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75. Untersuchungen iiber Organextrakte.
(8. Mitteilung!)).
Uber die Isolierung von 3-Desoxy-equilenin aus dem Harn
trdchtiger Stuten
von V. Prelog und J. Filhrer.
(29. TI1. 45.)

Aus dem Harn triachtiger Stuten ist bereits eine grosse Anzahl
von Steroiden isoliert worden?), deren Mannigfaltigkeit einen inter-
essanten Hinblick in die komplizierten und wenig erforschten Vor-
ginge des Steroid-Stoffwechsels gewdhrt. Die stark komplexe Zu-
sammensefzung solcher Harne lsst vermuten, dass darin noch weitere,
bisher nicht beschriebene Verbindungen enthalten sind. Im Zu-
sammenhang mit unseren Arbeiten iiber die Lipoide und besonders
itber die Steroide des Sdugetierkirpers haben wir deshalb eine Unter-
suchung der Inhaltsstoffe des Harnes trichtiger Stuten begonnen.

Als Ausgangsmaterial standen, unter anderem, die neutralen
Anteile zur Verfiigung, welche bei der technischen Herstellung der
oestrogenen Hormone aus 200000 Liter Harn als Nebenprodukt erhal-
ten worden sind3). Mit einem kleineren Anteil dieses Ausgangsmate-
rials, der aus etwa 14000 Liter Harn stammte, fithrten wir zuerst eine
vorldufige Untersuchung durch. Da die Arbeit in grésserem Mafstab
voraussichtlich lingere Zeit in Anspruch nehmen wird, berichten wir
kurz iiber einige bisher erhaltene Ergebnisse.

Nach der alkalischen Hydrolyse des Ausgangsmaterials wurden
die neutralen Anteile einer Molekular-Destillation unterworfen und
die leichter fliichtigen Anteile, welche bei Drucken unter 0,001 mm
bis 140° iibergingen, mit Girard-Reagens T4) behandelt. Aus den

1) 7. Mitt. Helv. 28, 350 (1945).

2) Es wurden bisher unseres Wissens insgesamt etwa 26 Steroide erhalten, davon
gehoren 10 (9) der Cg-Reihe, 4 (5) der C,5-Reihe und 12 der Cy;-Reihe an. Vgl. A. Bulenandt
und H. Hoffstetter, Z. physiol. Ch. 258, 222 (1939); 4. Girard und Mitarb., C. . 194,
909, 1020 (1932); (95, 981 (1932); 196, 137 (1933); G. 4. D. Haslewood, G.F. Marrian,
und E. R. Smith, Biochem. J. 28, 1316 (1934); R. D. H. Heard, Am. Soc. 60, 493 (1938);
R. D, H. Heard und M. M. Hoffman, J. Biol. Chem. 135, 801 (1940); 138, 651 (1941);
R. D. H. Heard und A. F. McKay, J. Biol. Chem. I3, 371 (1939); 140, LVI {1941);
H. Hirschmann und Q. Winterstetner, J. Biol. Chem. 122, 303 (1938); 126, 737 (1938);
J. D. Jacobs und E. Laqueur, R. 58, 77 (1939); R. E. Marker und Mitarb., Am. Soc. 59,
1373, 2297 (1937); 60, 210, 1559, 1561, 1565, 2442, 2931 (1938); 61, 2537 (1939); G. F.
Marrian und G. 4. D. Haslewood, Biochem. J. 26, 1227 (1932); R. Oppenauer, Z. physiol.
Ch. 270, 97 (1941); D. van Stolk und R. L. de Lenchere, C. r. 205, 395 (1939); O. Winter-
sterner, E. Schwenly., H. Hirschmann und B. Whitman, Am. Soc. 58, 2652 (1936).

3) Fiir die Uberlassung des Ausgangsmaterials danken wir der Gesellschaft fiir

chemische Indusirie in Basel.
4y A, Girerd und G. Sandulesco, Helv. 18, 1095 {1936).



— 584 —

erhaltenen Fraktionen konnten durch sorgfiltige chromatographische
Analyse an Aluminiumoxyd drei neue krystallisierte Verbindungen
isoliert werden.

Die erste dieser Verbindungen ist ein neutrales Keton C;gH,O
vom Smp. 155--157° mit einem [a]p = +117% Es besitzt im
U.V. ein charakteristisches Absorptionsspektrum, welches dem von
F. A. Askew') aufgenommenen Absorptionsspektrum von 1,2,3,4-
Tetrahydro-phenanthren sehr &hnlich ist (vgl. Fig.1). Unter den
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naheliegenden Annahmen, dass das bisher nicht beschriebene Keton
der Steroid-Reihe angehére und dass die Keto-Gruppe sich in 17-
Stellung des Perhydro-cyclopenteno-phenanthren-Geriistes befinde,
kommt auf Grund des Absorptionsspektrums fiir das Keton beson-
ders die Konstitution des 3-Desoxy-equilenins (1) in Betracht. Durch
das Ergebnis der katalytischen Hydrierung mit Platinoxyd-Kataly-
sator in Eisessig unter Zusatz von Salzsiure wurde diese arbeits-
hypothetisch angenommene Konstitution bestitigt. Die Verbindung
nahm unter den erwihnten Reaktionsbedingungen 3 Mol Wasserstoff
auf und ging dabei in den Alkohol 1I, das 3-Desoxy-hexahydro-
equilenin iber, welches durch katalytische Hydrierung von Equi-
lenin in saurer Losung frither erhalten worden ist?).

1) Soc. 1935, 512.
2) L. Ruzicka, P. Miller und E. Mirgeli, Helv. 21, 1394 (1938); R. E. Marker und

E. Rohrmann, Am. Soc. 61, 3314 (1939).
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Schon R. E. Marker und E. Rohrmann!) haben die Anwesenheit
von 3-Desoxy-equilenin-Derivaten in Stutenharn vermutet. Sie er-
hielten aus einer nichtkrystallisierten ,,Carbinol‘‘-Fraktion durch
Oxydation mit Chromsdure eine krystallisierte Verbindung C,;H,;0,,
fir welche sie die Konstitution eines 11-Keto-3-desoxy-equilenins
angenommen haben. Es war jedoch bisher nicht gelungen, ein 3-Desoxy-
equilenin-Derivat aus Harn direkt in krystallisierter Form zu isolieren.

Erwiahnenswert ist die geringe aber deutliche oestrogene Wirksamkeit des 3-Desoxy-
equilenins, Mit 100—150 y wurde an kastrierten weiblichen Ratten ein positiver Allen-
Doisy-Test erhalten?).

Die Konstitution der beiden anderen isolierten Verbindungen,
welche nicht zu den Steroiden gehdren, konnte noch nicht aufgeklirt
werden. Da es sich jedoch anscheinend um Vertreter neuer Ver-
bindungs-Gruppen handelt, welche aus Harn nicht isoliert wurden,
berichten wir trotzdem iiber die Ergebnisse der bisherigen Unter-
suchung.

Eine dieser Verbindungen, ein ungesittigtes Keton C,,H,,0 vom
Smp. 93,5—-94,5° besitzt ein Absorptionsmaximum bei 295 myu, log ¢
=4,5 (vgl. Fig.2, Kurve 1). Das Absorptionsmaximum seines Semi-
carbazons ist nach lingeren Wellenlingen verschoben; es liegt bei
305 mu, loge=4,6 (vgl. Fig. 2, Kurve 2). Abnliche Verhiltnisse
findet man bei gewissen ungesittigten Ketonen mit dem Chromophor
>C=CH~CH=CH—(P=O, wie z. B. bei Pseudojonon3). Es ist wahr-

scheinlich, dass unser Keton, welches sich {ibrigens in seiner Brutto-
formel nur um zwei Wasserstoff-Atome von den Jononen C,,H,,0
unterscheidet, ein solches oder dhnliches Chromophor enthélt.

Die dritte von uns erhaltene Verbindung, ein Alkohol C.H,0
vom Smp. 88,5 -90,5? wurde in Form eines schwer l1gslichen Allopha-
nates vom Smp. 173-175° isoliert. Das Allophanat besass ein Ab-
sorptionsspektrum im U.V, {vgl. Fig. 2, Kurve 5), das fiir mehrfach
substituierte Benzol-Derivate charakteristisch ist. Fiir die Annahme
eines Benzol-Kernes im Geriist der Verbindung spricht auch der
negative Verlauf eines Hydrierungsversuches mit Platinoxyd-Kataly-

') Am. Soc. 61, 2538 (1939).

2) Fir die Durchfiihrung des Allen- Doisy-Testes danken wir der biologischen Ab-
teilung der Gesellschaft fiir chemische Indusirie in Basel.

3) Zum Vergleich sind in der Fig. 2 die von 4. Burawoy, Soc. 1941, 22, gemessenen
Absorptionsspektra des Pseudojonons und seines Semicarbazons (Kurven 3 und 4) ein-
gezeichnet.
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sator in Eisessig, obwohl mit Tetranitromethan eine starke Gelb-
farbung erzeugt wird. Die naheliegende Vermutung, dass die vorher
erwahnte Verbindung C;;H,;0 das dem Alkohol C,;H,;,0 ent-
sprechende Keton darstelle, erwies sich demnach als unrichtig.
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Die Untersuchung der beiden Verbindungen mit 13 Kohlenstoff-
Atomen werden wir, sobald uns weiteres Material zur Verfligung
steht, fortsetzen.

Der Rockefeller Foundation in New York und der Gesellschaft fir chemische Industrie
in Basel danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil?).

1 kg der neutralen Anteile, welche aus etwa 20000 Liter Stutenharn als Nebenpro-
dukt bei der Oestronfabrikation erhalten worden sind, wurden mit einer Lésung von
400 g Kaliumhydroxyd in 4 Liter Methanol wéahrend 26 Stunden in Stickstoffatmosphire
am Riickfluss gekocht. Der grosste Teil des Methanols wurde darauf im Stickstoffstrom
abdestilliert, der Riickstand mit Ather iiberschichtet und mit 10-proz. Salzsiure bis zur
congosauren Reaktion versetzt. Nach der Auflésung der festen Anteile wurde die athe-
rische Lésung abgetrennt und die wisserige Schicht griindlich mit Ather extrahiert.

Aus den vereinten atherischen Ausziigen konnten die sauren Anteile durch lang-
sames Durchtropfen verdiinnter Lauge ohne Bildung listiger Emulsionen entfernt werden.
Die Konzentration der verwendeten Lauge wurde langsam gesteigert; nach Durchtropfen
von 30 Liter 0,5-proz., 6 Liter 1-proz., 3 Liter 2:proz. Natronlauge und 9 Liter Wasser

1) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert.
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enthielt die atherische Losung keine Siuren mehr. Zur Entfernung der eventuell mit-
gerissenen neutralen Anteile liessen wir die alkalischen Waschwasser durch drei hinter-
einandergeschaltete Flaschen mit Ather durchtropfen. Die ganze Operation fiihrten wir
in einer Apparatur durch, welche mit reinem Stickstoff gespiilt wurde. Nach dem Ab-
dampfen des Athers wogen die neutralen Anteile 633,5 g.

Molekular-Destillation. Von den unverseiften neutralen Anteilen wurden
448,7 g (entsprechend etwa 14000 Liter Harn) weiter verarbeitet. Die Molekular-Destilla-
tion fithrten wir in der von Schott & Gen., Jena hergestellten Apparatur fiir diskonti-
nuierliche Destillation aus. Trotz der langdauernden Vorentgasung bei 0,05 mm und 60°
konnte eine geringe Verunreinigung des Destillates durch Spritzen des Destillations-
gutes bei der ersten Destillation nicht vermieden werden. Das Destillat, welches bei
Drucken unter 0,001 mm bis 140° iiberging, wurde deshalb einer nochmaligen Destilla-
tion unter denselben Bedingungen unterworfen. Nach dieser zweiten Destillation erhielten
wir 129,3 g eines klaren, orangebraunen, dickfliissigen Ols, welches zwischen 90—140°
destillierte. Daneben wurden in der mit Aceton-Kohlendioxydschnee gekiihlten Aus-
friertasche weitere 9,65 g einer leichter fliichtigen, stark riechenden beweglichen Fliissig-
keit aufgefangen. Beide Destillate wurden getrennt verarbeitet.

Isolierung und chromatographische Trennung der Ketone. Aus dem
Hauptdestillat wurden die Carbonyl-Verbindungen durch mehrmalige Behandlung mit
Girard-Reagens T abgetrennt. Die Reaktion fiihrten wir nach einer friiher veréffentlichten
allgemeinen Vorschrift durchl); es wurde nur sinngemiss die jeweils verwendete Menge
des Girard-Reagens T gedndert. Der Verlauf der Trennung (die Gewichtsmengen der
erhaltenden Fraktionen und der angewandten Mengen von Girard-Reagens T) ist in der
Ubersicht I dargestellt.

Ubersicht 1.
116 g Destillat, 64 g (Hrard T

|
100,3 g nicht umgesetzte
Anteile
11 g Girard T

|
32g+127 g =
15,9 g umgesetzte Anteile
17,6 g Girard T

{
4,2 g nicht umgesetzte
Anteile
4,92 g Gurard T

! l

x
95,6 g+ 3,3 g 0,7 g+ 10,6 g =

98,9 g nicht reagierende 11,3 g Ketone
Anteile

10,8 g der erhaltenen Ketone wurden in 100 cm® Benzol gelost und an 324 g Alu-
miniumoxyd (Aktivitdt 2——3) chromatographiert (Chromatogramm A). Die Menge des
Eluierungsmittels betrug je 100 cm?® pro Fraktion.

Alle Fraktionen waren gelbe oder gelbbraune Ole. Nur aus der Fraktion 1 krystalli-
sierte nach Bespritzen mit Petrolither etwa 15 mg des rohen 3-Desoxy-equilenins. Dag
nach dem Abtrennen der krystallisierten Anteile zurtickgebliebene Ol, sowie die Fraktion 2
und 3—6 wurden deshalb einer zweiten chromatographischen Analyse an 30-facher Menge

1) Helv. 26, 986 (1943).
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Aluminiumoxyd (Aktivitat 1,5) unterworfen. So wurden z.B. 1,28 g der Fraktionen 2 an
39 g Aluminiumoxyd adsorbiert und mit je 30 em® Ldsungsmittel pro Fraktion eluiert
(Chromatogramm B).

Chromatogramm A.

Nr. Eluierungsmittel] Eluat

1 Benzol 1,18 g 3-Desoxy-equilenin,
Keton C,3H;40
2 Benzol 1,28 ¢ 3-Desoxy-equilenin,
Keton C;;H,30
3—-6 Benzol 1,39 g Keton CyH,,0
7-—41 Bénzol 3,20 g
4252 Ather 3,04 g
53—55 Methanol 0,39 g

Chromatogramm B.

Nr. Eluierungsmittel| Eluat g

1—2 Benzol 0,29 3-Desoxy-equilenin
3—13 Benzol 0,395
1419 Ather 0,275 Keton C;3H,,0
20--21 Ather 0,02
2223 Methanol 0,30

Die ersten Benzoleluate gaben nach Bespritzen mit Petrolather das rohe 3-Desoxy-
equilenin, wihrend aus den ersten Athereluaten nach Zugabe von Petrolither bei —10°
das Keton C,H,;O krystallisierte.

3-Desoxy-equilenin (I).
Die aus verschiedenen Chromatogrammen stammenden Krystallisate (etwa 50 mg)

wurden mehrmals aus Methanol umkrystallisiert und darauf bei 0,005 mm und 115°
sublimiert. Die so erhaltenen, farblosen Nadeln schmolzen bei 155—157°.
()% = +117°(+3°) (c = 0,854 in Chloroform)
3,612 mg Subst. gaben 11,407 mg CO, und 2,429 mg H,O0
CisH;sO  Ber. C 86,36 H 7,25%
Gef. ,, 86,18 ,, 7,53%

Das Absorptionsspektrum im U. V. (vgl. Fig.1) wurde in alkoholischer Lg&sung
aufgenommen. .

Mikrohydrierung. 3,227 mg Substanz wurden in 2 cm® Eijsessig und 1 Tropfen
konz. Salzsiure mit einem Katalysator aus 15 mg vorhydriertem Platinoxyd hydriert.
Verbrauch 0,928 cm? H, (20°, 734 wm), das ist 2,9 Mol. Das Hydrierungsprodukt wurde
in Ather aufgenommen, mit Wasser und Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen
und die atherische Lésung eingedampft. Nach Bespritzen des Riickstandes mit wenig
Petrolather erhielten wir eine in weissen Nadeln krystallisierende Substanz, welche durch
Schmelzpunkt und Mischprobe als 3-Desoxy-hexahydro-equilenin IT identifiziert werden
konnte.
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Keton C,,H,,0.

Nach zweimaligem Umliésen des aus verschiedenen Chromatogramm-Fraktionen
erhaltenen Rohproduktes (insgesamt etwa 35 mg) aus Petrolather und wisserigem Metha-
nol wurde mebrmals bei 0,01 mm und 45° fraktioniert sublimiert. Die in farblosen Nadeln
krystallisierende Verbindung, welche mit Tetranitromethan eine starke Gelbfarbung gab,
schmolz bei 93,5—94,50,

[a]p = 0° (42" (in Chloroform)
3,684 mg Subst. gaben 11,061 mg CO, und 3,143 mg H,0
C,H,gO  Ber. C 82,06 H 9,55%
Gef. ,, 81,94 ,, 9,54%
Das Semicarbazon des Ketons, welches auf iibliche Weise aus 3,6 mg Sub-
stanz erhalten und aus wisserigem Alkohol umgelést wurde, schmolz bei 105—107°,

Die Absorptionsspektra des freien Ketons und seines Semicarbazons (vgl. Fig. 2,
Kurve 1 und 2) wurden in alkoholischer Lésung aufgenommen.

Alkohol C3H,,0.

Durch einmalige Behandlung mit Girard Reagens T entfernten wir aus den bei
der Molekular-Destillation in der Ausfriertasche aufgefangenen leichter flichtigen Olen
(s. S. 587) zuerst 2,5 g Carbonyl-Verbindungen. Die nicht umgesetzten Anteile (5,5 g)
wurden darauf an 160 g Aluminiumoxyd (Aktivitit 2-—3) aus einer Lésung in 50 cm?
Benzol adsorbiert und dann mit je 50 cm?® Losungsmittel pro Fraktion eluiert (Chro-
matogramm C).

Chromatogramm C.

Nr. Eluierungsmittel; Eluat g
1—6 Benzol 2,90
7 Benzol 0,16 Allophanat 6lig

8—16 Benzol 0,75 Allophanate kryst.
17—18 Benzol 0,05 Allophanate 6lig
19—21 Benzol 0,06
22—33 Ather 1,15
34—36 Methanol 0,24

Alle Fraktionen des Chromatogramms waren 6lig. Die Fraktion 8 (109 mg) wurde
mit 2,5 cm? gesattigter adtherischer Cyansiure-Losung zwei Tage bei Zimmertemperatur
stehen gelassen. Nach dem Verdampfen des Athers blieb ein gelblich-weisser Riickstand
zuriick, welcher sechsmal mit siedendem Benzol ausgekocht wurde. Aus dem 6ligen Riick-
stand nach dem Verdampfen der Benzol-Ausziige konnte durch Umlésen aus wisserigem
Methanol ein krystallisiertes Allophanat vom Smp. 156—160° erhalten werden. Nach
sechsmaligem Umkrystallisieren aus demselben Losungsmittel schmolz die Verbindung
konstant bei 173—175° Dasselbe Allophanat bekamen wir auf analoge Weise auch aus
den Fraktionen 9 und 10—16 des Chromatogramms, wihrend 7 und 17—18 nichtkry-
stallisierte Produkte lieferten. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet.

[%]2 = +79 (449 (c = 0,488 in Chloroform)
3,862; 3,560 mg Subst. gaben 9,167; 8,449 mg CO, und 2,759; 2,541 mg H,0

C;H,,0.N, Ber. C 64,72 H 7,97%
Gef. ,, 64,78; 64,76 ,, 7,99; 7,99%

Das Absorptionsspektrum im U. V. (vgl. Fig. 2, Kurve 5) wurde in alkoholischer
Losung aufgenommen. Die Verbindung gab eine starke Gelbfarbung mit Tetranitromethan,
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nahm jedoch bei einem Hydrierungsversuch (2,865 mg Substanz in 2 cm3 Eisessig, Kataly-
sator aus 10 mg Platinoxyd) keinen Wasserstoff auf.

25 mg des Allophanats wurden 1 Stunde auf dem Wasserbad mit 1 cm3 10-proz.
methanolischer Kalilauge gekocht. Die Lésung wurde mit 5 cm® Wasser verdiinnt und
das Produkt in Ather aufgenommen. Nach dem Verdampfen des Athers blieben 18 mg
eines oligen Riickstandes zuriick, welcher nach Zugabe von Petrolither krystallisierte.
Nach zweimaligem Umlésen aus Petrolather wurde bei 0,02 mm und 60° sublimiert,
Smp. 88,5—90,5°,

3,704 mg Subst. gaben 10,959 mg CO, und 3,431 mg H,0
CiHye0  Ber. C 81,20 H 10,48%
Gef. ,, 80,74 ,, 10,37%

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn. W. Manser
ausgefithrt.

Organisch-chemisches Laboratorium der
Eidg. Techn. Hochsehule, Ziirich.

76. Synthese des Geranyl-nerolidols
von L. Ruzieka und L. Castro.
(29. II1. 45.)

Ruzicka und Firmenich haben vor mehreren Jahren die Synthese
des Geranyl-geraniols (I) beschrieben?!). Wir berichten nun iiber die
Darstellung des Geranyl-nerolidols (VI), die nach der zum Teil schon
frither ausgearbeiteten Methodik durchgefilhrt wurde. Das Geranyl-
linalool (I1) wurde nach dem von M.PF. Carroll?) ausgearbeiteten Ver-
fahren —~ Krhitzen eines tert. Allyl-carbinols mit Acetessigester in
Anwesenheit von Spuren Alkali — ins Geranyl-geranyl-aceton (IV)
iibergefiihrt. In besserer Ausbeute erhielten wir IV bei der Umsetzung
des Geranyl-geranyl-bromids (I1I) mit Natrium-acetessigester und der
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1) Helv. 22, 392 (1939). 2) Soc. 1940, 704.





