Untersuchungen uber die Gallensauren.
VIIl. Mitteilung.

Zur Kenntnis der liithocholséature.
Von
Heinrich Wieland und Pani Weyland.

Ans dem organ.«ehern. Laboratorium der Technischen Hochschule zu Minchen.)
(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1820.)

Im Jahre 1911 hat Hans Fischerl) in einer Partie von
Uindergallensteinen bestimmter Herkunft eine neuartige Saure
gefunden, die ihren Reaktionen und ihrer Zusammensetzung
nach in die Gruppe der Gallensauren gehort. Sie hat die Zu-
sammensetzung C24H4003, und es liegt nahe, in ihr die ein-
wertige Alkoholsdure der Gruppe zu sehen, eine Mon'o-
oxycholansaure, deren biologisches Auftreten neben dem
der beiden typischen Gallensauren, der Dioxycholansaure (Des-
oxycholsaure C24H4004) und der Trioxycholansaure (Cholsdure
~2a4H4006) durchaus mdoglich erschien. Hans Fischer hat
die neue Saure als Lithocholsaure (Gallensteinsdure) be-
zeichnet. Der Entdecker hat nach privater Mitteilung bei
der Verarbeitung von Rindergallensteinen aufl3er dem einzigen
Mal bei der Auffindung die Saure nie mehr in die Hande be-
kommen. So erlaubte Materialmangel nicht, in der zitierten
Arbeit Uber Analysen und prézise Feststellung der physikalischen
Konstanten hinauszugehen. Ein Jahr spater beschaftigt sich

*) Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 234 (1311).
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX.
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der englische Chemiker Sehrywverl) in einer Abhandlung tber
die Zusammensetzung der Rindergalle mit der Frage nach dem
Vorkommen der Lithocholsdure. Da es ihm trotz grindlicher
Bemuihung nicht gelingt, die Saure in der Galle zu finden,
glaubt er sich zu dem SchluB berechtigt, dal} sie keinen
nattrlichen Bestandteil der Galle bilde und daR es sich bei
dem Befund Fischers um das Produkt eines pathologischen
Prozesses handle.

Die Bearbeitung der Nebensauren der Galle, die der eine
von uns schon seit mehreren Jahren betreibt, hat uns zu
anderen Ergebnissen gefuhrt als Schryver. Wir haben
aus Rindergallen verschiedener Herkunft Lithochol-
saure isolieren konnen, auf schwierigem und umstand-
lichem Wege zwar und in geringen Mengen, aber doch so be-
stimmt, dal3 wir die Lithocholsdure als einen normalen
Bestandteil der Galle betrachten mussen. Die von uns
gewonnene S&dure stimmt in ihren Eigenschaften in jeder Hin-
sicht — abgesehen von einer nicht unerheblichen Differenz in
der optischen Drehung — vollkommen mit der Fischersehen
Lithocholsaure Uberein, von der uns ein Originalprgparat zum
Vergleich zur Verfligung stand.

Wir besitzen noch keine quantitative Methode zur Ab-
trennung der Lithocholsdure. Daher geben unsere Ausbeuten
keinen ganz scharfen MaRstab fur den Gehalt der Galle an
Lithocholsaure (die gleich den beiden andern Gallensdauren
zweifellos in gepaartem Zustand in der Galle enthalten sein
wird). Aus 100 kg Rindergalle gewannen wir rund 1 g Li-
thocholsaure'; sehr viel mehr durfte nicht darin enthalten sein,
sicherlich nicht mehr als 2 g. Demnach tritt die Lithochol-
saure der Menge nach ganz gewaltig zurtick gegeniber Chol-
saure und, Desoxycholsidure, von deren einer 5—6 kg, von
deren anderer 600—800 g in 100 kg Galle enthalten sind.
Die Methode, nach der wir bei der Isolierung der Lithochol-
saure gearbeitet haben, behandeln wir ausfihrlich im Ver-
suchsteil.

*) Journ. of Physiol. Bd. 44, S. 265 (1912).
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Fur die nahere Untersuchung der interessanten Saure
standen uns 3,4 g reiner Substanz zur Verfigung. Dank des
fur uns hierbei ganz unentbehrlichen Hilfsmittels der Pregl-
schen Mikroanalyse haben wir nicht nur die chemische An-
reihung der Lithocholsaure an die beiden hydroxylreicheren
Gallensauren einwandfrei vornehmen kénnen, sondern die oxy-
dative Aufspaltung hat uns auf3erdem noch einen willkommenen.
Beitrag zur Konstitution des Gallensauremolekuls geliefert*.

Durch vorsichtige Oxydation mit Chromsaure geht Litho-
eholsdure in eine Ketocholansaure C24H3803, in Dehydro-
lithocholsaure tber. Damit ist bewiesen, dall im Molekdl
eine sekundare Alkoholgruppe enthalten ist; die Natur der
» Sauerstoffatome — 2 gehdren der Carboxylgruppe an — ist
bestimmt. Bei der Destillation im Vakuum verliert die Litho-
cholsaure 1 Moleklul Wasser; es entsteht eine einfach unge-
sattigte Saure, die Cholensaure C24H3802. Bei der gleichen
Reaktion ist in vollkommen analoger Weise Desoxycholsaure
in Choladiensaure C24H3802, Cholsaure in Cholatriensdure
C24 U3l 02 umgewandelt worden. Die Hydrierung mit Palladiun-
schwarz und Wasserstoff hebt die Doppelbindung auf. Das
Produkt ist Cholansaure, die Grundsdure der ganzen Gruppe,
die auch bei der Hydrierung der doppelt und der dreifach
ungesattigten Saure erhalten worden ist. Damit ist der
scharfe Nachweis fur die Konstitution der Lithochol-
saure als Monooxycholansédure gefuhrt.

Fur die Desoxycholsaure (Dioxycholansaure) steht fest,
dal? ihre beiden Hydroxylgruppen auch in der Cholsaure (Tri-
oxycholansaure) in gleicher Stellung enthalten sindl). Inder
VII. Mitteilung*) ist ferner bewiesen, dal3 die beiden sekun-
daren Alkoholgruppen in je einem von zwei kondensiertén
hydroaromatischen Ringen stehen, und zwar die eine in einelm
Sechsring, die andere hochst wahrscheinlich in einem FUnf-
ring. FUr den mit Hydroxyl besetzten Teil des Molekuls der
Desoxycholsaure ergab sich der nachstehende Ausdruck

) Borsche Bd. 52, S. 842 (1919).
2) Diese Zeitschr. B. 108, S. 311—314 (1919).
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Die Beziehungen der Lithocholsdure zur Desoxycholsaure
bezuglich der Stellung der Hydroxylgruppe lieBen sich nun
weiter mit voller Scharfe ableiten. Durch Salpetersdure wird
namlich Lithocholsdure (Uber die Ketosdure) ganz analog den
beiden andern Gallensauren mit Leichtigkeit aufgespalten. Aus
dem sauerstoffhaltigen Ring entstehen unter Aufsprengung
zwei Carboxylgruppen, genau so wie es bei der oxydativen
Aufspaltung der Cholsaure zu Biliansaure und der Desoxychol-
saure zu Desoxybiliangaure der Fall ist. Das Oxydations-
produkt der Lithocholsdure, die Saure C24H3 06, ist
die dreibasische Grundsadure der Biliansauregruppe;
wir bezeichnen sie als Lithobilian saure.

Dal3 in der Gruppe der Biliansdure der Sechsring der
oben gegebenen Formel gedffnet ist, wurde in der VI. Mit-
teilung bewiesenl). Aus der VII. Mitteilung geht hervor, dal3
die Sprengung des Funfrings weit schwieriger erfolgt?). Auf
diese Tatsachen laR3t sich schon mit ziemlicher Wahrschein-
lichkeit die Annahme stellen, dal} der Sechsring die Hydroxyl-
gruppe der Lithocholsdure tragt. Das Ergebnis der Hitze-
zersetzung der Lithobiliansdure erhoht diese Annahme zum
scharfen Beweis. Dabei entsteht namlich unter Verlust von
je 1 Molekdl COa und Wasser eine Ketosaure Ca3H3603, die
Brenzlithobiliansaure, die in ihrer Bildung und in ihrer
Konstitution vollkommen der Brenzdesoxybiliansdureld) ent-
spricht. Da nur 1—6, nicht aber 1—5 Dicarbonsauren cycli-
sche Ketone geben koénnen, so mul} die sekundare Alkohol-

‘) Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 297 (1919).

s) Vgl. die Darstellungsmethoden fir Desoxybilinnsdure und Cho-
loidansaure.

*) V1. Mitteilung, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 298 (1919).
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gruppe der Lithocholsdure im Sechsring stehen, entsprechend
nachstehendem Fragment der Gesamtstruktur:
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Unsere Untersuchung weist hier eine Lucke auf. Die zu
erwartende Iso-lithobiliansaure, die gemal der Analogie

mit der Aufspaltung der Cholséaure und Desoxycholsaure durch
Verschiebung der Offnungsstelle neben der Lithobiliansaure

auftreten wird,

|
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haben wir nicht feststellen koénnen. Dies ist nicht erstaun-

lich angesichts des Umstandes, daf} fir die Operation nur
wenige Dezigramme eingesetzt werden konnten und dal’ vor-

aussichtlich auf hochstens 10°/0 Awusbeute an Isosdure zu
rechnen ist.



128 Heinrich Wieland und Pani Weyland,

In der Y. Mitteilung Uber die Gallensduren haben Wie-
land und Boerschl) bei der Reduktion von Dehydrodesoxy-
cholsdure mit amalgamiertem Zink und Salzsaure ein Carboxyl-
sauerstoffatom durch Wasserstoff ersetzt und so eine Keto-
cholansédure C24H8808 erhalten, die mit der Dehydro-
Lithoch olsaure nicht identisch ist. Diese isomere Séure
leistet der oxydativen Aufspaltung durch Salpetersidure hef-
tigen Widerstand. Doch konnte sie durch langere Einwirkung
ebenfalls zu einer mit Lithobiliansdure isomeren Tricarbon-
saure C24H3806 oxydiert werden. Diese Tricarbonsdaure gibt
nun bei der Hitzezersetzung kein Kohlendioxyd, sondern bloli
1 Molekil Wasser ab. Es entsteht ein Anhydrid, das durch
Alkalien wieder zur dreibasischen Saure aufgespalten wird.
Daraus ergibt sich, dal eine 1,5-Dicarbonsaure vorliegen muli
und daB die Ketongruppe in der Ketocholansdure von Wie-
land und Boersch in einem Finfring steht.

Die Annahme des Funfrings wurde zuerst aus den Re-
sultaten der Hitzezersetzung der Choloidansdaure gezogen. Die
Choloidanséure ist das Produkt der doppelten Ringdffnung am
Desoxycholsauremolekil, und zwar fihrt die Reaktion leicht
und rasch zur Aufspaltung des Sechsrings (Desoxybiliansiure),
wahrend der zweite Ring einer nachdricklicheren Einwirkung
der Salpetersidure bedarf.

/

/CH\ CH CH
CH, CH — CH. COOH CH — CH, COOH CH —cCH,
| | I | |
HOCH CH HCOH COOH CH CO COOH CH COOH
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Diese beiden Ringspaltungen haben wir jetzt mit den Er-
gebnissen der Oxydation der Lithocholsdure und der syntheti-
schen Ketocholansaure, jede fur sich, an getrennten Molekdlen
vorgenommen.

") Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 190 (1919).
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Wir glauben, dald die Existenz des Fulnfrings im Gallen-
sduremolekdl damit einwandfrei festgelegt ist, wenn nicht — ein
Vorbehalt, den auch Windaus in der gleichen Frage macht!) —
die Regeln Uber die thermische Verdnderung von Dicarbon-
sduren an cyclischen Systemen eine ganz unerwartete und
unwahrscheinliche Ausnahme erfahren.

Die Isolierung der Lithocholsaure.

Bei der Trenniing der Gallensduren Uber die Baryumsalze
geht die Lithocholsdure mit der Desoxycholsiure. Sie findet
sich in der Baryumsalzfallung, die zur Abscheidung von Chol-
sdure und Desoxycholsdure vorgenommen wird. Es ist erfor-
derlich, die Fettsauren in einem mdoglichst frithen Stadium der
Verarbeitung fortzunehmen. Das wird am leichtesten dadurch
erreicht, dal} man die aus den Barytsalzen durch Umkochung
mit Natriumcarbonat erhaltene Natriumsalzlésung unter Ligroin
langsam unter Schutteln oder Turbinieren ansauert. Die so

') B. 52, 163 (1919).
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gereinigtem Rohsduron worden dann aus der dreifachen Menge
Eisessig umkristallisiert, mit der Vorsicht, dal} die Substanz
in das zum Sieden erhitzte Losungsmittel fein gepulvert ein-
getragen wird. Langeres Kochen fuhrt zur Acetylicrung.
Acetyldesoxycholsauro ist in Eisessig betréchtlich leichter l6s-
lich als Desoxycholsaure. lhre Trennung von den andern

Bogloitsduren gelingt auf diesem Weg nicht.
Ober Acetyldesoxycholsauro vgl. die folgende Abhandlung

S. HA.

Die Eisessig-Mutterlauge von der auskristallisierten Dcs-
oxycholsaure wird im Vakuum auf >, des Volumens eingeengt
und liefert nach einigem Stehen noch eine zweite Kristalli-
sation. . In den Hestlaugen ist dann die Lithocholsdure neben
viel Dcsoxycholsduro und neben andern, groRtenteils amorphen
Sduren von unbekannter Konstitution enthalten. Die Haupt-
schwicrigkoit ihrer Isolierung beruht auf der groBen Uberein-
stimmung der Eigenschaften von Litho- und Desoxycholsaure.
Beider S&uren Baryumsalzo sind in Wasser schwer 16slich,
beider Natriumsalzo kristallisieren aus heiflem Alkohol. Eine
Erleichterung liegt in der grol3eren Loéslichkeit der Lithochol-
saure in Ather, wobei aber zu bemerken ist, daR auch die nicht
reine Desoxycholsdure von diesem Ldsungsmittel in ansehnlicher
Menge gelost wird. Der Umstand, dall die Alkalisalze der
Lithocholsdure in Wasser schwer 16slich sind, kommt deshalb
nicht zur Wirkung, weil sie hei Gegenwart von Desoxycholat
diese Eigenschaft verlieren. Schliel3lich hat sich als wichtiges
Hilfsmittel die fraktionierte Trennung auf Grund der ver-
schieden starken Aciditat bewéahrt. Eine atherische Lodsung,
die beide Sauren im Gfemisch enthalt, gibt an Lauge zuerst
uberwiegend Desoxycholsdure ab.

Nach den hier kurz berihrten Prinzipien ist bei der Iso-
lierung der Lithocholséure verfahren worden. Wir geben im
folgenden den Verlauf der Operation wieder, wie er sich bei
der Verarbeitung der Laugen aus 348 kg Rohgalle als erfolg-
reich erwiesen hat. Uber die Methoden, die bei anderem
Material ebenfalls Lithocholsdure ergeben haben, wird spéter
zu berichten sein.
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l)ic Eisessig-endlaugen, von denen oben die Liede war, wurden
im Vakuum bis zur Syrupkonsistenz eingedampft, und der Riick-
stand dann mit viel Ather ausgeschuttelt. Diese Atherlosung lieR

beim Herausschiitteln des mit in Ather gegangenen Eisessigs

durch Natronlaugo Schmieren fallen, von denen abgegosson
wurde; sie bestanden zum Teil aus Desoxycholsaure, zum groR-

ten Teil aus braungrin gefarbten amorphen Sduren. Der in
Ather unlésliche Rickstand von oben wurdc®in Ammoniak

gelost und unter Ather unter starkem Durchschiitteln mit Salz-
saure gefallt. Die so erhaltene Atherlésung wurde etwas ein-
geengt und dann mit der zuerst erhaltenen Atherldsung ver-
einigt. Hierbei fielen wiederum Schmieren aus, von denen ab-
gegossen wurde. Die Schmieren bestehen der Hauptsache nach
aus Desoxycholsdure. Die in Ather geldosten S&uren wurden
dann fraktioniert mit Normalnatronlaugo horansgesehttelt.
1. Fraktion mit 250 ccm

2. 300
9. 400
1 800

Fraktion 1, 2 und 3 wurden unter Ather angesauert. ' Die
Saure von 3 ging ganz in Ather. 1 und* 2 hinterlieRon braune,
in Ather unlosliche Schmieren. Aus den vereinigten Ather-
I6sungen wurde dann die Sdure wieder mit Natronlauge heraus-
geschiittelt und diese alkalische Losung mit der vierten Salz-
I6sungsfraktion von oben vereinigt. Mit Salzsédure wurden-hier-
aus die Gallensauren als klumpige Masse ausgefollt, die nach
tichtigem Durchkneten unter ofters erneuertem Wasser 3 Tage
aut dem Wasserbad und dann im Exsikkator getrocknet wurde.
Die so erhaltenen scharf getrockneten 600 g Sdure wurden
in der dreifachen Menge absoluten Alkohols gelost und mit
Natriuméthylat (40 g Natrium in 800 ccm Alkohol) verkocht.
Das in der Hitze schon zur Abscheidung kommende Natrium-
salz wurde hei3 abgesaugt, nochmals mit absolutem Alkohol
aufgekocht, wieder, heiR abgesaugt und gut mit heillem Al-
kohol gewaschen. Das trockene Natriumsalz wog 190 g. Die
hei abfiltrierte Mutterlauge vom Verkochen mit Athylat
erstarrte in der Kalte. Diese zweite Fraktion hat trotz grjand-
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licher Durcharbeitung keine Lithocholsiure ergeben. Fur die
Weiterverarbeitung blieben also nur obige 190 g Natriumsalz,
die in Wasser gelost unter wenig Ather mit Salzsaure ge-
fallt wurden. Hierbei ging bis auf einen kleinen Rest von
Desoxycholsdure alles in Ather. Nach dem Trocknen mit
Chlorcalcium hinterlie? der Ather beim Abdestillieren 160 g
eines schmierigen Rickstandes. Dieser wurde nochmals in
der vierfachen Menge absoluten Alkohols gelést und mit
Natriuméathylat wie oben verkocht. In der Hitze bereits Kri-
stallisation, von der abgesaugt wurde und die nach Ofterem
Waschen mit heiliem Alkohol 87 g trockenes Natriumsalz er-
gab. Beim Abdestillieren der Halfte des Alkohols wurde in
der Hitze noch eine zweite Kristallisation erhalten, die aber
bis jetzt ebensowenig wie die Restsduren der Mutterlauge auf
ein brauchbares Produkt verarbeitet werden konnte. Die erste
Kristallisation von 87 g Natriumsalz wurde in Wasser geldst
und gab angesduert 73 g Sdure. Nach scharfem Trocknen
wurden 68 g dieser Saure in 210 ccm absoluten Alkohols ge-
I6st und mit der LOsung von 4 g Natrium in absolutem Al-
kohol (90 ccm) versetzt. Die Losung muR jetzt schwach al-
kalisch sein.

Nach kurzem Kochen am Ruckflulkihler Abscheidung
von langen verfilzten Nadeln, die hei abgesaugt und dreimal
mit heilem Alkohol gewaschen 20 g wogen. Diese 20 ¢
wurden in 80 ccm Wasser geldst, worin sie ziemlich schwer
I6slich waren. Eine bleibende geringe Tribung wurde mit
Ather weggenommen. Beim Ansauern der nunmehr klaren
Losung unter Ather ging alles in den Ather. Die getrocknete
Atherlosung lieR beim Stehen tiber Nacht 1 g Desoxycholsaure
ausfallen, die sich nach dem Umkristallisieren aus Eisessig
einwandfrei durch Schmelzpunkt, Farbreaktion mit Essigsaure-
anhydrid-Schwefelsdure und charakteristische Bariumchlorid-
fallung (anfangliche Verschmierung) identifizieren lieB. Der
Atherldsung wurden durch Ausschitteln mit je 10 ccm 2 n-
Natronlauge zwei Fraktionen Séaure entzogen.

I. Fraktion. Die alkalische Losung vom Ather befreit
gab beim Ansduern 10,5 g Sdure, die zwar aus Essigester um-



Untersuchungen dber die GallenBSuren. VIII. 133

kristallisiert werden konnte, aus der aber erst auf einem
nachher zu beschreibenden Umweg sich reine Lithocholsdure
gewinnen liel. )

Il. Fraktion. Die vom Ather befreite alkalische Losung
lieR in der Kalte ein schwerl6sliches Natriumsalz gallertig
ausfallen, das aber nicht abzusaugen war. Deshalb wurde die
Saure gefallt. Die so erhaltenen 5,5 g trockene, amorphe
Séaure wurden schon beim UbergieRen mit Essigester kristallin
und ergaben aus 60 ccm Essigester umkristallisiert 2,5 g Saure.
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Essigester war Kri-
stallisierfahigkeit aus Alkohol erreicht, und nach zweimaligem
Umkristallisieren aus maoglichst wenig dieses Losungsmittels
blieb der Schmelzpunkt konstant bei 186°. Ausbeute 1 g
reine Lithocholsaure.

Die heilR filtrierten Mutterlaugen von der letzten Ver-
kochung mit Athylat erstarrten beim Erkalten zu einer Kri-
stallinen Masse, die abgesaugt und dreimal mit Alkohol ge-
waschen 19 g trockenes Natriumsalz ergab.

Das Salz wurde weiterhin genau behandelt, wie es oben
fur das in der Hitze erhaltene Natriumsalz beschrieben wor-
den ist. Das Verhalten der Fraktionen war das gleiche, so
daB aus der zweiten Fraktion nochmals 0,9 g Lithocholséure
vom Schmelzpunkt 186° erhalten werden konnten.

Aufarbeitung der Mutterlaugen vom Umkristallisieren
der lithocholsadurehaltigen Gallensaure-Fraktionen.

Die Aufarbeitung stutzt sich auf die Tatsachen, dal} von
den drei bis jetzt bekannten Gallensauren die Lithocholsédure
die schwachste Saure ist, daR sie in Ather leichter I6slich
ist wie die beiden anderen Gallensduren, und daf sie das in
Wasser am schwersten l6sliche Baryumsalz bildet. Demge-
maR vollzog sich die Aufarbeitung der Mutterlaugen wie
folgt. Ihr Inhalt wurde in Ammoniak gelost und fraktioniert
mit Chlorbaryum gefallt. Die ersten Fraktionen, die also
vor allem das lithocholsdure Baryum enthielten, wurden zur
Entfernung des Baryumdesoxycholats mit viel Wasser ans-
gekocht und aus viel 80—90°/0igem Alkohol umkristallisiert.
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Das Baryumsalz, das so in Nadeln, die zu warzigen Bischeln
angeordnet waren, erhalten wurde, wurde mit Soda verkocht.
Vom Baryumcarbonat abfiltriert, wurde die Sodal6sung unter
Ather angesduert, wobei die Saure leicht und gewohnlich ganz
in Ather ging. Der getrocknete Ather lieR beim Stehen uber
Nacht gewohnlich eine Sdure auskristallisieren, die schon aus
Alkohol umkristallisierbar war. Kristallisierte nichts aus, dann
wurde die Atherlosung mit Natronlauge fraktioniert ausgezogen,
und die zweite Fraktion der Sdaure gab dann aus Essigester und
hernach aus Alkohol umkristallisiert Lithocholsaure vom rich-
tigen Schmelzpunkt. So wurden noch insgesamt 1,5 g Lithochol-
saure als Nachausbeute gewonnen. Der Ertrag der gleichermalen
aufgearbeiteten Fraktion | von .oben ist darin eingeschlossen.

Lithocholsaure C24H4003.

Aus Alkohol kristallisiert die S&ure in hexagonalen Blatt-
chen, sie schmilzt bei 186° (Sintern ab 185°), ohne Gasent-
wicklung zu einer wasserklaren Schmelze. Hans Fischerl)
gibt als Schmelzpunkt der Lithocholsdure 184—186° an. Der
Mischschmelzpunkt mit einem Praparat von Hans Fischer
aus Rindergallensteinen gewonnener Lithocholsdure liegt bei
186°. Sie ist in Alkohol besonders in der Hitze sehr leicht
I6slich. In Ather ist sie leichter 16slich als die beiden an-
dern bekannten Gallensduren. Zur LoOsung in Essigester
braucht man etwa die 10fache Menge des heiRen Ldsungs-
mittels. Aus Eisessig, in dem Lithocholsaure schwer Igslich
ist (0,2 g lésen sich in 3 ccm Eisessig erst in der Warme),
kristallisiert sie in sechseckigen Blattchen wieder aus, die
zum Teil kreuzformig Ubereinander gelagert sind. Der Schmelz-
punkt dieses aus Eisessig erhaltenen Produkts ist auch 186°.
Es liegt also keine Eisessigverbindung vor. In Benzol ist
Lithocholsédure vor allen Dingen in der Warme ziemlich 16slich,
ein Umstand, der gut zu ihrer Trennung von Desoxycholsdure
verwendet werden kann, vorausgesetzt, dal} die Sduren bereits
kristallisiert vorliegen, denn amorphe Produkte verschmieren
mit Benzol. In Gasolin, Ligroin und Wasser ist die Litho-

% H. 73, S. 234 (1911).
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cliolsdure unl6slich. Reine Lithocholsdure ist vollstandig ge-
schmacklos. Die Farbreaktion mitEssigsaureanhydrid-Schwefel-
siiure ist sehr schwach und geht von schwach rosa Uber
hellbraun (rosa in durchfallendem Licht) nach mehreren Stun-
den in ein grinliches Hellgelb Uber. Diese schwache Farb-
reaktion scheint von Spuren einer Saure von sehr starker
Farbreaktion herzurtihren, die als schwer abtrennbare Beglei-
terin der Lithocholsaure auftrittl). In Ammoniak ist die
Lithocholsdure in der Kalte schwer loslich. Ist die Losung
in der Hitze bewirkt, so Kkristallisiert das Ammoniumsalz
in der Kélte in haarformigen verfilzten Nadeln wieder aus. In
Soda ist sie in der Kalte ebenfalls unloslich. Beim Kochen
erfolgt Losung, in der Kélte Erstarrung zu einer Gallerte, die
nach langem Stehen in feine verfilzte Nadeln Gbergeht. Mit
Natriumathylat kristallisiert aus der alkoholischen Lésung in
der Hitze das Natriumsalz aus, eine allen drei Gallensauren
gemeinsame Reaktion. Die schwer l6slichen Alkalisalze der
Lithocholséure sind mit Natriumdesoxycholat spielend in Lo6-
sung zu bringen, ein Umstand, der die Trennung aul3erordent-
lich erschwert.

Mikroanalysen nach Pregl der im Hochvakuum bei 110°
konstant getrockneten S&ure. Die Abnahme betrug 0,7%.

5,303 mg: 14,871 mg CO, und 5,044 mg H20
5,237 mg: 14,654 mg CO02 und 5,001 mg H20
C21H4003 berechnet: C 76,53% H 10,71°0
gefunden: 76,48% 76,32% 11,65% 10,69%.,
Spezifische Drehung: Konzentration 1,548% (absoluter

Alkohol), abgelesener Winkel + 0,36° [a]lf =-f 23,33°.

Fischer gibt eine spezifische Drehung von [a]® =
32,14° an.

Dehydrolithocholsaure C24H3803.

0,3 g Lithocholsdure in 10 ccm Eisessig geltst wurden mit
05 mg Chromsaure in einigen Tropfen Wasser versetzt. Hierbei

') Die von H. Fischer angegebene ,leichte Grinblaufarbung* tritt
bei der ganz reinen Lithocholsdaure nicht ein, wovon sich Herr Kollege
Fischer personlich Uberzeugt hat. W.
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stieg die Temperatur von 22° auf 26°. Nach 2 Stunden war
wieder Zimmertemperatur erreicht. Die Reaktionsflissigkeit
wurde mit einigen Tropfen schwefliger Sdure hellgriin gefarbt
und im Exsikkator eingedunstet. Nach kurzem Einengen
zeigte sich kristalline Ausscheidung sehr feiner filziger Nadeln.
Nach volligem Eintrocknen wurde das erhaltene Pulver im
Extraktionsapparat mit Ather | ausgezogen. Die entstandene
Ketosiure ging leicht in Ather. Schon beim Abdunsten des
Athers zeigten sich am Rand der Flussigkeit flechtenartig
vereinigte Nadeln. Der Atherriickstand wurde in Soda auf-
genommen. LoOsung erfolgte erst in der Warme. Beim Er-
kalten schied sich das Natriumsalz der Ketosaure in Form
feiner Nadeln als Kristallbrei wieder ab. Das Natriumsalz
wurde mit Salzsdure zerlegt und die freie Sdure aus 70 % igem
Alkohol umkristallisiert, aus dem sie in kleinen rhomboeder-
artigen Blattchen herauskam. Nach dreimaligem Umkristal-
lisieren aus verdinntem Alkohol wurde der konstante Schmelz-
punkt von 140—14:10 erreicht. Mit Essigsdureanhydrid-
Schwefelsaure gibt die Saure nur langsam schwache Rosa-
farbung im Gegensatz zur isomeren Ketocholansdure von Wie-
land und Boerschl), die starke Farbreaktion: gelb orange,
rot mit griner Fluoreszenz, liefert.

Im Hochvakuum bei 110° keine nennenswerte Abnahme
der Analysensubstanz.

5,085 mg: 14.349 mg CO, und 4,775 mg H,O
5,352 mg: 15,082 ipg CO, und 5,026 mg H,O
Ci*Hss°# berechnet: C 76,94% H 10,23%
gefunden:  76,96% 76,86%  10,51% 10,51%.

Cholensaure Ca4H380a.

Die Wasserabspaltung aus der Lithocholsaure wurde durch
Destillation im gewohnlichen Wasserstrahlpumpenvakuum er-
reicht nach der gleichen Methode, nach der Wieland und
Weil*) aus Cholsaure Cbolatriensdure, Wieland und Sorgej)
aus Desoxycholsaure Choladiensdure dargestellt haben.

9 H. 106, S. 198 (1919). *) H. 80, S. 296 (1912).
») H. 98, S. 59 (1916).
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0,3097 g Lithochols&ure wurde in einem tief angesetzten
kleinen Schwertkolben im Metallbad erwdrmt. Kurz nach
dem Schmelzen trat bei ca. 190° AuBentemperatur lebhaftes
Schadumen ein. Deshalb mulfdte hei dieser Temperatur einige
Zeit gehalten werden, bis sich die Schmelze wieder beruhigt
hatte. Nach Steigern der AuBentemperatur setzte langsam
Destillation eines wasserklaren Oles ein, die bei einer AuRen-
temperatur von 325° nach etwa 1% Stunden beendigt war.
Als Rickstand blieb nur ganz wenig eines dunkelbraunen
sproden Harzes im Kolben zuriick. Das Destillat war schon
wéhrend der Destillation kristallin geworden. Nach dem Er-
kalten war es sehr spréde und konnte nach dem Pulvern,
wobei die Substanz stark elektrisch wurde, aus verdinntem
Alkohol (etwa 80°/0ig) leicht umkristallisiert werden, aus dem die
Saure in warzenférmig angeordneten diinnen Nudelchen heraus-
kam. Nach mehrmaligem Umkristallisieren wurde der Schmelz?
punkt bei 153—154° konstant gefunden. Waéhrend der De-
stillation erlitten die 0,3097 g Lithocholsdure einen Gewichts-
verlust von 16,3 mg = 5,26%. Fur die Abspaltung von 1 Mol
Wasser aus Lithocholsaure berechnet sich eine Gewichtsabnahme
von 4,79%. Die Cholensdure ist in den meisten organischen
Losungsmitteln, auch in Benzol und Ligroin, leicht l6slich.
Die Saure ist gegen Kaliumpermanganat unbestandig. lhr
Natriumsalz ist so schwer 16slich, daR die Saure auch in der
Warme weder in Soda, noch in verdiinnte Natronlauge geht,
genau wie dies bei Choladien- und Cholatriensdure der Fall ist.
In Ammoniak ist sie erst in der Hitze I6slich. Aus der warmen
Losung fallt Bariumchlorid sofort kristallinisches Barium-
cholenat. Aufféllig ist die Farbreaktion der Cholensaure mit
Essigsédureanhydrid beim Hinzusetzen eines Tropfens konzen-
trierter Schwefelsaure. Die starke Farbreaktion erinnert leb-
haft an die des Cholesterins. Die Farbe geht von gelb Uber
rosa, rotviolett sehr bald in ein sehr dunkles, rotstichiges
Violett Uber, das nach etwa % Stunde zu einem dunklen
Olivgrun wird. Es ist bemerkenswert, dal} die einfach unge-
sattigte Saure noch diese intensive Farbreaktion gibt, zu deren
Erzeugung also eine Doppelbindung im Ringsystem gentgt
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Wir haben keine Angabe dartber gefunden, ob auch das
Cholesten, das der Cholenséure in der Sattigung (nicht in
der Stellung der Doppelbindung) entspricht, eine Farbung mit
Essigsaureanhydrid-Schwefelsaure liefert.

Die Analysensubstanz erlitt im Hochvakuum bei 110°
getrocknet keine Abnahme.

5,923 mg: 17,396 mg CO02 und 5,703 rag H20
5,657 mg: 16,633 mg CO, und 5,281 mg H,0
C21H880, berechnet: C 80,38% H 10,69%
gefunden: 80,10% 80,19% 10.77% 10,45%o.

Cholansaure C24H4002.

161,3 mg reine Cholensdure wurden in 10 ccm Eisessig
aufgeschlemmt und mit 0,2 g Palladiumschwarz unter Wasser-
stoff in der Schuttelbirne geschuittelt. Die Wasserstoffaufnahme
war sehr lebhaft und bereits nach /i Stunde beendigt. Die
festen Kristalle der Cholensaure waren verschwunden und an
ihre Stelle war eine milchige Suspension feiner Nadeln getreten.
Es wurde 2 Stunden geschuttelt. Die Wasserstoffaufnahme
betrug 35 ccm. Durch Erwéarmen wurde die Suspension in
Losung gebracht und vom Palladium abfiltriert. Beim Stehen
lieR die Essiglosung volumindse Nadeln von Cholansdaure aus-
kristallisieren, die keine Farbreaktion mehr zeigten. Nach
zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol wurde der Schmelz-
punkt 162—163° erreicht. Der Mischschmelzpunkt mit einem
durch Reduktion nach Clemmensen aus Dehydrocholsgure
von Wieland und Boerschl) hergestellten Praparat lag bei
161—162°.

Die Analysensubstanz wurde im Hochvakuum bei 110°
konstant getrocknet. Abnahme 0,4 %.

7,254 mg: 21,199 mg CO, und 7,279 mg HsO
5,478 mg: 16,007 mg CO02 und 5,596 mg H,O
C24HtoO, berechnet: C 79,94% H 11,19%
gefunden: 79,70% 79,69% 11,23% 11,43%.

) H. 106, S. 195 (1919).
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Lithobiliansaure C24H3806.

0,3 g Lithocholsdure wurden mit 1 ccm Salpetersaure
vom spezifischen Gewicht 1,4 Ubergossen. Die in der Kalte
nur langsam einsetzende Reaktion wurde auf dem Wasserbade
eingeleitet und fuhrte alsbald zu einer klaren Ldsung. Nach
etwa 10 Minuten tribte sich die ReaktionsflUssigkeit durch
Ausscheidung feiner Nadeln von Lithobiliansaure. Nach 15 bis
20 Minuten war die Reaktion praktisch beendigt, was sich
durch das fast ganzliche Aufhéren der Entwicklung von NOa-
Dampfen zu erkennen gab. Deshalb wurde die Oxydation durch
llinzufigen von 1—2 ccm Wasser unterbrochen, der Nieder-
schlag gut durchgerieben, wobei die anfangs auf Wasserzusatz
flockige Ausscheidung fest wurde, und abgesaugt. Das trockene
Produkt wurde mit wenig Ather angerieben und zeigte nach
dem Absaugen schon gleich den Schmelzpunkt von 278°, der
sich auch durch zweimaliges Umkristallisieren aus Eisessig
nicht tber 279° hinauftreiben lie3; bei dieser Temperatur flief3t,
die Lithobiliansaure unter kurzem Aufschaumen zu einer hell-
braunen Schmelze zusammen. Kristallfform aus Eisessig: an
beiden Enden durch steile Domen abgegrenzte Prismen, die
zum Teil kreuzférmig Uubereinandergelagert sind, zum Teil
Kosetton bilden. Aus dem Ruckstand der Athermutterlauge
konnte noch durch Umkristallisieren aus Eisessig eine Nach-
ausbeute an reiner Lithobiliansdure erhalten werden.

Die Analysensubstanz erfuhr im Hochvakuum bei 110°
zur Konstanz getrocknet keine nennenswerte Abnahme.
5,265 mg: 13,214 mg CO02 und 4,319 mg HsO
6,325 mg: 15,889 mg CO,, und 5,297 mg HsO

C24H3806 berechnet: C 68,20% H 9,07%
gefunden: 68,45% 68,51% 9,18% 9,37%.

Brenz-Lithobiliansaure C23H3g03.

78,8 mg Lithobiliansaure wurden im wasser- und kohlen-
saurefreien Stickstoffstrom bei 280—300° im Metallbad der
Hitzezersetzung im Verlauf von V*—*/4 Stunden unterworfen*.
Hie Reaktion wurde quantitativ dadurch verfolgt, da3 erstens

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 11



140 Heinrich Wieland nnd Paul Weyland,

die Gewichtsabnahme der Substanz beim Erhitzen bestimmt
wurde, und zweitens im angeschalteten Chlorcalciumrohr und
Kaliapparat das gebildete Wasser und die Kohlensaure auf-
gefangen wurden. Der Gewichtsverlust der Substanz betrug
14.5 mg oder 18%, wahrend sich fur ein Mol. Kohlensaure
und ein Mol. Wasser ein Gewichtsverlust von 11,57 mg oder
15,69% berechnet. Dabei hatte das Chlorcalciumrohr um
6.5 mg oder 8,26% zugenommen, statt der fir ein Mol. Wasser
berechneten Zunahme von 3,3 mg oder 4,19%. Der Kali-
apparat war statt der fur 1 ccm Kohlensdure berechneten Ge-
wichtszunahme von 8,2 mg oder 10,42% um 7,8 mg oder 9,9%
schwerer geworden. Die starke Differenz in der Abnahme
der Substanz und in der Zunahme des Chlorcalciumrohres er-
klart sich durch die deutlich wahrzunehmende Nebenreaktion,
die geringe Mengen eines angenehm aromatisch riechenden
Oles ins Ansatzrohr des Chlorcalciumapparats destillieren lieR.
Nach Beendigung der Brenzreaktion war die Brenzsaure zum
grolten Teil als hellbraune Schmelze am Boden des Zersetzungs-
rohres geblieben. Ein kleiner Teil war heraufdestilliert und
. kristallisierte beim Erkalten in langen feinen Nadeln, die zu
flechtenartigen Gebilden angeordnet waren. Bei der Titration
verbrauchten die entstandenen rohen 64,3 mg Brenz-Litho-
biliansaure statt der berechneten Menge von 2,15 ccm 710-Nor-
matkalilauge 2,3 ccm. Das Kaliumsalz der Brenzsdure ist im
kalten Wasser schwer loslich. Die mit Salzsgure aus dem
Salz frei gemachte Sdure zeigte nach zweimaligem Umkri-
stallisieren aus schwach verdinntem Eisessig einen Schmelz-
punkt von 200—201°. Sintern ab 197°. Sie bildete nadel-
formige Kristalle, die zum Teil zu baumflechtenartigen Gebilden
verwachsen waren.

Die Analysensubstanz wurde im Hochvakuum bei 110°
konstant getrocknet. Abnahme 0,62%.

4,670 mg: 13,068 mg COf und 4,247 mg H,0
C2SHmMO, berechnet: C 76,60% H 10,07%
gefunden: 76,33% 10,18%.
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Isomere Tricarbonsaure C21H3800 ans Ketocholan-
saure.

Als Ausgangsmaterial diente die nach der Vorschrift von
Wieland und Boersch!) dargestellte a-Ketocholansaure vom
Schmelzpunkt 183°. 1 g dieser Saure wurde im Reagenzglas
mit 5 ccm Salpetersdure vom spezifischen Gewicht 1,4 (ber-
gossen und ins Wasserbad gestellt. Die Reaktion kam erst
langsam in Gang. Die Sdaure wurde zu einem wasserhelien
Dl» das nach und nach braun wurde und erst im Laufe von 2 bis
0 Stunden ganz in L6sung ging. Dann trat allmé&hlich kristal-
linische Abscheidung auf. Die Oxydation war nach 10 Stunden
Stehen bei Wasserbadtemperatur so gut wie beendigt und
wurde durch Hinzufligen von 5 ccm Wasser unterbrochen.
Das schwach gelb geféarbte Reaktionsprodukt wurde abgesaugt,
getrocknet und mit wenig Ather angerieben. Nach dem Ab-
saugen blieb ein rein weil3es Pulver vom Schmelzpunkt 258°,
iler durch Umkristallisieren der Saure aus Eisessig nicht Uber
261° gesteigert werden konnte. Auch das reinste Praparat
brdunt sich von ca. 200° ab und schmilzt unter gelindem
Schdumen zu einer braunen Schmelze. Kiristallform: spitze
Nadeln, die warzenformig angeordnet sind, ohne aber die
schonen Endflachen der Lithobiliansdure zu haben. Aus den
Rickstanden der Athermutterlaugen konnte auch hier durch
Umkristallisieren aus Eisessig eine Nachausbeute an reiner
Tricarbonséure erhalten werden.

Die Analysensubstanz wurde im Hochvakuum wie oben
getrocknet. Abnahme 0,8 °/0.

7,525 mg: 18,828 mg CO, und 6,075 mg H,0
5,298 mg: 13,295 mg CO, und 4,430 mg H,0
U24H3806 berechnet: C 68,20% H 9,07%
gefunden:  68,24% 68,44%  9,03% 9,36%.

Brenzsaure C24H8AOS.

129,3 mg von obiger Tricarbonsdure wurden im Hoch-
vakuum bei 280—300° zersetzt und daran anschliel}end de-

0 H. 106, S. 198 (1919).
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stilliert unter Steigerung der Badtemperatur bis 320°. Ein
wasserklarer Tropfen ging Uber, der in Benzol und Ligroin
unloslich, in Ather und Eisessig leicht loslich war. Aus
verdinntem Eisessig kristallisierte die S&aure in prachtvoll
lanzettformigen Blattchen, die in Rosetten angeordnet waren
und den Schmelzpunkt 173—174° zeigten. Der Gewichts-
verlust bei der Zersetzung betrug 10,2 mg oder 7,89% statt
der fur 1 Mol. Wasser berechneten Abnahme von 4,3°/0.

Ein zweites Mal wurden 145 mg der isomeren Lithobilian-
saure im wasser- und kohlensdurefreien Stickstoffstrom zer-
setzt; durch Auffangen der fliichtigen Produkte im Chlorcalcium-
rohr und Kaliapparat wurde die Reaktion wagend verfolgt. Der
Kaliapparat erfuhr keine nennenswerte Gewichtszunahme. Das
Chlorcalciumrohr zeigte die der Gewichtsabnahme der Sub-
stanz entsprechende Zunahme von 153 mg oder 10,8%.
Fir 1 Mol. Wasser berechnet sich ein Gewichtsverlust von 4,3%.
Auch hier war etwas eines aromatisch riechenden, zahen Oles
ins Ansatzrohr des Chlorcalciumrohrs destilliert, das den Unter-
schied im Gewichtsverlust der Substanz erklart. Nach
12standigem Erhitzen war die Reaktion beendigt. Die tief-
braun gefarbte Schmelze wurde rnit Vio-Normalkalilauge
titriert und verbrauchte 10,3 ccm, woraus sich ein Aquivalent-
gewicht von 126 berechnet an Stelle des theoretischen Wertes
von 134 fur das Anhydrid der Tricarbonsaure. Die alkalische
Losung wurde mit Salzsaure fraktioniert gefallt und so eine
Trennung von den grobsten Verunreinigungen erreicht. Die
zweite ziemlich helle Fallung mit Salzséure lieferte, aus Eisessig
umkristallisiert, die der Lithobiliansdure isomere Saure C24 H33 00
mit dem Schmelzpunkt von 255—256° zurtick. Der Misch-
schmelzpunkt mit reiner Sdure lag bei 255°.



