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p-Benzoilbenzoik Asitle Esterifiye Edilmis Steroit Molekiilleri-
nin Fotolitik Reaksiyon Uriinleri Uzerinde Calismalar*

The Photolytic Reactions of Steroid Molecules Which Were Esterified
by Using p-Benzoylbenzoic Acid

Ningur NOYANALPAN** Abidin AYALP***

GIRIS VE AMAC

Steroid hormonlar c¢ogunlukla bitkisel kaynakli sapogenollerden
yararlanilarak elde edilmektedir. Hormon yapisi i¢in gerekli olan ok-
sijenli fonksiyonlar mikrobiyolojik yo6ntemlerle yaratilmaktadir. Da-
ha yiiksek verimle yliriyen kimyasal oksijenasyon icin 0zellikle kar-
bon halkasinda doymamisligin bulunmasi 6nem tasimaktadir.

Calismada steroit molekiillerinin fotolitik reaksiyon, durinleri
tizerinde calisilmistir. Amacg, fotolitik yontemlerle steroit molekiiliine
bir fonksiyonel grup olan ¢ifte bagi sokmaktir. Bu yontemlerin bugiin
icin en c¢ok kullanilan1 mikrobiyolojik olanidir. Bu c¢alismada zor ve
pahali olan kimyasal ve mikrobiyolojik yontemler yerine fotokimya-

sal yontemin diosgenol ve pregnenolona uygulanmasina calisiimistir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada kullanilan diosgenol ve pregnenolon asetat ari bile-
siklerdir. Kullanilan tiim kimyasal bilesikler, coziiciiler, reajanlar,
katalizorler Merck veya Riedel'dir. Kullanilan elektronik aygitlar,
IR Spektrofotometresi PYE UNICAM SP-1100, UV Spektrofoto-
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metresi PYE UNICAM SP-1700, NM R Spektrometresi R-32 PER-
KIiN ELMER 90 MHz, ergime noktas:t saptama aygit1i BUCHI
SMP-20 ve civa lambas1 500 W PHILIPS'tir. ince tabaka kromatog-
rafisi i¢cin kullanilan aygit ise CAMAG ince tabaka yayicisidir. Ha-
zirlanan cam plaklarin kalinligi 0.3 mm'dir. Aktivasyon otuz dakika
sire ile 120°C'de yapilmistir. Kromatografik calismalarda lekeler
once UV lambasi altinda gozlenmis daha sonra vanilin/sulflirik asit
reaktifi ile 1sitilarak gorinir duruma getirilmistir. Caligsmada cesitli

kromatografik solvent sistemleri arasindan incelemeler sonucu en uy-

gun olanlar1 asagida verilmistir.

Benzen:Kloroform 9:1 . . . . . Sistem I
Kloroform:Eter 8:2 . . . . . Sistem II
Kloroform 1000 . . . . . Sistem III
Kloroform :Benzen 100:3. . . . . . Sistem IV
Kloroform:Benzen 8:3 . . . . . Sistem V
Kloroform:Metanol 100:3. . . . Sistem VI

DENEYSEL KISIM

Bu caligsmada, diosgenol ve pregnenolon baslangic bilesigi olarak
kullanilmis ve bu bilesikler lizerinde cifte bag olusturulmustur. Bu-
nun ig¢in, Once bu bilesiklerin esterleri hazirlanmistir. Esterifikasyon
ajan1 olarak p-benzoilbenzoik asidin sodyum tuzundan yararlanil-
mistir. Bu bilesigin eldesi i¢cin Friedel-Crafts reaksiyonu uygulanmis,
aliminyum triklorir katalizorligiinde toluenin benzoilasyonu ile
p-metilbenzofenon elde edilmistir (1-8). Elde edilen bilesik okside
edilerek p-benzoilbenzoik asite (9-11) gecilmis, daha sonra bu bile-
sigin sodyum tuzu hazirlanmistir. p-Benzoilbenzoik asidin sodyum
tuzunun elde edilisi Sekil: 1'de reaksiyon denklemleri ile verilmistir.

Baslangi¢ bilesikleri olan diosgenol ve pregnenolon'un tiyonil
kloriirle klorlu tiirevleri hazirlanmis (12-16) ve bu tiirevler ayri ayri
p-benzoilbenzoik asidin sodyum tuzu ile reaksiyona sokularak diosge-

nol ve pregnenolon benzoilbenzoat elde edilmistir.

Elde edilen bu esterler Once fotoliz edilmis daha sonra kursun
tetra asetat (17-21) ile reaksiyona sokulup hidroliz edilerek (22,23)
yapilara cifte bag sokulusu saglanmis, NM R ve UV Spektroskopisi

yontemleriyle kanitlanmistir.
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Sekil 1. p-Benzoilbenzoik asidin sodyum tuzunun elde edilisi.

Diosgenol ve pregnenolon lizerinde c¢ifte bag olusturulmas: igin
uygulanan reaksiyon dizisi denklemler halinde Sekil: II ve III'te

verilmisgtir.
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Sekil II. Diosgenol tlizerinde cifte bag olusturulmas:i i¢in uygulanan reaksiyon dizisi.
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Pregnenolon iizerinde cifte bag olusturulmasi icin uygulanan reaksiyon dizisi.

BULGULAR

1- p-Metilbenzofenon

Aliminyum triklorir (7g), benzoil kloriir (6.2g) ve toluen (5.5g)
25°C'de bir saat siire ile karisitirilmis, sonra 380 ml 4N sodyum hid-
roksit cozeltisi ile hidroliz edilip, kloroformla ekstre edilmistir. Orga-
nik faz ucgurulup suyundan kurtarilmis ve bilesigin petrol eteri ile

kristalizasyonu yapilmistir (Verim % 83).
Yap: Aydinlatmasi
E.N.:56-60°C
Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi

olarak Sistem-1 kullanilmis ve bilesigin tek leke verdigi ve dolayisiyla

saf oldugu gozlenmistir.
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Bilesigin IR ve N MR Spektrumlart standart p-metilbenzofeno-
nun spektrumlar: ile cakigsmaktadir (24, 25).

2. p-Benzoilbenzoik Asit

p-Metilbenzofenon (0.7g), asetik asitte (3.7g) ¢oOzilmiis, lizerine
kromik asit (lg) ve su (2.3ml) katilip, sogutularak konsantre silfiirik
asit ve tekrar asetik asit (3.7 g) ilave edilip bir saat geri ¢eviren sogu-
tucu altinda isitilmistir. Sogutulmus, su lizerine dokilmiis ve c¢okelek
% 30'luk potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile yarim saat isitilmistir. C6-
zelti lizerine konsantre hidroklorik asit ilavesi ile bilesik ¢Oktirilmiis,
stiziilerek alinan bilesik etil alkolden rekristalize edilmistir (Verim

% 176).

Yap1 Aydinlatmasi
E.N.: 194-197°C

Bilesigin ince tabaka kromatografisi analizinde solvent sistemi
olarak Sistem-II kullanilmisg, tek leke verdigi ve dolayisiyla saf oldugu

gozlenmistir.

Bilesigin IR ve N M R Spektrumlari, standart p-benzoilbenzoik
asidin spektrumlar: ile cakigsmaktadir (24, 25).

3. Sodyum p-Benzoilbenzoat

p-benzoilbenzoik asidin sodyum hidroksit c¢o6zeltisi ile sodyum
tuzu hazirlanmistir (Verim % 85).

4. 3-B -Klorodiosgenin

Diosgenin (0.4 g), tiyonil klorir (0.4 g) ve kloroform (10 ml)
40-50°C'de geri ceviren sogutucu altinda ondort saat 1sitilmistir, bu
siire sonunda % 2'lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile ¢alkalanmis, klo-
roformlu faz suyundan kurtarilip ugurulmustur. Kalint1i aseton-eter
karigimindan rekristalize edilmistir (Verim % 76).

Yap:1 Aydinlatmasi
E.N.: 174-177°C
Bilesigin ince tabaka kromatografisi analizinde solvent sistemi

olarak Sistem III kullanilmis, bilesigin tek leke verdigi ve dolayisiyla
saf oldugu gozlenmistir.
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IR Spektrumu: zcm™' 2990-2800 Alifatik C - H gerilimi, 1450
C - H egilimi, 1030 C - O - C gerilimi, 810 C-C1 gerilimi.

5. Diosgenin benzoilbenzoat

3-f-Klorodiosgenin (0.2 g), sodyum p-benzoilbenzoat (0.123) g
ve aseton (10 ml) iki saat geri ceviren sogutucu altinda isitilmis bu
siire sonunda reaksiyon iriini su ile ¢oktiiriiliip, siiziilmiis, metanol-
petrol eterinden rekristalize edilmistir (Verim % 79).

Yap1 Aydinlatmasi
E.N.: 144-147°C

Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi
olarak Sistem IV kullanilmis ve bilesigin tek leke verdigi dolayisiyla

saf oldugu gozlenmistir.

IR Spektrumu: vem™' 3100-3000 = C - H gerilimi, 2940-
2820 - C - H gerilimi, 1780 C= O gerilimi, 1600-1500 C=C geri-
limleri, 1490 C - H egilimi, 1240 - C — O gerilimi, 1030 - C - O - C
gerilimi, 800-650 — C —H plan dist deformasyon bantlar1 (mono ve

para siibstitiie benzen halkalari).

6. Diosgenin benzoilbenzoat'in fotolizi

Diosgenin benzoilbenzoat (0.157) g ve susuz benzen (25 ml)
UV lambasi altinda bes saat 1sinim yapilarak geri c¢eviren sogutucu
altinda isitilmistir. Bu siire sonunda benzen ugurulmus kalinti ase-
ton-petrol eterinden rekristalize edilmistir (Verim % 95).

Yap:1 Aydinlatmasi

E.N.: 143-147°C

Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi
olarak Sistem IV kullanilmis ve bilesigin tek leke verdigi dolayisiyla

saf oldugu goézlenmistir.

7. Kursun tetra asetat'in hazirlanisi
Asetik asit (34 g), % 99'luk asetik asit (22g) karisimi 55-60°C'ye
kadar 1sitilmig, bu sicaklikta kirmizi kursun oksit (41 g) katilmis ve
yarim saat isitilmis, sogutulmus, olusan kristaller siliziilerek alinmis ve

susuz asetik asitten rekristalize edilmistir (Verim % 90).
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E.N.: 176-180°C

8. Fotoliz edilmis diosgenin benzoilbenzoatin Kkursun
tetra asetatla reaksiyonu ve hidrolizi

Fotoliz edilmis diosgenin benzoilbenzoat (0.1 g), kursun tetra
asetat (0.7 g), kalsiyum karbonat (0.2 g) ve benzen (20 ml) karigimi
15 saat geri g¢eviren sogutucu altinda isitilmis sonra sirast ile su, %
10'luk potasyum iyodiir, % 10'luk sodyum tiyosulfat, doymus sod-
yum bikarbonat ¢ozeltisi ve tekrar su ile tiiketilmis, organik faz suyun-
dan kurtarilmig, ucurulmus, kalinti metanolde hazirlanmis % 10'luk
potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile hidroliz edilip sonucgta olusan c¢oke-
lek metanol-aseton karisimindan rekristalize edilmistir (Verim %
81).

Yap1 Aydinlatmasi

E.N.: 185-188°C

Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi
olarak Sistem VI kullanilmig ve bilesigin tek leke verdigi dolayisiyla

saf oldugu gozlenmistir.

IR Spektrumu: v cm-' 3500-3000 O—H gerilimi (sekonder
alkol), 2980-2900 - C - H gerilimi, 1450 - C - H egilimi, 1030
— C—0 gerilimi.

N MR Spektrumu: 8 ppm 5.4 teki sinyal dikkatli olarak incelen-
mistir. Bu dejenere bir dublete benzemektedir. Entegrasyonda bu pro-
tonlarin iki tane oldugu goézlenmistir. Buna gore c¢ifte bagin olusumu
bir proton verecek sekildedir ciinkii 5.4 S ppm'deki sinyali veren pro-
tonlardan biri 6. konuma bagli hidrojendir. Bu kisim disinda kalan
sinyallerin ise diosgenol'e benzer oldugu goézlenmistir.

9. Pregnenolon Asetat'in hidrolizi

Pregnenolon asetat (0.5 g) ve metanolde hazirlanmis % 10'luk
potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile iki saat geri ceviren sogutucu altinda
hidroliz edilmis daha sonra aseton ile kristalizasyonu yapilmistir
(Verim % 90).
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Yap1 Aydinlatmasi
E.N.: 19Q-194°C

Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi
olarak Sistem V kullanilmis ve bilesigin tek leke verdigi dolayisiyla

saf oldugu gozlenmistir.

Bilesigin IR ve N MR Spektrumlari pregnenolon'un standart
spektrumlar: ile cakigsmaktadir (24, 25).

10. 3-B-Kloropregnenolon

3-B-klorodiosgenin'in sentezi icin uygulanmis olan yodntemle
yapilmis ve sentezde 0.2 g pregnenolon, 0.2 g tiyonil kloriir ve 7 ml
kloroform kullanilmistir. Kristalizasyon asetondan yapilmistir (Ve-
rim % 91).

Yap1 Aydinlatmasi
E.N.: 127-131°C
Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi ola-

rak Sistem VI kullanilmis ve bilesigin tek leke verdigi ve dolayisiyla

saf oldugu goézlenmistir.

IR Spektrumu: U cm ' 2920-2820 - C - H gerilimi, 1680
C = 0 gerilimi, 1460-1435 C - H egilimi, 740 C - C1 gerilimi.

11. Pregnenolon benzoilbenzoat

Diosgenol benzoilbenzoatin sentezindeki yontemle yapilmis bu-
nun icin 0.1 g sodyum p-benzoilbenzoat ve 0.137 g 3-[3 -kloropregne-
nolon kullanilmistir. Bilesigin kristalizasyonu metanol-petrol eterin-

den, yapilmistir (Verim % 91).

Yap1 Aydinlatmasi
E.N.:176-180°C

Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi
olarak Sistem V kullanilmis ve tek leke verdigi dolayisiyla saf oldugu

gozlenmistir.
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12. Pregnenolon benzoilbenzoatin fotolizi

Diosgenol benzoilbenzoat'in sentezindeki yoOntemle yapilmis
bunun icin 0,130 g pregnenolon benzoilbenzoat ve 20 ml susuz ben-

zen kullanilmistir. (Verim % 93).

13. Fotoliz edilmis pregnenolon benzoilbenzoatin kursun
tetra asetatla reaksiyonu ve hidrolizi

Fotoliz edilmis diosgenol benzoilbenzoatin sentezindeki yéntem
ile yapilmis bunun icin 0.070 g pregnenolon benzoilbenzoat 0.5 g
kursun tetra asetat, 0.120 g sodyum karbonat ve 20 ml benzen kulla-
nilmistir (Verim % 82).

Yap1 Aydinlatmasai:
E.N.: 165-169°C

Bilesigin ince tabaka kromatografik analizinde solvent sistemi
olarak Sistem VI kullanilmig ve bilesigin tek leke verdigi dolayisiyla
saf oldugu gozlenmistir.

IR Spektrumu: Yecm™ ' 3540 O —H gerilimi, 3020 =C — H geri-
limi, 1720 C = 0 gerilimi, 1490-1460 C - H egilimi, 1390 C - H egi-
limi, 1080-1060 - C - O gerilimi.

UV Spektrumu: Baslangi¢c bilesiginin spektrumunda 246 ve
285 nm'de iki maksimum gorilmektedir. Elde edilen tiirevde ise
250 nm'de bir maksimum, 285 nm'de ise bir omuz gorilmiistiir. Go6-
rildiigi gibi, baslangic bilesigine goére 4 nm'lik bir kayma vardir.
Kayma, non-konjuge durumda bir doymamislik oldugunu goster-
mektedir.

N MR Spektrumu: 5.36 dppm'deki sinyal dikkatli olarak ince-
lenmistir. Bu dejenere bir dublete benzemektedir. Entegrasyonda bu
protonlarin iki tane oldugu gozlenmistir. Buna gore c¢ifte bagin olu-
sumu bir proton verecek sekildedir c¢iinkii 5.36 8 ppm'deki sinyali ve-
ren protonlardan biri 6. konuma bagli hidrojendir. UV spektrumu ile
elde edilen bilgiler ve bu bagin baslangicta var olan cifte bag ile kon-
juge olmadigini da kanitlamaktadir. Bu durumda olusan cifte bag
¢ok biuiyiik bir olasilikla 9-11 no.lu karbonlar arasindadir.
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SONUC VE TARTISMA

Bu arastirma da daha Once diiz zincirli asitlere ve kolestanol'e
uygulanmis fotolitik yontemle oksidasyon islemi diosgenol ve preg-
nenolon'a uygulanmistir.

Yapilan caligma da gerek diosgenol ve gerekse pregnenolon Once
¢ no.lu konumdan p-benzoilbenzoik asit ile esterifiye edilmistir. Bu
esterifikasyon islemi icin molekiiller iic numarali konumdan klorlu
tirevi seklinde c¢evrilmis daha sonra sodyum p-benzoilbenzoat etki
ettirilmistir. Esterler fotolizden sonra kursun tetra asetat ile reaksiyo-
na sokulmus ve hidroliz edilmistir. Boylece elde edilen bilesikler bag-
langi¢ bilesigine oranla bir adet fazla olefinik proton icermektedir.
Ancak bu yeni olusan cifte bag UV bulgularina gére molekiilde var
olan cifte bag konjuge durumda degildir. Her ne kadar bu yeni olusan
bagin yeri kesinlikle saptanamamigsa bu bagin buyiik olasilikla 9-11
no.lu karbonlar arasindadir.

Gorildigia gibi fotolitik yontemle diosgenol ve pregnenolon
molekiiliine cifte bag sokmak mimkiindiir. Elde edilen lriin kroma-
tografide tek leke verecek sekilde aridir. Biitiin bunlara karsin bazi
glicliikler dikkati cekmistir. Fotolitik reaksiyon ancak diisiik konsant-
rasyonlarda diizgiin yiirliyen ve tek Urin veren bir yontemdir. Kon-
santrasyon arttirildig§inda verim onemli 6lgciide diismektedir, verimin
diisiisiinii 6nlemek fotoliz siiresini uzatmakta yeterli bir 6nlem degil-
dir.

OZET

Bu calismada da diosgenol ve pregnenolon molekiili tlizerinde
fotoliz ve oksijenasyon sonucu bir ¢ifte bag olugsmasi1 saglanmistir. Bu
amacla 6nce diosgenol ve pregnenolon, sodyum p-benzoilbenzoat ile
esterlestirilmistir. p-benzoilbenzoik asit, toluen ve benzoil kloriirden
hareketle once Friedel-Crafts ve sonra oksidasyon islemi uygulanarak
elde edilmistir. Daha sonra bu bilesigin sodyum hidroksitle muamelesi
sonucunda sodyum p-benzoilbenzoat elde edilmistir. Hazirlanan es-
terler benzen ic¢inde fotoliz edilmis, daha sonra kursun tetra asetat ile
esterifikasyona sokulan fotoliz triinleri son basamakta hidroliz edilerek

ester grubundan ayrilmistir. Yapilan islemler sonucu elde edilen dios-
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genol ve pregnenolon tiirevi bilesikler lizerinde cift bag olustugu spekt-
ral analizlerle goOsterilmistir.

SUMMARY

In this research, we tried to introduce an olefinic bond into the
steroid molecules such as diosgenol and pregnenolone, by using the
photolytic processes. For this purpose, we prepared the steroidal es-
ter. The substance we used for esterification was p-benzoylbenzoic
acid which was prepared from toluen, reacted with benzoyl chloride
according to the Friedel-Crafts reaction, as a result p-methylbenzop-
henone was obtained. This substance was oxidized and p-benzoyl-
benzoic acid was acquired, then the sodium salt of the p-benzoylben-
zoic acid was prepared. The sodium salt of the p-benzoylbenzoic acid
and the 3-B-chlorinated diosgenol and pregnenolone were introdu-
ced into the reaction as a result the steroidal esters were obtained.

The esters were photolyzed in benzen, reacted with lead tetra
acetate and hydrolysed at the last step of the reaction sequences,
then the last product was examined and the single double bond was
seen as a result of spectral determinations.
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