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DIE KERNRESONANZSPEKTREN VON STEROIDEN
IN POLAREN LOSUNGSMITTELN—II

PYRIDIN?
voN Bruno HampeL und J. M. KRAEMER
Hauptlaboratorium der E. Merck AG, Darmstadt

(Received 24 July 1965)

Zusammenfassung—Die Kernresonanzspektren von 102 Steroiden in Deuteropyridin-Losung werden
diskutiert. Die Korrelation zwischen Spektren und Struktur ist in Deuteropyridin wesentlich
differenzierter als in Chioroformlésung. Die gegeniiber nichtaromatischen Lésungsmitteln auftre-
tenden Verschicbungen lassen sich wie im Falle des Benzols durch das Modell eines Ubergangskom-
plexes deuten.

Abstract—NMR spectra of 102 steroids in deuteropyridine are discussed. The correlation between
spectra and structure is better differentiated in deuteropyridine than in chloroform solution. In
contrast to nonaromatic solvents, the shifts as in benzene can be interpreted by a transition complex.

Die Bedeutung der polaren Losungsmittel fiir die Kernresonanzspektroskopie (NMR)
der Steroide ist in einer vorhergehenden Veroffentlichung? diskutiert worden. Die in
dieser Arbeit vorgelegten NMR-Spektren von 102 Steroiden in dem Ldsungsmittel
Pyridin-dg sollen zur Erleichterung der Interpretation von NMR-Spektren beitragen.
Die Ergebnisse lassen sich sicher zum Teil auch auf andere Systeme libertragen. Die
Auswahl der untersuchten Verbindungen ist nicht ohne Willkiir mdglich gewesen und
ergibt sich weitgehend aus der Arbeitsrichtung unseres Laboratoriums.

Pyridin ist ein sehr vielseitiges Losungsmittel und in der Steroidchemie fast
universell verwendbar. Unter den ca. 120 untersuchten Steroiden befand sich nur
eines, das in Pyridin unldslich war, Schwer l0slich sind Verbindungen mit aromatis-
chem Ring A und mehreren Karbonylgruppen.

Als Beispiel fiir die Anwendung ist in der Abb. 1 das Spektrum des Testosterons
und des Prednisolons in Pyridin-d;, 99-39; Deuterierungsgrad dargestellt. Die
Konzentration der Losungen betrug etwa 90 mg/ml. Die Restprotonen des Pyridins
in -, f- und y-Stellung zum Stickstoff geben Signale bei 719, 8-68 und 7-56 ppm.
Sie sind durch Spin-Kopplung mit benachbarten Deuteronen etwas verbreitert.
Pyridin ist sehr hygroskopisch und nimmt beim Manipulieren an der Luft leicht
Wasser auf. Auch durch die Probe kdnnen geringe Wassermengen eingeschleppt
werden. Nur bei sehr sorgfiltig unter Wasserausschluss (z.B. in einer Trockenbox)
eingewogenen Proben konnen die durch eingeschlepptes Wasser hervorgerufenen
Komplikationen vermieden werden. Das Signal des Wassers findet man zwischen 4
und 7 ppm, im reinen Pyridin etwa bei 4-8 ppm. Enthilt die geldste Substanz
Hydroxylgruppen, so bilden diese mit dem Losungsmittel Wasserstoffbriicken aus, ein
Vorgang, an dem sich auch eventuell vorhandene Wasserspuren beteiligen. Man
beobachtet in diesem Falle nur ein einzelnes Signal, das gegeniiber der Lage des
Wassersignals im reinen Pyridin nach kleinerem Feld verschoben und in manchen
1 Auszugsweise vorgetragen auf der gemeinsamem Tagung der Koninklijke Nederlandse Chemische

Vereeniging und der Gesellschaft Deutscher Chemiker in Eindhoven (vom 20. bis 23.5.1964).

* Die Kernresonanzspektren von Steroiden in polaren Ldsungsmitteln. I. Dimethylsulfoxid. Chem.
Ber. 98, 3255 (1965).
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AsbB. 1B. NMR-Spektrum von Prednisolon (118,17a,21-Trihydroxy-1,4-pregnadien-
3,20-dion) in Pyridin-d,.

TABELLE 1. KONZENTRATIONSABHANGIGKEIT VON KR-SIGNALEN IN PYRIDIN-d;

Konz. 8(17%) 5(18) (19)

5a-Androstan-38,178-diol 10% 412 095 0-83
4% 408 095 083

2% 413 095 083

4-Androsten-17p-ol 10% 3-80 097 1-02
4% 382 099 1-02

2% 3-82 1-00 1-02
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Fillen auch verbreitert ist. In Abb. 1A findet man ein solches Signal bei 5-5 ppm, in
Abb. 1B bei 5-6 ppm. In anderen Fillen ist es so stark verbreitert, dass es fast nicht

mehr aussemacht werden kann, Das Proton der IIR Hvdrnxv-Gnmne erscheint in

der Regel als individuelles Signal, z.T. erkennt man sogar dle Kopplung mit dem
11a-Wasserstoff. In der Abb. 1B liegt es bei 665 ppm. In diesem Fall ist eine
Kopplung nicht erkennbar. Die Lage des Wasser- bzw. OH-Gruppensignals ldsst
sich micht von vornherein voraussagen, ebenso wie die Ausbildung gesonderter
Signale fiir—OH und H,0, die z.T. auch an Verbindungen mit nur einer OH-Gruppe
beobachtet wurde.

Die Konzentrationsabhédngigkeit der Signallagen wurde ebenfalls untersucht.
4-Androsten-178-ol und 5«-Androstan-38,178-diol wurden zu 50, 20 und 10 mg/0-5 ml
Losungsmittel entsprechend einer Konzentration von 10, 4 und 29, gelost und
vermessen. Wie man der Tabelle 1 entnehmen kann, ist eine Konzentrationsabhéngig-
keit nur im Falle der C-18-Gruppe im Androstenol nachweisbar. Alle ibrigen
Signale zeigen keinen systematischen Gang im Rahmen unserer Messgenauigkeit von
41 Hz. Immerhin sind die durch Losungsmitteleinfliisse mdglichen Verschiebungen
in der Grossenordnung von 0-03 ppm. Es wurde daher, falls irgend mdglich, auf eine
konstante Einwaage von 40 mg Steroid auf 0-4 ml Losungsmittel geachtet.

Die Tabelle 2 enthiélt alle Signale der untersuchten 102 Steroide, fiir die eine
eindeutige Zuordnung moglich war. Fiir die praktische Arbeit sind die Ergebnisse
wieder in Strichdiagrammen zusammengefasst (Abb. 2A und 2B).

Eine Analyse derselben zeigt, dass sich die untersuchten Substanzen ganz anders
als in Chloroform verhalten kdnnen (siche Tab. 3A und B). Die Verschiebungen
Ocm — Opy sind sowohl positiv wie negativ. Es kommen Werte von -+0-22 bis
—0-28 ppm vor. Das ist eine wesentlich grossere Spanne als beim Dimethylsulfoxid,?
aber auch nicht so viel wie beim Benzol.3? Die auf Grund gelegentlicher ilterer
Messungen ausgesprochene Vermutung, dass Pyridin nicht so selektive Losungsmittel-
verschiebungen wie Benzol ausiibe, besteht also zu Recht.® Ausser den dort zitierten
sind in der Zwischenzeit noch zwei weitere Arbeiten mit Angaben tiber NMR-Spektren
von Steroiden in Pyridin verdffentlicht worden. Unsere Werte (Substanz Nr. 26, 31
und 67) stimmen gut mit denen von Tori und Kondo® iiberein, weniger gut mit den
von P. J. Kutney® untersuchten Sapogeninen (Substanz Nr. 94, 95 und 96). Die von
Kutney angegebene Wertetabelle enthilt ausserdem einige Zuordnungsfehler.

Insgesamt zeigt das Material aber eine gegeniiber Chloroform und Dimethyl-
sulfoxid verbesserte Selektivitit. Die Wirkung von Hydroxyl- und zugehorigen
Acetylfunktionen auf die C-Atome 18 und 19 ist wesentlich ausgeprigter. Alle
epimeren S5x- und 58-(3-Hydroxy)-Steroide und deren Acetate verursachen eine
verschiedene Verschiebung der C-19-Signale, wihrend in Chloroform praktisch alle
an der gleichen Stelle liegen. Aehnliches gilt fiir AS-38-Hydroxy- bzw. Acetoxysteroide.

A%-3- und Al4-3-Ketone haben dagegen die gleiche Wirkung auf C-19.

Wenn hier kurz auf theoretische Vorstellungen eingegangen wird, so miissen diese

* N. S. Bhacca und D. H. Williams, Applications of NMR-Spectroscopy in Organic Chemistry:
Hllustrations from the Steroid Field. Holden Day, San Francisco (1964).

¢ G. Slomp, F. McKellar, J. Amer. Chem. Soc. 82, 999 (1960).

8 K. Tori und E. Kondo, Steroids 4, 713 (1964).

¢ J. P. Kutney, Steroids 2, 225 (1963).

7 N. Bhacca und D. H. Williams, Tetrahedron Letters 3127 (1964).
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Ass. 2A. NMR-Signale der Protonen an C-18.
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Ass. 2B. NMR-Signale der Protonen an C-19.
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mit der entsprechenden Vorsicht angewandt werden. Von Bhacca und Williams? ist
die Vorstellung eines lockeren Komplexes (collision complex) zwischen Benzol und
partiellen positiven Ladungen propagiert worden. Als Triger solcher Ladungen
treten vorzugsweise Karbonylfunktionen auf. Die gegeniiber Chloroform zusétzlich
eintretenden chemischen Verschiebungen sind in diesem Falle (des Vorliegens von
Karbonylgruppen) im wesentlichen positiv entsprechend einer zusitzlichen Abschir-

TaBerLLE 3A. NMR-SIGNALE (IN PPM VON TETRAMETHYLSILAN) DER
PROTONEN AN C-18 N PYRIDIN-D; UND CDCl,

Verbindungsklasse Pyridin-d, CDCiy Seni-dpyr
Sa,14x-Androstan 0-65 Q-69 +4-0-04
As-Steroide 0-71 073 +-0-02
At3.Ketone 071 0-77 +0-06
3-Keto-steroide 071 0-73 4002
178-Hydroxy-stercide 096 073 —0-23
175-Acetoxy-steroide 0-82 078 --0-04
17p-Hydroxy-17=z-methyl-
steroide 1-09 092 —0-17
17-Keto-steroide 079 0-86 +007

At-3-Keto, 115-Hydroxy- 1-33 1-18 +0-18
20-Keto-steroide 0-64 0-61 —0-03
21-Acetoxy- 073 0-65 —~0-08
17a-Hydroxy-20-ketone 076 0-69 -~0-07
21-Acetoxy- 0-86 0-65 —0-21
115-Hydroxy- 125 0-97 ~0-28
Aw.20-Keto-steroide 091 0-87 —~0-04
16,1 7a-Epoxy-steroide 1-08 11t +0-03
16x,17e¢-Methylen-steroide 1-01 0-99 —0-02
Spirostane 085 079 —0-06

¢ Werte nach Ziircher®
® nach eigenen Messungen

mung, wenn bei dem Uebergangskomplex das Benzol so angelagert wird, dass die in
Frage stehende Protonengruppierung in der Nihe der Hauptachse des Benzols liegt.
Umgekehrt beobachtet man eine zusitzliche Entschirmung, wenn die in Frage
stehende Protonengruppierung in der Nihe der Benzolring-Ebene liegt.

Es scheint so, als ob beim Pyridin als Losungsmittel ein grosser Teil der gefundenen
Regeln ebenfalls durch dieses Modell erkldrt werden kann. Man findet positive Werte
fur A = by, — Opy, d.h. zusitzliche Abschirmung der anguliren Methylgruppen
beim Vorliegen von Karbonylfunktionen. Fiir die A%-3-Ketone sind die Verhiltnisse
in der Abb. 3 dargestelit:

Die anguldre Methylgruppe erhilt eine kriftige zusitzliche Abschirmung, da sie in
die Nihe der Hauptachse des Pyridinringes kommt. Das Proton an der Doppel-
bindung liegt in der Niahe der Hauptebene des Benzols und wird also zusitzlich

8 R. F. Ziircher, Helv. Chim. Acta 46, 2054 (1963).
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entschirmt. Die Entschirmung der Protonen am A$-3-Keton-bzw. A!:4-3-Keton-
system liegt zwischen 0-1 bis 0-37 ppm (vgl. Tab. 6).

Vollkommen anders als nach dem Modell des “Collision-Comnlex” zu erwarten

ARV QAINSVA S GQaS AAQVAL VAL AVARRS AL BN ALV ATRALL PRV LS SRV L

ist, verhalten sich einige halogenierte Ketone.

TABELLE 3B, NMR-SIGNALE (IN PPM VON TETRAMETHYLSILAN) DER PROTONEN AN
C-19 1IN PYRIDIN-Dg UND CDCl,

Verbindungsklasse Pyridin-d CDCl,? Sonr-Opyr
5a-Steroide 077 079 +-0-02
3p-Hydroxy- 0-83 0-82 —0-01
3a-Hydroxy- 0-80 0-79 -001
3p-Acetoxy- 0-78 0-84 +0-06
3x-Acetoxy- 074 0-82 +0-08
3-Keto-5x-steroide 092 1-03 4011
Ab-steroide
3p-Hydroxy 1-06 1-03 -—0-03
38-Acetoxy- 097 1-04 +0-07
At-3-Ketone 1-03 1-21 +0-18
118-Hydroxy- 1-58 147 —011
118-Acetoxy- 1-19 1-28 -+0-09
11-Keto- 1-40 1-43 -+0-03
118-OH, 9«-Fluor- 1-71 1-60? —0-11
Avan, 1-27 1:35 +0-08
98, 118-Epoxy- 1-38 133 —0-05
Ar4-3-Ketone 1-03 1-25 +0-22
3-Keto-583-steroide 091 1-04 +013
5p-Steroide
36-Hydroxy- 1-01 0-98 —0-03
4a-Hydroxy- 0-90 0-93 -+0-03
3B-Acetoxy- 0-92 098 +0-06
3ax-Acetoxy- 0-87 095 +0-08

¢ Werte nach Ziircher®
® nach eigenen Messungen

Diedem Karbonyl benachbarten axialen Protonen der halogenierten 3-Ketosteroide
sollten hiernach eine kriftige Abschirmung erleiden. Diese wurde in Benzol® auch beo-
bachtet. Da man in Pyridin jedoch eine starke Entschirmung findet, haben wir die von
uns untersuchten halogenierten 3-Ketosteroide auch in Benzol gemessen. Tabelle 4
zeigt, dass sie den Ergebnissen von Bhacca und Williams® entsprechen, d.h. die 28-
bzw. 43-Protonen erleiden in Benzol eine zusitzliche Abschirmung, die zwischen 0-28
und 0-54 ppm betriigt. Demgegeniiber stehen in Pyridin zusitzliche Entschirmungen
von von 0-35 bis 0-69 ppm. Die Differenz der Verschiebungen des 45-Protonensignals
des 2x,4x-Dibrom-178-acetoxy-androstan-3-ons in Pyridin-d; und Benzol ist danach
1-23 ppm.

Hydroxylfunktionen verursachen fast ohne Ausnahme negative zusitzliche Ver-
schiebungen der Protonensignale der Methylgruppen, wihrend Acetoxygruppen

® siehe 3, S.172.
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TABELLE 4. NMR SIGNALE EINIGER HALOGENIERTER 3-KETOSTEROIDE IN PYRIDIN-d;, DEUTERO-
CHLOROFORM UND BENZOL ALS LOSUNGSMITTEL (VON TETRAMETHYLSILAN AUS GEMESSEN).

Pyridin-d, CiC, Benzo!
2a-Brom-178-acetoxy- (03) 5- 4-56 428
androstan-3-on (19 1-:00 110 0-70
2a-Chlor-17-acetoxy- ) 493 458 412
androstan-3-on 19 1-02 1-11 071
2a,4a-Dibrom-178- ) 539 48 432
acetoxyandrostan- @ 539 47 416
3-on (19) 1-18 1-16 0-69

positive A-Werte bringen. Man wird hieraus wohl auf einen grundsitzlich anderen
Wirkungsmechanismus schliessen konnen, der mit der Fahigkeit des Pyridins, als
Protonen-Akzeptor zu wirken, zusammenhéngt.

Die Signallagen der sonstigen Methylgruppen sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
Acetoxygruppen erleiden beim Uebergang Chloroform-Pyridin nur unwesentliche
Verschiebungen, wihrend die Methingruppen des Steroidkerns z.T. starke negative
A-Werte zeigen (siche Tab. 7). Es ergibt sich also wieder eine Analogie zu den in
Benzol gefundenen Werten insofern, als die Methingruppen stirker entschirmt werden.
Die A-Werte der 178-Acetyl-Seitenkette werden durch Substituenten in C-16 und
C-17 besonders stark beeinflusst. Sie sind positiv fiir das unsubstituierte System und
unpolare Substituenten und stark negativ fiir 17a-Hydroxy-178-acetylverbindungen.
Ebenfalls stark negativ sind die A-Werte fiir das 17x-Methyl-178-hydroxy-System
mit—0-17 ppm. Bei den olefinischen Verbindungen, die in Tabelle 6 zusammengestellt
sind, iiberwiegen ebenfalls negative Werte, deren Zustandekommen z.T. bereits
diskutiert ist.

Die Tabelle 7 gibt die Messungen an Protonen neben Sauerstoffunktionen wieder.
Auch hier herrschen negative Verschiebungen A = dy, — dp, vor. Die fiir Losungen

TABELLE 5. NMR-SIGNALE SONSTIGER METHYLGRUPPEN IN PYRIDIN-D; UND CDCl,
(IN PPM VON TETRAMETHYLSILAN)

Gruppierung Pyridin-ds CDCl, Soni-Opyr
3« und 3p-Acetoxy-steroide
(5« und 58) 2:04 2-03 —0-01
38 Acetoxy-AS-steroide 2:03 2:03 —
178-Acetoxy-steroide 2:04 2:03 —0-01
21-Acetoxy-steroide 214 2:16 +0-02
20a-Acetoxy-steroide 1-99
178-Acetyl-steroide 2:07 212 +0-05
16-Methyl- 2:12 2-12 —
17«-Hydroxy- 2:36 215 —0-21
17¢-OH, 16==CH,- 2:46 2:29 —-017
Ate. 221 2:25 +0-04
162, 17a-Epoxy- 201 202 +0-01
16, 17a-Methylen- 1-88 193 +0-05
17«-Methylen-178-Hydroxy- 1-39 122 —017
steroide

° nach eigenen Messungen
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TABELLE 6. NMR-SIGNALE VON OLEFINISCHEN PROTONEN IN PYRIDIN-Dy UND CDCl,

(IN PPM VON TETRAMETHYLSILAN) § = SINGULETT; D == DUBLETT

Gruppierung Pyridin-ds CDCly Son-Opyr
As-Steroide 5:34 5:30 —0-04
Ab-Steroide 5-38 5-36 —0-02
AN Steroide 5-50 5:62 +0-12
A*-3-Ketone 585 5-75 —0-10
Am'4-3-Ketone 6:21 6-03 —0-18

6-35(D) 6:13(D) -0-22
7-38(D) 7-01(D) —0-37

Ate.20-Ketone 6-61 671 +010

16-Methylen 5:29(S) 5:19(D) —0-10

¢ nach eigenen Messungen

1613

in CDClI; und Dimethylsulfoxid-dg erarbeiteten Gesetzmissigkeiten iiber die Lage der
Signale axialer und dquatorialer Protonen sowie iiber die Verschiebung von Signalen
der Protonen neben Hydroxylgruppen bei der Acetylierung®1° bleiben in Pyridin-d,
ebenfalls erhalten. Die Acetylierungsverschiebung ist im Mittel aber deutlich kleiner
als in DMS-dg und CDCl;. Besonders auffillig ist dies bei den Protonen an C-21.
Die Acetylierungsverschiebung ist hier nur 0-4 bis 0-45 ppm gegentiber 0-5 in Chloro-
form und 0-63 bis 0-7 in Dimethylsulfoxid.?

TABELLE 7. NMR-SIGNALE (IN PPM VON TETRAMETHYLSILAN) VON PROTONEN NEBEN
SAUERSTOFFUNKTIONEN IN PYRIDIN-Ds UND CDCl, ALS LOSUNGSMITTEL S = SCHARF;

B = BREIT AOAC IST DIE VERSCHIEBUNG DURCH ACETYLIERUNG IN PYRIDIN-Dg

Gruppierung Pyridin-d; CDCl,® Scm-Opyr AOQAc
As-3-OH 3-80b 348 —0-32 093
5a, 30-OH 4:29s 4-03 —0-26 0-84
Sa, 38-OH 3-80b 3:55 —025 096
58, 3a-OH 3-80b 364 —-0-16 1-05
58, 38-OH 428 404 —0-24 091
112-OH 4-12b 4-05 —0-07
178-OH 3-87 3-66 —0-21 0-88
118-OH 4-58s 4-42 —0-15 1-07
21-OAc 4-38 4-16 —0-22 0-40

+17¢0H 494 4-54 —0-40 0-45

° nach eigenen Messungen

EXPERIMENTELLER TEIL

Alle Kernresonanzspektren wurden mit eniem Varian A 60 Kernresonanzgerit aufgenommen.
Als Losungsmittel diente Pentadeuteropyridin der Firma E. Merck AG, Darmstadt. Die chemischen
Verschiebungen wurden von Tetramethylsilan aus gemessen. Etwa 40 mg der Steroide wurden in
0-4 ml des Losungsmittels gelst und anschliessend vermessen. Eine Ueberpriifung der Frequenzskala
erfolgte mit der von Jungnickel'! angegebenen Eichldsung. Die Abweichungen unseres Instrumentes
von den dort angegebenen Werten waren kleiner als 0-01 ppm.

10y, Kawazoa, Y. Sato, T. Okamoto und K. Tsuda, Chem. Pharm. Bull. Japan 11, 328 (1963).

11 J, L. Jungnickel, Analyt. Chem. 35, 1985 (1963).



