise erhaltene Seifern
losung wurde, nach der Behandlung mit Aether, mit Chlorbaryum in
schwachem Ueherschuss versetzt. Den dabei erhaltenen Niederschlag
trennte ich durch Filtration von der klaren Flussigkeit; dann wurde der-
selbe getrocknet, zerrieben und nun mit Aether extrahirt. Die atherische
Losung wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit Weingeist
behandelt. Ich vermochte aus der weingeistigen Ldsung keine Cholesterin-
krystalle zu gewinnen. Die in spater beschriebener Weise ausgefiihrte
colonmetrische Prifung zeigte nur das Vorhandensein einer ausser-i
gentigen Cholestrinmenge an. Ein genaues Kesultat konnte die colori-
metrusche Bestimmung nicht liefern, weil nach dem Zusatz der bezlg-
liechen Reagentien keine reinen Farbungen auftraten.
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denselben in der beschriebenen Weise gewonnene Substanz
ein Gemenge von Cholesterin mit einem weit niedriger schmel-
zenden Korper, vielleicht einem aus wachsartigen Stoffen ab-
geschiedenen Alkohol, warl). In diesem Falle schmolzen wir
daher den nach der Verseifung noch in Aether I6skchen TiieU
des Aetherextracts mit Benzoesdure-Anhydrid zusammen, be-
handelten die so erhaltenen Benzoylverbindungen mrt heissem
Weingeist und berechneten aus dem Gewicht des dabei un-
gelost Gebliebenen, welches nach dem Ergebniss der quali-
tativen Untersuchung wenigstens der Hauptsache nach aus
Cholesteryl - Benzoat bestehen musste, die Menge des Cho-
lesterins.

Nach diesen Bestimmungen war der procentrge Cho-
lesteringehalt der etiolirten Keimlinge doppelt so gross, als
derjenige der ungekeimten Samen. Die in einem bestimmten
Gewicht der letzteren enthaltene Cholesterinmenge fand sich
allein schon in den Cotyledonen der zugehorigen Keimlinge
nahezu vollstdndig wieder. Und da nun auch die Ubrigen
Theile der Keimlinge einen relativ betrachtlichen Cholesterin-
gehalt zeigten, so musste man schliessen, dass, wahrend der
im Dunkeln stattfindenden Keimung eine Vermehrung der
Cholesterinmenge eingetreten war. Mit Ricksicht auf die
Unvollkommenheit der von uns angewendeten Bestimmungs-
methode haben wir jedoch jene Schlussfolgerung keineswegs
als eine bestimmte, sondern nur als eine der Wahrscheinlich-
keit entsprechende hingestellt. Mit Bestimmtheit haben wir
nur ausgesprochen, dass die Cholesterine nicht zu; denjenigen
Stoffen gehoren, welche wahrend der im Dunkeln stattfindenden
Keimung verbraucht, d. h. also aufgezehrt werden.

*) Aus einer Losung in heissem Weingeist schied sich diese Sub-
stanz beim Erkalten sehr schnell, meistens vor dem Cholesterin, aus.

nter Benutzung dieses Verhaltens war es mdoglich, dieselbe durch
fractionirte Krystallisation fast vollstandig vom Cholesterin zu trennen*

Das so gewonnene Product krystallisirte in dusserst feinen Nadeln oder
Blattchen und schmolz bei 73« (wahrend das Gemenge dieser Substanz
mit dem Caulosterin bei ungefahr 100° schmolz). Vielleicht findet
sich diese Substanz in sehr geringer Menge auch m den Cotyledonen

der Lupmenkeimlinge vor.



Ganz ahnlich habe ich mich bei Reproduction jener von
Barbiéri und mir erhaltenen Versuchsergebnisse in einer

spater erschienenen Abhandlung ausgesprochen?)2

Im Hinblick auf diese Aeusserungen darf ich behaupten,
dass J. Barbiéri und ich den Mangeln der von uns ange-
wendeten Bestimmungsmethode bei Ableitung der Schluss-
folgerungen Rechnung getragen haben. Auch sei hier noch
constatirt, dass ich in keiner meiner Abhandlungen die Be-
hauptung aufgestellt habe, es misse auch in anderen Keim-
lingen eine Vermehrung der Cholesterinmenge stattfinden,
und dass ich ferner Uber die Frage, aus welchem Material
in den Keimlingen Cholesterin sich bildet, mich nirgends

geaussert habe*).

In der oben citirten Abhandlung bezweifelt nun Bur-
chard die Zulassigkeit der aus den erwadhnten Versuchs-

ergebnissen von Barbiéri und mir abgeleiteten Schluss-
lolgerungen und stellt den an Lupinenkeimlingen von uns

gewonnenen Resultaten andere gegenuber, welche er an
Linsen- und Gras-Keimlingen nach einem colorimetrischen

Verfahren erhalten hat.
Ueber letzteres Verfahren ist zundchst Folgendes mitzu-
theilen: Burchard hat die im Jahre 1885 von L.ieber-

mann entdeckte Cholestol-Reaction, d. h. die Farbung, welche
die Cholesterine sowie das Cholestdl beim Zusammenbringen

1) Landw. Versuchsstationen, Bd. 36, S. 416.

2) Die von Burchard bekampfte Ansicht, dass das Cholesterin
durch Spaltung von Eiweissstoffeu entstehe, ist mir vollig fremd.
Wenn Barbiéri und ich in unserer Abhandlung auf S. 147 &ussern,
*‘lass insbesondere fur das Caulosterin eine Entstehung durch Spaltung
anderer Substanzen wahrscheinlich sei, da dieser Stoff sich in den
wachsenden Theilen der Keimlinge neben Substanzen vorfinde, welche
zweifellos Spaltungsproducte. und zwar Spaltungsproducte der Eiweiss-
korper seien», so haben wir — wie kaum besonders erwahnt zu werden
braucht damit keineswegs sagen wollen, dass der genannte Stoff aus
Eiweisssubstanzen entstehe; wir wollten durch jenen Ausspruch nur
darlegen,, warum wir geneigt seien, flr das Caulosterin eine Entstehung
durch Spaltung anzunehmen. Dass man Ubrigens in Beziehung auf
letzteren Punkt auch anderer Ansicht sein kann, verkenne ich nicht.
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mit Essigsdure-Anhydrid und concentrirter Schwefelsdure
geben, so umzugestalten gesucht, dass sie flr colorimelrische
Bestimmungen brauchbar ist. Er fand, dass man eine ziem-
lich bestdndige Grunfarbung erhalt, wenn man in einem
Probirréhrchen 2 cbcm. einer stark verdinnten, z. B. 0,05 pro-
centigen LoOsung von Gallenstein-Cholesterin in Chloroform
mit 10 Tropfen Essigsdure-Anhydrid und einem Tropfen
Schwefelsdure vermischt (ein etwas starkerer Zusatz dieser
Reagentien veranderte die Farbung nicht)., Zur Herstellung
einer Farbenscala brachte er nun 1,8, 1,6, 1,4, 1,2, 10,
0,8, 0,6, 0,4 und 0,2 cbcm. einer Losung von 0,05 gr. Gallen-
stein-Cholesterin in 100 cbcm. Chloroform in gleich .weite
Probirréhrchen, fillte alle mit reinem Chloroform,auf 2 cbcm.
auf und fugte dann Essigsaure-Anhydrid und Schwefelsdure
in den oben angegebenen Quantitaten hinzu. Mit Hulfe der
so gewonnenen Farbenscala vermochte er ohne Schwierigkeit
in reinen Cholesterinlésungen unbekannter Concentration den
Gehalt zu bestimmen, indem er dieseloen mit den oben
genannten Reagentien zusammenbrachte und nach Verlauf
von einer Viertelstunde die Farbung beobachtete.

Bur chard versuchte nun dieses Verfahren zur Bestim-
mung des Cholesteringehalts thierischer und vegetabilischer
Substanzen anzuwenden, stiess aber dabei auf Schwierigkeiten.
Als Versuchsobjecte benutzte er Hundeleber und Gersten-
korner. Diese Substanzen wurden mit Aether extrahirt, die
Extrade eingedunstet, die Verdampfungsriickstande in Chloro-
form aufgenommen, die so erhaltenen LOsungen mit Essig-
saure-Anhydrid und Schwefelsdure zusammengebracht. Es
zeigte sich aber, dass eine Farbung, welche die in der be-
schriebenen Weise erhaltenen Extracte schon vor dem Zusatz
der eben genannten Reagentien besassen, die bei der Reaction
auftretenden Farbungen so stark beeinflusste® dass eine Ein-
reihung der letzteren in die Farbenscala unmoglich war. Auf
Grund dieser Versuche gelangt Burchard auf S. 18 seiner
Abhandlung zu folgenden Schlussfolgerungen: «So ist denn
die Cholestol-Reaction wohl ein Uberaus brauchbares Mittel,
um die Cholesterine auch in sehr erheblichen) Verdiinnungen
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naehzuweison und aufzufinden, zu genauen quantitativen
Resultaten zu verhelfen, die uns wichtige Aufschlisse geben
konnten Uber die Stellung des Cholesterins im Haushalte des
Organismus, ist sie leider aber nicht im Stande. Man wird

0 ncue Mitlel unt* suchen mussen, das Cholesterin
in geeigneterer Weise von den mit ihm zu gleicher Zeit vor-
kommenden Seifen etc. zu trennen, um so genauere quantitative
Bestimmungen zu erzielen.»

Trotz des ungunstigen Urtheils, welches Burchard
selbst Uber die Brauchbarkeit seiner colorimetrischen Be-
stimniungsmethode fallt, will er dieselbe aber doch benutzen,
*1111 ‘lie Resultate der Bestimmungen von Schulze und
Barbiéri auf ihre Richtigkeit zu prifen». Fur diesen Zweck
verwendet er aber merkwuirdigerweise nicht das von uns
benutzte V ersuchsobject, sondern er experimentirt mit Lmsen-
und Gras-Keimlingen. Gleiche Mengen ungekeimtcr und im
Dunkeln gekeimter Samen wurden von ihm in einer Reib-
schale zerstossen und mit Aether cxtrahirt, die Aclherexlracte
in Chloroform aufgenommen und die so erhaltenen, in geeig-
neter Weise verdinnten LoOsungen sodann fur die colori-
metrische Prifung benutzt. Er erhielt bei den Linsen-Keim-
hngcn «.deutlich schwachere Grinfarbiing als bei den unge-
keimten Linsen»; bei den Graskeiinlingcn war Grinfarbung
des Extracts Uberhaupt nicht mehr zu beobachten, sondern
es hatte dieselbe einer Gelbfarbung Platz gemacht. Auf
Grund dieser Versuchsergebnissc bezweifelt Burchard die
Richtigkeit der von Barbiéri und mir gemachten Angaben
und erklart es fiir wahrscheinlich, dass bei unseren Versuchen
eine dem Cholesterin nahestehende Substanz, welche die
Cholestol-Reaction nicht giebt, als Cholesterin mit gewogen
worden sei. |

;  Gegen eine solche Behandlung der von Barbiéri und

mir gemachten Angaben muss ich denn doch in der nach-
dricklichsten Weise Einsprache erheben. Gesetzt auch, dass

wirklich in den keimenden Linsen- und Gras-Samen die
Cholesterinmenge sich vermindert, folgt daraus, dass die an
Ltipinenkeimhngen von uns gemachten Beobachtungen un-
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richtig sind? Lassen sich die an diesen Keimlingen von uns
ausgefiihrten Bestimmungen auf ihre Richtigkeit prifen, indem
man an beliebigen anderen Objecten Versuche anstellt? Hat
Burchard also irgend eine Thatsache an’s Licht gebracht,
welche ihn zu der Annahme berechtigt, dass den fir die
Lupinenkeimlinge von uns erhaltenen Ergebnissen der .oben
néher bezeichnete Versuchsfelder zu Grunde liegt?

Ferner aber muss ich bezweifeln, dass dievori Burchard
in den Samen- und Keimpflanzen-Extracten ausgeftihrten
colorimetrischen Bestimmungen zuverlédssige Resultate geliefert
haben. I)cr Genannte verwendet fir seine Bestimmungen die
unverseil ten Roh-Extracte, welche zweifellos neben
wenig Cholesterin ungleich grossere Quantitaten anderer Stoffe
enthielten. Hat keiner dieser Nebenbestandtheile die Farben-
reaction beeinflusst?!)

Bur chard’s eigene Angaben sprechen dagegen'.. Der
Genannte sagt auf S. 25 seiner Abhandlung* es sei 'auf-
gefallen, dass die Reaction in den Extracten aus: Linsenkeim-
lingen einen mehr gelben Farbenton zeigte, als bei den
ungekeimten Linsensamen. Daraus muss man doch, wphl'
schlossen, dass der Zusatz von Essigsaure- Anhydrid und-
Schwefelsdure in jenen Extracten nicht nur Grunfarbung,
sondern auch Gelbfarbung hervorrief*); das Entstehen
eines gelben Farbstoffs musste aber doch der Vergleichung
der Farbung mit derjenigen der Samen-Extrade hinderlich
sein. Burchard giebt ja auf S. 17 selbst an, dass der
gelbgrune Farbenton, welchen ein gelb gefarbter
cholesterinhaltiger Extract nach dem Zusatz von
Essigsaure-Anhydrid und Schwefelsaure annahm,

‘) Dass Nebenbestandtheile sogar «len «{ualitati yen Nachweis
des Cholesterins mittelst der Cholestolreaction unmoglich machen kénnen,
hat doch Burchard selbst beobachtet.

2) Oder es enthielt der Extract schon vor dem Zusatz der Réagehtien
“inen gelben Farbstoff, was selbstverstandlich den gleichen Effect hervor-
gebracht haben wurde. Burchard macht keine Angabe dariber, ob
die Extrade aus Linsensamen und Linsenkeimlingen vor dem Zusatz der
Reagentien farblos waren oder nicht.
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sich nicht mit dem in einer reinen Cholesterin-
Losung entstehenden blaugrinen Farbenton ver-
Extrh7fr,CHS daSS hl F°lge davon Jencr
Extract fur die colonmetrische Bestimmung un-
liauchbar war. Bei Ausfiihrung der colorimetrischen
" N\ ?" P*>nipflanzen-Extracten, zu denen ich durch

Burchard s Publication veranlasst wurde, ist auch mir ein
7" vo*~k°»mien, in welchem der Zusatz der oben genannten

Heagentien zunéchst Gelbfarbung, spater erst Grinfarbung
hervorrief, und ich konnte mich leicht davon {berzeugen
dass auf einen Extract von solchem Verhalten die auf di,
Cholestol-Reaction gegriindete colorimetrische Bestimmungs-
methode nicht anwendbar ist. In den Extracten aus Gras-
kemihngen erhielt Burchard dberhaupt nur Gelbfarbung,
keine Grunfarbung, woraus man doch schliessen musste, da"
jese Extrade gar kein Cholesterin mehr enthielten. Dieses

esultat steht in so starkem Gegensatze zu denjenigen, welche
ich an ctiohrten Graskeimlingen erhielt (m. vgl. w. u.), dass
ic i an der Richtigkeit desselben zweifeln muss, so lange nicht
von Burchard bewiesen worden ist. dass in einem Extract
aus den von ihm verwendeten Graskeimlingen auch nach dem
\ erseifen Cholesterin nicht nachweisbar war.

Im Hinblick auf das im Vorigen Mitgetheilte") wird
denn doch Niemand annehmen wollen, dass durch die von
Binchard angefuhrten Bestimmungen die Resultate wider-

I“sclen’ zu ,lenen Barbiéri und ich nach einem ganz

") Es lassen siel, noch andere Umstande namhaft machen, «eiche
krnmo<< ““~7 ,ir ,,"fr°limi erhaltenen Resultate fehlerhaft machen

w s, 0 "™\/s z-B' nlcht sicher- dass die von dem Genannten colori-
n risch verglichenen Extrade aus Samen und Keimlingen Cholesterine

von BarhV ' eschaftenheit enthalten (nach den Untersuchungen
on Barb er, und m,r findet sich in den Axenorganen der Lupinen

ennhnge das Caulosterin vor, ein Glied der Cholesteringruppe, welches
all. n, Ansehen, nach in den uugekeimten Lupinensamen fehlt. Ferner

M‘e]e;j WVerﬁr%Qﬂ%lllu:tV{anen sich vorfindet, 5(15@

keine Versuche dariiber vor, ob dies von Einiluss auf das Resultat de"
colorimetrischen Bestimmung ist oder nicht.
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anderen Verfahren gelangt sind — aueh ganz, abgesehen
davon, dass wir ein anderes Versuchsobject verwendeten!

Was das von uns benutzte Verfahren betrifft, so haben
Barbiéri und ich (I. c.) gentgend hervorgehoben, dass das-
selbe nach unserer Meinung nur approximative Resultate zu
liefern*rai Stande sei. Burchard bezweifelt aber sogar dass
die nach demselben erhaltenen Zahlen unter einander ver-
gleichbar seien. Zur Begrindung dieses absprechenden Urtheils
weist er lediglich auf die von Barbiéri und mir’) keines-
wegs unbeachtet gelassene Thatsache hin, dass manche Alkali-
seifen sich in ziemlich betrchtlichem Masse'in Aether ldsen.
Er sagt auf S. 13 u. 14: «Es werden doch dureli den Aether
aus der verseiften Substanz nicht nur Cholesterine extrahirt,
sondern ebenso wohl auch etwas von den gebildeten Seifen*
die ja durchaus nicht ganz unléslich in Aether sind. Je nach-
dem nun mehr oder weniger Seifen in den zweiten Aether-
extract gelangen, werden dieselben, im Alkohol in der Kalte
gclo>t, eine alkoholische Seifenldsung hervorbringen, die ihrer-
seits wiederum Cholesterin nach dem Grade ihrer Concen-
tration in Losung zu halten vermag.»

Dieser Beweisfiihrung muss ich widersprechen. Aller-
dings losen sich manche Alkaliseifen*) 'ziemlich leicht- in.
Aether. Da dieselben aber durch Schutteln mit
\\a&ser der atherischen Losung entzogen werden
kdnnenl), so gehen beim Durchschitteln einer wassrigen.
Seifenldsung mit Aether nur so geringe Seifenmengen in
letzteren Uber, dass dieselben die von Burchard ange-
nommene Wirkung nicht haben konnen. Zum Beweise
konnen z. B. die folgenden Experimente dienen: Ich ver-
seifte den Aetherextract aus 250 gr. entschalten Lupinens™men

y M. vgl. unsere Abhandlung, S. 173, Anmerkung.

2) Nach den in den chemischen Handbiichern sich findenden An-
gaben gilt dies besonders fur die oOlsauren Alkalien.

8) M. Marcker und ich (Journ. f. pract. Chemie, Bd. 108, S 11)4
-1.10) haben z. B. gezeigt, dass man die sehr stark mit Seifen verun-
reinigten Aetherextracte aus roher Schafwolle durch Schitteln mit Wasser
eicht nahezu vollstandig von den Seifen befreien kann.
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— ~1t%7 pr' wasserfrei) und behandelte die dabei erhaltene
Seltenlosung, deren Volumen ungefahr 500 cbcm. betrug |,
der friher beschriebenen Weise drei mal mit Aether Die
"eieinigten atherischen Extrade unterwarf ich der Destillation
und Icrystaihsirte den dabei erhaltenen Rulckstand aus einer
moglichst geringen Menge von Weingeist um. Ich erhielt
gr' Krvstalle’ einschliesslich einer geringen aus der
Mutterlauge noch gewonnenen Substanzmenge. Die mit mo--
liebster Vermeidung von Verlusten aufgesammelte Mutterlauge
"1I'rde ™| ** eln8«'st auf 75 cbcm. aufgefullt. 25 cbcm. davon
gaben beim Emdnnsten und vorsichtigem Einaschern des
Rickstandes nur '/ mgr. Asche, konnen demnach nur
ungefahr - '« mgr. Seife enthalten haben'). Der Rest der
Mutterlauge (__ 50 cbcm.) wurde cingedunstet!, der Ver-
dampfungsruckstand in Aether geldst, die Losung zur mo«-
hciist vollstandigen Entfernung der Seifen wiederholt mit
asser durchgeschuttclt, dann wiedereingedunstet, das dabei
.unie bleibende in Alkohol aufgenommen. Diese Losuiw
halte von Neuem eine Krystallisation von Cholesterin liefern
mussen, falls letzteres durch Beimengung von Seife vorher
am vollstandigen Auskrystallisiren verhindert worden ware,
¢ i vermochte aber nicht zu bemerken, dass die Entfernung
der Seifen .egend einen Einfluss auf das Krystallisationsver-
mogen der Mutterlauge ausgetibt hatte. Dass aber durch die
Behandlung” der &therischen Ldsung mit Wasser die Seifen
wirklich entfernt worden waren, wird dadurch bewiesen, dass
Ce laickstandigc Flissigkeit beim Eindampfen und Verbrennen
| Ruckstandes keine wagbare Aschenmenge lieferte
Ich habe ferner die drei mal mit Aether behandelte
.e fenlosung noch zwei mal unter wiederholtem Durchschttelii
mit je 300 eben, Aether extrahirt. Die nach volliger Klarung
sorgn.lt,g von der waéssrigen Flussigkeit getrennten Extrade
uuiden der Destillation unterworfen, der Deslillationsriick-
sland ohne Verlust in ein kleines Plalmschalchen bergefiihrt,

ausgetrocknet und verbrannt. Ich erhielt nur 1 mgr. Asche.

I**hJ* *5. vn'Thine' dass ,lie Ascl™ «*» Kohlensaure,n Kaliuni
- aml und durch Verbrennung von Sfcaurem Kalium entstanden war.



Aehnliche Resultate erhielt ich bei Untersuchung der in ent-
>ne< hender Weise bei Verarbeitung von Lupinenkeimlingen
erhaltenen Extrade.

Diese Versuche beweisen, dass Burchard’s
ab>pi ecliendes Urtheil Uber das von Barbiéri und
mir zur Bestimmung des Cholesteringehalts der
Lupinensanien und Lupinenkeimlinge angewell-
tlete Verfahren aut Annahmen beruht, welche.der
Wirklichkeit nicht entsprechen. Wenn man das aus
den genannten Objecten gewonnene Rohfett in der von uns
beschriebenen Weise verarbeitet, so gehen in die atherischen
Losungen neben dem Cholesterin nur so geringe Seifenmengen
uber, dass dieselben bei der Bestimmung jenes Stoffes eine
Storung, wie sie Borchard annimmt, nicht hervorbringen
kdnnenl).

Mir sind auch aus der Fachliteratur keine mit Bitr-
chard’s Behauptung Ubereinstimmende Angaben bekannt.
Burchard reproducirt zwar auf S. 14 seiner Abhandlung ein
von Hoppe-Seyler zur Trennung der Seife vom Cholesterin
angegebenes Verfahren in solcher Weise, dass man glauben
konnte, der genannte Forscher halte die Anwendung des-
selben zur Reinigung des mittelst Aethers aus einer Seifen-
I6sung extrahirten Cholesterins fiir nothig. b

Dies ist. aber keineswegs der Fall. Die von Burchard
citirlen Angaben Hoppe-Seyler’s beziehen sich auf etwas

ganz Anderes, namlich auf die Trennung der bei Zerlegung
des Lecithins in Form von Barytseifen erhaltenen Fett-

sduren vom beigemengten Cholesterin. Dagegen giebt Hoppe-

‘) Ob man etwa zu anderen Resultaten gelangt, falls man sehr

concentrirte seifenhaltige FlUssigkeiten mit Aether behandelt, weiss ich
‘lient; ich habe jene Flussigkeiten stets stark mit Wasser verdinnt, ehe

Ich sie mit Aether durchschittelte. Auch sei noch bemerkt, dass ich
"1 bei letzterer Operation erhaltenen &therischen L&sungen sich sehr
s?Ir »ul klaren Hess, ehe ich sie der Destillation unterwarf. Ich liess
Ne zu diesem Zweck nach der Trennung von den wassrigen Flissig-
keiten noch ca. >4 Stunden lang in einem Glasgefass stehen. Am Boden
1es letzteren schieden sich ofters noch Tropfen wassriger Flussigkeit ah,
,on denen die atherische Ldsung dann abgegossen wurde.
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Seyler an einer anderen Stellel) an, wie man das behufs

quantitativer Bestimmung mittelst Aethers aus einer Seifen-
l6sung ausgeschiittelte und beim Verdunsten der &therischen

Fllssigkeit zurlckbleibende Cholesterin behandeln soll. Es
heisst daselbst: «Es bleibt Cholesterin zurtick, verunreinigt
mit ein wenig Seife, deren Abtrennung am besten durch
Behandlung der vollig getrockneten Masse mit mehreren
kleinen Portionen kalten Alkohols geschieht, da kalter Alkohol
die Seifen leicht l6st, das Cholesterin dagegen ungeldst lasst. >

Es liegt nach den oben gemachten Mittheilungen auf der
Hand, dass auch Durchschitteln der atherischen Cholesterin-
I6sungen mit reinem Wasser ein geeignetes Mittel sein kann,
um die in jene LOsungen (bergegangenen geringen Seifen-
Mengen .théilweise oder ganz zu entfernen.

Ich gehe nun zur Besprechung der von Burchard
geausserten Vermuthung Uber, dass Barbiéri und ich bei
Bestimmung des Cholesteringehalts der Lupinenkeimlinge mit
dem Cholesterin eine Substanz anderer Art gewogen und nur
aus diesem Grunde in den Keimlingen mehr Cholesterin ge-
funden haben, als in den Ungekeimten Samen.

AVer unsere oben citirte Abhandlung durchliest, der
wird finden, dass Barbiéri und ich nicht nur Quantitats-
Bestimmungen des in den Lupinensamen und Lupinenkeim-
lingen enthaltenen Cholesterins auszufihren gesucht, sondern
das letztere auch einer qualitativen Untersuchung unter-
worfen haben. Die dabei erhaltenen Resultate sicherten uns
gegen die Mdoglichkeit, bei den quantitativen Bestimmungen
Praparate in Rechnung zu stellen, welche etwa der Haupt-
sache nach gar nicht aus Cholesterin bestanden; sie gestatteten
jedoch kein Lrtheil dartber, ob jene Praparate sdmmtlich
den gleichen Reinheitsgrad besassen. Zur Entscheidung
der letzteren Frage fehlten uns die Mittel®. Dass darin

") Handbuch der physiologisch- u. pathologisch-chemischen Analyse
5. Auflage, S. 425. B
*) Die Bestimmung des Schmelzpunktes ist kein geeignetes Mittel
zur Erreichung jenes Zweckes; denn abgesehen davon, dass schon sehr
geringe der Quantitdt nach kaum in’s Gewicht fallende Beimengungen



503

<in Mangel jener Untersuchungen liegt, habe ich niemals ver-
kannt; auch war dieser Umstand eine der'Hauptursachen
dafur, dass wir die Ergebnisse unserer Bestimmungen nur
als approximative hingestellt haben.

Ich habe nun versucht, die friher erhaltenen Resultate
durch colorimetrisclfe Bestimmungen .zu* controliren.
Ueber die Art und Weise, in welcher ich dabei Verfuhr, ist
Folgendes zu bemerken: Die Aetherextracte aus den Lupinen-
samen und aus den etiolirten Lupinenkeimlingen waren so
stark gelb geféarbt, dass sie nicht direct fur colorimetrische
Bestimmungen verwendet werden konnten. Gesetzt aber
auch, dass sie farblos gewesen waren, so wdrde ,ich 1|
»s doch fur richtig gehalten haben, nicht diese Roh-
Extracte, sondern vielmehr die aus den verseiften Pro-
ducten durch Ausschitteln mittelst Aethers gewonnenen
Cholesterinlosungen fir jene Bestimmungen zu benutzen
Die bei Verarbeitung der Axenorgane der Keimlinge auf tetz-
ierem Wege erhaltene Gholesterinlésung war so wenig gefarbt,
dass sie ohne jedes Bedenken direct zur Verwendung kommen
konnte*); dagegen zeigten die aus den ungekeimten Samen
und aus den Cotyledonen der Keimlinge in der gleichen Weise
dargestellten Losungen starke Gelbfarbung. Ich habe aus’
denselben daher das Cholesterin in der friher beschriebenen
Weise durch Krystallisation zur Abscheidung gebracht, ge-
trocknet und gewogen. Da die so erhaltenen Krystalle noch
gefarbt waren, so wurden sie einmal unter moglichster Ver-

den Schmelzpunkt eines Cholesterinpraparates stark erniedrigen koénnen, ’
ist auch noch darauf aufmerksam zu machen, dass in denLUpinenkeim*
lingen nach unseren Untersuchungen zwei Glieder der Cholesteringruppe
Vorkommen und dass Gemenge derselben einen niedrigeren Sftmielzpunkt
besitzen, als die reinen Substanzen.

*) Denn diese Losungen enthalten zweifellos neben dem Cholesterin
weit weniger andere Bestandteile, als die Roh-Extracte; auch ist es
nicht sicher, dass in den letzteren das Cholesterin seiner ganzen Menge

iifuh in freiem Zustande sich vorfmdet. v
2) D. h es konnte diese Flussigkeit direct eingedunstet und die

beim Aufnehmen des Verdampfungsriickstandes in Chloroform erhaltene
Losung fur die colorimetrische Prifung benutzt werden.
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moidung von Verlustenl) aus Weingeist umkrystallisirt und

sodann zwischen Fliesspapier stark abgepresst. Um den Rein
heitsgrad der so gewonnenen farblosen Praparate zu bestimmen

loste ich Proben derselben in Chloroform und verwendete di,
Losungen fir die colorimetrische Prifung*). Als Vergleichs-
0 jcct diente in letzterem Falle ein Praparat von Cholesterin
(Phytosterin), welches bei Verarbeitung einer grdsseren Quan-
titdt von Lupinensamen-Rohfctt erhalten worden war, wah-
rend bei den an den Axonorganen der Keimlinge ausgeflhrten
Bestimmungen flur den gleichen Zweck ein Caulosterin-Pra-

parat verwendet wurde.

Die colorimetrischen Bestimmungen grindete ich aber
zur Erreichung groésserer Sicherheit nicht nur auf die Cholestol-
Reaction, sondern auch auf die von 0. Hesse*) beschriebene

) Die von der ersten Krystallisation abfiltrirte Mutterlauge wurde
s ets weiter verdunstet, um noch eine zweite (Crystallisation zu erhalten

uméraucht ra“ dCT "rSle” Vereinigl Oder’ in ei,,e™ Falle, «r sich

2 Far diese colorimetrische Prufung wirde ich die Roh-Praparate
durch "Vé«ang bestimmt war, direct verwendet haben!

von EMn '»eilt eine Farbung gezeigt hatten, welche vermuthlid,
Einfluss auf das Resultat gewesen ware. Dass uUbrigens durch ein-

mahges | mkrystalhsiren der Roh-Praparate aus Weingeist der Cholesterin-
gehalt derselben einem auf colorimetrischem Wege nachweisbaren
Grade verandert wurde, ist nieht wahrscheinlich. Wie oben schon
erwahnt ist, suchte ich beim Umkryslallisiren der Praparate die Verluste
moglichst gering zu machen. Dass beim Umkryslallisiren der aus den
Kotyledonen der Keimlinge dargestellten Praparate nicht eine an Cholesterin
arme, an einem Nebenbestandtheil reiche Mutterlauge Ubrig blieb gehl
daraus hervor, dass die zweite Krystallisation, welche in einem Falle™ fir
sic 1 untersucht wurde, sich bei der colorimetrischen Prifung nicht ai-
armer, sondern sogar als reicher an Cholesterin erwies, als die erste
rystalhsation (eine das Cholesterin verunreinigende Substanz krystallisirte
also leichter aus, als das Cholesterin). Schliesslich ist noch darauf auf-
merksam zu machen, dass ja das aus den ungekeimten Samen gewonnene
Ir.iparat ganz ebenso behandelt wurde, wie die aus den Cotvledonen der
eimlingc dargestellten, und dass demnach ein durch das Umkryslallisimi
edmgtcr Versuchsfehler sich bei ersterem ebenso wohl geltend machen

musste, .ils bei den letzteren.
Reactin',’ === ="<=Bd- 211>S- «83. Die HesseVbe

Reaction ist eine Modification der von H. Salkowski angegebenen.
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Kothfarbung, welche chloroformische Cholesterinlésungen beim
Durchschitteln mit Schwefelsaure vom specifischen Gewicht
1,76 annehmen. Bei Ausfihrung der auf dem crsteren Princip
beruhenden Bestimmungen hielt ich mich an die von Burchard
gegebenen Vorschriften; ich brachte je 2 cbcm. der in geeig-
neter Weise verdunnten chloroformischen Ldsungen mit je
10 Tropfen Essigsaure-Anhydrid und 1 oder 2 Tropfen con-
centrirter Schwefelsdurel) in gleich weiten Probirréhrchen
zusammen und beobachtete die nach Verlauf -einer gewissen
/eit auftretenden Farbungen. Bei AusfUhrung der anderen
Bestimmungen wurden je 5 cbcm. der chloroformischen
Losungen mit je 5 cbcm. Schwefelsaure vom specifischen
Gewicht 1,76 in Kkleinen gleich weiten Stopselcylindern von'
circa 16 cbcm. Inhalt funf Minuten lang durchgeschuttelt.
Die Rothfarbung, welche die Chloroform-Schicht bei dieser
Behandlung annimmt, geht nach Verlauf von einigen Stunden
in Violett, spater in Blau Uber. Jede dieser nach einander
auftretenden Farbungen lasst sich bei Ausfuhrung colori-.
metrischer Bestimmungen zur Verleichung benutzen*

Ehe ich diese Methoden zur Ermittlung des Cholesterin-
gehalts der Lupinensamen und Lupinenkeimlinge verwendete,
stellte ich unter Mitwirkung meines Assistenten, Herrn
A. Likiernik, Versuche mit reinen Losungen der aus den
genannten Materialien dargestellten Cholesterine (Phytosterin
und Caulosterin) an. Wir bereiteten uns zunachst chloro-
formische LoOsungen, welche in 100 cbcm. je 0,050 gr. der
genannten Substanzen enthielten. Indem wir abgemessene
Mengen dieser Lo6sungen in verschiedenem Verhaltnis mit
reinem Chloroform mischten, stellten wir Lsungen geringerer
Concentration in den von Burchard angegebenen Abstufungen
her. Es zeigte sich, dass eine Ldsung von 7,0 MJr, Phytosterin
oder Caulosterin in 2 cbcm. Chloroform beim Zusammen-
bringen mit Essigsaure-Anhydrid und Schwefelsaure noch

V) In den meisten Versuchsreihen setzten wir je a Tropfen Schwefel-
saure zu, in anderen nur je einen. Es hat Ubrigens, wie auch Burchard
angiebt, keinen Einfluss auf die Farbung, oh man etwas mehr oder etwas
weniger Schwefelsaure zusetzt. ’
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sichtbare Griinfarbung, dass gleich concentrate Losungen der
genannten Substanzen bei Anwendung der Hesse’schon
Reaction aber auch noch deutliche Rothfarbung gaben. Di,
concentrirteron Lo6sungen gaben entsprechend starkere Fir-
bungen. Wahrend gleich concentrirte Losungen des Phytosterins
und des Caulosterins nach dem Burchard’sehen Verfahren
Farbungen von ungefahr gleicher Intensitat gaben, zeigte die
Losung des ersteren Stoffes beim Durchschutteln mit Schwefel-
sdure starkere Rothférbung, als diejenige des Caulosterins:
auch gab die letztere Substanz bei dieser Reaction eine etwas

andere Farbennuance.

Obgleich man durch die obigen Reactionen noch &usserst
geringe Cholesterin-Quantitaten nachzuweisen vermag, 50
besitzen doch die auf diese Reactionen sich grtindenden cotori-
metrischen Bestimmungen keinen hohen Grad von Genauig-
keit. Die Ursache dafir liegt darin, dass man geringe Dif-
ferenzen in der Intensitdt der Farbung nicht zu unterscheiden
vermag, und zwar um so weniger, je concentrirter die Flssig-
keiten sind’). A. Likiernik und ich vermochten z. B. nach
dem Burchard’schen Verfahren noch zu unterscheiden, o
eine Losung in 2 ebem. *10 oder 510 mgr. Cholesterin ent-
hielt; auch konnten wir erkennen, ob in 2 ebem. §/10 oder
I mgr. des genannten Stoffes sich vorfanden; nicht aber, ob
in jener Flussigkeitsmenge <0/,00 oder */100, bezw. §/10 oder
/10 mgr. enthalten waren. Daraus folgt, dass wir zwar unter
gunstigen Umstanden z. B. noch festzustellen vermochten, ob
ein Extinct 0,04 oder 0,05 gr., bezw. 0,08 oder 0,10 gr.
Cholesterin enthielt, dass aber geringere Gehaltsdifferenzen
sich nicht mehr erkennen Hessen — dass wir ferner in einem
Cholesterinpraparat eine Verunreinigung, welche 20°/0 betragt.
auf jenem Wege noch nachzuweisen vermochten, nicht aber

eine solche von 10°/0.

*) Losungen, welche in 100 ebem. mehr als 0,050 gr. Cholesterin
enthalten, sind unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen tber-
haupt nicht mehr geeignet fiir die colorimetrische Bestimmung, wie auch

von Bure hard angegeben wird.
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Die aut die Hesse’sehe Reaction sich griindende colori-
metrische Bestimmungsmethode steht nach unseren Beobach-
tungen dem Burchard’sehen Verfahren an Brauchbarkeit
keineswegs nach; in einigen Fallen vermochten wir sogar
mit Hulfe derselben geringere Gehaltsunterschiede sicherer zu
erkennen, als vermittelst des letzteren Verfahrens®

Ein Hinderniss fir die Anwendung der colormietrischen
Methode auf cholesterinhaltige Extrade aus vegetabilischen
Substanzen etc. besteht in vielen Féallen darin, dass diese
Extrade schon vor dem Zusatz der Reagentien gelb gefarbt
sind. Eine solche Farbung ist insbesondere hinderlich fir
die Anwendung des Burchard’schen Verfahrens; denn der
gelbgrine Farbenton, welchen die gelbgelarbten Extracte nach
dem Zusatz von Essigsaure-Anhydrid und Schwefelsdure an-
nehmen, lasst sich, wie auch Burchard gefunden hat, nicht
mit den blaugrinen Farbentonen der mit Hulfe einer reinen
Cholesterinlésung hergestellten Farbenscala vergleichen. Die
gelbgefarbten Extracte lassen sich in der Regel durch Ein-
tragen von Thierkohle vollstdndig entfarben. Diese Massregel
kann aber Fehler verursachen. Schon seit langer Zeit Weiss
man, dass Aetherextracte aus vegetabilischen Substanzen an
Thierkohle ausser den Farbstoffen auch andere Bestandteile
abgeben ‘).  Allem Anschein nach wird auch das Cholesterin
von der Absorption durch die Kohle betroffen, wenn auch
vielleicht nicht in starkem Maasse*).

) M. vgl. die Mittheilung, welche ich in den Landw. Versuchs-
stationen, Bd. 15, S. 81, gemacht habe.

*) leb habe dartber folgende Versuche angestellt; Von einer
eldoroformischen Cholesterinlésung, welche in 100 ebem. 0,020 gr. Sub-
stanz enthielt, wurde ein Theil mit einer betrachtlichen Quantitat Thier-
kohle circa 24 Stunden lang unter h&ufigem Umschitteln in Berlhrung
gelassen, dann filtrirt. Die colorimetrische Bestimmung nach BurchardY
Verfahren liess in dem Filtrat eine Verringerung des CholestelJingehaits
gegenuber der urspringlichen Flissigkeit nicht erkennen; eine auf die
Hesse sehe Reaction gegriindete Bestimmung schien jedoch eine Ver-
minderung der Cholesterinmenge anzuzeigen, deren Betrag freilich."Wahl
nur ein geringer gewesen sein kann. In diesem Versuch hatte also die
| hierkohle nur geringen Einfluss ausgetibt. Als ich jedoch einen Theil

Zeitschrift fur physiologische Chemie. XIV. 34
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Zuweilen entfarben sich die Extrade bei Ausfiihrung
der colorimetrischen Bestimmungen nach dem Zusatz der
Séure, ehe die den beschriebenen Readionen eigentimlichen
Farbungen hervortreten. Es kommt aber auch vor, dass der
Zusatz der Reagentien in urspringlich farblosen Extrade»
NebenFarbungen hervorbringt, welche dann natirlich das
Resultat ganz unsicher machen.

Zieht man alle diese Umstdnde in Betracht, so muss
man zu der Schlussfolgerung kommen, dass die Anwendbar-
keit der colorimetrischen Cholesterin - Bestimmungsmethode
eine sehr beschrankte ist.

Ich gehe nun zur Mittheilung der Ergebnisse Uber,
welche ich an den Lupinensamen und Lupinenkeimlingen
erhielt. Ueber die Beschaffenheit des Untersuchungsmaterials
ist Folgendes zu bemerken: Die ungekeimten Samen, sowohl
wie die Keimlinge waren von den Schalen befreit und auf
einer D reefs’sehen Reibe in ein dusserst feines Pulver ver-
wandelt. Die Keimlinge wurden auf Gazenetzen, welche tber
flache, mit destillirtem Wasser geflllte Glasschalen gespannt
waren, bei Lichtabschluss gezogen. Nach 14tégiger Vege-
tationsdauer erfolgte die Ernte. Die Cotyledonen wurden an
den Ansatzstellen von den Keimlingen abgetrennt, sodann
getrocknet, gewogen und fein zerrieben; das Gleiche geschah
mit den nach Entfernung der Cotyledonen Ubrig gebliebenen
Theilen der Keimlinge, welche ich im Folgenden der Kiirze
halber als die Axenorgane bezeichnen will.

Die fein zerriebenen Substanzen wrurden mit Aether
behandelt, bis der letztere nur noch minimale Substanzmengen
in Loésung brachte, die so erhaltenen Extrade in der friher
beschriebenen Weise verarbeitet. Von den beim Durchschutteln

eines bei Verarbeitung der Axenorgane der Lupinenkeimlinge erhaltenen
fast farblosen Extracts (vgl. w. u.) mit Thierkohle behandelte, denselben
sodann eindunstete, den Verdampfungsrickstand in Chloroform ldste und
die so erhaltene L&sung colorimetrisch mit einer nicht mit Thierkohle

zusammengebrachten, im Uebrigen aber ebenso behandelten Probe des
gleichen Extracts verglich, erhielt ich ein verschiedenes Resultat; di»

erstere Losung gab zweifellos schwachere Farbung.



der Seifen-Losungen mit Aether gewonnenen cholesteric
haltigen Extradai') wurde einer — namlich derjenige

welchen ich bei Verarbeitung der Axenorgane erhielt — direct
fur die colonmetrische Prifung verwendet (wie w. 0. schon
erwéahnt worden ist) ; die Gbrigen unterwarf ich der Destillation

Die Destillationsruickstande wurden in moglichst wenig lieissem
Alkoho! gdost die beim Erkalten sich ausscheidenden Krystalle
abfiltnrt, mit kaltem Alkohol gewaschen, zwischen Fliesspapier
abgepresst, sodann Uber concentrirter Schwefelsdure bis zur
Constanz des Gewichts getrocknet und gewogen. Aus der
Mutterlauge erhielt ich, beim Verdunsten derselben,- noch eine
geringe hrystallmenge, welche ebenso wie die erstere Portion
jehandelt und sodann mit dieser vereinigt wurde. Die so
erhaltenen Zahlen tlieile ich im Folgenden mit.

A. Ungekeimte Samen.
J i ZTS ,7,gr- Trockensug ,) wurden bei Ausfiihrung
|

SR (7 8 )R AR RO YA Vi

r- +a P*6 SeifenlO8Un»en. ~den je drei mal mit Aether extrahirt
tial " je<Je == == 10n wurde eine der wassrigen Seifenldsung dem Volumen

mJ UhgefdahrgKeiChe Aethermengeangewendet- Alle Operationen wurden
moglichst gleichméssig ausgefohrt.

gepulve)rte[ﬁ te o Tl taiSe rAUARANRSNGD RERIMIUYGE 1VGhYENEgHeR fei
= = erra In "b*ewogenen Probe” quantitativ bestimmt lind auf
Grand der dabei erhaltenen Resultate der Trockengehalt der zur V.r.

»en ung gelangten Subslanzmengen berechnet. Der Kurze halber gebe
ich nur die Trockensubstanzmengen an. * !

SEharen iSpintinditen S¥ASRRmES3LARE WS 127, CRAIRRA RS Bl

ss man durch einmaliges Umkrystal.isiren desselben z* ZduclT
zeigte da? * f*' 1S5 137° schmel«'- Einen héheren Sclimetzpuhkt

lamlareh wach é-erh'oltem UYMRA Y ARSRESH i ChleRifIacEhsth

HcT Cliolmi ™ M 13V S§* 32) Ist dem ®us bugmensamen dargesteilten
RoMholestenn eme sehr geringe Menge von Cerylalkoh.l bermengt-

reo." esrclt SiCher> dass dies auc,’ unsere Praparate pH "da
acobson das Fett aus nicht entschaiten Lupinensamen verarbdtete.
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krystallisirt. Eine Losung des so erhaltenen farblosen Pra-
parats in Chloroform gab bei der colorimetrischen Prifung
sowohl die Cholestol-Reaction wie die Hesse’sehe Reaction
in der gleichen Starke, wie eine gleich concentrirte Ldsung
eines Phytosterin-Praparats, welches unter Verwendung einer
grosseren Materialmenge aus Lupinensamen dargestellt und
durch Umkrystallisiren gereinigt war.

Barbiéri und ich (l. c.) fanden in den fur die frihere
Untersuchung verwendeten Samen von Lupinus luteus 0,135
und 0,152*0 Cholesterin. In zwei anderen Mustern der
gleichen Samen (aus anderen Jahrgdngen stammend) wurden
in meinem Laboratorium 0,177 und 0,178 °/0 Cholesterin
gefundenl). Es scheint demnach, dass der Cholesterin-
gehalt der genannten Samen nur ziemlich geringen Schwan-

kungen unterliegt.

B. Etiolirte Keimlinge.

a) Cotyledonen. 71,06 gr. Trockensubstanz gaben
0,2700 gr. = 0,387°/0 Krystalle. Die letzteren wurden ein-
mal aus moglichst wenig Weingeist umkrystallisirt.  Ein
Theil dos so erhaltenen farblosen Praparates wurde in
Chloroform gelOst, die Loésung in verschiedenen Verdin-
nungen colorimetrisch geprift*). Es wurden dabei Far-
bungen erhalten, die nur &usserst wenig hinter denjenigen
zurtickstanden, welche von gleich concentrirten L&sungen
des aus den ungereimten Samen dargestellten Cholesterins
(Phytosterins) gegeben wurden; einige Proben Hessen so-
gar keinen Unterschied erkennen. Ich will letzteres un-
bertcksichtigt lassen und annehmen, dass das aus den
Cotyledonen erhaltene Praparat nur 80°0 Cholesterin ent-

Landw, Versuchsstationen. Hd. 30, S. 405.
*) Es wurde zundachst eine Ldsung hergestellt, welche in 100cbcin.
0,050 gr. Substanz enthielt. Abgemessene Quantitaten dieser Ldsung
wurden sodann mit Chloroform gemischt, um Lé&sungen geringerer Con-
centration herzustellen.
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liiell). Dann berechnet sicli ,ler Cholesteringehalt der
Cotyledonen auf 0.310°/*); f

b) lebrige Theile der KeimlingefAxenorganeetc.).
Dit Aetherextract aus 30,Cl gr. Trockensubstanz wurde vor-
seilt, das Cholesterin aus der Seifenlésung mittelst Aethers aus-
geschittelt, die so erhaltene, atherische L&sung auf 500 cbcin
gebracht. Ich dunstete 50 ebem. dieser fast farblosen Flussig-
st ein und nahm den Verdampfungsrickstand in der gleichen
Menge Chloroform wieder auf. Die cclorimetrische Priifung
fihrte zu dem Resultat, dass in 5 ebem. dieser LOsung
0.00075 gr. Cholesterin, oder in 500 ebem. 0,0"5 gr. ent-
halten waren. Vorstehende Zahlen sind aus dein Resultat
abgeleitet, welches bei Anwendung der Hesse’scheu Reaction
erhalten wurde; beim Vermischen mit Essigsaure-Anhvdrid
und Schwefelsdure nahm die Lésung sofort eine Gelbfarbung
an. welche dem Einreihen der spéater auftretenden Griin-
larbung in die Farbenscala hinderlich war. Danach berechnet
sich der Cholesteringehalt der nach Abtrennung der Cotyle-
donen dbrig bleibenden Theile der Keimlinge auf 0,205°/

Um mit Hulfe vorstehender Procentzahlen berechnen zu
konnen, ob die absolute Cholesterinmenge in den keimenden
Samen sich vermefirt hat, muss man noch das Mehgenver-
haltriiss sowohl der Cotyledonen zu den Ubrigen Theilen der
Keimlinge, als auch der Keimpflanzentrockensubstanz zur
Samentrockensubstanz kennen. Das erstere Verhéltnis* ist
direct von mir bestimmt worden; es zeigte sichv dass von
der Keimpflanzentrockensubstanz 47,2°/00 auf. die Cotyledonen

und 52,8°00 auf die Axenorgane etc. fielen. Was das Mengen-

) Eine nur 10", betragende Verunreinigung durch andere Sub-
stanzen liess sich nach, den w. o. gemachten Mittheifungen mittelst der
oolon.netrischen MeU.ode in einem Cholesterinpraparat nicht entdecken-
f der Nachweis geleistet, dass hei der colorimetrischen Prufung
die Farbungen in geringerer Starke auftreten, so muss daran, auf eine
Verunreinigung von cirea 20% geschlossen werden,

-) Nach der Proportion 100: *0 = U,:{s7 : x. In Betreff der Be-
rechtigung, die Rechnung in dieser Weise aus/ufnhren. vergleiche man
die Anmerkung 2 auf S. 504.



verhaltmss zwischen ungekeimten Samen und Keimlingen
betiillt, so kann ich dasselbe aus friiheren Untersuchungen

ableitenl); 100 Th. Samen (wasserfrei, ohne Schalen) lieferten
bei 14tégiger Dauer der Keimung im Mittel 78,5 Th. etiolirte
Keimlinge (wasserfrei, ohne Schalen). Unter Beriicksichtigung
dieser Zahlen gelangt man zu folgendem Endresultat:

, 1100 Th- Siimen (M«t 0,137 Th. Cholesterin) lieferten
78,5 Th, Keimlinge, bestehend aus 37,05 Th. Cotyledonen
(mit 0,115 Th. Cholesterin) und 41,45 Th. Axenorgane etc.
(mit 0,0,S5 Th. Cholesterin). Den in den ungekeimten Samen
enthaltenen 0,137 Th. Cholesterin stehen demnach in den
Keimlingen 0,200 Th. Cholesterin gegenliber. Daraus be-
rechnet sich eine Vermehrung der Cholesterinmenge wéhrend
der Keimung um 4670.

Zur Erganzung der im Vorigen aufgefihrten Bestim-

mungen untersuchte ich noch 14tdgige Keimlinge, welche au«
den gleichen Samen in grossen, mit Flusssand gefullten Ké&sten

in einem verdunkelten Zimmer gezogen worden waren. Da
der Lichtabschluss kein vollstandiger gewesen war, so hatten
die Cotyledonen sich schwach grin gefarbt; im Uebrigen
besessen die Keimlinge vollstandig das Aussehen etiolirter
Pflanzchen. Nachdem diese Keimlinge getrocknet und mit
der Hand groblich zerkleinert worden waren, wurden sie auf
ein Sieb gebracht. Die zerkleinerten Axenorgane Hessen sich
grosslentheils absieben, wahrend die Cotyledonen oben zuriick-
blieben. Die Keimlinge Hessen sich auf diese Weise in zwei
dem Gewicht nach ungeféhr gleiche Halften trennen, von
denen die eine zum allergréssten Theil aus den Cotyledonen.
die zweite fast ausschliesslich aus den Axenorganen bestand.
Obwohl das so gewonnene Material, welches urspringlich flr
andere Zwecke bestimmt war, dem filr die anderen Versuche
benutzten an Qualitdt nachstand, so habe ich es doch fir
einige Bestimmungen verwendet, weil ich es in grosserer
Quantitat vorrathig hatte. Ich erhielt dabei folgende Resultate:

) Untlw. Versuchsstationen, Bd. 36, $. «5 u. 463, sowi-
litiiuhv, Jahrbucher, herausgegeben von H. Thiel, Bd. 5. S. 820.
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a) Erste Halfte, zum allergrussfoii Theil\nus
den Gotyledonen bestehend. 83.03 gr. Trockensubstanz
lieferten bei Ausfihrung der Choleslerinbestinnnung 0,2845 «r.
= 0,340°/6 Krystalle. In einem zweiten, in grosserem Mass-
'tabe aber nicht vollig quantitativ durchgefthrten Versuch
»eillicit icli aus ca. 500 gr. Trockensubstanz 1,50 gr. = ca 0,30°/,,
Krystalle. Die so gewonnene Substanz wurde beim Um-
kijstallisiien in zwei Krystallisationen zerlegt; -beide wurden
in der w. 0. schon angegebenen Weise colorimetrisch gepruft.
Kir die erste Krystallisation ergab sich ein Reinheitsgrad
von 80%: die zweite schien reiner zu sein.. Ich will jedoch
fur beide Cholesterin-Praparate nur einen Reinheitsgrad
von 80°/0 annehmen. Dann berechnet sich luv' diese Halfte
der Keimlinge ein Cholesteringehalt von 0.272°/,.

b) Zweite Halfte, fast ausschliesslich aus den
Axon organ en bestehend!). Der Aethercxtract aus
104,34 gr. Trockensubstanz wurde verseift, das Cholesterin
aus der Seifenlosung mittelst Aethers ausgeschiittelt, die so
erhaltene Lésung auf 500 ebem. gebracht. 50 ebem. davon
wurden eingedunstet, der Verdampfungsriickstand in Chloro-
loim gel6st, die Lésung wieder auf 50 ebem. gebracht; ausser-
dem wurde in der gleichen Weise noch eine halb so starke
chloroformische LoOsung hergestellt. Die colorimetrische Pri-
tung dieser in dinner Schicht vollkommen farblosen Flissige
keiten, welche sich sowohl mittelst der Cholestol-Reaetion
als mittelst der Hesse*sehen Reaction ausfiihren Hess, fuhrte
zu ¢*cm Ergebnis?, dass in 2 ebem. der ilrspringlichen Ldsung
0,000d gi. Cholesterin, also in 000 ebem. 0,23f5 gr., (‘nthaWen
waren. Danach berechnet sich fur diese zweite Héalfte der
Keimlinge ein Cholesteringehalt von 0,21G°/0.

Das Mittel aus den in solcher Weise fir den Choléstorin-r
gehalt der beiden Halften der Keimlinge gefundenen Zahlen

) Den Wurzeln der Keimlinge haftete eine geringe Menge Vvoj
Sa,ul s< hartnackig an, dass derselbe durch Ahspfilen mit Wasser nich

entfernt wer«len konnte, In einer Probe der fur obige Bestimmung ver-
wendeten Substanz wurde »ler Sandgebalt quantitativ bestimmt ‘um
-»»dann von der Trockensubstanzmenge abgezogen. *



,,L"Cl' der Annal“""- das. and. in diesem Falle
«iccCi- 100 Th. Samentrockensubstanz 7S,5 Th. Kcimpflanzen-
trockc,,Substanz geliefert haben, gelangt man zu folgendem
fvr Ti' 1< 1""°>Th’Samen M °-137 Th- Cholesterin lieferten
, Kt-,mimge mit 0.192 Th. Cholesterin. Dies entspricht
(fet Annahme, dass wahrend des Keimungsvorganges die

Cholesterinmenge sieh um 40°/,, vermehrt hat.

Die im Vorigen milgetheilten Versuchsergebnisse liefern
eine vollstdndige Bestatigung der Resultate, welche von
Barbier, und mir friher erhalten wurden. Nicht nur fand
itli in otiolirten Lipinenkeimlingen einen weit hoheren Procent-
gelialt an Cholesterin vor, als in den ungekeimten Lupinen-

samen, sondern es war auch die in einem bestimmten Gewicht
der letzteren enthaltene absolute Cholesterinmcnge betracht-

it i geringer, als diejenige, welche in der daraus entstandenen
Kcimpflanzcn-Quantitat gefunden wurde. Halt man diesen
behind mit der von Barbiéri und mir gemachten Beob-
achtung zusammen, .lass in den Axenorgaimn der otiolirt. ,
Lupmenkeimlimge ein Glied der Cholesteringruppe sich vor-
hndet, welches allem Anschein nach in den ungekeimten
amen nicht vorhanden istl), so wird man es trotz der Man-d
.er zur Verwendung gekommenen analytischen Methoden
doch fur fast zweifellos erklaren mussen, dass wahrend der
.i h,abschluss erfolgenden Keimung der Lupinensamen
emo Zunahme des Cholesterins erfolgt.

Besonders reich an Cholesterin zeigten sich in den
froheren sowohl wie in den jetzt ausgefuhrten Versuchen

) Keine Beobachtung spricht fiir .las Vorhandensein dieses Gliedes

@ZMH LR e S85-LelpRn gpnen
b melnem Lai, Oratorlum ist wiederholt aus den genannten Samen
‘ u>""aH'1l" u,,d es idl Jat'.i niemals ein Praparat erhalten
wool 11, -«lessen  Schmelzpunkt lidher als 137° lag Auch Jacohsnn
(diese Zeitschrill. Bd. 13, S. 3g, hat das Cholester*
untersucht und fiir dasselbe nur einen Schmelzpunkt von 133.5-13«.:,
gelunden. Pass alle diese Praparole Gemenge eines bei 1se—ais0" 1Ui|
ernes wen medriger sehmelzenden Cholesterins gewesen sind, ist duel
kaum anziinehmon.



di,, C°.t)I"dO,len der etiolirten Lupinenkoimlinge; de,
procentige Cholesteringehalt derselben war mehr als doppelt
-0 hoch, als derjenige der ungekeimten Samen. Das Ver-
I'ahen des Cholesterins steht demnach in diesem Falle in
auffal enden, Gegensatz zu demjenigen der in den Cotyledon,
enlhaltenon stickstofffreien und stickstoffhaltigen Reservestoffe
welche wahrend der bei Liclitabsehluss stattfindenden Keiniuiw
eine rasche Abnahme erfahren. °
Auf Grund dieser wie der w. 0. mitgetheilten Versuchs-
eigebnisse weise ich die Kritik, welcher Rurehard die von
Lai bieri und nur gemachten Angaben unterworfen hat
als eine unberechtigte auf das Entschiedenste zuriick
Die Uber das Verhalten des Cholesterins in Lupinen-
keunhngen von uns gemachten Beobachtungen zwingen selbst-
verstandheh nicht zu der Schlussfolgerung, dass die genannte
..ubstanz bei der in jenen Keimlingen stattfindenden Neu-
bildung von Stoffen gar keine Verwendung finde. Dem, es
ist ja denkbar, dass in den Keimlingen einerseits Bildung
von Cholesterin, andererseits Verbrauch desselben erfolgt
,aSS alF die, Bildl"™>& Marker ist, als der Verbrauch. Auf
‘hhll'mi“"«! cat,¥,0r Reinke Biologischen Ccntral-
att (Bd ., S. 13i>) bei Gelegenheit einer Besprechung der
'ou Barbien und mir ausgefiihrten Untersuchungen auf-'
merksam gemachty).

Heinke weist an jenem Orte darauf hin. .task die Gber den Cho

ST e""oUr.er normaler Lupinen,,fla,«n l,en von uns gemach en
beobaehtungen sich z. B. .lurch folgende Annahmen .erklaren Cu

a tholesteruimolekile vermdgen sich ini Zustande der Inanition-
mmer | lanze hei Abschluss des Lichts aus kleineren, durch Spaltung
entstandenen Atomgruppen aufzuhauen, welche bei normaler Erndhrung
1t  llanzen im Licht ausschliesslich oder doch ganz Uberwiegend fur
anderweitige Synthesen Verwendung linden. K

h) ““e Differelz in> Cholesteringehalt eliolirter und nonnaler
Ha,izen erklart sich daraus, dass in den erstereu die Bildung den Vor- '
brauch (berwiegt, in den letzteren die Production von Cholesterin gegen-
iner em Verbrauch so sehr herahgedrickt wird, dass die Solotanz

I 11 zur Anhaufung gelangen kann.
Hei, £ °a"r *i"'! a"Jere richtige sei. kann man’, so

l,c'",kc- mir dur,li fernere Untersuchungen eijtscheideii, welche
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- Venn nian don an Lupinenkoimlingen gewachten Be-
obachtungen diese Deutung giebt, so wirde man auch wollt
~emen Widerspruch zu denselben in dem etwa erbrachten
Nachweis sehen kénnen, dass in anderen bei Lichtabschlu>>
keimenden Samen der Cholesteringehalt sich vermindert:denn
es ist ja denkbar, dass in manchen Féllen der Verbrauch
uberwiegt.

Auflallen musste jedoch die von Burchard gemachte
Beobachtung, dass ein Extract aus den etiolirten Keimlingen
einer von ihm nicht néaher bezeiehneten Gras-Art beim Zu-
sammenbringen mit Essigsdure-Anhydrid und Schwefelsdure
keine Grunfarbung, sondern nur Gelbfarbung gab; denn es
wirde daraus zu schliossen sein, dass jener Extract gar kein
Cholesterin mehr enthielt*). Ich habe mich daher veranlasst
gesehen, etiolirte Gramineen-Keimlinge auf Cholesterin zu unter

suchen, und zwar solche von italienischem Raygras
(holmm perenne) und von Weizen (Triticum vulgare). Die-
selben waren in einem dunkeln Raum in Flusssand gezogen
um IG 17 Tage alt. Nach dem Trocknen wurden sie auf
der Dreefs'schcn Reibe in ein dusserst feines Pulver ver-

wandelt und sodann mit Aether extrahirt. Die Aetherextracte
wurden verseift, die Seifenlésung mit Aether durchgeschiittelt
die so erhaltenen atherischen Flussigkeiten der Destillation
unterworfen. Die Losungen der Destillationsriickstande in
heissem Weingeist lieferten beim Erkalten Ausscheidungen,
welche sowohl die Hesse’schen wie die Choleatol-Reaction
gaben ). Demnach enthielten diese etiolirten Keim-

linge Cholesterin.

al.cr ,,ohl kaum an ,(ler Pflanze sich ,erden ausfnhren lassen. Die
hnischenhing kann eher von dem rein chemischen Studium des Clio-
lesterms, den Bedingungen seiner Bildung und seiner Zersetzung ervvarlcl
werden.

) Wenigstens kein ilie Cholestol-Reaction gehendes Glied der

Cholesterin-Gruppe.

*) -Vhen Cholesterin schien ein anderer, aus der alkoholischen
e-sun- heim Erkalten sich rasch ausscheidender Korper (vielleicht ein
aus wachsartigen Stoffen abgeschiedener .Alkohol) sich vorzufinden



Sowohl die &therischen Roh-Extracte aus den etiolirten
Weizen- und Graskeimlingen, als auch die beim Ausschutteln
des Cholesterins aus den Seifenldsungen mittelst Aethers
erhaltenen Flissigkeiten waren so stark gelb gefarbt, dass sie
nicht direct fur colorimetrische Bestimmungen brauchbar
waren. Sie Hessen sich aber durch Eintrdgen von Thierkglile
vollstandig entfarben. Dieser Umstand veranlasste mich, noch
leigenden \ ersuch anzustellen: Die Aetherextractc aus je 30 gr.
feingepulverten lufttrocknen Grassamen und Graskeiinlijigeii
wurden verseift, die beim Ausschitteln des Cholesterins aus
den Seifenlésungen erhaltenen &therischen Losungen auf je
“I” ehern, gebracht. Ich entfarbte nun je KM> ebem. dieser
Flussigkeiten durch Eintrdgen von anndhernd gleichen Quan-
tititen von Thierkohle, verdunstete dieselben sodann, zur
Trockne, loste die Rickstande in Chloroform lind fullte die
fO gewonnenen Lo6sungen auf je 50 cbcni. auf. Von diesen
in ganz gleicher Aleise behandelten Flussigkeiten enthielt die
hei Verarbeitung deV Graskeimlinge erhaltene nach den Er-
gebnissen der colorimetrischen Prifung mehr als doppelt
so viel Cholesterin, als diejenige, welche bei Verarbeitung
der Grassamen erhalten war; denn 1 cbcni. der ersteren
Fllssigkeit, gemischt mit 1 cbcni. reinem Chloroform, gab
nach dem Burchard’sehen Verfahren starkere Farbung, als

cbecni. der letzterenDas gleiche Resultat gab eine,auf
(he Hesse’sehe Reaction gegriindete colorimetrische Be-
stimmung.

Ein zweiter Versuch, zu welchem ich den Best der im

oi&ten \ ersuch aus den Graskeimlingen gewonnenen cholesterin-
-haltigen Flissigkeit und einen neuen Extract aus Grassamen

verwendete, lieferte das gleiche Resultat. In der Ausfihrung

'+ Diese Flussigkeiten schienen fir die Anwendung des Hurehard -
sehen Verfahrens sehr geeignet zu sein. Bemerkenswert ist, dass in
'enselhen nach dein Zusatz von Essigsdure-Anhydrid und Schwefelsaure
zuerst eine Blaufarbung entstand,'welche weit starker war, als diejenige,
welche ich in verdinnten Phytosterin-Ldsungen auflreteji sah (diese
Blaufarbung ging spater in Grin Uber). Dies scheint anzudenten’, dass
liler wieder ein besonderes Glied der Cholesterin-Gruppe vorlag.
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unterschied sich dieser Versuch vom ersten nur dadurch
«lass ich zur Entfarbung der aus den Samen gewonnen.,,
cholestermhalfgen Flussigkeit weniger Thierkohle anwendet,.
ZUr " lal'bun? tled Extracts aus Keimlingen-); der auf
t er Absorpt'on von Cholesterin durch Thierkohle beruhen,lo
r elder musste demnach bei der orsteren Flissigkeit geringe,
sein, als bei der letzteren *). r
Aus diesen Versuchsergebnissen ist zu schlossen, da-
*he In trocknen etiolirten Graskeimlinge proeentig mindestem
doppelt so viel Cholesterin enthielten, als die lufttrocknen
Grassamen. Lm das Mengenverhéltniss zwischen Keimling, ,,
und Samen anndhernd zu bestimmen, wurde eine gross,.,,.
Anzahl derselben gewogen; dabei ergab sich Folgendes:

ICO Stick lufttrockne Samen wogen 0,2<M>5 gr.

100 w » Keimlinge » 01712 n»
10° Theih- lufttrockne Samen hatten demnach un-
gefahr 8d |heile Ilulllrocknc Keimlinge geliefert. Der mit

dem Kennungsvorgang verbundene Substanzverlust war ak
iiielit gross genug, um eine Zunahme des procentigen Cho-
es eringelialts der Keimlinge gegeniiber demjenigen der
.atnen auf mehr als das Doppelte verursachen zu konnen*').
‘Man muss demgeméass annehmen, dass auch die absolute

L1 | Dfxr Til"n EstraCt sc,I"™ficll"r gelt, gefflrht, als der letzter;-,
umt IM*durfte daher weniger Kohle zur Entfarbung.
mt - a" Kalle I"'slil"'ml," i<Il »““>* 'las Gewicht der truck»,.u
k> ."".de. welche hem, Eiodimsteii der mit Thierkohle entfarbten
chclestern;halligen Flussigkeiten (aas je 15 gr. Rohmaterial) erhalten
wurde». Ras Gewicht betrug
bei den Grassamen 0,0-20 gr.

* » Graskeimlingen 0.0U5 v
Au> 1., gr. lufttrockner Graskeimlinge wurde also mehr als doimeli

M> "le S*)slan* erlialten’ als au* der gleichen Menge lufttrockner Gras-

samen. < hne Zweifel bestand aber der Rickstand weder in dem einen

noch in dem anderen Falle nur aus Cholesterin. '

k.iin.n L,""<le lhe Z,nahnu’ ,les Procentigen Cholesteringehalts der

k menden Samen nur eine Folge des mit dem Keimnngsvorgang vet-
Tr—k->-1-,a,-V,rlustes gewesen, so hatte diese Zunah,,

"ui in dem \erhaltmss 81 : 100 erfolgen kodnnen.
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Cholesterinmenge in den keimenden Grammen siel, vor-
mehrt hatl).

Ob das vollig abweichende Resultat, zu welchem
Uurchard an Graskeimlingen gelangte, etwa darauf zurtck-
Zufuhren ist, dass er mit einer anderen, von ihm nicht

naher bezeichnten, Grasart experimentirtey oder ob der
von ihm verwendete unverseifte Extract Stoffe enthielt

welche die Cholestol-Reaction verdeckten, oder ob irgend

«in anderer Umstand von Einfluss war*), vermag ich nicht
zu beurtheilen. ,

) Allerdings gilt dieser Schluss nur unter der Voraussetzung, dass
im den Keimlingen nicht ein Glied der Cholesterin-Gruppe sich voifand
welches «lie Farhenreactionen weit intensiver giebt, als das Cholesterin
«ler Samen. -

-) Lediglich m dem Wunsche, eine Erklarung fir die, auffallenden
"ifferenzen zu finden, welche zwischen Burehard's und meinen Ver-
surhsergehnissen hervorgetreten sind, mochte ich noch auf Feieendes
aufmerksam machen: (orchard giebt an, dass er die Zur »arstellun-
der Extrade bestimmten Samen in einer Heibsehale zerstnssen und die
getrockneten Keimlinge ebenso behandelt habe. Die von mir untersuchten
elasketmlmge hessen sieh in einer gewdhnliclien Iteibschale nur »am'’
unvollstandig zerkleinern und es liegt wohl nielit ausser dem Bereich
der Mdglichkeit, dass es sich mit Burehard's Keimlingen ebenso ver-
halten hat: man iveiss aber, dass unvollstdndig zerkleinerte vegetabilische
Substanzen sieh auch nur unvollstandig durch Aether extruhiren lassen
«lelleicht erkléart sieh auch auf diese Weise noch ei.ie Verschiedenheit
"«*( ie zwischen Burehard’s und meinen Aetherextracten stattgéfunden
hat. Die von mir aus den Keimlingen «largestellten atherischen Hoh-
Extrade waren sammtlieh stark gelb gefarbt, was in rehereinstimmuiig mit
der Angabe stellt, dass etiolirte Keimpflanzen einen in Alkohol und Aether
«'lichen gelben Farbstoff, das Etiolin, enthalten (in. vgl. z. B. Sachsse
Ol* (:hemie uml Physiologie der Farbstoffe, Kohlenhydrate und Protein-
"hstanzen, S. (12). Die v. n Burchard dargestellten Boh-Extrade kdnnen,
amu stark gelb gefarbt gewesen sein;.denn er hétte dieselben doch
anderenfalls nicht fir «lie colorimetrischen Bestimmungen Verwenden
eennen. Angaben darlber sind von Burebar.l fir- die Extract,’ aus
binscnkeimliiigen gar nicht gemacht worden; fir die Extrade aus Gras-
-amen und Graskeimlingen giebt er an. das «eigentimlicher Weiseln
den m den Parallelversuchen aus Samen und Keimlingen gewonnen,.,,
bosungen j© eine sich starker gelblich gefarbt zeigte als die andere

»ie letzteren LOsungen bezeichnet Burcbard weiterhin als farblos.
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In derselben Weise, wie in den Extracten aus Gm>-
samen und Graskeimlingen, fuhrte ich schliesslich auch noch
colorimetrisclm Bestimmungen in den Extracten aus Weizen-
samen und Weizenkeimlingen aus. Die Aetherextracte aus
¢ 30 gr. fein zerriebenen lufttrocknen Samen und Keimlingen
wurden verseift, die beim Ausschutteln des Cholesterins aus
den Seifenldsungen erhaltenen &therischen Flussigkeiten auf
je 300 cbcm. gebracht. Ich entfarbte je 150 cbcm. mittelst

lerkohle (wobei der aus den Samen gewonnene, nur
schwach gefarbte Extract weit weniger Thierkohle erforderte,
als der aus den Keimlingen erhaltene, so dass der durch
Anwendung der Kohle bedingte Fehler in ersterem Falle
""eit geringer sein musste, als in letzterem), dunstete die-
selben sodann ein, I0ste die trocknen Ruckstande in Chloro-
form und fullte die so erhaltenen L6sungen auf je 20 cbcm.
auf. 2 cbcm. der in dieser Weise aus den Samen erhal-
tenen Losung gaben nach dem Burchard’schen Verfahren
schwachere Grunfarbung, als eine Mischung von 1 cbcm.
der aus den Keimlingen erhaltenen LOsung mit 1 cbcm
reinem Chloroform. Daraus ist zu schliessen, dass die letztere
Losung mehr als doppelt so viel Cholesterin enthielt, ah

die erstere*).
Ein Versuch mit einer zweiten, gleichfaUs circa 16 Tage
a ten Vegetation von etiolirten Weizenkeimlingen gab das
gleiche Resultat.
Das Mengenverhaltnis zwischen Samen und Keimlingen
habe ich m diesem Falle nicht bestimmt; aus den an anderen
bjecten in dieser Hinsicht erhaltenen Resultaten lasst sich
aber schliessen, dass der Substanzverlust keimender Weizen-
samen bei 16tagiger Dauer der Keimung nicht gross genu*
sein kann, um eine Steigerung des procentigen Cholesterin-
gehalts der Keimlinge gegenuber demjenigen der ungekeimten

*) Mittelst der Hesse’schen Reaction Hess sich in diesem Fall«
eme .colonmetrische Bestimmung nicht ausfiihren, da die chloroformische.
jungen be.m Durchschitteln mit Schwefelsdure sofort eine braunlich,
Farbung annahmen.
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Samen auf mehr als das Doppelte zu verursachen. Zur Er-
klarung dieser Steigerung muss man demnach auch hier die
Annahme zu Hulfe nehmen, dass die in den Samen ent-
haltene absolute Cholesterinquantitat wahrend des Keimuims-
vorganges sich vermehrt hat.

Die an den keimenden Samen von Lolium perenne und
lriticum vulgare von mir gewonnenen Resultate stimmen
also vollstandig mit denjenigen Uberein, welche ich sowohl
neuerdings wie friher in Verbindung mit ). Barbiéri an
den keimenden Samen von Lupinus luteus erhalten habe. '



