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Die Phytosterinacetatprobe in der fiblichen Aus-
fiihrungsweise erfordert je nach der zu erwartenden
Sterinmenge 10 bis 50 g Fett. Wenn man dagegen die
Schmelzpunktbestimmung der Sterinacetate unter
dem Mikroskop durchfiihrt, findet man mit einer viel
ceringeren Menge Untersuchungsmaterial das Aus-
langen, bendtigt 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?), pafiten uns aber den kleineren Substanz-
mengen an, Auf Grund zahlreicher Versuche empfeh-
len wir folgende Arbeitsweise bei der Mikro-Phyto-
steri nacetatpr obe.

Mikro-Phytosterinacetatprobe.

0,25 bis 1 g Fett werden mit 5 cem alkoholischer
Kalilauge (1 g Kaliumhydroxyd + 5 eem 90 vol.-proz. Al-
kohol) in einem Kolbchen mit Steigrohr 1/, Stunde
lang auf einem siedenden Wasserbad verseift. Die
Seifenlésung wird mit 6 cem heiffiem Wasser und dann
langsam unter Umschwenken mit 2,5 cem 23proz. Salz-
siure versetzt. Die abgeschiedenen Fettsiuren werden
folgendermallen abfiltriert:

In einem vorgewiirmten Trichter oder einem Heif3-
wassertrichter fiillt man ein kleines Filter bis zur
lialben Hohe mit heillem Wasser und gieBt dann rasch
die angesiiuerte Verseifungsfliissigkeit auf. Nach dem
Abflieflen der wiisserigen Schicht durchstéBt man das
Filter mit einem feinen Glasstab und ldBt die Fett-
siluren in ein trockenes Filter auf einen vorgewiirmten
Trichter laufen, der sich iiber einem kleinen vorge-
wiirmten DBecherglas befindet. Die so filtrierten TFett-
siuren erwirmt man auf dem Wasserbad auf 60 bis
700 und versetzt sie langsam unter Umschwenken
mit 2 eem alkoholischer 1proz. Digitoninlésung. Hier-
bei scheidet sich sofort oder nach einiger Zeit ein Nieder-
schlag von. Digitoninsterid ab. Das Reaktionsprodukt
wird /s Stunde auf 60 bis 70° gehalten, dann mit
Zeem warmem Chloroform verselzt, sofort durch ein
vorgewiirmtes 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 Fettsiiurereste nochmals mit Aether
rewaschen und wieder getrocknet. Der Digitonid-Nie-
lerschlag ist nun von papierartiger Konsistenz, lilt
sich leicht wvom Filter abheben, in feine Streifen

1) Einheitliche Untersuchungsmethoden fiir die Fett-
und Wachsindustrie. — Herausgegeben von der Wis-
senschaftlichen Zentralstelle fiir Oel- und Feltforschung
(Wizoff). — 2. Aufl.,, Stuttgart. 1930,

schneiden und in ein einseitig zugeschinolzenes Glas-
rohrchen von etwa 3 mm lichter Weite und 10em
Liinge iibertragen.

Zu dem Digitonid im Réhrchen gibt man 5 Tropfen
Essigsiiureanhydrid, schimelzt das Réhrehen zu und er-
hitzt 10 Minuten lang auf ungefiihr 137%. Dies kann in
einem Paraffinbad oder zweckmiillizer in einem
Metallblock geschehen, der eine oder mehrere Dohrun-
gen fiir die Acetylierungsrohrchen und eine Bohrung

. mit einem Thermometer besitzt. Nach dem Acetylieren

wird das Rohrchen gedffnet, noch heill mit 25 Tropfen
50proz. Alkohol versetzt und nach dem Umschiitieln
1y Stunde in kaltes Wasser eingestellt. Das ausgeschie-
dene Sterinacetat wird mit 50proz, Alkohol durch Zen-
trifugieren im Rohrchen gewaschen und aus 96proz.
Alkohol umkrystallisiert. Dazu hiilt man das Réhrehen
vorsichtig bis zum Losen des Aeetafs ins lochende
Wasserbad und stellt es dann in ein Decherglas mit
ilelﬂeln Wasser. Beim langsamen Abkiihlen fallen
schomé Krystalle aus, die durch Zentrifugieren und
Abhebern wvon der Hauptmenge der Mutterlauge ge-
trennt werden. Ein zwei- oder hochstens dreimnaliges
Umkrystallisieren geniigt, damit ein gleich hoher oder
hoherer Schmelzpunkt erhalten wird wie bei der
Makromethode durch viermaliges Umkrystallisieren.
Eine kleine Menge dieser Sterinacctatkrystalle bringt
man auf einen Objekttriger, 140t sie hier trocknen,
bedeckt sie mit einem Deckglas und unterwirft sie der
Mikro-Schmelzpunktbestimmung,

Die hier beschriebene -Mikro-Phytosterinacetat-
probe lift sich in drei Stunden durechfiih-
ren, wihrend das iibliche Makroverfahren ein Viel-
faches dieser Zeit beansprucht. -

*

Fiir die Sehmelzpunktbestimmung der
Sterinacetate kann jeder Mikro-Schmelz-
punktapparat verwendet werden, der die gleiche
Genauniglkeit wie die iibliche Makro-Schielzpunlktbe-
stimmung verbiirgt. Wir benutzen {eils den Apparat
von Kofler und Hilbek?®) mit thermoclektrischer
Temperaturmessung, teils den Apparat von Kof-
ler®) mit Thermometerablesung, die sich beide im
Innsbrucker Pharmalkognostischen Institut fiir zahl-
reiche andere Zwecke vorziiglich bewéihrten. Fiir die
hier beschriebene Mikro-Phytosterinacetatprobe geniigt
der infolge des Fortfalls des Millivoltmeters wesent-
lich billigere Thermometerapparat, der vom Mechani-
ker Sechennach am Physiologischen Universitdts-
institut in Innsbruck geliefert wird. Der Apparat, der
; ’%SL. Kofler u. H, Hilbek, Mikrochemie 1931,
), 35.

) 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 Metallplaite, die durch einen am
Rand angebrachten Metallring und eine aufgelegte
Glasscheibe von der duBleren Luft abgeschlossen ist.
Eine kleine Oeffnung in der Mitle der Heizplatte er-
moglicht den Durchiritt des Lichtes. Das Thermo-
meter, das von auBen her in eine an der Heizplatte
seitlich angebrachte Bohrung eingefiithrt wird, isf am
Apparat selbst mit Hilfe scharf sechmelzender Sub-
stanzen so geeicht, dafi es korrigierte Schmelzpunkt-
werte ablesen ldfit. Die fiir die Mikro-Schmelzpunkt-
bestimmung benétigte Substanzmenge ist sehr ge-
ring; hiufig geniigt ein Millionstel Gramm oder noch
weniger, Eine vorangehende Trocknung der Sub-
stanz im Exsiceator ist in der Regel nicht notwendig,
da die in der lufttrockenen Substanz vorhandene ge-
ringe Feuchtigkeitsmenge beim Erwirmen zwischen
Deckglas und Objekttriger leicht entweichen kann.

Unter dem Mikroskop liBt sich der Schmelzvor-
gang genauer verfolgen als bei der iiblichen Schmelz-
- punktbestimmung im Capillarréhrechen. Wenn man
bei der Fettuntersuchung ein Gemisch von Chole-
sterin- und Phytosterinacetaten auf seinen Schmelz-
punkt priift, sieht man bei der Mikromethode keinen
einheitlichen Schmelzpunkt. Bei der Beurteilung der
Fette sind naturgemi nur die hochschmelzenden
Anteile des Gemisches maBgebend; fiir praktische
Zwecke wird daher der Schmelzpunkt der zuletzt
schmelzenden Krystalle angegeben.

Um iiber die Vorgiinge, die sich unter dem Mikro-
skop abspielen, Klarheit zu gewinnen, hielten wir
eine genauere Untersuchung fiir angebracht. Nach
Bémer?) bilden Cholesterin- und Phytosterin-
acetat-Gemische keine isomorphen Mischgtngen, kry-
stallisieren daher nicht zusammen, sondern ent-
mischen sich. Es fiel uns jedoch auf, da in Gemischen
beider Acetate mehrere Krystallarten mit verschiede-
nen Schmelzpunkten auftraten. Wir ersuchten daher
Frau Dr, A, Kofler um die Durchfithrung einer
krystalloptischen Uniersuchung.

Krystalloptische Untersuchung.

Das {fiir diese krystalloptische Untersuchung ver-
wendete Material wurde durch Abkiithlen heifler alko-
holischer Lusungen in kleinen Rohrchen oder durch
Terdunsten eines Tropfens der gesittigten Losung auf
dem Objektiriger erhalten. Sowohl Cholesterinacetat
und Ph‘\tosierun(,efat allein als auch Gemische der
beiden Acetate in verschiedenen Mengenverhiltnissen
wurden untersucht.

Ueber das Cholesterinacetat finden sich be-
reits in einer Arbeit von Reinitzer? Angaben, die
teils von Zepharovich, teils von Lehmann
stammen. Zepharovieh beschrieb die Cholesterin-
acetat-Krystalle als quergestellte monoeokline Nadeln.
Lehmann hat 3 Modifikationen festgestellt:

1. Modifikation wird beim Krystallisieren aus Lisunps-
mitteln erhalten; es sind die monoklinen, von Zepha-
rovich gemessenen Krystalle, Beim Erwiirmen werden
die Krystalle triibe und zerfallen in ein Haufwerk von
Krystallen der 3. Modifikation.

2. Modifikation entsteht beim raschen Erkalten des
Schmelzflusses in Sphiirokrystallen ; bei Zusatz von Xylol
sind auch einzelne rautenfdrmige Krystalle mit einem
gpitzen Winkel von 63 ? erhiiltlich. Beim Erhitzen werden
die Krystalle triithe und wandeln sich ebenfalls in die
3. Modifikation um.

3. Modifikation entstehft beim Erwiirmen der 1. und
2, Modifikation und bei langsamem Abkiihlen aus der

)A Bomer, Z. Unters. Nahrgs.- u. GenuBmittel
1‘3{!1 4, 1070,
9 F. Reinitzer, Mh, Chem. 1888, 9, 428,

Schmelze ; keine bestimmbaren Krystalle, nur lJingliche
" Rechtecke mit symmetrischer Auslgschung.

Bei unseren Untersuchungen gingen wir vom ..Cho-
lesterin Merck® aus, Aus Losungen des Cholesterin-
acetats entstanden vorzugsweise schone rechteckige
oder pyramidal abgeschlossene, prismatische
Krystalle, dw gerade Auqloschung und die Schwin-
gungsrichtung «’ in der Liingsrichtung besitzen. Die
Achsenebene verliuft parallel der Lingsrichtung, der
optische Charakter ist positiv und der Achsenwinkel
grofl. Diese Krystalle sind mit denen, die Zepharo-
vieh als quergestellte monokline Nadeln beschrieb,
identisch. Beim Erhitzen trilt ungefiihr bei 80 bis 900
eine Veriinderung der I{rystalle ein; sie verlieren die
einheitliche Ausléschung und wandeln sich in ein Ag-
gregat der stabilen Modifikation um. In manchen Fil-
len unterbleibt die Umwandlung, dann schmilzt der
Krystall bei 94°, Hiufig 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 {indet man
sehr diinne rautenférmige Krystalle mit
einem spitzen Winkel von 72" und groBe diinne
Platten. Die Doppelbrechung ist sehr gering, oft
an der Grenze der Bestimmbarkeit; die Rauten haben
wahrscheinlich symmetrische Ausloschung und die
Schwingungsrichtung 3 in der Richtung der kurzen
Diagonale. Die Achsenebene liegt in der Richtung der
lingeren Diagonale; ofters ist der Austritt einer op-
tischen Achse zu beobachten. Der optische Charakter
ist positiv, der Achsenwinkel groB. Auch auf den Plat-
ten erhdlt man hiiufig den Austritt eciner optischen
Achse. Beim Erhitzen bleiben die Krystalle his 1080
unveriindert, bei etwa 108 scheint cine geringe Menge
von Fliissigkeit iiber die Platten oder grioferen Rauten
zu laufen. Im Polarisationsmikroskop ist gleichzeitig
mit diesem Vorgang eine Strukturinderung zu er-
kennen; die Platten zerfallen in garbenartig angeord-
nete Krystallverbiinde, die Rénder der Platten werden
dabei leicht gezihnelt. Im gewohnlichen Licht kann
man diese Veriinderung meist kaum wahrnehmen, da
die Krystalle nach der Umwandlung an Durchsichtig-
keit fast nichts verloren haben. An ganz diinnen Rauten,
die nur schwach aufhellen, ist eine Verinderung auch
im polarisierten Licht nichi wahrnebmbar.Das Schmel-
zen beginnt bei 1129, 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 1159

Nach dem Verhalten wiihrend des Erhitzens und
beim ‘Schmelzen miissen die Rauten und die groflen
diinnen P’latten als identisch angesehen werden. -

Bei raschem Abkiihlen der Schmelze entsteht ein
strahliges Aggregat, daneben bilden sich im gewdhn-
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 Sphirokrystallen
erweisen. Von Lehmann sind diese Konglomerate
besehrieben worden. Er fand bei genauerer Untersu-
chung, daf} diese Konglomerate aus Tropfen bestehen,
die nur durch feine Krystalle eine zackige Umgren-
zung erhalten. Das Cholesterinacetat liefert nimlich
beim Ablkiihlen nacheinander zwei krystallin-fliissige
Modifikationen, die zweite wird dureh Druck auf das
Deckglas ausgelost und zeigt optisches Drehungsver-
mégen®). Beim Erhitzen wandeln sich die strahligen
Aggregate und die aus Tropfen bestehenden Ion-
clomerate bei 90 bis 100° in ein kérniges Aggregat um,
das bei weiterem Erhifzen bei 112° zu schmelzen be-
ginnt und bei 114 bis 115 durchgeschmolzen ist. Oft
krystallisiert bereits beim Absinken der Temperatur

auf 1149 ein Teil aus.
*

o T 111 nne u N. Berek, Anleitung zu optischen
Untersuchungen mit dem Polarlsatmn'-mﬂuuskop, Leip-
zig 1934, S. 271,
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Als Beispiel fiir ein Phytosterin verwendeten
wir das ,Phytosterin Merek”. Das Priiparat, iiber
das wir verfiigen, ist nach freundlicher Mitteilung der
Firma identisch mit der Substanz, die Windaus und
Brunken? untersuchten und als reines Sitoste-
rin erkannten. Sitosterin ist bekanntlich das in den
pflanzlichen Fetten am hiufigsten auftretende Sterin.

Das Phytosterinacetat bildet bei der Krystalli-
sation aus 96proz. Alkohol zweierlei Krystallsorten, und
zwar nadelférmige und plattenformige Krystalle. Die
Nadeln sind entweder zu baumartigen Aggregaten
oder besonders hiiufig zu kugeligen, radiiirstrahligen
Aggregaten vereinigt. Wegen der. Kleinheit konnte an
den Nadeln nur die Lage der Schwingungsrichtung,

«' in der Lingsrichtung, und kein anderes optisches’

Merkmal bestimmt werden. Die Nadeln schmelzen bei
127 bis 128°, Bei Wiedererhitzen nach viélligem Er-
starren schmelzen sie ebenfalls bei 127 bis 1280,

Die plattenformigen Krystalle sind sehr diinn;
Einzelkrystalle in der Form wvon Rauten mit einem
spitzen Winkel von 72° sind hiiufig zu finden. Die
Doppelbrechung ist sehr gering, die Auslischung
walrscheinlich symmetrisch und die Schwingungsrich-
tung 3 in der Riehtung der kurzen Diagonale; hiiufig
erseheint im Konoskop eine optische Achse, Beim Er-
hitzen der Platten und Rauten tritt bei 116° eine Um-
wandlung ein, bei der gleichzeitig etwas Schmelzfliis-
sigkeit aufzutreten scheint. Die Krystalle beginnen bei
122 bis 123° zu schmelzen. Einige Platten sind bei 1240
durchgeschmolzen, andere erst bei 126° Am hiaufigsten
bleiben in der Schmelze Schollen bestehen, die sich bel
Konstanthalten der Temperatur auf 126° nicht verfliis-
sigen, Erst bei 127 bis 129 verschwinden die restlichen
Schollen. Beim Erstarren durch rasches Abkiihlen bilden
sich beim Phytosterinacetat fihnlich wie beim Chole-
sierinacetat neben festen strahligen Aggregaten auch
aus Troplen bestehende Konglomerate, deren polygonal
begrenzte Einzelindividuen zwischen gekreuzten Nikols
winzige Sphiiritenkreuze zeigen. Offenbar handelt es
sich bei letzteren um das Auftreten einer krystallin-
fliissigen Modifikation. Erwiirmt man das Erstarrte auf
114 bis 116°, so wandeln sich die krystallin-festen
strahligen Aggregate und krystallin-fliissizen Kon-
glomerate in kirnige Aggregate um, was sich im ge-
wohnlichen Licht &fters durch Triibung zu erkennen
ribt. Beim weiteren Erhitzen beginnt wieder bei 1220
ein Teil zu schmelzen, der Rest verfliissigt sich erst bei
127 bis 128 Aus diesen Beobachtungen geht hervor,
dall auch das Phytosterinacetat zwel kry-
stallin-feste Modifikationen und eine kry-
stallin-fliissige bildet. Wahrscheinlich sind die
stengeligen Krystalle und die durch Umwandlung aus
den Platten entstehenden Krystalle identisch.

P

Aus Mischungen von 95% Cholesterin-
und 5% Phytosterinacetat erhilt man aus
Lisungen in 96proz. Alkohol wieder nadelformige 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 1109; andere Krystalle schmelzen bei 1120
vollstindig durch. Der IHauptteil beginnt bei 1120 zu
schmelzen; die Rauten und die groflleren Stengel bil-
den bei 112¢ einen Hof von Schmelzfliissigkeit. Stellt
man die Heizung ab, so wiichst bei Sinken der Tempe-
ratur um 1/, der Kern sofort wieder bis fast zum
Rand; hilt man die Temperatur lingere Zeit auf 112°
so schinilzt der Kern nicht. Bei 114° kann man den
Vorgang iihnlich wiederholen, nur ist der lern wesent-
lich kleiner geworden. Erst bei 115° bis 116° ist alles
durchgeschmolzen.

Bei dem l\.cetatgemeugp aus 90% Cholesterin
und10% Phytosterin treten wieder Platten und
Imuton sowie stengelige Krystalle auf, Hiufig sieht man

I'latten mit glinzenden Randleisten; an den Rauten ist

) A Windausu, J. Brunken, Z physiol. Chem.
1924, 140, 109,

Zwillingsstruktur nicht selten. Beim Erhitzen erschei-
nen wieder bereits bei 1100 einige Schmelztropfen. Die
griofleren Rauten beginnen bei 112° am Rand zu schmel-
zen, bei 113 bis 115° schmilzt der Hauptteil, die iibrig
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 sceharf bei 1180,
Beim Erstarren durch rasches Abkiihlen entstehen aus
der Schmelze radiiirstrahlige Aggregate, die sich ab
110° in ein kirniges Aggregat umwandeln und bei 1180
ziemlich scharf schmelzen.

Bei den Acetaten aus §0% Cholesterin und
20% Phytosterin erhilt man dihnliche Krystalle
wie bei den obigen Gemengen: Rauten, Platten mit
glinzenden Randleisten, nadelformige Krystalle in
baumartigen, undurchsichtigen Aggregaten. Das
Schmelzen beginnt bei 114?, ein grofler Teil schinilzt
bei 115 und 116° die letzten Schollen in Platten und
Stengeln schmelzen bei 119 bis 1200, Bei raschem Ab-
kiihlen hilden sich Aggregate strahliger Krystalle und
schollige, unregelmilliz begrenzte krystalline }[assen

~mit unduliéiser Auslischung; bei etwa 1120 scheint eine

Umwandlung vor sich zu gehen, bei 119 bis 120v ist
alles geschmolzen.

7T6% Cholesterin-und25% Phytosterin-
acetat zeigen keinen wesentlichen Unterschied ge-
geniiber dem vorhergehenden Gemenge. Das Schmelzen
beginnt bei 114°, bei 116 bis 118" ist der Hauptteil ge-
schmolzen, der Rest bei 119 bis 1200,

Die Schmelze erstarrt zu teils grobkiéirnigen, teils
stengeligen Aggregaten. Einzelne rundlich begrenzte
Krystalle haben fast einheitliche Ausléschung und
lassen im Konoskop die 1. Bisektrix mit mittelgroBem
Achsenwinkel und optisech positiven Charakter erken-
nen. Beim Wiedererhitzen treten in den erstarrten,
grobscholligen Massen bei ungefihr 1159 Spriinge auf,
bei 118 bis 119* schmelzen sie. In den faserigen Aggre-
gaten erscheint schon bei 110° Fliissigkeit, die allmiih-
lich zunimmt, aber erst bei 119 bis 120° ist alles vall-
stiindig durchgeschmolzen.

Bei 50% Cholesterin- und 50% Phytosite-
rinacetat bilden sich wieder Platten mit glinzen-
den Randleisten, daneben Rauten mit Zwillingsstruk-
tur. Die ersten Sechmelztropfen erscheinen bei 1159,
stiirkeres Schmelzen tritt bei 119° ein, bei 124° ist der
Hauptteil geschmolzen; gleichzeitiz wachsen in den
Schmelztropfen einzelne Rauten. Die letzten Schollen
schmelzen bei 125 bis 126 Unterbricht man das Heizen
bei 1249, so krystallisiert bei geringer Abkiihlung 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 Abkiih-
len auf 1200 krystallisieren strahlige Aggregate oder
iibereinander gelagerte plattenfmmlge Krystalle aus.
Beim Wiedererhitzen schmelzen einige Aggregate
schon bei 1220 durch, andere erst bei 1260,

Acetatgemische von 25 % Cholesterin und 75 %
Phytosterin bilden inderHauptmenge grofle Plat-
ten mit mehreren aufgelagerten, orgelpfeifenartig paral-
lel gestellten, glinzenden Leisten. Die Ausloschung der
Platten liegt zu der der Stengel schief; die Leisien
haben die Schwingungsrichtung «-in der Liingsrich-
tung, Die Leisten beginnen bei 120° zu schmelzen, sind

“bei 127° geschmolzen und liegen als kleine Tripfchen

auf den Platten. Die Platten selbst schmelzen erst bei
128 bis 129%, Aus der Schmelze erhiilt man-unregel:
mibig begrenzte schollige Krystalle oder Rauten und
radiiirfaserige Aggregate.

Gemische von 90% Phy tosterl n- und 10 %
Cholesterinacetat bilden baumartige, un-
durchsichtige Aggregate und Platten. Die Krystall-
biiume beginnen bei 124 zu schmelzen und sind bei
1280 durchgeschmolzen. Die Platten schmelzen ziemlich
scharf bei 128 bis 1299, 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 120 durch.

*
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Vergleicht man die Temperaturen miteinander, bei
denen vollstindige Verfliissigung einiritt, so liegen
die Schmelzpunkie der Mischungen im verschiedenen
Aengenverhiiltnis auf einer vom Schmelzpunkt des
Cholesterinacetates zu dem des Phytosterinacetates
allmiihlich ansteigenden Kurve, wie sie bei Mischun-
gen isomorpher Substanzen vorkommen kann. Von
B 6 mer?*) wurde seinerzeit angegeben, dal die beiden
Acetate keine isomorphen Mischungen miteinander
bilden, sondern dafi die Gemenge bei der Krystalli-
sation sich entmischen. Das Auftreten mehrerer
Modifikationen, von denen besonders die in Plaiten
krystallisierenden Modifikationen der beiden Kom-
ponenfen auBerordentlich dhnlich sind, erschwert
diese Frage ungemein, Eine geringe Loglichkeit der
anisotropen Komponenten ineinander wire denkbar.
Nur ‘eingehendes S{udium der Schmelzkurven und
Polymorphieverhiilinisse kann zur vollstindigen Kli-
rung fihren. Die eigenartigen, orientierten Ver-
wachsungen, wie sie bei ungefdhr gleichprozentigen
Mischungen der beiden Acetate in FForm von Platien
mit aufgelagerten, parallel gestellten, stengeligen
Krystallen auftreten, deuten auf eine Anniherung 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 erklirt werden. Bei reinem Cholesterinacetat
rithren die Schmelztropfen unter 100° offenbar von
der bei 94 bis 96° schmelzenden, instabilen monokli-
nen Modifikation her. Bei Gemengen mit steigendem!
Phytosterinacelatgehalt findet man fast immer bereits
Schmelztropfen bei einer Temperatur, die unterhalb
des Schmelzpunktes des Cholesterinacetates liegt, die
jedoeh von der des Schmelzpunkies 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.

Fir die praktische Durchfiihrung der
Mikro-Phytosterinacetatprobe brauchen
diese verwickelten Krystallisationsverhidlinisse nicht
berticksichtigt zu werden; es geniigt, wie oben
schon erwilnt, den Schmelzpunkt der zu-
letzt sechmelzenden Krystalle abzulesen.

Versuche mit der Mikro-Phytosterinacetaiprobe.

Nach der beschriebenen Methode priif-
ten wir eine Anzahl unvermischter
Fette und Oele. Das Schweinefett und Mandelél
wurden selbst gewonnen, die iibrigen ette und Oele
bezogen wir aus dem Handel.

Die angegebenen Mikro-Selhimelzpunktwerte ent-
Sprechen der zweiten Krystallisalion und beziehen
sich jedesmal auf den zuletzt schmelzenden Anteil
tes 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 fiir Cholesterin-
und Phytosterinacetat beschriebenen Umwandlungs-
vorgiinge 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®) nach dem iiblichen Verfahren erhal-

tenen Makro-Schmelzpunkte der Sterinacclate ange-"

fiihrt. Die Uebereinstimmung der Makro- und Mikro-
) J.Allan uw. Ch. W. Moore, J. Soe. chem, Ind,
Chem. & Ind. 1927, 46, 433.

werte ist gut, obwohl wir uns sehon mit der 2. Kry-
stallisation begniigten, wihrend es sich bei den Wer-
ten von Allan und Moore beim Sonnenblumendl
um die 3., bei ihren anderen Oclen um die 4. Kry-
stallisation handelt.

Tabelle 1.

Makro-

Mikro- Schmelzpuukt
Fett Schmelzpunkt S inc s

| (°C) Allan und Moore
B e |8 e e=E0)
Dorschlebertran. . . . . 113 -
Bt e 114 _—
Schweinefett ... ... 114,5 -
Sonnenblumensl . .. . 1195 119 und 119,25
AandelclNeRnEs st 123 his 125 —
Olivendl . .o oo <o v s © 125 123,5
Baumwollsamendl. . . . 125,5 125,5
Sesam6l ... .. . S0 127 129,5
Erdoufol o s o 128 ; 129
RubolnESe e 128 —
Ricinusol. . . . . ... . 128 —
Cocosfett (Palmin) . . . 128,5 129,5
Sojacl BT 129 -
Treinoleaecuagee i i 131 131

Die Beobachfungen von Allan und Moore, daB
eine Mischung aus anniihernd gleichen Teilen
von Cholesterinacetat und Acetylderi-
vatdes Phytosterins aus Sonnenblumen-
6]l hoher sehmilzt als das unvermischte
Sonnenblumensterin-Acetat, konnten wir
auch bei der Mikromethode bestiitigen, Diese auf-
fallende Tatsache regte uns an, die Schmelzpunkte
verschiedener Mischungsverhilinisse zu bestimmen.
Wir isolierten zunidchst aus Sonnenblumensamentl
das Digitoninsterid und stellten Mischungen mit Cho-
lesterin Mer ek her unter Berticksichligung der Tat-
sache, dafl 1 Teil Phytosterin ungefihr 4 Teilen Digi-
toninsterid entspricht. Nach Acetylierung in der oben
beschriebenen Weise wurde das erhaltene Acetat drei-
mal im Rohrehen mit 50proz. Alkohol gewaschen und
dann aus 96proz. Alkohol einmal umkrystallisiert.
Eine weitere Krystallisation unterliefien wir, um
einen grofleren Verlust an Cholesterinacetat zu ver-
meiden, Trotzdem sind wir uns bewuBlt, dafl sich das
Mischungsverhiilinis auch durch einmaliges Um-
krystallisieren geringfiigiz zugunsten des Phyto-
sterinacetats verschiebt. Infolgedessen stellen die
unten angegebenen Prozente des Mischungsverhilt-
nisses nur Anniherungswerte dar.

Die hochsien Schmelzpunkte erhilt man, wie Ta-
belle 2 zeigt, beil Krystallisaten aus ungefiihr gleichen

Tabelle 2.

Sonnenblumen- Cholesterin- Mikro-
sterin-Acetat acelat Schmelzpunkt
(°/a) (*/o) (°C

100 0 119,5
10 90 118,5
20 80 120,5 bis 121
30 70 122,
50 50 124
65 35 192 bis 122,5
80 20 118,5
90 10 118
0 : 100 114

Teilen Cholesterin- und Sonnenblumensterin-Acetat.
Der Schmelzpunkt liegt 4,5° hoher als der des reinen
Sonnenblumensterin-Acetates.
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Triigt man diese Schmelzpunkte auf einer Kurve
auf, so sieht man ein Maximum des Sehmelz-
punktes bei ungefihr 50% und ein Mi-
nimum bei ungefihr 90% Phytosterin-
acetat (Bild1).

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

1195

Mikro-Sehmelzpunkte (°C)

1007 50% 100%
Cholesterin- Sonneublumensterin-
Acetat Acetat .

Die ungewohnliche Form der Kurve deutet auf
das Vorkommen einer Molekiilverbindung 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 Sonnenblumendl, so
zcigt sich ebenfalls ein Maximum des Schmelzpunktes,

Bild 2. Schmelzpunktskurve von Sterinacetaten aus

Sonnenblumenil-Schweinefett-Gemischen.

»

1785

Mikro-Schmelzpunkte (" C)

0% E 100% -
Sonnenblumenil

100%

Schweinefett

das wesentlich iiber 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, dafl das Maximum des
Schmelzpunktes bei ungefihr 25% und das Minimum
bei ungefilir 75% Sonnenblumendl liegt (Tabelle 3
und Bild 2). Dies ist wohl dadurch zu erkliren, daB

Tabelle 3.
Mikro-
Sonnenblumenil Schweinefett Schmelzpunkt
> o7 der Sterinacetate
/o) (%) ©C)
0 100 1145
b 95 121
10 90 122,5
25 b 1235
a0 50 120
75 2 117
90 10 118
100 0 119,56

ebenso wie bei anderen pflanzlichen Oclen der Gehalt
des Sonnenblumendls an Phytosterin  wesentlich
hoher ist als der des Schweinefettes an Cholesterin.
Fur die praktische Anwendung der Phytosterin-
acetatprobe bedeutet diese Erhohung des Schmelz-
punktes tiber den Wert des Phytosterinacetates hin-
aus einen Vorteil und ist beim Sonnenblumendl we-
gen des niedrigen Schmelzpunktes des reinen Phy-
tosterinacetates von besonderer Bedeutung. Aus un-
seren Feststellungen ergibt sich weiter, dafl bei der
Phytosterinacetatprobe die Héhe des Schmelz-
punktes nicht proportional der Menge
des Sonnenblumendls ist, das dem tierischen

‘Fett zugesetzt wurde.

*

Zur praktischen Priifung unserer Mikro-
Phytosterinacetatprobe mischien wir uns zunichst
gegenseitig  Fettproben, deren Zusammensetzung
dem Untersucher unbekannt war. Zur Irrefiibrung
und Erschwerung wurde einzelnen Proben auch
Glycerin oder Paraffindl zugeselzt. Die Lrgebniss
zeigt Tab. 4. .

Tabelle 4.
Mikro-
Probe Sehweinefett - Schme:!zr;?unkt
e | Sopisameme | 5 (oo i
1 4 Glycerin 113
2 4 Erdnufiol 118
3 8 Olivenal 122
4 8 Dorschlebertran “114 bis 116
5 8 Baumwollsamenol 124
6 |12 Glycerin 115
7 | Ohne Zusatz 113
4 Baumwollsamenol
g {8 Glycerin } 131
0 6 Paraffinil 112
10 2 Baumwollsameno! 3 119

*

Durch die freundliche Vermittlung der Wissen-
schaftlichen Zentralstelle fiir Oel- und Fettforschung
(Wizd{f), Berlin, erhielten ‘wir von drei im folgen-
(lc{genanntcn Stellen TFeftproben, deren uns vdllig
unbekannte Zusammensetzung oder anderseitige
Untersuchungsergebnisse nach Durchfiihrung un-
gerer Bestimmungen von unparteiischer Seite ver-
glichen wurden. Den beteiligten Herren sei auch an
dieser Stelle der verbindlichste Danlk fiir ihr giitiges-
Entgegenkommen ausgesprochen.

Herr Dr. Greitemann schickte uns von der
van den Berglh’s Margarine-Gesellschaft m. b, H.,
Cleve, seéchs Proben Schweineschmalz, das teilweise
rein, teilweise mit verschiedenen Mengen ErdnuBsl
vermischt war. Das Verzeiehnis der Zusammen-
setzungen war beim Wizdlf-Selkrelariat hinterlegt.

Die Gegeniiberstellung der Zusammensetzung und
der Mikro-Schmelzpunkte in Tabelle 5 zeigt, dali un-
sere Untersuchungsergebnisse ausgezeichnet stimim-
ten. Ein Zusatz von 2% Iirdnufiol verriet sich sechon
durch einen Schmelzpunkt von 118 und 118,5°. Bei
Probe 6 mit 5% ErdnuBol stellte der Schmelzpunkt
ungefihr das Mittel dar zwischen den Schweine-
schmalzproben mit 22 und 10% Irdnuli6l-Zusalz,

Die beiden folgenden Serien ergaben weniger ge-
naue, aber immerhin noch befriedigende Resultate.
Die eine Gruppe wurde dank giitiger Vermitllung
des Herrn Oberregierungsrat Dr. R. Sehmiedel
in entgegenkommender Weise von dem kiirzlich ver-
storbenen Dr. Mezger im Chemischen Unier-
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Die vier reinen Schweineschmalz- und Butter-
proben wurden durch den Schmelzpunkt als unver-
miseht erkannt, und ebenso ergibt sich aus unseren
Schmelzpunkten mit Sicherheit eine Beimengung von
Pilanzenfett in den Proben Nr. 16, 17, 18, 19 und
20. Der Zusatz von Cocosfett wurde bei Prohe 21
vollstindig tibersehen und ergab bei Probe 23 ein
unsicheres Resultat. Bei lefzterer Probe hatten wir
Herrn Schmiedel mitgeteilt, daB wir nicht ganz
sicher sind, aber doch den Eindruck haben, daf eine
Spur von Pflanzenfett dabei ist. DaB 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 schlechie
Ergebnis. Denn bekanntlich ist der Steringehalt des
Cocosfettes im Vergleich zu anderen Pflanzenfeiten
sehr niedrig und betrdgt nach Klostermann und
Opitz® in 100 g nur 79,8 mg, wihrend er beim Erd-
nuficl 247,9 mg, beim Riibol 345,0 mg, beim Sesamil
549,4 mg und beim Baumwollsamend! 311,0 mg aus-
macht.

Die dritte Proben-Serie (Tabelle 7) bestand aus
alten Butter- und Rinderfettproben und entstammie
der Untersuchungstitigkeit der PreuBischen Landes-
anstalt fiir Lebensmiltel-; Arzneimitiel- und gericht-
liche Chemie. Die Felte wurden uns in licbenswiirdi-
ger Weise von Herrn Prof. Dr. Grofifeld tiber-
lassen, nachdem er sie vorher nach dem iiblichen

" M. Klostermann u. H. Opitz, Z. Unters.
Nahrgs.- u, GenuBmittel 1914, 27, 713; 28, 138; nach
Bémer in Handb. d. biolog. Arbeitsmeth., herausgegeben
von Abderhalden, Abt. I, Teil 6, S. 492.

-u
Tabelle 5. Makroverfahren der Phytosterinacetaiprobe unter-
e —————————————  sucht hatte. i
X Mikro- Tabelle 7 ermoglicht einen Vergleich der Schmelz-
Probe Fusammensetzang B el T I nach dem Makro- und Mikroverfahren. Bei
(Nr) Sterinacetate 7 Proben ist die Uebereinstimmung gut, bei 3 Proben
o SR e (60, 410, 34) dagegen zcigen sich stiirkere Abwei-
s chungen, da wir wesentlich hohere Schmelzpunkte
1 |SchweineschmalzA -+ 29/ Roh-Erdnuficl 118,56 erhielten als Herr GroBfeld. Die tatsiichliche Zu-
2 | Schweineschmalz B 114
8 | Schweineschmalz A + 29/, Roh-Erdnufisl 118 Tabelle 7.
4 gegweinemimmizt—‘,—lﬂ”;uRoh-Erduuﬁﬁ] i?‘i . 4 e —
i cnwelneaschmalz .. ; .
6 |SchweineschmalzA + 5%, Rob-ErdnuBél| 1215 prope| - ScanslepankSien Sepanetb 8 GC)
: - ArtderProbe | Aakroverfabren ;
(Nr.) (GroSfeld'sche | Mikroverfahren
suchungsant der Stadt Stuttgart vorbereitet; die Zu- Werte)
“sammensetzung und Mikro-Schmelzpunkte sind in
Tabelle 6 wiedergegeben. 80 Butter 123,5 123
wo | 1 119
[ b}
Carslieg 305 o 1155 116
= B o o
‘ )
gircoe Zusammensetzung fol m(.leel: gl 38 Rinderfett 1 18:9 120
(Nr) Sterinacetate 34 = 117,2- 121
GO 410 Butter 116,3 120
| e 60 i 119,9 128
13 Schweineschmalz aus Riickenspeck 1155
%‘f g“ﬁ""ﬁ!"escgmaiz ik ]f;“;hf;'tt ﬁg sammensetzung der Fettproben ist nicht bekannt, so
1o | Soimonochnalssos Mekerelt | 118 dab sich mach den vorliogenden Brgebnissen nic
17 . Nr.13 + 109/, Cocosfett 119 mit Sicherheit entscheiden 1liBt, ob das Makro- oder
18 . Nr.14 +10°%, ErdnuB5l 194 das Mikroverfahren bei den drei abweichenden Pro-
19 » Nr. 14 4 109/, Cocosfett 119 ben der Wahrheit niher kommt.
20 i }\I‘;r. i.g + ig :;’o ]érduufﬁ'dl HQ,E
21 » Nr.1d -+ ocosfett 5,5 1
ba B fo 1145 Zusammenfassung
23 Butter Nr. 22 + 109/, Cocosfett 116 bis 117 Eine Mikro-Phytosterinacetatprobe
24 Cocosfett (Palmin) : 136 zum Nachweis von pflanzlichen in tierischen Fetten,

die sich auf die Bestimmung des Schmelzpunkies
unter dem Mikroskop griindet, wird eingehend be-
schrieben. Als Untersuchungsmaierial geniigen 0,25
bis 1g Fett. Dementsprechend wird auch an Reagen-
tien und insbesondere an Digitonin gespart. Dic
Mikromethode lift sich in einem Zeitraum von
3 Stunden durchfiihren.

Cholesterin-und Phytosterinacetat tre-
ten in mehreren Modifikationen auf, deren korre-
spondierende IFormen untereinander viel Aehnlich-
keit zeigen. Die Krystallbildungen von Gemengen
der Acetate zeigen mit denen der Reinsubstanzen
grofie Aehnlichkeit und lassen sich nicht mit Sicher-
heit differenzieren. Die Schmelz- und Umwandlungs-
vorginge der Gemenge sind schwer zu deuten. Dic
Mikro-Schmelzpunkte sind unscharf, jedoch ist mit
zunehmendem Silosteringehalt eine Erhchung des
Schmelzpunkies der zuletzt schmelzenden Anteile ein-
deutig festistellbar.

Fiir die praktische Durchfithrung der Phytosterin-
acetatprobe geniigt es, den Mikro-Schmelzpunkt der
zuletzt schmelzenden Krystallanteile abzulesen.

Krystallisate aus Mischungen der Acetate des
Sonnenblumensamendls und des Cholesterins zeigen
bei einem Gehalt von 15 bis 75% Sonnenblumensterin-
acetat cinen Schmelzpunkt, der hoéher liegt als der
des Sonnenblumensierin-Acetates, Dementsprechend
ist bei Mischungen von Sonnenblumendl mit tieri-
schem Feit die Hohe des Sterinacetat-Schmelzpunktes
nicht direkt proportional der Menge des vorhandenen
Sonnenblumendls.

An einer gréferen Anzall von reinen und gemisch-
ten Feltproben wird die Brauchbarkeit des Mikro-
verfahrens erwiesen.
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