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Die Phytosterinacetatprobe in der üblichen Aus¬
führungsweise erfordert je nach der zu erwartenden
Sterinmenge 10 bis 50 g Fett . Wenn man dagegen die
Schmelzpunktbestimmung der Sterinacetate unter
dem Mikroskop durchführt , findet man mit einer viel
geringeren Menge Untersuchungsmaterial das Aus¬
langen , benötigt dementsprechend weniger von dem
teuren Digitonin und spart an Zeit . Bei der Ausarbei¬
tung der Mikromethode richteten wir uns im wesent¬
lichen nach der Arbeitsweise der Deutschen Einheits -
methoden 1), paßten uns aber den kleineren Substanz¬
mengen an . Auf Grund zahlreicher Versuche empfeh¬
len wir folgende Arbeitsweise bei der Mikro -Phyto¬
sterinacetatprobe .

Mikro-Phytosterinaeetatprobe .
0,25 bis 1 g Fett werden mit 5 ccm alkoholischer

Kalilauge (1 g Kaliumhydroxyd -f 5 ccm 90 vol.-proz . Al¬
kohol) in einem Ivölbchen mit Steigrohr i/2 Stunde
lang auf einem siedenden Wasserbad verseift . Die
Seifenlösung wird mit 6 ccm heißem Wasser und dann
langsam unter Umschwenken mit 2,5 ccm 25proz . Salz¬
säure versetzt . Die abgeschiedenen Fettsäuren werden
folgendermaßen abfiltriert :

In einem vorgewärmten Trichter oder einem Heiß -
wassertrichter füllt man ein kleines Filter bis zur
halben Höhe mit heißem Wasser und gießt dann rasch
die angesäuerte Verseifungsflüssigkeit auf . Nach dem
Abfließen der wässerigen Schicht durchstößt man das
Filter mit einem feinen Glasstab und läßt die Fett¬
säuren in ein trockenes Filter auf einen vorgewärmten
Trichter laufen , der sich über einem kleinen vorge¬
wärmten Becherglas befindet . Die so filtrierten Fett¬
säuren erwärmt man auf dem Wasserbad auf 60 bis
70" und versetzt sie langsam unter Umschwenken
mit 2 ccm alkoholischer Iproz . Digitoninlösung . Hier¬
bei scheidet sich sofort oder nach einiger Zeit ein Nieder¬
schlag von . Digitoninsterid ab. Das Reaktionsprodukt
wird V2 Stunde auf 60 bis 70° gehalten , dann mit
2 ccm warmem Chloroform versetzt , sofort durch ein
vorgewärmtes Filter filtriert und mehrmals mit war¬
mem Chloroform und hernach mit Aether gewaschen .
Das Filter mit dem Niederschlag wird im Trocken¬
schrank 10 Minuten bei 80 bis 90° getrocknet , zur Ent¬
fernung der letzten Fettsäurereste nochmals mit Aether
gewaschen und wieder getrocknet . Der Digitonid -Nie -
dersehlag ist nun von papierartiger Konsistenz , läßt
•sich leicht vom Filter abheben , in feine Streifen

!) Einheitliche Untersuchungsmethoden für die Fett -
und Wachsindustrie . — Herausgegeben von der Wis¬
senschaftlichen Zentralstelle für Oel- und Fettforschung
(Wizöff ). — 2. Aufl ., Stuttgart . 1930.

litut der Universität Innsbruck .)

am 20. 12. 1934 .)

schneiden und in ein einseitig zugeschmolzenes Glas¬
röhrchen von etwa 3 mm lichter Weite und 10 cm
Länge übertragen .

Zu dem Digitonid im Röhrchen gibt man 5 Tropfen
Essigsäureanhydrid , schmelzt das Röhrchen zu und er¬
hitzt 10 Minuten lang auf ungefähr 137°. Dies kann in
einem Paraffinbad oder zweckmäßiger in einem
Metallblock geschehen , der eine oder mehrere Bohrun¬
gen für die Acetylierungsröhrchen und eine Bohrung
mit einem Thermometer besitzt . Nach dem Acetyliereii
wird das , Röhrchen .geöffnet , noch heiß mit 25 Tropfen
SOproz. Alkohol versetzt und nach dem Umschütteln
1/4 Stunde in kaltes Wasser eingestellt . Das ausgeschie¬
dene Sterinacetat wird mit SOproz. Alkohol durch Zen¬
trifugieren im Röhrchen gewaschen und aus 96proz .
Alkohol umkrystallisiert . Dazu hält man das Röhrchen
vorsichtig bis zum Lösen des Acetats ins kochende
Wasserbad und stellt es dann in ein Becherglas mit
heißein Wasser . Beim langsamen Abkühlen fallen
schöne Krystalle aus , die durch Zentrifugieren und
Abhebern von der Hauptmenge der Mutterlauge ge¬
trennt werden . Ein zwei - oder höchstens dreimaliges
Umkrystallisieren genügt , damit ein gleich hoher oder
höherer Schmelzpunkt erhalten wird wie bei der
Makromethode durch viermaliges Umkrystallisieren .
Eine kleine Menge dieser Sterinacctatkrystalle bringt
man auf einen Objektträger , läßt sie hier trocknen ,
bedeckt sie mit einem Deckglas und unterwirft sie der
Mikro -Schmelzpunktbestiinmung .

Die hier beschriebene Mikro -Phytosterinacetat¬
probe läßt sich in drei Stunde n d u r c h f ii h -
ren , während das übliche Makroverfahren ein Viel¬
faches dieser Zeit beansprucht . -

*

Für die Schmelzpunktbestimmung der
Sterinacetate kann jeder M i k r o - S c h m e I z -
punktapparat verwendet werden , der die gleiche
Genauigkeit wie die übliche Makro -Schmelzpunktbe¬
stimmung verbürgt . Wir benutzen teils den Apparat
von Kofler und H i 1b c k ’) mit thermoelektrischer
Temperaturmessung , teils den Apparat von Kof¬
ler '3) mit Thermometerablesung , die sich beide im
Innsbrucker Pharmakognostischen Institut für zahl¬
reiche andere Zwecke vorzüglich bewährten . Für die
hier beschriebene Mikro -Phytosterinacetatprobe genügt
der infolge des Fortfalls des Millivoltnieters wesent¬
lich billigere Thermometerapparat , der vom Mechani¬
ker Sehennach am Physiologischen Universitäts¬
institut in Innsbruck geliefert wird . Der Apparat , der

2) L. K o f 1e r u. II . H i 1b c k , Mikrochemie 1931.,
9, 38.

3) L. Kofler , ebenda 1934, 15, 242.
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auf jedes Mikroskop mit Metalltisch aufgesetzt wer¬
den kann, besteht im wesentlichen aus einer elek¬
trisch heizbaren Metallplatte, die durch einen am
Rand angebrachten Metallring und eine aufgelegte
Glasscheibe von der äußeren Luft abgeschlossen ist.
Eine kleine Oeffnung in der Mitte der Heizplatte er¬
möglicht den Durchtritt des Lichtes. Das Thermo¬
meter, das von außen her in eine an der Heizplatte
seitlich angebrachte Bohrung eingeführt wird, ist am
Apparat selbst mit Hilfe scharf schmelzender Sub¬
stanzen so geeicht, daß es korrigierte Schmelzpunkt¬
werte ablesen läßt. Die für die Mikro-Schmelzpunkt¬
bestimmung benötigte Substanzmenge ist sehr ge¬
ring; häufig genügt ein Millionstel Gramm oder noch
weniger. Eine vorangehende Trocknung der Sub¬
stanz im Exsiccator ist in der Regel nicht notwendig,
da die in der lufttrockenen Substanz vorhandene ge¬
ringe Feuchtigkeitsmenge beim Erwärmen zwischen
Deckglas und Objektträger leicht entweichen kann.

Unter dem Mikroskop läßt sich der Schmelzvor¬
gang genauer verfolgen als bei der üblichen Schmelz¬
punktbestimmung im Capillarröhrchen. Wenn man
bei der Fettuntersuchung ein Gemisch von Chole¬
sterin* und Phytosterinacetaten auf seinen Schmelz¬
punkt prüft, sieht man bei der Mikromethode keinen
einheitlichen Schmelzpunkt. Bei der Beurteilung der
Fette sind naturgemäß nur die hochschmelzenden
Anteile des Gemisches maßgebend; für praktische
Zwecke wird daher der Schmelzpunkt der zuletzt
schmelzenden Krystalle angegeben.

Um über die Vorgänge, die sich unter dem Mikro¬
skop abspielen, Klarheit zu gewinnen, hielten wir
eine genauere Untersuchung für angebracht. Nach
Bömer 4) bilden Cholesterin- und P.hytosterin-
aeetat-Gemische keine isomorphen Mischungen, kry-
stallisieren daher nicht zusammen, 'sondern ent¬
mischen sich. Es fiel uns jedoch auf, daß in Gemischen
beider Acetate mehrere Krystallarten mit verschiede¬
nen Schmelzpunkten auftraten. Wir ersuchten daher
Frau Dr. A. K o f 1e r um die Durchführung einer
kry stall optischen Untersuchung.

Krystalloptisehe Untersuchung ,
Das für diese krystalloptisehe Untersuchung ver¬

wendete Material wurde durch Abkühlen heißer alko¬
holischer Lösungen in kleinen Röhrchen oder durch
Verdunsten eines Tropfens der gesättigten Lösung auf
dem Objektträger erhalten . Sowohl Cholesterinacetat
Und Phytosterinacetat allein als auch Gemische der
beiden Acetate in verschiedenen Mengenverhältnissen
Wurden untersucht .

Ueber das Cholesterinacetat finden sich be¬
reits in einer Arbeit von R e i n i t z e r 5) Angaben , die
teils von Zepharo vich , teils von Lehmann
stammen . Zepharovich beschrieb die Cholesterin -
acetat -Krystalle als quergestellte monokline Nadeln .
•Lehmann hat 3 Modifikationen festgestellt :

1. Modifikation wird beim Krystallisieren aus Lösungs¬
mitteln erhalten ; es sind die monoklinen , von Zepha¬
rovich gemessenen Krystalle . Beim Erwärmen werden
die Krystalle trübe und zerfallen in ein Haufwerk von
Krystallen der 3. Modifikation .

2. Modifikation entsteht beim raschen Erkalten des
Schmelzflusses in Sphärokrystallen ; bei Zusatz von Xylol
sind auch einzelne rautenförmige Krystalle mit einem
spitzen Winkel von 63 0erhältlich . Beim Erhitzen werden
die Krystalle trübe und wandeln sich ebenfalls in die
3. Modifikation um.

3. Modifikation entsteht beim Erwärmen der 1. und
2. Modifikation und bei langsamem Abkühlen aus der

_ k) A. Börner , Z. Unters . Nahrgs .- u. Genußmittel
*901, 4, 1070.

5) F . Reinitzer , Mh. Chem . 1888, 9, 428.

Schmelze ; keine bestimmbaren Krystalle , nur längliche
Rechtecke mit symmetrischer Auslöschung.

Bei unseren Untersuchungen gingen wir vom ..Cho¬
lesterin Merck“ aus . Aus Lösungen des Cholesterin¬
acetats entstanden vorzugsweise schöne rechteckige
oder pyramidal abgeschlossene , prismatische
Krystalle , die gerade Auslöschung und die Schwin¬
gungsrichtung «' in der Längsrichtung besitzen . Die
Achsenebene verläuft parallel der Längsrichtung , der
optische Charakter ist positiv und der Achsenwinkel
groß . Diese Krystalle sind mit denen , die Zepharo¬
vich als quergestellte monokline Nadeln beschrieb ,
identisch . Beim Erhitzen tritt ungefähr bei 80 bis 90°
eine Veränderung der Krystalle ein ; sie verlieren die
einheitliche Auslöschung und wandeln sich in ein Ag¬
gregat der stabilen Modifikation um. In manchen Fäl¬
len unterbleibt die Umwandlung , dann schmilzt der
Krystall bei 94°. Häufig krystallisiert der entstandene
Tropfen sofort als ein Aggregat strahlig angeordneter
Krystalle aus . Bei weiterem Erhitzen schmelzen die
umgewandelten Krystalle bei 112 bis 114°.

Neben den prismatischen Krystallen findet man
sehr dünne rautenförmige Krystalle mit
einem spitzen Winkel von 72° und große dünne
Platten . Die Doppelbrechung ist sehr gering , oft
an der Grenze der Bestimmbarkeit ; die Rauten haben
wahrscheinlich symmetrische Auslöschung und die
Schwingungsrichtung ■/ in der Richtung der kurzen
Diagonale . Die Achsenebene liegt in der Richtung der
längeren Diagonale ; öfters ist der Austritt einer op¬
tischen Achse zu beobachten . Der optische Charakter
ist positiv , der Achsemvinkel groß . Auch auf den Plat¬
ten erhält man häufig den Austritt einer optischen
Achse . Beim Erhitzen bleiben die Krystalle bis 108°
unverändert , bei etwa 108° scheint eine geringe Menge
von Flüssigkeit über die Platten oder größeren Rauten
zu laufen . Im Polarisationsmikroskop ist gleichzeitig
mit diesem Vorgang eine Strukturänderung zu er¬
kennen ; die Platten zerfallen in garbenartig angeord¬
nete Krystallverbände , die Ränder der Platten werden
dabei leicht gezähnelt . Im gewöhnlichen Licht kann
man diese Veränderung meist kaum wahrnehmen , da
die Krystalle nach der Umwandlung an Durchsichtig¬
keit fast nichts verloren haben . An ganz dünnen Rauten ,
die nur schwach aufhellen , ist eine Veränderung auch
im polarisierten Licht nicht wahrnehmbar . Das Schmel¬
zen beginnt bei 112°, bei 114° ist der Hauptteil ge¬
schmolzen . Schaltet man die Heizung bei 114° aus , so
wachsen bei geringem Sinken der Temperatur die we¬
nigen in der Schmelze verbliebenen Schollen sofort
wieder . Die Schollen verschwinden bei 114,5 bis 115°.

Nach dem Verhalten während des Erhitzens und
beim Schmelzen müssen die Rauten und die großen
dünnen Platten als identisch angesehen werden . '

Bei raschem Abkühlen der Schmelze entsteht ein
strahliges Aggregat , daneben bilden sich im gewöhn¬
lichen Licht vollkommen durchsichtig erscheinende
Massen , die sich zwischen gekreuzten Nikols aber als
ein Konglomerat von zackig begrenzten Einzelindivi¬
duen mit schwarzen Kreuzen wie bei Sphärokrystallen
erweisen . Von Lehmann sind diese Konglomerate
beschrieben worden . Er fand bei genauerer Untersu¬
chung , daß diese Konglomerate aus Tropfen bestehen ,
die nur durch feine Krystalle eine zackige Umgren¬
zung erhalten . Das Cholesterinacetat liefert nämlich
beim Abkühlen nacheinander zwrei krystall in -flüssige
Modifikationen , die zweite wird durch Druck auf das
Deckglas ausgelöst und zeigt optisches Drehungsver¬
mögen“). Beim Erhitzen wandeln sich die strahligen
Aggregate und die aus Tropfen bestehenden Kon¬
glomerate bei 90 bis .100° in ein körniges Aggregat um,
das bei weiterem Erhitzen bei 112° zu schmelzen be¬
ginnt und bei 114 bis 115̂ durchgeschmolzen ist . Oft
krystallisiert bereits beim Absinken der Temperatur
auf 114° ein Teil aus .

*

°) F. R i n n e u. N. Berek , Anleitung zu optischen
Untersuchungen mit dem Polarisationsmikroskop , Leip¬
zig 1934, S. 271.
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Als Beispiel für ein Phytosterin verwendeten
wir das „Phytosterin Merck“ . Das Präparat , über
das wir verfügen , ist nach freundlicher Mitteilung der
Firma identisch mit der Substanz , die Windaus und
iirunken 7) untersuchten und als reines S i t o s t e-
rin erkannten . Sitosterin ist bekanntlich das in den
pflanzlichen Fetten am häufigsten auftretende Sterin .

Das Phytosterinacetat bildet bei der Krystalli -
sation aus QGproz. Alkohol zweierlei Krystallsorten , und
zwar nadelförmige und plattenförmige Krystalle . Die
S a dein sind entweder zu baumartigen Aggregaten
oder besonders häufig zu kugeligen , radiärstrahligen
Aggregaten vereinigt . Wegen der Kleinheit konnte an
den Nadeln nur die Lage der Schwingungsrichtung ,
a' in der Längsrichtung , und kein anderes optisches '
Merkmal bestimmt werden . Die Nadeln schmelzen bei
127 bis 128°. Bei Wiedererhitzen nach völligem Er¬
starren schmelzen sie ebenfalls bei 127 bis 128°.

Die plattenförmigen Krystalle sind sehr dünn ;
Einzelkrystalle in der Form von Rauten mit einem
spitzen Winkel von 72° sind häufig zu finden . Die
Doppelbrechung ist sehr gering , die Auslöschung
wahrscheinlich symmetrisch und die Schwingungsrich¬
tung •/ in der Richtung der kurzen Diagonale ; häufig
erscheint im Konoskop eine optische Achse . Beim Er¬
hitzen der Platten und Rauten tritt bei 116° eine Um¬
wandlung ein , bei der gleichzeitig etwas Schmelzflüs¬
sigkeit aufzutreten scheint . Die Krystalle beginnen bei
122 bis 123° zu schmelzen . Einige Platten sind bei 124°
durchgeschmolzen , andere erst bei 126°. Am häufigsten
bleiben in der Schmelze Schollen bestehen , die sich bei
Konstanthalten der Temperatur auf 126u nicht verflüs¬
sigen . Erst bei 127 bis 129° verschwinden die restlichen
Schollen . Beim Erstarren durch rasches Abkühlen bilden
sich beim Phytosterinacetat ähnlich wie beim Chole¬
sterinacetat neben festen strahligen Aggregaten auch
aus Tropfen bestehende Konglomerate , deren polygonal
begrenzte Einzelindividuen zwischen gekreuzten Nikols
winzige Sphäritenkreuze zeigen . Offenbar handelt es
sich bei letzteren um das Auftreten einer krystallin -
fliissigen Modifikation . Erwärmt man das Erstarrte auf
114 bis 116°, so wandeln sich die krystallin -festen
strahligen Aggregate und krystallin -fiiissigen Kon¬
glomerate in körnige Aggregate um , was sich im ge¬
wöhnlichen Licht öfters durch Trübung zu erkennen
gibt . Beim weiteren Erhitzen beginnt wieder bei 122°
ein Teil zu schmelzen , der Rest verflüssigt sich erst bei
127 bis 128°. Aus diesen Beobachtungen geht hervor ,
daß auch das Phytosterinacetat zwei kry -
stallin - feste Modifikationen und ei ne k ry -
stallin - flüssige bildet . Wahrscheinlich sind die
stengeligen Krystalle und die durch Umwandlung aus
den Platten entstehenden Krystalle identisch .

*

Aus Mischungen von 95 % Cholesterin -
und 5 % Phytosterinacetat erhält man aus
Lösungen in 96proz . Alkohol wieder nadelförmige Kry¬
stalle , Platten und Rauten . Oefters ist an den Rauten
Zwillingsstreifung zu erkennen . Die Rauten besitzen
dieselbe optische Orientierung , wie sie bei den Rauten
des Cholesterin - und Phytosterinacetats beschrieben
wurde . Die einzelnen Krystalle schmelzen nicht voll¬
kommen gleichartig . Die ersten Schmelztropfen er¬
scheinen bei 110°; andere Krystalle schmelzen bei 1123
vollständig durch . Der Hauptteil beginnt bei 112° zu
schmelzen ; die Rauten und die größeren Stengel bil¬
den bei 112u einen Hof von Schmelzflüssigkeit . Stellt
man die Heizung ab , so wächst bei Sinken der Tempe¬
ratur um 1l‘/ > der Kern sofort wieder bis fast aum
Rand ; hält man die Temperatur längere Zeit auf 112°,
so schmilzt der Kern nicht . Bei 114° kann man den
Vorgang ähnlich wiederholen , nur ist der Kern wesent¬
lich kleiner geworden . Erst bei 115° bis 116° ist alles
durchgeschmolzen .

Bei dem Acetatgemenge aus 90 % Cholesterin
und 10 % Phytosterin treten wieder Platten und
Rauten sowie stengeligeKrystalle auf . Häufig sieht man
Hatten mit glänzenden Randleisten ; an den Rauten ist

7) A. Windaus u. ,T. B r u n ken , Z. physiol . Chem .
1924, 140, 109.

Zwillingsstruktur nicht selten . Beim Erhitzen erschei¬
nen wieder bereits bei 110° einige Schmelztropfen . Die
größeren Rauten beginnen bei 112° am Rand zu schmel¬
zen , bei 113 bis 115° schmilzt der Hauptteil , die übrig
bleibenden Schollen wachsen bei geringem Sinken der
Temperatur sofort wieder weiter ; der Kern schmilzt
aber erst bei 116 bis 118° vollkommen durch . Einzelne
isolierte Stengel schmelzen ziemlich scharf bei 118°.
Beim Erstarren durch rasches Abkühlen entstehen aus
der Schmelze radiärstrahlige Aggregate , die sich ab
110" in ein körniges Aggregat um wandeln und bei 118°
ziemlich scharf schmelzen .

Bei den Acetaten aus 80 % Cholesterin und
20 % Phytosterin erhält man ähnliche Kr \rstalle
wie bei den obigen Gemengen : Rauten , Platten mit
glänzenden Randleisten , nadelförmige Krystalle in
baumartigen , undurchsichtigen Aggregaten . Das
Schmelzen beginnt bei 114°, ein großer Teil schmilzt
bei 115 und 116°, die letzten Schollen in Platten und
Stengeln schmelzen bei 119 bis 120°. Bei raschem Ab¬
kühlen bilden sich Aggregate strahliger Krystalle und
schollige , unregelmäßig begrenzte krystalline Massen
mit undulöser Auslöschung ; bei etwa 112° scheint eine
Umwandlung vor sich zu gehen , bei 119 bis 120u ist
alles geschmolzen .

75 % Cholesterin - und 25 % Phytosterin¬
acetat zeigen keinen wesentlichen Unterschied ge¬
genüber dem vorhergehenden Gemenge . Das Schmelzen
beginnt bei 114°, bei 116 bis 118° ist der Hauptteil ge¬
schmolzen , der Rest bei 119 bis 120°.

Die Schmelze erstarrt zu teils grobkörnigen , teils
stengeligen Aggregaten . Einzelne rundlich begrenzte
Krystalle haben fast einheitliche Auslöschung und
lassen im Konoskop die 1. Bisektrix mit mittelgroßem
Achsenwinkel und optisch positiven Charakter erken¬
nen . Beim Wiedererhitzen treten in den erstarrten ,
grobscholligen Massen bei ungefähr 115° Sprünge auf ,
bei 118 bis 119° schmelzen sie . In den faserigen Aggre¬
gaten erscheint schon bei 110° Flüssigkeit , die allmäh¬
lich zunimmt , aber erst bei 119 bis 120° ist alles voll¬
ständig durchgeschmolzen . f

Bei 5 0 % Cholesterin - und 5 0 % Phyto s)t e-
rinacetat bilden sich wieder Platten mit glänzen¬
den Randleisten , daneben Rauten mit Zwillingsstruk¬
tur . Die ersten Schmelztropfen erscheinen bei 115°,
stärkeres Schmelzen tritt bei 119° ein , bei 124° ist der
Hauptteil geschmolzen ; gleichzeitig wachsen in den
Schmelztropfen einzelne Rauten . Die letzten Schollen
schmelzen bei 125 bis 126°. Unterbricht man das Heizen
bei 124°, so krystallisiert bei geringer Abkühlung rasch
ein Teil der Schmelze an den Schollen und Rauten aus .
Bei weiterem Erhitzen auf 125 bis 126" verschwindet
der letzte Rest . Beim Erstarren durch rasches Abküh¬
len auf 120° krystallisieren strahlige Aggregate oder
übereinander gelagerte plattenförmige Krystalle aus .
Beim Wiedererhitzen schmelzen einige Aggregate
schon bei 122° durch , andere erst bei 126°.

Acetatgemische von 25 % Cholesterin und 75 %
Phytosterin bilden in der Hauptmenge große Plat¬
ten mit mehreren auf gelagerten , orgelpfeifenartig paral¬
lel gestellten , glänzenden Leisten . Die Auslöschung der
Platten liegt zu der der Stengel schief ; die Leisten
haben die Schwingungsrichtung a' in der Längsrich¬
tung . Die Leisten beginnen bei 126° zu schmelzen , sind
bei 127° geschmolzen und liegen als kleine Tröpfchen
auf den Platten . Die Platten selbst schmelzen erst bei
128 bis 129°. Aus der Schmelze erhält man unregel¬
mäßig begrenzte schollige Krystalle oder Rauten und
radiärfaserige Aggregate . ,

Gemische von 90 % Phytosterin - und 10 %
Cholesterinacetat bilden baumartige , un¬
durchsichtige Aggregate und Platten . Die Ivrystall -
bäume beginnen bei 124° zu schmelzen und sind bei
128° durchgeschmolzen . Die Platten schmelzen ziemlich
scharf bei 128 bis 129°. Das Erstarrte liefert rundliche
strahlige Aggregate , die bei 125° zu schmelzen begin¬
nen . Einige Aggregate sind bei 126° durchgeschmolzen ,
andere schmelzen erst bei 128 bis 129n durch .

*
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Vergleicht man die Temperaturen miteinander , bei
denen vollständige Verflüssigung ein tri tt-, so liegen
die Schmelzpunkte der Mischungen im verschiedenen
Mengenverhältnis auf einer vom Schmelzpunkt des
Cholesterinaeetates zu dem des Phytosterinacetates
allmählich ansteigenden Kurve , wie sie bei Mischun¬
gen isomorpher Substanzen verkommen kann . Von
Böine r 4) wurde seinerzeit angegeben , daß die beiden
Acetate keine isomorphen Mischungen miteinander
bilden , sondern daß die Gemenge bei der Krystalli¬
sation sich entmischen . Das Auftreten mehrerer
Modifikationen , von denen besonders die in Platten
krystallisierenden Modifikationen der beiden Kom¬
ponenten außerordentlich ähnlich sind , erschwert
diese Frage ungemein . Eine geringe Löslichkeit der
anisotropen Komponenten ineinander wäre denkbar .
Nur eingehendes Studium der Schmelzkurven und
Polymorphieverhältnisse kann zur vollständigen Klä¬
rung führen . Die eigenartigen , orientierten Ver¬
wachsungen , Avie sie bei ungefähr gleichprozentigen
Mischungen der beiden Acetate in Form von Platten
mit aufgelagerten , parallel gestellten , stengeligen
Krystallen auftreten , deuten auf eine Annäherung des
Feinbaues beider Stoffe hin , die aber den Grad einer
vollkommenen Isomorphie nicht erreicht .

Das Auftreten von Schmelztropfen unterhalb des
zu erwartenden Schmelzpunktes kann verschieden¬
artig erklärt werden . Bei reinem Cholesterinacetat
rühren die Schmelztropfen unter 100° offenbar von
der bei 94 bis 96° schmelzenden , instabilen monokli -

werte ist gut , obwohl wir uns schon mit der 2. Kry -
stallisation begnügten , während es sich bei den Wer¬
ten von Allan und Moore beim Sonnenblumenöl
um die 3., bei ihren anderen Oelen um die 4. Kry -
stallisation handelt .

Tabelle 1.

Fett
Mikro -

Schmelzpunkt
. (°c >

Makro-
Schmelzpunktnach

Al Jan und Moore
(ÜC)

Dorschlebertran 113
Butter 114 —
Schweinefett 114,5 :—
Sonnenblumenöl . . . . 119,5 119 und 119,25
Mandelöl 123 bis 125 —
Olivenöl 125 123,5
BaumwollsamenÖl . . . . 125,5 125,5
Sesamöl 127 129,5
Erdnußöl 128 129
ßüböl . 128 —
Kicinusöl . . . . . . . . . 128 —

Cocosfett (Palmin ) . . . 128,5 129,5
Sojaöl 129 —
Leinöl 131 131'

Die Beobachtungen von Allan und Moore , daß
eine Mischung aus annähernd gleichen Teilen
von Cholesterin acetat und Acetylderi -
vat des Phytosterins aus Sonnenblumen -

^ , ö 1 höher schmilzt als das unvermischte
nen Modifikation lier Bei Gemengen mit steigendem *— gs0 nnenblumensterin - Acetat , konntenPhytosterinacetatgehalt findet man fast immer bereits
Schmelztropfen bei einer Temperatur , die unterhalb
des Schmelzpunktes des Cholesterinaeetates liegt , die
jedoch von der des Schmelzpunktes der instabilen
monoklinen Modifikation abweicht . Ob es sich hier
Um ein Schmelzen von instabilen Modifikationen oder
etwa um Mischschmelzpunkte bestimmter Formen
handelt , konnte nicht entschieden werden .

Für die praktische Durchführung der
Mikro - Pliytosterinacetat probe brauchen
diese verwickelten Krystallisationsverhältnisse nicht
berücksichtigt zu werden ; es genügt , wie oben
schon erwähnt , den Schmelzpunkt der zu¬
letzt schmelzenden Krystalle abzulesen .

Versuche mit der Mikro-Pliytosterinacetatprobe .

Nach der beschriebenen Methode prüf¬
ten wir eine Anzahl unvermischter
Fette und Oele . Das Schweinefett und Mandelöl
wurden selbst gewonnen , die übrigen Fette und Oele
bezogen wir aus dem Handel .

Die angegebenen Mikro-Schmelzpunktwerte ent¬
sprechen der zweiten Krystallisation und beziehen
sich jedesmal auf den zuletzt schmelzenden Anteil
Oes betreffenden Sterinacetates . Bei den Sterinaceta¬
ten aus unvermischten tierischen oder pflanzlichen
fetten glaubt man nicht selten einzelne Krystalle
oder Krystallaggregate schon vorher teilweise schmel¬
zen zu sehen. Ob es sich um die oben für Cholesterin -
Und Phytosterinacetat beschriebenen Umwandlungs -
Vorgänge oder um ein wirkliches Schmelzen oder um
beides handelt , haben wir bei den einzelnen Fetten
nicht genauer verfolgt .

Zum Vergleich sind in Tabelle 1 die von Allan
Und Moore 8) nach dem üblichen Verfahren erhal¬
tenen Makro -Schmelzpunkte der Sterinacetate ange¬
führt . Die Uebereinstimmunfr der Makro - und Mikro¬

wir
auch bei der Mikromethode bestätigen . Diese auf¬
fallende Tatsache regte uns an, die Schmelzpunkte
verschiedener Mischungsverhältnisse zu bestimmen .
Wir isolierten zunächst aus Sonnenblumensamenöl
das Digitoninsterid und stellten Mischungen mit Cho¬
lesterin Merck her unter Berücksichtigung der Tat¬
sache, daß 1 Teil Phytosterin ungefähr 4 Teilen Digi¬
toninsterid entspricht . Nach Acetylierung in der oben
beschriebenen Weise wurde das erhaltene Acetat drei¬
mal im Röhrchen mit oOproz. Alkohol gewaschen und
dann aus 96proz. Alkohol einmal uinkrystallisiert .
Eine weitere Krystallisation unterließen wir , um
einen größeren Verlust an Cholesterinacetat zu ver¬
meiden. Trotzdem sind wir uns bewußt , daß sich das
Mischungsverhältnis auch durch einmaliges Um-
krystallisieren geringfügig zugunsten des Phyto¬
sterinacetats verschiebt . Infolgedessen stellen die
unten angegebenen Prozente des Mischungsverhält¬
nisses nur Annäherungswerte dar .

Die höchsten Schmelzpunkte erhält man , wie Ta¬
belle 2 zeigt, bei Krystallisäten aus ungefähr gleichen

Tabelle 2.

Sonnenblumen¬
sterin -Acetat

(7o)

Cholesterin¬
acetat
(°/o)

Mikro -
Schmelzpunkt

(°C )

100 0 119,5
10 90 118,5
20 80 120,5 bis 121
30 70 122,5
50 50 124
65 35 122 bis 122,5
80 20 118,5
90 10 118
0 100 114

8) J . A11 a n u . C h . W . Moore
Chein . & Ind . 1927 , 4(5, 433.

-T. Soc . ehem . Ind .,
Teilen Cholesterin - und Sonnenblumensterin -Acetal.
Der Schmelzpunkt liegt 4,5° höher als der des reinen
Sonnenblumensterin -Acetates .
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Trägt man diese Schmelzpunkte auf einer Kurve
auf , so sieht man ein Maximum des Schmelz¬
punktes bei ungefähr 5 0 % und ein Mi¬
nimum bei ungefähr 90 % Phytosterin¬
acetat (Bild 1).

Bild 1. Schmelzpunktskurve von Mischungen aus Cholesterin -
Acetat und Sonnenblumensterin -Acetat .
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Sonnenblumensterin -

Acetat

Die ungewöhnliche Form der Kurve deutet auf
das Vorkommen einer Molekülverbindung der bei¬
den Acetate hin .

Geht man nicht von den isolierten Sterinen aus ,
sondern von den Fetten selbst und mischt verschie¬
dene Mengen Schweinefett und Sonnenblumenöl , so
zeigt sich ebenfalls ein Maximum des Schmelzpunktes ,

Bild 2 . Schmelzpunktskurve von Sterinacetaten aus
Sonnenblumenöl -Schweinefett -Gemischen .
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das wesentlich über den Schmelzpunkt des Sonnen -
blumensterin -Acetates hinausgeht , und ein Minimum ,
das unter diesen Schmelzpunkt hinuntergeht . Maxi¬
mum und Minimum sind aber zum Schweinefett hin
verschoben, und zwar so, daß das Maximum des
Schmelzpunktes bei ungefähr 25% und das Minimum
bei ungefähr 75% Sonnenblumenöl liegt (Tabelle 3
und Bild 2). Dies ist wohl dadurch zu erklären , daß

Tabelle 3.

Sonnenblumenöl
(%)

Schweinefett
(7o )

Mikro-
Schmelzpunkt

der Sterinacetate
(UC)

0 100 114 .5
5 95 121

10 90 122 ,5
25 75 123 ,5
50 50 120
75 25 117
90 10 118

100 0 119,5

ebenso wie bei anderen pflanzlichen Oelen der Gehalt
des Sonnenblumenöls an Phytosterin wesentlich
höher ist als der des Schweinefettes an Cholesterin .

Für die praktische Anwendung der Phytosterin¬
acetatprobe bedeutet diese Erhöhung des Schmelz¬
punktes über den Wert des Phytosterinacetates hin¬
aus einen Vorteil und ist beim Sonnenblumenöl we¬
gen des niedrigen Schmelzpunktes des reinen Phy¬
tosterinacetates von besonderer Bedeutung . Aus un¬
seren Feststellungen ergibt sich weiter , daß bei der
Phytosterinacetatprobe die Höhe des Schmelz¬
punktes nicht proportional der Menge
des Sonnenblumenöls ist, das dem tierischen
Fett zugesetzt wurde .

Zur praktischen Prüfung unserer Mikro-
Pliytosterinacetatprobe mischten wir uns zunächst
gegenseitig Fettproben , deren Zusammensetzung
dem Untersucher unbekannt war . Zur Irreführung
und Erschwerung wurde einzelnen Proben auch
Glycerin oder Paraffinöl zugesetzt . Die Ergebnisse
zeigt Tab . 4.

Tabelle 4.

Probe
(Nr .)

9
10

Schweinefett +
°/0 Beimengung

4 Glycerin
4 Erdnußöl
8 Olivenöl
8 Dorschlebertran
8 Baumwollsamenöl

12 Glycerin
Ohne Zusatz
f4 Baumwollsamenöl
[8 Glycerin
6 Paraffinöl
2 Baumwollsamenöl

Mikro -
Schrneizpunkt

der Sterinacetate
(°C)

114 bis 116

•- •••

Durch die freundliche Vermittlung der Wissen¬
schaftlichen Zentralstelle für Oel- und Fettforschung
(W Lẑö f f), Berlin , erhielten wir von drei im folgen¬
de^ genannten Stellen Fettproben , deren uns völlig
unbekannte Zusammensetzung oder anderseitige
Untersuchungsergebnisse nach Durchführung un¬
serer Bestimmungen von unparteiischer Seite ver¬
glichen wurden . Den beteiligten Herren sei auch an
dieser Stelle der verbindlichste Dank für ihr gütiges
Entgegenkommen ausgesprochen .

Herr Dr. Greiteinann schickte uns von der
van den Bergh ’s Margarine -Gesellschaft m. b. JL,
Cleve, sechs Proben Schweineschmalz , das teilweise
rein , teilweise mit verschiedenen . Mengen Erdnußöl
vermischt war . Das Verzeichnis der Zusammen¬
setzungen war beim Wizöff-Sckrelanat hinterlegt .

Die Gegenüberstellung der Zusammensetzung und
der Mikro-Sclimelzpunkte in Tabelle 5 zeigt, daß un¬
sere Untersuchungsergebnisse ausgezeichnet stimm¬
ten , Ein Zusatz von 2% Erdnußöl verriet sich schon
durch einen Schmelzpunkt von 118 und 118,5°. Bei
Probe 6 mit 5% Erdnußöl stellte der Schmelzpunkt
ungefähr das Mittel dar zwischen den Schweine -
sclimaizproben mit 2% und 10% Erdnußöl -Zusatz .

Die beiden folgenden Serien ergaben weniger ge¬
naue , aber immerhin noch befriedigende Resultate .
Die eine Gruppe wurde dank gütiger Vermittlung
des Herrn Oberregierungsrat Dr. R. Schmiedel
in entgegenkommender Weise von dem kürzlich ver¬
storbenen Dr. M e z g e r im Chemischen Unter -
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Tabelle 5.

Probe
(Nr.) Zusammensetzung

Mikro-
Sclimelzpunkt

der
Sterinacetate

(°CJ

1 Schweineschmalz A -l- 2°/0Roh-Erdnußöl 118,5
2 Schweineschmalz B 114
3 Schweineschmalz A + 2% Roh-Erdnußöl 118
4 Schweineschmalz A-flO % Roh-Erdnußöl 124
5 Schweineschmalz A • 114
6 Schweineschmalz A + 5°/0Roh-Erdnußöi 121,5

suchungsarnt der Stadt Stuttgart vorbereitet ; die Zu¬
sammensetzung und Mikro -Schmelzpunkte sind in
Tabelle 6 wiedergegeben .

Tabelle 6.

Probe
(Nr .) Zusammensetzung

Mikro-
Schmelzpunktder
Sterinacetate

(°C)

13 Schweineschmalz aus Rückenspeck 115,5
14 Schweineschmalz aus Bauchfett 114
15 Schweineschmalz aus Mickerfett 115
16 ' Fett Nr . 13 + 10 ?/0Erdnußöl 123,5
17 „ Nr . 13 + 10°/oCocosfett 119
18 „ Nr . 14 + 10% Erdnußöl 124
19 „ Nr . 14 -b 10% Cocosfett 119
20 „ Nr. 15 + 10% Erdnußöl 119,5
21 „ Nr. 15 + 10% Cocosfett 115 ,5
22 Butter 114,5
23 Butter Nr . 22 + 10% Cocosfett 116 bis 117
24 Cocosfett (Palmin) 126

Die vier reinen Schweineschmalz - und Butter¬
proben wurden durch den Schmelzpunkt als unver -
mischt erkannt , und ebenso ergibt sich aus unseren
Schmelzpunkten mit Sicherheit eine Beimengung von
Pflanzenfett in den Proben Nr . 10, 17, 18, 19 und
20. Der Zusatz von Cocosfett wurde bei Probe 21
vollständig übersehen und ergab bei Probe 23 ein
Unsicheres ' Resultat . Bei letzterer Probe hatten wir
Herrn Schmiedel mitgeteilt , daß wir nicht ganz
sicher sind , aber doch den Eindruck haben , daß eine
Spur von Pflanzenfett dabei ist . Daß das Fehlresultat
in Probe 21 und das unsichere Resultat bei Nr. 23
gerade Cocosfett betrifft , ist kein Zufall und ent¬
schuldigt bis zu einem gewissen Grade das schlechte
Ergebnis . Denn bekanntlich ist der Steringehalt des
Cocosfettes im Vergleich zu anderen Pflanzenfetten
sehr niedrig und beträgt nach Klostermann und
Opitz 9) in 100 g nur 79,8 mg, während er beim Erd¬
nußöl 247,9 mg, beim Rixböl 345,0 mg, beim Sesamöl
549,4 mg und beim Baumwollsamenöl 311,0 mg aus-
macht .

Die dritte Proben -Serie (Tabelle 7) bestand aus
alten Butter - und Rinderfettproben und entstammte
der Untersuchungstätigkeit der Preußischen Landes¬
anstalt für Lebensmittel -, Arzneimittel - und gericht¬
liche Chemie. Die Fette wurden uns in liebenswürdi¬
ger Weise von Herrn Prof . Dr. G r o ß f e 1d über -
lassen , nachdem er sie vorher nach dem üblichen

®) M. Kl oster mann u. II . Opitz , Z. Unters .
Nahrgs .- u. Genußmittel 1914, 27, 713; 28, 138; nach
Börner in JTandb . d. biolog . Arbeitsmeth ., herausgegeben
Von Abderhalden , Abt . I , Teil G, S. 492.

Makroverfahren der Phytosterinacetatprobe unter¬
sucht hatte .

Tabelle 7 ermöglicht einen Vergleich der Schmelz¬
punkte nach dem Makro - und Mikroverfahren . Bei
7 Proben ist die Uebereinstimmung gut , bei 3 Proben
(00, 410, 34) dagegen zeigen sich stärkere Abwei¬
chungen , da wir wesentlich höhere Schmelzpunkte
erhielten als Herr Großfeld . Die tatsächliche Zu-

Tabelle 7.

Probe
(Nr.)

Art der Probe
Schmelzpunkt der Sterinacetate (°C)
Makroverfahren
(Großfeld ’sehe

Werte )
Mikroverfahren

80 Butter 123,5 123
91 116,1 117

170 118,1 119
395 115,5 116
397 121,1 120
416 115,6 117

38 Rinderfett 118,9 120
34 117,2- 121

410 Butter 116,3 120
60 119,9 128

sammensetzung der Fettproben ist nicht bekannt , so
daß sich nach den vorliegenden Ergebnissen nicht
mit Sicherheit entscheiden läßt , ob das Makro - oder
das Mikroverfahren bei den drei abweichenden Pro¬
ben der Wahrheit näher kommt .

Zusammenfassung.
Eine M i k r o - Phytosterin acetatprobe

zum Nachweis von pflanzlichen in tierischen Fetten ,
die sich auf die Bestimmung des Schmelzpunktes
unter dem Mikroskop gründet , wird eingehend be¬
schrieben . Als Untersuchungsmaterial genügen 0,25
bis 1 g Fett . Dementsprechend wird auch an Reagen -
tien und insbesondere an Digitonin gespart . Die
Mikromethode läßt sich in einem Zeitraum von
3 Stunden durchführen .

Cholesterin - und Pliytosteri nacetat tre¬
ten in mehreren Modifikationen auf , deren korre¬
spondierende Formen untereinander viel Aehnlich -
keit zeigen. Die Krystallbildungen von Gemengen
der Acetate zeigen mit denen der Reinsubstanzen
große Aehnlichkeit und lassen sich nicht mit Sicher¬
heit differenzieren . Die Schmelz- und Umwandlungs¬
vorgänge der Gemenge sind schwer zu deuten . Die
Mikro-Schmelzpunkte sind unscharf , jedoch ist mit
zunehmendem Sitosteringelialt eine Erhöhung des
Schmelzpunktes der zuletzt schmelzenden Anteile ein¬
deutig feststellbar .

Für die praktische Durchführung der Phytosterin¬
acetatprobe genügt es, den Mikro-Schmelzpunkt der
zuletzt schmelzenden Krystallanteile abzulesen .

Krystallisate aus Mischungen der Acetate des
Sonnenblumensamenöls und des Cholesterins zeigen
bei einem Gehalt von 15 bis 75% Sonnenblumensterin¬
acetat einen Schmelzpunkt , der höher liegt als der
des Sonnenblumensterin -Acetates . Dementsprechend
ist bei Mischungen von Sonnenblumenöl mit tieri¬
schem Fett die Höhe des Sterinacetat -Schmelzpunktes
nicht direkt proportional der Menge des vorhandenen
Sonnenblumenöls .

An einer größeren Anzahl von reinen und gemisch¬
ten Fettproben wird die Brauchbarkeit des Mikro¬
verfahrens erwiesen .
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