68. Versuche zur Synthese von g-Biotin. (Vitamin H.)
2. Mitteilung.

Synthese von d, I-2-(w-Carboxybutyl)-3, 4-(2’-0xo-tetrahydro-imida-
zol)-thiophanen (d, l-y-g-Biotin, d,l-iso-3-Biotin und d, [-3-Biotin)
von A.Grissner, J.-P. Bourquin und 0. Sehnider.

(24. II1. 45.)

In einer vorliufigen Mitteilung erwihnen Hearris und Mitarbei-
tert), dass ihnen unter Voraussetzung der von du Vigneaud?) fiir das
B-Biotin aufgestellten Formel I (vgl. 1. Mitteilung?))

. *
/;\H—CH—CHg\S

0c
\NH—CH—CH

|
I CH,—CH,—CH,—CH,~COOH

die Synthese einer optisch aktiven Verbindung gelungen sei, welche
sich als mit dem matiirlichen g-Biotin identisch erwiesen habe. Sie
geben an, dass von den 4 Racemverbindungen, welche infolge der mit
Sternchen bezeichneten 3 asymmetrischen C-Atome denkbar sind,
2 in Wegtfall kommen, weil nach den Literaturangaben?)’) und nach
Versuchen am mechanischen Modell zwei o-kondensierte 5-Ringe nur
dann existenzfihig sind, wenn die beiden planaren Ringe in cis-
Stellung zueinander stehen. Die synthetisierte, mit dem natiirlichen
Biotin identisehe Verbindung wiirde demgemiss einer der 4 optischen
Antipoden sein, welche in den beiden moglichen Racemverbindungen
enthalten sind. Die Angaben iiber den Gang der Synthese werden
jedoch von den amerikanischen Autoren?) fiir spiter in Aussicht ge-
stellt®), da

“the details of procuring best yields of desired intermediates, methods of resolution and

other stereochemical problems, etc., are not completely worked out to our satisfaction
for a detailed publication as a journal article”.

-

Im Gegensatz zu den Erwartungen von Harris (1. e.) konnten wir
nun 3 racemische Modifikationen des 2-(w-Carboxybutyl)-3,4-(2'-0x0-
tetrabydro-imidazol)-thiophans I darstellen, ndmlich das d,I-f-Biotin

1) S.A. Harris, D. E. Wolf, R. Mozingo und K. Folkers, Sci. 97, 447 (1943).

2y D. B. Melville, A. W. Meyer, K. Hofmann, V.du Vigneaud, J. Biol. Chem. 148,
487 (1943).

3) 1. Mitteilung Helv. 28, 510 (1945).

4) Linstead und Meade, Soc. 1934, 935; Cook und Linstead, ibid 1934, 946, 956.

5) Grigsby, Hind, Chanley und Westhevmer, Am. Soc. 64, 2606 (1942).

%) Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen ist uns die auf anderem Wege durch-
gefithrte Synthese des Biotins von Harris und Mitarbeitern durch eine Zusammenfassung
in der Nature 155, 309 (1945) bekannt geworden.
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Ic und 2 isomere Verbindungen Ia und Ib, die wir als d,-y-S-Biotin
und d,l-iso-B-Biotin bezeichnet haben. Die Schmelzpunkte sind in
nachstehender Tabelle zusammengestellt. Die Mischprobe zwischen
dem synthetischen d,l-8-Biotin und dem natiirlichen optisch aktiven
B-Biotin!) gibt eine Schmelzpunktserniedrigung von 12°.

Tabelle.
Vergleich der 3 stereoisomeren d,!-f-Biotine.

Smp. der Smp. des | Biologische

Substanz freien Saure | Methylesters| Aktivitat

235—236°%)] 166—167°3) 1 aktiv

1. f-Biotin (Naturprod.) . . . }

2. 4,l.8-Biotin. . . . . . . . 234—235° | 130—132° aktiv
3. d,l-p-p-Biotin. . . . . . . | 2220 1490 inaktiv
4. d,l-iso-f-Biotin . . . . . . I 182—183° | 166-—167° inaktiv

Diese 3 Antipodenpaare wurden einwandfrel als verschieden iden-
tifiziert. Sowohl die freien Siuren wie auch die Methylester geben
bei der Bestimmung der Mischschmelzpunkte untereinander starke
Schmelzpunktserniedrigungen. Dementsprechiend miissen ein, bzw.
zwel Racemate in der cis-Form und zwei, bzw. ein Racemat in der
trans-Form vorliegen. Da jedoch die 3 Racemate unter ziemlich mild
verlaufenden Reaktionsbedingungen nebeneinander entstehen, ist das
Vorhandensein einer grossen Spannung der trans-Modifikation kaum
wahrscheinlich.

Um das stereochemische Problem weiter abzukliiren, werden die
4 moglichen racemischen g-Biotine durch die schematischen Formeln
A bis D wiederzugeben versucht. In den Schemata A und B stehen
beide Ringe in ecis-Stellung zueinander. Die Seitenkette ist das eine
Mal oberhalb (A), das andere Mal unterhalb (B) der Ebene des Schwe-
felringes gezeichnet. Dasselbe gilt fur die beiden trans-Formen € und
D. Wird der Schwefelring durch Eliminierung des Schwefels gedifnet,
so reduzieren sich infolge Wegfalles eines Asymmetriezentrums die
mdoglichen Modifikationen auf die beiden racemischen Imidazolidon-
Verbindungen E und F (Desthiobiotine).

Es gelang du Vigneaud?*), aus dem natiirlichen optisch aktiven
f-Biotin-methylester durch Abspaltung des Schwefels den optisch
aktiven Desthiobiotin-methylester vom Smp. 69-—70° darzustellen.

1) Das optisch aktive Vergleichspraparat verdanken wir Herrn Prof. Dr. T. Reich-
stern, Basel.

?) Das optisch aktive Vergleichspriaparat verdanken wir Herrn Prof. Dr. T. Reich-
stein, Basel.

3) V. du Vigneaud, K. Hofmann, D. B. Melville und P.(iyérgy, J. Biol. Chem. 140,
643 und 763 (1941).

4 V. du Vigneaud, D. B.Melwlle, K.Folkers, D. E.Wolf, R.Mozingo und J. (.
Keresziesy mit S. A. Harris, J. Biol. Chem. 146, 475 (1943).
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Dieses Desthiobiotin ist biologisch aktiv auf Saccharomyces cere-

visiael).

NH—CH—CH,
o’
\mH—0H~@H/

-8
Ny IS

1
(CH,),-COOH

Ia = y-Biotin
Ib = iso-Biotin

NH—CH—CH,
oo/ ]
‘\sH*CH—CHg

(éHg,COOH

Ila = y-Desthiobiotin
IIc == Desthiobiotin

Ic = g-Biotin

NH
S
N NH
c “H
H
NH
S
! ~  NH
v D H

Wir konnten nach du Vigneaud?®) aus dem d,l-y-Biotin Ia ein
d,l-Desthiobiotin vom Smp. 148—149° erhalten und bezeichnen es
als d,l-yp-Desthiobiotin ITa. Dieses d,{-y-Desthiobiotin ist auf Saccha-
romyces cerevisiae biologisch unwirksam.

Andererseits wurde von uns ein synthetisches d,I-Desthiobiotin
IIc vom Smp. 141—142° dargestellt®), welches die von du Vigneaud

1y V. du Vigneaud, K. Dittmer, D. B. Melrville, Sci. 99, 203 (1944).

) D. B. Melwille, K. Dittmer, (. B. Brown und V. du V@gneaud Sci. 98, 497 (1943).
) Uber die Synthese des biologisch aktiven d,l-Desthiobiotins siehe nachste Mit-
teilung.

ta

3
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angegebene biologische Aktivitdt besitzt. Die Mischprobe des d,I-y-
Desthiobioting und des d,I-Desthiobiotins zeigte eine starke Schmelz-
punktserniedrigung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es uns gelungen ist,
3 der 4 moglichen racemischen g-Biotine darzustellen. Es kann mit
Sicherheit gesagt werden, dass im g-Biotin und im y-f4-Biotin je ein
Vertreter der moglichen racemischen c¢is- bzw. trans-bieyclischen Modi-
fikationen vorliegt. Die Zugehorigkeit des iso-S-Biotins, des dritten
der 4 moglichen stereoisomeren Racemate, konnte wegen Material-
mangel noch nicht abgeklirt werden.

Die Synthese verlduft, ausgehend von dem von H. Schmid!) be-
schriebenen 2-(w-Methoxybutyl)-3-oxo-thiophan-4-carbonsiure-ester
I1I iiber folgende Stufen:

R = —CH, bzw. —C,H, X = —CH,—CH,—CH,~-CH,-0-CH,

ROOC-CH—CH.\ ROOC-CH—CH, ROOC-CH—CH,,
s —> ! s —» [ 'S —>
co—cH” N=C-C——CH” H,N-0C-C——CH”
l l l ‘ l
I X IV OH X v OH X
ROOC-CH—CH, ROOC-CH—CH,, ROOC-CH—CH,\
8§ —> g —> NS >
HOOC-C——CH/” ROOC-C——CH” ROOC-C——CH/
| \ \ | \ |
VI OH X VII OH X VI ¢ X
ROOC-CH—CH,, NH, NH-0C-CH—CH, X3+0C-CH—CH,,
S —> | § - g >
ROOC-CH—CH/ NH,-NH-0C-CH—CH” N, 0C-CH—CH”
| | |
X X X X XT X
C.H,00C NH-CH—CH,_ HBr-NH,-CH—CH,,
s — s —>
€,H,00C-NH-CH—CH” HBr-NH,~-CH—CH”
| F
XII (CH,),CH, -0 -CH, XITI (CH,),-CH,Br
NH—CH—CH, NH—CH—CH,
oc/ \s —_— oc/ g \s —
\NH—CH—CH/ \NH—CH—CH”
| |
XIV (CH,),-CH, - Br XV (CH,),-CH,-C=N

NH—-CH—CH
o’ Ng
\NH—CH—CH”

l
I (CH,),-COOH
1y H. Schmid, Helv. 27, 128 (1944).

NH—CH—CH
o’ Ng
\NH—CH—CH~”

|
XVI (CH,),-COOCH,
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Der Thiophanon-carbonséure-ester 11T wurde mit Kaliumeyanid
und Salzsiure in das krystallisierte Cyanhydrin IV iibergefiihrt. Dieses
konnte durch Xochen mit verdiinnter Salzséure {iber das Siureamid
V zur Carbonsiure VI verseift und zum Oxy-dicarbonsiure-diester
VII verestert werden. Die Zwischenstufen V und VI wurden als kry-
stallisierte Verbindungen isoliert. Die Oxygruppe von VII wurde
mit Hilfe von Thionylchlorid in Pyridin durch Chlor ersetzt und das
Chlor der so erhaltenen Verbindung VIII mit Zinkstaub in Essigsdure
in Gegenwart von Natriumjodid wegreduziert.

Die ganze Synthese vom Thiophanon-carbonsiureester I1I bis
zum Dicarbonsdure-diester IX wurde sowohl mit dem Methylester
als auch mit dem Athylester durchgefiihrt. Der Dicarbonsiure-diester
IX wurde mit Hydrazinhydrat in das Dihydrazid X umgewandelt.

Die folgende Tabelle bringt eine Zusammenstellung der Synthese
mit den Schmelzpunkten der Vertreter der stereoisomeren Reihen.
In der a-Reihe resultiert als Endprodukt das d,l-y-g-Biotin Ia, in
der b-Reihe das d,l-iso-g-Biotin Ib und in der c-Reihe das d,I-5-Bio-
tin Ic. Die vierte mogliche Modifikation (d) konnte bisher noch nicht
isoliert werden.

el T~
Xa Smp. 204—-205° Xb+ec+(d*) Ol
/ \

‘,[, Vg N
XlIa Smp. 157° XIIb Smp. 125—126° XlIe 01

Y Y Y )
XIIIa Smp. 217° XIITb hygr. Kryst. XIlIe 01

Y Y Y
X1IVa Smp. 175,5° XIVb Smp. 163—164° XIVe nicht isoliert
Y Y Y
XVa Smp. 214° XVb nicht isol. XVe |

Y Y Y

Ta  Smp. 222° Ib  Smp. 182—183° Ic  Smp. 234—235°
Y Y Y
XVIa Smp. 149° XVIb Smp. 166—167° XVIe Smp. 130—132¢
d,l-y-B-Biotin-Reihe d,l-iso-f-Biotin-Reihe d,l-B-Biotin-Reihe

*) Die 4. Modifikation (d) konnte bisher nicht isoliert werden.

a-Reihe. Synthese von d,1-¢-8-Biotin Ia. Das aus dem
Dicarbonsdure-ester IX erhaltene Dihydrazid Xa gab nach dem
Curtius’schen Abbau iiber das Diazid XI das Diurethan XIIa,
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welches mit Bromwasserstoffsdure in das Diamino-dihydrobromid
XTIITa ubergefithrt wurde, wobei die Methoxygruppe in der Seiten-
kette gleichzeitig durch Brom ersetzt wird. Nach dem Ringschluss mit
Phosgen konnte der Bieyclus XIVa erhalten werden, aus welchem
durch Kochen mit Xaliumeyanid in Alkohol das Nitril XVa gewonnen
wurde. Nach alkalischer Verseifung und Ansiuern erhielten wir das
d,1--B-Biotin Ia, welches mit Diazomethan in den Methylester XVIa
ibergefithrt wurde. Sowohl die freie Siure als auch der Methylester
waren auf Saccharomyces cerevisiae unwirksam.

b-Reihe. Synthese von d, l-iso-g-Biotin Ib. Nach der Ab-
scheidung des krystallisierten Dihydrazids Xa wurde die 6lige Mutter-
lauge Xb, ¢, d, auf die gleiche Weise wie in der a-Reihe in das Diure-
than XIIb, ¢, d ibergefiihrt. Durch chromatographische Trennung
des Oligen Diurethangemisches wurde das krystallisierte Diurethan
XTIIb isoliert. Nach Behandeln mit Bromwasserstoffsiure wurde eine
hygroskopische, krystallisierte Masse XIIIb erhalten, welche nach
Ringsehluss mit Phosgen den Bicyclus XIVb gab. Die krystallisierte
Verbindung wurde mit Kaliumeyanid in das Nitril XVb iibergefiihrt,
auf dessen Isolierung verzichtet wurde, und gab nach Verseifung mit
Alkali -das d,1-iso-8-Biotin Ih. Den Methylester XVIb erhielten wir
durch Veresterung mit Diazomethan. Im biologischen Test auf Sac-
charomyces cerevisine war die Iso-Verbindung unwirksam.

¢-Reihe. Synthese von d,7--Biotin Ic. Nach der chro-
matographischen Abtrennung des Diurethans XIIb (Benzoleluat)
wurde das mit Chloroform erhaltene Eluat ohne Isolierung der Zwi-
schenstufen denselben Reaktionen unterworfen, wie dies in der a- bzw.
b-Reihe der Fall war. Das Verseifungsprodukt, welches das d,1-8-Bio-
tin I¢ enthielt, wurde mit Diazomethan verestert und der Methylester
X¥VIc durch chromatographische Reinigung isoliert. Aus dem reinen
Methylester wurde durch Verseifung das krystallisierte d,I-5-Biotin Ic
erhalten, welches sowohl auf Saccharomyces cerevisiae wie auf Lacto-
bacillus casei die erwartete Biotinwirkung zeigte.

Die Auswertungen wurden in unserer mikrobiologischen Abteilung (Dr. J/. Walter
und Friulein I. Weiss) ausgefithrt und von Herrn Prof. Dr. Schopfer, Bern bestitigt. Wir
danken ihm auch an dieser Stelle fiir seine Bemiihungen.

Bei der Bereitstellung der vielen Ausgangsmaterialien und Zwischenprodukte haben
die Herren Dr. Azelrod, Dr. Rey- Bellet, Dr. Roniger und Dr. Urban tatkriftig mitgewirkt.

Experimenteller Teil.
2-(w-Methoxybutyl)-3-0xy-3-cyan-thiophan-4-carbonséiure-
dthylester IV.
Zu einer Lésung von 193 ¢ Thiophanon-carbonsiure-ester 111!} in 400 cm3 Ather
wurden 59,5 g pulversiertes Kaliumcyanid gegeben. Unter Riihren und Eiskiihlung wur-

den 78,8 cm? konz. Salzsdure innerhalb von 8 Stunden zugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde iiber Nacht in Eiswasser stehen gelassen und das auskrystallisierte Cyanhydrin

1y H. Schmid, Helv. 27, 128 (1944).



mit Kaliumchlorid von der Atherlésung durch Absaugen getrennt. Das Cyanhydrin wurde
vom Kaliumchlorid durch Auflésen in Chloroform getrennt, die Chloroformlésung mit
Natriumsulfat getrocknet und nach Filtration im Vakuum bei 30° Badtemperatur zur
Trockne gebracht. Als Riickstand wurden 123 g vom Smp. 88° korr. gewogen. Aus der
Atherlssung krystallisieren nach Eindampfen noch 11 g Cyanhydrin aus. Die Ausbeute
betragt somit 134 g = 63,2%,. Der olige Riickstand, 87 g, wurde wiederum mit der ent-
sprechenden Menge Kaliumeyanid wie oben angesetzt und ergab nochmals 35 g reines
Cyanhydrin. Bei wiederholtem Einsetzen des oligen Riickstandes kann die Ausbeute
praktisch die theoretisch berechnete erreichen. Nach Umkrystallisieren aus Benzol-Petrol-
ather ergab die Analyse folgende Werte:

C,H,,ONS Ber. C 54,30 H 7,359,
Gef. ,, 54,52 ,, 7,25Y%
Methylester: Smp. 81,5—83,5° korr.
CsH O NS Ber. C 52,72 H 7,00 N 5,129
Gef. ,, 52,68 ,, 7.07 ., 5,14%

2-(m-Methoxybutyl)-3-oxy-thiophan-3,4-dicarbonsiure-didthylester VIL

145 g Cyanhydrin IV wurden in einem Gemisch von 300 em?® konz. Salzsiure, 150 cm?®
Wasser und 550 cm?® Alkohol 48 Stunden am Riickfluss gekocht. Die Reaktionslésung
wurde bei 50° Badtemperatur im Vakuum eingedampft und durch abermaliges Abdampfen
mit absolutem Alkohol getrocknet. Nach Auflésen des Riickstandes in absolutem Alkohol
konnten durch Filtrieren 21,2 g Ammoniumchlorid = 79,8%, abgetrennt werden. Die
alkoholische Losung wurde mit absolutem Alkohol auf 1000 cm?® aufgefillt und unter
Eiskithlung mit trockenem Salzsiuregas gesittigt. Nach 24-stiindigem Stehen wurde der
Alkohol im Vakuum abgedampft und der Riickstand darauf nochmals mit Hilfe von Al-
kohol und Salzsiure verestert. Nach Einengen der alkoholischen Losung wurde der Riick-
stand in Benzol aufgenommen und mit Wasser und Natriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen. Die Benzollosung wurde mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft.
Der Rickstand wurde imi Hochvakuum destilliert und ergab 96,6 g Oxyester VII vom
Sdp.O’0 145—147°. Ausbeute: 57,3%.

Cy;Ha06S Ber. C 53,87 H 7,83 S 9,58%
Gef. ,, 53,75 7,89 ,, 9,539%

Dimethylester: Sdp. 0,00 mm 146-—1499,

C13H,,068 Ber. C 50,96 H 7,23 —OCH, 30,38%
Gef. ,, 51,16 , 7,38 . 29,739

Aus dem Destillationsriickstand wurde eine krystallisierte Verbindung isoliert,
welche sich als 2-(w-Methoxybutyl)-3-oxy-thiophaun-3-carbonsaureamid-4-carbonsiure-
sthylester V erwies. Sie schmolz nach dem Umkrystallisieren aus Benzol-Petrolither bei
123—124° korr.

T mm

C,;H,,O,NS Ber. C 51,13 H 7,59%
Gef. ,, 51,12 ., 7,66%

Aus der Natriumhydrogencarbonatlésung fallt beim Anséuern eine feste Substanz
aus, welche den 2-(w-Methoxybutyl)-3-oxy-thiophan-3-carbonsiure-4-carbonsiure-ithyl-
ester VI darstellt. Es wurden 27 g erhalten. Nach Umkrystallisieren aus Benzol-Petrol-
ather war der Smp. 113—114° korr.

Cy3H,,068 Ber. C 50,96 H 7,23 S 10,45%
Gef, ,, 50,76 ,, 7,32 ,, 10,43%

2-(w-Methoxybutyl)-3-chlor-thiophan-3,4-dicarbonsaure-
didthylester VIIIL.

114 g Oxy-dicarbonsiure-ester VII wurden in 236 cm® Chloroform geldst und mit
54,3 em3 absolutem Pyridin und 47,2 cm?® Thionylchlorid unter Eiskiithlung versetzt. Die
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Lésung wurde 2 Stunden bei Zimmertemperatur und 3 Stunde bei 50—60° gehalten
und am Ende noch 10 Minuten gekocht. Die Gasentwicklung hort nie vollstandig auf.
Nach Abkiihlung wurde die Reaktionslésung auf Eis gegossen, mit Chloroform ausge-
schiittelt, die Chloroformlésung mit Wasser und eiskalter Hydrogencarbonatlosung ge-
waschen, mit Natriumsulfat getrocknet und im Teilvakuum eingedampft. Der Chlorester
siedet unter 0,03 mm bei 138—143° und wurde in einer Ausbeute von 102,6 g = 85,39,
erhalten.
Cp:H,0,8C1  Ber. C 51,06 H 7,14 Cl 10,04%
Gef. ,, 50,46 ,, 7,03 ,, 10,119
Dimethylester: Sdp. g3 my 134—137°.

€5 H,,0,8C1 Ber. C 48,07 H 6,51%
Gef. ,, 48,39 ,, 6,71%

2-(w-Methoxybutyl)-thiophan-3,4-dicarbonsiure-didithylester I1X.

102,5 g Chlorester VIII wurden in 1520 cm?® 80-proz. Essigsiure gelost und mit
68,2 g Kaliumjodid versetzt. Bei einer Temperatur von maximal 20-—25° wurden unter
Riithren 460 g Zinkstaub (Merck) innert 4 Stunden in kleinen Portionen eingetragen.
Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde vom auskrystallisierten Zinkacetat filtriert, mit
80-proz. Essigsiure nachgewaschen und die Lésung im Vakuum zur Trockne gebracht.
Der Riickstand wurde zwischen Wasser und Benzol verteilt und die Benzollésung mit
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die noch mit Wasser neutralgewaschene
Benzollésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es
wurden 89 g Dicarbonsiure-ester vom Sdp.( g3 mp, 148——150° erhalten, was einer Aus-
beute von 94,5% entspricht.

C,sH,,0,8 Ber. C 56,57 H 8,22 § 10,07%
Gef. ,, 85,99 ,, 7,92 ,, 9,53%
Dimethylester: Sdp. g g3 nu, 141--143°.

C1sH,,0;8 Ber. C 53,76 H 7,63 S 11,049
Gef. ,, 53,45 ,, 7,49 ,, 10,899

2-{w-Methoxybutyl)-thiophan-3,4-dicarbonsdure-dihydrazid Xa.

89 g Dicarbonsaure-diathylester IX wurden in 460 cm?® Methanol mit 56,2 g Hydra-
zinhydrat 72 Stunden am Riickfluss gekocht. Beim Abkiihlen scheidet sich das Dihydra-
zid Xa in farblosen Nadeln ab und zeigt einen Schmelzpunkt von 204—205° korr. Das-
selbe Dihydrazid wird auch aus dem entsprechenden Dimethylester erhalten. Die nicht
krystallisierenden Mutterlaugen werden spater bei der Herstellung von XIIb und ¢ be-
sprochen. Die Analyse ergab:

Cp Hy,03N,S Ber. C 4549 H 7,63 N 19,299,
Gef. ,, 45,37 ,, 7,63 ,, 19,63%

2-{w-Methoxybutyl)-3,4-diurethano-thiophan. XIla.

13,4 g Dihydrazid Xa wurden in 38,5 cm?® 3-n. Salzsiure gel6st, mit 370 cm?® per-
oxydfreiem Ather iiberschichtet und unter Rithren und Kiihlen mit Eis-Kochsalz 8,13 ¢
Natriumnitrit in 46 cm® Wasser langsam zugetropft. Die Reaktionstemperatur betrug
0 bis +2° Die Atherschicht wurde im Scheidetrichter abgetrennt, mit Natriumsulfat
getrocknet und bei 25° im Vakuum zur Trockne gebracht. Das 6lige Diazid wurde mit
324 cm? absolutem Alkohol versetzt und auf 70° erwarmt. Bei 65° fing die Stickstoff-
abspaltung an und war in ca. 30 Minuten beendet. Die alkoholische Lésung wurde mit
demselben Volumen Wasser versetzt. Beim Abkiihlen krystallisiert das Diurethan XIIa
in einer Ausbeute von 8 g entsprechend 51,29, der Theorie aus. Die feinen farblosen
Nadeln zeigten einen Smp. von 1579 korr. Die noch teilweise krystallisierenden Mutter-
laugen wurden bisher nicht eingehend untersucht.

C,sHoO; NS Ber. C 51,68 H 8,10 N 8,04 S 9,20%
Gef. ,, 51,72 ,, 8,20 ,, 8,16 ,, 9,129
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2-{w-Brombutyl)-3,4-diamino-thiophan-dihydrobromid XIIJa.

7,0 g Diurethan XIIa wurden in 80 cm?® 48-proz. Bromwasserstoffsaure auf 120 bis
maximal 123° erwirmt. Bei 909 Innentemperatur begann die Kohlendioxydabspaltung,
welche nach 40 Minuten beendet war. Um die Methoxygruppe vollstindig zu verseifen,
ist es am vorteilhaftesten, eine weitere Stunde auf diese Temperatur zu erhitzen. Die
Reaktionslésung wurde im Vakuum bei 40-—50¢ zur Trockne gebracht, der Riickstand
in wenig Wasser gel6st, mit einer Spur Kohle entfirbt und im Vakuum eingedampft.
Nach Anreiben mit Methanol und Absaugen wurden 6 g Krystallisat erhalten. Nach Um-
16sen aus wenig Wasser und Aceton zeigt es den Schmelzpunkt von 217° korr.

CgH |, N,8Br,  Ber. N 6,75 Br 57,77 S 17,729
Gef. ,, 6,91 ,, 56,35 ,, 7,562%

2-(w-Brombutyl)-3,4-(2"-0x0-tetrahydro-imidazol)-thiophan XIVa.

6 g Diamino-dihydrobromid XIITa wurden in 3 cm Wasser gelfst, mit 29 cm?
n. Natriumhydroxydlosung versetzt und unter Eiskiihlung und Riihren mit 8,45 cm?
Toluol-Phosgenlésung (20% Phosgen) und 35 cm® n. Natronlauge unter gleichzeitigem
Eintropfen der Lauge und der Toluol-Phosgenlosung so versetzt, dass das py der Losung
stets 7—8 betrug. Das Reaktionsprodukt wurde nach Zugabe von Eisessig im Vakuum
zur Trockne gebracht und mit wenig Wasser angeriihrt. Das in Wasser schwerlosliche
Produkt zeigte nach Umlssen aus Methanol einen Schmelzpunkt von 175,5° korr. Die
Ausbeute betrug 4,2 g. :
CyH,;ON,BrS Ber. C 38,71 H 5,42 N 10,03 Br 28,62 S 11,48%
Gef. ,, 38,91 ,, 5,44 , 1044 , 2851 ,, 11,649,

2-(w-Cyanbutyl)-3,4-(2'-oxo-tetrahydro-imidazol)-thiophan XVa.
1,5 g 2-(cw-Brombutyl)-3,4-(2"-0x0-tetrahydro-imidazol)-thiophan XIVa wurden in
20 cm?® absolutem Alkohol gelést und mit einer Losung von 0,5 g Kaliumeyanid in 1 em?®
Wasser auf dem Dampfbad 20 Stunden gekocht. Die alkoholische Lésung wurde im
Vakuum eingedampft, mit 10 cm3 Wasser angerieben, die Krystalle abgesaugt und mit
Wasser gewaschen. Es wurden 0,9 g vom Smp. 194—198% erhalten. Nach 3-maligem
Unmnkrystallisieren aus Methanol-Wasser und Methanol-Isopropylalkohol stieg der Schmelz-
punkt auf 210—212° korr.
CoH; 50N, 8 Ber. C 53,35 H 6,71 N 18,7 8 14,259%
Gef. ,. 53,04 ,, 6,59 ,, 18,1 ,, 14,36%

2-(w-Carboxybutyl)-3,4-(2"-0oxo-tetrahydro-imidazol)-thiophan.
d,l-y-B-Biotin Ia.
220 mg Nitril XVa wurden mit 4 cm® n. Natronlauge 1 Stunde auf 70° erwirmt.
Die klare Losung wurde mit Salzsdure kongosauer gestellt und abgekiihlt, worauf das
d, l-yp-B-Biotin krystallisiert ausfiel. Nach dem Umlésen aus Wasser zeigte es den Schmelz-
punkt von 221—2229 korr. und ergab folgende Analysenwerte:
Cy HsO3N,8 Ber. C 49,20 H 6,61 X 11,46 8 13,10%
Gef. ,, 49,03 ,, 6,74 ,, 11,42 ,, 13,359%
Der mit Diazomethan hergestellte d,l-p-8-Biotin-methylester XVIa zeigte nach
Umlésen aus Methanol einen Schmelzpunkt von 1499 korr.
C1H3 03N, 8 Ber. C 51,19 H 7,03 N 10,83%
Gef. ,, 50,75 ,, 6,76 ,, 10,50%

4-Methyl-5-{w-carboxy-n-pentyl)-2-oxo-tetrahydro-imidazol.
d,l-y¢-Desthiobiotin Ila.
100 mg d,l-w-B-Biotin Ta wurden in 30 cm® 0,5-proz. Sodalésung geldst und mit

5 g bei 50° hergestelltem Raney-Nickel wahrend 15 Minuten auf 75° erhitzt. Nach Ab-
kithlen, Zentrifugieren, Waschen der Nickelabscheidung mit 4 cm3 Sodaldsung und zwei-
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maligem Waschen mit Wasser wurde die Losung mit Salzsaure angesauert und imi Va-
kuum auf ein Volumen von 4—5 c¢cm? eingeengt. Es krystallisierten 70 mg d,l--Desthio-
biotin aus, welches nach Umlosen aus Wasser einen Schmelzpunkt von 148—149° korr.
zeigt.
¢ C1oH 303N, Ber. C 56,05 H 8,479
Gef. ,, 56,10 ,, 8,30%,
Methylester: Smp. 96—97° korr.

2. (w-Methoxybutyl)-3,4-diurethano-thiophan XIIb.

65 g nicht krystallisierende Dihydrazid-Mutterlaugen, welche nach Abtrennung von
Xa und nach Eindampfen des Alkohols zuriickblieben, wurden in 193 cm? 3-n. Salzsiure
geldst, mit 1900 cm? peroxydfreiem Ather tiberschichtet und unter Rithren und Kiihlen
mit einer Losung von 40,5 g Natriumnitrit in 200 cm® Wasser versetzt. Das entstandene
Diazid wurde mit Alkohol wie bei der Darstellung von XIla erwarmt und die Lésung
im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand wog 60 g und wurde auf einer Sinle
von 1500 g Aluminiumoxyd chromatographiert. Das Benzol- und Benzol-Ather-(1:1)-
Eluat krystallisierte in feinen Nadeln und zeigte nach Umlssen aus Benzol-Petrolither
cinen Schmelzpunkt von 125—126° korr. Es konnten 4,5 g dieses Diurethans XIIb iso-
liert werden. Das Chloroformeluat des Chromatogramms, welches 15 g wog und nicht
zur Krystallisation gebracht werden konnte, wird spater in der c-Reihe bei der Her-
stellung des racemischen S-Biotins erwihnt.
Cy;H, O3NS Ber. C 51,68 H 8,10 S 9,20°%
Gef. ,, 51,48 ,, 7,98 |, 9.32°
2-{w-Brombutyl)-3,4-(2"-oxo-tetrahydro-imidazol)-thiophan XIVh.
1,8 g Diurethan XIIb wurden in 30 cm® 48-proz. Bromwasserstoffsaure 2 Stunden
auf 120—125° erwarmt, im Vakuum bei 50Y Badtemperatur zur Trockue gebracht, in
Wasser gelost, mit 0,1 g Kohle entfirbt, filtriert und die Lésung im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand stellte eine hygroskopische Krystallmasse dar (XI1IIb), welche ohne Isolie-
rung in 10 em? n. Natronlauge geldst und mit 4 em?® Toluol-Phosgenlésung (209, Phosgen)
und 10 em?® n. Natronlauge versetzt wurde. Nach Eindampfen der Lésung wurde der
Riickstand mit Chloroform extrahiert. Nach Einengen der Chloroformlésung krystalli-
sierte das 2-(w-Brombutyl)-3,4-(2’-0xo-tetrahydro-inidazol)-thiophan XIVb aus. Die aus
Methanol umgeldsten Krystalle zeigten einen korrigierten Schmelzpunkt von 163—164°

und gaben mit XIVa vom Smp. 175,5° eine Schmelzpunktserniedrigung von 30°.

C,H,,ON,BrS  Ber. C 38,71 H 5,42 Br 28,627
Gef. ,, 38,69 ,, 553 . 28,97%

2-(w-Carboxybutyl)-3,4-(2’-oxo-tetrahydro-imidazol)-thiophan.
d,l-iso-f-Biotin Ib.

400 mg 2-(w-Brombutyl)-3,4-(2’-oxo-tetrahydro-imidazol)-thiophan XIVb wurden
20 Stunden in 20 cm? absolutem Alkohol mit einer Lésung von 100 mg Kaliumeyanid
in 0,5 cm3® Wasser ani Riickfluss gekocht. Nach Eindampfen der Losung zur Trockne
wurde der Riickstand mit 5 cm?® n. Natronlauge 2 Stunden auf 909 erwirmt. Nach Fil-
tration der alkalischen Losung, Ansduern mit Salzsdure auf congosaure Reaktlon und
Eindampfen zur Trockne wurde der Riickstand in absolutem .Alkohol aufgenommen,
die Ldsung durch Filtration von anorganischen Salzen getrennt und abermals eingeengt.
Der mit wenig Wasser angeriebene Riickstand krystallisierte nach kurzer Zeit und
zeigte nach Umlosen aus Wasser einen Schmelzpunkt von 182—1839 korr.
C1oH40,N,8 Ber. C 49,20 H 6,619,
Gef. ,, 49,38 ,, 6,69°,
Der mit Diazomethan bereitete Methylester XVIb schmolz nach Umkrystallisieren
aus Aceton-Ather bei 166—167° korr.
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2-(w-Carbomethoxybutyl)-3,4-(2"-oxo-tetrahydro-imidazol)-thiophan.
d,l-8-Biotin-methylester XVIec.

Das bei der chromatographischen Trennung der Urethane erhaltene Chloroform-
eluat, 15 g (XIIc), wurde mit 200 cm? 48-proz. Bromwasserstoffsiure 2 Stunden auf
120—125° erwarmt und nach Eindampfen zur Trockne und Auflésen in Wasser mit 2 g
Kohle entfirbt. Der nach Eindampfen der wésserigen Losung erhaltene Sirup (12 g) ent-
hilt das Diamino-dihydrobromid XIIlec, dessen Isolierung nicht versucht wurde.

12 g Sirup XTIIc wurden in 58 cm?® n. Natronlauge gelést und mit 17 cm® Toluol-
Phosgenlésung (20-proz.) und 60 cm3 n. Natronlauge wie bei der Herstellung der isomeren
Verbindung XIVa versetzt. Der nach Eindampfen der Lésung zuriickbleibende Riick-
stand wurde mit Chloroform ausgezogen und der nach dem Einengen der Chloroform-
lésung erhaltene Sirup mit 1,1 Mol Kaliumeyanid in Alkohol 20 Stunden gekocht. Nach
Abdampfen des Alkohols wurde das rohe Cyanid mit verdiinnter Natronlauge durch zwei-
stindiges Erwirmen auf 909 verseift. Die filtrierte alkalische Losung wurde nach An-
sduern mit Salzsidure im Vakuum zur Trockne gebracht und durch 3-maliges Abdampfen
mit Methanol vollstindig getrocknet. Der Riickstand wurde in Methanol gelést und die
Loésung mit Diazomethan verestert. Der nach Eindampfen der Losung zurickbleibende
Riickstand wurde in Aceton aufgenommen und von unldslichen festen Anteilen filtriert.
Der acetonlésliche Teil wog nach dem Abdampfen des Losungsmittels 7,2 g. Der dunkel-
braune Sirup wurde in 500 cm3 Benzol gelost und auf 210 g Aluminiumoxyd chromato-
graphiert. Zum Eluieren wurden fiir jede Fraktion je 250 cm3 Lésungsmittel verwendet.

Bli'\l:‘:‘lon Losungsmittel g Pruiﬁ?ﬁ;&g:ﬁf log.
1—15 Benzol . . . . . . .. 0l 0.75 inaktiv

16—27 Chloroform . . . . . .| " 1,88 | 45 mg rac. Biotin
28-31 Aceton . . . . . . . . ' 0,75 20 mg "
32—40 Aceton . . . . . . . . | Smp.120-30°0,11 | 110 mg '
41—45 Aceton : Methanol (8: 2) o)l 0,2 4 mg v
46—53 ' o - 0,58 29 mg v
54—60 Aceton : Methanol (1:1) N 2,09 inaktiv
61-—70 Methanol . . . . . . . I 0,7 inaktiv

*) Die zur Chromatograplie eingesetzten 7,2 g enthielten nach der Auswertung von
Prof. Dr. Schopfer 274 mg racemisches Biotin. Die Auswertungen der einzelnen Frak-
tionen wurden in unserem Laboratorium ausgefiihrt.

Die Fraktionen 32—40 wurden zusammen aus Essigester umkrystallisiert und der
so crhaltene d,I-f-Biotin-methylester XVIc zeigte einen Schmelzpunkt von 130—132°
korr. Es wurden 105 mg erhalten.

Das aus dem Methylester XVIc durch Verseifen mit verdiinnter Natronlauge erhal-
tene d,(-B-Biotin Ic schmolz nach Umlésen aus Wasser bei 234—235° korr. Die Misch-
probe mit optisch aktivem natiirlichem f-Biotin gab eine Schmelzpunktserniedrigung
von 129,

C10H1603N,8 Ber. C 49,20 H 6,61%
Gef. ,, 4941 ,, 6,57%

Wissenschaftliches Laboratorium der
F. Hoffmann-La Roche & Co., A.-G., Basel





