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Zusammenfassung

38-Benzoyloxy-cholesten-(1) (IV) ergab bei der Behandlung mit «neutralem»
aktiviertem AL O, drei neue Reaktionsprodukte: Cholestadien-(1,3) (IX) (Elimina-
tion), 3a-Hydroxycholesten-(1) (VII) (Substitution) und einen mit VII isomeren
ungesittigten Alkohol, der nicht aufgekldrt wurde. IX wurde auch durch Pyrolyse
von IV erhalten. Analog lieferte 3a-Benzoyloxy-cholesten-(1) (VI) mit AlL,O, 3f-
Hydroxycholesten-(1) (II) als Hauptprodukt.

Cholesten-(2)-on~(1) (XI) ging bei der Reduktion mit LiAlH, ausschliesslich in
18-Hydroxycholesten-(2) (XIV) iiber. Durch Benzoylierung und Al,O;-Behandlung
von XIV wurde la-Hydroxycholesten-(2) (XVI) erhalten. Nach Acetylierung und
Al,O4-Chromatographie ergab XIV neben dem Acetylderivat XV ebenfalls den epi-
meren Alkohol XVI.

Bei den Reaktionen mit Al,O; wurden keine Allylumlagerungen beobachtet.

Im Gegensatz zu den o,f-ungesittigten Benzoyloxy-Verbindungen waren die ent-
sprechenden gesittigten Benzoylderivate an Al,0O, weitgehend bestdndig. 3«- und
38-Benzoyloxy-cholestan lieferten beide etwas Cholesten-(2) (Elimination) und durch
Verseifung etwas freien, nicht epimerisierten Alkohol.
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235. Uber eine Substitutionsreaktion
bei 3-Benzoyloxy-cholesten-(1) durch Aluminiumoxyd:
Untersuchung mit Hilfe von isotopem Sauerstoff

von H. Dahn, R. Menassé und Ch. Tamm
(27. V1II. 59)

In der vorhergehenden Mitteilung?) wurde berichtet, dass gewisse Allylbenzoate
der Steroidreihe, nimlich 38-Benzoyloxy-cholesten-(1) (I), 3a-Benzoyloxy-cholesten-
(1) (III) und 18-Benzoyloxy-cholesten-(2) (V) bei Behandlung mit Alumininmoxyd
die epimeren Alkohole IT bzw. IV bzw. VI liefern.

Fir diese Reaktion lassen sich verschiedene Mechanismen formulieren: es ist
denkbar, dass das Benzoat in 2 Stufen hydrolysiert und epimerisiert wird, wobei die
Reihenfolge dieser beiden Schritte nicht a priori feststeht; es ist aber auch denkbar,
dass die Benzoyloxygruppe als Ganzes durch OH ersetzt wird. Der erstgenannte
Weg einer 0-Acylspaltung kommt dem normalen Hydrolysemechanismus von Estern
gleich?); Hydrolyse durch Al,0y wurde bei gesittigten Steroidbenzoaten nach-
gewiesen: z. B, wird Cholestanol-(38)-benzoat durch ALO, zu ca. 109, zu Cholestanol
verseift, wobei keine Inversion eintritt?). Zugunsten der Annahme des zweiten Weges,
der einer O-Alkylspaltung entspricht und bei Allylestern nicht ungewdhnlich ist?),
kann man die beobachtete Inversion anfithren. Eine eindeutige Entscheidung

1) Cu. Tamm & R. ALBrEcCHT, Helv. 42, 2177 (1959).
) C. K. IxgoLp, Structure and Mechanism in Organic Chemistry, .ondon 1953.
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zwischen O-Alkyl- und O-Acylspaltung von Estern ist seit PoLANYI’s3) und UREY’s%)
klassischen Untersuchungen mit Hilfe von Markierung mit isotopem Sauerstoft
moglich. Wir berichten im folgenden iiber dic Ergebnisse der Umsetzung zwischen
180-signiertem Ester I und unsigniertem Al,O,.
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Die isotope Markierung mit 180 geschieht am einfachsten iiber Carbonylverbin-
dungen: diese tauschen in H,®0 ihren Sauerstoff via Hydratbildung gegen 180 aus?%).
Cholesten-(1)-on-(3) (VIII) stellt daher ein passendes Ausgangsmaterial dar; wegen
geringer Loslichkeit in Wasser musste der Sauerstoff-Austausch zwischen VIIT und
H,®0 in 85-proz. Dioxan-Wasser durchgefiihrt werden. Nach Counx & URrgyS) ist
der Sauerstoff-Austausch zwischen Aceton und Wasser bei 100° nicht sehr rasch;
a,f-ungesittigtc Ketone sind weniger elcktrophil als gesittigte Ketone, sollten also
noch langsamer reagieren. In der Tat fanden wir, dass VIII*5) nach 24 Std. Kochen
unter Riickfluss mit Dioxan-Wasser weniger als 209, der Wassermarkierung auf-
genommen hatte?). Wie bei Aceton®) ist auch bei VIII die Austauschreaktion einer
starken Sdurekatalyse unterworfen: in Gegenwart von 2 - 10-3-m, HCl war der Aus-
tausch nach zwei Stunden bei ca. 100° nahezu quantitativ; das erhaltene VIII*
enthielt 1,40 At.-9% 80-Tracer®). Reduktion mit LiAlH, lieferte Cholesten-(1)-ol-
(34)-[¥®0} (IV*) von nahezu unverindertem Tracergehalt: 1,36 At.-%,. Zur Ver-
esterung von IV* wurde 80-signiertes Benzoylchlorid verwendet (1,499, Tracer-
gehalt); dies geschah, um interne Umlagerungen, die unter Beteiligung der Car-
bonylgruppe erfolgen kénnen (Syi’, Syi), mit Sicherheit auszuschliessen. Der Tracer-
gehalt des gebildeten 38-Benzoyloxy-cholesten-(1)-[bis 1807 (I*) sollte auf Grund
der Synthese dem Mittelwert aus den beiden Ausgangsstoffen gleichkommen; dies
wurde in der Tat gefunden: IV* gef. 1,42; ber. 1,42 At.-% 18O-Tracer.

3) M. Poranvr & A. L. SzaBo, Trans. I'arad. Soc. 30, 508 (1934).

4) I. RonErts & H. C. UrREY, J. Amer. chem. Soc. 60, 2391 (1938).

%) 180-signierte Verbindungen sind in den Formelnummern durch einen Stern markiert.

8 M. Conx & H. C. Urgey, J. Amer. chem. Soc. 60, 679 (1938).

7) 180-Analysenmethode: H. Daun, H. MoL. & R. MEnassk, Helv. 42, 1225 (1959).

8) Natirlicher Sauerstoff enthalt ca. 0,21 At.-9%, 180; unter «Tracergehaltr oder «Mar-

kierung» ist der (berschuss an 180 iiber den am gleichen Tag bestimmten 180-Gehalt des ver-
wendeten unmarkierten CO, zu verstehen.
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Die Behandlung von I* in Benzol-Ather mit unsigniertem Aluminiumoxyd ge-
schah wie beschrieben?!) und lieferte die gleichen Produkte in ungefahr gleichen Aus-
beuten. Die Produkte wurden auf 80 analysiert?): 3a-Hydroxy-cholesten-(1) (II)
enthielt nur 0,01 At.-9 180-Tracer, d. h. es war innerhalb der Fehlergrenze tracerfrei.
Das «Kristallgemisch» unbekannter Konstitution besass noch 0,16 At.-%, Tracer,
hatte also 909, der Markierung verloren. Das chemisch scheinbar unveridndert
zuriickgewonnene Ausgangsmaterial I* hatte auf der S#ule ca. 129, seines Tracers
eingebiisst. — Zur Kontrolle wurde auch der signierte Alkohol IV* mit Al,O; behan-
delt; er blieb in Struktur und rdumlichem Bau unverdndert und erlitt lediglich ge-
ringfiigigen Tracerverlust (< 49%,).

Tabelle 1. 80-Markierung

Verbindung At.-%, 180-Tracer?®)
Cholesten-(1)-on-(3) (VIII*) . . . . . . 1,40
Cholesten-(1)-ol-(36) (IV*) . . . . . . 1,36

nach Behandlung mit ALO; . . . . . 1,31
Benzoylchlorid . . . . . . . . . .. 1,49
38-Benzoyloxy-cholesten-(1) (I*): . . . 1,42
Al,O4-Produkte aus I*

Cholesten-(1)-ol-(3a) (II) . . . . . . 0,01

«Kristallgemisch» . . . . . . . . . 0,16

38-Benzoyloxy-cholesten-(1) (I*) . . . 1,25

Der véllige Verlust von Tracer beim Ubergang vom Benzoat I* in den epimeren
Alkohol II schliesst Mechanismen der Acyl-O-Spaltung aus und beweist Alkyl-O-
Spaltung. Demgemiss sind direkte Substitutionen der Benzoat- durch die HO-Gruppe,
die aus dem Aluminiumoxyd stammt, zu betrachten. Die Reaktion geht zweifellos
nicht im unpolaren Losungsmittel (Benzol-Ather-Gemisch), sondern an der stark
polaren Oberfliche des Aluminiumoxyds vor sich, d. h. der Ester wird vermutlich
zuerst adsorbiert, bevor die Alkyl-O-Bindung gebrochen wird. Aluminiumoxyd ist
amphoter: seine Wirkung als saurer Katalysator geht zum Beispiel aus Eliminations-
reaktionen der Alkohole?) hervor. Andrerseits kénnen Nucleophile in den HyO-und
HOOC-Partikeln, die die Oberfliche von Al,O, bedecken, sowie in A-O=-Gruppen er-
blickt werden ; als Beispiel einer entsprechenden Wirkung sei die Verseifung von Toluol-
sulfosidureestern (die bekanntlich unter Alkyl-O-Spaltung erfolgt) durch Aluminium-
oxyd erwihnt, die bei gesdttigten Steroidtosylaten unter Inversion vor sich geht?!?).

%) Beispicle aus der Steroid-Reihe: L. H. SARETT, J. Amer. chem. Soc. 70, 1454 (1948):
Cyanhydrin; K. FLorey & M. EHRENSTEIN, J. org. Chemistry 19, 1331 (1954); E. J. BEckir &
M. EHRENSTEIN, Liebigs Ann. Chem. 608, 54 (1957); R. P. MarTIN & CH. Tamym, Helv. 42, 696
(1959) : §-Keto-alkohole.

1) R.J. W.CreEMLYN & C.W. SHOPPEE, J.chem. Soc. 1957, 3515; F.C. Cuang & R.T.

BLICKENSTAFF, Chemistry & Ind. 1958, 590; J. Amer. chem. Soc. 80, 2726 (1958); G. H. Dou-
GLAs, PP. S, ELLinGTON, G. D. MEAKINS & R. SwINDELLS, J. chem. Soc. 1959, 1720.
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Wenn Aluminiumoxyd in unscrem Fall als saurer Katalysator wirken wiirde,
so wére zu erwarten, dass Alkohole ebenso reagieren wic die zugehérigen Ester?)11);
dagegen lassen basenkatalysierte Substitutionsmechanismen einen grossen Unter-
schicd zwischen Alkohol und Ester erwarten, weil OH® cine sehr viel ungiinstigere
Abgangsgruppe darstellt als ein resonanzstabilisiertes Siureanion wie Benzoat. In
der Tat wurde gefunden, dass die Alkohole II und IV im Gegensatz zu ihren Benzoaten
von Aluminiumoxyd nicht verindert werden: unsere Reaktion ist also mit den ba-
sischen Hydrolysemechanismen (mit Alkyl-O-Spaltung) zu vergleichen.

Substitutionen am Allylsystem!!)?) unter Alkyl-O-Spaltung koénnen prinzipiell
nach zwei Mechanismen vor sich gehen, ndmlich entweder einstufig oder in zwei
Stufen iiber ein Carboniumion als Zwischenprodukt. Der einstufige Mechanismus,
der in homogener Losung bimolekulare Kinetik zeigen kann, erfolgt mit oder ohne
Allylumlagerung (Sy2' bzw. Sy2); beide Fille sind bekannt, die Substitution ohne
Umlagerung ist jedoch weitaus haufiger. Das Carboniumion-Zwischenprodukt da-
gegen, das in homogenem System durch Sy1-Prozesse gebildet wird, fithrt zu einem
(sleichgewichtsgemisch von umgelagertem und unumgelagertem Produkt (Syl’ bzw.
Sk1), vorausgesetzt dass das freic Carboniumion geniigende Lebensdauer besitzt, um
seine stabilste Konfiguration zu erreichen. Bei Allylalkoholen und Allylestern in
homogenem System tritt die Sy1- und Sy1’-Reaktion vor allem bei Siurekatalyse
ein; die Sy2- und Sy2’-Reaktion wird in homogenem System z. B. bei Allylhalogeni-
den durch Nucleophile bewirkt. In heterogenem System, wie z. 3. an Aluminium-
oxydoberflichen, verlieren die Ausdriicke Sy1, $Sy2 usw. ihre aus homogenem System
stammende kinetische Bedeutung; sic bleiben jedoch niitzlich, um zwischen ver-
schiedenen Reaktionstypen zu differenzieren; daher benutzen wir die Ausdriicke in
Anfiihrungszeichen («Syl» usw.).

Unser stcereochemischer Befund der Inversion ist mit der Annahme eines ein-
stufigen Reaktionsverlaufcs («Sx2»)'%) im Einklang, ebenso die Abwesenheit von
Séurekatalyse. I'erner sollten nach «Sy2» axiale Gruppen leichter ersetzt werden als
dquatoriale?3); in der Tat fanden wir bei IIT mit axialer!4) Benzoyloxygruppe bessere
Ausbeute an epimerem Alkohol (48%,) als bei dem ZAquatorialen I (24-349,)1%).

) R. H. DEWoLFE & W. (G. Younag, Chem. Reviews 56, 753 (1956).

12} Tn homogenem System wird der Mechanismus der cinstufigen basenkatalysierten Ester-
hydrolyse unter Alkyl-O-Spaltung nach der InGoLD’schen?) Nomenklatur als B,y 2 bezeichnet.
Dicser Hydrolysemechanismus wurde bisher nur selten beobachtet: W. A. Cowprey, E. D.
Hucazs, C. K. INGgoLp, S. MasTERMAN & A. D). Scotr, J. chem. Soc. 1937, 1252; F. A. Long &
M. PURCHASE, J. Amer. chem. Soc. 72, 3267 (1950) : B-T.actone.

13} 5. WinsTEIN, D. DarwisH & N. J. HoLness, J. Amer. chem. Soc. 78, 2915 (1956), fanden
bei 4-tert. Butyl-cyclohexyltosylat ein Geschwindigkeitsverhiltnis von axial zu dquatorial =
ca.7.

14} In der Allylstellung von Cyclohexen besteht kein Unterschied zwischen dquatorial und
axial; Modclle zeigen indessen, dass in /A1-Steroiden infolge frans-Anelliernng Ring A so verzerrt
ist, dass sich 3-dquatorial und 3-axial fast wie in gesittigten Ringen unterscheiden lassen.

15) Alle drei Benzoate zeigten an AlO, Elimination von Benzoesiure unter Bildung von
Cholestadien-(1,3): T leferte 49,, V 3% Dien. Bei 11T lisst sich dic Ausbcute nicht angeben,
da nur 21 mg Ausgangsmaterial cingesetzt werden konnten. Dic Eliminationsreaktion muss mit
den Benzoaten und nicht mit den daraus gebildeten Alkoholen geschehen, da die letzteren sich
gegen AlQ, als stabil erwiesen!), WINSTEIN, DarRwIsH & HorLnEess ¥8) fanden, dass bei der basen-
katalysierten Elimination (E2) eine axiale Tosvlatgruppe nur doppelt so rasch reagiert wie eine
aquatoriale.
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Die Bildung von freten Carboniumionen von ausreichender Lebensdauer ist
zweifellos auszuschliessen, obwohl man in der polaren Aluminiumoxydoberfliche ein
ionisationsforderndes Milieu erblicken kann: die Allylverbindungen I, IIT und V
sollten dabei das gleiche freie Carboniumion VII liefern, und aus dicsem sollten die
gleichen Produkte entstehen; wir fanden jedoch, dass I, III und V verschiedene
Produkte geben. Ferner wire bei Bildung von freien Carboniumionen wenigstens bei
einem Teil der Ausgangsmaterialien Allylumlagerung zu erwarten #)!1); dies wird in
unserem Fall dadurch bestdtigt, dass Cholesten-(1)-0l-(3x) (II) durch CrQ, in Eis-
essig, also unter Sy1-dhnlichen Bedingungen, ein Gemisch von Cholesten-(1)-on-(3)
(VIII) und Cholesten-(2)-on-(1) liefert!). Nach Behandlung von I, III und V mit
Aluminiumoxyd konnten jedoch in keinem Fall Allylumlagerungsprodukte mit
Sicherheit nachgewiesen werden%), was wiederum gegen das Vorliegen von freien
Carboniumionen VII von ausreichender Lebensdauer und fiir einen einstufigen
Reaktionsablauf spricht.

Diese Uberlegungen schliessen indessen nicht das Vorliegen von lonenpaaren aus: falls die
Ionen PhCOO® und R® an der Aluminiumoxydoberfliche nahe beieinander festgehalten werden,
dann ist denkbar, dass das Benzoat-lon das Carbonium-Ion so abschirmt, dass das hinzutretendc
Nucleophil (OH® oder H,0) nur unter Inversion reagieren kann; ferner ist denkbar, dass unter
diesen Bedingungen dic Allylumlagerung ausbleibt, weil das Carbonium-Ion nicht flach werden
kann; d. h. alle geschilderten Charakteristika der «Sy2»-Reaktion lassen sich auch mit der An-
nahme einer « Sy1»-Reaktion mit fixierten Ionenpaaren deuten. Eine Entscheidung ist zur Zeit

nicht méglich; es ist {iberhaupt fraglich, ob die klassische Unterscheidung der Reaktionstypen
auf die betrachteten Reaktionen an Aluminiumoxydoberflichen noch anwendbar seil?).

Der hier untersuchte Fall einer basischen Alkyl-O-Spaltung eines Esters unter-
scheidet sich fundamental von der normalen basenkatalysierten Esterhydrolyse, die
unter Acyl-O-Spaltung erfolgt und auch bei Allylestern in homogenem System die
Hauptrolie spielt 1%). Acyl-O-Spaltung bedeutet Angriff des Nucleophils am Carbonyl-
kohlenstoff, Alkyl-O-Spaltung Angriff am viel weniger elektrophilen Alkylkohlen-
stoff. Man kann daher fragen, welche Umstinde hier zu einer Begiinstigung der
Alkyl-O-Spaltung an Aluminiumoxyd fiithren.

In diesem Zusammenhang ist die oben erwihnte Beobachtung von Bedeutung,
dass das Benzoat I*, nachdem es scheinbar unverindert vom Aluminiumoxyd zuriick-
gewonnen war, 129, Tracer verloren hatte. Der Verlust von 1*0 war noch ausgeprigter
in einem Vorversuch mit I*, das vor allem in der Carbonylgruppe markiert war
(0,26%, Tracer in der Alkoxyl- und 0,76%, in der Carbonylgruppe; mittlerer Gehalt
gef. 0,489,): durch Behandlung mit Al,0; sank der mittlere Tracergehalt auf ca.
ein Drittel (0,18%,). Der stirkere Verlust deutet darauf hin, dass es in beiden Féllen
Sauerstoff vor allem aus der Carbonylgruppe ist, der ausgetauscht wird. Hierfiir
spricht ferner, dass wir fanden, dass auch Benzanilid an Aluminiumoxyd Tracer
aus der Carbonylgruppe verliert.

18) Wenn auch die angewendete Technik der Chromatographie nur liickenhafte Erfassung
der Produkte gestattet, so glauben wir doch, dass keine Hauptprodukte unerkannt geblieben sind.
Moglicherweise enthilt das aus I in 139% Ausbeute erhaltene «Kristallgemisch» unbekannter
Zusammensetzung geringe Mengen an Produkten der Allylumlagerung.

17) Wir danken Herrn Dr. C. A. BunTon, London, fiir diesen und anderc wertvolle Hinweise.

18) J. KENYON, S. M. PARTRIDGE & H. PHirLLIps, J. chem. Soc. 1936, 85; 1937,207; H. W. J.
HiLis, J. KENYON & H. PHILLIPS, ibid. 1936, 576.

138
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Sauerstoffaustausch zwischen Ester und Wasser wurde von BENDER!®) bei der
Einwirkung von Sdure oder Lauge in homogener wisseriger Losung gefunden, neben
iiberwiegender Hydrolyse. Zur Deutung nahm BENDER ein Zwischenprodukt an,
das in Formel IX fiir den Fall der Basenkatalyse formuliert ist. IX kann in drei
Richtungen zerfallen: wenn das Nucleophil direkt abgespalten wird, erhilt man un-
verdnderten Ester zuriick; wenn das Proton auf -*O® {ibergeht und dann das Nucleo-
phil *OH® abgespalten wird, erhilt man Ester unter Sauerstoffaustausch; wenn die
Alkoxylgruppe austritt, erhdlt man die Hydrolysenprodukte. Der letztere Weg iiber-
wog in BENDER’s Versuchen um das 3- bis 10-fache, d. h. kg > k,; daher wurde
Sauerstoffaustansch nur als Nebenreaktion neben Esterhydrolyse (O-Acyl-Spaltung)
beobachtet.

*? OH® *09 *OH _ "OH@(kA)
| |
R-C-OR > R-C-OR R-C-OR > R-C-OR
4__ 4_——__
| Lo 1
OH O 0
IX
- OR® (kp)
*0 *OH
i
R_P: =~——— R-C + HOR
| Il
OH O

Ubertrigt man diesen Mechanismus des Tracerverlustes auf unseren Fall des
Aluminiumoxyds als Reagens, so ist auch hier Angriff auf das Carbonylkohlenstoff-
atom wahrscheinlich; man kann annehmen, dass ein Nucleophil aus der Oberfliche
des Aluminiumoxyds (OH® oder H,0) auch hier ein Zwischenprodukt vom Typus IX
entstehen ldsst, das Protonenwanderung und Wiederabspaltung des Nucleophils
erleiden kann. Aus dem Ausbleiben der O-Acyl-Hydrolyse ist jedoch zu schliessen,
dass IX im vorliegenden Fall die Alkoxylgruppe nicht oder nur langsam abspalten
kann, d. h. ky < k,. Wir erkliren dies damit, dass sowohl der Steroid- als auch der
Benzoylteil des Esters an Al,O, adsorbiert sind; wenn die Bindung zwischen beiden
durch O-Acylspaltung im Zwischenprodukt IX gelést wird, so bleiben die beiden in
der Nihe voncinander fixiert, so dass durch blosse Umgruppierung der Elektronen
das Additionsprodukt IX zuriickgebildet wird. Dies kommt einer Hemmung der
Hydrolyse unter O-Acylspaltung?) gleich (Fig. 1, oberer Teil).

Man kann sich fragen, ob diese Betrachtungsweise der Fixierung der Reaktions-
produkte nicht auch die (beobachtcte) Hydrolyse unter Alkyl-O-Spaltung an ALQO,
verbictet; cine genauere Betrachtung zeigt, dass dies nicht zutrifft. In diesem Fall
tritt ndmlich Inversion ein; dadurch gelangt das Wasserstoffatom zwischen abge-

1%) M. BENDER, J. Amer. chem. Soc. 73, 1626 (1951); M. BENDER, R.D. GINGER & ]. P.
Un1K, ibid. 80, 1044 (1958).

20) Fiir den 0-Verlust an AL O, war noch eine andere Erklirung denkbar: Wenn I* in das
oben erwdhnte, an Al,O, fixierte Tonenpaar zerfillt, so wire méglich, dass das Benzoat-lon oder
Benzoesiurce 1¥0-Austausch erleidet und die Tonen sich anschliessend rekombinieren. Wir {fanden
jedoch, dass Benzoesdure-[1¥0] an Alumininmoxyd nur unbedeutend 180 verliert (ca. 19%), womit
diesc Erkldrung ausscheidet.
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2. Alkyl-O-Spaltung an Aluminiumoxyd

Fig. 1. Vergleich von Acyl-O- und Alkyl-O-Spaltung von Estern an Aluminiumoxyd:
Inversion hindert die Rekombination der adsorbierten Hydrolyseprodukte (R = Steroidrest)

spaltenes Benzoat-Ion und Alkylkohlenstoff und schirmt sie gegeneinander ab
(Fig. 1, unterer Teil). Um diese Reaktion riickgingig zu machen, ist die betrichtliche
Anregungsenergie der bimolekularen Reaktion erforderlich, und solange die Partner
an Aluminiumoxyd adsorbiert sind, fehlt ihnen die nétige kinetische Energie zur
Uberwindung der Energiebarriere.

Wir danken der Kommission filr Atomwissenschaft des Schweizerischen Nationalfonds zuy
Fovderung der wissenschaftlichen Forvschung fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit, Herrn Dr.
C. A. Bunton, London, und Herrn Dr. M. THORKAUF, Basel, fiir die Uberlassung von H,0.

Experimenteller Teil

Alle Smp. wurden auf dem KorLEr-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehlergrenze bis
200° etwa - 2°, dariiber etwa 4 3°. Substanzproben zur ¥0-Analyse wurden 1 Std. bei 0,02
Torr und 50-70° getrocknet. Die Chromatographien zur Stofftrennung wurden, soweit nicht
anderes angegeben, nach dem Durchlaufverfahren?!) an ncutralem Al,O, der Aktivititsstufe T
der Fa. M. WoeLM, Eschwege, Deutschland, durchgefithrt. Andere Alumininumoxydsorten gaben
teilweisc abweichende Resultate,

Cholesten-(7)-on-(3)-[180] (VIII*) aus Cholesten-(1)-on-(3) (VIII). — 1. Versuch (ohne Saure-
katalyse): 3,0 g Cholcsten-(1)-on-(3) (VIII) vom Smp. 94-98° wurden zweimal mit Benzol ab-
gedampft und mit 5 ml H,®0 (180-Uberschuss 1,17 At.-%) und 30 ml Dioxan (frisch gereinigt)
24 Std. unter Riickfluss erhitzt. Hierauf wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft und der
Riickstand zweimal mit Benzol abgedampit. 91,6; 45,0 mg Subst. (0,238; 0,117 nMol) wurden
mit 0,95; 0,53 mMol o-Phenylendiamin-monohydrochlorid(PM) +0,141; 0,142 mMol CO,
(0,215 At.-% 180) gehcizt. r = 0,005823; 0,005404. Agef = 0,291; 0,269. 180-Tracergehalt:
0,164; 0,185 At.-%.

2. Versuch (mit Sdurekatalyse): 3,5 g Cholesten-(1)-on-(3) (VIII) vom Smp. 94-98° wurden
wie oben getrocknet, mit 40 ml Dioxan-H,¥0-Gemisch (Stammlésung: 100 ml bestchend aus
16,65 g H,180 (80-Uberschuss: 1,595 At.-%,) und 86,72 g Dioxan (frisch gereinigt)) und 0,04 ml
2-n. HCl 2 Std. unter Riickfluss erhitzt. Hierauf wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft

2y T. Re1cHSTEIN & C. W. SHoppPEE, Disc. Farad. Soc. Nr. 7, 305 (1949).
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und mchrmals mit Benzol abgedampft. 34,5 mg Subst. (0,0899 mMol) wurden mit 0,24 mMol
PM +0,0756 mMol CO, (0,210 At.-% 80) geheizt. r = 0,01476. Ages, = 0,733, 180-Tracergehalt:
1,405 At.-%.

Cholesten-(1)-0l-(3)-[**0] (IV*) aus VIII* Eine Losung von 3,35g VIII* (1,40 At.-%,
18Q-Tracergehalt) in 60 ml Ather wurde innert 30 Min. zu einer Suspension von 1,2 g LiAlH, in
165 m1 abs. Ather zugetropft, dann 1 Std. unter Riickfluss erhitzt und wie friither beschriebenl)
aufgearbeitet. IZs resultierten 3,5 g Rohprodukt, das aus Ather-Methanol 1,9 g Kristalle vom
Smp. 129-133° lieferte. Die Mutterlaugenriickstinde wurden an 14 g Al,O, rasch chromato-
graphiert. Die mit Benzol und Benzol-Ather-Gemischen und Ather eluierten Fraktionen ergaben
aus Athcr-Methanol noch 450 mg Kristalle vom Smp. 128-131°. Die beiden Kristallfraktionen
wurden vereinigt und zur Homogenisierung und Trocknung mehrmals mit Benzol abgedampft.
34,2, 47,1 mg Subst. (0,0886; 0,122 mMol) wurden mit 0,28; 0,31 mMol PM + 0,0766; 0,0760 mMol
CO, (0,212; 0,210 At.-% 180) geheizt. r = 0,01433; 0,01633. Ay = 0,712; 0,810. 80-Tracer-
gehalt: 1,364 ; 1,348; Mittelwert: 1,36 At.-9%,.

3B-Benzoyloxy-cholesten-(1)-[bis-180] (I*) aus 1V*. Benzoesiure-[bis-80] wurde durch 5-tigiges
Kochen von Benzoesdure in der 20-fachen Menge ca. 1-n. H,SO, in H,80 hergestellt. 80-Be-
stimmung durch Umwandlung ins Ag-Salz und thermische Decarboxylierung: r = 0,03461;
0,03469. Ager, — 1,701; 1,705 (CO,-Standard: 0,211 At.-9, 180). 180-Tracergchalt: 1,490; 1,494
At.-9%. Hieraus wurde mittels Thionylchlorid Benzoylchlorid-['80] von gleichem Tracergehalt
(1,49 At.-9,) bercitct.

Eine Losung von 2,05 g IV* in 16 ml abs. Pyridin wurde bei 0° mit 2,75 ml Benzoylchlorid-
{180] (entspr. 4,5 Mol) versetzt und 17 Std. bei 20-22° stchengelassen. Hierauf wurde bei 0° mit
5 ml Methanol versetzt, im Vakuum eingeengt, in Ather aufgenommen, die Atherlésung mit
2-n. HC1, 2-n. Na,COg und Wasser mehrmals gewaschen, {iber Na,SO, getrocknet und einge-
dampft. Aus Ather-Methanol 2,29 g Kristalle vom Doppel-Smp. 122°/132-137°. 40,9; 28,3 mg
Subst. (0,0836; 0,0579 mMol) wurden mit 0,30; 0,34 mMol PM und 0,0766; 0,0760 mMol CO,
(0,212; 0,210 At.-% 18Q) gcheizt. r = 0,01912; 0,01657. Ages, = 0,947; 0,822. 80-Tracergehalt:
1,428; 1,413; Mittelwert: 1,42 At.-9,.

Behandlung von 38-Benzoyloxycholesten-(1)-[bis-180] (I*) mit Al,0,. Eine Lésung von 1,95 g
I* vom Doppel-Smp. 122°/132-137° in Petrolather wurde auf eine Saule mit 100 g Al,O, (neutral,
Aktivititsstufe I) gegeben und 18 Std. stehengelassen. Hierauf wurde wie iiblich chromatogra-
phiert. Die weitere, genau nach friitheren Angabenl) durchgefiihrte Trennung ergab:

A. 63 mg Cholestadien-(1,3) vom Smp. 67-68°.

B. 175 mg Ausgangsmaterial I* vom Doppel-Smp. 129-134°/143-148". 33,0; 36,4 mg Subst.
(0,0675; 0,0744 mMol) wurden mit 0,21; 0,30 mMol PM und 0,0760; 0,0760 mMol CO, (0,215;
0,210 At.-% 180) gehcizt. r = 0,01639; 0,01667. Ay = 0,813; 0,827, 80-Tracergehalt: 1,260;
1,249; Mittelwert: 1,25 At.-%,.

C. 358 mg 3a-Hydroxycholesten-(1) (II}) vom Smp. 109-111°. 51,6; 25,8 mg Subst. (0,1337;
0,0667 mMol) wurden mit 0,21; 0,21 mMol PM und 0,0760; 0,0760 mMol CO, (0,215; 0,210 At.-9%,
180) geheizt. r — 0,00440; 0,00430. Age. = 0,220; 0,215. 8Q-Tracergchalt: 0,008; 0,013; Mittel-
wert: 0,01 At.-%.

D. 38 mg Subst. CHT 208 vom Smp. 163-164°.

E. 207 ing «Kristallgemisch» (Alkohole) vom Smp. 103--148¢. 30,5; 21,7 mg Subst. (0,0791;
0,0562 mMol, ber. auf MG := 380) wurden mit 0,19; 0,27 mMol PM und 0,0760; 0,0760 mMol CO,
(0,215; 0,210 At.-9, 18Q) geheizt. r = 0,00527; 0,00518. Ages, == 0,262; 0,259. 180-Tracergehalt:
0,137; 0,178 ; Mittclwert: 0,16 At.-9,.

In einem zweiten Versuch wurde I* mit 0,262 At.-%, Tracergehalt in der Alkoxylgruppe
und 0,757 At.-9;, Tracergehalt in der Carbonylgruppe (mittlerer ¥QO-Traccrgchalt: ber. 0,509;
gef. 0,480 At.-°{) mit ALO,; behandelt. Iis wurden 89Y%, I* zuriickgewonnen, deren mittlerer
Tracergehalt auf 0,181 At.-9; gesunken war.

Behandlung von Cholesten-(1)-0l-(38)-[80] (I1V*) mit Al,04. 50,1 mg IV* (180-Tracergehalt:
1,36 At.-9%) wurden in 20 ml Petrolather gelost auf eine Siule von 4,5 g Aluminiumoxyd ge-
bracht, mit 50 i} Benzol-Petrolidther (1:1), 60 1l Benzol und 75 ml Benzol-Ather (10:1) gespiilt
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und 15 Std. auf der Siule stehengelassen. Dann wurde mit 75 ml Benzol-Ather (1:1) eluiert,
wobei 32 mg IV* vom Smp. 125-129° erhalten wurden. 10,21; 8,89 mg Subst. (0,0264; 0,0230
mMol) wurden mit 0,16; 0,25 mMol PM und 0,0763; 0,0763 mMol CO, (0,218 At.-%, 180) geheizt-
r = 0,00826; 0,00781. Age = 0,411; 0,389. 180-Tracergehalt: 1,309; 1,307; Mittelwert: 1,31
At.-9%.

In einem Vorversuch, bei dem 200 mg IV* (von 0,254; 0,270 At.-%, Tracergehalt) an 6 g
ALO, chromatographiert wurden, wurden 167 mg IV* vom Smp. 124-128° mit 0,271; 0,273
At.-9, 180-Tracergehalt erhalten.

Behandlung von Benzanilid-[180] mit A1,0,. 103 mg Benzanilid (1¥0-Tracergehalt: 0,87 At.-%,)
wurden in 50 ml Petrolither geldst auf eine Sdule von 4,5 g Aluminiumoxyd gebracht, mit 50 ml
Benzol-Petrolidther (1:1) gespiilt und 15 Std. auf der Siule stehengelassen. Dann wurde mit
100 ml Benzol eluiert, wobei 73 mg Benzanilid vom Smp. 162-164° erhalten wurden. 25,6; 36,8;
15,8 mg Subst. (0,130; 0,187; 0,0802 mMol) wurden mit 0,23; 0,25; 0,51 mMol PM und 0,0768;
0,0768; 0,0767 mMol CO, (0,214; 0,214 ; 0,221 At.-%, 180) geheizt. r = 0,01181; 0,01325; 0,01030.
Agef_ = 0,587; 0,658; 0,512. 180-Tracergehalt: 0,814; 0,809; 0,849; Mittelwert: 0,82 At.-9,.

Behandlung von Benzoesiure-[80] mit Al,042%). 1,0 g Benzoesidure-[*0O] (8 mMol) wurde in
50 ml Benzol-Petrolither (1:1) gelost auf eine Sdule von 20 g Aluminiumoxyd (MERCK, «stan-
dardisiert nach BROCKMANN»)23) gebracht und 14 Std. stehen gelassen; dann wurde das Alu-
miniumoxyd ausgestossen, abfiltriert und mit Benzol gewaschen: die vereinigten Lésungsmittel
enthielten keine Benzoesiure. Das getrocknete Aluminiumoxyd wurde mit 50 ml ca. 0,4-m.
wisserigem Ammoniak digeriert und abfiltriert. Die alkalische Losung wurde mit HNO, auf
pH 7-8 neutralisiert und unter kriftigem Riihren mit 1,36 g AgNO, (8 mMol) in 20 ml Wasser
+1 Tropfen konz. HNO, versetzt. Ag-Benzoat-[180] wurde abfiltriert, mit Wasser, Alkohol und
Ather gewaschen und 48 Std. im Dunkeln iiber H,SO, bei 10 Torr getrocknet: 1,4 g = 75% d. Th.

Zum Vergleich diente Ag-Benzoat-[180], das aus der gleichen Benzoesiure-[180] nach dem
gleichen Verfahren hergestellt war. 130-Bestimmung wie {iblich durch thermische Decarboxylie-
rung.

Vor Al,Oj-Bchandlung: r = 0,018153; 0,01812. Ages. = 0,899; 0,898 (CO,-Standard: 0,208
At.-9 180). 180-Tracergehalt: 0,691; 0,690; Mittelwert: 0,691 At.-9%,.

Nach Al,Oy-Behandlung: r = 0,01793; 0,01793. Age;, = 0,888; 0,888 (CO,-Standard: wie
oben). 180-Tracergehalt: 0,680; 0,680 At.-%,.

Zur Isotopenanalyse wurden die Substanzen nach der kiirzlich beschriebenen Methode?) mit
o-Phenylendiamin-monohydrochlorid (PM) +CO, 3 Std. auf ca. 300° geheizt. Sauerstoffhaltige
Verbindungen spalten unter diesen Bedingungen Wasser ab, desscn Isotopengehalt sich mit dem
zugesetzten CO, aquilibriert. Das CO, wird im Massenspektrographen analysiert; dieser liefert
das Verhiltnis r der Massen 46 zu 44+ 45, Berechnung der Analysen:

Agetf. = 1-100/(r+ 2).

Agef. (me+mg) — A, - mg
m

180-Tracergehalt in der Substanz = — A

(4
S

Hierin bedeuten:

A, = At.-9, 80 (Gesamtgehalt) im Ausgangs-CO,, bestimmt durch direkte Massenanalyse.
m, = mAtome Sauerstoff im CO,.
mg — mAtome Sauerstoff in der Substanzprobe.

Dic Massenanalysen wurden von Frau H. MENasst und Herrn cand. phil. W. REGENasSs
unter der Leitung von Herrn Dr. M. THURKAUF mit einem Massenspektrometer CONSOLIDATED-
NiEr 21-201 der Physikalisch-chemischen Anstalt, Basel, ausgefiihrt. Bei einem Teil der Versuche
war Herr W. ZURCHER in geschickter und gewissenhafter Weise behilflich.

22) Wir danken Herrn cand. phil. H. MoLt fiir die Durchfiihrung dieses Versuches.
23) Wir fanden, dass dieses Aluminiumoxydpriparat etwas stirker wirkt als das zuerst ver-
wendete von WoOELM.
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SUMMARY

By labelling with 180 it was shown that the reaction of the ester 38-benzoyloxy-
cholestene-(1) (I*) in an unpolar solvent on alumina to give the alcohol 3u-hydroxy-
cholestene-(1) (II) occurs with alkyl-O-fission. The alcohol 38-hydroxy-cholestene-(1)
(IV*) corresponding to I* remained practically unchanged under these conditions.

The cster I* recovered from alumina had lost 8O (probably from the carbonyl
group), apparcntly without concurrent hydrolysis by acyl-O-fission.

The mechanisms of these changes arc discussed.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Bascl und
Pharmazcutisch-chemisches Laboratorium Sanpoz, Basel

236. Uber den Einfluss der Polyphosphate
auf die Loslichkeit einiger Plasmaproteine und die Moglichkeit der
Plasma-Fraktionierung mit Polyphosphat?)

von Hs. Nitschmann, E. Rickli und P. Kistler ?)
(27. V111 59)

Einleitung

Eine Reihe polyvalenter Sduren, darunter vor allem die Polyphosphorsiure
(frither Metaphosphorsidure genannt), sind seit langem fiir ihre starke eiwcissfillende
Wirkung bekannt. Diese Wirknng ist meist nur unspezifisch zur vollstindigen De-
proteinisicrung biologischer Fliissigkeiten herangezogen worden, im Falle der Poly-
phosphorsiure auch zu ihrer analytischen Unterscheidung von den niedermolekularen
Gliedern der Reihe (Ortho- und Pyrophosphorsidure). Untersuchungen iiber die
Moglichkeiten einer fraktionierten Fillung von Proteingemischen mit Hilfe solcher
mehrwertiger Anionen gibt c¢s aber nur wenige.

MorawkTz & Huchks?) haben dic fillende Wirkung von Methacrylsiure-I’olymerisaten und
Malcinsdureanhydrid-Copolymerisaten aul Rinder-Serumalbumin untersucht. Aus den Nieder-
schlagen isoliertes Serumalbumin liess keine Anzeichen ciner Denaturierung erkennen. Ungefihr
gleichzeitig haben WIELAND ef al.%) tiber Versuche zur Fraktionierung von Serum mit Polyacryl-
siuren berichtet. ISLIKER & STrAaUss) gelang die Tsolierung eines Antikérpers aus dem Komplex
mit seinem Antigen (PR 8-Influenza-Virus) mit Hille von Polymethacrylat.

Auch mit Polystyrolsulfonsdure lassen sich Proteine im sauren pH-Gebiet ausfillen. Das
verschiedenartige Verhalten von Scrumalbumin und y-Globulin bel Gegenwart dieses Fallungs-

1) Diese Arbeit wurde durch Mittel aus einem dem Schweizerischen Roten Kreuz von der
Iirma HorFMANN-LA RocHE, Basel, gewiihrten Forschungskredit unterstiitzt. — Ein Teil der hier
mitgcteilten Resultate wurde am IV. Internationalen Kongress fiir Biochemie, Wien 1958, vor-
getragen.

%) Einige orientierende Versuche zur I'rage der Plasmafraktionierung mit Polyphosphat
wurden vom erstgenannten Autor schon 1956 mit E. W. B6TTcHER durchgefiihrt.

3) H. Morawntz & W. L. HUGHES jr., J. physic. Chemistry 56, 64 (1952).

4) TH. WIELAND, H. GoLpmanN, W. KerN, H. E. Scuurtze & H. D. MatueEk A, Makromol.
Chem. 10, 136 (1953).

5 a) H. C. IsLixkr & P. H. Strauss, Federation Proc. 13, 236 (1954) ; b) iidem, Vox Sanguinis
4, 196 (1959).






