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‘,\zu-hd(-m man aux den Gallensteinen zoerst das
Cholesterin dargestellt hatte. velang es aueh =ehr
bald. daxselbe in versehiedenen Geweben des Thier-
Kirpers nachznweisen.  Man bestimite seine Zn-
sannnensetzung aut O, OHD erkannte, dass es
ein einatomiger Alkohol =ei. und stellte aueh cinige
Esterverbindungen des Kiorpers dar: aueh erwies s
sich (Zwengeery), dass das Cholesterin dureh conn-
centrierte Sehwetelsiiure  in drei isomere Kohlen-
waszerstoffe zerlegr wurde, die man Cholesteriline
nannte. 1876 machie Walitzk vy darauf aulnerk-
satn. dass das Cholesterin in seinen Derivaten
manche Analogic mir den Terpenen zeive.  Neuep-
dings  hat Wexls  daraut hingewiesen.  das
Zwenger’s Cholesteriline wahr=cheinlich Terpence
singl. Zu einer Vorstellung tiber die Laeerunge der
Atome im Cholesterin-Molekiil kam man nicht,

Physiologiseh wurde die Bedeutning des Kirpers
nicht eingehend behandeltr: man bezeichnete ihn als
Gallenfett und begniigte sich damit. ihn als Haupt-
bestandtheil  der  wan hiufigsten  vorkommenden
Gallensteine erkannt zu haben.  Dureh Beneceke's?)
Untersuchungen,  welehe lehrten.  dass anch in
PHanzensaamen  Cholesterin vorkomme., wurde ein
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weiteror Gesichtspunkt fite die Beartheilung - des
Cholestering im physiologisehen Sinne  geschaffen.
Lindenmeier) untersuchte dann 1863 das quanti-
tative Verhalten  des Cholesterins hei Feifenn und
unreifen Saaunen.

Nepere  Untersuechuneen zeigten, dass das von
Sonoe ke sefundens Pllanzencholesterin wahrschein-
Tieh nicht identiseh =ei mit dem Gallencholesterin
s wurde von Hesse?) das Phytosterin aus der
Calabarhohmne. von Sehulze und Bavbieri?) das
Caulostorin ans den Winzeln der Lupine dargestedlt.
Aus=crdem wurden noech  ans dem Waoilfetr  das
[<ocholesterin von Fo=Nehutzey und von TL Rein ko
und Rodewald®) das Pavacholesterin aus Nethaliom
septicim gewonnen. Man kenntalzo heute an Stelle
dos frither allein hekannten Gallencholesterins eine
eihe von Kiarpern. die alle in ansserordentlich
naher Verwandschalt zu cinander stehen und daber
herechtioter  Weise  mit dem Familien - Namen:
(holesterine  bezeichnet  werden konnen,  Sie alle
vorhalten sich den cewohmlichen Lisungsmitreln eeen-
fiher eleich: ihre Lisungen drehen den polarizierten
Lichixtrah! nach links mit alleinicer Ausnahne des
[«ncholestorins. und alle achen. wicder mit Aus-
nabime des Isocholesterins. die bhekannte Reaktion
mit Chloroform und Sehwelelsiure. Die Elementar-
analy=cen der Cholesterine stimmen alle <o ziemlich
aut die Formel (Lo H,, . OH. Hesse® nimmt aller-
dings eine homologe Reihe an indem or das Atom-

ULindewmeier: Beitrige 2ur Kenntniss dez Cholesterins,
Tibhingen 1863,

2y Annal. Jder Chene s Phann, Bl 1920 501750 187X

3 Jowm, oprakt, Chene No D Bl 250 =0 150 T=s2.

4y Derl, Berichte,  Bdl V2510 2700 1875,

A Annal. der Chen. e Pharnn, B, 2070 S0 2260 1331,
S Aynal. der Chenn, an Pharm, Bl 910 501950 172,




vewicht des Cholesterins ant Cyy Hy, OIT und dasjenige
des Phytosterins als niichst hoheren Homologon auf
(. Hyy o O bestimmt. Geldlrt worde Hesse zu
dieser Anschaunung durch  das versehieden  starke
Drehungsvermogen heider Korper: dadax Cholesterin
den  polarisierten Lichtstrahl  stinker nach links
dreht. weist er ihm den nichst niedrigeren Platz an.
Reinke und Rodewald? halten jedoch  dieses
Argument nicht fiie schwerwicgend  genng. um die
bicher angenonmnence  Isomerie der Cholesterine als
widerlegt anzusehen. obgleich sie zugeben, dazs die
Flementaranaly=e  auch bei ihrem Pamcholesterin
nicht im Stande st zu entscheiden. ob dasselbe cin
wirkliches Isomeres des Cholestering oder nur ein
Glicd einer homologen Reilie der Cholestorime ist,

18505 legre Lichermann®) die Bezichungen
cines von  Giesel auteelundenen  Begleiteis des
Chinovins. den er zuest JOxvehinoterpen™. daun
holestol™ nannte. zu dem Cholesterin Kl
Bei der Geleeenheit entdeckte o eine Reaktion. die
in derselben Weise.  wie seinenn Cholestol,  dem
Cholesterin zukommt, Liehermann fand.  dass
Losungen  des Cholestering  in o Essigsitnreanhydrid
unter Abkillung mit concentrierter Rcehwelelsiure
tropfenweise versetzt sich zuerst roxenroth farbten,
dass diese Firbung jedoeh bald einer bestindigen
Blautirbune Platz machte. Erounahm dabel soviel
Cholesterin als in der Kilte noclt eben gelost blieh.

Mt dieser Reaction der.Cholestol-Reaction”
habe jeh el zuniichst nun etwas niher beschiftigt
Teh  benutzte  bel neinen Versuchen  gereinigtes
Cholesterin aus Gallensteinen.
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s galt. zn untersuchen, wie sicll die Reaction
gestalten  wiirde.  wenn  man  Kleinere  AMengen
Cholesterin nidune, Dabei stellte ex sich heraus, )
dass mit Abnahme der Concentration der Cholesterin-
losung der blave Farbenton allmilie in einen blau-
oriinen und schliesslich in einen rein gritnen Farbenton )
iiberging. und foerner, dass diese griine Firbung sehr
viel bestindiger war als die blave.  In ganz ver-
diinnten Losungen war der Einteirt der Rothiiirbunge
nicht mehr zu constaticren, anch war von ciner Blau-
farbune kaum mehr die Rede. sondern erst nach ge-
raumer Zeit. cetwa 300 Minuten. trat die Giiin-
farhbung anf.

Weiterhin untersuchite ich, ob es nithig sei,
cine Losung des Cholesterins in Essigxiinreanhydrid
anzuwenden, oder obh anch heime Zusatz von lNssig-
saureanhydrid und Sehwelelsiinee zu einer Lsuna
von Cholesterin in Chloroform die Cholestol-Reaction
anstatt der gewihnlichen Scehwelel=iure-Chloroform-
Reaction erhalten wiirde,  Zo diesem Zweek setzie
ich zn Cholesterin- Chloroformlosungen  weehselnede
kleine Mengen Anhydrid und einen his zwei Tropfen
Sehwefelsiure: wenn niclt zu geringe Mengen Fssig-

sdurcanhydrid  genommen  waren,  frat stets die
Cholestol-Reaction in der oben beschriebenen Weise
auf.  Spiterhin habe ich die geringste nithige Menge
Anhydrid, dic noch  eine  =charfe  gleichmiissige
Reaction ermoelicht, festgestellt. Das Niahere hier-
iiber ist weiter unten miteetheilt,

Hicran schloss sich die Frage: Kann man statt
des Chloroforms irgend ein anderes Lisungsmittel
anwenden?  Fs o wurden in diexer Beziehung unter-
suchit:
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Amylehlorid, Toluol,
Methylenchlorid, | Nrxlol.
Aethvylenchlorid. : Petrolaetlier
Acetvlehlorid. ‘ Amylen,
(‘hlorbenzol. ‘ Acther,
Chlortoluol, 1 Buttersiure.
Benzol,

Das Resultat war cin posifives: nothwendig ist
nur, dass das Lisungsmittel  wasserfrei ist, weil
Wasser die Wirkung  des Anhydrides abschwiicht
Beim  Acther war dies besonders in die Augen
fallend, or musste crst dureh Chlorealeium wasser-
frei gemacht werden, dann oolang  aber auch lier
die Reaction.

Nehenbei sei bemerkt, dass auch bei deralten Chole-
sterin-Reaction mit Sehwefelsiiore und Chloreform das
Tetztore  dureh einige der genannten Losungsmittel
er=eizt werden kann, ndmlich duoreh Benzol, Chlor-
benzol, Chlortoluol. Methyienchlorid und Aethylen-
chlorid.  Ausser dem Liosungsmittel bleibt auch die
Schwefelsiiure  purpurroth  gefirbt bei Anwendune
von Amylehlorid, ‘withrend in Toluol, Xylol und
Amylen Nichts mehr von den durch die Sehwefel-
siinre  eebildeten  Cholesterilinen iibergeht.  Aether
Petrolei endlich. sowie Buttersinre lassen sich fir
diese Reaction gar nicht verwenden,

Offenkar war eg weiter von Interesse zu erfalien.
ob anderc Siure-Anhydride dieselbe Wirkung hervor-
brachten wie das Essigsdureanhydrid.  Es woreden,
um  dies zu entscheiden. Chlovoformlosungen  ver-
sefzt mit:

Phtalsiiureanhydrid,
Tsobuttersiureanhydrid,
Benzodsivreanhydrid,

Das Resultat war auch hier ein durchaus positives.




Kx liegt aul der Hand. dass auch wmgekehrt
Cholesterin und Schwefelsiiure, jenes znerst mit dem
zu prifenden Korper gemischt und je nach Bediirt-
niss it Chloroform versetzt, hierau! die Schwefel-
siture  vorsichtig zugefiigt. als Reagenz auf Siaure-
Anhydride verwendet werden konnen.  Dass dabel
Wasser stets  vollstiindig  vermieden  werden  muss,
ocht ans dem Eritheren hervor.

Mit Absicht ist stets das Waort Siurve-Anhydride
gebraveht  worden, denn die  sogenannten  Ester-
Auhydride sind, wie wir gestiitzt auf Versuche mit
Cumarin glauben sagen zu dirfen: nicht im Stand
das Essigsiinreanhydrid nooso w. zu ersetzen, Noch
wenicer wird man das von den sogenannten Anhydrid-
siinren erwarten divrfen.

Fndlich suchte ich an Stelle der concentrierten
Sehwelelsiinre. concentrierte Phoxphorsiure, gewonnen
ans Phosphorsiinreanbivdrid. das cine Zeit an der
Luft gostanden hatte, zu verwenden.  Dax ging jedoch
nicht. ex eelang nur die gewihunliche, dureh con-
centrierte Sehwefelsiiure entstehende Rothtirbung zu
crziclen. niemals die Cholestolfirbung.

Bei der grossen Schirfe, die diese Reaction  auf
Cholesterin hiat, musste es mit Leichtigkeit gelingen,
dasselbe  in Chloroformextracten  aux  thierischen
Organen nachzuweisen.  Man  kounte adso  unter-
suchen., ob in allen Organen des Thierkorpers dureh-
gehends  Cholesterin oder  cholesterinartige Korper
vorhanden seien.  Zu dem Zwecke wurden Sticke
von Organen eines Frosches Gber Schwefelsiure ge-
trocknet in ecinem Reagenzrohr mit Chloroform tiber-
gossen und etwa cine Stunde damit stehen gelassen.
Pe  abgegossene  Chloroformlosung  wurde  dann
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mit Essiosiurcanhydrid und Schwefelsiure versetzt,
Es wurden untersucht:

Muskel. ‘ L.eboer.
Herzmuskel, | Haut.
Fierstock. Bauchfell.

Eileiter, ‘,

In allen dicsen Oreanen worde das Vorhanden-
sein von Cholesterin it Leichtigkeit constatiert.
Die Erwivune. dass dic Blutkorperehen Cholesterin
enthalten ). Tiess obigen DBeweis i Vorhandensein
des Cholesterins  als ungentteend  erseheinen. I
wurde daber in cinem Kaninchen dureh 0.6 Koeh-
salzlisune. oot Korpertemperatur erwdrmt,  die ge-
sammrte Blutmenge ersetzt, indeny in eine vena jugu-
Lavis vermittelst einer Koaniile die Losung cingelassen
und  zuerst ecine vena lemoralise dann die andere,
schliesstich dic vena eave inferior vor dem Eintrive
in den reehten Varhot erdffet wuarde,  Sobald die
ablaufende Flissigkeit keine Rothffirbung mehr zeigte,
wurden Stitecke aus allen Organen des Kaninchens
entinommen und  auf Glasplatten iber Schwelelsiure
zumn Trocknen aufuoestellt.

Die Untersuchune aud” den Cholesteringehait ge-
sehiah in derselben Weiseo wie bei den Organen des

Frosches.  Dieselbe erstreckte sieh auf:
Leber. | Milz.
Nicre, 1 Nebennieren,
“Pankreas. [.insen.
Speicheldriisen, Knochenmark.
Magendriisen. . Unterhautett.
Ficrstocke, Nicrenfett,
Muskel. Knorpel.
Herz.

O Hoppe-Sevier, Physiol, Chemie, Berlin 152310 5. 2L
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Das Resultat war auch hier das gleiche. wie
heim Froseh: nirgends wurde Cholesterin vermisst.
Bemoerkenswerth war.  dass  dax Unterhautfett und
Nicrenfett durch sehwiichste Reaktion den geringsten
holesteringehalt anzeigten.

Die cindache Methode des Nachweises des Cho-
lestoring henutzie ich mun noch weiter. Soounter-
cuchte  ieh ecinige  wirbellose  Thiere:  Hummel,
Tausendfuss. S[chnecke und Regenwurm.  Dieselben
wurden mit etwax Sand zerrichen. getrocknet und

mit Chloroform iibergossen. Bei allen diesen Thicren
war das Resultar cin positives,

Hiermit habe el die Beobachtunesreihe  ab-
oohrochen: die Thatsache, dass man in allen Thicren
und  Theilen  derselben, sobald  man  genan prift
Cholesterin findet. erlaubt wohl =schon als in heiem
Grade  waheseheinlich  hinzoastellen den Sat:
Cholesterin izt ecin regelmiissiger und also
woll  auch  wesentlicher Bestandtheil  dexs
Protoplasmas.  Der Satz musste an Wahrsehein-
lichkeit noch gewinnen. wenn auch in der Pflanzen-
welt. deren Protoplasma von dem der Thiere nicht
versehicden  ist,  iiberall Cholesterin oder  genauer
oesaet eine Cholesterinart gefunden wurde.

So habe ich denn Pllanzensaamen aunt das Vor-
Kommen von Cholesterin-Reaction gebenden Karpern
untersucht, Die Saamen wurden  im Mirser  zer-
stossen  und mit Chlorotorm  iibereossen, die ab-
gegossene Losung  in bekannter Weise  geprift.
Dircet positives Resultat wurde erhalten bei:

{‘alabarbohnen. ‘ weissem Senf.
Mandeln. sehwarzem Senl,
ariinen Erhsen, Hanft,

gelben Eibsen, Bohnen,

Reis, ‘ Rogeen,




Weizen, INastanice,

Grorsto. Orangenkern,
Lieinsanmen. Apftelkern.
Mohnsaamen. Kornradesaamen.
Hasxelnuss,

Negatives Resultat erhielt ich heim Kaffee und
bei der Paranuss.  Das Chloroformextract aus dem
Kaffee wurde nach Zuxatz von lissigsiureanhydeid
mnd  Schwefelsiure hlutroth: die Losung galy einen
Absorptionsstreifen zwischen den Linien D und I
Bei der Paranuss trat ehenfalls rothe Farbe auf, in
der Losung war jedoch kein Absorptionsstreifen zn
schen,  Nach der Verseifung des Aetherextract aus
Kaffeehohinen mit alkoholischer Kalilauze eclang es,
die Cholestolreaction zo erhalten. Bei der Paranuss
ko ich nueh =0 nichit zum Ziel,

Vion  anderen PHanzentheilen  untersuchte  ich:
Rhabarberwurzel.  Orangensehiaale. Orangenfrucht-
Heiseh mit direet positivem Erfolge.

Von chlorophylifreien PHlanzen benutzte ich zur
Untersuchung:  Champignon,  Aspergillus glancus,
Bierhiefe., und  konnte auch hier ohme Mithe mit
Hiilfv der Cholestol-Reaction die Anwesenheit des
Cholesterins nachweisen.  Fiar die Hefe war das nur
die Bestitigung der Angabe von Hoppe-Sexvler )

Die zahlreichen, im Vorstehenden mitgetheilten
Beobachituneen i Verein mit den bereits in der
Literatur vorliegenden, stiittzen nun wohl den oben
S, 10 aufeestellten Satz iiher das Vorkommen des
Cholesterins so genligend. wie {iberhaupt ein soleher
Satz gestitzt werden kann, niimlich bis dahin, dass
ein Fall von lebensfithigenm Protoplasma ohne cho-
Testerinartige SNubstanz  sicher  constatirt ist. Die

Y Hoppe-Seyler. Phyvsiol Chemie, Berlin 18510 N, =1,




Beobachtung an der Daranuss wiirde ich noch nicht als
einen solehen Fall gelten lassen; hier ist wahrschein-
lich das Eintreten der Reaction dureh irgend cine
Substanz gehindert, deven Entfernune uns (im Gegen-
=atz zu den Kkatfeebohnen) nicht ecelineen wollte.

Mit Absicht wird gesagr Leine cholesterinartige
Substanz”; wic weit die verschiedenen Cholesterine
sich durch die Cholestol-Reaction nachweisen Tassen
und =0 dieser Reaction ein allgemeinerer Werth zu-
kommr. dariiber st oan dieser Stetle noch Kiniges
nachzutragen.  Zundichst  =ei bemerkr,  dass dice
Reaction i Chloroformextract  der Calabarbohne.
alo el Phytosterin. =ichh nicht wesentlieh  anders
verhiclt, wie beim  cewohalichen Cholesterin., nur
dass der Farbenton ein el gelberiiner im Gegen-
=itz zumn blaverinen bhei dem gewohnlichen Clio-
Hesterin war,

Weiter das Isocholesterin angehend. <o habe ich
dessen Muottersubstanz und das daraus in der von
Sehulze und Barbieri angegebenen Weise dar-
cestellte Tsochiolestorin selbst  untersucht.  Zuerst
wurde etwas von dem Lanolin in Chloroform  aelost
tnd mit dieser Lisung die Reaction angestellt.  Ex
trat vine sehr starke Reaction ein, die Flissigkeit
war tiefdunkelgrim und Huorvescierte =tark.  Darauf
wurden 1000 gr. Lanolin nit alkoholischer Kalilange
verseift, die dureh Umkrysrallisieren  aus heissem
Alkobol eewonnenen Krystalle i zugeschmolzenen
Crlasrohr mit Benzoesiurcanhydrid erhitzt, der Iso-
cholesterinbenzoesiureester von Cholesterinester ge-
trennt und zom Schluss Isocholesterin dureh Ver-
seifung rein gewonnen.  Dasselbe zeigte die nadel-
firmigen Krystalle. hatte allerdines einen zwei Grad
nicdrigeren Schmelzpunkt. als von Scelhiulze an-
gegeben, schien jedoch (i den vorlicgenden  Ver-
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such gentigend rein. Es wurde mit einer kicinen
Portion die Reaction angestellt.  Die Flissigkeit

firhte sich dunkelgritn. und  starkes Fluorescieren
trat auch jetzt aul. das =elbst bei ziemlich erheb-
lichier Verdiimnung  noch erkennbar blieh.,  So ist
also  nachgewiesen, dass  dem Isocholestering zwar
cine  Farbenreaction  mit  Essigsireanhydreid  und
Sehwefelsiiure zukommt, dieselbe sich jedoeh wesent-
lich von der dem cowdhnlichen Cholesterin zukom-
menden nnterscheidet.

Bei der craszen Sehaefe die die Foiel
<che Reaction hat, <o dass man noch sehr oerinegs
Meneen Cholesterin orkennen kann, sehien es nicht
tnmoglich, dass man auf colorimetrischem Weae zu
conaneren quantitativen Resultaten kommen kinne,
al= man bizher erhialten hat. um <o etwas mehr Kin-
blick in die Bedeatune des Cholestervins im thieri-
schien und planglichen Oreanismus zu erhalien.

AMan ist hisher bei der quantitativen Bestim-
mung des Cholesterineehales in der Weise verfahren.
das= man dic Aetherexteacte derjenigen Substanzen.
deven Cholesteringehalt man quantitativ. bestinnnen
wollte, verseifte.  die Seile wiederum  mit Aether
extrahierte. den Aether abdestillierte, den Rickstand
in der Wirme in wenig absolutem Alkohol liste
und die nach dem Brkalten ansgeschiedenen Ky
stalle auf einem Filter =ammelte. trocknete und wog.
Die durch =olehe Bestinimungen erhaltenen Zahlen
konnen. wic Schulze und Barbieri®) auch =clbsi
<agen, aut Genauigkeit Keinen Ansprueh machen,
leh bezweitele aber auch. ob =ic {iberhaupt unter-
cinander vergleichhar sind, s werden doeh dureh

a0, 0O,
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den  Nether aus der verseiften Suobstanz nicht nur
Cholesterine  extrahiert.  sondern ebensowohl auch
ctwas von den gebildeten Seifen. die ja durchaus
nicht eanz unloslich in Acther sind.  Je nachdem
nun wehr oder weniger Seifen in den zweiten Acether-
extract gelangen, werden dieselben, im Alkohol in
der Wiailte gelost. eine  alkoholische  Neifenlisung
hervorbrineen.  die ihrerseits wicderum Cholesterin
nach dem Grade ihrer Concentration in Lisung zu
halten vermag. Hoppe-Sexvler B gicht zur Tren-
nung der Seife vom Cholesterin folgendes Verfahren
an: Das Cholesterin wird mit sanunt den Seiten im
Wasser zertheilts die Seifen dureh Salzsiinre zerlegt.
Fettsiuren und das Cholesterin dureh Sehiitteln it
Aether aus dem Wasser entfernt. der Aether wird
abechoben.  Jetze wird  zar Eontfernung der Fett-
situren die Aetherlosung mit sehr verdiinnter Natron-
lauge  ceschiittelt.  die Lauee  abgelassen,  wieder
Wasser  zugesetzt und  nun  nochmals  gexehiittelr
s Dhefindet siech dann das Cholesterin in der dthe-
rirclien. die Natronseifen der fetten Siuren in der
witsserigen Lisung.  Offenbar ist aber avceh dieses
Verfahren nicht ganz  brauchbar zm quantitativen
Bestimmung. da dax Cholesterin zwar zum grissten
Theil in den Aether gelit, zum Theil jedoch auch in
der Seifenlosung enthalten sein kann. und umgekehrt
wicder Seifen in den Acther gehen kimnen. Aunsser-
dem ist die wisserige Seifenliosunge sehwer genau von
der Aetherlosung des Cholesterins zu trennen.

Tm nun die colorimetrischen Bestinnmungen be-
ginnen zu Kinnen. musste erst festgestellt werden.
wie viel Essigsiiureanhyvdreid und wie viel Schwetel-

N Hoppe-Seyler, Handbuch der physiologisch- and

pathologisch-chetmischen Analyvze. 5 Auflage. 18830 N0 16x,




siiure nothig war, um die Reaction am stiirksten und
zugleich auelt aun hestindigsten auftreten zu lassen.
Fix wurde zu dem Zweck zuerst ans Gallensteinen
cewonnenes Cholesterin dureh Umkry stallisieren aos
heissem Alkohol gereinigt. Sodann wog ich 0,05 gr.
Cholesterin und Toste dasselbe in 100 ¢hem. Chloro-
form.  Eine <o verdimmte Lisung wurde angewendet.
weil bei stivkerer Coneentration  die Farbenunter-
cchiede zu wering werden. Von o dieser Cholesterin-
Tosune wurden je 2 cbem. mit der Saugpipette hor-
auseenommen und in sechs gleich weite Reagenz-
rohre eingclassen und mit 1,20 4 6.8 und 10 Tropfen
Frssiosiiureanhydrid und je cinem Tropfen Schwefel-
cinre versetzt,  Naehooeiner viertel Stunde war die
Reaction  mit 10 Tropfen  Essigsaurcanhydvid  am
ctivksten cingetreten. Darauf machte ich denselben
Versuch, mit 10 Tropten beginnend. weiter mit 10.
12, 14, 16. 18, 20 Tropfen  Essigsiurcanhydrid.  Die
deaction blieh =ich jetzt vollkommen gleich.  Fir
2 ehenn war also als nothige Menge 10 ehem. erprobt.
Scehwofelsiture  hatte el bisher nur ecinen Tropfen
genommen.  Auch in dicser Bezichung machte ich
vine Versucelisreihe vou 1 bis 6 Tropfen Sehnwefelsdure
ansteigend.  lier crgab es xich. dass mit zunehmen-
der Menge  der Sehwelsiore  zwar die  Reaction
<chneller eintrat, aber auch schneller verging: wih-
vend mit einem Tropfen Schwefelsiaure die Farbung
iber cine Stunde sich ganz gleich blieh, verschwand
cie Dei seehs Tropfen  schon nach einer halben
Stunde.  Also war die passende Menge concentrierte
Schwetelgiiure ein Tropfen.

Jotzt konnte man leicht von eciner Chloroform-
losung feststellen. ob =ie mehy oder weniger Chole-
cterin enthalte als irgend eine bekannte Lisung und
swar dureh die Stirke der Reaction. die  einuat.
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woenn man 2 ebenn der bekannten Lissung und 2 ¢ben
der zu untersuchenden mit je 10 Tropfen Essigsiure-
anhvdrid und einem Tropfen concentrierter Sehwefel-
siure versetste.

Um genauer noch den Gehalt zu bestinnen,
musste cine Farbenskala hergestellt werden. Zu
dem Ende wurden noch 1.8, 1.6, 1L 1.2, 1.0, 0.8, 06,
0.4 02 ehem. der Cholesterin-Chloroformlasung her-
ausoennonmen und in eleich weite Reagenzrohre ge-
bracht. dann alle anl 2 ¢bem. mit reinem Chloroform
auleetillt, Davanl wurde mit allen die Reaction anae-
<tellt. Zum Vergleich waren von Herrn Professor Nasse
zwel Losuneen hereestellts die eine 0,035 "0 die andere
0.02 ¢ Cholesterin enthaltend. mit denen in ofeicher
Woeise verfahren worde,  Nach einer viertel Ntunde
Stohien gelune es mit Leichtigkeit. die beiden nuir
unbekannten.  zuo o hestimmenden  Losungen  einzu-
reihen.  Aul diese Weise hatte ich den Cholesterin-
gehalt auf ', Milligramm genau hestimmt.

Hicrmach schien ex also miglich. so lTange es
sichl um Grallenstein-Cholesterin handelte. den Cho-
lesterineehalt der Substanzen auf colorimetrischem
Wege quantitativ zu bestimmen. Man brauehte nur die
Actherextinete aus gewoeenen Mengen getrockneter
Substanz im Chloroform zu lésen. die Losung aul
ein Dbestimmtes Volumen zo bringen. mit 2 chen
diesor Losung die Reaction anzustellen und jetzt in
die Farbenskala irgend ciner hekannten Cholesterin-
losung einzureihien.

Zu cinem Anfanesversuch withlte ich die Leber,
nicht allein. weil dieselbe. so viel wir wissen. nur
das Gallenstein-Clhiolosterin enthiilt. sondern auch. weil
sie mir geeignet ersehien. falls die Methode sich be-
withrte. zu weiteren  Untersuchungen.  Konnte cin
Durch=ehnittswerth  {Gir  den Cholesteringehalt  der
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[.cber einer bestimmten Thierart festgestellt werden,
«0 liess sich mit diesem vergleichen der Gehalt in
verschiedenen Lebensperioden, in Krankheitszustinden
. dell o

[Line gewovene Quantitit Teber eines Hundes
dexsen Blut in derselben Weise, wie oben vom Ka-
ninechen beschrieben. durch 06 2 Kochsalzlosung
er~etzt worden war. trocknete ich e Schwelelsiare-
oxsiceator., nachdem ich. wm Faulen zu verbindern.
ctwax Benzoesiture hinzueesetzt hatte. Die trockene
Masse wurde jetzt nochmals gewogen, wm auelr die
Trockensubstanz berechnen zn kinnen. dann in den
[oxtraction=apparat von Soxleth gebreht und it
Acther extrabiert. Nach Verjagen dex Aethers nadun
ich den Riekstand mit Chloroforng aul” und brachte
die Losung im Messkolbhehen auf 50 cheme Leider
veiote =ich aber, wie schon der Aetherextract, nun
auch die Chlorotormlo=unyg starle gefirbt, <o dass ein
Vergleichen mit der Normallosung unmoglich ersehicun.
No omusste ich aunl die quantitative eolorimetrische
Bestimmung in thicrischen Organen verzichten.

Bei den Chloroformauszigen aus Pllanzensaamen
hatte ich die Erfahrung gemacht, dass dieselben fast
eanz  uneefirbt waren.  leh beschloss daher noch
cinen Versuceh mit der Bestimmung dex Cholesterin-
gchaltes der Saamen zu machen.

Zu dem Zwecke ziblte ieh 50 Gerstkorner ab,
trock néte dieselben ant dem Wasserbade und sehliess-
Lich im Exsiceator tiher Scehwefelsdure. Davaut ver-
fuhr ich ebenso wie mit der Hondeleber, Wider k-
warten zeigte siclt aber die Chloroformlosung doch
gelblieh wefiirbt,  Die Farbstotfe waren wohl haupt-
sitehliclh dureh das frither nicht angewendete Trocknen
aut dem Wasserbade  gebilder worden. o Folge
dessen liess  =ich die Liosung nach  eingetreiencr

by

“

_




?__ﬁ—‘ﬂ

Reaction nicht in die Farbenskala einrangiren. da
die gelbe Farbe durch den Zusatz von Essigsiiure-
anhydrid und concentrierter Schwefelsiiure nicht zum
Verschwinden gebracht werden konnte und der gelb-
griine Farbenton, der so zu Stande kam, eine Ver-
gleichung mit dem blaugritnen Farbenton der Cho-
lesterinlosungen unmibglich machte.  Ein Versuclh.
gefirbte Normallosung durch Farben mit durch Hitze
gcbrauntem  Fibrin  herzustellen, wurde aufgegeben,
wie sich herausstellte, dass die aus den Saamen in
der oben angegebenen Weise gewonnenen Losungen
von letzterer verschieden vetirbt waren.

So ist denn die Cholestol-Reaction wohl cin iber-
aus brauchbares Mittel, num die Cholesterine auch in
schr erheblichen Verdiinnungen nachzuweizen und
aufzufinden, zu genauen quantitativen Resultaten zu
verhelfen, die uns wichtige Auvfschlisse geben kinnten
iiber die Stellung des Cholesterins im Haushalte des
Organismus, ist sie aber leider nicht im Stande. Man
wird also neue Mittel und Wege suchen miissen, das
Cholesterin in geeigneterer Weise von den mit ihm
zu gleicher Zeit vorkommenden Seifen ete. zu trennen,
um <o genaucre quantitative Bestimmungen zu erzielen.

Wir kommen jetzt zu einer Reihe von Versuchen,
die uns uber die Bildung des Cholesterins Auafsehluss
geben sollten. Oben hatten wir gezeigt. dass Chole-
sterin eine Substanz ist, die {iberall, wo sie gesucht
wird, auch gefunden wird, dass sie also ein steter
Begleiter des Protoplasmas zu sein scheint.  Hier-
durch ist nativlich vollstiindig ausgeschlossen, dass
das Cholesterin, wie man wohl geglaubt hat
(J. Munk!), im Thierkorper allein gebildet wird.

4 Fneyclop, d. Med. 38, Aufl. Bd. [V 256. 1885,
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Im Allgemeinen gehen die Ansichten der For-
scher his jetzt dahin. dass das Cholesterin ein Spal-
tungsproduct des Eiweisses sei. ') Diese Ansicht
«tiitzt sich ecinerseits darauf, dass man dasselbe dort
reichlicher findet. wo Eiweiss zerfallen ist, z. B. bei
der fettigen Metamorphose der Gewebe, andererseits
anf Schulze’s und Barbieri’s quantitative Unter-
suchungen an Lupinensaamen, etiolierten Keimlingen
und griinen Pfiinzehen.  Die genannten IForscher
machten in allerdings, meiner Ansgieht nach. un-
vollkommener Weise es wahrscheinlich, dass sich
das Cholesterin beim Keimen im Dunklen vermehre,
heim KWeimen i Licht dagegen vermindere.  Die
Vermehrang dachten sie xich dureh Rpaltung ent-
standen. und nahmen  diese FEnistchungsweise ganz
hesonders fitr das JCaulosterin® in Anspruch, da es
neben  den gewohnlichen Spaltungsproducten  dex
Biweisses vorkomme. Die Verminderung des Chole-
sterins beim Keimen im Licht wollen Schulze und
Barbiceri dureh den Verbraueh zu irgend welchen
Stofthilduncen erklicen.  Kine Deutung dieser Ver-
minderung und der Verwendung zu Stoftbildungen
diirfte wohl durch die kurzlich  cerschienene Arbeit
von Hansen® moglich geworden secin. Der ge-
nannte  Forscher hat  nimliech  doreh Lichteinwir-
kung aus dem gelben Chlorophylfarbstoff cine kry-
stallisierende Substanz dargestellt. die mit Chloro-
form und Schwefelsiure die Cholesterin-Reaction gieht.
also jedenfalls cinen zur Cholesteringruppe gehérigen
Kirper erhalten.

Bei der Annahme. dass das Cholesterin ein Spal-

N floppe-Seyler. Handb, d. physiol. und pathol-chem.
Analy=e, 81. 1883,

N Hansen: .Dic Farbstoffe des Chlovophyll™.  Darm-
stadt 1889,

9%
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tungsproduct, und zwar des iweisses sei, da es in
otinlierten IKeimlingen nebhen den Amidosiinren ete,
vorkommt, schien ex méglich, dassclbe  vielleicht
auch extra corpus aus dem Fiweiss zu erbalten. Wir
haben nun eine Reihe Versuche angestellt. die uns
hiertiiber Auflschluss ecben konnten.

Als Ausgangsmaterial wurde zu diesem Zweek
eine grissere Menge getrockneten, gereinigten Hithner-
Fiweisseg im Extractionsapparat mit Aether behan-
dett und =0 von allem anhaftenden Cholesterin he-
freit. Hieraut wurden kleineve Portionen  desselben
durch rhitzen mit verschiedenen Agentien  zersefzt,
[o= ixt angewendet worden:

Nalzs<iiure, Kalilauge,
lixsigsiure. Barvthydrat,

Ui die Essigsiure zur Wirkung zu bringen. ist i
weiss mit derselben in Rohren eingeschmolzen worden.
welehe Lingere Zeit im Wasserbade erhitzt wuorden.

Die entstandenen Massen  wurden  sehliesslich
neutralisiort. eingedampft. unter Zusatz von Sand
weiter getrocknet und pulverisiert und endlich nnter
dem Exsiceator zuom vollkommenen Trocknen auf-
vosteltt. Hieraut wurden sic mit Aether extrahiert.
Dic Extraction gesehah auch hier. wice  spiiterhin.
inmer im o Extractionsapparat von Soxleth. Der
Rickstand war nach Abdestillicren des Aethers nur
von gcringer Quantitiit und briunlichem Ausschen.
leicht loslich in Chloroform.  Mit den Chloroform-
lisungen wurde sodann die Cholestol-Reaction an-
gestellt. Dieselbe ergaly in allen vier Fiallen nega-
tives Resultat. Da Cholesterin dureh keines  der
angewendeten \eentien unter  den Bedingungen.
unter welchen diese zir Anwendung gekonnmen =ind.
versetzt wird, ist it Bestimmtheit zu sagen.  dass
keine cholesterinartige Substanz entstanden it



In einem weiteren Versuche unternahm ich  es.
die Abspaltung aus Eiweiss dureh Pankreasferment
(Prypsin) zu hewirken, Hicer muosstec um das lxperi-
ment bheweisend  zu machen, dax verwendete Fer-
ment  chenso  wie das Albumen vom anhaftenden
(‘holesterin befreit sein. Teh habe dbrigens nicht
reines Trypsin, sondern das ganze Pankreas (von
TTunde) verwendet. das bei niederer Temperatur scehr
vorsichtiz und rasch eetrocknet und dann mit Aether
im Soxleth-Apparat behandelt ware Dann wuorde
Fiweiss und Pankreax in cinen Kolben mit Wassor
oehrachit. etwas kohlensanres Natron bis zur deut-
lichen alkalischen Reaction zueesetzt und der Kolbhon
in cinem Wasserbade hei Komertemperatur aufee-
himet, Zur YVerhiitung von Mitwirkung von Fhanlniss-
argani=men war cine Quantitit Chloroform hinzuge-
setzt. Die Wirksamkeit des Fermentes zeigte sich in
der bald  auftretenden Biuretr - Reaetion. N:aeh
21 Stunden wurde die ganze Masse in eine Ahdampf-
schale gebracht und cingedampft. Mit cinem Theil
der nach dem Eindamplen erhaltenen Masse wurde
wie oben verfahren, Das Ausbletben der Cholestol-
Reaction zeigte jedoch auch hier die Abwesenheit
van Cholesterinen an.

Einen letzten Versueh., dhnflich den dilteren Ver-
«uchen tber Fetthildung, stelite ieh jetzt an. Ieh
wollte untersuchen. ob aus cholesterinfreiem Fibrin
durch Finlniss sich Cholesterin bilden kdonne.  Das
Fibrin. dax ich zu diescermn Versuch nahm. war ein
sehon =eit langer Zeit im Institut in Glveerin aulbe-
waltrtes Priparat und crschien durveh Lichteinwirkung
leicht eelbh eclivbt. Fs ward gekoelit. vom Glyeerin
dureh Eineeres Auswasehen befreit. dann eetrocknot
und mit Nether extrahiert. daranf in der Reibschale
zerrichen.,  In einer flachen Glassehale wurde  das
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Fibrin mit einer Nihrlosung tibergossen und nach-
dem eine Spur fauliger Substanz. welehe, in eben so
eeringer Menge gepriift, Cholesterin-Reaction nicht gab.
hinzugefiigt war. stchen gelassen. Von Zeit zu Zeit
woss ich etwas von der Nihrlosung, die aus ver-
axchter Bierhefe hergestellt war, nach, um so das
Yibrin feueht zu erhalten. Dasselbe ging sehr bald
in Fiulniss {iber. Nach drei Waochen stellte ich die
Faulende Masxse. die sich dunkelbraun gefiirbt hatte,
im Exsiceator ither Schwefelsiure auf. Mit dem nach
dem Trocknen  im Noxleth’schen  Apparat  ge-
wannenen Aetherextract, welcher nach Abdestillieren
des Acthers wie bei allen vorigen Versuchen in
Chloroform geivst wurde, wurde die Cholestol-Reaction
angestellt und  ergab hier ein durehaus positives
Resultat,

Dieser Versuch ist freilich durchaus nicht ein-
wandsfrei und  durchaus  nicht beweisend {ar  die
Iontstehung des Cholesterins durch Spaltung des Ei-
weisses, Eg finden ja in den Organismen nicht bloss
Spaltungen  statt. mn(lmn auch Synthesen, und
grade die einfachsten Organismen, wie die zu diesem
Versuche verwendeten. besitzen im hohen Maasse die
Fihigkeit. aux cinfachen oreanischen Molekiilen die
complicierten  Molekiite des Eiweisses, Fettes, der
Kohlehydrate zu bilden. So werden wir denn auch
dic Bildung des Choelestering ganz allgemein als aut
analytischen und synthetischen Prozessen beruhend
ansehen miissen und die AufTassung des Cholesterins
als cines Spaltungsproductes des Eiweisses um w0
mehr zuriickweisen, als auch noch andere Grimde
cegen  dieselbe  sprechen.  Wir finden  solche  mit
Drecheel?) in der Natur des Eiweissmolekiils, das

Y3 Handworterbuel der Chemie. Bdo 8. 80 543, 120,
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wie auch Pfliger?) meint, wrspringlich .keine
Radicale mit mehr als C; oder C, enthilt.

Meine nichste Untersuchung richtete sich nun
daraut, ob sich im thierischen Organismus Gberhaupt
Cholesterin bilde oder ob die zweitellos eintretende
Vermehrung beim Wachsen des Individuums dureh
Aufnahme von Pflanzencholesterin bewirkt werde.
Zu dem Xnde beabsiehtigte ich den Cholesterin-
vehalt von Flicgeneiern und von Fliegenmaden zu
vergleichen und zwar mit Hiilfe der Cholestol-Reaction.
Kine gleiche Anzahl Kier und Maden sollten ge-
trocknet, mit Acther extrahiert, mit gleichen Mengen
Chloroform aufgenommen und mit 2 cbem. der Lisung
dic Reaction angestellt werden.

Als Nahrung fiir die Maden nahm  ieh cine
Portion von dem oben schon benutzten entletteten
Fibrin.  Dasselbe wurde mit Leitungswasser ange-
setzt und mit den Kiern besdet.

Nach 1 bis 2 Tagen krochen die Maden aus.
Augenscheinliclh konnten sie aber das so hergestellte
Nihrmaterial nicht bewaltigen, denn sie gingen in
kwrzer Zeit zu Grunde. Bei einem weiteren Versuch
wurde etwas getrocknetes. cntfettetes Hithnereiweiss
in Wasser gelost und hinzugetiigt. Die jetzt aus-
kriechenden Maden erndhrten sich sehr gut. KEs war
jedoch ein anderer Uebelstand hinzugetreten: Das
Niilrmaterial fing namlich an zu faulen, es wurde
also aus dem cholesterinfreien ein cholesterinhaltigos
Nihrmaterial.  So konnte der Versuch nichts mehr
beweisen und wurde daher aufeegeben.

Ich habe oben ausgefithit, durch welehen Uebel-
stand mir die genaue, quantitative Bestimmung des

"} Archiv . d. gesammmt, Physiol. Bd. 42, S. 151, 1888,
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Cholesterins auf  colorimetrischem Wege unmoglicli
cemacht wurde.  Ferner habe ich gezeigt. wie  dice
quantitativen  Bestimmungen von Schulze  und
Barbicri durchaus ungenau sein miuss=en.  Da nun
auf =0 ungenaue  quantitative Bestimmung hin o die
Ansicht von der Herkunft des Cholesterins aus dem
Eiweissmolekil fusst. ich aber dureh meine Unter-
suchungen keinen Anhalt file diese Ansicht finden
konnte, sehien es mir thundich, die Resultate der Be-
stimmungen von Schulze und Barbicri auf ilue
Richtigkeit zu priden. und zwar mit Halle  der
Cholestol - Reaction. Wenn man namlich  gleiche
Mengen ungekeimte und ine Dunkeln gekeimte Samen
trocknete. mit Acther extrahicrte, den Aetherextraet
mit gleichen Mengen Chloroform anfmahm und dann
mit 2 chenn die Reaction in gleicher Weise anstellte,
<o musste bei cingetretener Vermelhrung des Chole-
sterins bei den etiolierten Kenmlingen  dies leielit
dureh ein stirkeres Aaftreten der Reaction zu cr-
kennen sein.

leh habe zu diesen Versuchen Linsen und Gras-
saamen verwaundt  Der eréssceren Genanigkeit wegen
=tellte ich Parallelversoche an.

Ausgesuchite, in Grosse und Farbe moglichst
gleiche Linsen wurden aut dem Wasserbade ge-
trocknet und darauf unter den Exsiceator gestellt.
Nach 8 Tagen wurden xie in einer Reibschale zer-
stossen, und  die zerstossenen Samen sodanm mit
Llilfe cines Platindoffels in cine Filterpapierdiite go-
bracht. Der in der Reibschale hattende Rest wurde
mit trocknem Filtrivpapier herausgewiseht, dic Papicr-
stiickehen ebenfalls in  die Dite geworfen.  Jetst
extrahierte ich die Samen und loste danng nach Ab-
destillieren des Acthers, die Iufttrockenen Extracte in
Chloroform. Die Lisung wurde in einen Maasskolben
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von H0 cbem. gebracht, sodann it Chloroform nach-
gespiilt bis der Messstrich erreicht war.  Den Mess-
kolben versehloss ich mit einem Korkstiopsel, sehiittelte
um und entleerte die Lisung in eine Flasche mit
gut schliessendem Glasstopsel. Von beiden Liosungen
nahm ich mit kleinen graduierten Saugpipetten
Ilitssigkeit heraus und Tiess je 2 ecbem. in Glas-
rolirehien voun gleicher Weite ein. Sodann wuorde zu
jedem  der beiden  Flassigkeitsproben 10 Tropfen
Essigsdureanhydrid und 1 Tropfen  concentrierte
Schwelelsiure hinzugesetzt. Nach ciner Stunde war
die Reaction bei beiden  gleich  stark  anfectreten.
Die Methode erwies sich also als brauchhar,

In derselben Weise  verfulir ich mit 7 Tage
alten  etiolicrten  Linsen - Keimlingen.  Die Linsen
waren cinen Tag in Wasser gequollen und hatten
sodann 6 Tage im Dunkeln an cinem warmen Orte
gestanden.  Schon bei der Vergleichung der Keim-
lings-L.osungen untereinander fiel es auf, dass die
Reaction einen  mehr gelben Favhenton zeigie als
bei den ungekeimten Saamen. Im Uebrigen war auch
bei diesem Parallelversuch gleich <tarke Fiarbung
anfectreten.  Bei der Vergleichung jedoch mit den
ungekeimten crgab sich, dass das (regentheil von
dem nach den Angaben von Schulze und Babieri
zu Erwartenden eintrat.  Die Grinfiirbung war Dbei
den Saamen deutlich  stivker, wie Dbei den Keim-
lingen.

Von den Grassaamen hatte ich je dreihundert
abgeziihlt. die Aetherextracte in nur 25 cbhem. geldst
und zur Vergleichung 14 Tage alte im Dunkeln ge-
bildete Keimlinge genommen, sonst war das Ver-
fahren das gleiche, wie beil den Linsen.

Hier waren cigenthiimlicher Weise die Losungen
aux den Saamen wie aus den Keimlingen unterein-




ander verschieden und zwar in der Weise. dass
sowoh! von den aux den Saamen wie von den aus
den Keimlingen  gewonnenen  Liosungen eine  sich
stirker gelblich  eefiirbt  zeigte.  I9s cmpfahl sich
daher, die starker gefirbten und die farblosen fur
sich mit cinander zu vergleichen.

Auech hier war das Resultat  dasselbe wie bei
den Linsen, nur noch prdgnanter. indem bei den
Naamen die Grintirbung ziemlich stark aoftrat. bei
den Keimlingen  dagegen  von  einer  Griinfiirchung
nicht die Rede sein konnte, sonderu hier einer Gelh-
fiircbung Platz gemacht hatte.

Fine Bestitigung der Resultate von R echulze und
Barbicri konnte ich also nicht erhialten. Walire-
scheinlieh ist eine dem Cholesterin nahe stehende Suly-
stanz, welche die Cholestol-Réaction niehit giebt, bei
Jenen Versuchen als Cholesterin mit gewowen worden.

Musste ich mich oben dahin aussprechen. dass
Cholesterin keinenfalls als ein directes Rpaltungs-
product des Eiweisses anzusehien sci, so ist dem nun
noch hinzuzufigen. dass aveh die Auffassung des
Cholesterins als eines Whei dem alleemceinen Liebens-
prozesse der Zellen resultierenden Spaltungsproductes®
(Hoppe-Sexler) mir nicht geniigend hegriindet  or-
scheint.

Zum Schluss sei es mir eestatict Herrn Profissor
Dr. O Nasse fir die freundliche Anregung und
Unterstitzung, die er mir bei dieser in dem Institut
fitr Pharmakologie und physiologische Chemice aus-
gefithrten Arvbeit zu Theil  werden liess.  pficht-
schuldigen Dank zu sagens
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