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CONCLUSION.

1) Nous avons simplifié la méthode de Widmark pour le dosage
de Palcool dans le sang en mesurant le sang volumétriquement au
lieu de le peser, ce qui évite 'emploi de capillaires paraffinés et celui
d’une balance & torsion.

2) Nous avons remplacé la pipette spéciale servant 4 mesurer
exactement 1 ¢m? de la solution de dichromate de potassium par une
simple pipette de 1 em?3 et sans que le dosage perde de sa précision.

3) Nous avons démontré 'ingtabilité de la solution de dichromate
de potassium dans de l’acide sulfurique concentré, et, au contraire,
sa stabilité si 1’acide sulfurique est dilué a 25 9.

Nous tenons & remercier ici M. le Prof. Paul Wenger qui nous a aidé de ses conseils.

Genéve, Laboratoire de Chimie analytique et de Microchimie
de PUniversité.

58. Uber Gallensduren und verwandte Stoffe.

21. Mitteilung ).
3a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure und 3-0xy-cholen-(9)-siure
von E. Seebeck und T. Reichstein.

(11. II. 43.)

Im Verlaufe von Untersuchungen in der Gallensidure-Reihe inter-
essierte uns die 3 x-Oxy-cholen-(9)-sdure (VII). Die Gewinnung dieses
Stotfes und einiger seiner Derivate in reiner Form gelang erst nach
Uberwindung erheblicher Schwierigkeiten, die denen dhnlich sind, die
bei Versuchen zur Herstellung der Cholen-(9)-sdure angetroffen wur-
dent). Das grosste Hindernis fiir die Bereitung und Untersuchung der
genannten Siure (VII) ist, wie hier vorgreifend bemerkt sei, die Tat-
sache, dass sie sowohl mit der isomeren 3«-Oxy-cholen-(11)-sdure
(entspr. Formel (XX)), wie mit der gesittigten Lithocholsiure (XT)
isomorph zu sein scheint, wenigstens geben diese drei Siuren bei den
Mischproben keine Schmelzpunktserniedrigungen, und auch die ace-
tylierten Sduren, sowie die Methylester?) liefern bei der Mischprobe
keine Erniedrigung. In der folgenden Tabelle I sind die Schmelz-
punkte und Drehungen dieser Stoffe zusammengestellt.

1) 20. Mitteilung vgl. H. B. Alther, T. Reichstein, Helv. 26, 492 (1943).

2) Lediglich die Methylester der freien 3x-Oxy-cholen-(9)-siure und der 3ua-Oxy-
cholen-(11)-sdure geben bei der Mischprobe eine schwache, aber eindeutige Schmelz-
punktserniedrigung.
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Tabelle I.
A B C
3ua-Oxy-cholan- i
sgure 3oe-Oxy-cholen- 3o-Oxy-cholen- MISCh-l
(Lithocholsdure) ~(9)-sdure -(11)-sdure proben’)
Freie (XD) (VID) !
Oxy- Smpz.okorr. 190° 1) | Smp. korr. 190° 1) | Smp. korr. 1650 ) |A+ B = 190—191°
shuren [aly) = +32,1° | [a]135 =1 470420 (]l =+433,2043°| A+ C = 164—170°
(abs. Alkohol)?) (abs. Alkohol)?) abs. Alkohol)?) | B+ C = 163—169°
Methyl-

:Stef Sn;};. korr. 130° #) | Smp. korr. 105°1) | Smp. korr. 101°3) | A+ B = 105—120°
der freien | (0D = +32,8°4:20 | [a]f}P— + 45,304 29 [a]l5 — 4 41,501 20 | A+ C = 101—110°
Oxysturen (Aceton)!) (Aceton)?) (Methanol)?) B+C= 90— 970

(XII) (VIII)
Acetylierte| Smp. korr. 169° 5) | Smp. korr. 177° 1)
Sduren [alp = ? [oJ3} =+ 60,0020
(Aceton)?)
Methyl- (XTIT) (IX) (XX)
ester der | Smp. korr. 134%1) | Smp. korr.138° 1) | Smp. korr. 116°2) | A+ B = 133—136°
acetylier- | [a]}P— 4 48,4043 | [a]} =+ 62,9°4-20 | [afyy =+52,2°42° | A+ C = 1161340
ten Siuren (Aceton)t) (Aceton)?) (Aceton)?) B+C = 116—135°

Die drei Siuren sind dementsprechend sehr schwer zu unterschei-

den und zu trennen. Eine sichere Charakterisierung gelang bisher nur
durch Behandlung der acetylierten Methylester mit Benzopersiure
und anschliessende chromatographische Trennung der Reaktionspro-
dukte (vgl. weiter unten). Insbesondere war es auch nur auf diesem
Wege moglich, in Mischprdparaten der drei Siuren den ungefihren
Gehalt an jeder Komponente festzustellen.

Die Herstellung einer Sdure vom Smp. 183—1849 der die For-
mel (VII) zuerteilt wird, ist von Chakravorty und Wallis®) beschrieben
worden, doch geben die Autoren keinerlei Beweise dafiir an, dass sie
den gesuchten Stoff wirklich in Hénden hatten. Chakravorty und
Wallis beniitzten als Ausgangsmaterial die 3 a-Acetoxy-12-keto-cho-
lansédure (I)7), die bromiert und dann durch Erwirmen mit Natrium-

1y Experimenteller Teil dieser Arbeit.

2y H. Fischer, Z. physiol. Ch. 73, 204 (1911).

Dieselbe spez. Drehung, nimlich [a]i)gz +32,7% (Alkohol) fanden Borsche und
Hallwass*). Auch einige etwas héhere Werte finden sich in der Literatur, ndmlich:

[«]t2 = +35,2° (Alkohol), L. Ruzicka, M. W. Goldberg, Helv. 18, 668 (1935);

[oc]zﬁ = +36° (Alkohol), S. Bergstrdm, G. A. D. Haslewood, Soc. 1939, 540.

3y J. Press, T. Reichstein, Helv. 25 878 (1942).

4) W. Borsche, F. Hallwass, B. 55, 3324 (1922).

5) F. Reindel, K. Niederlinder, B. 68, 1969 (1935).

8) P. N. Chakravorty, E. S. Wallis, Am. Soc. 62, 318 (1940).

"y H. Wieland, E. Dane, E. Scholz, Z. physiol. Ch. 211, 261 (1932); K. Kyogoku,
Z. physiol. Ch. 246, 99 (1937).
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dthylat in die ungesittigte Sdure (X VII) tibergefiihrt wurde, wihrend
sie beim Erwirmen der bromierten Sdure mit Natriumacetat in Eis-
essigl) keine brauchbaren Resultate erzielen konnten. Die so erhal-
tene 3 «-Oxy-12-keto-cholen-(9)-sdure (XVII) schmolz bei 172—173°
und zeigte im U.V.-Absorptionsspektrum ein Maximum bei 242,5 mu,
wobei leider weder das verwendete Losungsmittel noch die Hoéhe des
Absorptionsmaximums angegeben ist. Der bei der Verbrennung gefun-
dene Wasserstoffwert stimmt aber besser auf die Formel C,,Hg0,
der gesittigten Siure (entspr. (I)). Das so gewonnene Priparat wurde
ins Semicarbazon iibergefithrt und dieses nach Wolff-Kishner mit
Natriuméthylat erhitzt. Es entstand dabei eine Siure, die bei 183 bis
184° schmolz, eine spez. Drehung von [«]} = + 27° (abs. Alkohol)
zeigte und der die Formel (VII) zugeschrieben wurde. Die Analysen-
werte stimmen sowohl fiir die berechnete Formel C,,H;,0,, wie fiir
die gesittigte Lithocholsdure (XI) C,H,,0;. Da das beniitzte Ver-
fahren, wie weiter unten gezeigt wird, stets zu Mischpriparaten fihrt,
80 muss es sich auch bei der Siure von Chakravorty und Wallis um
ein Mischkrystallisat gehandelt haben. Der gefundene Wert fiir die
spez. Drehung spricht dafiir, dass es vorzugsweise Lithocholsdure (XT)
enthalten hat, die bei 185° schmilzt und eine spez. Drehung von
[«]}y = + 32,1° (abs. Alkohol) aufweist2), withrend wir fiir reine Siure
(VII) [a]® = + 46,9° (abs. Alkohol) fanden.

Bevor wir andere Methoden zur Bereitung der Siure (VII) ver-
suchten, wollten wir priifen, ob sie sich auf dem von Chakravorty und
Wallis beschriebenen Wege gewinnen lisst. Die von ihnen als Zwi-
schenprodukt bendtigte Sdure (XVII) bzw. ihr Acetat (V) ist kurz
vorher von Longwell und Wintersteiner®) bereitet worden. Diese Au-
toren betonen bereits, wie wichtig es ist, die bromierte Siure in mag-
lichst reiner Form zu verwenden, um gute Ergebnisse zu erhalten.
Es ist ihnen zwar nicht gelungen, die 3 «-Acetoxy-11-brom-12-keto-
cholansiure (I1I) bzw. (XIV), die erstmals von Marker und Lawson?)
in unreiner Form bereitet wurde, zu krystallisieren. Sie reinigten sie
jedoch, bis das amorphe Produkt den richtigen Bromgehalt zeigte.
Aus dieser Bromséure konnten sie durch Erhitzen mit Natriumacetat
in Eisessig die Ketosdure (V) vom Smp. 201° in hoher Reinheit er-
halten, denn sie zeigte im U.V.-Absorptionsspektrum in Alkohol ein
Maximum bei 241 mu und & = 9000 (entspr. log e = 3,954). Die Hohe
des Maximums ist ndmlich als das bisher beste Kriterium fir die
Reinheit dieses Stoffes und seiner Derivate anzusehen. Bei der oben
erwahnten Schwierigkeit, die die Reinigung der Siuren (VII) und
(VIII) sowie ihrer Methylester bereitet, ist es zumindest wiinschens-
wert, von moglichst reiner Sdure (V) oder (XVII) auszugehen, denn

Yy Vgl J. Barnett, T. Reichstein, Helv. 21 926 (1938).

%) H. Fischer, Z. physiol. Ch. 73, 204 (1911).

3y B. B. Longwell, O. Wintersteiner, Am. Soc. 62, 200 (1940).
4) R. E. Marker, E.J. Lawson, Am. Soc. 60, 1334 (1938).
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wenn sie noch gesittigte 12-Ketosdure (I) enthilt, so entsteht aus
dieser bei der Wolff-Kishner-Reduktion Lithocholsiure (XI), welche
aus dem gesuchten Endprodukt (VII) kaum mehr zu entfernen ist.
Eine Voraussetzung fiir die Bereitung reiner Saure (VII) ist so-
mit die Beniitzung reinster Siure (XVII). Die Gewinnung dieser
Sdure in wirklich reiner Form erwies sich als schwieriger als vermutet
wurde. Unumgiinglich war es vor allem, dabei von reiner Bromsiure
(IIT) bzw. (XIV) auszugehen, denn falls dieses Material noch unge-
bromte Saure (I) enthélt, so verbleibt diese im entbromten Produkt
(XVII) bzw. (V) und ist daraus kaum mehr zu entfernen. Wir he-
gegnen hier ndmlich wiederum einer durch Isomorphie verursachten
Schwierigkeit. Wie aus folgender Tabelle TI zu entnehmen ist, zeigt
die Saure (XVII) fast denselben Schmelzpunkt wie die gesittigte
3 a-Oxy-12-keto-cholansdure, und die beiden geben bei der Misch-
probe keine Schmelzpunktserniedrigung. Dasselbe ist bei den acety-
lierten Siuren sowie den entsprechenden Methylestern der Fall.

Tabelle II.

{
3x-Oxy-12-keto- ' 3x-Oxy-12-keto- Misch-
cholansdure cholen-(9)-saure probel?)

e Smp. unkorr. 160-—161° 2) 3) | (XVII) Smp. unkorr. 172-173° ) .
onreie 4)5)6)7) 8) 9). Smp. korr. 173-1740 12)| 159-165
XYSEURED (08 | 04 40 190 (Accon)?) | []lS = +96,10-£4° (Aceton)i?) )

Methylester Smp. korr, 111-11207) | (XVIII) Smp. korr. 114-115° 12)

gi’ysf:f;lree‘; (o145 — -+ 96,594-1,5% Aceton)1%)| [«] 1 = + 93,2020 (Aceton) 12)

1080 11
(I) Smp. unkorr. 197--198 ; (V) Smp. unkorr. 201° &)

Acetylierte 4) 5) 1) 8 Smp. korr 205-—206° 12) 03-205°
Siaren Smp. korr. 199200012 1o P RO 20 (Acoton)is 203-
[a]l= + 102,20-20 (Aceton)1?) | (4D =+ 99,2°£2° (Aceton)™)
Methylester der | (1) Smp. korr. 1540 10) (V1) Smp. korr. 1451470 12)
acetylierten 121 4 104,804 1,50 (Aceton)'0) |[)lB= + 101,44 1,5 (Aceton)12)| 147-193°
Sauren | D

1
2
3
4

) ) R. E. Marker, E. J. Lawson, Am. Soc. 60, 1334 {1938).

) H. Wieland, E. Boersch, Z. physiol. Ch. 166, 190 (1919).
) W. Borsche, F. Hallwass, B. 55, 3318 (1922)

) K. Kyogoku, Z. physiol. Ch. 246 99 (1937).

y K. Kazvro, T. Shimada, Z. pnysml Ch. 249, 220 (1937).
)

)

)

)

2}

8) 8. Bergstrim, G. A. D. Haslewood, Soc. |939 540.

J. Sawlewicz, T. Reichstern, Helv. 26, 992 (1937)
B. B. Longwell, 0. Winterstetner, Am. Soc. 62, 200 (1940).
P. N. Chakravorty, E. S. Wallis, Am. Soc. 62, 318 (1940).

-~

8
9

10) T. Reichstetn, M. Sorkin Helv. 25, 797 (1942
1) H. Wieland, E. Dane, E. Scholz, Z. physiol. Ch. 211, 261 (1932).
12) Vgl, Exp. Teil dieser Arbeit.
18) Chakravorty und Wallis®) geben an, dass dieses Gemisch eine Schmelzpunkts-
erniedrigung liefert.

110-113°
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Um ganz sicher zu gehen, versuchten wir die Bromséure selbst
zu krystallisieren. Mit ziemlicher Miihe und in schlechter Ausbeute
gelang es, die zwei theoretisch zu erwartenden raumisomeren Brom-
sauren (IIT) und (XIV), die wir als 3a-Acetoxy 11 a-brom-12-keto-
cholansidure (IIT) und als 3 z-Acetoxy-11 f-brom-12-keto-cholansiure
(XIV) bezeichnen, in krystallisierter Form zu gewinnen und daraus
die ebenfalls gut krystallisierten Methylester (IV) und (XV) zu be-
reiten. Diese Ester schmelzen zwar fast gleich, geben aber bei der
Mischprobe sowohl unter sich, wie mit dem unbromierten Ester (II)
deutliche Schmelzpunktserniedrigungen. Sie lassen sich ferner auch
chromatographisch reinigen und voneinander trennen, sodass sie
weitgehend Gewéhr fiir Einheitlichkeit bieten. Es zeigte sich, dass
die Bromwasserstoffabspaltung bei den zwei raumisomeren Estern
sehr verschieden leicht erfolgt!). Wihrend der 11a-Bromester (IV)
durch zweistiindiges Kochen mit Pyridin praktisch nicht veridndert
wird, tritt beim 11 g-Bromester (XV) unter diesen Bedingungen schon
vollige Entbromung ein unter Bildung des Esters (VI), der auf diesem
Wege in der bisher reinsten Form erhalten wurde. Den besten An-
haltspunkt hierfiir bietet das Ultraviolett- Absorptionsspektrum, das
in alkoholischer Lésung ein Maximum bei 241 my und log e = 4,06
(entspr. ¢ = ca. 11500) zeigte?). Auch beim 11 a-Bromester konnte die
Bromwasserstoffabspaltung erzwungen werden, entweder durch Ko-
chen mit Kollidin oder durch Erhitzen mit Natriumacetat in Eis-
essig. Es entstand dabei derselbe Ester (VI), der zwar gleich schmolz
wie der aus (XV) mit Pyridin bereitete, aber im U.V.-Absorptions-
spektrum ein etwas weniger hohes Maximum, im besten Fall ndmlich
log ¢ = 3,95 (entspr. ¢ = ca. 8910) zeigte, somit noch mindestens
22,569, einer Verunreinigung, wahrscheinlich (II) enthielt. (IT) und
(VI) sind wie erwihnt isomorph wund lassen sich daher schwer
trennen. Nimmt man an, dass die Bromwasserstoffabspaltung dann
leicht erfolgt, wenn sich das Brom- und das austretende Wasserstoff-
atom in trans-Stellung zueinander befinden3), so ergibt sich unter
Zugrundelegung des heute nach Ruzickat) als wahrscheinlichst anzu-
sehenden Baues des Ringgeriistes fiir den leicht zu entbromenden
Ester die Formel (XV). Das Bromatom ist dabei vor der Tafelebene
zu denken und der Ester in Verallgemeinerung des Nomenklaturvor-
schlags von Fieser®) als 11 8-Bromester zu bezeichnen. Der schwer zu

1) Vgl. auch die analogen Beobachtungen bei den zwei 11-Brom-12-keto-cholan-
séure-estern, H. B. Alther, T. Reichstein, Helv. 26, 492 (1943).

%) Diese und die folgenden Messungen verdanken wir Hrn. Dr. H, Mohler, Ziirich.

8) Vgl. H. B. Watson, ,,Modern Theories of Organic Chemistry* 2. Edit., Oxford
1941, p. 223.

) L. Ruzicka, M. Furter,d. Thomann, Helv. 16, 327 (1933); L. Ruzicka, H. Briingger,
E. Eichenberger, J. Meyer, Helv. 17, 1407 (1934).

5) L. F. Fieser ,,The Chemistry of Natural Products related to Phenanthrene®,
2. Edit. New York 1937, p. 399.



— 542 —

entbromende Ester wird dementsprechend 11 «-Bromester genannt
und mit punktiertem Valenzstrich nach (IV) formuliert. Leider sind
die Ausbeuten an reinem (XV) recht bescheiden, sodass fiir die fol-
genden Versuche zur Hauptsache (IV) beniitzt werden musste, der,
wie erwiahnt, weniger reinen Ester (VI) liefert. Die Uneinheitlichkeit
solcher Priparate war aber nunmehr wenigstens bekannt und konnte
bei der Beurteilung der weiteren Resultate beriicksichtigt werden.

Da uns die Bereitung des Semicarbazons aus dem Ester (VI)
nicht gelang (wobl wurden solche aus den Siuren (V) und (XVII)
erhalten) und dieses zudem keine besonderen Vorteile verspricht,
wurde zur Reduktion nach Wolff-Kishner der Ester (VI) direkt!) mit
iiberschiissigem Hydrazinhydrat und Natriumithylat auf 1700 erhitzt,
wobei ein Shuregemisch entstand, das zur besseren Chara,kterlswrung
methyliert und acetyliert wurde. Der so entstehende, gut krystalli-
siernde acetylierte Metbylester schmolz bei 134—1369, zeigte mit
Tetranitromethan deutliche Gelbtirbung und gab Analysenwerte, die
gut auf die Formel O,,H,,0, passten. Obwobl dieses Krystallisat einen
durchaus einheitlichen Eindruck machte, diirfte es doch zumindest
aus den drei Estern (IX), (XX) und (XIII) bestanden haben, denn
nach Behandlung mit Benzopersidure liessen sich durch chromatogra-
phische Trennung drei Stoffe isolieren, ndmlich (XIII), (XIX)?) und
in reichlicher Menge ein neuer Oxydoester, der, wie sich spéter zeigte,
den 3a-Acetoxy-(9,11)-oxydo-cholansdure-methylester (X) darstellt.
Derselbe Oxydo-ester (X) entstand ndmlich in fast quantitativer Aus-
beute bei der EKinwirkung von Benzopersiure auf ein reines Pri-
parat von (IX), das auf anderem Wege erhalten wurde und dessen
Konstitution sichergestellt werden konnte. (Vgl. weiter unten.) Von
den drei Stoffen (IX), (XX) and (XIII), die somit bei der Wolff-
Kishner-Reaktion entstehen, diirfte (XIII) seine Bildung der An-
wesenheit von (II) im verwendeten Ausgangsmaterial (V) verdanken,
da wir mit einem nicht ganz reinen Pridparat von (VI) arbeiten
mussten. Diese Vermutung liess sich durch Wiederholung des Ver-
suchs mit reinstem (VI) weitgehend stiitzen. Wir konnten dazu eine
kleine Menge des Priparates verwenden, dessen U.V.-Absorptions-
spektrum ein Maximum bei 241 my und log ¢ = 4,06 (in Alkohol)
zeigte. Die Wolff- Kishner-Reduktion und anschliessende Methylierung
und Acetylierung gaben wieder cin Priparat vom Smp. 134—1369,
aus dem aber bei der Einwirkung von Benzopersiure zur Hauptsache
(X)) und wenig (XIX) entstand. Der Ester (XIII) konnte dabei nicht
aufgefunden werden. Das Krystallisat vom Smp. 134—1369, das das
reinste bisher auf diesem Wege erhiltliche Priparat darstelit, enthielt
in diesem Falle somit zar Hauptsache (IX) und wenig (XX). Aus
den Ausbeuten bei der Umsetzung mit Benzopersiure schitzen wir

1) Vgl. J. 0. Dutcher, O. Wintersteiner, Am. Soc. 61, 1992 (1939).
2) J. Press, T. Reichstein, Helv. 25, 878 (1942).
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den Anteil von (IX) auf etwa 60—709%, Durch Hydrierung eines
solchen Priparates wurde erwartungsgemaiss reiner Acetyl-lithochol-
sdure-methylester (XIII) erhalten.

Es wurde noch versucht, aus solchen Gemischen den Ester (IX)
iiber das Dibromid abzutrennen, was aber nicht gelang. Beim Behan-
deln mit Brom in Chloroform wurde das Brom zwar sofort verbraucht,
doch trat bereits bei tiefer Temperatur (0—10°) reichliche Abspal-
tung von Bromwasserstoff ein, und aus dem entstehenden Gemisch
liess sich nur das Dibromid von (XX) in Krystallen gewinnen.

Ein wirklich reines Priparat von 3a-Acetoxy-cholen-(9)-sdure-
methylester (IX) liess sich schliesslich durch Wasserabspaltung aus
3 a-Acetoxy-11 a-oxy-chclansidure-methylester (XXT)!) mit Thionyl:
chlorid oder Phosphoroxychlorid in Pyridin bei Zimmertemperatur
bereiten. Der reine Ester (IX) schmolz bei 138—1409 und zeigte die
spez. Drehung: [«]ly = + 62,9° (Aceton). Eine fast gleiche spez. Dre-
hung zeigte das nach Wolff-Kishner aus (V1) gewonnene Mischkry-
stallisat vom Smp. 134—136°, sodass also die Drehung fiir die Beur-
teilung der Reinheit nicht brauchbar ist. Die Einheitlichkeit des Pri-
parates ergab sich aus der bereits erwdhnten Tatsache, dass bei der
Einwirkung von Benzopersiure daraus einheitlicher Oxydo-ester (X)
entstand. Die Konstitution von (IX) liess sich durch Oxydation mit
Chroms#ure beweisen, wobei in recht guter Ausbeute der eingangs
beschriebene 3 a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (VI)
erhalten wurde.

Der reine Ester (IX) gab bei der Mischprobe weder mit (XX)
noch mit (XTIT) eine Schmelzpunktserniedrigung, was dafiir spricht,
dass die 3 Ester isomorph sind. Dies erklirt auch die Schwierigkeit
der Trennung.

Die auffallend leichte Abspaltbarkeit einer in 11-Stellung des
Steringeriists haftenden Hydroxylgruppe durch Erwirmen mit Salz-
sdure ist bereits vor einiger Zeit beobachtet worden?)3). Es wurde
damals angenommen, dass dabei vorzugsweise Dehydratisierungspro-
dukte mit einer Doppelbindung in 11,12-Stellung entstehen. Aus dem
hier mitgeteilten Befund ist jedoch zu schliessen, dass sich in den
Stoffen, die damals als Hauptprodukte erhalten wurden, die Doppel-
bindung ebenfalls in 9,11-Stellung befindet. Auch beim 3 «-Acetoxy-
11 x-oxy-cholansdure-methylester (XX1I) ldsst sich durch kurzes Ko-
chen mit Salzsdure in Eisessig die Wasserabspaltung erzielen. Ts ent-
steht wieder zur Hauptsache der Ester (IX), der aber etwas weniger
rein ist als der nach dem oben erwihnten Verfahren bereitetet).

1) Vgl. 23. Mitteilung dieser Reihe, A. Lardon, T'. Reichstein, Helv. 26, 586 (1943).

%) C. W. Shoppee, Helv. 23, 740 (1940).

3) C. W. Shoppee, T. Reichstetn, Helv. 24, 351 (1941).

%) Von Hrn. Dr. C. W, Shoppee wurde beobachtet, dass die Wasserabspaltung auch

recht glatt bei 16stiindigem Stehen in Eisessig-Essigsiure-anhydrid und wenig Borfluorid
bei Zimmertemperatur erfolgt.



— b44 —

Es wurde noch versucht, den Oxydo-ester (X) mit Raney-Nickel
unter Druck zu reduzieren!). Nach mehrstiindiger Binwirkung bei
100° und 120 Atmosphiren ergab die Aufarbeitung nach Reacetylie-
rung und chromatographischer Trennung neben unverindertem (X)
ein Krystallisat, das bei 132—1369, also sehr dhnlich wie der rohe
Methylester (IX) schmolz, mit diesem bei der Mischprobe keine
Schmelzpunktserniedrigung zeigte und sich gegeniiber Tetranitro-
methan als ungesittigt erwies. Da es wenig wahrscheinlich ist, dass
sich unter den genannten Bedingungen aus (X) der Ester (IX) direkt
zuriickbildet, nehmen wir an, dass zunichst der 9-Oxy-ester entsteht
und aus diesem dann Wasser abgespalten wird. In dem Produkt
koénnte auch der 8,9-ungesiittigte Ester enthalten sein, der voraus-
sichtlich schwer hydrierbar ist.

Saure Verseifung des acetylierten Esters (VI) durch eintigiges
Stehen mit 1-proz. methylalkoholischer Salzsdure lieferte den 3 a-Oxy-
12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (XVIIIL). Durch Oxydation mit
Chromsiure wurde daraus der 3,12-Diketo-cholen-(9)-sdure-methyl-
ester (X'VI) bereitet, der bei 131—1329, also fast genau wie der gesit-
tigte 3,12-Diketo-cholansdure-methylester (Smp. 132—133°) schmilzt
und bei der Mischprobe mit diesem keine Schmelzpunktserniedrigung
zeigte. Die spez. Drehung ist allerdings deutlich verschieden, so dass
sich reine Priparate (nicht aber Gemische) durch Bestimmung der
spez. Drehung voneinander unterscheiden lassen.

Zusammenfassung der Ergebnisse.

1) Die Bereitung der zwei raumisomeren 3 «-Acetoxy-11-brom-12-
keto-cholansiure-methylester (IV) und (XV) wird beschrieben.

2) Durch Bromwasserstoffabspaltung des in kleiner Menge ent-
stehenden labilen Isomeren (XV) lidsst sich ein Priparat von 3 «-Acet-
0xy-12-keto-cholen-(9)-siure-methylester (VI) gewinnen, das wir als
rein ansehen, da es im U.V.-Absorptionsspektrum ein besonders hohes
Maximum zeigt.

3) Reiner 3a«-Acetoxy-cholen-(9)-siure-methylester (IX) liess
sich bisher nur durch Wasserabspaltung aus 3 a-Acetoxy-11«-0Xy-
cholansiure-methylester (XXI) gewinnen.

4) Die Bereitung dieses Stoffes bzw. der 3 «-Oxy-cholen-(9)-siure
(VII) gelingt zwar prinzipiell auch auf dem von Chakravorty und
Wallis beschriebenen Wege durch Reduktion von 3 «-Oxy-12-keto-
cholen-(9)-sdure (XVII) bzw. ihrer Ester nach Wolff-Kishner. Dabei
entstehen aber auch aus dem reinsten Ester (VI) neben (VII) noch
die isomere in 11,12-Stellung ungesittigte Sdure (entspr. Formel
(XX)) und vielleicht noch geringe Mengen anderer Isomerer. Aus

1) Uber analoge Reaktionen vgl. H. B. Alther, T. Reichstein, Helv. 25,805 (1942),
sowie J. Press, T. Reichstein, Helv. 25, 878 (1942).
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nicht ganz reinem (VI), wie er meistens verwendet werden muss, ent-
steht gleichzeitig noch Lithocholsdure (XT).

5) Die drei Sduren (VII), (XX) und (XTI) lassen sich auch in ver-
esterter Form kaum voneinander trennen. In Gemischen der drei
Sduren lidsst sich der Gehalt an jeder Komponente durch Umsetzung
der acetylierten Methylester mit Benzopersiure und anschliessende
chromatographische Trennung ermitteln.

Experimenteller Teil.
Alle Schmelzpunkte sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert
(Fehlergrenze ca. 4-29°).
3a-Acetoxy-12-keto-cholansdure (I)l-%).

17 g im Vakuum getrocknete 3«-Oxy-12-keto-cholansiure (be-
reitet nach Reichstein und Sorkin®)) wurden in 50 cm? Eisessig gelost,
mit 10 cm?® Essigsiure-anhydrid versetzt und 1 Stunde unter Riick-
fluss gekocht. Zur siedenden Lésung wurden hierauf 70 em?® Wasser
zundchst tropfenweise, dann rascher zugegeben, die Mischung unter
o6fterem Umschiitteln erkalten gelassen und die bald einsetzende Kry-
stallisation durch vorsichtigen Zusatz von weiteren 30 cm3 Wasser
und lingeres Stehen bei 09 moglichst vervollstindigt. Die abgenutsch-
ten Krystalle wurden mit 40-proz. Essigsiure gewaschen, im Vakuum
getrocknet und aus Aceton-Ather umkrystallisiert, wobei 18 g farb-
loser Nadeln resultierten, die bei 198—200° schmolzen. Eine noch-
mals umkrystallisierte Probe schmolz bei 199—200° in guter Uber-
einstimmung mit den Angaben von Wieland und Mitarbeitern!). Die
spez. Drehung betrug: [«] = + 102,20 4+ 1,5° (¢ = 1,4679 in Aceton).

14,670 mg Subst. zu 0,9994 cm3; | = 1 dm; a})s = +1,5° 4- 0,02,

3a-Acetoxy-118-brom-12-keto-cholansidure (XIV).

Bei der Bromierung hielten wir uns weitgehend an die Angaben
von Longwell und Wintersteiners). 10,5 g 3 a-Acetoxy-12-keto-cholan-
sdure wurden in einem mit eingeschliffenem Riickflusskiihler und
Glasriihrer versehenen Kolben in 40 cm3 gegen Chromsiure bestan-
digem Eisessig gelost, mit einem Tropfen 30-proz. Bromwasserstoff-
sdure-Hisessiglosung versetzt und bei 75° Badtemperatur im Laufe von
4 Stunden unter leichtem Riihren durch einen bis fast auf den Boden
des Kolbens fithrenden Tropftrichter die Losung von 1,5 cm3 Brom
(= 1,5 Mol) in 40 cm?® Eisessig zugetropft. Anschliessend wurde ohne
zu rithren noch 4 Stunden weiter erwirmt, hierauf das iiberschiissige
Brom durch Evakuieren bei 30° Badtemperatur moglichst entfernt

1) H. Wieland, E. Dane, E. Scholz, Z. physiol. Ch. 211, 261 (1932).

%) K. Kyogoku, Z. physiol. Ch. 246, 99 (1937).

8) K. Kaziro, T. Shimada, Z. physiol. Ch. 249, 220 (1937).

4 E. Marker, E. J. Lawson, Am. Soc. 60, 1334 (1938).
)
)

k.
5} B. B. Longwell, 0. Wintersteiner, Am. Soc. 62, 200 (1940).
T. Reichstein M. Sorkin, Helv. 25, 797 (1942).

o
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und das Reaktionsgemisch unter kriftigem Riihren in 800 cm?3 Eis-
wasser eingegossen, wobei ein gelblicher, flockiger Niederschlag aus-
fiel. Dieser wurde nach einstiindigem Stehen bei 0° abgenutscht, mehr-
mals mit Wasser gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber Calcinm-
chlorid getrocknet. Das kriimelige Produkt wurde hierauf im Mérser
fein verrieben und im Vakuum bei 50° volistéindig getrocknet. Die
Ausbeute an diesem rohen Gemisch betrug 12,5 g.

Ist man im Besitz von reiner g-Bromsdure (XIV), so gelingt es
oft, einen kleinen Teil direkt abzuscheiden. 12 ¢ des obigen rohen
Bromierungsproduktes wurden zu diesem Zweck in etwa 15 cm3 abso-
lutem Ather geldst, mit einem Tropfen Eisessig versetzt, mit einer
Spur hochschmelzender Bromsédure (XIV) beimpft und einen Tag bei
18° stehen gelassen. Die hierauf abfiltrierten und mit Ather gewasche-
nen Krystalle schmolzen bei 218—222%und wogen 230 mg. Die Mutter-
laugen wurden unter vorsichtigem Erwirmen und Umschwenken
langsam mit Petrolither versetzt, bis keine weitere Triibung mehr
eintrat, und so lange stehen gelassen, bis sich die iiberstehende Lisung
geklirt hatte. Hierauf wurde sie abgegossen und die harzige Fillung
erneut aus Ather mit Petrolither umgefillt. Diese Operation wurde
insgesamt zehnmal ausgefithrt, wofiir etwa 1,5 Liter Petrolidther nétig
waren. Die letzte harzige Fillung wird zweckmissig mit dtherischer
Diazomethanlésung methyliert und das methylierte Produkt chro-
matographisch getrennt (vgl. weiter unten).

Die vereinigten Ather-Petrolitherlosungen wurden eingedampft
(zuletzt im Vakuum) und der Riickstand (6 g) in 15 em3 absolutem
Ather gelost, mit einem Tropfen Eisessig versetzt und nach Impfen
mit g-Bromsdure (XIV) 16 Stunden bei Zimmertemperatur stehen
gelassen. Die ausgeschiedenen langen Nadeln wurden mit Ather ge-
waschen. Sie schmolzen bei 216—222° und wogen 0,6 g. Die Mutter-
laugen wurden eingedampft (zuletzt im Vakuum), der Riickstand in
240 cm? Eisessig gelost und unter starkem Schiitteln allmihlich mit
170 em3 Wasser versetzt, wobei ein hellbraunes Harz ausfiel (2,5 g),
das wieder fiir die Methylierung und chromatographische Trennung
verwendet werden konnte. Die klare Losung wurde mit Wasser bis
zur starken Triibung versetzt und 16 Stunden bei 18° stehen gelassen,
worauf sich nadelige Krystalle abschieden, die nach dem Abnutschen
und Trocknen bei 170—220° schmolzen und 0,7 g wogen (Krystalli-
sat I). Die Mutterlaugen wurden erneut bis zur starken Triibung mit
Wasser versetzt und wiederum 16 Stunden bei 189 stehen gelassen
und dieses Verfahren nach Abnutschen der ausgeschiedenen Krystalle
noch zweimal wiederholt, wobei die folgenden drei Krystallisate re-
sultierten:

Krystallisat II = 0,8 g koérnige Krystalle vom Smp. 140—170°
. I = 0,95 g breite, kurze Nadeln vom Smp. 178—180°
. IV = 0,35 g breite, kurze Nadeln vom Smp. 177—1809
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Die geringen in der Mutterlauge verbliebenen Reste wurden mit
viel Wasser gefillt und das so gewonnene Material zur Veresterung und
chromatographischen Trennung verwendet.

Das Krystallisat I (0,7 g) lieferte beim Umbkrystallisieren aus
Ather-Petrolither 0,22 ¢ der g-Sdure (XIV) vom Smp. 220—222°,
Die Mutterlaugen sowie das Mischkrystallisat II wurden zur Methy-
lierung und chromatographischen Trennung verwendet. Die Krystalli-
sate III und IV lieferten die o-Sdure (III).

Die 1,05 g f-Saure (XIV) wurden in viel Ather gelost und die
filtrierte Losung auf ein kleines Volumen eingeengt, wobei farblose
feine Nadeln auskrystallisierten, die nach dem Waschen mit Ather
und Trocknen im Hochvakuum bei 220—222° schmelzem. Die spez.
Drehung betrug: [«] = -+ 39,2° £ 29 (¢ = 1,0466 in Aceton).

10,460 mg Subst. zu 09994 cm?; I =1dm; ajf = +0,41° 4 0,02°

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 60° getrocknet.

3,814 mg Subst. gaben 8,37 mg CO, und 2,568 mg H,0 (E.T.H.)

4,751 mg Subst. gaben 1,65 mg AgBr (E.T.H.)
CyeH,,0,Br (511,56) Ber. C 61,04 H 7,65 Br 15,629
Gef. ,, 59,80 ,, 7,57 ,, 14,98%

Sofern kein Analysenfehler vorliegt, war die Substanz anschei-
nend nicht trocken; die gefundenen Werte wiirden auf 1, Mol Kry-
stallwasser passen. (Ber. C 59,98, H 7,74, Br 15,37 %,)

Die Mischprobe mit der bei 200° schmelzenden 3 «-Acetoxy-12-
keto-cholansdure (I) schmolz bei 197—2209, gab also keine deutliche
Schmelzpunktserniedrigung.

Zur Gewinnung der ersten Impfkrystalle wurde das rohe Bro-
mierungsprodukt wie beschrieben mehrmals aus Ather mit Petrol-
dther umgefillt und die dabei in Lésung gebliebenen Anteile frak-
tioniert aus Eisessig-Wasser, dann aus Ather umkrystallisiert. Dies
Verfahren gelingt meistens, aber nicht immer, da bei der Bromierung
stets zur Hauptsache die o-Bromsiure (III) entsteht.

3a-Acetoxy-11la-brom-12-keto-cholansdure (III).

Die tiefer schmelzenden Anteile (Krystallisate (III) und (IV)),
die bei der fraktionierten Krystallisation der rohen Bromsiure er-
halten wurden, gaben nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Eis-
essig-Wasser farblose Nadeln, die bei 179—1829° schmolzen. Sie wur-
den zur Analyse im Hochvakuum bei 60° getrocknet.

4,780 mg Subst. gaben 10,690 mg CO, und 3,27 mg H,0 (Sch.)
CpH,,0;Br (511,56) Ber. C 61,06 H 7,65%
Gef. ,, 61,06 ,, 7,699

Es ist nicht ganz sicher, ob das Priparat vollig frei vom Isomeren
war, doch gab die Methylierung leicht reinen «x-Bromester. Die Siure
gibt bei der Mischprobe mit der bei 200° schmelzenden 3 «-Acetoxy-
12-keto-cholansidure (I) eine deutliche Schmelzpunktserniedrigung.
Die Mischung schmolz bei 158—164°9,
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3a-Acetoxy-118-brom-12-keto-cholansiure-methylester
(XV) aus reiner Siure (XIV).

0,7 g 3a-Acetoxy-11 f-brom-12-keto-cholansdure (XIV) vom
Smp. 220—222° wurden in viel absolutem Ather geldst, mit iiber-
schiissiger dtherischer Diazomethanlésung versetzt und 10 Minuten
bei 18° stehen gelassen. Hierauf wurde mit verdiinnter Salzsiure,
Sodalosung und Wasser gewaschen, {iber Natriumsulfat getrocknet
und stark eingeengt. Beim Stehen schieden sich 0,45 g farblose, ling-
liche Blattchen ab, die bei 158—161° schmolzen. Die Mutterlauge
gab beim Einengen noch weitere 0,15 g derselben Reinheit. Ein-
maliges Umkrystallisieren aus Ather gab farblose, lingliche Blitt-
chen oder flache Nadeln, die bei 160-—161° schmolzen und im Hoch-
vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet wurden. Die spez. Drehung
betrug: [«] = + 37,56° & 19 (¢ = 2,211 in Chloroform).

22,100 mg Subst. zu 0,9994 cm?; I = 1 dm; als = +0,83° 4 0,020
4,022 mg Subst. gaben 9,130 mg CO, und 2,870 mg H,0 (Sch.)

5,640 mg Subst. gaben 2,080 mg AgBr (Sch.)
Cy,H,,0;Br (525,59) Ber. C 61,72 H 7,87 Br. 15,219,
Gef. ,, 61,95 ,, 7,98 ,, 15,70%

Der Ester gibt bei der Mischprobe mit dem bei 155° schmelzen-
den 3 z-Acetoxy-12-keto-cholansidure-methylester (11)?) eine deutliche
Sehmelzpunktserniedrigung.

3a-Acetoxy-1lla-brom-12-keto-cholansiure-methylester
(IV) aus reiner Sidure (ILI).

2,4 g 3u-Acetoxy-11 a-brom-12-keto-cholansidure (I11) vom Smp.
179—182° wurden, wie bei der 11 f-Bromséure beschrieben, mit Diazo-
methan methyliert und das Rohprodukt mehrmals aus Ather-Petrol-
4ther umkrystallisiert, wobei 1,13 g farblose Blittchen resultierten,
die bei 100—101° schmolzen. Die unreinen Teile wurden chromato-
graphisch nach der Durchlaufmethode iiber Aluminiumoxyd gerei-
nigt, wobei das reine Material sich mit Benzol-Petrolither sowie mit
absolutem Benzol eluieren liess. Hierauf wurden nach einmaligem
Umbkrystallisieren aus Ather-Petrolither noch 0,34 g reiner Ester vom
Smp. 100—101° erhalten. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei
20° getrocknet. Die spez. Drehung betrug: [o]y = + 47,3° & 2° (¢ =
1,121 in Chloroform).

11,202 mg Subst. zu 0,9994 cm?; [ = 1 dm; ¥ = 10,53° - 0,020
3,700 mg Subst. gaben 8,33 mg CO, und 2,63 mg H,0 (E.T.H.)
9,351 mg Subst. gaben 3,378 mg AgBr (E.T.H.)
CpH,,0,Br (525,59) Ber. C 61,71 H 7,86 Br 1521%
Gef. ,, 61,44 ,, 7,95 ,, 15,379%

Nach einigen Wochen schmolz das Priparat bei 159—161° und

krystallisierte aus Ather-Petrolither in groben Nadeln, die denselben

1y M. Sorkin, T. Reichstein, Helv. 25, 797 (1942).
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Schmelzpunkt zeigten. Bei einer erneuten Herstellung konnte nur
noch die hochschmelzende Modifikation gewonnen werden. Sie gab
bei der Mischprobe mit dem fast gleich schmelzenden g-Bromester
(XV) eine deutliche Schmelzpunktserniedrigung, ebenso mit dem bei
155%schmelzenden 3 - Acetoxy-12-keto-cholansiiure-methylester (IT)1).

1la-Brom-ester (IV) und 1148-Brom-ester (XV) aus rohem
Gemisch und aus Mutterlaugen.

Da die Gewinnung der 11 8-Bromséiure (XIV) nicht immer repro-
duzierbar ist, kann der Ester (XV) auch direkt aus dem rohen Bro-
mierungsprodukt isoliert werden, doch ist die Ausbeute immer sehr
gering. In grosseren Mengen wird dabei der «-Ester (IV) erhalten,
zu dessen Herstellung diese Methode am bequemsten ist.

3 g rohe 3a-Acetoxy-11-brom-12-keto-cholansiure (Gemisch)
wurden mit Diazomethan methyliert und das rohe Methylesterge-
misch nach der Durchlaufmethode iiber 80 g Aluminiumoxyd (Merck,
standardisiert nach Brockmann) chromatographisch in etwa 20 Frak-
tionen aufgeteilt, wobei fiir jede Fraktion 150 em? Losungsmittel ver-
wendet wurden.

Die ersten mit Benzol-Petrolither (1:3) erhaltenen Fraktionen
lieferten wenig Krystalle, die sich als 3 «-Acetoxy-12-keto-cholansiure-
methylester (II) erwiesen. Zwei weitere, mit Benzol-Petroldther (1: 1)
eluierte Fraktionen gaben beim Umkrystallisieren aus Ather-Petrol-
dther 80 mg f-Bromester (XV) als feine flache Nadeln vom Smp. 160
bis 161° (Mischprobe). Aus zwei weiteren Fraktionen wurden Gemische
erhalten. Die folgenden, mit Benzol-Petrolither (1: 1) sowie die mit
absolutem Benzol eluierbaren Anteile lieferten nach Umkrystallisieren
aus Ather-Petrolither 230 mg «-Bromester (IV) in Form grober Na-
deln vom Smp. 159—161° (Mischprobe).

Ganz analog konnen auch die Mutterlaugen der krystallisierten
Bromsiuren sowie die beim Umfillen der rohen Siure mit Ather-
Petrolither erhaltenen unloslichen Anteile verarbeitet werden. Der
11 «-Bromester (1V) wird immer erhalten, der 11 8-Bromester (XV)
jedoch nicht immer und stets nur in kleinen Mengen.

3a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (VI).

a) Reinstes Priparat aus 3«-Acetoxy-118-brom-12-
keto-cholansdure-methylester (XV) mit Pyridin. 950 mg
3 a-Acetoxy-118-brom-12-keto-cholansidure-methylester (XV) vom
Smp. 160—161° wurden in 5 em3 absolutem Pyridin gelést und 6
Stunden unter Riickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde das
gelbliche Reaktionsprodukt mit verdiinnter Schwefelsiure versetzt
und mit Ather ausgeschiittelt. Die schwefelsaure Lésung enthielt

1) M. Sorkin, T. Reichstein, Helv. 25, 797 (1942).
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reichlich Brom-ionen. Die Atherlésung wurde mehrmals mit verdiinn-
ter Salzsiure, Sodaldsung und Wasser gewaschen, iiber Natrium-
sulfat getrocknet, auf ein kleines Volumen eingeengt und mit Petrol-
ither versetzt. Beim Stehen krystallisierten 650 mg farbloser Nadeln
vom Smp. 145—147° Die Mutterlauge lieferte nach Einengen noch
140 mg vom gleichen Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde nochmals
aus Ather-Petrolither umkrystallisiert und im Hochvakuum bei 60°
getrocknet. Der Schmelzpunkt war unverindert 145—147°. Die spez.
Drehung betrug:
[o)f) = -+ 110,8% 1 20 (¢ = 0,9923 in Chloroform) bzw. [«]¥ =

= +101,4° 4 1,5° (¢ = 1,8739 in Aceton).

9,917 mg Subst. zu 0,9994 cm?® (CHCL,); = 1 dm; oc%o = +1,10° + 0,020

18,728 mg Subst. zu 0,9994 cm? (Aceton); I = 1 dm; a})s = +1,99 140,020

3,908 mg Subst. gaben 10,43 mg CO, und 3,14 mg H,0 (E.T.H.)

CpHy0; (444,59)  Ber. C 72,94 H 9,079
Gef. ,, 72,83 ,, 8,999

Das Priaparat zeigte im U.V.-Absorptionsspektrum in Alkohol
starke selektive Absorption mit einem Maximum bei 241 myu und
log ¢ = 4,06. Die Mischprobe mit dem fast gleich schmelzenden 3 «-
Acetoxy-12-keto-cholansidure-methylester (II) gab keine Schmelz-
punktserniedrigung. Da auch die spez. Drehungen von (II) und (VI)
sehr dhnlich sind, so stellt die quantitative Ausmessung des U.V.-
Absorptionsspektrums den sichersten Weg zur Bestimmung der Rein-
heit dar. Das Produkt gibt, in wenig Chloroform gelost, wie andere
o, f-ungesittigte Ketone auf Zusatz von Tetranitromethan keine Gelb-
farbung.

b)Aus3a-Acetoxy-1la-brom-12-keto-cholansiure-me-
thylester (IV) mit Kollidin. 1,5 g 3«-Acetoxy-11a«-brom-12-
keto-cholansidure-methylester (IV) vom Smp. 159—161° wurden zwei
Stunden mit 6 em® Kollidin unter Riickfluss gekocht. Die wie bei
a) durchgefiihrte Aufarbeitung gab ein gelbes neutrales Rohprodukt.
In der schwefelsauren Losung liessen sich reichlich Brom-ionen nach-
weisen. Das krystalline Rohprodukt wurde im Molekularkolben bei
0,01 mm und 200° Badtemperatur destilliert, wobei ein merklicher
Kolbenriickstand verblieb, der sich allm#hlich unter Dunkelfarbung
zersetzte. Das hellgelbe, teilweise krystalline Destillat wog 0,93 g und
wurde durch Chromatographie iiber 20 g Aluminiumoxyd (Merck,
standardisiert nach Brockmann) gereinigt. Aus den mit Benzol-Petrol-
dther, sowie mit Benzol eluierbaren Anteilen wurden durch Umkry-
stallisieren aus Ather-Petrolither 0,45 g farblose lange Nadeln er-
halten, die bei 145—147° schmolzen. Die Mischprobe mit dem nach
a) bereiteten Vergleichspriparat schmolz ebenso. Das Priparat zeigte
im U.V.-Absorptionsspektrum in Alkohol starke selektive Absorption
mit einem Maximum bei 240 mu und log ¢ = 3,95, war also weniger
rein als das nach a) bereitete.
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Nach 6-stiindigem Kochen mit Pyridin liess sich der «-Brom-
ester grosstenteils unveriandert zuriickgewinnen.

c) Ausrohem Bromierungsprodukt. Ein Priparat, dasden-
selben Schmelzpunkt zeigte, wurde auch érhalten, als das rohe Bro-
mierungsprodukt mit Diazomethanlosung methyliert und das Ge-
misch der Methylierungsprodukte mit Kollidin verkocht wurde. Der
nach chromatographischer Reinigung durch Umkrystallisieren aus
Ather-Petrolither in Form farbloser Nadeln erhaltene Ester schmolz
bei 145—147° und gab bei der Mischprobe mit dem nach a) und b)
bereiteten keine Schmelzpunktserniedrigung. Das Maximum des in
Alkohol aufgenommenen U.V.-Spektrums lag aber bei 240 mu und
log ¢ = 3,85, woraus hervorgeht, dass dies Priparat noch grosse
Mengen des gesittigten Esters (II) enthielt.

3x-0Oxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (XVIII).

50 mg 3 a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (VI) vom
Smp. 145—147% wurden in 2 cm3 1-proz. methylalkoholischer Salz-
sdure gelost und 24 Stunden bei 18° stehen gelassen. Dann wurde im
Vakuum eingedampft, der Riickstand in Ather gelost und die dthe-
rische Losung mit verdiinnter Salzsiure, Sodalésung und Wasser ge-
waschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, auf ein kleines Volumen
eingeengt und mit Petrolither versetzt. Die beim Stehen ausgeschie-
denen Nadeln (40 mg) wurden nochmals aus Ather-Petrolither umkry-
stallisiert und im Hochvakuum bei 60° getrocknet. Sie schmolzen bei
115—116° und zeigten die spez. Drehung: [« = + 93,20 - 2°
(¢ = 1,0723 in Aceton).

10,716 mg Subst. zu 0,9994 cm3; | = 1 dm; a})'i = +1,00° -- 0,02°

Zur Analyse wurde unmittelbar vor der Verbrennung im Vakuum
kurz geschmolzen und im Schweinchen eingewogen.

3,821 mg Subst. gaben 10,430 mg CO, und 3,22 mg H,0 (E.T.H.)
CysHye0, (402,54) Ber. C 74,59 H 9,519
Gef. ,, 74,49 ,, 9,43%

Das Produkt gab bei der Mischprobe mit dem bei 113—1149
schmelzenden gesittigten 3 «-Oxy-12-keto-cholansidure-methylester?)
keine Schmelzpunktserniedrigung. Auch die spez. Drehung ist sehr
dahnlich.

Freie Sdure (XVII). Die durch kurzes Kochen von (VI) oder
(XVIII) mit methylalkoholischer Kalilauge erhiltliche freie Sdure
(XVII) krystallisierte aus Ather in Nadeln vom Smp. 173—174° in
guter Ubereinstimmung mit den Angaben von Chakravorty und
Wallis?). Die spez. Drehung betrug: [«]y = + 96,19 - 5° (¢ = 0,4577
in Aceton).

4,575 mg Subst. zu 0,9994 cm®; | = 1 dm; o> = +0,44° 10,020

1) M. Sorkin, T. Reichstein, Helv. 25, 797 (1942).

%) P. N. Chakravorty, E. 8. Wallis, Am. Soc. 62, 318 (1940).
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Die Mischprobe mit der bei 161° schmelzenden gesiittigten 3a-Oxy-
12-keto-cholansiure?!) gab keine Schmelzpunktserniedrigung, wihrend
Chakravorty und Wallis eine solche beobachtet haben.

Semicarbazon der Siure (XVII). 30 mg 3a-0xy-12-keto-
cholen-(9)-sdure (XVII) vom Smp. 173—174° wurden mit 0,4 cm3
einer 10-proz. methylalkoholischen Semicarbazid-acetat-Losung zwei
Stunden unter Riickfluss gekocht. Dann wurde stark eingeengt, mit
viel Ather ausgeschiittelt und die mit verdiinnter Salzsiure und
Wasser gewaschene und iiber Natriumsulfat getrocknete Atherlosung
auf ein kleines Volumen eingeengt, wobei sich ein Krystallpulver aus-
schied, das nach dem Waschen mit Ather bei 270° unter Zersetzung
schmolz und in Ather jetzt praktisch unléslich war. Zur Analyse
wurde im Hochvakuum bei 60° getrocknet.

3,22 mg Subst. gaben 0,292 cm® N, (16°; 716 mm) (E.T.H.)
CyHyO.N; (445,57)  Ber. N 9,43 Gef. N 10,09%

Aus den Methylestern (VI) und (XVIII) konnte ein Semicarbazon

nicht erhalten werden.

3a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure (V)3).

45 mg 3a-Oxy-12-keto-cholen-(9)-sdure (XVII) (Rohprodukt)
wurden in 3 em? Eigessig gelost, mit 0,5 em? Essigsdure-anhydrid ver-
setzt und 1 Stunde unter Rickfluss gekocht. Hierauf wurde 1 cm?
Wasser zunichst tropfenweise zugegeben und noch 5 Minuten weiter
gekocht. Dann wurde in der Hitze vorsichtig mit Wasser bis zur
beginnenden Triibung versetzt und langsam erkalten gelassen, wobei
sich 35 mg feine Blittchen vom Smp. 198—203° aussschieden. Diese
wurden aus Ather umkrystallisiert und gaben 25 mg Blittchen vom
Smp. 205—206°, in guter Ubereinstimmung mit den Angaben von
B. B. Longwell und 0. Wintersteiner?). Die spez. Drehung betrug:
[l = + 99,20 + 20 (¢ = 1,0480 in Aceton).

10,474 mg Subst. zu 0,9994 em?; I = 1dm; afy = + 1,040 4 0,02°

Die Mischprobe mit der bei 200° schmelzenden 3x-Acetoxy-12-
keto-cholansédure (I) schmolz bei 203—205°.

3,12-Diketo-cholen-(9)-sdure-methylester (XVI).

20 mg 3 «-Oxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (X VIII) vom
Smp. 115—116° wurden in 0,25 cm? reinstem FEisessig gelost, mit
0,25 em3 2-proz. Chromtrioxyd-Eisessiglosung (= 5 mg CrOjy) versetzt
und 16 Stunden bei 18° stehen gelassen. Hierauf wurde im Vakuum
bei 30° Badtemperatur zum Syrup eingeengt, mit Wasser versetzt
und mit Ather ausgeschiittelt. Die mit verdiinnter Schwefelsiure,
Sodalosung und Wasser gewaschene und iber Natriumsulfat getrock-

1) H. Wieland, E. Boersch, Z. physiol. Ch. 106, 190 (1919).
2) B. B. Longwell, 0. Winterstetner, Am. Soc. 62, 200 (1940).
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nete Atherlosung wurde stark eingeengt und mit Petrolither versetzt,
wobei reichliche Krystallisation eintrat. Die farblosen, flachen Nadeln
schmolzen nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Ather-Petrolither
bei 131—132° und wogen 10 mg. Sie wurden im Hochvakuum bei 60°
getrocknet. Die spez. Drehung betrug: [o]ly == +71,6° + 2% (¢ = 0,8658
in Aceton).
8,653 mg Subst. zu 0,9994 cm?; I = 1dm; “1D9 = +0,62° +0,02°
2,930 mg Subst. gaben 8,051 mg CO, und 2,42 mg H,0 (E.T.H.)
CysH404 (400,54) Ber. C 74,96 H 9,069
Gef. ,, 74,99 ,, 9,24%

Das Produkt gab bei der Mischprobe mit dem genau gleich
schmelzenden gesittigten 3,12-Diketo-cholansiure-methylester keine
Schmelzpunktserniedrigung, unterscheidet sich von ihm jedoch durch
eine um fast 20° niedrigere Drehung?).

Reduktion von nicht ganz reinem 3a-Acetoxy-12-keto-
cholen-(9)-sdure-methylester (VI) nach Wolff-Kishner.

0,5 g 3a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (VI), der
aus (IV) bereitet war und im U.V.-Absorptionsspektrum in Alkohol
ein Maximum bei 240 myg und log & = 3,95 zeigte, wurden in einem
Bombenrohr mit 2,5 em3 Hydrazinhydrat und der Lésung von 0,4 g
Natrium in 10 ecm?® absolutem Alkohol vermischt, im Vakuum ein-
geschmolzen und 16 Stunden auf 180° erhitzt. Nach dem KErkalten
wurde mit Wasser versetzt, der Alkohol im Vakuum entfernt, der
Riickstand mit Salzsdure angesiuert und mit Ather ausgeschiittels.
Die mit Wasser gewaschene und iiber Natriumsulfat getrocknete
Atherléosung wurde eingeengt, mit iiberschiissiger #therischer Diazo-
methanlésung versetzt und 10 Minuten stehen gelassen. Hierauf wurde
mit verdiinnter Salzsdure, Sodalosung und Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Riickstand (0,43 g)
wurde in 1,5 cm?® absolutem Pyridin gelost, mit 0,5 ecm3 Essigsdure-
anhydrid versetzt und 16 Stunden bei 18° stehen gelassen. Dann wurde
im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Ather geldst, die Losung
neutral gewaschen, getrocknet, auf ein kleines Volumen eingeengt
und mit Petrolither versetzt. Beim Stehen schieden sich 350 mg
Nadeln aus. Nochmaliges Umkrystallisieren aus Ather-Petrolither gab
275 mg farblose, lange Nadeln, die bei 132—134° schmolzen. Weiteres
Umkrystallisieren 4nderte den Schmelzpunkt nicht mehr merklich.
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 60° getrocknet. Die spez.
Drehung betrug: [o]f = + 62,6° + 2° (¢ == 1,1654 in Aceton).

11,647 mg Subst. zu 0,9994 cm®; | = 1 dm; oz:]l)3 = +0,73% +0,02°
3,690 mg Subst. gaben 10,171 mg CO, und 3,248 mg H,0 (E.T.H.)
CpH,,0, (430,61) Ber. C 75,32 H 9,839

Gef. ,, 75,22 ,, 9,85%

1) A. Lardon, T. Reichstein, 23. Mitteilung, Helv. 26, 586 (1943) fanden fiir 3,12-

Diketo-cholansiure-methylester: [a]}f = +89,39 +-1,5° (¢ = 1,926 in Aceton).
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Das Produkt gab bei der Mischprobe mit dem bei 132 bis
134° schmelzenden Acetyl-lithocholsédure-methylester (XIII)!) keine
Schmelzpunktserniedrigung, unterscheidet sich von ihm jedoch durch
die Gelbfirbung, die seine konz. Chloroformlésung mit Tetranitro-
methan liefert, ebenso durch die weinrote Firbung, die auf Zusatz
eines Tropfens konz. Schwefelsidure zur Eisessiglosung entsteht (Lie-
bermann-Reaktion), sowie durch die um 14° héhere Drehung?) (in
Aceton). Die Mischprobe mit dem bei 116—117° schmelzenden 3 «-
Acetoxy-cholen-(11)-sédure-methylester (XX)3) schmolz bei 116—133°,
gab also ebenfalls keine Schmelzpunktserniedrigung. Hingegen gibt
die Mischprobe mit dem bei 145° schmelzenden (VI) eine kleine, aber
deutliche Schmelzpunktserniedrigung. (Die Mischung schmolz bei
125—131°%). Trotz des einheitlichen Aussehens diirfte es sich, wie aus
dem Ergebnis der Oxydation mit Benzopersdure hervorgeht, um ein
Gemisch handeln, das aus (IX), (XX) und (XIII) besteht.

Ja-Acetoxy-9,11-oxydo-cholansiure-methylester (X) und
Nebenprodukte aus rohem (IX).

250 mg des Krystallisates vom Smp. 132—134° (rohes (IX)) wur-
den mit der titrierten Lisung von 161 mg Benzopersdure in 5 ¢cm3 Chlo-
roform vermischt und 24 Stunden bei 18° stehen gelassen. Hierauf
wurde bei 0° mit einer Losung von 1 g Natriumjodid in 10 ¢cm?® Wasser
und 2 em3 Hisessig versetzt und mit 0,1-n. Natriumthiosulfatlésung
zuriicktitriert, wobei sich ein Verbrauch von 70,4 mg Benzopersiure
(= 1,12 Mol) ergab. Die Mischung wurde nun mit Ather ausgeschiit-
telt, die Atherlosung mit Natriumthiosulfatlosung,verdiinnter Soda-
losung und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und
eingedampft. Der Rilckstand wurde nach der Durchlaufmethode iiber
8 g Aluminiumoxyd chromatographisch getrennt, wobei zum Nach-
waschen fiir jede Fraktion 25 cm? der in der Tabelle genannten Lo-
sungsmittel dienten.

Die Fraktion 4 lieferte beim Umkrystallisieren aus Ather-Petrol-
ather etwa 10 mg farblose Prismen vom Smp. 130—132° Das Pro-
dukt gab, in wenig Chloroform gelost, auf Zusatz von Tetranitro-
methan keine Gelbfirbung. Die Mischprobe mit Acetyl-lithochol-
siure-methylester vom Smp. 132—134°4) wies keine Schmelzpunkts-
erniedrigung auf.

1) 8. Bergsirim, G. A. D. Haslewood, Soc. 1939, 541.

2) Die spez. Drehung von Acetyl-lithocholsdure-methylester (XIII) scheint in der
Literatur nicht beschrieben zu sein. Wir haben sie daher bestimmt und fanden: [ot]lg =
+48,4° +3° (¢ = 0,805 in Aceton).

9,851 mg Subst. zu 1,2237 em?; 1= 1 dm; ay) = +0,39° -+ 0,02°

3y J. Press, T. Reichstein, Helv. 25, 878 (1942).

4) 8. Bergstrom, G. A.D. Haslewood, Soc. 1939, 541.
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Fra,k\};ions- Losungsmittel Riickstand
Nr.
13 Petrolather Spuren
4 Benzol-Petrolither (1:9) kurze Nadeln Smp. 128—130°
5 Benzol-Petrolather (1:4) Krystalle Smp. 118—120°
6 Benzol-Petrolather (3:7) lange Nadeln Smp. 120—1230°
7—9 Benzol-Petrolather (1:1) lange Nadeln Smp. 122-—-124°
10 Benzol lange Nadeln Smp. 1221249
11 Benzol Krystalle Smp. 112—116°
12 Benzol-Ather (4:1) breite Nadeln Smp. 138—1420
13 Ather wenig
14 Chloroform Spur

Die Fraktionen 6—10 gaben beim Umkrystallisieren aus Ather-
Petrolither 110 mg lange farblose Nadeln vom Smp. 121—1229, die
als Hauptprodukt der Reaktion den neuen 9,11-Oxydoester (X) dar-
stellen. Sie wurden im Hochvakuum bei 60° getrocknet. Die spez.
Drehung betrug: [«]f = + 44,1° + 29 (¢ = 1,3147 in Aceton).

13,139 mg Subst. zu 0,9994 cm3; [ = 1 dm; oz%3 = + 0,589 + 0,020
3,687 mg Subst. gaben 9,822 mg CO, und 3,101 mg H,0 (E.T.H.)
CyHyy0; (446,61) Ber. C 72,61 H 9,489

Gef. ,, 72,70 ,, 9,419

Das Produkt krystallisiert aus Methanol in langgestreckten,
sechseckigen Blattchen. Es gibt mit Tetranitromethan keine Gelb-
firbung. Die Mischprobe mit dem Ausgangsmaterial (Smp. 132—1349)
schmolz bei 111—1179, die Mischprobe mit dem bei 140—142° schmel-
zenden 11,12-Oxydo-ester (XI1X)1) bei 125—134°,

Die Fraktion 12 gab beim Umkrystallisieren aus Ather 20 mg breite
Nadeln vom Smp. 140—142°. Die Mischprobe mit 3 «-Acetoxy-11,12-
oxydo-cholansiure-methylester (XIX)') von demselben Schmelz-
punkt zeigte keine Erniedrigung. Das Produkt gab mit Tetranitro-
methan keine Gelbfirbung.

Reduktion von reinstem 3a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-
sdure-methylester (VI) nach Wolff-Kishner.

110 mg reinster 3 a-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sidure-methylester
(VI) (die aus (XV) bereitet waren und im U.V.-Absorptionsspektrum
ein Maximum bei 241 mu und log ¢ = 4,06 zeigten) wurden wie oben
beschrieben durch zehnstiindiges Erhitzen mit 0,55 cm3 Hydrazin-
hydrat und der Loésung von 0,1 g Natrium in 2,5 cm® absolutem
Alkohol aut 1700 reduziert. Nach Methylierung und Acetylierung wur-
den durch zweimaliges Umkrystallisieren aus Ather-Petrolither 38 mg
eines Krystallisates erhalten, das bei 132—135° schmolz, also prak-
tisch gleich wie das weiter oben beschriebene aus nicht ganz reinem
(VI) bereitete Mischkrystallisat.

3) J. Press, T. Reichstein, Helv. 25, 878 (1942).
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Umsetzung mit Benzopersiure. Die 38 mg rohes (IX) wur-
den mit der Losung von 24,5 mg Benzopersiure (= 2 Mol) in 2 cm3
Chloroform versetzt und 16 Stunden bei 18° stehen gelassen. Die
Titration ergab hierauf einen Verbrauch von 12,1 mg (= 1,0 Mol).
Die wie oben durchgefiihrte Aufarbeitung lieferte 39 mg neutrales
Reaktionsprodukt, das wieder direkt chromatographisch getrennt
wurde.

Bereits die erste Fraktion, die einen Riickstand hinterliess,
lieferte beim Umkrystallisieren aus Ather-Petrolither den 9,11-Oxydo-
ester (X) als farblose Nadeln vom Smp. 120—122° (Mlschprobe eben-
50). Insgesamt wurden davon 23 mg in reiner Form erhalten. Aus
den schwerer eluierbaren Fraktionen wurden nach Umkrystallisieren
aus Ather-Petrolither 2 mg nicht ganz reiner 11,12-Oxydoester (XIX)
gewonnen, der bei 138—141° schmolz und bel der Mischprobe mit
reinem (XIX) keine Schmelzpunktserniedrigung gab. Acetyl-litho-
cholséure-ester (XIII) konnte in diesem Versuch nicht aufgefunden
werden. Wenn er entstanden ist, so war die vorhandene Menge sehr
gering. Die gute Ausbeute an (X) zeigt, dass das Krystallisat vom
Smp. 132—135° mindestens 60 9, (IX) enthielt.

Versuch zur Hydrierung von 3«-Acetoxy-9,11-oxydo-
cholansiure-methylester (X).

In den Glaseinsatz eines Hochdruckrotierautoklaven wurde das
aus 200 mg gepulverter Nickel-Aluminium-Legierung?!) bereitete und
mit Wasser und Methanol gewaschene ,, Raney-Nickel*‘?) gegeben und
das Methanol bis auf 3 cm?® abgegossen. Hierauf wurden 75 mg 3 «-
Acetoxy-9,11-oxydo-cholansiure-methylester (X) vom Smp. 120 bis
121° zugegeben und nach Verdringen der Luft Wasserstoff bis auf
130 Atmosphiren eingepresst. Unter stindigem Rotieren wurde auf
100° aufgeheizt, 5 Stunden bei dieser Temperatur gehalten und hier-
auf erkalten gelassen. Der Inhalt wurde filtriert, das Nickel mit
Methanol nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand wurde zur Methylierung eventuell verseifter Anteile
zuniichst mit verdiinnter Salzsiure versetzt, mit Ather ausgeschiittelt
und die #therische Losung nach Waschen mit Wasser und Trock-
nen mit Natriumsulfat mit #Atherischer Diazomethanldsung ver-
setzt und 10 Minuten stehen gelassen. Hierauf wurde eingedampft
und der krystalline Riickstand zur Acetylierung in 1 em? absolutem
Pyridin gelost, mit 0,1 em3 Esgigsdure-anhydrid versetzt und 16 Stun-
den bei 18° stehen gelassen. Nach Eindampfen zur Trockne wurde
in Ather gelost, die Losung neutral gewaschen, getrocknet und ein-
gedampft. Der krystalline Riickstand (76 mg) wurde in 5 cm?® Petrol-
dther gelost, durch eine mit Petrolither bereitete Siule aus 2,1 g

1) Wir danken Hrn. M. Raney, Chattanooga, U.S.A., fir dieses Material.
2) Vgl. Organ. Synth. 21, 15 (1941).
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Aluminiumoxyd filtriert und diese mit je 7 cm? der in der Tabelle
genannten Losungsmittel nachgewaschen.

FralliI‘o;ons- Losungsmittel Riickstand

1—2 Petrolather —

3—10 Petrolather breite Nadeln Smp. 131—135°
11 Benzol-Petrolither (1:9) breite Nadeln Smp. 131—135°
12 Benzol-Petrolither (1:4) breite Nadeln Smp. 129—135°
13 Benzol-Petrclither (3:7) Krystalle Smp. 124—129°
14 Benzol-Petrolather (2:3) Krystalle Smp. 111—1169
15 Benzol-Petroliather (1:1) feine Nadeln Smp. 119—120°
16 Benzol feine Nadeln Smp. 119—120°
17 Benzol feine Nadeln Smp. 119—120°

Weitere mit Ather und Chloroform erhaltene Eluate gaben nur wenig
amorphes Material.

Die Fraktionen 3—12 wurden vereinigt und aus Ather-Petrol-
ather umkrystallisiert, wobei 12 mg breite Nadeln resultierten, die
bei 132—1359 schmolzen. In wenig Chloroform geldst, gaben sie auf
Zusatz von Tetranitromethan eine deutliche Gelbfirbung. Die Misch-
probe mit dem Krystallisat vom Smp. 132—135° (rohes (IX)) gab
keine Schmelzpunktserniedrigung. Trotzdem ist es. sehr zweifelhaft,
ob es sich um den Ester (IX) handelt.

Die Fraktionen 15-—17 wurden vereinigt und lieferten nach Um-
krystallisieren aus Ather-Petrolidther 10 mg feine Nadeln vom Smp.
119—-1219, die bei der Mischprobe mit dem Ausgangsmaterial (X)
keine Schmelzpunktserniedrigung gaben. Auch die spez. Drehung war
gleich, namlich: [o]ly = + 47,20 + 2° (¢ = 1,0802 in Aceton).

10,796 mg Subst. zu 0,9994 om3; =1 dm; alf = +0,61° +0,02°

3a-Acetoxy-cholansidure-methylester aus (IX).

30 mg des Krystallisates vom Smp. 132—135° wurden in 3 cm?
reinstem Eisessig mit 10 mg Platinoxyd hydriert. Nach einer Stunde
waren 4 cm?® Wasserstoff aufgenommen und die Hydrierung beendet
(ber. fir PtO, - H,O = 2,24 ¢m3; fiir Subst. 1,56 cm?3, total 3,8 cm3).
Nach Filtration wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in
Ather gelost, die Losung mit verdiinnter Sodalosung und Wasser
gewaschen, iber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Umkry-
stallisieren aus Methanol gab 24 mg farblose Nadeln vom Smp. 132
bis 134°. Die Mischprobe mit dem gleich schmelzenden Acetyl-litho-
cholsdure-methylester (XIII) gab keine Schmelzpunktserniedrigung.
Die spez. Drehung betrug: [«]f = -+ 47,1° + 2°(c = 1,0186 in Aceton).

10,180 mg Subst. zu 0,9994 cm; /=1 dm; otlgz +0,48° - 0,02°
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Auch dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung mit dem oben
fir Acetyl-lithocholséure-methylester gefundenen. Das Produkt gab
im Gegensatz zum Ausgangsmaterial mit Tetranitromethan keine
Gelbfiarbung.

Reiner 3a-Acetoxy-cholen-(9)-sdure-methylester (IX)
aus (XXI).

a) Mit Phosphoroxychlorid. 50 mg 3«-Acetoxy-11«-0xy-
cholansdure-methylester (XXT)!) vom Smp. 146—148° wurden in
0,2 em® absolutem Pyridin geldst, mit 0,08 em3 frisch destilliertem
Phosphoroxychlorid versetzt und 24 Stunden bei 18° stehen gelassen,
wobei die Losung unter leichter Braunfirbung zu einer krystallinen
Masse erstarrte. Es wurde mit Ather verdiinnt, die Losung mit ver-
dinnter Salzsdure, Sodalosung und Wasser gewaschen, iitber Natrium-
sulfat getrocknet, stark eingeengt und mit Petrolither versetzt, wo-
bei farblose sechseckige Blittchen vom Smp. 135—138° auskrystalli-
sierten. Nochmaliges Umkrystallisieren aus Methancl gab 30 mg
secbhseckiger Blittchen vom Smp. 138—140°. Sie wurden im Hoch-
vakuum bei 60° getrocknet. Die spez. Drehung betrug: [«]ly =
+ 62,99 + 29 (¢ = 1,0012 in Aceton).

10,006 mg Subst. zu 0,9994 cm3?; I =1 dm; oc = +0,63° 4-0,02

Zur Analyse wurde im Hochvakuum kurz geschmolzen und hier-
auf sofort verbrannt.

3,728 mg Subst. gaben 10,279 mg CO, und 3,271 mg H,0 (E.T.H.)
C,;H,,0, (430,61)  Ber. C 75,32 H 9,83%
Gef. ,, 715,25 ,, 9,82%

Die Substanz gab bei der Mischprobe mit 3«-Acetoxy-cholan-
siure-methylester (XIII) und mit 3 «-Acetoxy-cholen-(11)-sdure-me-
thylester (XX) keine Schmelzpunktserniedrigung, wohl aber bei der
Mischprobe mit dem Ausgangsmaterial (XXT); die Mischung schmolz
bei 120—122° In wenig Chloroform geldst, zeigte die Substanz auf
Zusatz von Tetranitromethan eine deutliche Gelbfirbung.

b) Mit Thionylchlorid. Die Losung von 20 mg 3 x-Acetoxy-
11 z-0xy-cholansiure-methylester (XX1I) in 0,05 cm?® absolutem Pyri-
din wurde bei Zimmertemperatur mit 0,02 em?3 reinstem Thionyl-
chlorid versetzt, wobei unter Dunkelfdrbung eine heftige Reaktion
eintrat. Nach 5 Minuten wurde das zu einer krystallinen Masse er-
starrte Gemisch wie bei a) aufgearbeitet und gab 10 mg farblose
sechseckige Blittchen vom Smp. 138—140°. Die Mischprobe mit dem
nach a) bereiteten Material gab keine Schmelzpunktserniedrigung.

In einem zweiten Versuch wurden 70 mg (XXI) in 0,2 em?® abso-
lutem Pyridin gelost und bei — 15° tropfenweise mit 0,1 cm3 Thionyl-
chlorid versetzt, wobei nur leichte Gelbfirbung elntrat Das Gemisch

1y A. Lardon, T. Reichstein, 23. Mitteilung dieser Reihe, Helv. 26, 586 (1943).
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blieb 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen und war dann fast
schwarz gefiarbt. Die wie bei a) durchgefithrte Aufarbeitung gab ein
braunes Krystallisat, das erst nach chromatographischer Reinigung
und Umkrystallisieren aus Methanol 38 mg reines (IX) vom Smp. 138
bis 140° lieferte.

3a-Acetoxy-9,11-oxydo-cholansidure-methylester (X)
aus reinem (IX).

51 mg reiner 3 «-Acetoxy-cholen-(9)-sdure-methylester (1X) vom
Smp. 138-—140° wurden in 0,4 em? Chloreform geldst, mit der Lisung
von 34 mg Benzopersdure in 1 ecm? Chloroform versetzt und 12 Stun-
den bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Titration ergab bier-
auf einen Verbrauch von 1,0 Mol, und die Aufarbeitung lieferte 50 mg
Neutralprodukt, das iiber 1,5 g Aluminiumoxyd nach der Durchlauf-
methode sorgfiltig chromatographiert wurde. Zum Nachwaschen
dienten je 5 cm?® der in folgender Tabelle genannten Lésungsmittel.

Fralli;cions- Losungsmittel Eindampfriickstand
1 Petrolather Kryst. Smp. 115—120°
2—86 Petrolather Kryst. Smp. 116—120°
7 Benzol-Petrolather (1:1) Spur Kryst. Smp. 117—120°
8 Benzol —
9 Ather —
10 Methanol Spur 01

Die Fraktionen 1—7 gaben beim Umkrystallisieren aus Methanol
36 mg reinem 3 a«-Acetoxy-9,11-0xydo-cholansdure-methylester in
Form langgestreckter sechseckiger Blittchen vom Smp. 119—12109.
Die Mischprobe mit dem Analysenpriaparat gab keine Schmelzpunkts-
erniedrigung. Weder aus der ersten noch aus der letzten Fraktion
konnten andere Produkte isoliert werden, merkliche Mengen an (XIII}
oder (XX) waren also nicht anwesend.

3x-Oxy-cholen-(9)-sdure (VII).

100 mg reiner 3 x-Acetoxy-cholen-(9)-sdure-methylester (I1X) vom
Smp. 138—140° wurden mit der Liésung von 50 mg Kaliumhydroxyd
in 4 cm® Athylalkohol 30 Minuten unter Riickfluss gekocht. Nach
Zusatz von Wasser wurde der Alkohol im Vakuum abdestilliert, die
wissrige Losung mit verdiinnter Salzsiure angesduert und die aus-
geschiedene Sidure in Ather aufgenommen. Die Atherlosung wurde
mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, auf ein kleines
Volumen eingedampft und niit Petrolither versetzt, wobei die Siure
in feinen Nadeln auskrystallisierte. Zweimaliges Umkrystallisieren
aus Ather-Petrolither lieferte feine Nadeln vom Smp. 190—192°, die
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im Vakuum bei 80° getrocknet wurden. Die spez. Drehung betrug:
[e]B® = + 46,90 + 2° (¢ = 1,1087 in absolutem Alkohol).
" 11,080 mg Subst. zu 0,9994 cm?; I = 1 dm; o'%% = +0,52° 4 0,02°

Zur Analyse wurde unmittelbar vor der Verbrennung bei 1000
getrocknet und im Schweinchen eingewogen.

3,694 mg Subst. gaben 10,375 mg CO, und 3,332 mg H,0 (E.T.H.)
Cp Hy0, (374,54) Ber. C 76,96 H 10,23%
Get. ,, 76,65 ,, 10,09%

Reinste Lithocholsdure, die durch Verseifung von chromatogra-
phisch gereinigtem Acetyl-lithocholsdure-methylester vom Smp. 134°
gewonnen worden war, schmolz ebenfalls bei 190—192° korr. Genau
gleich schmolz die Mischprobe mit (VII).

3a-0Oxy-cholen-(9)-sdure-methylester.

Ca. 50 mg reine 3 «-Oxy-cholen-(9)-sdure (VII) vom Smp. 190 bis
1929 wurden mit iiberschiissiger, dtherischer Diazomethanlosung ver-
setzt und 5 Minuten stehen gelassen. Dann wurde mit verdiinnter
Salzsdure, Sodalosung und Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat
getrocknet, auf ein kleines Volumen eingedampft und mit Petrol-
Ather versetzt. Nochmaliges Umkrystallisieren aus Methanol-Wasser
lieferte feine Nadeln vom Smp. 105—1079 die im Hochvakuum bei
40° getrocknet wurden. Die spez. Drehung betrug: [o]'%® = + 45,30
+ 29 (¢ = 1,1917 in Aceton).

11,910 mg Subst. zu 0,9994 em?®; I =1 dm; «'§® = +0,540 +0,02°

Zur Analyse wurde unmittelbar vor der Verbrennung im Va-

kuum kurz geschmolzen und im Schweinchen eingewogen.
3,910 mg Subst. gaben 11,044 mg CO, und 3,589 mg H,0 (E.T.H.)

CysH,,0, (388,57)  Ber. C 77,27 H 10,38

Gef. ,, 77,08 ,, 10,279,

Die Mischprobe mit dem bei 130° schmelzenden Lithocholsdure-
methylester schmolz bei 105—120°. Da wir iiber die spez. Drehung
des Lithocholsiure-methylesters in der Literatur keine Angaben fin-
den konnten, haben wir sie bestimmt und fanden: [«]f) = + 32,89 4- 20
(¢ = 1,2202 in Aceton).

12,195 mg Subst. zu 0,9994 cm?; | = 1 dm; ofs = + 0,40° -+ 0,02°

_ 3a-Acetoxy-cholen-(9)-sdure (VIII).

30 mg reine 3 «-Oxy-cholen-(9)-séiure (VII) wurden mit 1,5 em?
Eisessig und 0,4 cm3 Essigsdure-anhydrid 1 Stunde unter Riickfluss
gekocht. Dann wurden 0,56 cm?® Wasser zugegeben, 10 Minuten weiter
erhitzt und hierauf bis zur Triibung mit Wasser angespritzt. Beim
Erkalten fielen feine Blittchen aus, die bei 170—178° schmolzen.
Diese wurden im Vakuum bei 0,05 mm Druck und 210° sublimiert
und aus Ather-Petrolither umkrystallisiert, wobei farblose, recht-
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eckige Plittchen resultierten, die bei 176—179° schmolzen. Sie wur-
den 1 Stunde im Hochvakuum bei 100° getrocknet.
3,750 mg Subst. gaben 10,283 mg CO, und 3,286 mg H,0 (E.T.H.)
CoeH 0, (416,58)  Ber. C 74,96 H 9,68%
Gef. ,, 74,83 ,, 9,819
Die spez. Drehung betrug: [o]p = -+ 60,00 £+ 2° (¢ = 1,201 in
Aceton).
12,001 mg Subst. zu 0,9994 em?; I =1 dm; ol = +0,72° +0,02°

3u-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-sdure-methylester (VI)
aus (IX).

20 mg reiner 3 o-Acetoxy-cholen-(9)-sdure-methylester (IX) vom
Smp. 138-—140° wurden mit 2 cm?® 2-proz. Chromtrioxyd-Eisessig-
Losung 8 Stunden auf 40° erwirmt und hierauf iiber Nacht bei 18°
stehen gelassen. Dann wurde im Vakuum bei 30° Badtemperatur ein-
gedampft, der Riickstand mit Wasser versetzt und die Suspension
mit Ather ausgeschiittelt. Die mit verdiinnter Schwefelsiure, Soda-
losung und Wasser gewaschene und iiber Natriumsulfat getrocknete
Atherlosung hinterliess beim Eindampfen 20 mg Riickstand, der in
2 Tropfen absolutem Benzol gelost und nach Zusatz von Petrolither
iiber 0,6 g Aluminiumoxyd (Merck, standardigiert nach Brockmann)
chromatographisch getrennt wurde. Zum Nachwaschen dienten je
2 ecm?® der in folgender Tabelle genannten Losungsmittel.

Fral§:ons- Lésungsmittel Eindampfriickstand
1 Petrolither Blattchen Smp. 130—140°
2 Petrolather Blattchen Smp. 120—125°
3 Petrolather Nadeln Smp. 140--146°
4—6 Benzol-Petrolither Nadeln Smp. 143—146°
7—8 Benzol Nadeln Smp. 143—146°
9 Benzol-Ather (9:1) Nadeln Smp. 144—147°
10 Benzol-Ather (1:1) —
|

Die Fraktion 1 bestand grosstenteils aus unverindertem Aus-
gangsmaterial (IX). Die Fraktionen 4—9 gaben beim Umkrystalli-
sieren aus Ather-Petrolither 7 mg feine Nadeln vom Smp. 145—147°.
Die Mischprobe mit reinstem 3a«-Acetoxy-12-keto-cholen-(9)-siure-
methylester (VI) gab keine Schmelzpunktserniedrigung, hingegen
wurde mit dem Ausgangsmaterial (IX) eine deutliche Erniedrigung
beobachtet. Das Produkt gab mit Tetranitromethan keine Gelbfir-
bung. Das U.V.-Absorptionsspektrum in Alkchol zeigte ein Maximum
bei 241 my und log ¢ = 3,92. Zur Analyse wurde im Hochvakuum
bei 60° getrocknet.

2,966 mg Subst. gaben 7,974 mg CO, und 2,47 mg H,0 (E.T.H.)
CpHyO, (447,79)  Ber. C 72,94 H 9,07%
Gef. ,, 73,37 ,, 9,329%
36
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Einwirkung von Salzsiure auf 3«-Acetoxy-9,11-oxydo-
cholanséure-methylester (X).

40 mg 3 x-Acetoxy-9,11-oxydo-cholansiure-methylester (X) vom
Smp. 120—122° wurden in 1 ecm?® Eisessig gelost, mit 0,2 em? konz.
Salzsdure versetzt und 14 Stunde unter Riickfluss gekocht. Nach
Eindampfen im Vakuum wurde mit #therischer Diazomethanlosung
methyliert und anschliessend durch 16-stiindiges Stehen mit 0,5 cm3
absolutem Pyridin und 0,1 cm3 Essigsiure-anhydrid acetyliert. Das
in iiblicher Weise aufgearbeitete Produkt (38 mg) krystallisierte nicht.
Die chromatographische Trennung lieferte 4 mg farblose Nadeln vom
Smp. 120—1229, die sich nach Mischprobe als unverindertes Aus-
gangsmaterial (X) erwiesen. Der Rest krystallisierte nicht.

Die Mikroanalysen wurden teils bei Hrn. Dr.-Ing. 4. Schoeller, Berlin (Sch.), teils

im mikroanalytischen Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, Zirich (E.T.H.),
(Leitung H. Gubser) ausgefiihrt.

Pharmazeutische Anstalt der Universitit Basel.

59. Uber Gallensduren und verwandte Stoffe.
22. Mitteilung.1)

11 e~Keto- und 11 a-Oxy-cholanséiure

von H. Reieh und T. Reichstein
(11. L. 32)

Eine grossere Anzahl von aus Nebennieren isolierten Steroiden
zeichnet sich durch das Vorhandensein eines Sauerstoffatoms in
11-Stellung aus, dessen Anwesenheit auch von Einfluss auf die
physiologische Wirksamkeit igt?). In anderen Naturprodukten ist
das Vorhandensein eines Sauerstoffatoms in dieser Stellung bisher
nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden. Fiir das Digoxigenin3)
und das Sarmentogenin?) sind zwar von Tschesche und Bohle urspriing-
lich Formeln mit einer 11-stdndigen Hydroxylgruppe vorgeschlagen
worden. Inzwischen hat sich aber gezeigt, dass sich diese Hydroxyl-

1) 21. Mitteilung vgl. E. Seebeck, T'. Reichstein, Helv. 26, 536 (1943).

2) Vgl. A. Grollman, J. Pharmacol. exptl. Therapeut. 67, 257 (1939); D. J. Ingle,
Am. J. Physiol. 129, P. 386 (1940); C. N. H. Long, B. Katzin, E. G. Fry, Endocrinology
26, 309 (1940); B. B. Wells, E. C. Kendall, Proc. Staff Meetings Mayo Clinic 15, 133, 493,
565 (1940); E. C. Kendall, Proc. Staff Meetings Mayo Clinic 15, 297 (1940); J. F. Grattan,
H. Jensen, J.Biol. Chem. 135, 511 (1940); G. W. Thorn, G.F. Koepf, R.A. Lewts,
E. F. Olsen, J. Clin. Investigation 19, 813 (1940).

3) R. Tschesche, K. Bohle, B. 69, 793 (1936).

4) R. T'schesche, K. Bohle, B. 69, 2497 (1936).



