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BAND XXXIX 1948 HEVT 4/5

Uber eine neue Substanz
im Unverseitbaren des Teesamenoles

Von H. Hadorn und Rob. Jungkunz
(Laboratorium V.S.K., Basel)

In einer fritheren Mitteilung ') haben wir tiber die charakteristische Farben-
reaktion des Teesamendles nach Fitelson?) berichtet, deren Trdger bisher aber
noch nicht ermittelt worden ist. Da diese unbekannte Substanz jedoch sich quan-
titativ im Unverseifbaren des Teesamenoles vorfindet, hatten wir uns das Ziel
gesetzt, dieselbe rein darzustellen und evtl. naher zu charakterisieren. Wir ver-
muteten zunachst, es handle sich um einen ungesattigten Kohlenwasserstoff, etwa
vom Typus der von Marcelet 3) durch Wasserdampfdestillation aus Olivenol
erhaitenen. Um die etwas umstandliche Verseifung und Ausschiittung des Unver-
seifbaren zu umgehen, wurde daher versucht, den «Fitelson-Korper» durch Was-
serdampfdestillation aus dem Ol direkt auszutreiben. Diese Versuche fiihrten
nicht zum Ziel, weil der Stoff, wie festgestellt wurde, mit Wasserdampf nicht
flicchtig ist. Auch die Extraktion des Oles mit Alkohol und mit Essigsiure ergab
ein negatives Resultat, obschon der «[Fitelson-Korper» in beiden Losungsmitteln
gut loslich ist. Es verblieb somit nur der Weg tber das Unverseifbare.
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L. Isolierung des Unverseifbaren

Zur Gewinnung des Unverseifbaren wurden anfanglich zwei verschiedene
Methoden benutzt:

a) Die Methode nach Grossfeld und Timm?*), nach welcher die Seifenlésung
mit Petroldather extrahiert und so das sterinarme Unverseifbare erhalten wird.

Methodik (abgedandert auf 50 g Ol). 50 g Ol werden wihrend einer Stunde
mit 15 ¢ KOH und 200 cm?® Alkohol verseift, hernach das Ganze mit 200 cm?
Wasser in einem Scheidetrichter von 11/2 Liter Inhalt gesptlt und mit 500 Petrol-
dther tiichtig ausgeschiittelt. Nach der Schichtentrennung wird die Seifenlésung
abgelassen und die Petroldtherlosung zweimal mit 100 cm?® 50 %0 igem Alkohol
ausgewaschen etc.

b) Methode Bomer ®). Bei dieser Methode wird die Seifenlésung mehrmals
mit Ather ausgeschiittelt; man erhdlt so das Gesamt-Unverseifbare (inkl. der
Sterine).

Nach den beiden Methoden wurden nun folgende Werte fir das Unver-
seifbare erhalten:

Teesamenol Olivendl

(chinesisch) (italienisch)
Methode Bomer 0,60—0,66 %/ 0,93 %/,
Methode Grossfeld und Timm 0,36—0,45 %/ 0,55—0,60 /o

Da die Sterine im Teesamendl nach Kihn und Wewerinke %) separat ermit-
telt worden sind und 0,11 %0 (auf Ol ber.) ausmachen, ergibt sich auch so fiir
das sierinarme Unverseifbare: 0,60 /o — 0,11 °/o = 0,49 /o,

Weil wir beim Unverseifbaren keinen Wert auf die Anwesenheit der Sterine
legten, gentigte uns die Methode Grossfeld und Timm vollkommen. Sie hat aus-
serdem den Vorteil, Emulsionen zu vermeiden und in der Anwendung rasch und
weniger umstandlich zu sein.

Dias nach Grossfeld und Timm isolierte Unverseifbare hatte folgende Eigen-
schaften:

Unverseifbares von Teesamendol Olivensl
Aussehen: bernsteingelb, klar sattgelb, getriibt
harzartig salbenartig
(Gieruch: ; leicht aromatisch aromatisch
etwas unangenehm angenehm

Brechungsindex b. 40°
im Abbe’schen

Refraktometer 1,5100—1,51385 1,4900—1,4920

Fitelson-Reaktion

(mit 1 mg Substanz) intensiv rot schwach rosa
(rotviolett)
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II. Isolierung des Fitelson-Korpers

Fir die prdaparative Darstellung des Fitelson-Korpers wurden zwei Wege
eingeschlagen: Einmal die Fraktionierung des Unverseifbaren auf Grund von
Loslichkeitsunterschieden der einzelnen Bestandteile in organischen Losungs-
mitteln, dann die Trennung durch chromatographische Adsorptionsanalyse.

A. Fraktionierung mittels Alkohol

Orientierende Vorversuche, die darin bestanden, das Unverseifbare durch
verschiedene organische Losungsmittel zu trennen, fithrten schliesslich zu einem
Fraktionierungsverfahren mittels verdinntem Alkohol. Der Fitelson-Korper ist
in absolutem Alkohl gut, in 60-—80 °/o igem Alkohol bedeutend weniger gut 16s-
lich. Die iibrigen Bestandteile des Unverseifbaren (Kohlenwasserstoffe) sind aber
in verdinntem Alkohol praktisch unloslich. Die fir den Fitelson-Korper gun-
stigsten Losungsverhaltnisse sind schliesslich mit 80 vol.%/oigem Alkohol erzielt
Wrden. Es wurden rund 200 mg Unverseifbares mit 20 cm? 80 /o igem Alkohol
versetzt und das Ganze zirka /2 Stunde lang am Riickflusskiithler erhitzt. Dann
wurde langsam auf Zimmertemperatur abgekiihlt, wobei sich verschieden Stotfe
amorph «wolkchenartig» ausschieden. Durch Zentrifugieren erhielt man eine
obere, leicht gelblich gefarbte, klare Schicht und ein Sediment von vaselinartiger
Beschaffenheit. Durch Abgiessen der ersteren und Eindampfen des Alkohols
konnte so eine gewisse Abtrennung des Fitelson-Korpers erzielt werden.

Die betreffenden Ergebnisse waren folgende:

In 80 °/igem Alkohol Losliches (Fitelsr)n-Kérper) H3'%o
In 80 %igem Alkohol Unlosliches (vaselindhnliche Stoffe) 31 %
Verluste 16 %o

Die weitere Prufung der beiden Anteile ergab folgendes:

e G e el £y Ausschen
Losliches 169,5 1,5200 stark schwach bernsteingelb
(Fitelson-Substanz) positiv klar, durchsichtig, zah
(harzartig)
Unlosliches 201,6 1,4960 schwach opal getriibt
(vaselindhnliche Stoffe) pOSitiV weich salb:g

B. Chromatographische Adsorptionsanalyse

Das Unverseifbare des Teesamenols stellt, wie fruher bereits betont, eine
intensiv gelb geférbte, harzartige Masse dar. Die Trennung dieses Stoffgemisches
sollte nun auch durch chromatographische Adsorptionsanalyse an Aluminium-
oxyd erfolgen. Um gute Chromatogramme zu erhalten, muss das Unverseifbare
vollig frei von unverseiftem Ol und Seife sein. Daher ist es erforderlich, das
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Unverseifbare ein zweites Mal mit alkoholischer Lauge zu verseifen und nach
dem Ausschiitteln die Petrolatherlosung mit 50 °/0 igem Alkohol vollstandig
alkalifrei zu waschen. Fiir alle Versuche wurde ein Merck’sches Aluminiumoxyd,
standartisiert nach Brockmann, verwendet. Dieses wurde vorerst noch aktiviert,
indem es mit verdinnter Salpetersaure gewaschen, dann getrocknet und gegliiht
wurde. Dieses «aktivierte» Aluminiumoxyd besitzt die gleichen Eigenschaften,
wie gebrauchtes und nach einem friher beschriebenen Verfahren?) regeneriertes
Aluminiumoxyd.

Als Losungsmittel verwendeten wir zunachst Mischungen von Benzin-Ben-
zol, spater reines Benzol. Die verschiedenen Zonen des Chromatogramms wurden
nach der mechanischen Trennung mit Chloroform eluiert.

Uorversuch

Das Gesamtunverseifbare (nach Methode Bomer) von 10 g Teesamenol =
60 mg wurde in 30 cm?® einer Mischung aus 9 Teilen Normal-Benzin und 1 Teil
Benzol gelost und durch eine mit dem Losungsmittel durchtrankte Saule vo#
Aluminiumoxyd unter schwachem Saugen filtriert (Saule 11 em hoch, 14 mm
Durchmesser).

Zur Entwicklung des Chromatogramms wurden weitere 40 c¢cm? Losungs-
mittel durchgesaugt.

Im Tageslicht wies das Chromatogramm einige mehr oder weniger stark
gelblich gefarbte Zonen auf. Im U.V.-Licht der Quarzlampe waren mehrere
durch ihre Fluoreszenz verschiedene Zonen erkennbar. Das Chromatogramm
wurde nun unter der Quarzlampe vorsichtig in die verschiedenen Zonen auf-
geteilt und jede einzelne mit Chloroform eluiert. Nach dem Verdampfen des
Chlorforms ergaben die Riickstinde folgendes Bild von oben nach unten:

1. Oberste Zone, wenig machtig (2—3 mm), am Tageslicht intensiv gelb
gefarbt, im U.V.-Licht intensiv gelblich-weiss fluoreszierend. Nach dem Eluieren
wurde eine sehr geringe Menge eines gelben Farbstoffes erhalten. Dieser ist in
Wasser praktisch unloslich, gibt auf Wolle eine echte Farbung, jedoch weder
die Fitelson-Reaktion noch eine Carotin-Reaktion mit Antimontrichlorid. Es

handelt sich hier um geringe Mengen eines nicht naher untersuchten Pflanzen-
farbstoffes.

2. Es folgte eine farblose, nicht fluoreszierende Schicht von 8 mm Hohe.
Nach dem Eluieren wurden ziemliche Mengen von weissen Kristallen erhalten,
die als Sterine identifiziert werden konnten. (Digitonin-Fallung). Diese gaben
keine Filelson-Reaktion.

3. Es folgte eine dinne (2—3 mm) hohe, schwach gelb gefarbte Zone, die
unter der Quarzlampe intensiv griin fluoreszierte. Das Eluat dieser Zone gab
eine stark positive Fitelson-Reaktion.

4. Unter der grinen Zone folgte eine nicht sehr scharf begrenzte, ziemlich
ausgedehnte Zone (15—20 mm), die schwach gelb gefarbt war und unter der
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Quarzlampe intensiv blaulich-weiss fluoreszierte. Das Eluat dieser Zone machte
mengenmassig den grossten Teil, zirka 60 °/o des Unverseifbaren, aus und gab
cine intensive Fitelson-Reaktion.

Die Hauptmenge des Fitelson-Korpers ist demnach in diesen letzten beiden
Zonen anzutreffen.

5. Nach diesen Zonen folgte eine undeutlich begrenzte Schicht mit gelb-
licher bis ockerfarbiger Fluoreszenz. Beim Eluieren wurden nur Spuren eines
gelblichen Ols ohne spezifische Reaktion erhalten.

6. Weiter folgte eine farblose Schicht ohne Fluoreszenz, die iiberhaupt
keine adsorbierten Substanzen enthielt.

7. Die durchgeflossene Losung samt der Entwicklungsflissigkeit wurde ein-
gedampft. Es hinterblieb ein farbloses Ol mit weisser Fluoreszenz, aus dem sich
nach einiger Zeit farblose Kristalle abschieden. Der Durchlauf vom Chromato-
gramm erwies sich bei der spateren Untersuchung als ein Gemisch verschiedener
Kohlenwasserstoffe, darunter auch Squalen.

Dieser Vorversuch hat ergeben, dass der Fitelson-Korper in einer ganz be-
stimmten Zone des Chromatogramms anzutreffen ist, die unter der Quarzlampe
an ihrer intensiven blaulich-weissen Fluoreszenz zu erkennen ist.

Hauptversuch

Es sollte nun eine grossere Menge Fitelson-Substanz isoliert und moglichst
gereinigt werden, um ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften stu-
dieren zu konnen.

Da die Sterine, wie bereits betont, nicht weiter interessierten, wurde fir alle
weiteren Versuche das sterinarme Unverseifbare nach der Petrolathermethode
von Grossfeld isoliert.

Dieses aus 200 g Teesamendl (601 mg) wurde nach der 2. Verseifung in
40 cm?® reinem Benzol gel6st und langsam durch eine Aluminiumoxyd-Siule von
30 cm Hohe und 11 mm Durchmesser, die mit Benzol durchtrankt war, durch-
gesaugt. Das Chromatogramm ist dann mit 50 cm?® Benzol entwickelt und in
feuchtem Zustand unter der Quarzlampe in die einzelnen Zonen getrennt wor-
den. Die verschiedenen Zonen werden beim Chromatogramm des Teesamendls
mit T 1 bis T 6 (sieche Tabelle), bei demjenigen des Olivendls mit O | bis O 6
bezeichnet.

Die Reihenfolge der Zonen entsprach derjenigen im Vorversuch. Zone T 2
mit den Sterinen war relativ schwach ausgebildet, da eben das sterinarme Un-
verseifbare verwendet worden war.

Die Zone T 4 mit der Hauptmenge des Fitelson-Korpers wurde in drei ver-
schiedene Fraktionen (a, b, c¢) getrennt. Die mittlere Fraktion T 4 b mit einer rein
blaulich-weissen Fluoreszenz ist voraussichtlich die reinste, wihrend die beiden
Randzonen T 4 a und T 4 ¢ noch durch andere Stoffe verunreinigt sein kénnen.
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Die Tabelle 1 gibt Aufschluss tiber diec Verteilung der Zonen im Chromato-
gramm, sowie iiber die mengenmassigen Verhdltnisse der verschiedenen Frak-
tionen.

Tabelle 1
Chromatogramm des Unverseifbaren von I eesamenol
(Aus 200 g Ol = 0,601 g Unverseifbares)

Adsorbierte
Héhe Substanz Fluoreszenz des Chromatrgramms Bre-
ki der im U.V.-Licht chungs- | Fifelson-
po s Zonen in %/o des Aussehen, Eigenschaﬁ_en index Reaktion
in cm in mg Unver- des Eluats bei 400
seifb.
i 04 2,8 (L5 gelbe Fluoreszenz, intensiv gelb — neg.
farbte Schmiere (Pflanzentarb-
stoff)
T2 { 1,4 254 4,2 ohne Fluoreszenz, gelblich ge- — neg.
farbt, kristallisierend (Sterine)
F3 2.5 78,3 | 13,0 grine Fluoreszenz, gelbliches 1,5260 | pos.

Harz, beginnt nach einiger Zeit
zu kristallisieren

T4a 2,8 116,8 19,4 weisse Fluoreszenz, gelbliches 1,5276 | pes.

Harz
T4b 6,8 2176 36.1 wie oben 1,5266 pos.
T4c 7.3 13,4 2.2 wie oben 2 pos.
T5 7,5 0,5 0,1 farbloses Harz — —
T6 Durchlaal | 78,3 13,0 blaulich - weiss fluoreszierendes | 1,4840 neg.
(nicht Ol, aus dem sich nach einiger
adsorbiert) Zeit feine Kristalle abscheiden.
(Mischung von Kohlenwasser-
stoffen)
Dilferenz 68,3 11,3 Verluste

Der grosste Teil des Unverseifbaren wird in Aluminiumoxyd adsorbiert.
Nur 13 %o desselben fliessen durch die Sdule hindurch. Die Verluste (11 %/o) sind
auf unvollstindiges Eluieren oder anderweitiger Verluste zuriickzufithren. 60 bis
70 %0 des Unverseifbaren geben die Fitelson-Reaktion. Auffallend ist, dass die
grinfluoreszierende Schicht T' 3 und die weisse fluoreszierende T 4 gleich stark
positive Fitelsan-Reaktion geben.

Clioromatogramm des Unverseifbaren des Olivenils

Zum Vergleich wurde auch das Unverseifbare des Olivendls in gleicher
Weise chromatographiert. Dieses Chromatogramm wies eine gewisse Ahnlichkeit
mit demjenigen des Teesamenols auf. Es wurde ebenfalls in verschiedene Frak-
tionen zerlegt. Dabei wurden der Einfachheit halber in der obersten Region zwei
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durch ihre Fluoreszenz deutlich verschiedene Zonen in die Fraktionen O 1 ver-
einigt. Mengenmassig machen sie tbrigens nur 0,8 %0 des Unverseifbaren aus.
Unter dieser, ziemlich stark fluoreszierenden Schicht mit adsorbierten Farb-
stoffen folgt die Zone O 2 mit den Sterinen. Darunter wurde eine griin fluores-
zierende Schicht O 3 beobachtet. Das Eluat dieser Zone gab jedoch im Gegensatz
zu dem der entsprechenden Zone des Teesamenols keine Fitelson-Reaktion.
Unter der grin fluoreszierenden Zone wurde eine ziemlich verschwommene
Schicht mit weisser Fluoreszenz beobachtet, deren Eluat O 4 eine positive Fitel-
son-Reaktion gab. Unterhalb dieser Zone wurde, wie beim Teesamenol, keine
Substanz mehr adsorbiert.

Mengenmassig bestehen zwischen den einander entsprechenden [Iraktionen
des Oliven- und Teesamenols grosse Unterschiede, wie aus den Zahlen der
Tabelle 2 hervorgeht.

Tabelle 2
Chromatogramm des Unverseifbaren von Olivenol
(Aus 200 g Ol = 1,105 g Unverseifbares)

Adsorbierte und

Héhe eluierte Substanz Fluoreszenz des Chromatogramms Bre-
Frakti der im U.V.-Licht chungs- | Fitelson-
e Zonen in %0 des Aussehen’ Eigenschaff_en index Reaktion
in cm in mg Unver- des Eluats bei 400 ‘
‘ seifb.
Ol 1,3 8,0 0,8 oben gelblich weiss, darunter — neg.

grau-blau fluoreszierende Zone.
Eluat: gelbe Schmiere

02 3,5 69,7 6.3 grau bis gelblich braune Fluo- — neg.
reszenz. Eluat: schwach gelb ge-
farbt, gut kristallisierend = Ste-
rine

O3 3.2 61,0 55 grilne Fluoreszenz. Eluat: gelbe — neg.
wachsartige Masse besteht zur
Hauptsache aus Sterinen

04 14,2 207,2 18,7 weisse Fluoreszenz. Eluat: hell- | 1,5150 pos.

gelbe, vaselindhnliche Masse

Q5 10,0 0,5 0 Nur schwache Fluoreszenz. Fast‘ — _—
keine adsorbierte Substanz

6 Durchlanf | 731,0 66,1 farbloses Ol, aus dem sich nach | 1,4900 neg.

(nicht einiger Zeit feine Kristalle ab-
adsorhier() scheiden. = Mischung verschie-
dener Kohlenwasserstoffe
Differenz 28 2.5 Verluste —_ —

An Al20s nicht adsorbierbaren Stoffen (Durchlauf) enthilt das Unverseif-
bare des Teesamendls nur 13 %, dasjenige des Olivendls 66 %o.
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Diese Fraktion aus dem Unverseifbaren des Olivendles besteht aus einer
Mischung verschiedener Kohlenwasserstoffe, welche vermutlich mit den von
Marcelet (siehe a. O.) aus dem Unverseifbaren des Olivenols isolierten Kohlen-
wasserstoffen identisch sind. Zum grossten Teil besteht sie aus Squalen, welches
wir als Hexahydrochlorid abscheiden und durch Schmelzpunktsbestimmung iden-
tifizieren konnten. Auch im Durchlauf des Teesamendls wurde mit Sicherheit
eine geringe Menge Squalen nachgewiesen.

Die Fraktion O 4 interessierte uns am meisten, weil sie eine positive Fitelson-
Reaktion gab. Sie stellte eine gelbliche, salbenartige Masse dar und war noch
stark verunreinigt. 2 mg dieser Fraktion gaben bei der Farbenreaktion ungefahr
die gleiche Intensitat wie 0,5 mg des reinen Fitelson-Korpers aus dem Teesamen-
6l. Demnach enthélt diese Fraktion nur zirka 2590 reine Fitelson-Substanz.
Auf das Unverseifbare bezogen, macht somit der Fitelson-Korper beim Tee-
samenol zirka 70 /o, beim Olivendl zirka 5 /o aus. Um uns im folgenden kiirzer
fassen zu konnen, mochten wir an Stelle des Ausdruckes «Fitelson-Korper», die
Bezeichnung «Theasin», abgeleitet von Thea sinensis, in Anwendung bringen.

C. Reindarstellung und Kristallisation des T heasins

Zur weiteren Reinigung wurden die beiden Fraktionen T 3 (grine Fluores-
zenz) und T 4 (blaulich-weisse Fluoreszenz) einzeln nochmals chromatographiert.
Von den Chromatogrammen ist nur der mittlere Anteil der betreffenden Schich-
ten eluiert worden. Die erhaltenen Stoffe waren vollig farblos und schienen
ziemlich rein zu sein.

Die Hauptmenge des Theasins war in der Fraktion T 4 anzutreffen, wih-
rend die Fraktion T 3 (griin) nach der zweiten Reinigung nur noch sehr wenig
Substanz ergab.

Bei der Farbenreaktion nach Fitelson unterschieden sich die beiden Frak-
tionen etwas durch die Farbennuancen vor der Atherzugabe und zwar:

T3 T4
Vor Ather-Zugabe goldgelb gelbgriin (citronengelb)
(1 mg Substanz mit den iiblichen mit griuner Fluoreszenz mit gruner Fluoreszenz
Reagenzien)
Nach Ather-Zugabe intensiv rot intensiv rot

Durch ihre physikalischen und chemischen Kennzahlen wie Brechungsindex,
Molekulargewicht, Jodzahl, unterschieden sich die beiden Stoffe nicht wesent-
lich. Es handelt sich entweder um zwei nahe verwandte Verbindungen, oder
aber, was wahrscheinlicher ist, die Fraktion T 3 ist durch Spuren anderer Bei-
mengungen, welche die grime Fluoreszenz verursachen, verunreinigt. Fir die
zweite Annahme spricht die Beobachtung, dass im Chromatogramm des Unver-
seifbaren des Olivenols an der gleichen Stelle, direkt unter den Sterinen, eine
grun fluoreszierende Zone vorkommt, die keine Fitelson-Reaktion gibt. Wegen
Materialmangel wurde die Fraktion T 3, die mengenmassig nur 5—10 %o des
Unverseifbaren ausmacht, nicht weiter untersucht.
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Das Kristallisieren des Theasins verursachte einige Schwierigkeiten. Wurde
die gereinigte Substanz in organischen Losungsmitteln, wie Chloroform, Alko-
hol, Eisessig oder Aceton gelost und das Losungsmittel abgedampft, so erhielt
man stets nur eine amorphe, harzige, beim Trocknen glasig werdende Masse.
Beim Abkthlen heisser, tbersattigter L.osungen schied sich das Theasin amorph
aus. Wird eine alkoholische Losung vorsichtig mit Wasser verdinnt, so triibt
sie sich milchig. Losungen in Aceton verhalten sich beim Verdiinnen mit Wasser
analog. :

Nach mehrstiindigem Trocknen des Theasins bei 100° bildeten sich mikro-
skopisch kleine Kristalle, die aber von viel amorpher Masse umgeben waren,
so dass sie nicht weiter gepriift werden konnten.

Gut ausgebildete Kristalle erhielten wir schliesslich nach folgender Me-
thode:

Die durch zweimalige Chromatographie gereinigte Substanz wurde in was-
serfreiem Aceton oder Ather gelost und diese Losung in einem nur mit Watte-
bausch verschlossenem Erlenmeyer-Kolbchen sich selbst tiberlassen. Dabei ver-
dunstete das Losungsmittel sehr langsam, und nach einigen Tagen begannen sich
feine Kristallnadeln abzuscheiden, mit denen die folgenden Priifungen vor-
genommen worden sind.

111. Physikalische und chemische Eigenschaften
des Theasins

1. Schmelzpunkt. Die Schmelzpunktsbestimmung wurde mit Hilfe des elek-
trischen Mikroschmelzpunktsbestimmungs-Gerates®) durchgefiihrt. Das Praparat
bestand zur Hauptsache aus langen, feinen Nadeln; daneben sind auch Blattchen
und Harztropfchen vorhanden, die schon bei 80° sinterten. Bei 134" begannen
diese zu wachsen, und an den Kristallkanten entstanden Buschel von feinen
Nadelchen. Bei 164° waren einige Kristalle gesintert, andere waren noch sehr
schon erhalten. Die meisten Kristalle schmolzen bei 168—170°.

2. Fliichtigkeit. Das Theasin besitzt einen typischen, schwach aromatischen
Geruch. Die Substanz ist bei zirka 130° etwas fluchtig, was durch die Subli-
mationserscheinungen bei der Mikroschmelzpunktsbestimmung bewiesen wird.

8. Loslichkeit. Die Substanz ist in allen organischen Losungsmitteln sehr
gut loslich und wie bereits frither erwahnt, sogar in 80 Vol.%igem Alkohol.
Dieses letztere Verhalten deutet auf eine stark polare Gruppe im Molekil hin.
In Wasser ist die Verbindung praktisch unléslich.

4. Brechungsindex. Der Brechungsindex der gereinigten (harzartigen) Ver-
bindung wurde mit dem Abbe’schen Refraktometer bei 40° bestimmt.

Brechungsindex bei 40° = 1,5266 — 1,5276.

*) Die Apparatur wurde uns in freundlicher Weise vom hiesigen kantonalen
I.aboratorium zur Beniitzung tiberlassen, woflir wir an dieser Stelle bestens danken
mochten.

267



5. Elementaranalyse. Die Verbindung enthilt keinen Stickstoff und kein

Halogen.

Die Mikroelementaranalyse, welche im mikroanalytischen ILaboratorium

F. Weiser, Basel, durchgefithrt wurde, ergab folgende Werte:

I. Praparat, aus Ather kristallisiert 3,554 mg Einwaage

10,77 mg COz = 82,70 %o C
3,70 mg H:0 = 11,65 % H

II. Praparat, aus Aceton kristallisiert 3,713 mg Einwaage

11,27 mg CO: = 82.83 % C
3,87 mg H:0 = 11,66 %0 H
Diese Zahlen stimmen gut fir die Formel C20Hs40.

Berechnet fiir

I. Priparat Il Priparat CsyH4y0
& 82.70 9% 82.83 9/ 82 68 %/,
H 11,65 %/ 11,66 %0 11,81 %0
O 5,65 Yo 5,51 %, 5,51 %

6. Molekulargewicht. Das Molekulargewicht wurde nach der von W. Miin-

ster®) modifizierten Halbmikromethode von Rast?) bestimmt. Berl-Lunge'?)
empfiehlt, auch die Molekulardepression des verwendeten Camphers mit einer
Substanz von bekanntem Molekulargewicht (Naphtalin) zu bestimmen, weil es
sich gezeigt hat, dass manche Campherart eine geringere Depression als 40°
aufweist.

Wir fanden fir unseren, frisch sublimierten Campher folgende Werte:

1. Bestimmung: 2. Bestimmung:
Angewandte Menge Campher 111,4 mg 123,8 mg
Angewandte Menge Naphtalin 9,4 mg 11,6 mg
Cefrierpunktsdepression 25.7 9 27,60
Gefrierpunktskonstante K , 39,0 37,7

Die Gefrierpunktskonstante betragt im Mittel 38,3. Sie ist etwas niedriger

als der in der Literatur meist angegebene Wert K = 40.

Die Molekulargewichtsbestimmungen des gereinigten Theasins ergaben die

it der Tabelle 3 angefithrten Werte:

Tabelle 3
Fraktion T4 Fraktion T3
(weisse Fluoreszenz) (griine Fluoreszenz)
Substanzmenge 7,8 mg 8,3 mg 9,1 mg 6,7 mg
Campher 184,4 mg 119,6 mg 108,7 mg 128,1 mg
Gefrierpunktsdepression 472 7,9.2 9,6 ° 5,67
Molekulargewicht %334 336 334 357
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Die bei der Elementaranalyse gefundenen Werte stimmen befriedigend zu
der Formel C20Hs40. Das berechnete Molekulargewicht = 290,27 ist aber etwas
niedriger als das experimentell gefundene.

Zur weiteren chemischen Charakteriserung wurden nachstehende Reakti-
onen ausgefiihrt:

7. Pikrinsdure und andere Fillungsreagenzien, Das Theasin bildet keine
Pikrate. Auch mit alkoholischer Sublimatlésung und verschiedenen Alkaloid-
reagenzien, wie z. B. Phosphorwolframsaure wurden keine Niederschlige er-
halten.

8. Metallisches Natrium. Das Theasin wurde in Petrolather gelost und in
diese Losung metallisches Natrium cingetragen. Es erfolgte keine Reaktion. Nach
mehrtagigem Stehen wurde das Losungsmittel abdestilliert. Es hinterblieb die
unveranderte Fitelson-Verbindung. Dieses Verhalten schliesst eine alkoholische
oder phenolische Hydroxylgruppe aus. :

9. Acetylierung. Durch mehrstiindiges Erhitzen mit Essigsaure-Anhydrid
am Ruckflusskithler erfolgte keine Acetylierung. Das Theasin blieb unver-
andert.

10. Aldehyd- und Ketonreagenzien. Mit konz. Bisulfitlésung, Phenylhydra-
zin, p-Nitrophenylhydrazin, Hydroxylamin und Semicarbazid wurden keine Re-
aktionsprodukte erhalten. Auch die empfindliche Aldehydreaktion mit Fuchsin-
schweflicher Saure nach von Fellenberg'') war negativ. Das Theasin enthalt
somit keine Aldehyd- und auch keine reaktionsfahige Ketogruppe.

11. Oxydation mit Kaliumpermanganat. Das Theasin ist ziemlich bestindig
gegen Oxydationsmittel. In Acetonlésung wird es in der Kélte durch KMnOu
nicht angegriffen. In wassriger Suspension und mit einem grossen Uberschuss
an Kaliumpermanganat wird es jedoch oxydiert. Dabei wurde eine Sdure isoliert,
die an die Harzsduren des Kolophoniums erinnerte.

Oersuch

In einem Reagensglas mit eingeschliffenem Stopfen wurden 100 mg der
Substanz mit 3—4 Tropfen Chloroform und 6 cm® Wasser versetzt und durch
kraftiges Schiitteln emulgiert. Nach Zugabe von 0,6 g KMnO« wurde eine wei-
tere Stunde geschiittelt und die Mischung tber Nacht stehen gelassen. Die Losung
wurde nun mit Schwefelsaure angesauert und der Permanganat-Uberschuss mit
Kaliummetabisulfat entfernt. Aus dem Gemisch hatte sich eine weisse, kaut-
schuk-ahnliche Masse ausgeschieden, welche in Petrolather unléslich war. Sie
enthielt neben andern, nicht identifizierten Oxydationsprodukten eine in Ather
leicht losliche Sdure, die eine wasserlosliche Seife lieferte.

Die abfiltrierte wasserunlosliche Masse losten wir in absolutem Alkohol,
machten sie mit Natronlauge schwach alkalisch und dampften sie auf dem
Wasserbad zur Trockne ein. Sodann wurde das Ganze in wenig Wasser gelost
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und von den wasserunloslichen Stoffen abfiltriert. Aus der so erhaltenen, klaren,
schwach opaleszierenden Seifenlosung schied sich beim Ansdauren mit Salzsaure
die durch Oxydation entstandene Saure in Flocken ab. Sie wurde in Ather auf-
genommen und hinterblieb nach dem Verdampfen des Athers als schwach gelb-
liche, duchsichtige, sehr harte Masse, die etwa den «Harzsauren» des Kolopho-
niums glich.

Sie besass folgende Eigenschaften:

Neutralitatszahl = 168
Molekulargewicht = 334
Harzreaktion nach Michel 2): orange bis gelbliche,
: wenig charakteristische
Farbung
Fitelson-Reaktion: schwach positiv ¥)

12. Konz. Salpetersiure und konz. Schwefelsdure. Es wurde versucht die
Substanz zu nitrieren. Die Verbindung wurde in Chloroform gelost, die L.osung
mit Eiswasser gekiihlt, mit reiner konz. Salpetersaure (65°%0ig) versetzt und
einige Zeit kraftig geschittelt. In einem anderen Versuch wurde an Stelle der
Salpetersaure Mischsaure verwendet. Es erfolgte keine Nitrierung. Nach dem
Verdiinnen mit Wasser schied sich das unveranderte Theasin aus. Die Verbin-
dung besitzt somit keine aromatischen Eigenschaften.

13. Halogen. Das in Schwefelkohlenstoff oder Chloroform geloste Theasin
entfarbt eine Lésung von Brom im Schwefelkohlenstoff schon in der Kélte fast
momentan. Es bildet sich ein braun gefarbtes Bromderivat, das keine Fitelson-
Reaktion mehr gibt.

Es wurde nun versucht, in analoger Weise!®) wie bei den ungesittigten
Fettsauren, in stark gekihlter dtherischer Losung mittels Brom ein Polybromid
darzustellen.

Ausgehend von 92 mg Theasin wurden 160 mg eines gelbbraun gefarbten
Harzes erhalten, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Es war
stark bromhaltig und gab keine Fitelson-Reaktion mehr.

14. Jodzahl. Die Jodzahl des Theasins wurde nach der Methode von Hanus
und Margosches bestimmt. Im reinen, kristallisierten Theasin wurden nach
Hanus Jodzahlen von 128—133, nach Margosches eine solche von 106 gefunden.

Bekanntlich sind Jodzahlbestimmungen von ungesattigten Verbindungen,
die nicht der Fettreihe angehoren, oft unzuverlassig, da Nebenreaktionen (Sub-
stitution) stattfinden konnen.

Vermutlich besitzt das Theasin nur eine olefinische Doppelbindung. Die
theoretische Jodzahl wiirde in diesem Fall 87,5 betragen.

*) Von Spuren des unveranderten Theasins.
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15. Halogenwasserstoff. In eine Chloroformlosung des Theasins wurde was-
serfreie Chlorwasserstoffsdure eingeleitet. Zur Entfernung der tberschissigen
Saure wurde die Chloroformlésung mit Natronlauge ausgeschittelt. Nach dem
Verdampfen des Chloroforms blieb ein farbloses, nicht kristallisierbares Hydro-
chlorid zuriick, das keine Fitelson-Reaktion gab. Beim Erwarmen auf 90—100°
spaltete es Salzsdure ab und féarbte sich unter Zersetzung blauschwarz.

16. Stickoxyde. Zirka 50 mg des Theasin wurden in Chloroform gelost und
in die mit Eiswasser gekithlte Losung Stickoxyde eingeleitet. Die Losung farbte
sich griim und nach dem Verdampfen des Chloroforms blieb eine harzartige,
griin gefarbte Nitrosoverbindung zurtick, die nur noch eine ganz schwache
Fitelson-Reaktion gab, vermutlich von einer Spur unverandertem Theasin her-
rithrend.

17. Darstellung des Nitrosochlorids. Ein Nitrosochlorid wurde nach der
von Lynn'®) zur Darstellung des d-Pinen-Nitrosochlorids angegebenen Vor-
schrift hergestellt.

Gleiche Teile Theasin, Amylnitrit und absoluter Alkohol wurden ver-
mischt und auf —5° gekthlt. Sodann wurde die dem Amylnitrit aequivalente
Menge absolut alkoholischer Salzsaure zugefiigt und weiter gekiihlt. Nach einigen

Stunden hatten sich feine weisse Kristalle ausgeschieden. Diese sind in kaltem
Alkohol schwer loslich.

Im Schmelzpunktsrohrchen sintert die Verbindung bei zirka 265°. Sie subli-
miert teilweise und verkohlt langsam ohne zu schmelzen bei etwa 300°.

Im Schmelzmikroskop ist der Sublimationsvorgang schon zu beobachten.
Zwischen 240 und 260° bilden sich schone Tafelchen, die langsam wachsen und
dann ohne zu schmelzen, wieder verschwinden.

18. Hydrolyse mit alkoholischer Salzsiure. 200 mg des Theasins wurden mit
40 cm?® Alkohol und 5 cm? 10°%iger Salzsaure wahrend 2—3 Stunden am Riick-
flusskithler gekocht. Nun wurde tropfenweise Wasser zugesetzt, bis sich die
(vorerst vollig klare) Losung milchig triibte. Bei weiterem Kochen bildeten sich
feine Kristallnadeln. Nun wurde weiter tropfenweise Wasser zugegeben, wo-
durch die Kristalle vermehrt wurden. Nach etwa einer Stunde war die Kristalli-
sation beendet. Die alkoholische Losung war nun zirka 50 vol. %/sig. Sie wurde
heiss durch ein gehartetes Filter filtriert und die abgeschiedenen Kristallnadeln
einmal aus Petrolather umkristallisiert. Das erhaltene Hydrolysenprodukt enthalt
kein Halogen. Es gibt keine Fitelson-Reaktion mehr und reagiert weder mit
metallischem Natrium noch mit Aldehyd- und Ketonreagenzien (p-Nitrophenyl-
hydrazin).

Die Verbindung sintert im Schmelzpunktréhrchen bei 157° und schmilzt
klar bei 164°,
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1V. Diskussion der Resultate

Das Theasin stellt eine farblose, kristallisierbare, wasserunlosliche, in allen
organischen Losungsmitteln und in Alkohol leicht 16sliche Verbindung dar.

Nach der Elementaranalyse und Molekulargewichtsbestimmung besitzt es
die Formel Cz20Hs40.

Das Theasin ist ungesattigt, was seine Reaktionsfahigkeit mit Halogen,
wasserfreiem Chlorwasserstoff und mit Stickoxyden beweist. Die Jodzahl deutet
auf eine Doppelbindung hin.

Die Verbindung passt mit ihrer Bruttoformel C20Hs4O in die Reihe der
Ditherpene. (Bruttoformel der Ditherpene Cz20Hsz). Die Eigenschaft des Theasins,
harzartige oder amorphe, glasartige Massen zu bilden, erinnert an Kolophonium.
die Bruttoformel der Abietinsdure, dem Hauptbestandteil des Kolophoniums,
lautet C20Hs002. Das Molekulargewicht betrdgt 302. Auch die Fitelson-Reaktion,
die eine Modifikation der Liebermann - Storch’schen Harzreaktion darstellt,
kinnte auf eine Verwandtschaft des Theasins mit Abietinsdure hindeuten.

Die Oxydation' mit KMnOs verlduft langsam und liefert neben andern
Oxydationsprodukten eine Sdure vom Molekulargewicht 334, die ebenfalls eine
harte, glasige Masse bildet.

Die Frage nach der Bindungsart des Sauerstoffatoms konnte nicht ganz
abgeklart werden. Die Loslichkeit der Verbindung in 80 %0igem Alkohol deutet
auf eine ziemlich stark polare Gruppe hin. Da aber das Theasin weder mit
metallischem Natrium, noch mit Aldehyd- und Ketonreagenzien reagiert, kann
mit Sicherheit gesagt werden, dass es keine alkoholische oder phenolische Hydro-
xylgruppe besitzt. Auch die Abwesenheit einer Aldehydgruppe ist bewiesen.
Ester und Acetalgruppierung kommen nicht in Farge, weil das Molekiil nur ein
Sauerstoff-Atom enthalt. Es bleiben nur noch die Ketogruppe und atherartig
gebundener Sauerstoff. Das Theasin gibt keine Ketonreaktion. Die Anwesenheit
einer, infolge sterischer Hinderungen nicht reaktionsfahigen Carbonylgruppe,
wie sie z. B. im Campher vorkommt, ist nicht ganz ausgeschlossen. Wahrschein-
licher erscheint jedoch eine atherartige Sauerstoffbriicke, wie sie das Cineol
besitzt

CH,
i
ch/-*f —CH,
O
| |
% H;C - C - CH;, Cineol
HyC | _CH,
B G e
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Diese Gruppe eines intramolekularen Athers konnte auch die Loslichkeit
in 80°%oigem Alkohol erklaren. Cineol, das allerdings ein niedrigeres Mole-
kulargewicht von 154 besitzt, zeigt eine merkliche Loéslichkeit in Wasser. Nach
Earle'*) 16sen sich bei 1,5° in 100 g Wasser 0,64 g, bei 50° 0,19 g Cineol.

Eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Theasin besitzt eine von Spornitz '5) be-
schriebene, aus Citronell6l isolierte Verbindung, das Dicitronelloxyd. Die Brutto-
formel CeoHs40 und gewisse chemische Eigenschaften, z. B. die Reaktionstrig-
heit des Sauerstoffatoms und der ungesattigte Charakter stimmen mit denjenigen
des Theasins tberein. Die Konstitution des Dicitronelloxyds ist ebenfalls nicht
bekannt. Bei den beiden Verbindungen diirfte es sich um nahe verwandte Isomere
handeln. Das Theasin besitzt wahrscheinlich cyclische Struktur. Um dieselbe zu
beweisen, misste sich die Verbindung durch Zinkstaubdestillation oder durch
Dehydrierung mit Selen oder Palladium-Kohle in einen aromatischen Kohlen-
wasserstoff tberfiihren lassen. Die Substanz, die uns nur in geringen Mengen
zur Verfiugung stand, reichte leider fir solche Versuche nicht aus. Auch die
Bemithungen, durch oxydativen Abbau der Substanz und Identifizierung der
Spaltprodukte, Einblick in die Konstitution der Verbindung zu erhalten, scheiter-
ten am Materialmangel.

Zusammenfassung

1. Das Unverseifbare des Teesamenols enthalt eine Verbindung, fir welche
wir den Namen «Theasin» vorschlagen und die die charakteristische Farbenreak-
tion nach Fitelson gibt. Sie kommt in Mengen von 0,2—0,3 %0 im Teesamenol
und in solchen von zirka 0,03 %o im Olivenol vor.

2. Durch fraktioniertes [.osen des Unverseifbaren mit verdinntem Alkohol
lasst sich das Theasin anreichern.

3. Durch chromatographische Adsorptionsanalyse an Aluminiumoxyd wurde
das Unverseifbare des Teesamen- und des Olivendls in verschiedene Fraktionen
getrennt. Unterhalb der Zone mit den Sterinen wird das Theasin adsorbiert.
Der nicht adsorbierte Anteil (= Durchlauf) besteht aus einer Mischung ver-
schiedener, zum Teil stark ungesattigter Kohlenwasserstoffe. Im Durchlauf des
Unverseifbaren des Olivendls wurden betrachtliche Mengen Squalen als Squa-
lenhexahydrochlorid abgeschieden. Auch im Teesamendl konnten mit S1cherhelt
Spuren von Squalen nachgewiesen werden.

4. Das Theasin besitzt die Formel C20Hs40 und ist vermutlich ein Diterpen-
Derivat. Es ist ungesattigt und gibt bei der Oxydation mit KMnO4 eine Saure,
die an die Harzsauren des Kolophoniums erinnert. Das Sauerstoff-Atom im
Theasin ist sehr wahrscheinlich dtherartig gebunden.
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Résumé

I. L'insaponifiable de I’huile de graines de thé contient une substance qui
donne la réaction colorée caractéristique dite de Fitelson. Cette substance, pour
laquelle nous proposons le nom de «théasine», se trouve a raison de 0,2—0.3 %/o
dans 'huile de graines de thé et d’environ 0,03 °/o dans I'huile d’olive.

2. Par dissolution fractionnée de I'insaponifiable dans I’alcool dilué on peut
concentrer la substance active.

3. L'insaponifiable de I'huile de graines de thé et celui de T'huile d’olive
ont été séparés en différentes fractions par adsorption chromatographique sur
de I'oxyde d’aluminium. C’est au-dessous de la zone des stérines que la théasine
est adsorbée. La partie non adsorbée est constituée par un mélange d’hydrocar-
bures, en partie fortement non saturés. C’est ainsi que dans le cas de 'insaponi-
fiable de 1'huile d’olive on a trouvé des quantités considérables de squaléne, isolé
comme hexachlorhydrate. Dans le cas de I’huile de graines de thé¢ on a ¢galement
pu montrer avec certitude la présence de traces de squalene.

4. La théasine répond a la formule C20Hs40 et est probablement un dérivé
diterpénique. Elle est non saturée et livre, par oxydation au permanganate de
potassium, un acide qui rappelle les acides résiniques que l'on obtient a partir
de la colophane. L’atome d’oxygeéne de la théasine s’y trouve treés probablement
sous forme d’éther.
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