Beitrdge zur Kenntniss des Cholesterins.

Von

Kuno Obrruiiiller in Berlin.

Aus ilor chemischen Abtlieilnn«» des physiologischen Instituts in Berlin.
pny: g
(Der Hetlttction /.iif'e™ant'en um J. August is'tu.)

Vun den im Thier- und Pflanzenreich vorkommenden
[ lumologeii und Isomeren des Cholesterins ist bisher nur das Iso-
dtulesterin genauer untersucht und durch scharfe Merkmal»* vom
Cholesterin unterschieden. Weder die Formel des Cholesterins
noch die eines andern Angehdrigen dieser Korpergruppe kann
als sichergestellt betrachtet werden, man hat z. B. flir das
Cholesterin di»* Formeln CI611440 oder Ci7l14(i0 vorgeschlagen

und es exjstirt kein zwingender Beweis, fur dp»> Annahme
einer derselben.

Diese mangelhafte Kenntniss der Cholesterine ist upi
<o empfindlicher, da wir in ihnen Substanzen vor uns haben,
welche zu den primaren Bestandtheilen der Zelle gerechnet
werden mussen und welche demgemass' die weiteste""-Ver-
breitung durch alle Gewebe zeigen.

Di»* Gharakterisirung der einzelnen einander sehr &hn-
lichen Alkohole, die wir unter dein Namen der Cholesterin»*
zusammenfassen, kann nur dadurch bewirkt werden, »lass
"ine groéssere Anzahl von Derivaten derselben dargestellt, in

ihren Eigenschaften genau untersucht und unter einander
verglichen werden.

Ich habe, von diesen Gesichtspunkten geleitet, auf. Ver-
anlassung von Herrn Prof. Dr. A. Kossel in der chemischen
Abtheilung des physiologischen Instituts die Darstellung einiger
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neuen Derivate dieser Alkohole unternommen und theile im
Folgenden die ersten Ergebnisse, die sich auf das Cholesterin
beziehen, mit.

Cholesterinkalium.
Die Darstellung dieser Verbindung ist analog der von
Lindenmeyerl) und Reinitzer’) beschriebenen Darstellung
von Cholesterinnatrium. Statt des von den friiheren Autoren

angewandten Steindls benutzte ich zur Losung des Cholesterins
Aether, welcher sich fur die Darstellung geeigneter erwies.

Sobald das Kalium in die atherische L&sung des Cholesterins
hineingebracht wurde, erfolgte schon in der Kélte die Reaction
mit grosser Heftigkeit unter energischer Wasserstoffentwicke-
lung. Dieses Experiment gentgt, um die Ansicht Walitzky s,
nach welcher bei der Einwirkung von Natrium auf Cholesterin
keine Wasserstoffentwickelung erfolgen solle, zu widerlegen
da nicht vorauszusetzen ist, dass die Einwirkung des Natriums
in anderer Weise verlauft*. Das Cholesterinkalium gleicht in
allen seinen Eigenschaften der entsprechenden Natriumver-
bindung. Die Zusammensetzung dieser Substanz wurde durch
die Einwirkung von verdinnter Salzsdure auf eine abgewogene
Menge der Kaliumverbindung ermittelt, es scheidet sich hier-
bei Cholesterin ab. Die vom Cholesterin abfiltrirte, das Kalium
enthaltende Flussigkeit wurde eingedampft und der Riickstand
gewogen, das abgeschiedene Cholesterin wurde der Analyse
unterworfen, ich fand auf diese Weise Folgendes:

R lieferten:
|. Substanz 0,2102 II. Substanz 0,2201
K 0,0193 0,0201
oe, 0,5070 0,0252
H,O0 0,2043 0,2124
Berechnet in 0,0 fur Oeftinden:
H430 :H4,0K: l. .

K 9.31 9,19 9.18 9,13

C 70.09 77,59 77,41 77,46

| 10.ts 10,01 10,75 10,72

Chemie. Bd. 90, S. 321.
*> Monatshefte fir Chemie. Bd. 9, S. 421.



Cholesterylpropionat. C,1146COOQOC, Hs.

Diese* Verbindung ist von besonderem Interesse, weil sie
lie von friheren Autoren bereits bemerkten Farbenersehei-
itungen beim Abkihlen der geschmolzenen Verbindung schéner
zeigt, als irgend ein anderes Derivat des Cholesterins.

Die Darstellung dieser Substanz geschieht in folgender
Weise:

Man mischt 10 gr. (bei 100°) gut getrocknetes Cholesterin
mit etwa 5 gr. Propionsaureanhydrid in einem Rundkolben
mit aufgesetztem Kihler und erhitzt das Gemisch auf dem
Wasserbade eine halbe Stunde lang; es bildet sich bald eine
weingelbe Ldsung, aus welcher bei dem Erkalten eine weisse
fettglanzende z&he Masse ausscheidet, die Kkristallinisches
(Jeflige besitzt. Aus ihrer atherischen Losung fallt nach Zusatz
von Alkohol der Propionsaure-Ester des Cholesterins, zu ihrer
vollstandigen Reinigung wiederholt man die Ausladung aus.
der &therischen LOosung mehrmals. Die Verbindung Krystal*
lisirt in cholesterinartigen rhombischen Blattchen, die bei 08°
schmelzen, sie ist leicht Ioslich in Aether, Benzol, Schwefel-
kohlenstoff, schwerer in Alkohol; am besten erhalt man die

Krystalle durch langsames Verdunsten einer theralkoholischen
Losung.

Analyse.

Berechnet in Procenten fiir
r..H,cooc:, H4 C..H,COOC27H4,

*1,28 81,44% b. .
11,21 11,31%. <.

Gefunden:-

81,37% (1.

11,51 % H.

Dieses Propionsaure-Cholesterin, wie ich es kurz be-
zeichnen will, zeigt nun geschmolzen bei seiner allméhlichen
Abkihlung ein prachtvolles Farbenspiel von ganz ausgezeich-
neter Scharfe, welches wohl im Stande ist. das Propionséure-
Anhydrid als brauchbares Reagens auf Cholesterin erscheinen zu
lassen, um so mehr, als weder die Alkohole der fetten, noch der
aromatischen Reihe, noch auch die Terpene; zu welchen allen
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llas CllIOleal,;li" Beziehung hat, auclmur anndhernd alm-
lieche Erseheinungen zeigen; ausserdem kann der Versuch mit
flen geringsten Mengen von Cholesterin dargestellt werden
(cf. unten).

Leim Propionat ist nun Folgendes zu beobachten: Die
geschmolzene Verbindung wird beim Abkihlen zuné&chst
violett, dann allméhlich blau, grin. dunkelgrau, orange,
earminroth und kupferroth. Die prachtvoll tiefblaue Farbe
sowie die grune erhalten sich langere Zeit ungemein scharf
Bei plotzlichem Abkihlen der Schmelze entsteht die kupfei-
roHie Kirbe, welche ebenfalls langere Zeit anhalt, die blaue
Kirbe kann lange Zeit in der Weise erhalten werden, da*>
man die in einem Ko&lbchen befindiidie Substanz in eine auf
I-** erwdrmte Glycerinlésung taucht und so zum Schmelzen
bringt, die andern Farben thun dies nicht. Man beob-
achtet die Erscheinungen im reflectirlen Lichte am besten
im durchfallenden sind die Cumplementarfarben sichtbar
Bei der Betrachtung unter dem Mikroskop im durchfél-
lenden Lichte treten folgende Vorgange auf: Die geschmol-
zene Substanz ist zuerst bleigrau, daun blaugrau, hellblau
und dabei in fortwahrender Bewegung, plotzlich tritt ein
Stillstand ein, es erscheinen Gruppen von sphéaroidisch un-
geordneten Krystallen, welche hei gekreuzten Nicols ein
schwarzes Kreuz haben, also aus radiar gestellten doppel-
brechenden Krystallen bestehen. Die* Masse gerath wieder
in Bewegung, die Kreuze verschwinden, es entsteht eine wein-
gelbe Farbe, gemischt mit rosaroth, dann eine violette, blaue,
hellgrine und dunkelgriine, letztere verschwindet plétzlich
und man sieht nun wieder sphérische Aggregate von, doppel-
brechenden Krystallen, welche bedeutend grésser sind als di«
ersten. Die heim Schmelzen der Cholesterinderivate aul-
retenden Farbenerscheinungen wurden von Lehmann

genauer untersucht, aber es ist bisher nicht moglich gewesen,
das Zustandekommen dieser Phdnomene zu erklaren. Loh-

M M,L“tlieilt Di .lor oben cltirUn Arbeit von Hoinitzer;
t«in<i heb mann. Molecnlarphysi k. Leipzig ISSU, Ud. 11. S. :>y;.



.mann beobachtete am Acetat und Benzoat, dass diese Er-
scheinungen mit der Ausscheidung und Wiederauflésung einer
bis jetzt unbekannten krystallisirlon Substanz Zusammen-
hangen, dasselbe geht auch aus obigen Untersuchungen am
Propionat hervor. Beim Cliolesterylacetat fand Lohmann drei
Krystallformen, deren zwei monosymmetrisch sind, wahrend
lie dritte nicht bestimmt werden konnte, auch das Benzoat
existirt nach den Untersuchungen von Lehmann in drei
Modificationen, eueren erste die leicht zu beobachtenden
letragonalen Krystalle sind, die zweite Modification ist rhom-
bisch, die dritte ist noch nicht bestimmt. Diese Modifikationen
dehen beim Benzoat zu einander im Verhullriiss derMono-
tropie, beim Acetat sind sie zu einander zum Theil enantiolrop,
zum Theil monotrop. Wie schon oben angefihrt, lasst sich,
die Farbenerscheinung mit Hulfe sehr geringer Mengen von
Cholesterin hervorrufen und kann desshalb zur..Unterscheidung
des Cholesterins von andern &hnlichen Substanzen benutzt
werden.

Ausfiihrung der Reaction.

Zur Ausfuhrung der Reaction Verfahrt man folgender-
massen: Man sucht das in einem Korper etwa vorhandene
Cholesterin so gut wie moglich zu isoliren — dasCholesterin
lindet sich meist den Fetten beigemischt, welche zu seiner
bolilung verseift werden missen, diese Verseifung wird ain
»inf.u listen nach dem von Kossel und mir im vorigen Heft
di“er Zeitschrift beschriebenen Verfahren ausgefuluC wobei
man das gesuchte Cholesterin nahezu rein erhalt ein ganz
kleines Quantum der isolirten und vOllig getrockneten Sub-
danz wird in einem trocknen Reagensglas mit Propionsaure-
Anhydrid (2—a Tropfen) versetzt, das Gemenge vorsichtig
Uber einer kleinen Flamme des Bunsenbrenners geschmolzen,
<> Dbildet sich bei raschem Erkalten die oben erwahnte- fett-
glanzende Masse. Die Farbenerseheinung ist sehr deutlich
zu beobachten, wenn man einige Koérnchen dieser Masse an
einem Glasstab bis zum Schmelzen erhitzt und' den Stab dann



wahrend des Abkihlens vor einem dunklen Hintergrund
Inetrachtet?).

Cholesterylbonzoat. Gi7Ht5C.H50:s.

Dieser Korper, welcher sich durch seine schonen telra-
gonalcn Krystalle auszeichnet, wurde zuerst von Berthelol
(Ann. d. chim., |3], Bd. 5G, S. 54) durch Erhitzen mit Benzoe-
sdure, spater von Schulze (Journ. f. pr. Chem., [2], Bd. 7,
S. 170) durch Erhitzen mit Benzoesaureanhydrid dargestellt.
Ich wandte ebenfalls die letztere Darstellungsweise an und
schmolz im Oelbade bei einer Temperatur von 1G0° Cholesterin
mit Uberschissigem Benzoesdureanhydrid zusammen. Bei
dieser Darstellung fand ich jedoch, dass die Ueberfiihrung in
den Ester wenig vollstandig war, 85°/) des angewandten
Cholesterins gingen in Reaction ein und eine harzige kolo-
phoniumartige Masse blieb zurlck, welche durch Auskochen
mittelst Aetheralkohol entfernt wurde, — Ich fand eine sehr
bequeme Darstellungsweise dieses Korpers in der Einwirkung
des Benzoyl chlorids auf Cholesterin. Die Reaction ver-
lauft fast quantitativ, wenn man in folgender Weise verfahrt :
Man erhitzt Cholesterin mit einem geringen Ueberschuss von
Benzoylchlorid im Koélbchen auf 1G0°, nach wenigen Minuten
iIst der Benzoesdureester gebildet. Tafelformig ausgebildelc
Krystalle erhdlt man durch langsames Verdunsten einer Lésung
in Aether, die mit so viel Alkohol versetzt ist, als sie ohne
Tribung ertragen kann.

Analyse.

I. 0,2103 gr. Substanz gaben 0,01-16 gr. CO* und 0,1962 gr. H&0.-
I1. 0,22011 gr. Substanz gaben 0,6732 gr. C02 und 0,2052 gr. H,0.

) Beim Gholesterylchlorid treten wahrend des Erkaltens der
geschmolzenen Verbindung dieselben Erscheinungen auf und hier hélt
sich die blaue fhtorescirende Farbe mehrere Tage lang; ich machte
ferner bei dieser Verbindung die Beobachtung, dass, wenn man ihre
ziemlich concentrirte atherische Losung in einem Reagensglas durch-
schittelt und die Lo6sung ausgiesst, das Reagensglas im auffallenden

Licht eine schon blaue Farbung annimmt, welche sich langere Zeit
erhalt.
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Berechnet fir

CseH43C,.H,0..: G, 7H4,C:;H,0,:
C 83,1«’, 0 53.20
H 10.08 H 10.20
Befunden:
I 1.
C 8:5,1«; G S3,20
H 10.3«; H 10,30

Mit Hllfe dieser Reaction konnte ich auch die Benzoe-
saure-Ester des Cholesterins und Isocholesterins aus dem Ver-
seifimgsproduete des Wollteties gewinnen, welches nach dem
von Kossei und mir beschriebenen Verfahren (i.rn vorigen
Heft dieser Zeitschrift) dargestellt ist. Ich fand die Krystalle
genau in der von Schulzel) beschriebenen Weise vor. Die
Substanz zeigt zwei Schmelzpunkte bei 145,5 und bei 178,5,
sie giebt bei ihrem Erkalten aus dem Schmelzfliisse die
bekannten Farbenerscheinungen.

Ph talsaurecholesterin.

eu COOCIi7TH4&
6 4 " COOCS87IL,

Diese Verbindung wird ebenso wie der Benzoesaure-
Ester durch Zusammenschmelzen von Phtalsalreanhydrid mit
wasserfreiem Cholesterin erhalten; man schmilzt beides bei
180° im Rundkolben. Die kolophoniumartige Schmelze wird
in Aether geldst, auf Zusatz von gewdhnlichem 95°/0 Alkohol
fallt eine weisse kriimelige Masse nieder, welche in siedendem
Aether gel6st wird, man filtrirt und setzt zum Filtrat einige
Tropfen Alkohol, nach einiger Zeit scheiden sieh tafelférmige
Krystalle aus. Der Schmelzpunkt der Verbindung liegt 1x4
182,5°. Die Verbindung zeichnet sich durch ihre Schwer-
|6slichkeit in Aether aus, nur durch langere Einwirkung von
siedendem Aether ist eine Losung zu bewerkstelligen. Leicht

|6slich ist die Verbindung in Schwefelkohlenstoff und Chloro-
form. Eine bessere Ausbeute bei der Darstellung der Vor-

Y Journal f. pracl. Ghemio, [2J, B*l. 7. S. 170.
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hilidung erhélt man, wenn Cholesterin und Phtalsdureanhydrid
in geschlossenem Hohr auf 180° erhitzt werden.

Aiialy se.
I. 0.2103 gr. Substanz gaben 0,0358 gr. CO,, und 0,198!» gr. H.O.
Il. 0.2202 gr. Substanz gaben 0,0655 gr. CO, und 0,2079 gr. H.O.

HertM'Imet fur

CH, " C0OC.Ha e » COOGlL,:
> COOC. HL,. " COlt:, Hr
C 82,37 C *2.48
| 10.-19 H i0.iS
Gefunden:
. 11,
C 82.45 82,10
H 10.50 10.40

benzylather des Cholesterins.
<01, CH, .

leh erhielt diesen Aether durch 1/standiges Erhitzen von
(.holesterimmtrium und Benzylchlorid in der geschlossenen
Hohiv bei 100°. .Nach dem Oeflhcn der Ro6hre wird der
Inhall mittelst Aetheralkohol ausgezogen und flltrirt; nach
kurzer Zeit scheiden sich Krystalle ah. Die Krystalle sind
knollig gruppirte dinne Blattchen, sie sind etwas milchig
getribt und Schmelzern hei 78°.

Analyse.

I. 0.2301 «T, Substanz gaben 0.7230 gr. CO, und 0.2208 gr. H.O.
[1. 0.2202 gr. Substanz gaben 0,0915 gr. CO, und 0,0241 gr. 11.0.

Hereebnet fiir

«UI*GH, < A, C,, Hr, CH, ]
C(H¥s 1 H,;H4, (I
C 85,34 C 85,71
H lu.84 H 10,92
Cefundep :
} Il.
C 85.07 85.04

| 10.95 10.97



Bromirte Ester des Cholesterins.
Boiin Bromiron nachfolgender Ester des Cholesterins
"I hielt icli gut krystallisirte Verbindungen.

Eroincholosterylpropionat.
CrMr.c.ii.o,.
AVio A\ islit*enus und Moldenha wer (Ann. d. Cliein.
" 1),,ann-’ B(1- 14G’ s- 178) zeigton, entsteht bei Einwirkung
von in Schwefelkohlenstoff geléstem Brom auf eine LOsung
\on ganz reinem Cholesterin, Cholesterindibréinur G,7-H.#Brft]!,
tin Additionsproduct. Keinitzer (Wiener Monatshefte, 158X,
Hoft 5) stellte in derselben Weise das Bromadditionsproduct
¢#lvs Cholesterylacetats dar, ich habe die Reaction auch au
lern Propionat und Benzoat ausgeflihrt.

Zur Darstellung des Bromcholeslerylpropionat wird das
trockene vollig reine Propionsaure-Cholesterin' in  wenig
trockenem sehr reinem Schwefelkohlenstoff gelést und unter
Abkulhlung durch kaltes Wasser so lange eine Auflosung von
reinem (chlorfreiem) Brom in Schwefelkohlenstoff eingetragen,
bi> sich eine bleibende Gelbfarbung bemerkbar macht. Das
Brom muss ganz langsam, und unter fortwahrendem Um-
schitteln, zugesetzt werden. Es tritt Anfangs eine gelbe
Kubo auf, welche aber beim Umschitteln wieder verschwindet,
bis das Ende der Reaction erreicht ist. Wahrend der EinWirkung
bemerkte ich keine Entwickelung von BromWasserstoff. Die
braungelbe Flussigkeit lasst man bei gewdhnlicher Temperatur
\oidunsten, eine harzige sprode Masse bleibt zurtick., welche
bin zerrieben werden kann, man l6st dieselbe jn mdglichst
'voiiig Aether und féllt sie mit Alkohol aus, durch wieder-
holles Unikrystallisiren aus Aetheralkohol erhalt man die Ver-
bindung in grossen weissen quadratischen Blattchen. Schiimlz-
punkt 110°.

Die Darstellung dieser Bromverbindung ist, wie schon
Benutzer erkannte, zur Feststellung der Formel des Cho-

lesterins zu verwenden, da das Verhaltniss zwischen Kohlen-
dofi und Brom, besser als das zwischen Kohlenstoff und
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Wasserstoff zur Feststellung der Atomzahl des Kohlenstoffes
dienen kann: freilich sinkt der Werth der gewonnenen Ver-

hfdtnisszahlcn um so mehr, je grosser die an das Cholesterin
angeflgte Atomgruppe ist.

Zur Analyse dieser Verbindung verfuhr ich in folgender
Weise:

Die Uber Schwefelsdure getrocknete Substanz l6ste ich
in Aetheralkohol, setzte so viel Wasser hinzu, als sie ohne
Tribung ertragen konnte, und trug Natriumamalgam ein;
nach dem Eindampfen wurde mit siedendem Wasser aus-
gewaschen und in der wésserigen Losung das Brom als Silber-
bromid bestimmt.

Eine zweite Brombcstimmung machte ich in der Art.
dass ich die Verbindung in rauchender Salpetersaure, welcher
ich salpeters. Silber zusetzte, zerlegte und das gebildete Brom-
silber bestimmte.

Analvse.

I. 0.3452 gr.Substanz lieferten 0,0917 gr. Br.

Il. U,2103 gr,Substanz lieferten 0,4605 gr. GOS und 0.1584 gr. HJ);
[1l. 0,4023 gr.Substanz lieferten 0,1227 gr. Br.

IV. 0,2302 gr.Substanz lieferten 0,5038 gr. (10., und 0,1737 gr.H, O.

Berechnet fir

CNrBrdIno*: (:J:H4Br,C;(H,0!
1 59,18 (1 59,80
H 8,10 H 8,30
Br 27.21 Br 26,57
Gefunden:
L 1 ni. W2
C — 59,68 - 59,68
H 8,36 — 8.38
Br 20.50 — 26.54 —

Moilobromchoiestorytben7.0at.
ail. BrO.C..H...

Diese in grossen seidenglanzenden Nadeln krystalli-
sirende Verbindung wird ebenso erhalten wie das Brom-
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«lioh-sterylpropionat. Es ist aber nicht, wie dieses, ein
Additionsproduct, sondern ein Substitutionsproduet. Man
Ins( den Benzoesaure-Ester in Schwefelkohlenstoff und lasst
mit«a* starker Abklhlung langsam Brom, welches in Schwefel-
kohlenstoff gelGst ist, zufliessen, so lange bis die braun-
gelbe Flissigkeit beim Umschitteln nicht mehr entféarbt
wird. Der Schwefelkohlenstoff wird verdunstet, das Ganze
erstarrt zu einer harzartigen Masse von braunrother Farbe,
welche beim Zerreiben verschwindet (Abgang wvon Uber-
schissigem Brom). Die pulvorisirte Substanz wird in.Aether
gelost und aus Aetheralkohol umkrystallisirt. Wird die Ver-
bindung in Aetheralkohl, dem man etwas Wasser zusetzt,
mit Xatriumamalgain behandelt, so erhdlt man kein Brom-
natrium, bei langerem Kochen mit alkoholischer Kalilauge
«rhalt man Bromkalium und benzoesaures Kalium. Die
Verbindung ist sehr bestandig, in die nicht leuchtende
Bimsenflamme gebracht, verpufft sie. Nach dein Verhallen’
dieser Substanz ist anzunehmen, dass man es hier, mit
einem Substitutionsproduet zu thun hat, und die Analyse
ergiebt. dass ein Monobromcholesterylbenzoat vosiiegt. Ich
fuhrt«' zwei Brombestimmungen aus; die eine durch Zer-
setzung der Substanz im geschlossenen Rohr mit sal-
petersaurem Silber und Salpetersaure bei 120°, die ander«-
durch Zerstbérung mit rauchender Salpetersdure unter' Zu-
satz von salpetersaurem Silber; beide Methoden lieferten
dasselbe Resultat. Das letztere Verfahren habe ich schon
b« i vielen organischen Verbindungen angewandt und stets
gute Resultate erhalten. Die Elementaranalyse wurde mit
Kupferoxyd im Sauerstoffstrom unter Vorlage einer Silber-
Spirale vorgenommen. Das Ergebniss der Analyse ist
folgendes:

Analyse.

l. 0,3502 gr.Substanz lieferten 0,0501 gr. Br. v

[1. 0.2103 gr.Substanz lieferten 0,55*20 gr. CO, iim|0,KJs gr. H.O.
Ul. 0,4721  gr. Substanz lieferten 0.0003 gr. Br.

I\. 02¥202 gr. Substanz lieferten 0.57*0 gr. 00, mul 0,1719 gr. H.O,
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Bi*reelins<t fur

C;H.BrO.a CjH"BrQjjC.
C 71,37 C 71.70
H 5,40 il 8,01
Br 1441 Br 14,06
Gefunden :
1 1L 1. V.
C I 711m — 71,00
H — 8,0:> — 8,07
Br L UM» — 14,04 —

Doi' Schmelzpunkt der Verbindung liegt bei 136°, bei
welcher Temperatur Bromdunipfe entweichen.



