
HELVETICA CHIMICA hcrh - Vol. 55, I‘asc. 3 (1072) - Nr. ‘J5-00 

[4] A .  Hassner & F.  W .  FowZev, J .  .4mcr. chcm. Soc. 90, 2869 (1968). 
[5 ]  N .  J .  Leonard & B. Zwanenburg, ibid. 89, 4456 (1967). 
[6] F.  W .  Fowler, A .  Hassner L+ L .  A .  Levy, ibid. 89, 2077 (1967). 
[7] R. Hzcisgen, E.  Funke, H .  Gotthardt & V.-L. Panke, Cheni. Her. 104, 1532 (1971). 
[B] J .  H .  Bowie & B. Nussey, Chem. Cornniun. 1970, 1565. 
[9] E .  Brunn, E .  Funke, H .  Gotthardt & R. Huisgen, Chem. Ber. 104, 1562 (1971). 

[lo] D. L. Aldous, J .  L. Riebsomerk R. W .  Castle, J.  org. Chemistry25, 1151 (1960). 

921 

96. Photochemie in der Vitamin D-Reihe 
I .  Kinetik und Quantenausbeuten der Ergosterinbestrahlung 

bei A = 253,7 nm 
von K. Pfoertner und J. P. Weber 

Aus der chemischen Forschungsabteilung und der Abteilung fur Physik und physikalische Chemie 
der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG 

(21. 2. 72) 

Summary. Irradiation of d59’-9a,10,%5teroids in solution with 1 = 253,7 nm yielded no 
&7-9/3. l0cr-steroids and vice versa. No back reaction from precaiciferol, t o  ergosterol could be 
detected by  kinetic measurements. This lcads to  thc  conclusion tha t  with the mcrcury rcsonance 
linc only ring opcning and 6,7-cis/trans isomcrization but no ring closure occurs. 

Die funfundvierzigjahrige Geschichte der Photochemie der Vitamin-D-Reihe ist 
im wesentlichen durch die Bearbeitung von zwei Problemkreisen gekennzeichnet. 
Einerseits galt es, die Strukturen der bei den photochemischen Isomerisationen auf- 
tretenden Substanzen zu identifizieren, andererseits musste geklart werden, aus wel- 
cher Verbindung eine jede entsteht. Das Problem der wechselseitigen Beziehungen 
wurde von Velluz et al. [1] durch die Entdeckung des Pravitamins und seiner zentralen 
Stellung in der Photochemie dieses Systems gelost. Sanders & Havingzga [2] haben dann 
die Quantenausbeuten fur die auch von uns zur Bestrahlung verwendete Quecksilber- 
Resonanzlinie 253,7 nm angegeben, so dass sich uns das zu untersuchende System 
dem Schema 1 entsprechend prasentierte. 

Da alle zu diesem System gehorenden Verbindungen durch Einwirkung von Licht, 
Luftsauerstoff usw. verandert werden, bereitet ihre quantitative Erfassung in den 
Bestrahlungsgemischen Schwierigkeiten. Die im Schema 1 enthaltenen Quanten- 
ausbeuten beruhen auf Untersuchungen von Rappoldt 133, der sich im Jahre 1960 zur 
quantitativen Bestimmung der einzelnen Komponenten folgender Methode bediente : 
I h s  nicht umgesetzte Ergosterin wurde mit Digitonin gefallt, wahrend zur Ermittlung 
der Pravitamin D-Menge ein Differenzverfahren zur Anwendung kam. Bei drei 
Wellenlangen wurde die Extinktion der verdunnten Reaktionslosung gemessen und 
die gleiche Messung nach therrnischer Umwandlung des Pravitamins in das starker 
absorbierende Vitamin D wiederholt. Aus der Zunahme der Extinktion wurde dann 
die Pravitamin D-Menge berechnet. Die Tachysterin-Menge ergab sich aus Extink- 
tionsmessungen bei drei Wellenlangen oberhalb 300 nm, wo die Lichtabsorption der 
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Ergostcri rt I'r5vitaiiiin 13, Tacbysterin, 

Iicaktioiisscliuina nacli 113. (,)uaiitcnausbeutcn, I x i  L53,7 nm, nach [ Z ;  31 

iibrigen Konipoiienten vie1 geringer ist. Fur das Lumisterin stand damals uberliaupt 
keine Messmethode zur Verfugung. Man musste durcli Erganzung der Summe der 
gemessenen Komponenten zu 100 yo darauf zuriickschliessen. Zur Berechnung der 
Quantenausbeuteri wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der betreffenden Reak- 
tionen verwendet, die durcli graphische Extrapolation ermittelt wurden. 

Die beschriebene Analysenmethode ist ebenso wie das Auswerteverfahren zur 
Ermittlung der Quantenausbeuten mit erheblichen Unsicherheiten behaftet, weshalb 
wir uns veranlasst sahen, das Problem mit den uns heute zur Verfugung stehenden 
Hilfsmitteln neu z;u bearbeiten. 

Nacli der Bestrahlung von Ergosterin-LasuiigeIi mit der Quecksilber-Resonanz- 
h i e  sollte man im Reaktionsgemisch, nach Schema 1, Lumisterin, finden und, umge- 
kehrt, in bestrahlt en Lumisterin,-Losungen, Ergosterin. Nachdem Vorversuche diese 
Voraussage nicht bestatigten, fulirten wir zu ilirer genaucn Uberprufung eine ganze 
Reihe von Experimenten unter Verwendung von Licht der Wellenlange 253,7 nm 
durch. Dabei benutzten wir 

als d 5, '-!)a, IOP-Steroide: Ergosterin 1 
3-0-Acetyl-ergosterin 1 a 
7-Dehydrocl~olesterin 2 
3 , 3  ; 20,20-Bis-iithylendioxy-pregna-5,7-dkIi (Diketal) 3 
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C‘H, 

als A5’ 7-9p, I&-Steroide: Lumisterin, 4 
3 ,3  ; 20,20-Bis-athylendioxy-9/3,1Oa-pregna-5,6-dien 
(Retrodiketal) 5 

CH, 
I 

4 5 

als Llismgsmittel: Methanol, Atlianol, Isoprupylalkoliol, Essigsaurciithyl- 
ester, Isooctan, n-Hexan 

als Analysenmethode: NMK.-Spektroskopie, Gas-Chromatographie, 
Dunnschichtchromatographie. 

Bei Umsatzen his zu 80% der bestrahlten Verbindungen konnten wir in keinem 
der untersuchten 13 Faille das cyclische Dien mit der zuin Ausgangsmaterial inversen 
Konfiguration an C(9) und C(10) nachweisen, sondern immer nur die durch Ring- 
offnung entstandenen seco-Steroide vom Pravitainin D- und Tachysterin-Typ. 

Durch Analyse der nach Beendigung der Photoreaktion erlialtenen Geinische liess 
sich jedoch niclit entscheiden, ob wahrend der Belichtung das betreffende Ausgangs- 
material teilweise zuruckgebildet wird oder nicht. Zur Klarung dieser Frage nahmen 
wir kinetische Messungen vor. Dabei gingen wir vom Ergosterin aus, das uns in 
grosserer Menge zur Verfugung stand und sich leichter reinigen liess als Lumisterin, . 

Urn die einzelnen Komponenten oline Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch 
quantitativ bestimmen zu konnen, wahlten wir als Messverfahren die Computer- 
Analyse der UV.-Spektren der Bestrahlungsgemische nach der Methode der kleinsten 
Fehlerquadrate, wie sie von Sternberg et al. [4] angegeben worden ist. In  seiner ur- 
sprungliclien Form, nanilich zur Analyse des aus funf Komponenten bestehenden 
Systems Ergosterin, Lumisterin,, Pravitamin D,, Vitamin D,, Tathysterin, geniigte 
dieses Verfahren jcdoch nicht unseren Anforderungen. Mit unseren qualitativen Ver- 
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suchen hatten wir nachgewiesen, dass bei der Beliclitung von Ergosterin mit der 
Quecksilber-Resonanzlinie kein Lumisterin, entsteht. Ausserdem liess sich durch 
geeignete Reaktionstemperaturen (< Z o o )  verhindern, dass wahrend der Dauer einer 
Kinetik-Messung Vitamin D, gebildet wurde. Dadurch reduzierte sich die Anzahl der 
quantitativ zu bestimmenden Komponenten von funf auf drei und wir entgingen der 
Schwierigkeit, die sich daraus ergeben hatte, dass die Absorptionsspektren von P 
(Pravitamin D) und D (Vitamin D) einerseits sowie von E (Ergosterin) und L 
(Lumisterin) andererseits nach Form und Lage einander ahnlich sind (siehe Fig. 1). 

Als wir dann auch noch die Anzahl der zur Extinktionsmessung verwendeten 
Wellenliingen von urspriiiiglich 12  auf 24 erhohten, ergab sich eine reproduzierbare 
Analysenmethode von hinreichender Genauigkeit, um den Fortgang der photo- 

Fig. 1. Sfiektreiz vun  I., E ,  T ,  P und I1 nach [4] aind iaack 
eigenen Mess ungeiz 
I. = Lumistcrin, E = Ergosterin, ’1 = Tachysterin, 
1’ = Pravitamin 13, 1) = Vitamin 1) 

chemischen Reakt ionen des Systems Ergosterin, Pravitamin D,, Tacfiysterin, mes- 
send zu verfolgen. 

Die derart gemessene Kinetik wurde durch Vergleicli mit einem mathematkchen 
Model1 interpretiert, welches wir folgendermassen erliielten : 

1Jni die Tatsache hervorzuheben, dass sich die Molckulargcwichtc bci den l’hotoreaktionen 
nicht verandern, wurclcn alle Koinponenten in der gleichcn Weise bczeichnet. Ihre Unterscheidung 
erfolgte durch Indices, welche sich auch dazu eigneten, die Quantenausbeuten 9 der cinzelnen 
Reaktionen zu charakterisieren. 

Ergosterin = ,-Il 
Pravitamin I &  = A, 
Tachystcrin, = .I3. 

Untcr Einbcziehung eincr mijglichen photochemischen Ruckbiltlung cles Ausgangsmaterials crgab 
sich damit folgender .4nsatz: 
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d.4, 
a; - = P21 1,- 9112 J 1  

I,, I, und 1, sind die von den Komponentcn A,, A, und A, pro Liter und Minute absorbiertcn, 
in Einstein (Mol Lichtquanten) gemessenen Lichtmcngcn. Nach Kling, Nikolaiskz & Schlufev [S: 
gilt fur die von der i-ten Komponente absorbierten Lichtmengc Ii eincs aus n absorbierenden 
Koinponenten bestehenden Systems folgende Beziehung : 

L' En An 
n-1  

Der Exponentialterm kann vernachlassigt werden, wenn die Bedingung 
m 

n = l  
- d 2 Fn .An 

10 e 1 .  
erfullt ist. Das lasst sich durch geeignete Wahl der entsprechenden Parameter erreichen. Wir 
verwendeten als Schichtdicke d = 1 cin; als Anfangskonzentration des Ergosterins A, = 1,26 . 

Mol . 1-l; als molaren Extinktionskoeffizienten des Ergosterins bei I.  = 253,7 nm E = 4831 
Mol-' . 1 . cm-'. 

Zu Beginn der Belichtung war dann 

Ila die molaren Extinktionskoeffizienten der Iin Vcrlauf dcr Photoreaktion auftretenden Kompo- 
nenten Pravitamin U, und Tachysterin, bei 253,7 nm wesentlich hoher sind als der Extinktions- 
ltoeffizient des Ergosterins, wird bei konstanter Gesamtkonzentration der geringe Fehler, der 
durch die Vernachlassigung des Exponentialterms entsteht, mit fortschreitender Reaktion noch 
kleiner. 

Die von der i-ten Komponente absorbierte Lichtmenge Ii Iasst sich nun in den Differential- 
gleichungen durch folgenden Ausdruck ersetzen : 

~i Ai 

Z e n  An 
Ii = m 10 ' 

n-1 

Darin ist 1, die aktinometrisch messbare. eingestrahlte Lichtmenge. Fur vollstandige Reversibilitat 
nach der Gleichung (I) gilt dann 
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Die Integration diescs Systcms von 1)ilferentialgleichungcn wurdc numerisch niit Hilfe des 
C S M P l )  des Computers IBM 1130 durchgefuhrt. Das von uns gewahlte Suchverfahren nach den- 
jcnigen y-Wertcn, welchc eine optitnalc .4npassung der bercchnctcn an clic getnessene Kinctik 
gcwahrleistctcn, is1 iin experimentellen Teil beschricben. 

Fur die Relichtung von Ergosterin in Isnpropylalkohol mit 2 = 253,7 nm bei 
erliielten wir folgende Werte fur die Quanten- 18,3" bis zu einem Gmsatz von 78,l 

ausbeuteii : 

Reaktion : ISrgosterin -f Privitainin D, yI2 = 0,31(4) 

Pravitamin D, -f Tachysterin, yZ3 = 0,18(8) 

Tachystcrin, + l'rtivitarnin D, y'32 ~ 0,07(8) 

Einc Ruckreaktion von Prgvitamin D, zum Ergosterin (Ringschluss). konnten wir 
inncrhalb unserer Messgenauigkeit nicht feststellen. Da auch die Entstehung eines 
ringgeschlossenen Produktes mit der zum Ausgangsmaterial inversen Konfiguration 
an C(9) und C( 10) in den eingangs beschriebenen Experimenten nicht nachgewiesen 
werden konnte, nehmen wir an, dass Licht der Wellenlange 253,7 nm den Ring B 
der '-Steroide iiur zu offnen, aber nicht zu schliessen vermag. Wir schlagen daher 
vor, fur diesen Spektralbereich die Reaktionen des Schemas 1 durch diejenigen des 
Schemas 2 zu ersetzeii , bei dem sich die Reversibilitat nuf die 6,7-cis/trans-Isomerisa- 
tion 11esc.Iirankt. 

.?ChC$lll4 2 

I~miisterin 

V 

Ergosterin -~ + Pravitaiiiiii 1J Tachystcrin 

I'liotoi-enktionen bci A ~ 253.7 nni 

I-lerrn Dr. W .  A w o l d  daiiken wir fiir die hufiiahinc untl Intcrpretation dcr NMR.-Spektrcn, 
Herrn Dr. IM. Vecrhi und seinen Mitarbeitern fur dic zahlrcichen Gas-chromatogramme, ferner 
Hcrrn Ur. A .  Holler fur  die Herstellung und Keinigung des 3 , 3 ;  20,20-Bis-athylendioxypregna- 
5,7-diens uncl Hcrrn I<. Schufftzer fiir die Durchfuhrung der Vcrsuche. Besondcren Dank schulden 
wir unsercr fcinincchanischcn Wcrkstatt (Leituiig IIrrr  M .  Riisch) fur ihre Hilfc bei der Entwick- 
lung untl clcm Ban dcr Teflon-Mctnbranpuinpcii untl des I'hotoreaktors sowie fur zahlreiche anderr 
Hi1 lclcistungcn. 

Experimenteller Teil 
Allgemeines. - Substunzr?~. Brjiosterin (Phi l ips)  wurdc nus Atlianol/Essigs5urc~thylcstcr 2 :1 

umkristallisicrt, walirend 3p-O- Acetylergosterin nach der Herstellung aus Ergosterin und Acetan- 
hydritl in Pyridin aus, Xthanol/Essigsaurcathylester 1 : 1 kristallisicrtc. T,urriisterin, (Philips) wurdc 
nus Methanol umkristallisiert und  zur Rcinigung dcs 7-l)ehydrocholesterins (Roussel- Ucluf)  durch 
Kristallisation benut zten wir AthanollWasser 9 : 1. Das 7-Tkhydrocholesterin enthielt nach dcm 
Trocknen noch 1% LVasscr. In allen Fallen wiederholtcn wir die Kristallisation so oft bis sich das 
tJV.-Spelrtruin nicht rnehr veranderte. Nach 24-stg. Trockncii iiii Hochvakuum wurde clieses init 
Argon gebrochcn. Bis zuni Gebrauch wurden die Substanzcn untcr Argon bei - 18" aufbewahrt. 
Die Reinheitsprufuniq crfolgte durch Elementaranalyse, NMR.-Spektroskopic, Dunnschicht- und 
C;ns-Chromatographic sowic durch Rcstimmung dcr E:-Wcrtc bci 24 Wellenlangcn zwischen 240 
untl 300 nni. Das gilt auch fur das 3 , 3 :  20,20-~is-atliylciidiosypregna-S, 7-dicn, das in unscrer 
Firma aus 5,l(,-€'regnadien-3P-ol-20-~n (Flztku) hcrgestcllt worden war nnd ails Clem wir durch 
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UT'.-Bestrahlung 3,3 ; 20,20-Bis-athylendioxy-9B, 10cc-prcgna-5,7-dien erhielten, das aus Aceto- 
nitril kristallisiert wurde. 

Analytik. Zur NMR.-spektroskopischen Unterscheidung der 9a, 10P-Steroide von den 9/?, 10a- 
Stcroiden in den Reaktionsgemischen wurclen die Protonen an C(18) und C(19) herangezogen. 
1Jm die Fehlermoglichkeiten zu eliminieren, die sich aus einer teilweisen uberlagerung ihrer Signale 
durch diejenigen der Seitenkettc ergeben lriinnten, uurden zur Kontrolle die entsprechenden 
3 , 3 ;  20,20-Bis-Sthylendioxy-pregna-.5,7-diene (Diketale) eingesetzt. 

Tabclle 1. NMIf .-Signale der Methylprotonen in p p m  (GO MIIz,  C,I)Cl,, interner 
Standard Tetramethylsilan) 

Stoffpaare H,-C( 18) H,-C( 19) H,-C(21) 

Ergosterm 
Lumistcrin, 

7-Dch ydrochelesterin 
Lumisterin, 

Diketal (3 )  
Retrodiketal t:5) 

0,633 
0,637 
0,625 
0,625 
0,725 
0,708 

0,942 
0,948 
0,945 
0,745 
0,975 1,302 
0,770 1,298 

Die gas-chromatographischc Analyse (GC.) der Reaktionsgemische gestaltctc sich schwieriger, 
da Pravitamiii D im Gas-Chromatographen in Pyro- und Isopyrocalciferol umgewandelt wird und 
das PyrocalciFerol-Signal dasjenige des Lumisterins (bzw. Retrodiketals) iiberdeckt. Beim Auf- 
treten von Lumisterin andert sich dahcr nur das Flachenverhaltnis der Signalc fur Isopyrocalci- 
ferol und Pyrocalciferol. Urn Lumistcrin im Reaktionsgemisch auf diese Weise identifizicren zu 
konnen, wurden quantitative Messungen untcr Bezug auf einen internen Standard (Progesteron) 
durchgefuhrt. 

Zu diesem Zweclc wurden 10 ml der bestrahlten Losung unter Argon und vermindertem nruck 
zur Trockne eingedampft, der Riickstancl in 10 ml einer 0,lproz. Losung von Progesteron in 
IXoxan (p.a. . W e d )  aufgenommen und gas-chromatographisch analysiert. 

Gerat : Pwkin-Elmer  900/2/B mit Integrator 
Saule: 50,; SE 30/2 m/2,2 nim (Tragergas: Hclium) 

Tabelle 2. I m  Gas-Chromatografihen verwendete Temperatuven in Grad Celsius 

Stoffpaare Temperatur 

Saule Einspritzblock Detektor 

Ergosterin/I,umisterinz 240" 260" 250" 
7-~)ehydrocholesterin/Lumistcrin, 250" 270" 250" 
Diketal/Retrodiketal 240" 260" 250" 

Die verglcichende DC.-Kontrolle der Reaktionsgemische wurde mit Kieselgelplatten und mit 
Cyclohexan/A ther 1 : 1 als Laufmittel durchgefiihrt. Die Anfarbung crfolgte durch Erwarmen 
der mit verddnnter Schwefelsaure bespruhten Plattcn. Ausserdem wurde nach der Anfiirbung 
die Fluoreszeiz im langwelligen UV. beobachtet. 

Durchfiihvung der Bestrahlungen. Zur Durchfiihrung der UV.-Bestrahlungen bedienten wir uns 
eines Ringniantelgefasses mit ciner wirksamen Schichtdicke von 1 cm, in welchem die zu belich- 
tende Losung mit Hilfe von Teflon-Membranpumpcn,) an der Lichtquelle vorbeibewegt wurdc. 
Die Losung sirkulierte zwischen Photoreaktor und externem Vorratsgefass. Sie wurde vor der 
Helichtung niit 150 bis 200 1 T-Argon (99,99proz.) von dcr Cavba AG gespult. Wahrend der Photo- 
realction zirkiilierte das Schutzgas ebenfalls mit Hilfc von Teflon-Membranpumpen2) und wurde 

2, Eigcncntsicklnng unsercr Firma. 
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Legende zu Fig. 2 
G = Gaskreislauf F = Flussigkeitskreislauf 
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G + F 1  

F 1  
F 2  
F 3  

F 4  
F 5  

F 6  
G + F 2  
G + F 3  
G + F 4  

G 1  

G 2  
G 3  

G 4 

G 5  

G 6  
G 7  

G 8  
G 9  
G 10 
G 11 
G 12 

G 13 
G 14 
L 
LA 
LT 
LG 
W 
WR 

Vorratsgefass fur die Flussigkeit, welches gleichzeitig zur Trennung von Gas und Flussig- 
keit dient. 
Einfiillstutzen. 
Abfiillstutzen zur Entleerung des Vorratsgefasses. 
ilbsperrung des Abfullstutzens gegeniiber Luft durch Eintauchen in das betreffende 
Losungsmittel wahrend der Photoreaktion. 
Ansaugstutzen der Fliissigkeitspumpe. 
Zu-ei gemeinsam von einem elektronisch gesteuerten Elektromotor betriebene Fliissig- 
keitspumpen2j. 
Verteilerkammer fur die Flussigkeit vor dem Eintritt in den Reaktionsraum. 
Reaktionsraum (von Fliissigkeit und Incrtgas durchflossen). 
Gemeinsamer Austritt von Gas und Fliissigkeit aus dem Reaktionsraum. 
Von Gas und Fliissigkeit gemeinsam durchflossener, mit dem Thermostaten verbundener 
Wiirtneaustauscher. 
Ansaugstutzen zur Gasentnahme aus dem Vorratsgefass (bei geschlossenem Gaskreis- 
lau f )  . 
Intensivkuhler zum Auskondensieren mitgerissener Fliissigkeitsdampfe. 
Rei dieser Hahnstellung : Geschlossener Gaskreislauf, Ruckschlagventil G 13 wirkt als 
Uberdruckventil fur die Apparatur und als Absperrung gegenuber der Luft. 
Zwei gemcinsam von einem elektronisch gesteuerten Elektromotor betricbenc Gas- 
pu mpen 
Absperrhahn, um das Zuruckstcigen der Flussigkeit bei ausgeschalteter Gaspumpe zu 
vet-hindern. 
Rbfiillstntzen zur Entleerung des Photoreaktors. 
Abspcrrung des Einfullstutzens gegeniiber Luft durch Eintauchen in das betreffende 
Losungsmittel wahrcnd der Photoreaktion. 
Vertcilerkammcr fur das Inertgas vor dem Eintritt in dcn Reaktionsraum. 
Inertgaszufuhr. 
Uberdruckventil fur die Iner tgasz~fuhr~) .  
Einlassventil fur das Inertgas3). 
Bei dieser Hahnstellung : Spulen der Apparatur bzw. der Bestrahlungslosung mit Inert- 
gas. 
Gasauslassventil bei Hahnstellung G 12, Uberdruckventil bei Hahnstellung G 3. 
Gasuhr zur Kontrolle der Inertgasspiilung der Apparatur und dcr Bestrahlungslosung. 
Lichtquelle (Hg-Niederdrucklampe) . 
Kontrolle des Lampenstromes. 
Kontrolle der Lampentemperatur. 
Beheizter Luftstrom zur Einstellung der optimalen Lampcntemperatur. 
KCthlwasser (fur Intensivkuhler und Thermostat). 
KCthlwasserkontrolle am Intensivkuhler mit einem Rotamctcr. 

dabei im Photoreaktor durch die Losung gepresst, um zwecks Vermischung der schmalcn photo- 
chemischen Reaktionszone mit dem iibrigen Volumen innerhalb dcr stromenden Flussigkeit 
Turbulenz 211 crzcugcn. Die gesatnte Bestralilungsapparatur war so beschaffen, dass das Bestrah- 
lungsgut nui- mit Pyrex-Glas, Quarzglas und Teflon in Beriihrung kam. Aufbau und Wirkungs- 
weise der Apparatur sind aus Fig. 2 ersichtlich. 

Als Lich tquelle verwendeten wir eine Ilg-Niederdrucklampe (NK 6/20, Hanauer Quarzlampen- 
gesellschaft). 89,1% des von ihr etnittiertcn Lichtes entfiel auf die Resonanzlinie 253,7 nm, 2,8% 
auf die Wellenlangen 302 und 313 nm, die bei den von uns vcrwcndctcn Steroid-Konzentrationen 
von diesem -praktisch nicht tiichr absorbiert wurden und 6,3% auf die hier photochcmisch nicht 
mehr wirksamen Wcllenlangcn > 313 nm. 

3) .41s Absperrflussigkeit diente ein Silikonol mit extrem niedrigem Dampfdruck. 

59 
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Bei unseren Messrungen der relativen spelrtralcn Energieverteilung der Hg-Niederdrucklampe 
hatten wir fcstgestellt, dass dicse sich im Bereich von 13"-60" (Oberflachentemperatur) nicht 
wesentlich Bndert. Aktinometrischc Messungen hatten dagegen ergeben, dass die Gesamtmenge 
der abgestrahltcn Energie deutlich von der Lampentemperatur abhangt. Die Lichtquelle wurdc 
clahcr bci dcr Durchf uhrung von Photoreaktionen unterhalh 20" mit Hilfe cines Warmluftstromcs 
auf ihrcr optimalen Temperatur von 40" gehalten. Zur Temperaturkontrolle war auf der Lampen- 
obcrflachc cin Thernioelement aufgekittet. 

Ua bei der iibliclien Verwendung des Hg-Nicderdruckstrahlers als Tauchlampe die Bestrah- 
lungslosung von der Lanipenoberfliiche nur durch eine Schicht von 1 mni Luft und 1 mm Quarz- 
glas getrennt ist, dringt die Quecksilber-Linic 184,9 n m  noch bis zum Bestrahlungsgut durch und 
verursacht an dcr Oberflache d r s  Tauchrohres lichtschwachende Belage. Aus diescm Grunde hatten 
wir den Strahler so angeordnet, dass sich zwischen ihni und dem Reaktionsgemisch eine Schicht 
\Ton 22 nim Luft und 2 , 2  nini Quarzglas befancl. Hierdurch wurdc die kurzwellige Quecksilber- 
1,inie vollstandig absorbiert und eine Relagbildung verhindert. 

Versuche 
1. 0,913 g (2,30.10F Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Methanol p.a. Merck  bei 24,s" 120 Min. 

bestrahlt. 
GC. : 47,3% Ergosterin, 25,6%, Priivitamin D,, 27, lX Tschysterin, 
1)C. : Kein Lumisterin, 

GC. : .57,4% ErgosteI-in, 20,8yo Pravitamin D,, 21,8% Tachysterin, 
DC. : Kein Lumisterin, 

hei 195 ' 120 Min. bestrahlt. 
G C .  : 56,l  :L Ergostexin, 23,l  yo Pra\-itamin D,, 20,8O,a Tachystcrin, 
I)(', : liein Lurnisterin? 

70 Min. bestrahlt. 
GC. : .57,4u/; Ergosterin, 28,6";, l'riivitamin I)%,  14:4> Tachystcrin, 
1)C. : liein Lumistcrin, 

120 Min. bestrahlt. 

2. 0,984 g (2,48.10-3 Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Athanol p.a. i l lerck 120 Min. bestrahlt. 

3 .  0,980 g (2,47.10F' Mol) Ergosterin wurdcn in 1 1 spektralreineni Isooctan (Uvasol M e r c k )  

4a. 0,953 g (2,40.10-3 Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Tsopropylalltohol p.a. Merc-k bei 17,s" 

411. 1,907 g (4,81..10-3 Mol) Ergosterin wurclcn in 1 I lsopropylalkohol p.a. Merck  bci 18,O" 

77,2% Ergosterin, 15,2% Pravitamin D,, 7,67{] Tachystcrin, 
,, : Iiein Lumisterin, 

5. 1,098 g (2,77.10-" Mol) Ergosterin wurden in einer hlischung aus  910 ml spektralreinem 
>z-Hcxan (Uvasol ,Wcrck) uncl 90 ml Isopropylalkohol p.a. Merck bei 19,s" 120 Min. bestrahlt. 
GC.: 43,5:/0 Ergosterin, 30,6u/; I'riivitarnin D,, 25,9:/, Tachystcrin, 
I X .  uncl NMR. : Kein Lumisterin, 

120 Min. bcstrahlt. 
DC. und X M R . :  Kcin I,uinisterin, 

3101) 38-0-:~cctyl~ergostcrin wurclc in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Mertk bei 
15,O" 240 Min. bestrahlt. L h  die Acetate dcr zu crwartciielcn I'rodukte sich bei der DC.-Kontrollc 
t rotz  Einsatzes \ erschiedcnster LauImittel nicht vom Ausgangsinaterial trennen liessen, wurde 
tlcr game .Ansatz nach dcm Xbziehen des lsopropylalkohols bei 30" i.V. in Methanol init Kalium- 
lcarbonat untcr Argon 12 Stcl. bci Raumtemperatur gcriihrt. Durch die dabei erfolgende Um- 
cstcrung wurden das Ergosterin und seine Photoprodukte cluantitativ in Frciheit gesetzt und 
licssen sich nun mit unserer iiblichen 1)C.-Kontrollc nachweisen. 
S M K .  und DC.: Kcin I,umisterin, 

1.50 Jlin. hcstrahlt. 
GC., l>C.  lint1 NMK.: liein Ergcisterin 

6. 1,00 g (2 ,52 .10P Mol) Ergosterin wurdc in 1 1 Essigsaurcathylester p.a. Merck  bei 17,O" 

7. 1,00 g (2,20 

8 .  1,20 g (3,02.10-3 Mol) Ixnisterin,  wurden in 1 1 Tsopropylalkohol p.a. Merck  bci 34,O" 
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9. 1 , O O  g (2,52.10-3 Mol) Lumisterin, wurde in 1 1 Isopropylakohol p.a. Merck bei 14,O" 
120 Min. bestrahlt. 
GC., DC. und NMR. : Kein Ergosterin 

10. 1,OO g (2,60-10-3 Mol) 7-Dehydrocholesterin wurde in 2,7 1 spektralreinem n-Hexan 
(Uvasol Merck) bei 16,O" 240 Min. bestrahlt. 
GC. : 26,4y0 7-Dehydrocholesterin, 31,904 Pravitamin D,, 39,2% Tachysterin,, 2,5% unbekannte 
Produkte, aber kein Lumisterin, 
DC. und NMR. : Kein Lumisterin, 

11. 1 , O O  g (2,50.10-3 Mol) Diketal wurde in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 20,l" 120 Min. 
bestrahlt. 
GC. : 49,8y0 Ausgangsmaterial, 25,5% seco-Steroid vom Pravitamin D-Typ, 24,7% seco-Steroid 
vom Tachysterin-Typ. 
NMR. : Kein Retrodiketal (Lumisterin-Typ) 

120 Min bestrahlt. 
NMR. : Kein Diketal (Ergosterin-Typ) 

12. 1,00 g (2,50.10-3 Mol) Retrodiketal wurdc in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 19,9" 

Kinetik 

Bestrahlung. ~ Die Reaktion, deren Kinetik ermittelt werden sollte, lief ebenfalls in der be- 
schriebcncn Bestrahlungsapparatur ab. Zum Unterschied von den qualitativen Versuchen wurde 
in diesem Fall dem Streufeldtransformator der Hg-Niederdrucklampe noch ein Spannungsstabili- 
sator vorgeschaltet. 

O,5O g (1,26.10-, Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Isopropylalkohol p,a.  Merck bei 18.3" ins- 
gesamt 120 Min. bestrahlt. Proben wurden in Abstanden von 20 Min. entnommen. 

Methodik der U V.-A bsovptionsmessungen. - Die Messung der Absorptionsspektren der Reak- 
tionsgemische erfolgte mit einem Spektralphotomcter Beckman IIBG mit W & W-Schreiber. Zuvor 
wurde die Wellenlangenskala des Spektralphotometers mit dem Emissionsspektrum einer Queck- 
silberlampe geeicht und die Genauigkeit der Extinktionsmessung mit zu diesern Zweck von der 

1 1 1  

Fig. 3. Andermg des Absorptionsspektrums von Ergosterin hei BestrahJung mit 1. = 253,7 nm 
(Zcit in Min.) 
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1Ierstellerfirma gelieferten Filtern gcpriift. IJm uns  von beobachteten Signalverzogerungcn beim 
.Anlaufen des Schrcibers sowie von gemcsscnen Schwankungen dcr aufgedruckten Papiercinteilung 
unabhangig zu machen, brachtcn wir auf dem rotierendcn Teller der Wellenlangeskala einen 
Nocken an, mit dessen Hilfe iiber einen Microswitch bei einer bestimmten Wcllenlange (310 nm) 
auf dcm Schreiber ein Signal ausgelost wurde, welchcs als Refercnz dientc. 

Zur Ablcsung der Extinktionen vcrwendetcn wir nicht den Papicraufdruck, sondern einc 
6 mni starkc Plexiglas-Platte, auf der 24 den betreffenden Wellcnlangen entsprechende Imicn 
sowie eine fur die Referenzwellenlange iiber die ganze Papierbrcite auf 0,01 mm genau eingraviert 
warcn (Fig. 3). Die Vlatte wurde bei 310 nm an das Refcrenzsignal angclegt und durch eine gcnau 
rechtwinklig dazu ejngravierte Linic auch in der zwciten Dimension justiert. Um die Extinktionen 
in den steilen Flanken des Absorptionsspektrums bcsser ablesen zu kiinnen, hatten wir den An- 
triebsinotor des Th'ellenlangenvorsch~ibs durch einen solchen mit geringercr Drehzahl ausgcwech- 
sclt. Die Kombination mit den1 maximalen Papiervorschub des Schreibers ergab dann die ge- 
\I-iinschte Uehnung des Spektrums auf 10 nm gleich 4 crn. Der Kiivettenraum des Spektralphoto- 
meters war thcrrnostatisiert und als Kriterium fur den Tetnperaturausgleich in der IGivette diente 
(lie zeitliche Konstanz des Absorptionsspektrums. 

Durchfiihrung zind Computerauswertung der U I'.-Ahsorptionsmessungen. Jedc wahrend der 
Photorealction entnoinmcnc Probe wurde in 3 x 2 ml aufgeteilt. Zur Messung des UV.-Spektrums 
mussten die 2 ml-Proben mit Athanol p.a.  Merck auf 50 ml verdiinnt merdcn. 4uf  jedes Zeit- 
interval1 dcr Kinctik entfielen somit drei voncinander unabhangige Messungen des Absorptions- 
spektrurns dcs Reaktionsgemischcs mit jc 24 Extinktionen. ..\us den Mittelwertcn der Extink- 
tionen wurden dic Konzentrationcn der einzclnen Komponcnten in Prozcnt der Konzcntration A, 
(zur Zcit t : 0)  mit  Hilfe dcs Computers IBM 1130 nach der von Sternheyg et  al. [4] entwickeltcn 
und von uns inodifizierten Methode der klcinstcn Fehlerquadrate in Illatrizenform ermittelt, 
nachclern die Methode zuvor an kiinstlichen Mischungen erprobt worcien war. Die dabei von uns 
verwendeten Ei-Werte tier Komponenten bei tien bctrcffenden Wellenlangen hatten wir (in 
Athanol) init der glcichen weiter oben beschriebencn Methodik bestimmt. Sic wichen geringfiigig 
von den Ei-Werten ab, die Sterizberg e t  al. 141 fur lsopropylalkohol angegcben haben. 

Die auf diese Weise in Abhangiglteit von der Bestrahlungszeit erhaltenen Ana- 
lysen der Reakticmsgerriische sind in Tab. 3 angegeben. 

Tabelk 3. Zusanzwrensetsung dcs Reaktionsgemisrhes E N  Abhiingigkeit von dev Bestrahlungszezt 

Rcstrahlungszeit Ergosterin 
In Min % 

0 100,o 
2 0 71,4 
40 51,7 
60 40,9 
80 32,s 

100 24,G 
1'0 21,9 

Pravitamin D, Tachysterin, 
96 % 
- 

23,4 
35,2 
38,4 
3 9 3  
41,3 
39,4 

- 

5,2 
13, l  
20,7 
27,4 
34,l 
38,7 

Vergleick der theoretischeiz Kinetik mit der gemessenen. Zum Vergleich mit der 
geniessenen Kinetik mussten die gekoppelten Differentialgleichungen des theoreti- 
sclien Ansatzes integriert werden. Zu dieseni Zweck wurden sie zunachst so umge- 
formt, dass sich wie bei den Messwerten die Konzentrationen A,, A,, A, zur Zeit t 
in Prozent von A: (zur Zeit t = 0) ausdriicken liessen: 
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n - 1  

Die schrittweise Integration erfolgte dem Fliessbild Fig. 4 entsprechend mit dem 
CSMP1) der IBM 1130 (und Plotter) unter Verwendung folgender Werte: 

A: = 1,26 . Mol. 1-1 
Fur 2 253,7 nm: el = 4831 Mol.-I 1 . cm-l 

E~ = 8853 Mol.-l 1 . cm-l 
e3 =11423 Mol.-l 1 * cm-I 

Die Werte q i k  . Io/A? wurden von Hand in den Computer eingegeben, wobei wir au5- 
gehend von Quantenausbeuten pik au5 der Literatur [2; und unter der Annahnie einer 
irreversiblen Ringoffnung in wenigen Schritten zu einer guten Ubereinstimmung der 
berechneten niit der gemessenen Kinetik kamen. (Siehe Fig. 5 und Tab. 4). 

Tabelle 4. Vergleach der berechneten Kanetzk mtt der gemessenen bea >4 nnahme e m e v  wreverszblen 
Reaktzon A ,  + A ,  

0 100 100 - - - - - - - 

20 71,4 70,4 1,00 23,4 24,6 1,44 5,2 5,0 0,04 
40 51,7 52,6 0.81 35,2 34,3 0,81 13,1 13,1 0.00 
60 40,9 40,6 0,09 38,4 38,5 0,01 20,7 20,9 0,04 
80 32,8 31,9 0,81 3 9 3  40.2 0.16 27,4 27,9 0,25 

100 24,6 25,4 0,64 41,3 40,7 0,36 34,1 33,‘) 0,04 
120 21,9 20,4 2,25 39.4 40,6 1,44 38,7 38.9 0,04 

s1 5,60 4,22 0.41 

Der zugehorige parameter sat^^) lautet : 

I0 
XI = Ao- . y,, = 0,020 

1 

1, x3 = - . fpz3 = 0,012 
A:‘ 

4j Um die Notation zu erleichtern, bezeichnen wir die Pararncter im weiteren Verlauf dieses 
hbschnittcs mit XI (1 = 1, 2, 3, 4). 
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Fig. 4. Fliessbild f u r  die 
Integration wit der I B M  1130 

Legende zu Fig. 4 :  
I = Integrator, 
X = Multiplikator, 
/ = Divisor, 
+ = Summator, 
G = Verstarker mit einstell- 

I< = Konstanteneingabc 

C S M P I )  

barem Faktor (gain), 

Fig. 5 .  Verglcich dlrr berechneten Kinetik (vow Plotter uzcsgezogene I.inien u n d  Kveuze) nzit dev gemes- 
senen (Punkte) 
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Als Mass fur die Gute der Anpassung dient ublicherweise eine Linearkombination S 
der den einzelnen Konzentrationen Ai zugeordneten Summen si der Abweichungs- 
quadrate. Letztere betreffen die Abweichungen der berechneten von den gemessenen 
Werten. 

Also S = c u i  si, worin si = C (Afk - 

Nachdem wir uber die Vertrauensgrenzen fur die A: keine zuverlassige Aussage 
machen konnten, haben wir die si in S auch nicht mit unterschiedlichen Gewichten 
t(i versehen, sondern den arithmetischen Mittelwert der si als Mass fur die Anpassung 

ist. 
i I< 

gewahlt. 1 3 

Als Funktion der Parameter x1 stellt S im Parameterraum eine Hyperflache dar, deren 
analytische Beschreibung unbekannt ist. Die geometrischen Eigenschaften dieser 
Flache, die auch ((Antwortflachen genannt wird, sind nur durch die Bestimmung einer 
Vielzahl von S-Werten zuganglich. 

Um die Koordinaten xp eines zu erwartenden Minimums von S zu finden, stehen 
geeignete Suchmethoden zur Verfugung 171 [S], mit deren Hilfe sich die neuen Koor- 
dinaten x 1  aus den bereits bekannten Punkten der Antwortflache zielgerecht auf 
iterativem Wege ermitteln lassen. Mit solchen Suchmethoden gelangt man auto- 
matisch in das Gebiet, in welchem die Antwort stationar ist. 

Befindet man sich aber, wie wir in unserem Fall vorausgesetzt haben, bereits von 
Anfang an in der Nahe eines stationaren Punktes, so hat der Versuch, zu einer 
genaueren Kenntnis der Antwortflache zu kommen, Aussicht auf Erfolg. Dazu wird 
angenommen, dass S(x1) ortlich durch seine im zweiten Grade begrenzte Taylor- 
Entwicklung dargestellt werden kann [S]. 

S ( X ~ )  N b, + b, X, + b, X, . . . + b,, XT + b,, X; + . . . i- b,, X, X, + b,, x1 x3 + . . . 
Geschatzte Werte /3 fur die Regressioiiskoeffizienten b konnen wieder durch Anpas- 
sung mit Hilfe der Methode der kleinsten Abweichungsquadrate ermittelt werden. 
Hierzu werden die Koordinaten (S, x1)j von N Punkten der Antwortflache als Stutz- 
punkte benotigt und N muss grosser als die Anzahl der Regressionskoeffizienten sein. 
Gelingt die Anpassung, so hat man ein analytisches Model1 

y = /30 + c p l  x1 + C/%k XI xk 11 
1 k z l  

fur die Antwortflache gewonnen. 
Durch ilbleitung von (11) nach jeder Variablen x 1  erhalt man ein System von 

linearen Gleichungen, dessen Losung die Koordinaten (yo, xp) des stationaren Punktes 
angibt. Die geometrischen Eigenschaften unserer quadratischen Hyperflache kann 
man sofort erkennen, wenn man an Stelle des urspruiiglichen Koordinatensystems 
ein solches (Y, XI) verwendet, in welchem (11) durch seine kanonische Form beschrie- 
ben wird. 

Y =En, x; 
1 

Hierbei lassen sich folgende Falle unterscheiden : 



936 HILLVMTICA CHIMICA A C T A  - vol. 55, Fax. 3 (1072) - Nr. 96 

a) Alle 11 > 0:  Die Flache (11) ist ein elliptisches Paraboloid und der stationare 

b) Alle ill < 0: Die Flache (11) ist ein elliptisches Paraboloid und der stationare 

c) Alle 1 l # O ,  haben aber verschiedene Vorzeichen: Die Flache (11) ist ein hyper- 

d) Ein oder mehrere 2.1 = 0 : Das Paraboloid ist degeneriert. Die Antwort Y bleibt 

Fur die Umgebung des Punktes 

Punkt ist ein Minimum. 

Punkt ist ein Maximum. 

bolisches Paraboloid und der stationare Punkt ist ein Sattelpunkt. 

entlang der betreffenden XI-Achsen konstant. 

x,. = 0,020 ; x2 = 0,003 ; X, = 0,012; x4 = 0,005 

haben wir einen orthogonalen Versuchsplan [9] aufgestellt und fur jedes x1 eine Schritt- 
lange von 0,002 eingesetzt. Damit erhielten wir 2.5 Parametersatze und nach deli zu- 
gehorigen Simulationen entsprechend 25 S-Werte. Die Durchfiihrung der Regres- 
sionsrechnung auf dem Computer IBM 370-155 lieferte folgende Werte : 

Koordinaten des stationaren Punktes: 

x: := 0,0178 X; = -o,oo25 X; = 0,0116 xy = 0,0046 

y-Wert am stationaren Punkt : 
yo = - 0,32 

Koeffizienten der kanonischen Form : 

A~ = 4,a6 A, = 3,m a3 = o , ig  A, = o,os 
Dazu ist zu bemerken : 
a) Das analytische Model1 (11) liefert einen stationaren Punkt, welcher ein Mini- 

mum ist. 
b) Der auf diese Weise vorausgesagte ideale Parametersatz liegt in der Nahe des 

Versuchsplans, ist aber nicht zuganglich, da pz1 nicht negativ werden kann. 
c) Die quadratische Flache ist ein elliptisches Paraboloid mit sehr ausgepragter 

Exzentrizitat. Die zwei Koeffizienten A, und A, sind von gleicher Grossenordnung bzw. 
kleiner als ihre auf Grund der Regression geschatzten Standard-Fehler. Somit ist ihr 
Vorzeichen unsicher. 

Wir haben dalier versucht, das positive Vorzeichen fur A, und 1, zu bestatigen, 
indem wir zusatzliche S-Bestimmungen fur Punkte vornahmen, die auf der X,- und 
X,-Achse sowie auf der Winkelhalbierenden in der X,, X,-Ebene lagen. Dabei zeigte 
sich, dass die S-Werte mit zunehmender Entfernung vom stationaren Punkt grosser 
wurden. 

Es ist also nicht zu erwarten, dass in der Umgebung unseres Versuchsplanes ein 
Satz von Quantenausbeuten existiert, der innerhalb unserer Messgenauigkeit zu einer 
besseren Ubereinstimmung der berechneten mit der gemessenen Kinetik fiihrt als 
der auf S. 926 bzw. auf S. 937 angegebene. 

Ermitt lung der Q.uai~teizaz;lsbezLte?z F i k .  Zur Ermittlung der Quantenausbeuten p i k  

wurde die eingestrahlte Lichtnienge I, nach Hatchard & Parker i6] mit dem Kalium- 
ferrioxalat-Aktinometer bestimmt. Da das Aktinometer auch die Strahlung bis zu 
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den Quecksilber-Linien 405/8 nm noch teilweise erfasst, wurde die aktinometrische 
Messung nach Zwischenschaltung eines Benzolfilters mit steiler Absorptionskante 
bei 280 nin wiederholt und die so bestimmte Lichtmenge fur il > 280 nm von der 
ohne Benzolfilter gemessenen in Abzug gebracht. 

Ohne Filter: 8,47 . 10F5 Einstein 1-1 Minute-l 
Mit Filter: 0,45 . Einstein 1-1 Minute-l 

I, : 8,02 . Einstein 1-1 Minute-' 

Damit errechneten sich folgende Quantenausbeuten : 
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97. Photochemie in der Vitamin D-Reihe 
11. Die Wellenlangenabhangigkeit der Photoisomerisationen 

des Pracalciferols 
von K. Pfoertner 

411s der cheniischen Forschungsabteilung der F.  Hof fmann-La Roche & Co. AG 

(21. 11. 72) 

Summauy.  In  addition to the known ring opening a t  shortcr wavelengths it was found that 
ring opening in d537-steroids occurs also a t  ?, > 300 nm. Ring closurc of the corresponding sero- 
steroids in this region was confirmed. The existence of three rotational isomers with respect to  
the 5,6-bond is assumed to be responsible for the observed wavelength dependency of the photo- 
isomerizations of previtamin Y. In this case the 5,6-s-trans isomer should absorb uv light a t  
shorter wavelengths yielding tachysterol whereas thc two 5,6-rotational isomers with skew con- 
formation should absorb a t  longer wavelengths yielding lumisterol and ergosterol, respectively. 

Mit Hilfe der uns heute zur Verfiigung stehenden Analysenmethoden konnten wir 
zeigen [l], dass Licht der Wellenlange 253,7 nm den Ring B der d5g7-Steroide Ergo- 
sterin und Lumisterin zwar zu offnen, aber ausgehend vom Provitamin D nicht zu 
schliessen vermag. VeZLuz et al. [Z] hatten dagegen angenommen, dass samtliche 
Photoreaktionen des aus den vier Koniponenten Ergosterin, Lumisterin, Pravitamin 


