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K URZFASSUNG

Die vorliegende Arbeit fasst die Ergebnisse zur Strukturaufkl&rung und zur geochemischen
Charakterisierung einer Serie aliphatischer, bislang nicht identifizierter Verbindungen mit 27,
28 und 29 Kohlenstoffatomen zusammen, die in fossilem organischem Material
unterschiedlicher Herkunft gefunden wurden.

Auf der Basis massenspektrometrischer Daten wurden Strukturvorschlége hergeleitet und
neue Synthesewege entwickelt. Den analytischen Daten authentischer Standards zu Folge
handelt es sich bei den unbekannten Verbindungen nicht um 4,5-seco-Cholestane, 1,10-seco-
Cholestane, 14-Methyl-18-nor-1,10-seco-Cholestane oder 4,5-seco-Diacholestane. Die
Auswertung der Syntheseergebnisse resultiert in der Annahme, dass es sich bei den
unbekannten Verbindungen um 5-Methyl-19-nor-4,5-seco-Sterane handelt. Der Nachwels
einer Serie von aromatischen Steroidkohlenwasserstoffen bekréftigt die Hypothese, dass die
genannten Verbindungen eine seco-Steranstruktur mit einer C-5-Methylgruppe besitzen. Die
Richtigkeit des Strukturvorschlags muf3 im Rahmen zukunftiger Arbeiten Gberprift werden.

Die geochemische Analyse verschiedener OI- und Sedimentproben bestétigt die bislang
unverdffentlichten Ergebnisse von Untersuchungen, nach denen die Verbindungen weit
verbreitet sind und deren Vorkommen qualitativ nicht an bestimmte Ablagerungsbedi ngungen
gebunden ist. Zur Quantifizierung der unbekannten Verbindungen wurden die Parameter
U/DIA und U/REG entwickelt, bel denen die relative Konzentration der unbekannten
Co7-Verbindung ins Verhdltnis zur Summe der Diacholestane (U/DIA) bzw. der reguléren
Cholestane (U/REG) gesetzt wird. Mittels GC-M SM S-Analysen konnten pro Kohlenstoffzahl
jeweils mindestens sechs Isomere nachgewiesen werden, deren relative Verhdtnisse
untereinander in allen analysierten Proben unabhdngig von der Reife oder der Herkunft
nahezu identisch sind. Es konnte gezeigt werden, dass die unbekannten Verbindungen nicht
die Produkte mikrobieller Transformation organischen Materials darstellen. Sie werden
vielmehr wahrend der fortgeschrittenen Katagenese aus makromolekularen Verbindungen wie
Asphaltenen freigesetzt. Der Nachwels der unbekannten Verbindungen in stark
biodegradierten und sehr reifen Proben deutet dartiber hinaus auf die ausgepréagte Stabilitét

gegenuiber mikrobieller und thermischer Zersetzung hin.
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ABSTRACT

This thesis summarizes the results of research on structure and geochemical
characterization of a series of so far unidentified aliphatic compounds with 27, 28 and 29
carbon atoms, found in fossil organic matter of diverse origin.

On the basis of the mass spectrometrical data, suggestions on the structure have been made,
resulting in the synthesis of severa authentic standards. None of the standards of 4,5-seco-
cholestane, 1,10-seco-cholestane, 14-methyl-18-nor-1,10-seco-cholestane or 4,5-seco-
diacholestane was identical with the natural C,;-compound as far as retention times and mass
spectrometrical data are concerned. The analysis of the results of the synthesis leads to the
assumption that the unknown compounds have a 5-methyl-19-nor-4,5-seco-sterane structure.
The detection of a series of mono- and diaromatic steroid hydrocarbons confirms this theory.

The geochemica characterization of several crude oils and sediment samples supports
unpublished results, that the unknown compounds are widespread. Furthermore their
occurrence is — concerning their quality — not related to distinct conditions during
sedimentation. To describe both the occurrence and the amount of the compounds, the two
parameters U/DIA and U/REG were developed. They were calculated by dividing the relative
concentration of the unknown C,; compound by that of the sum of diacholestanes (U/DIA)
and the sum of cholestanes (U/REG), respectively. Using GC-MSMS analysis, at least six
isomers per carbon number have been identified. The relative ratios of the isomers are almost
the same for all samples.

It could be verified that the unknown compounds do not result from microbia
transformation but are rather released from macromolecular components like kerogen or
asphaltenes during catagenesis. The detection of the unknown compounds in both highly
biodegraded and very mature organic matter underlines the pronounced stability of the
molecules.
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1-Einleitung

1 Einleitung

1.1 Geschichtlicher Exkursund allgemeine Einleitung

Heute lasst sich wohl kaum mehr feststellen, wann in der Vergangenheit Menschen damit
begonnen haben, Uber die Entstehung von Leben oder das Erscheinungsbild ihrer Umwelt
nachzudenken. Dass sich aber Philosophen diese Frage Uber die Jahrtausende hinweg immer
wieder gestellt haben, ist unbestritten und zeigt sich anhand zahireicher Uberlieferungen. Aus
heutiger Sicht sind einige der damaligen Deutungen durchaus beeindruckend. So sah der
griechische Philosoph Xenophanes bereits vor 2500 Jahren in Fossilien von Meerestieren
Zeugnisse frilherer Uberschwemmungen. Umso erstaunlicher erscheint es, dass Aristoteles
200 Jahre spéter Fossilien als Beweis der Urzeugung von Lebewesen aus Erde und Schlamm
ansah. Die bis in das 17. Jahrhundert verbreitete Anschauung, dass die Fossilien im Gestein
eine Laune der Natur (ludi naturae) darstellten und durch eine "vis plastica" geschaffen seien,
hat hier ihre Wurzel. Aber nicht alle waren dieser Ansicht. Einer der bekanntesten Vertreter
derer, die von der erdgeschichtlichen Bedeutung von Fossilien als Uberresten vergangenen
L ebens Uberzeugt waren, war Leonardo da Vinci (Holder, 1960).

Unabhangig von der Richtigkeit der beschriebenen Deutungen spiegelt sich in al den
Annahmen die Faszination dartber wider, dass im Boden Spuren der Vergangenheit
verborgen liegen und dass das Studium der fossilen Zeitzeugen im geologischen Archiv Erde
Aufschluss Uber die Vergangenheit zu geben vermag. Es sollte aber noch bis Mitte des 18.
Jahrhunderts dauern, bevor schliefdlich ein erstes System zur Verfligung stand, das die
Einordnung der vielerorts gesammelten und untersuchten geologischen Proben und einen
einheitlichen Abgleich der Daten untereinander ermoglichen sollte: Giovanni Arduino teilte
unterschiedliche Gesteinsschichten in Montes primitivi, secundarii und tertierii ein und schuf
vergleichbar mit den heutigen Bezeichnungen Paldozoikum, Mesozoikum und K&nozoikum
das erste stratigraphische System (Holder, 1960). Georg Christian Fuchsel wiederum
begrindete die geologische Zeittafel, indem er Schichten zu grofderen Einheiten
zusammenfasste und sie der Zeit gleichsetzte, in der sie abgelagert wurden. Wenngleich diese
Systeme fortan Korrekturen und Verfeinerungen erfuhren, so konnte doch ein immer
facettenreicheres Bild des geol ogischen oder auch anorganischen Aufbaus der Erde entstehen.

Zu jener Zeit war man noch weit von dem Gedanken entfernt, dass den im Boden

befindlichen organischen Verbindungen ebenfalls ein erhebliches Potential as Zeitzeugen
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1-Einleitung

innewohnen koénnte oder dass es zukinftig mit ihrer Hilfe sogar mdglich sein sollte,
Paldoumweltbedingungen zu rekonstruieren. Das lag nicht etwa daran, dass Erddl als wonhl
bekanntester fossiler organischer Uberrest abgestorbener Organismen nicht schon seit langem
bekannt war, sondern an den eingeschrankten Anaysemoglichkeiten. Vor alem im
mesopotamischen Raum trat Erddl an der Oberflache aus, seine fllichtigen Bestandteile
verdunsteten, und Bitumen, Erdpech und Teer blieben zuriick. Bereits vor tber 4000 Jahren
wurde dieses fossile organische Material as Brennstoff, als Mortel oder zum Abdichten von
Déchern und Schiffen benutzt (Hansen, 1975). Im européischen Raum war Erddl dagegen erst
im Mittelalter bekannt, und es dauerte bis ins 19. Jahrhundert, bevor die ersten erfolgreichen
Bohrungen durchgefiihrt wurden. Je nach Verwendungszweck wurde das Rohol destilliert,
was von der Kenntnis zeugt, dass es sich um ein Gemisch verschiedener Verbindungen
handelt. Uber die Entstehung konnte jedoch zunéchst nur spekuliert werden.

Die Klarung der Herkunft von Erddl gelang erst Alfred Treibs (1934a, 1934b). Er
untersuchte Schiefer, der reich an fossilem organischem Materia war, und identifizierte
Verbindungen, die strukturell eine bemerkenswert groRe Ahnlichkeit mit dem grinen
Pflanzenfarbstoff Chlorophyll a besaf3en (siehe Abb. 1-1 (a)). Treibs (1936) postulierte, dass
der von ihm gefundene Vanadyl-Porphyrin-Komplex das geochemische Abbauprodukt von
Chlorophyll a darstellte.

(@ (b)

Abb. 1-1: Strukturformeln des grinen Pflanzenfarbstoff Chlorophylla (2) und von Vanadyl-
desoxophylloerythro-etioporphyrin (b)

Seine Entdeckung machte deutlich, dass eine Beziehung zwischen dem bis zu viele
Millionen Jahre adten organischen Materiad und den von Ilebenden Organismen
biosynthetisierten Verbindungen besteht. Treibs hatte damit vor 70 Jahren nicht nur einen

Beweis fur den pflanzlichen Ursprung von Erddl erbracht, sondern auch einen der ersten
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sogenannten Biomarker gepragt und die Geburtsstunde einer neuen Disziplin, der organischen
Geochemie, eingel &utet.

Viele der darauf folgenden Untersuchungen besal3en nicht zuletzt wegen wirtschaftlicher
Interessen der Erdolindustrie einen petrochemischen Hintergrund, und die Entwicklung
leistungsfahiger Explorationsstrategien wéare mit reiner Forscherneugier sicher nicht zu
rechtfertigen gewesen. Dennoch stand und steht hinter dem Erfolg dieser neuen Disziplin -
ahnlich wie vor tausend Jahren - vor allem die Faszination von Menschen, anhand von
(organisch geochemischen) Fossilien einen Blick auf die (belebte und unbelebte)
Vergangenheit werfen zu konnen.

Dieser Blick ist nur méglich, wenn die Sedimente hinreichende Gehalte an organischem
Material aufweisen. Das ist von Bedeutung, da der groféte Teil des organischen Materias in
makromolekularen Verbindungen (Kerogen und Asphaltene) gebunden vorliegt und nur ein
kleiner Teil in Form niedermolekularer Molekile (Maltene) mittels Gaschromatographie
(GC) oder Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert werden kann.
Geeignetes Probenmaterial stellen vor allem Sedimente von Seen und Ozeanen dar, dasichin
deren photischer Zone haufig eine hohe Bioproduktion der planktonischen Mikroorganismen
einstellte. Darlber hinaus sind die Erhatung und eine stratigraphische Schichtung des
abgestorbenen organischen Materials nach dem Absinken auf den Boden in marinem oder
lakustrinem Milieu am besten gewéhrleistet.

Die eigentliche Herausforderung ist dann aber, aus dem Gemisch hunderter Verbindungen,
aus denen das fossile organische Material zusammengesetzt ist, jene herauszufiltern und zu
identifizieren, die als potentielle Biomarker in Betracht kommen. Von Interesse sind vor
allem solche Verbindungen, die geologische Zeitraume ohne grofRere Umwandlungen
Uberdauern. Kurz nach dem Absterben der Organismen beziehen sich derartige
Umwandlungen vor adlem auf den mikrobiellen Abbau und geochemische
Defunktionalisierungsreaktionen bel Temperaturen von bis zu 50°C (Diagenese). Mit
zunehmender Versenkungstiefe der Sedimente nehmen der Druck und die Temperatur zu und
werden zu reaktionsbestimmenden Groéf3en (Katagenese). Polysaccharide und Proteine konnen
wahrend des Absinkens durch die Wassersaule und wahrend der Frihdiagenese schnell
abgebaut werden und gelangen wieder in den Kohlenstoffkreislauf. Anders verhdlt es sich mit
Lipiden wie Cholesterol (siehe Abb. 1-2). Haufig bleibt selbst bei der radikalischen
Freisetzung von Erdolkohlenwasserstoffen aus Kerogen wahrend der Katagenese das

Grundgerust derartiger biogener Substanzen erhalten.
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Die im Sediment auffindbaren fossilen Kohlenwasserstoffe werden as Geolipide
bezeichnet. Ist das Vorkommen enes Geolipids so  spezifisch, dass
Produkt/V orlaufer-Beziehungen hergeleitet werden konnen, sind die Voraussetzungen fir die
Verwendung as Biomarker gegeben. Ein Beispiel fur eine Produkt/Vorléufer-Beziehung
stellen z.B. das in fossilem organischem Material vorhandene Cholestan und dessen Vorl&ufer
Cholesterol dar, das als universeller Membranversteifer in den Zellen der Eukaryonten weit
verbreitet ist (siehe Abb. 1-2).

Cholesterin 5a,140,170,20R- 5a,1403,17(3,20S
(Cholest-5-en-33-0l) Cholestan Cholestan
Abb. 1-2: Strukturformeln (a) von biogenem Cholesterin (Cholest-5-en-33-0l) und (b) von fossilem

5a,14a,170,20R- und 5a,14(3,17[3,20S-Cholestan

Nur selten entstammen Geolipide einem bestimmten Organismus. Ein Beispiel ist
Dinosterol, dessen einzige (bekannte) nattrliche Quelle Dinoflagellaten darstellen (Boon et
a., 1979; Nichols et a., 1984; Robinson et al., 1984; Volkman et al., 1998). Derartige
Verbindungen sind chemotaxonomisch von grofdem Interesse und geben eindeutige Hinweise
fur die Beurteilung der Herkunft einer Probe (marin, lakustrin, terrestrisch). Die
Zusammensetzung des organischen Materials hangt aber nicht nur von den urspriinglichen
Organismen, sondern in entscheidendem Mal3 auch ab von

- dem Ablagerungsmilieu (oxisch/anoxisch, Salinitét),

-thermisch  bedingten Umwandlungen (Reife, radikalische Freisetzung von

Erdolkohlenwasserstoffen aus makromolekularen Substanzen wie Kerogen),

- katalytischen Effekten der Matrix und

- chromatographischen Effekten durch Migration.

Der Einfluss solcher Faktoren kann haufig anhand der relativen Verhéltnisse verschiedener
Verbindungen abgeschétzt werden. So wird die Reife einer Probe u.a. anhand der relativen
Konzentrationen von Stereocisomeren abgelesen, da sich die biogenen und geochemisch

gebildeten Konfigurationen der Molekile unterscheiden. Gegen Ende der Diagenese weisen
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beispielsweise Cholestane Uberwiegend dieselbe 14a,17a,20R-Konfiguration wie biogenes
Cholesterin auf. In reifem organischem Material dominieren dagegen die thermodynamisch
stabileren Sterecisomere mit  5a,143,173,20R- und 20S-Konfiguration (siehe auch
Kapitel 3.3.1).

Anhand empirischer Daten war es moglich, zahlreiche weitere Zusammenhénge zu
erkennen. Dies fuhrte zur Herleitung von Parametern und Theorien, mit denen die
Umwandlung des biogenen organischen Materials in  Abhéngigkeit verschiedener
Randbedingungen zu erkléren versucht wurde. Eine der groften Schwierigkeiten bestent aber
nach wie vor darin, die Prozesse und Reaktionsmechanismen aufzukldren, die den
Umwandlungen des organischen Materials zu Grunde liegen. In vielen Féllen ist man auch
heute noch auf Spekulationen angewiesen, da naturgetreue Simulationen nicht zuletzt wegen
der geologischen Reaktionszeiten nicht ohne weiteres zu redlisieren sind. Beispielsweise
stehen zwel Theorien zur Bildung des makromolekularen Kerogens nebeneinander. Einerseits
besteht die Annahme der Rekombination kleiner, aus Proteinen u.d. Verbindungen gebildeter
Bausteine (Tissot und Welte, 1984). Andererseits ist eine selektive Erhaltung biogener
Makromolekile wie Alginan denkbar (Tegelaar et a., 1989). Um solche Hypothesen
verifizieren zu konnen, ist man auf den Nachweis von Verbindungen angewiesen, die als
Intermediate wahrend des Abbaus auftreten. Das Zusammenflgen vieler Informationen kann
dann in einem Modell z.B. fur den Abbau von Cholesterin zum Cholestan minden.

Auf der Suche nach neuen, unbekannten Biomarkern identifizierte man in geochemischen
Proben immer wieder Verbindungen, deren biologische Quelle lange Zeit nicht gefunden
wurde. Man konnte nicht sicher sein, ob diese Verbindungen aus bekannten Vorlaufern tber
nicht aufgeklérte Reaktionswege gebildet wurden und somit eher prozessrelevante Biomarker
darstellten oder ob sie auf unbekannte Vorldufer naturstoffchemisch bislang nicht
untersuchter Organismen zurlckgingen. Beispielsweise wurde das Vorkommen von
bestimmten pentacyclischen Triterpanen, den Hopanen, bereits Ende der 60er Jahre
beschrieben (Henderson et al., 1969). Dass diesen Verbindungen in Form von
Bakteriohopantetrol in Prokaryonten die gleiche Funktion als Membranversteifer zukommt
wie den Steroiden bei den Eukaryonten, wurde erst 10 Jahre spéter von Ourisson et al. (1979)
entdeckt. Heute z&hlen Hopanoide zu den wichtigen und aussagekraftigen Biomarkern sowohl
von reifem a's auch von unreifem organischem Material.

Die Kenntnis solcher Entwicklungen in der organischen Geochemie ist im Hinblick auf die
vorliegende Arbeit sehr hilfreich. Fur die untersuchten Verbindungen waren zu Beginn der
Arbeit weder die Strukturen noch irgendwelche Vorlaufer bekannt. Dass die Verbindungen
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organisch-geochemisches Interesse auf sich gezogen haben, beruhte allein auf
massenspektrometrischen Daten (Jiang et al., 1990), die eine in nattrlichen Proben bislang
nicht identifizierte steroidale Grundstruktur plausibel erscheinen lief3en (s.u.). Es war somit
denkbar, dass die Charakteriserung und Identifizierung dieser potentiellen Biomarker zu
einer weiteren Aufklarung der komplexen Reaktionen organischen Materials wahrend der
Diagenese und Katagenese beitragen konnten.

1.2 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die in dieser Arbeit prasentierten Untersuchungen waren auf eine Serie von Verbindungen
ausgerichtet, die in fossilem organischem Materia unterschiedlicher Herkunft nachgewiesen
wurden. Erstmals wurde das Vorkommen der aliphatischen Verbindungen in einem
biodegradierten Ol des Kelamayi-Olfelds in chinesischer Sprache beschrieben (Yang und
Yang, 1988). Nach Angaben von Li et al. (1990) schlugen die Autoren eine 13,17-seco-
Steran-Struktur vor (siehe Abb. 1-3 fur die jeweiligen Strukturvorschlége).

(b)

H
14,15-seco-Cholestan 13,17-seco-Diachol estan

(d)

24-Methyl-9,10-seco-Cholestan 4,5-seco-Cholestan

Abb. 1-3: In der Literatur beschriebene Strukturvorschldge fur die unbekannte Verbindung mit 27 (a, b
und d) bzw. 28 (c) Kohlenstoffatomen

Aufgrund der bel Yang und Yang (1988) angegebenen massenspektrometrischen Daten
entschieden sich Li et al. (1990) abweichend vom Strukturvorschlag fur die Synthese von

14,15-seco-Cholestan. Weder das Massenspektrum noch die Retentionszeit stimmten mit den
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Daten der natrlichen Verbindung tberein. Ein Jahr spéter verdffentlichten die Autoren die
Ergebnisse der Synthese von 13,17-seco-Diacholestan. Wieder konnte keine
Ubereinstimmung mit der natirlichen Verbindung festgestellt werden (Li et al., 1991). Jiang
et a. (1990) vertraten aufgrund der massenspektrometrischen Daten die Ansicht, dass es sich
um Verbindungen des Perhydro-Vitamin D2 oder D3-Typs handeln konne. Durch die
Synthese von Perhydrodeoxo-Vitamin D2 (24-Methyl-9,10-seco-cholestan) wurde dies
widerlegt. Die Autoren schlugen daraufhin eine 4,5-seco-Steran-Struktur vor. Auch diese
These traf nicht zu, wie Ma et a. (1991) durch die Synthese eines authentischen Standards
zeigen konnten. Weitere Strukturvorschlage oder Synthesen fir die unbekannten
Verbindungen lief3en sich seither in der Literatur nicht finden. Erst nach der Entwicklung
eigener Strukturvorschldge und der Durchfiihrung der jeweiligen Synthesen stellte sich
heraus, dass die unbekannten Verbindungen unveréffentlichten Ergebnissen zu Folge keine
1,10-seco-Steranstruktur besitzen (Paulus, 1993).

Auf die geochemische Bedeutung der unbekannten Verbindungen gehen einzig Jiang et al.
(1990) ein. Die Autoren konnten sie vor allem in biodegradierten Olen, aber auch in nicht-
biodegradierten Olen nachweisen. Sie detektierten bei einem Grundgeriist von 27, 28 und 29
K ohlenstoffatomen je ein Isomer. Nur in dem biodegradierten Ol konnte noch je ein weiteres
Isomer nachgewiesen werden. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass die Verbindungen
entweder sehr resistent gegenlber Biodegradation sind oder aber die mikrobiellen
Abbauprodukte steroidaler Verbindungen darstellen.

Ergebnisse aktueller Analysen verschiedener Erddle haben weiterfiihrend gezeigt, dass die
unbekannten Verbindungen weitverbreitet und weitestgehend resistent gegentber
Biodegradation und thermischer Belastung sind (pers. Mitt. M. Fowler, 2003). Mittels
GC-MSMS (Gaschromatographie-Massenspektrometrie/M assenspektrometrie) haben Fowler
et a. (unveroff. Daten) je Kohlenstoffzahl zwei Isomere nachgewiesen. Die unbekannten
Verbindungen wurden (berwiegend in Olen aus tonigen, gelegentlich aber auch aus
karbonatischen Muttergesteinen gefunden.

Aus den geschilderten Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen ergeben sich vor
alem zwe offene Fragenkomplexe, die einerseits die Struktur und andererseits die
geochemische Relevanz der unbekannten Verbindungen betreffen.

Trotz zahlreicher Versuche war es bisher nicht mdglich, die Verbindungen zu
identifizieren. Vorrangiges Ziel der Arbeit war daher, die Struktur so weit wie mdglich
aufzuklaren. Zu diesem Zweck sollten Strukturvorschldge auf der Basis eigener

massenspektrometrischer Daten entwickelt und mittels Synthese auf ihre Richtigkeit hin
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Uberpriift werden. In die Strukturvorschldge sollten auch Uberlegungen zu moglichen
Vorléuferverbindungen mit einflief3en.

Um die geochemische Bedeutung der unbekannten Verbindungen einschétzen zu kdnnen,
mussten verschiedene Faktoren berticksichtigt werden. In der Literatur wurde das
Vorkommen der Verbindungen nur fur sehr reifes organisches Material beschrieben. Die
Frage nach dem Auftreten in unreifem organischem Material blieb unbeantwortet. Es sollte
daher eine Probenserie gleicher Organofazies anaysiert werden, deren Proben
unterschiedliche Reifestadien aufweisen. Bisher unverdffentlicht sind weiterhin Ergebnisse,
die die unbekannten Verbindungen als ubiquitdr herausstellen. Anhand der Analyse einer
Auswahl von Roholen unterschiedlicher Herkunft sollte diese Aussage Uberprift werden. In
diesem Zusammenhang sollte auch darauf geachtet werden, ob sich qualitative oder
quantitative Unterschiede fir verschiedene Muttergesteine feststellen lassen. Bezliglich der
Herkunft der unbekannten Verbindungen ziehen Jiang et a. (1990) in Betracht, dass es sich
um Produkte mikrobiellen Abbaus handeln konne. Um diese Aussage bewerten zu konnen,
sollten biodegradierte und nicht-biodegradierte Ole nicht nur auf das Vorkommen der
Verbindungen, sondern auch auf mdgliche Unterschiede in den Verteilungsmustern der
Isomere untersucht werden. Um die Frage der Herkunft weiterfihrend beantworten zu
konnen, sollten makromolekulare Asphaltene einer Olprobe pyrolysiert und auf das

Vorkommen der unbekannten Verbindungen in den Pyrolysaten analysiert werden.
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2 Methodischer Teil

2.1 Allgemeine Anmerkungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausgewahlte Ol- und Sedimentproben aufgearbeitet und
analysiert. Abb. 2-1 und Abb. 2-2 geben die vereinfachte Vorgehensweise bel der
Probenaufbereitung wieder. Details zu den einzelnen Arbeitsschritten finden sich unter
Kapitelabschnitten, die in den Schemata mit angefihrt sind. Eine allgemeine Beschreibung
der Ol- und Sedimentproben findet sich in Kapitel 2.12.

Asphaltenféllung
(2 4)

Asphaltene

MSSV -Pyrolyse
(25)

’_1

Saulenchromatographische
Trennung
(2.6.1) und
MPLC-Trennung
(2. 6 2)

Hetero allphatlsche/allcychsche aromansche
komponenten Kohlenwasserstoffe K ohlenwasserstoffe

GC-FID

( Bitum

Ul

Silikal |t-Trennung
(2 8.2)

GC-MS
210/211

verzei gtdal icyclische
Kohlenwasserstoffe

GC-FID
GC-MS
210/211

Standard| sierung
(2.3

GC-FID
GC-MS

(2.10/2.12)

Abb. 2-1: Vereinfachtes Aufarbeitungs-Schema fir die Olproben. Details gehen aus den angegebenen
Abschnitten hervor.
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(Sediment (3.3.2.1)>

Ultraschall-

Extraktion
(2.2

(  Gesamtextrakt )

ISTD

Standardisierung
(2.3)

( Bitumen ) ( Asphaltene )
I

Séulenchromato-
graphische Trennung
(2. 6)

aromatische aliphati sche/al icyclische Hetero-
Kohlenwasserstoffe Kohl enwasserstoffe komponenten

Entschwefel ung ’

2.7
[
f Standardisierung ]

INjSTD
(2.3)

A

Harnstoff-
adduktion
(2.8.1)
verzei gte’cycl ische
< Kohlenwasserstoffe " Alkane

GC-FID

GC-MS
(2.10/2.11)

Abb. 2-2: Vereinfachtes Aufarbeitungs-Schema fir die Sedimentproben. Details gehen aus den
angegebenen Abschnitten hervor.
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2.2 Ultraschallextraktion

In eilnem Becherglas wurden 30 g fein zerkleinerte und getrocknete Gesteinsprobe mit
100 mL Dichlormethan (mit 1% Methanol v/v) 15 min im Ultraschallbad behandelt. Nach
wenigen Minuten Absetzzeit wurde die Uberstehende Losung in eine Filtrationseinheit
dekantiert und mit schwachem Vakuum filtriert. Der Rickstand wurde mit 100 mL
Losungsmittelgemisch aufgeschlammt, erneut 15 min im Ultraschalbad extrahiert und
abdekantiert. Der Vorgang wurde zwe weitere Mae mit jewells 60 mL
Ldsungsmittelgemisch bel 10 mindtiger Extraktionsdauer wiederholt. Der Filterkuchen wurde
abschlieffend grundlich nachgespllt. Der Extrakt wurde volumenreduziert und auf 5 mL
aufgefllt.

2.3 Interne Standardisierung und Quantifizierung

Die Gesteinsproben aus der Hilsmulde wurden mit Squalan a's internem Standard (ISTD)
und Behensauremethylester als Injektionsstandard (InjSTD) versetzt.

Fir die Semiquantifizierung der unbekannten Verbindungen wurde das Silikalit-Nonaddukt
(Si-NA, s. Kapitel 2.8.2) des Boscan-Ols mit 26,26,26,27,27,27-d°-Cholestan als internem
Standard (ISTD) versetzt. Zur Ermittlung der richtigen Menge an ISTD wurde anhand der
gaschromatographischen Daten zundchst die Konzentration von 17a-Hopan bestimmt. Aus
den massenspektrometrischen Daten wiederum wurde das Verhdltnis von 17a-Hopan zu den
reguldren Steranen ermittelt. Zusammen mit der Konzentration des 17a-Hopans konnten
darliber die Konzentrationen der reguldren Sterane zu etwa 1 pug/mL abgeschétzt werden.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine Ldsung in n-Hexan angesetzt, die
3,1 mg Si-NA/mL und 1 pg/mL 26,26,26,27,27,27-d°-Cholestan al's internen Standard enthielt
(vgl. Abb. 2-3). Fur die Quantifizierung wurde zunéchst der Quotient aus den Intensitéten der
Basispeaks bel m/z 219 (unbekannte Verbindung) und bel myz 217 (ISTD) gebildet. In dem
errechneten Wert von 0,15 kommt die um ungefédhr eine Grofdenordnung geringere
Konzentration der unbekannten Verbindung gegentber dem ISTD zum Ausdruck. Zur
Kontrolle wurde der entsprechende Quotient aus den Intensitéten der Molekilionen bel
Mz 374 (unbekannte Verbindung) und nvz 378 (ISTD) ermittelt. Mit 0,13 stimmt dieser Wert
mit dem der Basispeaks gut Uberein. Bel einer Konzentration von 1 pg/mL ISTD lasst sich die
ungeféahre absolute Konzentration fur das dominierende Isomer der C,7-Verbindung demnach
mit der Gleichung c(unbekannte Verbindung) = c(ISTD) * 0,15 berechnen.
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Abb. 2-3: Reprasentative lonenchromatogramme fiir 26,26,26,27,27,27-d°-Cholestan (m/z 217,2 und

378,4) und die unbekannte Cy-Verbindung (m/z 219,2 und 374,4) aus der Aliphatenfraktion
eines Boscan-Rohdls

2.4 Asphaltenfallung

Je Probe wurde etwa 1 g Ol eingesetzt. Zur Trennung des Bitumens (I6slich in n-Hexan)
von den Asphaltenen (unléslich in n-Hexan) wurden die Proben mit 1-2 mL Dichlormethan
angelost und anschlieffend mit (mindestens) 80 mL n-Hexan versetzt. Die Lésung wurde
10 min im Ultraschallbad suspendiert und nach Absetzen der Asphaltene Uber vorgespultes
Natriumsulfat dekantiert. Der Vorgang wurde wiederholt, bis keine Verfarbung des
Ldsungsmittels mehr zu erkennen war. Zwischendurch wurde der Filter mit n-Hexan gesplilt.
Nach dem Wechsel der Vorlage wurden die auf dem Filter verbliebenen Asphaltene mit
10% Methanol in Dichlormethan (v/v) eluiert. Die Fraktionen wurden volumenreduziert und

im Stickstoffstrom getrocknet. Die Auswaage erfolgte nach Erreichen der Gewichtskonstanz.
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25 MSSV-Pyrolyse

Horsfield et al. (1989) haben die Durchfihrung der MSSV (Micro Scale Sealed Vessel)-
Pyrolyse beschrieben. Es handelt sich um eine wasserfreie Pyrolyse in einem geschlossenen
System, mit der u.a. der thermische Reifeprozess makromolekularer organischer Substanzen
wie Kerogen und Asphaltenen simuliert werden kann. Fur die Pyrolyse wurden Asphaltene
des Boscan-Rohdls verwendet. Vor der Pyrolyse wurde die Asphalten-Fraktion mehrfach mit
n-Hexan umkristallisiert, um freie Biomarker vollsténdig abzutrennen (vgl. Abschnitt 2.4).

Es wurden insgesamt 4 Ansdize mit je 25mg Probensubstanz durchgefiihrt. Die
verwendeten Materialien wurden vor Gebrauch bei 320°C (12 Stunden) ausgeheizt. Ein
einseitig verschlossenes Glasrohrchen (ca. 3 cm) wurde mit 25 mg der homogenisierten Probe
beflllt, getrocknet, mit Helium gespult und zugeschmolzen. Das Roéhrchen wurde in ein
dickwandiges Headspace-Glas gegeben, welches mit Glaswolle ausgeflllt wurde. Das Glas
wurde abschliefiend mit einer Septumkappe verschlossen. Je zwei der Rohrchen wurden bel
300°C bzw. 320°C fir 60 Stunden erhitzt.

Um Kontaminationen auszuschlieRen, wurden die abgekihlten Ro&hrchen mit
Dichlormethan und n-Hexan gespult und vorsichtig in einen Rundkolben (100 mL) tberfthrt.
Uber einen durchbohrten Stopfen wurde das Rohrchen mit einem Glasstab zerstolRen. Nach
Zugabe von 10 mL n-Hexan wurde das Pyrolysat vollsténdig im Ultraschallbad (5 min)
dispergiert. Die Losung wurde Uber einen mit Natriumsulfat beflllten Glastrichter gegeben.
Das Losemittel wurde entfernt, um das Gewicht des Extrakts ermitteln und den Verlust durch
gasformige Pyrolyse-Produkte bestimmen zu koénnen. Der Extrakt wurde in wenig
Cyclohexan gelost und zur Abtrennung der n-Alkane Uber eine mit Silikalit befillte
Pasteurpipette gegeben (vgl. Kapitel 2.8.2). Die erhaltene Lésung wurde mittels GC und
GC-MS analysiert.

2.6 Saulenchromatographie

Fur die im Folgenden beschriebenen Trennsdulen fur die Flissigkeitschromatographie
wurde Kieselgel 100 (63-200 um) verwendet. Es wurde bel 190°C (2h) aktiviert und
anschliefend mit 5% H,O desaktiviert. Das Kieselgel wurde im jeweiligen Lo&sungsmittel
aufgeschlammt und anschlief3end in die Saule gefillt.
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2.6.1 Trennung von Aliphaten, Aromaten und Heterokomponenten

Zur Trennung der aliphatischen/alicyclischen Kohlenwasserstoffe von den aromatischen
und polaren Verbindungen wurde eine Saule (ID 1,5 cm) mit 16 g Kieselgel verwendet. Vor
der Verwendung wurde die Saule mit 100 mL n-Hexan konditioniert. Die Fraktion der
aliphatischen und alicyclischen Kohlenwasserstoffe wurde mit 40 mL n-Hexan eluiert. Mit
60 mL Dichlormethan in n-Hexan (v/v 10%) wurden die aromatischen Verbindungen eluiert.
Die Elution der Fraktion der polaren Hetero-Verbindungen erfolgte mit 80 mL Methanol in

Dichlormethan (v/v 10%). Die Elutionsmittel wurden unter vermindertem Druck abgetrennt.

2.6.2 Saulenchromatographische Gruppentrennung des Bitumens (MPL C)

Die Anreicherung der unbekannten Verbindungen erfolgte anteilig aus der
Aliphatenfraktion eines Boscan-Rohdls, die mittels MPLC (Medium Pressure Liquid
Chromatography) gewonnen wurde. Es handelt sich bei dem System um eine flussgesteuerte,
halbautomatisierte Anlage, die speziell fir semiprdparative Gruppentrennungen von
geologischen Proben entwickelt wurde (Radke et al., 1980). Das MPLC-System besteht aus
einem Injektionssystem mit 16 Probenschleifen, 16 Vorsaulen (100 mm x 10 mm ID; gepackt
mit Merck Kieselgel 100, aktiviert bei 600°C Uber eine Dauer von 2 Stunden und einer
Hauptsaule (250 mm x 10 mm ID; gepackt mit Merck Lichoprep Si 60/40-63 pm). Die
Trennung kann Uber ein Differentialrefraktometer (RI-Detektor) und Uber einen UV-Detektor
(Absorptionswellenlange 259 nm) verfolgt werden. Mit dem RI-Detektor werden sowohl
nichtaromatische Kohlenwasserstoffe als auch Aromaten erfasst, wahrend vom UV-Detektor
Verbindungen mit t-Elektronensystemen wie Aromaten detektiert werden. Als Elutionsmittel
wird n-Hexan verwendet. Die Probe wird in einem Volumen von etwa 400 ul in die
Probenschleife injiziert und das Praparateglaschen 3 bis 4 ma mit je 100 pl n-Hexan
nachgespult. Die Aliphaten und die Aromaten passieren wahrend der Trennung die Vorsaule
und gelangen quantitativ auf die Hauptsaule, wéhrend die Heterokomponenten-Fraktion
(NSO-Fraktion) auf der Vorséule verbleibt. Bei einer Flussrate von 8 mL*min™ werden die
aliphatischen/alicyclischen Kohlenwasserstoffe innerhalb von etwa 4 min® eluiert. Nach
Umkehr der Flussrichtung und Erhéhung der Flussrate auf 12 mL*min™ wird in einem
Zeitraum von 7 min die Fraktion der Aromaten eluiert.

1) Aufgrund eines Saulenaustauschs mussten die Schnitte fir die einzelnen Fraktionen angepasst werden,
weshalb die jeweiligen Zeiten angepasst wurden.
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Die Fraktion der Heterokomponenten verbleibt aufgrund ihrer hohen Polaritét auf der
Vorsaule und wird nach der Trennung mit Dichlormethan/Methanol (v/v 10%) mit Hilfe einer
externen Apparatur von der Vorsdule eluiert. Die erhatenen Fraktionen werden
volumenreduziert, quantitativ in ein Prgparateglaschen Uberfuhrt und im Stickstoffstrom bis

zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Vorsaulen/
ventil Filter Wartungsventil
M

16 Proben-
schleifen

Injektions- ¥

System ] / Filter

Aktivierungs- 271 Programmer [ZZI7T RI-Detektor |
sdule . \

Losungsmittel- ; i ; —_I

="
Pumpe Fraktionssammler Schreiber |-

Abb. 2-4: Funktionsschema der MPL C-Apparatur (nach Radke et al., 1980)

2.6.3 Trennung aliphatischer und olefinischer K ohlenwasser stoffe

Um geséttigte und ungesdttigte Kohlenwasserstoffe voneinander zu trennen, wurde eine
Kieselgelsaule mit 5% Silbernitrat imprégniert. Dazu wurden 0,7 g AgNO3 in MeOH gel st
und zu 12,5 g Kieselgel 100 gegeben. Methanol wurde im Vakuum am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Kieselgel wurde daraufhin bei 130°C (1 h) getrocknet. Die Saule wurde mit dem
imprégnierten Kieselgel beflllt und mit Aluminiumfolie vor Lichteinfluss geschutzt. Die
durch das Silbernitrat verursachte, nicht zu vermeidende Verférbung des Kieselgels
beeintrachtigte die Trenneigenschaften nicht. Die Elution der Produkte erfolgte mit n-Hexan

und wurde mittels Dunnschichtchromatographie kontrolliert.

2.6.4 Trennung saurer und neutraler Kohlenwasser stoffe

Fir die Aufreinigung der synthetisierten organischen Sauren, wurde eine Kieselgelsule mit
10% Kaliumhydroxid impréagniert. 10g Kieselgel wurden mit einer Lésung aus
1 g Kaliumhydroxid in 20 mL Isopropanol versetzt und durch Schitteln gut miteinander
vermengt. Nach Aufgabe der Probe auf die Saule wurden die neutralen Lipide mit 150 mL
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Dichlormethan eluiert. Die Desorption der Sauren erfolgte mit 50 mL Ameisensaure in
Dichlormethan (v/v 2%). Anschlief?end wurden die Séuren mit 100 mL Dichlormethan

duiert.

2.7 Entschwefelung der Aliphatenfraktion

Da Schwefel Messungen am Massenspektrometer stort, wurden einige Proben mit
Kupferspdnen unter Bildung von unléslichem Kupfersulfid entschwefelt. Die Spane werden
mit 2 N Salzsdure aktiviert und anschliefzend mit Wasser, Aceton und Hexan gespult. Zu der
in n-Hexan geldsten Aliphatenfraktion wurde so viel Kupfer gegeben, dass noch metallischer
Glanz erkennbar blieb. Die Probe wurde quantitativ Uber einen Filter in en neues

Praparatefl&schchen Gberfihrt, im Stickstoffstrom getrocknet und gewogen.

2.8 Abtrennung der n-Alkane von verzweigten und cyclischen

Verbindungen

2.8.1 Harnstoff-Adduktion

Es wurde eine geséttigte Harnstofflosung in Methanol hergestellt (Bedarf etwa 3 ¢
Harnstoff auf 20 mL Methanol). Ein Aliquot der Probe wurde in 1 mL Dichlormethan gelost
und mit 10 mL der geséttigten Harnstofflosung versetzt. Der ausgefallene Harnstoff wurde
unter Erwarmung wieder gelost. Uber Nacht erfolgte erneute Kristallisation unter Bildung des
Addukts. Uber einen mit einem Wattestopfen versehenen Glastrichter wurde das Nonaddukt
abgetrennt. Das Addukt wurde mit geséttigter Harnstofflosung mehrfach gespllt. Zu dem
Filtrat wurden 20 mL destilliertes Wasser und eine Spatelspitze Natriumchlorid gegeben. Es
folgte eine Extraktion mit je vierma 10 mL n-Hexan. Die vereinten organischen Phasen

wurden Uber Natriumsulfat getrocknet.

2.8.2 Silikalit-Adduktion

Sind nur Verbindungen des Nonaddukts von Interesse, kann eine einfache und effektive
Abtrennung der linearer Verbindungen durch Adduktionsbildung mit bestimmten Zeolithen
erreicht werden. Durch Aufldsen der Zeolithe mit Fluorwasserstoffsiure konnen aber auch die
Addukte freigesetzt werden. Zu beachten ist jedoch, dass polare Verbindungen bel diesem
Schritt defunktionalisiert werden kénnen (Guntner, 2000).

In Anlehnung an die Vorschrift von West et al. (1990) wurde in dieser Arbeit Silikalit des

ZSM-5-Typs (CBV28014, CAS 1318-02-1) verwendet. Der kinetische Porendurchmesser der
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Kande entspricht dem von Benzol oder linear kondensierten Ringen (frdl. pers. Mitt. Prof.
F. RoRner).

Es konnten keine Unterschiede in der Trennleistung von konditioniertem und nicht-
konditioniertem Silikalit festgestellt werden. Dennoch wurde ausschliefdich Silikalit
verwendet, das bei 250°C (>3 h) konditioniert worden war. Bezogen auf die zu trennende
Fraktion wurde die 50fache Gewichtsmenge Silikalit eingesetzt. Fur die meisten Ansatze
genuigte eine Pasteurpipette, die locker mit einem Wattebausch versehen und mit der
entsprechenden Menge Silikalit beflllt wurde. Die Saule wurde mit 4 mL Cyclohexan
gesplilt.

Die trockenen Proben wurden in wenig Cyclohexan gelost und auf die Silikalit-Saule
gegeben. Nach 10 min Einwirkzeit wurde die Fraktion der verzweigten und cyclischen
aliphatischen Kohlenwasserstoffe mit dem zweifachen Saulenvolumen Cyclohexan eluiert.
Bel einigen Proben erfolgte die Elution unter leichtem Stickstoffliberdruck. Das Ldsemittel
wurde unter vermindertem Druck abgetrennt und die Probe im Stickstoffstrom getrocknet.

Das Addukt wurde in Préparategldschen Uberflihrt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.8.3 Fraktionierungen von Aliphatenfraktionen mittels ver schiedener Zeolithe

Mit Hilfe unterschiedlicher Zeolith-Typen sollte versucht werden, eine weitergehende
Fraktionierung des Silikalit-Nonaddukts zu realiseren. Folgende Zeolithe mit gleichen
Porengrdf3en (X=Y, 12-Ring-Systeme) wurden freundlicherweise von Herrn Prof. F. Ro3ner
(Technische Chemie, Universitét Oldenburg) zur Verfligung gestellt:

- Wessalith DAY (ultrastable DeAluminium-Y) — Degussa Hiils
Die Trennung erfolgt nur tber die Porengrofie.

- Ammonium-Y-Zeolith (Si/Al = 2,75) — Sidchemie AG Miinchen
Der Zeolith muss vor Gebrauch durch Erwarmen auf 300°C (2 h) getrocknet werden.
Er wird dadurch in die H-Form tberfihrt.

- Tricat Zeolithes Na-LSX (Low Silica Si/Al = 1)
Durch die Natrium-lonen spielen sterische Faktoren und die Polaritét eine grol3ere
Rolle.

Alle Zeolithe wurden vor Gebrauch 2 Stunden auf 300°C erwdrmt. Bezogen auf die Menge
an Aliphaten wurde ein 50facher Uberschuss an Zeolith verwendet. Die entsprechende Menge

wurde in eine Pasteurpipette gefullt, die zuvor locker mit einem Wattebausch versehen wurde.
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2.9 Trimethylsilylierung der Heter okomponentenfraktion

Um die synthetisierten Alkohole und Carbonsduren fir die gaschromatographische Analyse
zuganglich zu machen, wurden sie trimethylsilyliert. Ein Aliquot der jeweiligen Verbindung
wurde im Préparateglaschen mit 25 pl N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA)
und 20 pl Dichlormethan als Losungsvermittler versetzt. Die fest verschlossene Probe wurde
kurz im Ultraschallbad dispergiert und im Trockenschrank eine Stunde auf 70°C erhitzt.
Nachdem die Probe auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde sie gaschromatographisch
untersucht.

2.10 Gaschromatographische Analytik

Die gaschromatographischen Analysen wurden mit Gaschromatographen der Firma
Hewlett Packard unter folgenden Aufnahmebedingungen durchgefhrt:

GC HP 5890 Seriell
Injektor Gerstel® KAS 3
KAS-Programm  60°C (55) — 8°C*s' _ 345°C (60°s)
Inj.-Volumen 1 pl (Autosampler)
Trégergas Helium, 12 psi, lineare Flussgeschwindigkeit 18,2 cm*s™*
Trennsaule 30 m x 0,25 mm ID Quarzkapillare (J&W)
DB-5; 0,25 um Filmdicke
Detektor FID; synthetische Luft 300 mL*min™, H, 40 mL*min™, N, 30 mL*min™

Temp.-Programme 1.) 60°C (2 min) - 10°C*min™ - 305°C (40 min)
Ausschliefdlich fur eine schnelle Kontrolle der Syntheseprodukte

2.) 60°C (2 min) - 3°C*min™* - 305°C (40 min)
Fur die Errechnung der Biomarker-Parameter der Ol-  bzw.
Sedimentproben und fur eine genaue Ermittlung der Isomeren- und
Produkt/Edukt-V erhdtnisse der Syntheseprodukte

3.) 60°C (2 min) - 30°C*min™ - 200°C - 3°C*min™* - 220°C -
1°C*min™ - 305°C

Fur die Auftrennung und Analyse des Allisomerengemisches
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2.11 Gaschromatogr aphisch-massenspektrometrische Analytik

Die gaschromatographi sch-massenspektrometrischen Analysen wurden mit
Massenspektrometern der Firma ThermoElektron, Egelsbach (ehemals Finnigan MAT,
Bremen) unter folgenden Analysenbedingungen durchgefthrt:

GC HP 5890 Seriell

Injektor Gerstel® KAS 3

KAS-Programm 60°C (55) — 8°C*s' _ 345°C (60s)

Inj.-Volumen 1 pl (Autosampler)

Trégergas Helium, 12 psi, lineare Flussgeschwindigkeit 18,2 cm*s™*
Trennsdule 30 m x 0,25 mm ID Quarzkapillare (J&W)

DB-5MS; 0,25 um Filmdicke

Temp.-Programme 1.) 60°C (1 min) — 3°C*min™® - 305°C (40 min)
2.) 60°C (2 min) — 30°C*min™ - 200°C - 3°C*min™ - 220°C -
1°C*min - 305°C

MS SSQ 710B und MAT 95Q,
lonisierungsenergie 70eV
Scangeschwindigkeit 1 scan*s*®
Scanbereich 50-650 u

Die Datenaufnahme erfolgte online mit einem Rechnersystem der Firma Digital und die
Datenauswertung mit der Software ICIS 7.1 (ThermoElektron, Egelsbach, ehemals
Finnigan MAT, Bremen).

MID (Multiplelon Detection) / SIM (Selected Ion Monitoring)

Bel Messungen im MID- bzw. SIM-Modus werden nur einige ausgewahlte Fragmente bzw.
Bereiche detektiert, wéahrend im Full-Scan-Modus Uber einen grofen Massenbereich
gemessen wird. Dadurch kann die Empfindlichkeit gegentber einer Full-Scan-Messung um
einen Faktor von bis zu 1000 gesteigert werden. Komplexe Stoffgemische kénnen somit

anhand charakteristischer Fragmentierungen selektiv analysiert werden.
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Fur einen leichteren Nachweis der unbekannten Verbindungen wurden einige Proben im
MID-Modus analysiert. In der Tabelle 2-1 sind die Scanbereiche aufgefihrt, auf denen dieim
Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten MID-Messungen beruhten.

m'z
Molekilion der unbekannten C,g-Verbindung 401,8 - 402,8
Molekilion der unbekannten Cxg-V erbindung 387,8 - 388,8
Molekdlionen der regulédre Sterane und der unbekannten C,;-V erbindung 372,0-375,0
charakteristisches Fragment der unbekannten Verbindungen 316,8-317,8
Seitenkettenabspaltung 258,8 - 263,8
Fragment der nattirlichen unbekannten V erbindungen 2335-234,5
mdgliche Basispeaks der reguléren Sterane und der unbekannten Verbindungen 216,5- 2195
Fragment des synthetisierten 1,10-seco-Cholestans 204,5 - 205,5
charakteristisches Fragment firr Terpane 190,5-191,5

charakteristisches Fragment von 1,10-seco-Cholestanen des Allisomerengemischs 176,5- 177,5
charakteristisches Fragment von 1,10-seco-Cholestanen des Allisomerengemischs ~ 160,5 - 163,5

Tabelle2-1:  Ubersicht der ausgewshlten Scanbereiche fur die MID-Messungen

GC-M SM S-Experimente

Die GC-MSMS-Experimente wurden nur in einem von mehreren moglichen Messmodi
durchgefthrt, ndmlich dem MRM-Modus (Multi Reaction Monitoring). Bei alen Modi
werden wie bel einfachen MS-Analysen zunachst Fragmentionen erzeugt. In einem zweiten
Schritt zerfallen die geladenen, sogenannten Ausgangsionen (parent ions) in je ein geladenes
Tochterion (daughter ion) und ein Neutralfragment. Durch die Festlegung aul3erer Parameter
(wie der Magnetfeldstérke, der Beschleunigungsspannung usw.) stehen verschiedene
Messmodi zur Verfligung. Bel einem daughter ion-Scan werden die Einstellungen so
festgelegt, dass nur ein vorher zu bestimmendes Fragmention die Flugstrecke passieren kann.
Die im zweiten Schritt aus diesem Ausgangsion entstehenden Tochterionen werden wie bel
einer Full Scan-Messung detektiert. MRM-Analysen unterscheiden sich von daughter ion-
Scan-Messungen vor alem dadurch, dass pro Ausgangsion nur ein ebenfalls vorher
auszuwahlendes Tochterion gemessen wird. ES erzeugen also nur jene Molekile ein Signal,
aus deren bestimmtem Ausgangsion (z.B. dem Cholestan-Molekilion bei m/z372) durch
Fragmentierung ein bestimmtes Tochterion (z.B. der Basispeak bei nVz 217) entsteht. Durch
die Wahl geeigneter Ausgangsion-Tochterion-Uberginge ist es dadurch mdoglich,
Verbindungen in einem komplexen Stoffgemisch nachzuweisen, selbst wenn sie mit
Verbindungen koeluieren, die zwar die gleiche Molekiilmasse besitzen, aber unterschiedlich

fragmentieren. Da die Anzahl der zu scannenden lonen wie bei den MID-Messungen relativ
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gering ist, zeichnen sich GC-MSMS-Anaysen ebenfals durch eine deutlich hohere
Empfindlichkeit gegeniiber einfachen M S-Full-Scan-Messungen aus.
In Tabelle 2-2 sind die lonentiberginge und die jeweiligen Verweilzeiten pro Ubergang

aufgelistet, die fur die MRM-Analysen der Olproben ausgewahlt wurden.

Sart: 13 min Dauer:40 min Ende: 53 min

Ausgangsion Tochterion Verweilzeit
[m/Z] [m/Z] [mg]
163,00 219,2 161,11
163,00 317,4 161,11
163,00 3314 161,11
163,00 3454 161,11
205,00 261,2 161,11
205,00 3174 161,11
205,00 3314 161,11
205,00 3454 161,11
217,20 372,4 161,11
219,20 3744 161,11
219,20 388,4 161,11
219,20 402,4 161,11

Tabelle 2-2: Ubersicht Uber die ausgewahlten lonenilbergénge und Verweilzeiten pro Ubergang fir die

GC-M SM S-Experimente im MRM-Modus

Es war nicht moglich, eine optimale Funktion des Massenspektrometers fur die
MSMS-Experimente zu erreichen, was sich an der Qualitdt der Messergebnisse zeigte.
Verschiedene Proben wurden mehrfach analysiert, wobei einige aufgrund unbefriedigender
Signal-Rausch-Verhdtnisse aufkonzentriert wurden. Anhand der Wiederholungsmessungen
wurde deutlich, dass kein reproduzierbarer Zusammenhang zwischen der Konzentration der
Messlésung und der lonenausbeute bestand. Die Aufkonzentration fuhrte in der Regel zu
einem besseren Signal-Rausch-Verhdltnis. Aus dieser Beobachtung resultierte, dass fur die
Interpretation der Daten ausschliefflich Relativparameter entwickelt werden konnten und
Quantifizierungen nicht moglich waren.

Die Vertellungsmuster innerhalb  eines  lonenchromatogramms  waren  bel
Wiederholungsmessungen reproduzierbar. Die Intensitatsverhéltnisse der
lonenchromatogramme von m/z 372,4-217,2 und m/z374,4- 219,2 unterlagen dagegen
groRen Schwankungen. Wahrend beispielsweise fur die relativen Intensitéten des
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|sotopensignals von Diasteranen aus nvz 374,4-.219,2 ein theoretischer Wert von 1,1%"
beziglich der Intensitdten aus m/z372,4-217,2 zu erwarten wére, lagen die aus den
Messungen ermittelten Werte Uberwiegend in einem Bereich von 0,9 bis 1,5 (maximal 69,7).
Das ist deswegen von Bedeutung, weil ein Parameter auf den Intensitdten von Verbindungen
aus den genannten lonenchromatogrammen berunt (vgl. Kapitel 3.3.1.2). Die
Intensitatsverhéltnisse mussten daher korrigiert werden. Die Diasterane lagen in den meisten
der untersuchten Proben in hohen relativen Konzentrationen vor, so dass eine Detektion der
Isotopenpeaks in den lonenchromatogrammen nvz 374,4 - 219,2 hinreichend gut mdglich
war. Die Parameterwerte wurden auf der Basis des Quotienten aus den ermittelten und

theoretischen Isotopenverhdtnissen der Diasterane korrigiert.

2.12 Probenbeschreibung

Arabian Medium Oil

Uber die Herkunft dieser Olprobe ist nichts bekannt. Angaben zu moglichen
Ablagerungsbedingungen oder Muttergesteinen sind daher nicht moglich. Die Probe wurde
von Herrn Dr. R. Reuter, Arbeitsgruppe Meeresphysik der Universitée Oldenburg, zur
Verfigung gestellt.

b Anhand des lonenchromatogramms von mvz 372,4-217,2 lassen sich u.a die 20S- und 20R-Isomere der 13p,17a-Diasterane

nachweisen. Die Detektion der gleichen Verbindungen aus dem lonenchromatogramm m/z 374,4 - 219,2 basiert auf dem natirlichen
Vorkommen von Isotopen. Aufgrund der deutlich geringeren natiirlichen Haufigkeit beziiglich **C kénnen *C, 2H (D) und *H (T) fiir die
folgenden Uberlegungen vernachldssigt werden. Im lonenchromatogramm mvz 374,4 - 219,2 werden nur jene Molekille detektiert, bei denen
zwei *C-Atome ausschliefdlich (iber die Ringe A, B und C verteilt sind. Die Berechnung des prozentualen Anteils der Molekiile, die diese
Bedingung erfillen, erfolgte Uiber die Wahrscheinlichkeiten mit Hilfe einer abgewandelten Formel von Bernoulli

st insiki ) =[ | - o - )

n entspricht in dieser Formel allgemein der Anzahl der Versuche, k der Anzahl der Treffer und p der Wahrscheinlichkeit fur einen
Treffer. In Fall der C7-Verbindung ist ne die Anzahl der C-Atome im Fragment myz 219 (n: =16) und ns die Anzahl der C-Atome im Rest des
Molekills (ns=11). k ist die Anzahl der *C-Atomeim Molekill (k=2), und p ist die natiirliche Haufigkeit der *C-Atome (p=0,011). Mit diesen
Randwerten ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von

16
B(16;11;2;0,011) = [ 5 J 0,011 (0,989 * 0,989 1*

16!

1412!
=120 0,1766 ~°
= 0,01101
=11%

1,21 [10 ~* [D,7584

Bei 1,1% aller Molekiile mit zwei *C-Atomen befinden sich diese demnach ausschlieRlich im ABC-Ringsystem.
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BEA (Deutschland)

Die genaue Herkunft der Probe aus Siddeutschland ist nicht bekannt. Sie stammt
vermutlich aus dem Molasse-Becken, das sich von Genf bis nach Wien entlang der
Alpenfront erstreckt. In Siddeutschland ist das Becken in die Ost- und Westmolasse
untergliedert. Verglichen mit anderen Vorlandbecken sind die Kohlenwasserstoffgehalte
verhdltnismaldig gering. Die haufigsten Fangstrukturen stellen Verwerfungsfalten dar. Eine
Ol-Muttergesteins-Korrelation wurde bisher weder fiir die Ost- noch fir die Westmolasse
erfolgreich durchgefihrt. Detaillierte geologische Informationen finden sich bei Schmitz
(1995) und in der darin zitierten Literatur.

Boscan-Rohdl (Venezuela)

Das Boscan-Olfeld gehért zu dem 65.000 km? umfassenden Maracaibo-Becken und liegt
45 km siidwestlich der Stadt Maracaibo. Es handelt sich um eine grol3e stratigraphische Falle,
die ein sehr schweres und zhes Rohdl birgt. Das Muttergestein der Ole dieser Region besteht
Uberwiegend aus Kalkgestein und Mergel der La Luna-Formation (Kreide, 135 bis 65 Mio
Jahre), dessen organisches Material Uberwiegend dem Kerogen-Typ Il zugeordnet wird. Es
wird angenommen, dass die Ablagerung in einem flachen Meer in euxinischem
(schwefelwasserstoffhaltigem) Milieu wahrend des weltweiten anoxischen Ereignisses der
spaten Kreide erfolgte. Reservoire bilden (berwiegend Sandsteine aus Fluss- und
Deltagebieten. Weiterfuhrende Informationen finden sich bei Kulke (1995).

Nordsee-Ole

Alle untersuchten Nordseetle stammen aus der Norwegischen Nordsee. In Bezug auf das
Muttergestein der untersuchten Proben war nach der Bildung des Viking-, Zentral- und
Moray-Firth-Grabens wahrend der Trias (250 bis 208 Mio. Jahre) eine Absenkung wahrend
des Jura (Kimmerian) von Bedeutung. Die Ablagerung der Kimmeridge-Formation als
wichtigstem Muttergestein der nérdlichen Nordsee erfolgte wahrend des spéten Jura und der
unteren Kreide in mariner Umgebung mit maldig flachem bis tiefem Wasser, was die
Ausbildung einer Wasserschichtung mit anoxischen Tiefenwéssern bei sauerstoffreichem
Oberflachenwasser erméglichte. Der prozentuale Anteil des organischen Kohlenstoff (TOC)
in der Kimmeridge-Formation schwankt zwischen 2 und 12% mit durchschnittlichen Werten
um 6-7%.
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Die Proben stammen von folgenden Feldern:

- Ekofisk (56°N, 3°0O)

- Balder (59°N, 2°0)

- Oseberg (60°N, 3°0)
Diese Probe wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit aufgearbeitet. Es wurden
ausschliefdlich die bereits vorhandenen massenspektrometrischen Daten qualitativ
untersucht. Beschreibungen des Oseberg Olfeldes geben Zheng et al. (2000).

Santa Maria-Becken (USA)

Das Muttergestein fir die Ole im Santa Maria-Becken (Kalifornien) ist die Monterey-
Formation. Die Monterey-Formation wurde wéhrend des Miozéns in einem Zeitraum von
etwa 12 Ma Jahren an flachen Hangen des offenen Kontinentalrands abgelagert
(Isaacs, 2000). Die Sedimentméachtigkeiten und die Erhaltung des organischen Materials
wurden mal3geblich von geringen Wassertiefen (500 bis 1500 m) und kleinen Becken und
Schwellen beeinflusst (Isaacs, 2000). Eine detailliertere Betrachtung der Lithologie und
Stratigraphie findet sich bei Isaacs und Rullkétter (2000). Es standen vier Olproben der Felder
Casmalia und Orcutt zur Verfigung (die Nummerierung der Proben in den Klammern
orientiert sich an der von Michagl (2000))

- Orcutt A (Nr.3)

- Orcutt B (Nr.6)

- Casmalia A (Nr.7)

- Casmalia B (Nr.9)

Das Fehlen von n-Alkanen im Ol der Probe Orcutt A bzw. von n-Alkanen und
Isoprenoiden wie Pristan und Phytan im Ol der Probe Casmalia A deuten auf die leichte bzw.
mittlere bis starke Biodegradation hin (zur Einschétzung des Grads der Biodegradation vgl.
Peters und Moldowan, 1993).

Uinta-Becken (USA)

Bel dem UintaBecken handelt es sich um ein randliches, offen-lakustrines
Ablagerungsgebiet, das sich tiber eine Flache von 24.000 km? an der Nordflanke der Rocky
Mountains Uber den grofiten Teil des Staates Utah und den Nordwesten von Colorado
erstreckt. Das Becken ist angefillt mit lakustrinen und fluviatilen Sedimenten, die in einem
Zeitraum von der spdten Kreide bis zum frihen Oligozan abgelagert wurden und eine

Maéchtigkeit von bis zu 5000 m erreichen. Das Uinta-Becken bildet einen Teil der Green
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River-Formation, deren tertigre kalkigen Tone und Mergel als bedeutendste Muttergesteine
des Beckens angesehen werden. Der Anteil des organischen Materials im Muttergestein
betragt bis zu 60 Gew.-% und wird vom Kerogen-Typ | dominiert (Groeger und Bruhn, 2001,
Ruble et al., 2001). Obwohl die Bohrung, aus der die Probe stammt, nicht néher bekannt ist,
wird davon ausgegangen, dass das Ol dem genannten M uttergestein zugeordnet werden kann.
Einen umfassenden Uberblick iiber die Literatur zu den Fazies, Beckenmodellierungen und
Ol-Muttergesteins-K orrelationen fir das Uinta-Becken geben Ruble et al. (2001).

Oberflachensedimentprobe aus dem Wadi Gaza

Das Wadi Gaza ist das einzige grof3ere Flief3ggewasser des Gazastreifen und weist starke
Verschmutzung auf. Zur Bekampfung von Moskitos werden in der Region Diesel- und
Rohdle verspriht und gelangen tber den Fluss in die Sedimente (frdl. pers. Mitt. N. S&fi,
2003). Eine zuverlassige Zuordnung der Quelle der fossilen Kohlenwasserstoffe ist daher
nicht moglich. Es hat sich gezeigt, dass ein erheblicher mikrobieller Abbau des Ols im
Sediment stattfindet (Safi et al., 2001). Eine detaillierte Charakterisierung der Proben erfolgte
nicht. Das Vorkommen der unbekannten Verbindungen wurde nur qualitativ untersucht. Die

Probe wurde von Herrn Nimer Safi zur Verfigung gestellt.

Tiefseesedimente von der Kongomindung (Kern GeoB 6520-3)

Das Probenmaterial stammt von der Forschungsfahrt M47-3 des deutschen
Forschungsschiffs METEOR. Der tberwiegende Anteil des organischen Materials in den
Kolbenlotkernen ist unreif. In geringen Mengen sind jedoch fossile Kohlenwasserstoffe
enthalten, die vermutlich Uber den in dieser Gegend weit verbreiteten Austritt von Ol am
Meeresboden (,, seeps”) freigesetzt und in die Oberflachensedimente eingetragen wurden. Wie
die Proben des Wadi Gaza wurden auch diese Proben nur qualitativ auf die unbekannten
Verbindungen hin untersucht. Die Proben wurden von Herrn Thorsten Stiehl zur Verfligung
gestellt.

Santa Barbara-Creek (USA)

Das Muttergestein dieser Probe ist wie fur die Ole des Santa Maria-Beckens die Monterey-
Formation (s.0). Die Probe wurde im Rahmen vorangegangener Arbeiten von Herrn Dr.
Thomas Mohring aufgearbeitet und analysiert. Fir die Auswertung wurden die bereits

vorhandenen massenspektrometrischen Daten verwendet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung der unbekannten Verbindungen

Grundlage fir die Charakterisierung der unbekannten Verbindungen bilden die Ergebnisse
aus den Analysen eines stark biodegradierten Monterey-Rohols (Kalifornien) und eines
Boscan-Rohols (Venezuela). Die getroffenen Aussagen lassen sich anhand welterer Proben
weitestgehend bestétigen.

Bel den unbekannten Verbindungen handelt es sich um eine Serie von K ohlenwasserstoffen
mit einem Grundgerlst von 27, 28 und 29 Kohlenstoffatomen. Mittels GC-MS-Anaysen
wurden je Kohlenstoffzahl von Jiang et a. (1990) in biodegradierten Roholen des
Kelamayi-Olfelds und in dieser Arbeit in ebenfalls biodegradierten Olen aus der Monterey-
Formation (siehe Abb. 3-1) jeweils zwel Isomere der genannten Verbindung nachgewiesen. In
beiden Fallen dominiert ein Isomer mit einem relativen Anteil von etwa 80% bzw. 90%. In
nicht-biodegradierten Proben ist mittels GC-MS-Analyse nur ein Isomer nachweisbar. Es ist
zwar denkbar, dass das zweite Isomer erst im Laufe fortschreitender Biodegradation gebildet
wird, wahrscheinlich wird die Detektion in den nicht-biodegradierten Proben aber nur wegen
der geringen relativen Konzentrationen der Isomere im Vergleich zum Hintergrund-Signal
verhindert. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse aus der Analyse verschiedener Rohole
bestétigt (frdl. pers. Mitt. Dr. M. Fowler, 2003).

m/z 219,2 Cog
:EA
‘D
g
£
)
2
"
g
C27
' | I | ' | ' 1 ' | ' 1 ' | '
57 58 59 60 61 62 63 64 65
- - - >
Retentionszeit [min]
Abb. 3-1: lonenchromatogramm m/z 219,2 der Fraktion der geséttigten Kohlenwasserstoffe des stark

biodegradierten Rohdls Casmalia A
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Charakteristisch fur die unbekannten Verbindungen ist die ausgepragte Stabilitét gegentiber
mikrobiellem Abbau. Selbst in stark biodegradierten Proben sind die Verbindungen sehr gut
nachweisbar. Da die unbekannten Verbindungen auch in nicht-degradierten Proben
nachgewiesen wurden, kann ausgeschlossen werden, dass es sich um biologische
Abbauprodukte handelt (vgl. Kapitel 3.3.2 und Jiang et al., 1990).

Die relativen Konzentrationen der dominierenden Isomere sind in nicht-biodegradierten
Proben um den Faktor fUnf bis zehn geringer als die der reguldren Sterane oder Hopane.
Eindeutige Nachweise beruhen daher auf der Durchfihrung von GC-MS- und GC-MSM S
Experimenten. Zu beachten ist, dass die Intensitdt des massenspektrometrischen Signals
anders al's das des Flammenioni sationsdetektors mal3geblich von der lonisierbarkeit und damit
von der Struktur der betreffenden Verbindung abhéngt. Die Konzentrationen der unbekannten
Verbindungen konnten daher nur ndherungsweise bestimmt werden. Exemplarisch wurde die
Semiquantifizierung an dem untersuchten Boscan-Rohdl durchgefihrt (fur Details siehe
Kapitel 2.3). Fur die unbekannte C,7-Verbindung ergab sich eine absolute Konzentration von
3 bis 9 ppm (ug/g Rohdl).

Die Retentionszeiten der unbekannten V erbindungen korrelieren gut mit denen tricyclischer
Terpane mit gleicher Kohlenstoffzahl (Abb. 3-2). Die tetracyclischen Sterane eluieren
deutlich spéter. Ein Vergleich mit den Retentionszeiten der n-Alkane macht deutlich, dass
nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich bei der Korrelation der Retentionszeiten der
tricyclischen Terpane und der unbekannten Verbindungen um ein zufélliges Phénomen
handelt.

Der relative Elutionsabstand zwischen den Verbindungen unterschiedlicher C-Zahlen
betragt unter den gewahlten gaschromatographischen Bedingungen zwischen der Cyg- und der
Coo-Verbindung 83% des Abstands zwischen der C,7- und der Cyg-Verbindung (siehe Abb.
3-3). Ein solcher Effekt ist beispielsweise zu beobachten, wenn eine K ettenverléngerung nicht
linear verlauft. Die Differenzen in den Retentionszeiten resultieren aus Wechselwirkungen
mit der dtationdren Phase der Chromatographiesaule aufgrund der unterschiedlichen
raumlichen Anspriiche. Bei den unbekannten Verbindungen handelt es sich demnach um eine
pseudohomologe Reihe. Entsprechende Ergebnisse sind zwar bei Jiang et al. (1990) nicht
angegeben, lassen sich aber aus den dort abgebildeten Chromatogrammen ebenfalls ablesen
(85% * 3%). Die Retentionszeitunterschiede stimmen sehr gut mit denen der reguléren
Sterane Uberein. Der relative Elutionsabstand zwischen 5a,14a,17a,20R-24-Methyl chol estan
und 5a,14a,170,20R-24-Ethylcholestan  betrégt etwa 85% des Abstands zwischen
5a,14a,17a,20R-Cholestan und 5a,14a,17a,20R-24-Methylcholestan (siehe Abb. 3-3). Die
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Ahnlichkeit der relativen Retentionszeiten wird als Indiz fur eine steroidale Struktur der
unbekannten V erbindung angesehen.

Einen anderen Hinwels auf den Zusammenhang zwischen reguléren Steranen und den
unbekannten Verbindungen sehen Jiang et a. (1990) in den &hnlichen relativen
Konzentrations-Verhdltnissen von Cholestan und 24-Methylcholestan einerseits und den
unbekannten C,7- und Cy-Verbindungen andererseits (in den Proben konnte weder
24-Ethylcholestan noch die unbekannte Cy-Verbindung in nennenswerten relativen

K onzentrationen nachgewiesen werden).
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Abb. 3-2: Anzahl der Kohlenstoffatome vs. Retentionszeiten ausgewdahlter Verbindungen; aaa-20R
bezeichnet die Kofigurationen der H-Atome an den Positionen C-5, C-13, C-17 und C-20

Die Autoren ermittelten in einem nicht-biodegradierten Ol des Kelamayi-Olfelds (China)
Verhdltnisse von 0,68 bzw. 0,61 fir die genannten Verbindungen. Trotz grofRerer
Abweichungen der jewelligen Verhaltnisse konnten diese Beobachtungen dem Trend nach auf
Basis der eigenen Daten bestétigt werden.

Die eigenen Auswertungen erfolgten aus den massenspektrometrischen Daten der Probe
Santa Barbara Creek. Da die Berechnung der relativen Verhdtnisse der unbekannten

Verbindungen aus dem lonenchromatogramm bei m/z 219 wegen Koelutionen mit Steranen
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und Diasteranen nicht méglich war, wurden die relativen Intensitéten der unbekannten
Verbindungen auf der Basis der jeweiligen Molekilionen aus dem Summenchromatogramm
von Mz (374,4+388,4+402,4) bestimmt. Um die Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, wurde
das entsprechende Verhéltnis von Cholestan, 24-Methylcholestan und 24-Ethylcholestan aus
dem Summenchromatogramm der Molekulionen bei m/z (372,4+386,4+400,4) berechnet. Die
Chromatogramme sind in Abb. 3-3 dargestellt.

Fur die unbekannten C,7-Cyo-Verbindungen ergab sich eine relative Verteilung von
24:56:20, wéhrend die Verhdtnisse fur die reguldren Sterane 28:45:27 betragen. Die
Ahnlichkeit der Verteilungen und die Tatsache, dass in dem Kelamayi-Ol (Jiang et a., 1990)
weder Cholestan noch die unbekannte C,-Verbindung in nennenswerten Mengen
nachgewiesen wurden, bekréftigen die These, dass die unbekannten Verbindungen eine

steroidale Struktur besitzen.

m/z 372,4+386,4+400,4
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Abb. 3-3: Summenchromatogramme der Molekilionen der reguldren Sterane (mVz (374,4+388,4+402,4)) und
der unbekannten Cy;-, Cy- und Cyo-Verbindungen (nmvz (372,4+386,4+400,4)) der Aliphatenfraktion
der Probe Santa Barbara Creek. Weil3 unterlegt sind im oberen Chromatogramm die

5a,143,173,20(R+S)-Sterane  und im unteren die dominierenden Isomere der unbekannten
Verbindungen, auf deren Basis die relativen Verhaltnisse berechnet wurden.

Aus den massenspektrometrischen Daten (Molekilionen) geht hervor, dass die Strukturen
je drei Doppelbindungs-Aquivalente beinhalten. Reife Ole enthalten keine olefinischen
Kohlenwasserstoffe (Tissot und Welte, 1984). Demnach muss es sich bei den drei
Doppelbindungs-Aquivalenten um Ringe handeln. Zur Uberprifung wurden eventuell
vorhandene olefinische Kohlenwasserstoffe von den geséttigten einer Boscan-Olprobe tiber
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eine Kieselgelsaule abgetrennt, die mit AgNO3; imprégniert war (vgl. Kapitel 2.6.3). Den
Erwartungen entsprechend wurden die unbekannten Verbindungen ausschliefdlich in der
Fraktion der gesdttigten Kohlenwasserstoffe nachgewiesen. Olefinische Verbindungen
wurden nicht detektiert.

Das Massenspektrum der Cy;-Verbindung zeigt groRe Ahnlichkeit mit dem von Cholestan
(vgl. Abb. 3-4). Aufféllig sind die sich um zwei Masseneinheiten unterscheidenden
Basispeaks und Molekilionen, die eine steroidale Struktur der unbekannten Verbindungen
plausibel erscheinen lassen. Ein welteres charakteristisches Fragment der unbekannten
Verbindung erscheint bei m/z 317, welches z.B. durch die Abspaltung eines Butyl-Rests

entstehen kann.

m/z
T 400
374,4 = - 3724
3595 — i 357,5
317,4 — g
[ unbekannte 3007
C,,-Verbindung 3 ] i B
—; - 2623 - MW = 3724
= 5a,14a,17a-Cholestan
219,2 4 L 217,2
%' 200 ‘;’ ’
1492 — = 1492
10,2 = 100,2
95,1 100 g 95,1
< Relative Intensitét >
Abb. 3-4: Massenspektren der unbekannten C,,-Verbindung und von 5a,14a,17a,20R-Cholestan aus der

Fraktion der gesittigten Kohlenwasserstoffe (Boscan-Ol). Die Massenspektren wurden mittels
einer Untergrundsubtraktion aufbereitet.
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3.2 Strukturvorschlage und Synthesen

3.2.1 Allgemeine Anmerkungen

Versuche von Li et a. (1990), Jiang et a. (1990), Li et a. (1991) und Ma et a. (1991),
einen authentischen Standard der unbekannten Verbindung herzustellen, blieben erfolglos.
Die Retentionszeiten und Massenspektren der synthetischen Verbindungen machten deutlich,
dass es sich bei den natlrlichen Verbindungen nicht um 4,5-seco-Sterane, 13,17-seco-
Diasterane, 14,15-seco-Sterane oder Perhydrodeoxovitamin D2 handelt (vgl. Kapitel 1.2). So
weist das Massenspektrum von 13,17-seco-Diacholestan zwar ein Fragment bel my/z 219 auf,
abweichend von der natirlichen C,7-Verbindung handelt es sich dabei aber mit einer
Intensitdt von 71% nicht um den Basispeak (Li et al., 1991). Darlber hinaus ist das
Massenspektrum der synthetischen Verbindungen durch ein intensives Fragment bel
m/z 191 (53%) charakterisiert (Li et a., 1991), das im Spektrum der nattrlichen Verbindung
nicht vorhanden ist. Im Gegensatz dazu fehlt das charakteristische Fragment der unbekannten
Verbindung bei m/z 317 im Massenspektrum von 13,17-seco-Diacholestan. Analytische
Daten zu weiteren Verbindungen geben nur noch Ma et al. (1991) fir 4,5-seco-Cholestan an,
dessen Massenspektrum ausfthrlich in Kapitel 3.2.3 diskutiert wird.

Bel ndherer Analyse der massenspektrometrischen Daten der unbekannten Verbindung
(s. Kapitel 3.2.2) sind die Strukturvorschlége 13,17-seco-Diasteran und 14,15-seco-Steran
nicht einfach nachvollziehbar, da vor allem das charakteristische Fragment bei m/z 317
anhand dieser beiden Strukturen nicht ohne weiteres erklarbar ist.

Aufgrund von Koelutionen der Cys- und der Cye-Verbindung mit tricyclischen Terpanen
bezieht sich die folgende Interpretation malf3geblich auf die Cy;-Verbindung. Generell lassen
sich die Ergebnisse aber auch auf die htheren Homol ogen Gbertragen.

3.2.2 Ausgangspunkt der Uberlegungen

Bereits im Kapitel 3.1 wurde die Ahnlichkeit der massenspektrometrischen Daten der
unbekannten C,7-Verbindung mit denen von Cholestan betont, die eine steroidale Struktur
plausibel erscheinen lasst (vgl.Abb. 3-4). Weiterhin wurde bereits erléutert, dass es sich bei
den drei Doppelbindungs-Aquivalenten um Ringe handeln muss. Wenn die Verbindungen
eine steroidale Struktur besitzen und der Basispeak bei m/z 219 entsprechend der
Fragmentierung regulérer Sterane aus der Spaltung des D-Rings resultiert, dann muss einer
der Ringe A, B oder C getffnet sein. Ein charakteristisches Fragment der unbekannten
C,7-Verbindung entsteht durch den Verlust von 57 Masseneinheiten (nv/z 317), welches z.B.
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durch die Abspaltung eines Butyl-Rests geschehen kann. Unter Berlcksichtigung der
angestellten Uberlegungen ist eine solche Abspaltung fir Strukturen denkbar, bei denen im
A-Ring entweder die 4,5- oder die 1,10-Bindung getffnet ist. Eine 4,5-seco-Steran-Struktur
erscheint im Hinblick auf mogliche biologische Vorlaufer-Molekile wie das weitverbreitete
Cholesterol und das bei der Diagenese entstehende Cholest-4-en (Rubinstein et al., 1975;
Wardroper et al., 1978; Brassell et a., 1980) plausibler zu sein. Ma et a. (1991) zeigten aber

bereits durch die Synthese von 4,5-seco-Cholestan, dass die unbekannten Verbindungen

wegen der Unterschiede in den Massenspektren eine andere

Struktur besitzen missen. Um die Vergleichbarkeit der
) 1 Literaturdaten mit eigenen Daten zu gewéhrleisten und da
° generell nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden kann,
[¢]
o

(
4,
2
l . 3.2.3 Synthesevon 4,5-seco-Cholestan
©)
4
)

)
dass Analysen unter unterschiedlichen Messbedingungen
oder mit unterschieldichen GC-MS-Systemen zu
11 voneinander abweichenden Ergebnissen fihren, sollte

zunéchst 4,5-seco-Cholestan synthetisiert werden.

412 Ausgehend von kommerziell erhéltlichem Cholest-4-en-
3-on (1) wurde die Zielverbindung 4,5-seco-Cholestan

e

l

synthetisiert (fir Details zu den Synthesevorschriften vgl.
Kapitel 4). Es wurde ein aternativer Syntheseweg zu dem
413 von Maet al. (1991) verdffentlichten entwickelt, der sich
durch eine geringere Anzahl an Reaktionsschritten bel
leichter DurchfUhrbarkeit auszeichnet. Dazu wurde (1) mit

Ethylendithiol zum entsprechenden  Ethylenthioketal

414 ) umgesetzt. Durch Verringerung der Reaktionstemperatur
bei der Reduktion mit Raney-Nickel konnte die Bildung
des Nebenprodukts Cholest-5-en minimiert und damit die
Ausbeute von Cholest-4-en (6) optimiert werden.

- J
Abb. 3-5: Synthese von 4,5-seco-Cholestan. Details zu den Syntheseschritten finden sich in Kapitel 4 unter

den angegebenen Abschnitten.
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Die oxidative Offnung des A-Rings von (6) mit verschiedenen Oxidationsmitteln (RuO,
bzw. NalO4/KMnQ,) blieb erfolglos. Mittels reduktiver Ozonolyse konnte das Ringsystem
nur unter Bildung zahlreicher Nebenprodukte bei geringen Ausbeuten getffnet werden. Auf
eine Optimierung der Ozonolyse wurde verzichtet, da zusdtzlich die Tosylierung als
Vorstufenreaktion zur anschlief3enden Eliminierung kaum das gewtinschte Produkt lieferte.

In einem parallel durchgefihrten Ansatz gelang die oxidative Ring6ffnung von (1) mit
NalO4/KMnO, unter Verlust eines Kohlenstoffatoms (vgl. Abb. 3-5). Die gebildete

tricyclische Oxo-carbonsdure (2) wurde zundchst zu der entsprechenden Carbonsaure (3)

reduziert.
m/z
400
3744 = = 3744
359,5 — T
unbekannte 317,4— =
[Cﬂ-Ver bindung ] 1300 317.4
219,2 é 7 2192
SRS gty 219,2
1492 - = MW = 374,4
E 4 5-seco-Cholestan
109,2
95,1 100 1= 95,1
< Relative Intensitét >
Abb. 3-6: Massenspektren der unbekannten C,--Verbindung (Untergrund subtrahiert) und von 4,5-seco-
Cholestan

Die Substitution der Hydroxylgruppe durch eine Methylgruppe ergab 4,5-seco-Cholestan-3-
on (4), das anschlief3end durch erneute Reduktion zu 4,5-seco-Cholestan (5) umgesetzt wurde.

Per Koinjektion am GC-MS-System wurde fir den synthetischen Standard und ein
Silikalit-Nonaddukt (Boscan-Rohdl) Uberprift, ob sich die Strukturen des synthetisierten
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4,5-seco-Cholestan und der natrlichen Verbindung unterscheiden. Anhand der voneinander
abweichenden Retentionszeiten und massenspektrometrischen Daten wurde deutlich, dass es
sich bel der unbekannten Verbindung im Einklang mit den Ergebnissen von Ma et a. (1991)
nicht um 4,5-seco-Chol estan handelt.

Abb. 3-6 zeigt die Massenspektren von 4,5-seco-
Cholestan und der unbekannten Verbindung im Vergleich.

P 1 : : -
(1) Beide Spektren weisen as charakteristische Fragmente

‘ neben dem Molekilion bel m/z 374 die Abspaltung einer

Cs-Kette (m/z (374-57=317)) und die Spaltung des D-

(o]
Ho)vigjﬁ 411 Ringsauf (mz219). Dies st ein Indiz dafirr, dass sich die
o @ unbekannte  Verbindung und  4,5-seco-Cholestan

¢ strukturell nicht wesentlich unterscheiden.

Die hohe Intensitdt des Fragments bei m/z 317

421 (Basispeak) im Massenspektrum von 4,5-seco-Cholestan

o kann mit der Stabilitdt des gebildeten tertidren
‘R Radikalkations erklart werden. Die Intensitét des
Fragments bel nm/z 219 ist vergleichsweise gering. Die

4.22 lonen-Intensitdten  der genannten  Fragmente im
Massenspektrum der unbekannten Verbindung sind
demgegentiber umgekehrt, d.h. der Basispeak entsteht

423 durch D-Ringspaltung (m/z 219), wahrend die Abspaltung
des Butylrests (m/z 317) vergleichsweise unbedeutend ist.

Es muss sich demnach um eine Verbindung handeln, bei

der die Abspaltung der Cs-Kette gegentiber der Spaltung

( ™\
st des C-Rings weniger bevorzugt ist. Denkbar ist dies fir
die Verbindung 1,10-seco-Cholestan (11), da bei der
(11) Abspaltung des Butyl-Rests nur en sekundéares

(. J

Radikal kation entstiinde.

Abb. 3-7: Synthese von 1,10-seco-Cholestan. Details zu den Syntheseschritten finden sich in Kapitel 4
unter den angegebenen Abschnitten.
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3.24 Synthesevon 1,10-seco-Cholestan

Basierend auf der Synthese von 4,5-seco-Cholestan wurde eine verhdtnismaliig einfache
Synthese fir 1,10-seco-Cholestan (11) entwickelt. Ohne Kenntnis der unverotffentlichten
Ergebnisse zur Synthese von 1,10-seco-Cholestan von Paulus (1993) wurde ein anderer,
deutlich kirzerer Syntheseweg erfolgreich umgesetzt.

Als Ausgangsmaterial diente die Oxo-carbonsaure (2), die aus der oxidativen Spaltung des
A-Rings von Cholest-4-en-3-on (1) bel der Synthese von 4,5-seco-Cholestan hervorging
(vgl. Abb. 3-7). Im Vakuum wurde die Saure thermisch durch Abspaltung der
Carboxoalkylkette in die unter dem Namen Inhoffens Keton bekannte Verbindung (8)
Uberfihrt. Die Verbindung liegt als Epimerenpaar vor, bei dem das Isomer mit a-stéandiger
Methylgruppe an Position 10 Uberwiegt. Auf eine Trennung der Isomere wurde zun&chst
verzichtet. Das Isomeren-Gemisch wurde mit n-Butyllithium unter Bildung eines
Isomerengemisches von 1,10-seco-Cholestan-5-ol (9) umgesetzt.

Nach Eliminerung der Hydroxylfunktion mit Raney-Nickel und anschlief3ender Hydrierung
mit Wasserstoff am Platinoxid-Katalysator wurde 1,10-seco-Cholestan (11) als Gemisch von
drei gaschromatographisch aufgeldsten Isomeren mit nahezu identischen Massenspektren

erhalten (ein Isomer dominiert mit etwa 90%).

374,4 . = 3744

3293 ]
. ] 219,2
unbekannte 317,41 = 3174
C,,-Verbindung T+ 300 y
y = MW = 374,4

1,10-seco-Cholestan

219,2 I 219.2
- 200 4
191,2 L £
1492 = =
109,2 - C_
95,1 % 00 T
= = 81,1
< Relative Intensitét >

Abb. 3-8: Massenspektren der unbekannten Cy-Verbindung (Untergrund subtrahiert) und des
synthetisierten 1,10-seco-Cholestansim Vergleich
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Die Koinjektion des Silikalit-Nonaddukts (Boscan-Rohol) mit dem synthetischen
1,10-seco-Cholestan am GC-MS-System ergab, dass sich die Retentionszeiten des
Rohdlinhaltsstoffs und eines Isomers der synthetischen Verbindung nur geringflgig
unterscheiden. Die Massenspektren stimmen sehr gut Uberein (vgl. Abb. 3-8). Die
Unterschiede konnen teillweise auf der Untergrundsubtraktion fur das Massenspektrum der
unbekannten V erbindung beruhen.

Trotz einer Subtraktion des Untergrunds im Massenspektrum der unbekannten Verbindung
konnen einige Fragmente (die ausschliefflich im genannten Massenspektrum detektiert
werden (mvz 334, m/z 329, m/z 191)) auf Koelutionen mit Triterpanen zuriickgefihrt werden.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass es sich bei der unbekannten Verbindung um ein

Stereoisomer des 1,10-seco-Chol estans handelt.

Ansatz | Ansatz |1 Ansatz |11
10a 10a 108
n 2 g
4 3 3
2 : 0B :
e -g .%
g 3z g | 10a
P s
b
24 25 26 24 25 26 24 25 26
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
10a+10p3 ’ 10a+10P3 ’ 10a+10p3 ’
\ + n-Butyllithium /
_—
c
o o =
@ @ ‘?
g g g
s s s
T T T
14 14 14
abj|d
27 28 29 27 28 29 27 28 29
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
a+d _ a+d _ a+d _
atb+c+td 0,06 atb+c+td 0.28 atb+c+td 084
=>>a,d: 108 und =>>b,c: 10a
Abb. 3-9: Unterschiedliche Isomerenverteilung von Inhoffens Keton und des Reaktionsprodukts nach der

Umsetzung mit Butyllithium
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Abschlief3end sal erwdhnt, dass der nachtragliche Versuch der saulenchromatographischen
Reindarstellung von Inhoffens Keton (8) mit 10B-Konfiguration nicht gelang, sondern nur
mehrere Fraktionen mit variierenden 103/(10a+103)-V erhaltnissen von 0,06 bis 0,55 erhalten
wurden. Die bestmégliche Trennung erfolgte mittels praparativer
Dunnschichtchromatographie (10p3/(10a+103)=0,81). Drel der Fraktionen wurden mit
n-Butyllithium umgesetzt (vgl. Abb. 3-9, Ansétze I, 1l und Ill). Die variierenden Epimeren-
Verhdltnisse konnten sehr gut anhand der relativen Konzentrationen der vier gebildeten
Alkohol-Isomere wiedergefunden werden. Daraus ergeben sich fir die Produkte a, b, c und d
(vgl. Abb. 3-6) in der Reithenfolge der Elution die Konfigurationen 103, 10a, 10a und 10p.
Wahrend die Produkte a und d etwa zu jeweils gleichen Anteilen vorliegen, dominiert
Verbindung ¢ deutlich gegentiber Verbindung b. Diese Bevorzugung kann als Hinwels auf die
Konfiguration an C-5 gedeutet werden: Bel der Reaktion des Ketons mit Butyllithium ist
allgemein davon auszugehen, dass das energetisch glinstigste Produkt bevorzugt gebildet
wird. Im Produkt sollte daher der sterisch anspruchsvolle Butylrest (im Vergleich zur
Hydroxylgruppe) equatorial gebunden vorliegen. Daraus folgt, dass es sich bel Verbindung c
um 1,10-seco-10a-Methylcholestan-50-0l und bel  Verbindungb um 1,10-seco-10a0-
Methylcholestan-53-0l handelt. Bel den Verbindungen a und d fihrt die [3-gebundene
Methylgruppe an C-10 demgegentiber zu einer erhohten sterischen Abschirmung, weshalb die
entsprechende Bevorzugung eines Produkts nicht zu beobachten ist. Die Herleitung der

Konfiguration ist auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig méglich.

3.25 Synthesevon All-1somer en-Gemischen

Unter geeigneten experimentellen Bedingungen ist die Umwandlung einer chiralen
Verbindung in ein Gemisch thermodynamisch stabiler Stereoisomere leicht durchfihrbar
(Petrov et al., 1976). Die Isomerisierung erfolgt in einem Autoklaven an platinierter Kohle
(5%) bei einem Wasserstoffdruck von 50 bar. |somerisate von Cholestan, 24-Methylcholestan
und 24-Ethylcholestan wurden auf diesem Wege erhalten und charakterisiert (Seifert und
Moldowan, 1979). Mit Hilfe dieser Allisomerengemische konnten die in fossilem
organischem Materia enthaltenen Steran-Isomere identifiziert werden. Da in der Literatur
keine detaillierte Versuchsdurchfiihrung beschrieben ist, wurden zur Ermittlung geeigneter
Bedingungen zunéchst Vorversuche mit 5a-Cholestan durchgefihrt. Es zeigte sich, dass sich
weder die Halbierung der Reaktionszeit noch die Durchfiihrung mit oder ohne Glas-Inlet im
Autoklaven auf die qualitative und quantitative Umsetzung auswirkte. Die detaillierte

Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung findet sich im Kaptiel 4.3.
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5a-Cholestan

Die Anzahl und die relativen Intensitdten der gebildeten Stereoisomere von 5a-Cholestan
stimmen sehr gut mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen tberein (Seifert und
Moldowan, 1979). In Abb. 3-10 ist das Totalionenstromchromatogramm der GC-MS-Analyse
(Total lon Current - TIC) des Isomerisats wiedergegeben. Die Identifizierung der einzelnen
Verbindungen erfolgte anhand relativer Retentionszeiten, massenspektrometrischer Daten und
Uber einen Vergleich mit Literaturdaten von Seifert und Moldowan (1979). Ausgewahlte
Massenspektren finden sich im Anhang 6.2. Das Isomerisat setzt sich zu 65% aus den vier
Isomeren 5a,14a,17a,20(R+S)-Cholestan und 5a,14f3,17(3,20(R+S)-Cholestan  zusammen,

die auch in reifem fossilem organischem Material dominieren.

o
Q
Q
GUI) —_
% —
s X
@
(7))
A ! ~
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+ o
= 2& & °
2 ag o3
3 & <
g 2 3
Q.
15 16 17 18 19 20
>

Retentionszeit [min]

Abb. 3-10: Ausschnitt aus dem Totalionenstromchromatogramm der GC-MS-Analyse des |somerisats von 5a-
Cholestan; ooo-R bezeichnet die Konfiguration der H-Atome an C-5, C-14, C-17 und C-20;
n.b.: die Konfiguration dieses Steranisomers wurde nicht bestimmt.

Die relativen Verhaltnisse dieser Isomere untereinander ghneln denen, die fir reifes fossiles
organisches Material typisch sind. Dies zeigt sich an den Verhd tniswerten der Diastereomere
mit 5a,14a,17a,20S-Konfiguration gegentber denen mit 5a,14a,17a,20R-Konfiguration
bzw. jener mit 5a,14a,17a-Konfiguration gegentiber denen mit 5a,14f3,173-Konfiguration.
In dem Wert von 205/(20S+20R)=0,51 (Gleichgewichtswert ca. 0,54, van Graas et a., 1982;
Seifert und Moldowan, 1986) kommt die nahezu abgeschlossene Epimerisierung am C-20
Kohlenstoffatom zum Ausdruck. Demgegentber ist mit einem VerhdltnisWert von
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af3p/(aaa+afp)=0,65 das thermodynamische Gleichgewicht noch nicht erreicht. Dieser
Parameter kann Werte bis 0,8 erreichen (Mackenzie, 1984; Seifert und Moldowan, 1986). Zu
bedenken ist, dass die Reaktionszeit verhdtnismaig kurz war und auch nicht davon
ausgegangen werden kann, dass die Prozesse der Katagenese mit der Versuchsanordnung bei
der experimentellen Epimerisierung vollstéandig simuliert werden kénnen.

In der Zusammensetzung des Isomerisats spiegelt sich weiterhin  die hohere

thermodynamische Stabilitét der Isomere mit 5a-Konfiguration wider, deren Anteil 77%

betragt.

1,10-seco-Cholestan

Unter ahnlichen Bedingungen wie 5a-Cholestan wurde 1,10-seco-Cholestan isomerisiert.
Das Totalionenstromchromatogramm dhnelt dem des Isomerisats von 50-Cholestan in Bezug
auf die Anzahl, die relativen Intensitdten und auch auf die Unterschiede im
Fragmentierungsverhalten der einzelnen Stereoisomere (vgl. Abb. 3-11 und Abb. 3-12). Die
Massenspektren der einzelnen Isomere stimmen in weiten Tellen Uberein. Alle weisen einen
Basispeak bel m/z 219 oder m/z 220 auf (vgl. Tabelle 3-1 und Abb. 3-12).

Elution der
unbekannten @
C,-Verbindung
' -
o <
3
o
E
)
=
®
& @
14 15 16 17
- 0 . >
Retentionszeit [min]
Abb. 3-11: Ausschnitt aus dem Totalionenstromchromatogramm der GC-MS-Analyse des |somerisats von

1,10-seco-Cholestan. Kreise bezeichnen die Verbindungen mit einem Basispeak bei m/z 219,
Pfeile jene mit einem Basispeak bei m/z 220.
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relative Retentionszeit m'z

Intensitét [min:s] 374 359 317 275 262 261 234 220 219 205 177 163 95 81
9,3 13:51 35 <5 <5 <5 <10 20 75 BP 30 45 30 35 >35
25 13:56 30 <5 <5 <5 <5 20 60 BP 25 40 30 30 <30
3,4 14:08 40 <5 <5 <5 <5 25 50 BP 25 45 30 30 35
0,5 14:18 15 <5 <5 60 BP 10 30 15 >20 25
<0,1 14:26 15 20 BP 20 <20
<0,1 14:35 <5 BP 90 <5 <5 10 15 20
91 14:45 50 <5 <5 5 10 25 75 BP 30 50 35 35 35
4,7 14:49 50 <5 <5 5 25 80 BP <30 45 35 <35 35
16 14:55 25 10 5 25 50 BP 15 55 30Y 25 25
25 15:02 40 <5 <5 <5 70 BP 15 20 35 25 25
0,6 15:06 <5 BP 35 10 <5 40 30 25
4,6 15:14 30 <5 <5 <5 BP 8 20 20 40 30 35
2,5 15:21 15 <5 <5 <5 <5 BP 55 15 15 40 >20 25
45 15:28 20 <5 <5 <5 BP 60 20 15 <40 >20 25
6,8 15:35 40 <5 <5 <5 <10 10 55 BP 15 25 30 >20 25
17,2 15:45 20 <5 <5 <5 5 5 BP 65 <25 15 35 >20 25
13,8 15:55 20 <5 <5 <5 <5 5 BP 65 <20 15 35 >20 25

2,4 16:02 BP
Edukt 10,0 16:22 20 <5 <5 <5 5 >5 75 BP 20 >20 >35 30 >30
3,0 16:38 40 <5 <5 <5 <5 BP 8 15 15 50 30 >30
11 16:47 <40 <5 <5 <5 35 BP 10 <20 >20 15 <20

Tabelle3-1:  relative Intensitéten, Retentionszeiten und massenspektrometrische Daten der Verbindungen des
| somerisats von 1,10-seco-Cholestan

In Abb. 3-12 sind exemplarisch die Massenspektren fir die Verbindungen
@ und*4 wiedergeben. Es wird angenommen, dass die genannten Fragmente auf die gleiche
Art entstehen, wie die der reguléren Sterane bei myz 217 und m/z 218. Demnach resultieren
die Fragmente bel nm/z 219 oder m/z 220 aus der Spaltung des D-Rings, wobe die
Konfiguration an Position C-14 mal3geblich dafur verantwortlich ist, welches der Fragmente
bevorzugt gebildet wird (vgl. Abb. 3-13). Ein Basispeak bei m/z 219 deutet somit auf eine
14a-Konfiguration hin, wahrend ein Basispeak bei m/z 220 entsprechend als Indikator fir
eine 143-Konfiguration angesehen wird. Alle weiteren Fragmente liegen in ihren Intensitdten
unter 50% beziglich des Basispeaks. Die Molekilionen aller Isomere haben eine relative
Intensitdt von 20 bis 40%. Der einzig markante Unterschied zwischen einigen Isomeren
besteht in dem Verhdtnis der Fragmente bei m/z 163 und m/z 177.
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Abb. 3-12; Exemplarische Massenspektren von Verbindungen des Isomerisats mit den Basispeaks bei
m'z 219 (@ ) und bei m/z 220 (\% ).

Die ersten sieben Isomere im Chromatogramm (Ziffern 1 bis 7, siehe Abb. 3-11) weisen
eine Dominanz des Fragments bei m/z 177 gegenliber dem bel m/z 163 auf. Bei den Ubrigen
Isomeren ist die relative Intensitdt des m/z 163-Fragments dagegen etwa doppelt so hoch (vgl.
Abb. 3-12 und Anhang 6.3).

Wie aus dem Chromatogramm in Abb. 3-11 hervorgeht, handelt es sich bel dem Isomerisat
um ein komplexes Isomerengemisch dicht nacheinander eluierender Verbindungen. Einige
Isomere konnten nicht vollstandig voneinander getrennt werden. Aus diesem Grund war eine
Koinjektion des Isomerisats mit der natirlichen Probe nicht sinnvoll. Fir eine bestmdgliche
Vergleichbarkeit wurden daher je eine Probe des Isomerisats und des Boscan-Silikalit
Nonaddukts nacheinander an GC-M S-Gerét analysiert.

50,14a,170a-
Cholestan

5a,14(3,173-
Cholestan

Abb. 3-13: Bildungsmechanismen der Fragmente bei m/z 217 und bei m/z 218 von reguldren Steranen in
Abhéngigkeit von der Konfiguration. Wahrend die schwarzen Pfeile den bevorzugten
Fragmentierungsweg des jeweiligen Cholestan-lsomers anzeigen, weisen die grauen Pfeile
darauf hin, dass auch das andere Fragment gebildet wird (nach Budzikiewicz, 1972).
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Wie aus Abb. 3-11 hervorgeht, befindet sich in einem relativ grof3en Zeitfenster von £10 s
um die Retentionszeit der natlrlichen Verbindung im Chromatogramm des
Reaktionsgemisches keine Verbindung mit passendem Massenspektrum. Alle in diesem
Bereich eluierenden Verbindungen besitzen einen Basispeak bei m/z 220 an Stelle von
m/z 219 wie die nattirliche Verbindung.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass aufgrund von Koelutionen im Isomerisat eine
entsprechende Verbindung Uberlagert wird. Ihre relative Konzentration wéare demnach aber
sehr gering. Das widerspricht der Beobachtung, dass es sich bel der natirlichen Verbindung
um eine thermodynamisch relativ stabile Verbindung handelt. Aus diesen Uberlegungen folgt
der Schluss, dass es sich bel den unbekannten Verbindungen entgegen den Annahmen nicht

um ein Stereoisomer von 1,10-seco-Cholestan handeln kann.

3.2.6 Synthesevon 1,10-seco-Diacholestan

Sofern die bereits angestellten Uberlegungen und Schlussfolgerungen zu den Strukturen der
unbekannten Verbindungen unter Berticksichtung moglicher natUrlicher
Vorléauferverbindungen als richtig angesehen werden, scheinen zunéchst noch zwel
Strukturvorschldge sinnvoll zu  sein, namlich 4,5-seco-Diacholestan und 1,10-seco-
Diacholestan. Beide Verbindungen besitzen eine leicht abspaltbare Cs-Kette. Es war bel den
urspriinglichen Uberlegungen davon ausgegangen worden, dass die seco-Diasterane ein
ahnliches massenspektrometrisches Verhalten zeigen wirden wie die Diasterane, deren
Charakteristikum verglichen mit reguléren Steranen eine deutlich intensivere Abspaltung der
Seitenkette ist (Ensminger et a., 1978). Es konnte daher nicht davon ausgegangen werden,
dass die Syntheseprodukte mit den nattrlichen Verbindungen identisch sein wirden.

Dennoch wurde ein eleganter Syntheseweg entwickelt, der auf dem diagenetischen
Bildungsweg von Diasteranen basiert. Es ist bekannt, dass die Doppelbindung von A*- und
A°-Sterenen im sauren Milieu isomerisieren kann (Rubinstein et al., 1975; Sieskind et
al., 1979). Es kommt dabel zu einem kaskadenartigen Wandern von Protonen Uber das
Ringsystem, das mit der Umlagerung der beiden Methylgruppen an den Kohlenstoffatomen
C-10 und C-13 an die Positionen C-5 und C-14 einhergeht. Es resultieren die Diasterene,
deren Massenspektren durch ein einziges Fragment gekennzeichnet sind, das aus der
Abspaltung der Seitenkette resultiert (Rubinstein et al., 1975). Werden die gebildeten
Diasterene anschliefiend hydriert, liegen die bekannten Diasterane vor, die sich von den
reguldren Steranen massenspektrometrisch anhand einer deutlichen Seitenkettenabspaltung

unterscheiden lassen.
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Abb. 3-14: Massenspektren der unbekannten C,-Verbindung und des Produkts der sauer katalysierten
Umlagerung von 1,10-seco-Cholesten (14-Methyl-18-nor-1,10-seco-cholestan ?)

Von essentieller Bedeutung fur eine Umlagerung der Methylgruppen an C-10 und C-13 ist
die Protonierbarkeit eines zu C-5 benachbarten Kohlenstoffatoms unter Ausbildung eines
stabilen Carbenium-lons an C-5. Gegeben ist das bei der Verbindung 1,10-seco-Cholesten,
welches bel der Eliminierung der Hydroxylfunktion des 1,10-seco-Cholestan-5-ol s entsteht.

Tatsachlich konnte ein Isomerengemisch von 1,10-seco-Cholesten in die entsprechenden
1,10-seco-Diachol estene tberfiihrt werden. In Ubereinstimmung mit dem natiirlichen Diaster-
13(17)-en weisen die Massenspektren der Isomere as einziges Fragment die
Seitenkettenabspaltung auf. Das Produkt konnte mit Wasserstoff am Platinoxid-K atalysator
nicht hydriert werden. Eine Umsetzung von mehr als 90% wurde erst Uber die ionische
Hydrierung mit Trifluoressigsaure und Triethylsilan erreicht.

Alle Isomere weisen in Analogie zu den Diasteranen ein deutliches Fragment bel m/z 261
auf, das aus der Abspaltung der Seitenkette resultiert. Die jeweilige relative Intensitét liegt
deutlich Uber der im Massenspektrum der entsprechenden natirlichen C,7-Verbindung (siehe
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Abb. 3-14). Dartber hinaus stimmen die Retentionszeiten der natUrlichen und der
synthetischen Verbindung nicht Uberein. Den Ergebnissen nach sind die unbekannte
C,7-Verbindung und das Syntheseprodukt nicht identisch.

Entgegen den Erwartungen weist keines der gebildeten Isomere eine verstérkte Abspaltung
einer C,-Kette auf. Dies ware aber in Anlehnung an das Fragmentierungsverhalten von
4,5-seco-Cholestan zu erwarten, da die Abspaltung durch die Stabilisierung tber ein tertiares
Radikalkation beglnstigt sein sollte (vgl. Abb 3-6). Es stellt sich somit die Frage, ob es sich
bei dem Produkt tatséchlich um 1,10-seco-Diacholestan handelt oder ob die Methylgruppe an
Position C-10 verbleibt. Fir die Beantwortung muss man sich den Syntheseweg von
1,10-seco-Cholestan vergegenwartigen (siehe Kapitel 3.2.4).

Die Eliminierung der Hydroxylfunktion von 1,10-seco-Cholestan-5-ol kann theoretisch zu
drei Struktur-lsomeren fihren, bei denen sich die Doppelbindung in der A”-, der A°- oder der
A9 position befindet. Alle detektierten Isomere in dem bei der Synthese erhaltenen
Produktgemisch spalten ein Radikal der Masse 57 ab. Demnach kann A?-1,10-seco-Cholesten
als Struktur ausgeschlossen werden, da bel dieser Verbindung die Abspaltung eines
Alkenylrestes mit 55 Masseneinheiten zu erwarten wére. Bei der Verbindung 1,10-seco-
Cholest-5-en ginge eine saure Katalyse zwangslaufig mit der Umlagerung der Methylgruppe
an Position 10 einher. Der Butylrest ware an ein quarternares Kohlenstoffatom gebunden,
weshalb fir die Fragmentierung ein intensives [M*-57]-Signal zu erwarten wére (s.0.). Wirde
die Umlagerung bei der Verbindung 1,10-seco-Cholest-5(10)-en durch die Protonierung von
C-5 eingeleitet, wére die Methylgruppe an Position 10 nicht betroffen und der Butylrest l&ge
an elnem tertiaren Kohlenstoffatom vor (siehe Abb. 3-15). Im Massenspektrometer wirde aus
der Abspaltung des Butylrestes ein sekundéres Carbenium-lon resultieren. In Analogie zum
Verhalten von 4,5- und 1,10-seco-Cholestan wére daher eine deutlich geringere Intensitét
dieses Fragments (M*-Butylrest) zu erwarten. Auf diesen Uberlegungen basiert die Annahme,
dass bel der Eliminierung der Hydroxylgruppe aus 1,10-seco-Cholestan-5-ol die Verbindung
1,10-seco-Cholestan-5(10)-en gebildet wird und dass es sich bei dem Produkt der ionischen
Hydrierung nicht um das erwartete 1,10-seco-Diacholestan, sondern vielmehr um 14-Methyl-
18-nor-1,10-seco-Cholestan handelt.
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H+

Abb. 3-15: hypothetische Umlagerung von 1,10-seco-Diachol est-5(10)-en
3.2.7 Ein weiterer Strukturvorschlag

Aufgrund der bisherigen Ubertragbarkeit des massenspektrometrischen Verhaltens der
synthetisierten seco-Verbindungen und ihrer reguldren ,Verwandten® wurde auf die
Entwicklung einer Synthese fur 4,5-seco-Diacholestan verzichtet. Die Erfolgsaussichten
wurden als zu gering eingeschétzt.

Mit den durchgefiihrten Synthesen konnte gezeigt werden, dass keines der synthetisierten
Isomere von 4,5-seco-Cholestan, 1,10-seco-Cholestan und 14-Methyl-18-nor-1,10-seco-
cholestan mit der natUrlichen unbekannten C,7-Verbindung Ubereinstimmt. Aufgrund der
gaschromatographischen und massenspektrometrischen Daten besteht aber weiterhin die
Annahme, dass die unbekannten Verbindungen eine steroidale Struktur mit einem gedffneten
A-Ring besitzen. Ohne zundchst Uberlegungen zu moglichen Vorlauferverbindungen zu
berlicksichtigen, sind rein mechanistisch weitere Strukturen denkbar.

Aus den massenspektrometrischen Daten von 4,5- und 1,10-seco-Cholestan geht hervor,
dass der Butylrest nicht zu leicht abspaltbar sein darf und daher vermutlich an ein tertidres
Kohlenstoffatom gebunden ist. Bel ener 1,10-seco-Verbindung misste demnach die
Methylgruppe in ihrer urspringlichen Position an C-10 verbleiben. Eine 4,5-seco-Struktur
wirde dem zu Folge eine Verschiebung der Methylgruppe von C-10 nach C-5 erfordern. Die
Synthese von 14-Methyl-18-nor-1,10-seco-cholestan hat gezeigt, dass eine Methylgruppe in
Position C-14 in einer vergleichswelise intensiven Seitenkettenabspaltung im Massenspektrum
resultiert. Da das Massenspektrum der unbekannten Verbindung kein solches Fragment
aufweist, sollte die Methylgruppe wie bel reguléren Steranen an der Position C-13 sitzen. Auf
diesen Uberlegungen basiert schlielich Vorschlag, dass es sich bei der unbekannten
natrlichen Cy7-Verbindung um 5-Methyl-19-nor-4,5-seco-cholestan handelt. Die Struktur
dieser Verbindung ist in Abb. 3-16 wiedergegeben. Die Richtigkeit des Strukturvorschlags
muss durch eine Synthese im Rahmen zukunftiger Arbeiten Uberprift werden. In

Ermangelung eines synthetischen authentischen Standards werden daher im Folgenden
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weitere Indizien diskutiert, anhand derer die Validitdt des Strukturvorschlags Uberpriift

werden soll.

Abb. 3-16: 5-Methyl-19-nor-4,5-seco-cholestan: Strukturvorschlag fir die unbekannte C,;-V erbindung

3.2.8 Allgemeine Plausibilitat des Strukturvor schlags

Wenn es sich bei den unbekannten Verbindungen tatséchlich um steroidale Verbindungen
handelt, dann ist denkbar, dass sie in Analogie zu den reguldren Steranen im Verlauf der
thermischen Reife (Katagenese) zu entsprechenden Aromaten dehydriert werden. Ausgehend
von der Annahme, dass es sich bei den unbekannten Verbindungen um A-Ring-seco-Sterane
handelt, ist ein Reihe von aromatischen Systemen denkbar (siehe Abb. 3-17). Neben den

monoaromatischen sind wegen des gedffneten Ringes nur diaromatische Verbindungen

maoglich.
a)
b)
Abb. 3-17: a) Mono- und triaromatische Steroidkohlenwasserstoffe; b) aromatische 4,5-seco-Cholestan-

Derivate

Die Massenspektren der mono- bzw. triaromatischen Steroidkohlenwasserstoffe sind durch
die Fragmente bei m/z 253 bzw. m/z 231 gekennzeichnet. Sie entstehen durch die Spaltung der
benzylischen Bindung zwischen C-17 und C-20. Fir mono- und diaromatische
seco- Steroi dkohlenwasserstoffe sollten sich demnach die Fragmente bei m/z 255 und nvz 251

ergeben (s.u.).
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Monoaromaten

Bezogen auf das Fragment der monoaromatischen Steroidkohlenwasserstoffe bei m/z 253
kann das Fragment bel m/z 255 aus der Hydrierung einer Doppelbindung oder aus der
Spaltung eines Rings hervorgehen. In beiden Fallen wirde das Ringsystem um zwei
Masseneinheiten schwerer. Die Hydrierung einer Doppelbindung wirde den Verlust des
stabilen aromatischen Systems bedeuten, und es wére zu erwarten, dass auch weltere
Hydrierungsprodukte z.B. mit m/z 257 in énlichen Konzentrationen nachweisbar sein sollten.
(Die Vertellungsmuster dieser Produkte konnten von denen der monoaromatischen
Steroidkohlenwasserstoffe  abweichen, da fir ene Hydrierung der einzelnen
Doppel bindungshomologen die Aktivierungsenergien unterschiedliche sein kdnnten.) Es ist
aber bekannt, dass in Proben fortgeschrittener Reife (Stadium der Olbildung) keine
ungeséttigten nichtaromatischen Kohlenwasserstoffe nachgewiesen werden kdnnen. Daraus
ergibt sich, dass das Fragment bel m/z 255 auf die Spaltung eines Rings zurtckgefuhrt und
demnach als Bestétigung flr eine seco-Struktur angesehen werden kann.

InAbb. 3-18 sind lonenchromatogramme dargestellt, die die Verteilungsmuster der
bekannten monoaromatischen Steroide (m/z 253) und des hypothetischen Analogon mit
gedffnetem Ring (m/z 255) zeigen. Die abgebildeten lonenchromatogramme stammen aus der
Analyse der nicht-biodegradierten Monterey-Probe des Olfelds Orcutt B. Die
GC-Bedingungen wurden so gewahlt, dass eine Koelution der sich um zwel Masseneinheiten
unterscheidenden Verbindungen verhindert wurde. Auf eine vollsténdige Auftrennung der
Isomere der aromatischen Steroidkohlenwasserstoffe musste dabei verzichtet werden.

Aus dem Massenchromatogramm von m/z253 geht die typische Isomeren- und
Homologen-Verteilung der monoaromatischen Steroi dkohlenwasserstoffe hervor. Ein nahezu
identisches Muster zeigt auch das lonenchromatogramm bei m/z 255. Die Konzentrationen
sind wie bei den aiphatischen Verbindungen um den Faktor 5 bis 10 geringer. Die
Massenspektren der Verbindungen aus dem lonenchromatogramm von m/z 257 (nicht
abgebildet) unterscheiden sich demgegentiber von denen der zuvor genannten aromatischen
Steroidkohlenwasserstoffe. Es muss aber beriicksichtigt werden, dass eine Auswertung der
Daten wegen der geringen Konzentrationen nur begrenzt mdoglich war. Die Suche nach
anderen moglichen charakteristischen Fragmentionen blieb erfolglos, weshalb auf die
Darstellung weiterer lonenchromatogramme  verzichtet wurde. Die Ahnlichkeit der
Verteilungsmuster in den m/z 253- und 255-Spuren und die Abweichungen zur nvVz 257-Spur
bestdtigen die Annahme, dass das lonenchromatogramm von nvz 255 représentativ fir

monoaromati sche seco-Steroidkohlenwasserstoffe ist.
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Abb. 3-18: lonenchromatogramme  fur mv/z 231, 251, 253 und 255 aus der GC-MS-Analyse der

Aromatenfraktion des Monterey-Rohols des Olfelds Orcutt B. C,, bezeichnet die Anzahl der
Kohlenstoffatome und 20S und 20R die Konfiguration an C-20. Die Zuordnung erfolgte anhand
der lonenchromatogramme der jeweiligen Molekilionen und auf der Basis von Literaturdaten
(Peters und Moldowan, 1993).

Triaromaten

Das lonenchromatogramm m/z 231 représentiert die reguldren triaromatischen
Steroidkohlenwasserstoffe. Anders a's bei den reguléren triaromatischen Steroiden ist fur die
Bildung eines diaromatischen seco-Steroi dkohlenwasserstoffs grundsétzlich keine Abspaltung
der C-19-Methylgruppe notwendig (wenn sie an C-5 gebunden ist), aber mdglich. Als
Fragmente kommen demnach sowohl die lonen bel m/z 237 as auch die bel n/z 251 in
Betracht.

Das lonenchromatogramm von myz 231 (Abb. 3-18) spiegelt eine Ubliche Verteilung der
triaromatischen Steroidkohlenwasserstoffe wider. Die Verteilung des

m/z 251-lonenchromatogramms ist der in der m/z 231-Spur bemerkenswert @hnlich. Gleiches
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gilt fur die in ihren Signalen um 20 Masseneinheiten verschobenen Massenspektren. Diese
Ubereinstimmungen werden als Hinweis auf die steroidale Struktur der unbekannten
aromatischen Verbindungen gedeutet. Vergleichbare Verteilungsmuster gehen aus dem
lonenchromatogramm bei myz 237 nicht hervor (nicht abgebildet). Demzufolge wird das
lonenchromatogramm bel m/z 251 als reprasentativ fur diaromatische seco-Steroide mit einer
Methylgruppe an C-5 angesehen.

Da einige triaromatische Steroide unter den gewéhlten Konditionen koeluieren, wird der
zusétzliche Peak im lonenchromatogramm von m/z 251 mit ener besseren
gaschromatographischen Trennung der entsprechenden Verbindungen erkléart. Die

berechneten relativen Intensitéten stiitzen diese These:

Verbindung m/z 231,2 m/z 251,2
C,-20S 15,0 14,2
Cx-20S 441 29,0
Cx-20R 13,9
C,9-20S 8,7 8,9
Cx-20R 20,7 22,2
Cx-20R 115 11,8

Summe 100,0 100,0

Tabelle3-2:  Relative Intensitéten der dominierenden Verbindungen in den lonenchromatogrammen von
m/z 231,2 und 251,2 (vgl. Abb. 3-18). C,, bezeichnet die Anzahl der Kohlenstoffatome und 20S
und 20R die Konfiguration an C-20.

Die Annahme, dass es sich be den unbekannten Verbindungen mit den
Schltisselbruchstiicken bel nmVz 251 bzw. 255 um mono- und diaromatische seco-Steroide (mit
einer Methylgrupee an C-5) handelt, wird auch durch die relativen Retentionszeiten gestitzt.
Die Gruppe der unbekannten monoaromatischen Verbindungen eluiert etwas friher als die
regul@ren monoaromatischen Steroidekohlenwasserstoffe. Zwischen den reguléren mono- und
triaromatischen Steroiden eluieren die unbekannten diaromatischen Verbindungen.

Aufgrund der fir die unbekannten Verbindungen angenommenen Strukturen kdnnte man
Fragmente erwarten, die auf die erleichterte benzylische Abspaltung einer Propylkette des
A-Rings zuriickzufihren waren. Entsprechende Fragmente lieffen sich nicht eindeutig
nachweisen. Der Grund fir diesen Befund liegt darin, dass massenspektrometrische
Fragmentierungen in der Regel energetisch kontrolliert sind. Aus dieser Sicht ist die
Abspaltung der Seitenkette gegentiber dem Propylradikal aus dem getffneten A-Ring deutlich
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bevorzugt. In der Summe werden die Befunde a's Indizien dafiir angesehen, dass es sich bel
den Verbindungen in dem nvz 255 bzw. 251-lonenchromatogramm um mono- und
diaromatische seco-Steroide mit einer C-5 Methylgruppe handelt. Die vorliegende
Interpretation der massenspektrometrischen Daten stlitzt somit die Annahme, dass es sich bel

den unbekannten aliphatischen Verbindungen um 5-Methyl-19-nor-4,5-seco-sterane handelt.
3.3 Vorkommen der unbekannten Verbindungen

Bisher wurde das Vorkommen der unbekannten Verbindungen nur fir wenige Ole des
Kelamayi-Olfelds im Westen Chinas beschrieben (Jiang et al., 1990). Der Nachweis der
unbekannten Verbindungen in einem Ol der Monterey-Formation, Kalifornien, geht auf
frihere Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe zuriick und warf die Frage nach der
Verbreitung der unbekannten Verbindungen auf. Um diese beantworten zu kénnen, waren die
im Folgenden beschriebenen Untersuchungen auf drel wesentliche Aspekte ausgerichtet,
namlich das Vorkommen der unbekannten Verbindungen

- in organischem Material unterschiedlicher Herkunft,

- in organischem Material gleicher Herkunft bel unterschiedlicher Reife und

- in makromol ekularem organischem Material wie Asphaltenen.

Anhand eines Screenings von Proben unterschiedlicher Herkunft sollte einerseits eine
ubiquitéare Verbreitung der unbekannten Verbindungen aufgezeigt bzw. ausgeschlossen
werden. Weiterfuhrend wurde untersucht, ob Faktoren wie die Herkunft der Probe in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen. Dartiber hinaus sollte tber die Analyse einer Probenserie
gleicher Herkunft bei unterschiedlicher Reife herausgefunden werden, ob das VVorkommen der
unbekannten Verbindungen von der Reife einer Probe abhangt oder nicht. Schliefdlich sollte
Uber die Pyrolyse von Asphaltenen geklart werden, inwieweit eine Freisetzung aus

Makromolekilen moéglich ist.

3.3.1 Vewendete Parameter

Um die unterschiedlichen OI- bzw. Sedimentproben miteinander vergleichen zu konnen,
wurden einige ausgewdhite Reife- und Herkunftsparameter herangezogen, die auf den
Substanzklassen der Sterane und Hopane basieren. Da es nicht Ziel der vorliegenden Arbeit
war, die Proben eingehend zu charakterisieren, werden die Parameter nur kurz beschrieben.

Fur weiterfiihrende Informationen sei auf die Literatur verwiesen.
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3.3.1.1 Allgemeine Anmerkungen zu Steroiden und Hopanoiden

Die Steroide gehtren zu den tetracyclischen Triterpenoiden. Sie werden durch Zyklisierung
von Sgualenepoxid biosynthetisiert (Ourisson et a., 1987). Sie sind als GerlUstsubstanzen in
Zellmembranen und als Regulierungssubstanzen in Form von Hormonen in vielen
Eukaryonten von Bedeutung (Killops und Killops, 1993). Es ist eine Vielzahl von Sterolen
aus zahlreichen biologischen Quellen bekannt, die je nach Substitutionsmuster des
Grundgerusts vorwiegend 27 bis 30 Kohlenstoffatome besitzen. Die Stabilitdt des Gerusts
wahrend der Diagenese und Katagenese bildet die Basis fur die Verwendbarkeit der Steroide
as Biomarker.

22,29,30-trinor- 22,29,30-trinorneo- 17a,21pB,22R- 17B8,210,22S-
17a-Hopan (Tm) 18a-Hopan (Ts) homo-Hopan homo-Hopan

R = H
n
R= ™4 30-nor-17a-Hopan H@\
homo-17a-Hopan
: R= MT/ 17a-Hopan

dihomo-17a-Hopan
Abb. 3-19: Strukturen, mogliche Konfigurationen und Bezeichnungen einiger Hopanoide

trihomo-17a-Hopan
tetrakishomo-17a-Hopan
pentakishomo-17a-Hopan

5 3 3 355
o nn
oA WN

Waéhrend bei den Eukaryonten die Steroide haufig stabilisierende Eigenschaften in den
Zellmembranen besitzen, sind es in vielen Prokaryonten die Hopanoide, denen diese Funktion
zukommt (Qurisson et al., 1979). Sie werden durch Zyklisierung von Squalen gebildet. Die
hier untersuchten geséttigten Hopane mit einem Kohlenstoffgertst von 27 bis 35 Atomen
entstehen im Laufe der Diagenese unter anoxischen Bedingungen aus Vorldufern wie

Bakteriohopanpolyolen (Mackenzie et a., 1984). Letztere stellen die in Bakterien
63



3-Ergebnisse und Diskussion

dominierenden Hopanoide dar. Ahnlich wie bei den Steroiden ist es die Stabilitét des
Grundgertsts, welche die Verwendung der Hopanoide als Biomarker erméglicht. In Abb.

3-19 sind die Strukturen einiger Hopanoide wiedergegeben.

3.3.1.2 Parameter fur die Quantifizierung der unbekannten Verbindungen

Um die relativen Konzentrationen der unbekannten Verbindungen in den unterschiedlichen
Proben miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden zwei Parameter entwickelt. Aufgrund der
angenommenen steroidalen Struktur wurde die C,-Verbindung zur Summe der reguléren
5a,140,170,20(S+R)- und 5a,143,173,20(S+R)-Cholestane ins Verhdtnis gesetzt. Der
Quotient wird im Folgenden als U/REG (unbekannt/regulér) bezeichnet und wurde bei den
reifen Proben unterschiedlicher Herkunft angewandt (Kapitel 3.3.3).

Durch die katagenetische Freisetzung aus Kerogen nehmen die relativen Konzentrationen
vieler Verbindungen wie beispielsweise die der reguldren Sterane zu. Der Parameter U/REG
scheint daher zum Vergleich von Proben mit sehr unterschiedlicher Reife ungeeignet zu sein.
Fur einen Vergleich der Muttergesteinsproben aus der Hilsmulde wird daher ein Parameter
vorgeschlagen, der die relative Konzentration der unbekannten C,7-Verbindung auf der Basis
einer anderen, in moglichst gleichbleibender Konzentration vorliegenden Verbindung
normiert. Die relativen Konzentrationen der Diasterane sollten sich innerhalb der Probenserie
vergleichsweise wenig unterscheiden, da sie Uberwiegend wahrend der Diagenese gebildet
werden, nicht makromolekular gebunden vorliegen und somit bei zunehmender Reife auch
nicht thermisch freigesetzt werden. Der zweite Parameter wurde schliefdlich aus dem
Quotienten der Intensitdten der unbekannten Cy7-Verbindung und der Summe der
3C,-Isotopenpeaks der  13B,17a-Diacholestane in dem lonenchromatogramm  von
Mz 374,4 - 219,2 aus den GC-MSMS-Analysen gebildet. Im Weiteren wird der Parameter
mit U/DIA (unbekannt/Diacholestane) abgekirzt.

3.3.1.3 Reifeparameter

Von den zahlreichen theoretisch mdglichen Stereoisomeren der reguléren Sterane
dominieren in fossilem organischem Material vier, die sich in den Konfigurationen an den
Positionen C-14, C-17 und C-20 unterscheiden. Da sich die relativen Verhéltnisse mit
zunehmender Reife andern, lasst sich an ihnen die Reife der Probe abschétzen. Biogen
besitzen Steroide eine 5a,14a,17a,20R-Konfiguration (sofern die A°-Doppelbindung hydriert
ist). Das C-20-Atom stellt das am leichtesten isomerisierende stereogene Zentrum dar. Mit

zunehmender Reife tritt vermehrt das Epimer mit 20S-Konfiguration auf, wobel sich ein
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Gleichgewicht zwischen dem R- und dem S-Epimer einstellt. In reifen Proben erreicht der
Quotient S/(R+S) Werte um 0,54 (van Graas et al., 1982; Seifert und Moldowan, 1986). Mit
fortschreitender Genese nehmen dartiber hinaus die relativen Konzentrationen der 1somere
mit 5a,14B,17B-Konfiguration zu. Das Verhdltnis der beiden af33-Isomeren (20R+20S) zur
Summe der aaa- und ap3-lsomeren ermdglicht somit ebenfalls die Abschétzung der Reife
einer Probe. Bel variablen Anfangswerten zeigt ein Wert von etwa 0,8 das Erreichen des
Gleichgewichtszustands an (Mackenzie, 1984; Seifert und Moldowan, 1986). Um
Koelutionen mit Diasteranen aus dem Wege zu gehen, erfolgt die Auswertung der beiden
genannten Parameter (im  GC-MS-Modus) Ublicherweise auf der Basis der
24-Ethylchol estane.

Wie bel den Steranen lassen sich in fossilem organischem Material mehrere Stereoisomere
der Hopane nachweisen, deren relative Konzentrationen von der Reife abhangen. Die
Hauptquelle fur fossile Hopane stellen Bakteriohopanpolyole dar, die in den Zellmembranen
prokariotischer Organismen vorkommen (Ourisson et al., 1979, 1987). Die Diagenese dieser
Verbindungen fuhrt Uber Oxidationsreaktionen und Defunktionalisierung zu geséttigten
Kohlenwasserstoffen (Mackenzie, 1984; Brassel, 1985).

Biogen werden Hopanoide mit 17(3,213-Konfiguration gebildet, obwohl auch die als
Moretane bezeichneten 17[3,21a-Hopane einen biologischen Ursprung haben kénnen.
Wahrend der Diagenese werden sowohl Moretane als auch 17a,213-Hopane gebildet. Mit
fortschreitender Diagenese erhoht sich der Anteil der Verbindungen, die in der thermisch
stabileren 17a,213-Konfiguration vorliegen (Seifert und Moldowan, 1980). Bei einem
Kohlenstoffgrundgeriist von mehr als 30 Atomen tritt zusétzlich eine R/S-Epimerisierung an
der Position C-22 auf (Ensminger et a., 1977), welche noch friiher als die entsprechende
Seitenketten-Epimerisierung  bei  den Steroiden dtattfindet. Aus den  genannten
Isomerisierungs-Reaktionen lassen sich zwei Parameter ableiten, die eine Einordnung der
Probe bezlglich der Reife zulassen. Die Epimerisierung an der Seitenkette (Position C-22)
wird durch das Verhdtnis 22-S/(S+R) beschrieben. Der Gleichgewichtszustand ist mit einem
relativen Anteil von etwa 60% des S-Epimeren erreicht, was einem Parameterwert von 0,6
entspricht (Ensminger, 1977; Seifert und Moldowan, 1986). Der Grad der Isomerisierung an
den Positionen C-17 und C-21 |&sst sich an dem Verhdtnis ap/(ap+pa) ablesen, welcher in
der Praxis mit einem Wert von ungeféhr 0,9 das Maximum erreicht hat (Mackenzie et al.,
1980; Seifert und Moldowan, 1980).
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3.3.1.4 Herkunftsparameter

homo-Hopan-Index - (Czs/Z(C31-Css))

Haufig findet man bel den Hopanen in geologischen Proben Verteilungsmuster, die durch
abnehmende K onzentrationen vom homo-17a,213-Hopan zum pentakishomo-17a,213-Hopan
gekennzeichnet sind. In karbonatischen oder evaporitischen Gesteinen sind die pentakishomo-
17a,213-Hopan-Konzentrationen dagegen uUblicherweise erh6ht und dominieren dabei
gegenuber dem tetrakishomo-17a,21p3-Hopan (z.B. Connan et a., 1986; Clark und
Philp, 1989). Fir den Parameter wird das Verhdltnis des pentakishomo-17a,213-Hopans zur
Summe der homo-17a,213-Hopane mit 31 bis 35 Kohlenstoffatomen gebildet (Css/Z(Cas-
Css)). Im algemeinen werden hohe Werte dieses Parameters als Hinweis auf ein stark
reduzierendes Ablagerungsmilieu angesehen (Peters und Moldowan, 1991). Der Parameter
dient somit der Beschreibung der Redoxverhdltnisse bei der Ablagerung des organischen
Materials und wahrend der frihen Diagenese. In dieser Arbeit wurde zusétzlich das Verhédtnis
des pentakishomo- zum tetrakishomo-17a,213-Hopan errechnet, wobel Werte >1 auf eine
Verteilung hinweisen, bei der die pentakishomo-17a,213-Hopane Uberwiegen und auf ein
reduzierendes Milieu schlief3en lassen. Die Darstellung erleichtert aufgrund der Zahlenwerte

den Vergleich der Proben untereinander.

30-nor-17a,21-Hopan- /17a,213-Hopan - (29/30)

Palacas et al. (1984) verwendeten zur Ol-Muttergesteins-Korrelation unter anderem das
Verhdtnis von 30-nor-17a,21B3-Hopan zu 17a,21B-Hopan. Haufig sind die relativen
Konzentrationen des 17a,213-Hopans doppelt so hoch wie die des 30-nor-17a,213-Hopans
(Waples und Machihara, 1991). In karbonatischem Gestein und in Evaporiten wurden
dagegen ungewdhnlich hohe Anteile des 30-nor-17a,213-Hopans gefunden (z.B. Connan et
al., 1986).

Tm/(Tm+Ts)

Im Verlauf der Katagenese zeigt das C,7-22,29,30-trinorneo-18a-Hopan (TS) eine grof3ere
Stabilitét als das Cy7-22,29,30-trinorneo-17a-Hopan (Tm), weshalb das Verhdltnis dieser
beiden Verbindungen mit zunehmender Reife grof3er wird (Seifert und Moldowan, 1978). Zu
beachten ist bei einer Interpretation, dass die Konzentrationen nicht nur reife-, sondern auch
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guellenabhangig sind (Moldowan et a., 1986). Werte fir Sedimentgesteine (und
entsprechende Ole) aus einem hypersalinen Milieu kénnen beispielsweise verhaltnismaiig
hoch sein (Seifert und Moldowan, 1978), wahrend aus karbonatischen Muttergesteinen Ole
mit relativ niedrigen Werten gebildet werden (McKirdy et al., 1981). Die Werte dieses
Parameters sind daher nur aussagekraftig, wenn fur unterschiedliche Proben gleiche Quellen

oder sogar Fazies angenommen werden kénnen.

3.3.1.5 Ergebnisseund Diskussion

Anhand der gaschromatographischen Daten wird deutlich, dass die Fraktionen der
aliphatischen Verbindungen aller (nichtbiodegradierten) Proben Gberwiegend aus n-Alkanen
bestehen und erddltypische Verteilungsmuster ohne Bevorzugung aufweisen. In
vergleichbaren Konzentrationen liegen nur noch die Isoprenoide Pristan und Phytan vor, aus
deren Quotient sich Redoxverhaltnisse wahrend der Ablagerung des organischen Materias
abschétzen lassen (Didyk et al., 1978; Tissot und Welte, 1984). Nach Freisetzung von Phytol
z.B. aus Chlorophyll wéhrend der Diagenese fuhrt die Oxidation mit anschlief3ender
Decarboxylierung Uber Pristen zu Pristan, wahrend unter reduzierenden Bedingungen nach
Wasserabspaltung und Hydrierung Phytan gebildet wird (Didyk et a., 1978). Aufgrund von
weiteren moglichen Eintragsquellen fir Pristan und Phytan, wie z.B. Tocopherol und Di-
(biphytanyl)glycerylether aus Membranen von Archaea (Chappe et a., 1982; Goosens et al.,
1984; ten Haven et al., 1987; King et a., 1998), ist die Interpretation des Verhaltnisses nicht
uneingeschrankt maglich. Peters und Moldowan (1993) empfehlen daher die Verwendung des
Pristan/Phytan-V erhal tnisses nur fur Werte >2,5 und <0,6.

In Tabelle 3-3 sind die Kohlenstoffzahlen und Konzentrations-Maxima der n-Alkane und
die Pristan/Phytan-V erhdtnisse der Erdolproben wiedergegeben.

Allgemein spiegeln sich trotz der geschilderten Einschrankungen in den Pristan/Phytan-
Verhdtniswerten die Uberwiegend suboxischen Ablagerungsbedingungen fir die meisten
Proben wider. Darliber hinaus weisen einige der geographisch nahe beleinandergelegenen
Proben ahnliche Werte auf (z.B. die Proben der Olfelder Balder und Ekofisk mit 1,6 bzw. 1,4
sowie die Proben der Monterey-Formation mit Werten zwischen 0,8 und 1,0).

In allen Proben lief3en sich des weiteren Sterane und Hopane (vgl. Kapitel 3.3.1.1) in
deutlich geringeren relativen Konzentrationen als die beschriebenen acyclischen
Verbindungen nachweisen. Die Auswertung der jeweiligen Biomarkerverteilungen erfolgte
daher auf der Basis von GC-MS-Analysen.
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Probe Kohlenstoff-Zahl Maxima Pri/Phy
Balder 12-39 n-Hexadecan 157
BEA <9-39 n-Tridecan 1,80
Boscan 13-37 n-Eicosan 0,49
Ekofisk <9-35 n-Nonadecan 1,38
Oseberg kDY - 043
CasmaliaA kD? - 0,80
CasmaliaB 11-38 n-Hexadecan 0,89
Orcutt A kD? - kD?
Orcutt B 12 -37 n-Nonadecan 0,97
Uinta 9-38 n-Tetracosan 1,02
Arabian Medium kD" - 0,63
Wadi Gaza kD? - 0,72-1,06”
Kongo GeoB 13-33 n-Tetracontan -

Tabelle 3-3: Kohlenstoffzahlen und Maxima der n-Alkanverteilungen und Pristan/Phytan-Verhaltnisse der
Erdolproben. kD = keine Daten; » Fir die Auswertung stand nur eine n-alkanfreie Probe zur

Verfligung. 2) Aufgrund von Biodegradation waren keine n-Alkane vorhanden. ® Es standen 6
Proben zur Verfiigung, der Mittelwert der Pristan/Phytan-V erhaltnisse betrégt 0,88.

Die berechneten Parameterwerte, auf die an dieser Stelle nicht im Einzelnen eingegangen
werden soll, entsprachen den Erwartungen und stehen im Einklang mit der Reife und der
Herkunft der jeweiligen Olprobe.

Fur zweifelsfrele Nachweise der unbekannten Verbindungen reichte selbst die
Empfindlichkeit des GC-MS-Geréts nicht in allen Fallen aus. Mittels GC-MSM S-Analysen
konnten die Verbindungen mit 27, 28 und 29 Kohlenstoffatomen qualitativ aber ausnahmslos
in alen Proben nachgewiesen werden. In einigen Proben waren die absoluten Gehalte sehr
gering. Eine weitere Aufkonzentration der Messldsung war teillweise jedoch nicht méglich,
weshalb das Signal-Rausch-Verhdltnis nicht verbessert werden konnte. Wéahrend bisher nur
von zwei Isomeren berichtet wurde (Jiang et al., 1990), geben die massenspektrometrischen
Daten Grund zu der Annahme, dass mindestens vier weitere Isomere existieren (vgl. Abb.
3-20). Die Verteilungsmuster der Co7-lsomere im Boscan-Ol (nicht biodegradiert) und in der
Probe Casmalia A (stark biodegradiert) sind nahezu identisch. Es kann daher ausgeschlossen

werden, dass es sich bei den Isomeren um Produkte mikrobieller Umwandlung handelt.
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Abb. 3-20: Ausschnitte aus lonenchromatogrammen einer Boscan- und der Casmalia A-Olprobe. Die

grauen Pfeile kennzeichnen die beiden in der Literatur beschriebenen Isomere, wéhrend die
wei 3en Pfeile bislang unbekannten Isomeren zugeordnet sind.

Um einen Vergleich der Proben beziglich der unbekannten Verbindungen zu erméglichen,
wurde der Parameter U/REG hergeleitet (vgl. Kapitel 3.3.2). Er berechnet sich aus dem
Verhdtnis der unbekannten Cy-Verbindung zur Summe der reguldren Cholestane. Zur
Veranschaulichung von méglichen Zusammenhangen beziiglich der Reife und Herkunft der
einzelnen Proben wurden weitere Parameterwerte gegen U/REG aufgetragen (siehe Abb.

3-21). Es wurden jene Proben aul3er acht gelassen, die Biodegradationsmerkmale aufweisen.
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Da ale Parameter Verhdtniswerte darstellen, sind die Abszisse und die Ordinate
dimensionslos.

In dem oberen Teil von Abb. 3-21 ist U/REG gegen eine Auswahl von Reifeparametern
aufgetragen. Zu beachten ist, dass aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der Proben kein
uneingeschrankter Vergleich der Reifeparameterwerte erfolgen kann. Anhand der Daten wird
aber deutlich, dass sich alle Proben in einem fortgeschrittenen Reifestadium befinden. Eine
Proportionalitdt zu U/REG lasst sich nicht erkennen oder ist so gering, dass sie in der
Grolenordnung von Messungenauigkeiten liegt.

Wegen der besseren Uberschaubarkeit sind im unteren Teil einige Herkunftsparameter in
zwei Diagrammen dargestellt. Wenngleich Faktoren wie die Reife (bei Ts/(Ts+Tm)) oder das
Redoxmilieu (bei Css/Z(C31-Css)) Einfluss auf die Parameterwerte haben, so sind sie auch
davon abhangig, ob das organische Material in tonigen oder karbonatischen Sedimenten
abgelagert wurde.

Sofern das Vorkommen der unbekannten Verbindungen an entsprechende
Ablagerungsgebiete gebunden ist, sollte das aus Abb. 3-21 hervorgehen. Eine entsprechende
Tendenz ist nicht erkennbar. Die unbekannten Verbindungen werden sowohl in tonigen
Sedimenten (vgl. Proben der Nordsee) al's auch in karbonathaltigen Gesteinen gebildet (Probe
des Uinta-Beckens bzw. des Kelamayi-Olfelds, Jiang et a., 1990). Die relativen
Konzentrationen der unbekannten Verbindungen sind in der Probe des Uinta-Beckens
alerdings verhdtnismaidig gering. Es ist daher denkbar, dass protonenkatalysierte Reaktionen
fUr die Quantitét bel der Entstehung eine Rolle spielen.

Weliterhin scheint das Auftreten der Verbindungen nicht an marine Umgebungen und
daraus resultierend nicht an marine Organismen gebunden zu sein. Ein Beispiel fur den
positiven Nachweis in lakustrinem Milieu stellt die Probe aus dem Uinta-Becken dar.
Allgemein geben die Ergebnisse Anlass zu der Annahme, dass das Vorkommen der
Verbindungen qualitativ nicht von Matrixeffekten abhangt.

Abschlief3end sei aber erwahnt, dass auf der Basis der Daten nicht ganzlich ausgeschlossen
werden kann, dass die genannten Faktoren einen quantitativen Einfluss auf das Vorkommen

der unbekannten Verbindungen haben.
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Ausgewédhlte Reife- und Herkunftsparameter versus U/REG. 225(StR)=homo-170,213,22S
Hopan/(homo-17a,213,22S-Hopan+homo-17a,213,22R-Hopan);  af/(af+ La)=17a,213-Hopary/-
(17a,21B-Hopan+17B3,21a-Hopan);  209/(S+R)=5a,14a,170,20S-24-Ethylcholestan/  5a,14a,-
17a, 20(S+R)-24-Ethylcholestan; B4(aa+ 5H)=50,14[3,173,20(R+S)-24-Ethylcholestan/(5a,14a,-
170,20(R+S)-24-Ethylcholestan  +50,14B,173,20(R+S)-24-Ethylcholestan);  Ts/(Ts+Tm)=22,-
29,30-trinorneo-18a-Hopan/(22,29,30-trinor neo-18a-Hopan+22,29,30-trinor-17a-Hopan);
35/34=pentakishomo-17a,213-Hopan/tetrakishomo-17a,213-Hopan; Pri/Phy=Pristan/Phytan;
29/30=30-nor-17a,21B3-Hopan/17a,213-Hopan; dia/reg 29=133,17a-24-Ethyldiacholestan(R+S)/-
(Summe von 5a,140,17a,20(R+S)- und 5a,14f3,173,20(R+S)-24-Ethyl chol estan
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3.3.2 Vorkommen in organischem Material gleicher Herkunft und

unter schiedlicher Reife

3.3.2.1 Beschreibung der Posidonienschiefer proben

Der Posidonienschiefer wurde vor etwa 180 Millionen Jahren in einem flachen Randmeer
abgelagert, das sich vom Yorkshire-Becken in England Uber das niederséachsische und das
suidwestdeutsche Becken bis zum Pariser Becken in Frankreich erstreckte. Die stabile
Schichtung der Wassersaule mit anoxischem Bodenwasser fihrte zur Ablagerung eines
Olschiefers mit hohen Gehalten an marinem organischem Material.

Fur die Untersuchung standen sechs Posidonienschiefer-Proben (Lias €) aus der Hilsmulde
bei Hannover zur Verfligung. Die Bohrlokationen liegen auf einem etwa 50 km langen
Transekt, der von Haddessen im Nordwesten bis nach Wenzen im Sldosten verlauft. In
westlicher Richtung liegt etwa 30 km (Haddessen) bis 60 km (Wenzen) entfernt ein Magma-
Pluton in 6 km Tiefe. Im Bereich der Hilsmulde war der Posidonienschiefer zeitweise 2 km
tief versenkt. Das organische Material stand kurz vor dem Erreichen der Erddlgenese.
Hydrothermale Waésser, deren Aufsteigen der Pluton verursachte, heizten das organische
Material der Region zusétzlich auf. Das organische Material in den Proben der Lokation
Haddessen erreichte dadurch ein Reife-Stadium, bei dem die Biomarker weitestgehend
thermisch zerstort wurden. Demgegentber ist die Distanz zwischen der Lokation Wenzen und
dem Pluton zu grof3, al's dass dessen Temperatur einen wesentlichen Effekt auf das organische
Material hétte haben kénnen.

Da die Organofazies fur die Proben sehr einheitlich ist, lassen sich die unterschiedlichen
Reifestadien der Erdolgenese innerhalb der Probenserie anhand verschiedener Biomarker gut
beschreiben. In der Tabelle 3-4 sind die Werte eniger ausgewahlter Reifeparameter
zusammengestellt, die in der Arbeitsgruppe im Laufe der letzten Jahre durch
Mehrfachbestimmung ermittelt wurden. Aus den Daten geht deutlich die zunehmende Reife
innerhalb der Probenserie hervor. Erwartungsgemald weisen die Parameter der am weitesten
vom Magma-Pluton entfernten Probe Wenzen die niedrigsten Werte auf. Fur welitere
Informationen zu den Ergebnissen geochemischer Untersuchungen und zu Details zu den
geol ogischen und geochemischen Besonderheiten sei auf die Literatur verwiesen (Littke et al.,
1988; Rullkotter et al., 1988; Rullkdtter und Marzi, 1988; Littke et al., 1991).
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Sterane Hopane
20S/(20S+20R)" | BR/(aa+pPR)? | 225(225+22R)? | ap /(o +Ba)?
Wenzen 0,08 0,24 0,27 0,75
Wickensen 0,16 0,25 0,54 0,84
Dielmissen 0,49 0,57 0,59 0,93
Dohnsen 0,50 0,72 0,61 0,91
Harderode 0,50 0,75 0,60 0,90

Tabelle 3-4:  Einige ausgewahlte Reifeparameter fir die Hilsmulde-Proben auf der Basis fossiler Sterane und
Hopane. ¥ (20S)- und (20R)-50,140,17a-24-Ethylcholestan; 2 5a,14pB,17f- und 5a,14a,170-24-
Ethylcholestane (20S und 20R); ? dihomo-17a,21B-Hopane; ¥ 17a,21B-Hopan und 178,21a-
Hopan (Moretan)

3.3.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Die Aliphatenfraktionen wurden mittels GC-MSMS im MRM-Modus anaysiert
(vgl. Kapitel 2.11). Es muss berlcksichtigt werden, dass teilweise mit errechneten
Korrekturwerten gearbeitet werden musste. Eine detaillierte Beschreibung diesbeziiglich
findet sich im Kapitel 2.11. Dennoch kdnnen die hier prasentierten Ergebnisse als hinreichend
signifikant angesehen werden.

Qualitativ konnten die unbekannten C,7-, Cos- und Cyo-Verbindungen in alen Proben
nachgewiesen werden. Die relativen Verteilungsmuster der Verbindungen wurden aufgrund
des unzureichenden Signal-Rausch-Verhdltnisses nur fir die reifen Proben Dohnsen und
Harderode bestimmt. Mit 48:20:32 bzw. 48:21:31 sind die Vertellungen in beiden Proben
nahezu identisch. Der gleiche Trend ergibt sich aus den Massenchromatogrammen auch fir
die Ubrigen Proben. Es dominiert jewells die Cy7-Verbindung.

Fir einen Vergleich mit den Verteilungsmustern der regularen Sterane standen nur Daten
von GC-MS-Messungen (Full-Scan-Modus) zur Verfugung. Die relativen Anteile der
reguldren C,7-Cyo-Sterane betrugen 36:26:38 fur die Probe Dohnsen bzw. 35:28:37 fir die
Probe Harderode, woraus eine leichte Dominanz der Cy-Verbindung gegentiber der
C,7-Verbindung hervorgeht. Koelutionen bei der Detektion der reguléren Sterane kdnnen as
Ursache fur die abweichenden Verhdtnisse vernachlassigt werden: Da die 24-Ethylcholestane
davon am wenigsten betroffen wéren, sollten deren relative Konzentrationen aus den GC-MS-
Messungen daher im Vergleich zu den MRM-Messungen eher geringer ausfalen. Des

Weiteren konnen die Unterschiede nicht mit einer unbefriedigenden Reproduzierbarkeit der
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Intensitétsverhdtnisse unterschiedlicher lonenchromatogramme erklart werden, da die
Vertellungsmuster der Sterane fur die Proben Dohnsen und Harderode sehr gut
Ubereinstimmen. Die Abweichungen kénnen aber mit den unterschiedlichen Messmodi
begriindet werden. Bereits Peters und Moldowan (1993) betonen, dass ein Vergleich von
GC-MS- und GC-MSMS-Daten nur sinnvoll ist, wenn diese mittels Standards korrigiert
wurden. Entsprechende Korrekturen wurden nicht vorgenommen, weswegen eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse nicht zu erwarten war. Auch wenn die Verteilungsmuster
der unbekannten Verbindungen und der reguléren Sterane @hnliche Tendenzen aufweisen,
konnten die Ergebnisse von Jiang et a. (1995) nicht bestétigt werden. Die Autoren fanden
eine gute Ubereingtimmung der relativen Verhdltnisse der reguldren Sterane und der
unbekannten V erbindungen mit 27, 28 und 29 Kohlenstoffatomen (vgl. Kapitel 3.1).

In Abb. 3-22 sind Ausschnitte aus den lonenchromatogrammen von nvz 374,4 -, 219,2 fir
die funf unterschiedlichen Proben dargestellt. Da die Messlésungen unterschiedliche
Ausgangskonzentrationen besal3en, wurden die Intensitéten der 13B,17a-Diacholestane fur
alle funf Proben gleichgesetzt. Bei den detektierten Verbindungen handelt es sich (in der
Reihenfolge der Elution) um 133,17a,20S-Diacholestan, um die unbekannte Cy7-Verbindung
und um 13B,17a,20R-Diacholestan. Die Reife der Proben nimmt von der Probe Wenzen zur
Probe Harderode hin zu. Deutlich zu erkennen ist der Anstieg der relativen Konzentrationen
der unbekannten C,7-Verbindung gegentiber denen der 133,17a-Diacholestane, bis sie bel der
Probe Haderode ihr Maximum erreichen. Da sich die Proben maf3geblich nur in der Reife
unterscheiden, wird dieser Befund als Indiz fur die thermische Freisetzung der unbekannten

Verbindungen interpretiert.
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Abb. 3-22: Ausschnitte aus den lonenchromatogrammen von nmvz 374,4 - 219,2 der Hilsmulde-Proben. C,; steht
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Abb. 3-23: Darstellung von Reifeparametern auf der Basis von Steranen (a) und Hopanen (b) versus U/DIA.

209(S+tR) = 50,140,170,20S-24-Ethylcholestan  /  5a,14a,17a,20(S+R)-24-Ethylcholestan;
BA(aa+BP) = 50,143,17(3,20(R+S)-24-Ethylcholestan / (5a,140,17a,20(R+S)-24-Ethyl chol estan+
5a,143,173,20(R+S)-24-Ethylcholestan); 229(S+R) = homo-17a,213,22S-Hopan / (homo-
17a,21B3,22S-Hopan + homo-17a,21(3,22R-Hopan); afl(af+La) = 17a,21p3-Hopan / (170a,213-
Hopan+17f3,21a-Hopan).
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Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den relativen Konzentrationen der
unbekannten Verbindungen und der Reife der jeweiligen Probe herstellen zu kénnen, wurde
der Quotient U/DIA gegen einige ausgewahlte Reifeparameter aufgetragen. Da die
unbekannte C,7-Verbindung und die 13B,17a-Diacholestane mit zwei **C-Atomen im ABC-
Ringsystem identische Molekulionen und jewells ein Fragment bel nVz 219 aufweisen, war
keine rechnerische Korrektur notwendig. Ungenaue Messungen sollten sich den
Beobachtungen nach nur auf das Signa-Rausch-Verhdtnis, nicht aber auf das
Verteilungsmuster innerhalb eines lonenchromatogramms auswirken (vgl. Kapitel 3.3.1).

In Abb. 3-23 sind neben den Endwerten der jeweiligen Parameter vier Datenreithen und
Trendlinien eingezeichnet. Der Verlauf dieser Kurven ist zunéchst steil (bis etwa U/DIA=0,4).
Demnach werden die Werte der jeweiligen Reifeparameter grofRer, wahrend U/DIA nur
geringfigig zunimmt. Eine deutliche Zunahme der relativen Konzentrationen der
unbekannten C,7-Verbindung ist erst ab dem Moment festzustellen, zu dem die Ubrigen
Reifeparameter gegen ihren jewelligen Endwert streben. Anscheinend sind fr die Freisetzung
der unbekannten Verbindung hohere Energien nétig als fur die Bildung der Sterane oder
Hopane.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die relative Konzentration der unbekannten Cj7-
Verbindung proportional mit der Reife der Proben zunimmt. Eine vergleichbare Tendenz
zeigt sich auch bei den hoheren Homologen mit 28 und 29 Kohlenstoffatomen (nicht
abgebildet).

Da die untersuchten Proben keinerlei Biodegradations-Merkmale aufweisen, kann
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den unbekannten Verbindungen in den Hilsmulde-
Proben um Produkte mikrobiellen Abbaus handelt. Demnach ist die Zufuhr geothermischer
Energie maldgeblich fir die Freisetzung der unbekannten V erbindungen verantwortlich.

Bemerkenswert ist schliefdlich der Nachweis der unbekannten Verbindungen in der Probe
Haddessen. Das organische Material dieser Probe wurde durch die Nahe zum Magma-Pluton
so weit aufgeheizt, dass nahezu alle Biomarker abgebaut wurden. Exemplarisch |8sst sich dies
in Abb. 3-24 anhand des lonenchromatogramms von m/z 372,4 - 217,2 zeigen, das keine
reguldren Cholestane oder Diacholestane aufweist’. Die Intensitdten der unbekannten
Verbindungen (zumindest fir C,;) sind demgegentiber als relativ hoch anzusehen. Demnach
sind die unbekannten Verbindungen thermodynamisch aul3erordentlich stabil. Die
Verbindungen konnen somit moglicherweise zur Korrelation von Proben weit

Y Bei einer Kontrollmessung konnten Sterane und Diacholestane nachgewiesen werden. Die relativen
Konzentrationen waren aber verglichen mit denen der unbekannten Verbindungen sehr gering.
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fortgeschrittener Reife verwendet werden, deren Charakterisierung auf der Basis anderer
Parameter nicht mehr eindeutig moglich ist.

A : 60
= m/z 372,4 => 216,7 - 217,7 ‘ :
B Dohnsen
c : : 160
-.9 ; :
o :
% m/z 374,4 => 218,7 - 219,7 5 60
2 Cas |
W_mmmw‘
m/z 388,4 => 218,7 - 219,7 : - 60
C29
M\N—‘w
m/z 402,4 => 218,7 - 219,7 ;
[t S A AN AR AR AP AT AT AT TR SR VATINE AR AP R R
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A
T
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< m/z 388,4 => 218,7 - 219,7 : C
o : 29
m/z 402,4 => 218,7 - 219,7 :
P S | | ! [~ ! | ! 1 L ! . |
32 33 34 35 36 37 38 39
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Abb. 3-24: Ausschnitte von GC-MSMS-lonenchromatogrammen der Proben Dohnsen und Haddessen;
Cu = unbekannte Verbindung mit 27, 28 oder 29 Kohlenstoffatomen; gf-Dia = 13a,17f3-
Diacholestan; Sa-Dia = 13B3,17a-Diacholestan; aa-S = 5a,14a,17a,20S-Cholestan; aa-R =
50,140,170,20R-Cholestan; B3-S = 5a,143,173,20S-Cholestan; B#R = 5a,14B,173,20R-
Cholestan
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3.3.3 Vorkommen in Asphaltenen des Boscan-Ols

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die relativen Konzentrationen der
unbekannten Verbindungen proportional mit der Reife zunehmen. Es ist daher
wahrscheinlich, dass die Verbindungen thermisch aus makromolekularen Verbindungen wie
Kerogen oder Asphaltenen freigesetzt werden. Um diese Annahme bestdtigen zu kénnen,
wurden Asphaltene eines Boscan-Ols (Venezuela) pyrolysiert, extrahiert und die Extrakte
massenspektrometrisch untersucht (vgl. Kapitel 2.5). Mittels Blindwertbestimmungen konnte

ausgeschlossen werden, dass die Asphaltene vor der Pyrolyse noch Bitumen enthielten.

m/z191,2
30
29
m
Ts
A ﬂ 31, .
L l .l. Lk l Al lul UL M AM%???
Mz (217,2+218,2)
Cholestane
B \  24-Methylcholestane
D T / 24-Ethylcholestane
§ L=
£
)
2 K
®
E o " M s
TIC
n-20
| L 1 L 1 L |
32 48 64 80
Retentionszeit [min]
Abb. 3-25: lonenchromatogramme  von m/z  191,2 und mz (217,2+218,2) und das

Totalionenstromchromatogramm (TI1C) der Aliphatenfraktion der pyrolysierten Boscan-Rohdl-
Asphaltene. Ts=22,29,30-trinorneo-18a-Hopan; Tm=22,29,30-trinor-17a-Hopan; 29-35=
Kohlenstoffzahlen der 17a,213-Hopane; n-XX= n-Alkane mit XX Kohlenstoffatomen

Wie aus dem Totalionenstromchromatogramm hervorgeht, besteht der Extrakt des
Pyrolysats tUberwiegend aus n-Alkanen mit 15 bis 39 Kohlenstoff-Atomen. Das Maximum
liegt bei n-Eicosan (CxH42). Die Verteilung éhnelt somit der der freien n-Alkane des Boscan
Ols (vgl. Tabelle 3-5). Uber die lonenchromatogramme von mvz (217+218) und myz 191
liefen sich u.a. Sterane und Hopane nachweisen. Die genannten Verbindungen weisen
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Verteilungsmuster auf, die charakteristisch fir fossiles organisches Material sind und somit
den Erwartungen entsprechen. Die unbekannten V erbindungen konnten aufgrund der geringen
Konzentration der Messlosung mittels GC-MS nicht mit hinreichender Sicherheit
nachgewiesen werden. Fur eine eindeutige Detektion wurden daher GC-M SM S-Experimente
mit dem Pyrolyse-Extrakt durchgefihrt. Abb. 3-26 zeigt Parent ion-Chromatogramme des
Pyrolysats (A) und der Aliphatenfraktion des Ols(B). Die Verteilungsmuster der reguléren
Sterane der beiden Proben weisen charakteristische Unterschiede auf. Neben der Dominanz
von 5a,14a,17a,20R-Cholestan im Pyrolysat sind die relativen Anteile der 5a,14f3,173-
Isomere (R+S) vergleichsweise gering. Diese Ergebnisse bestdtigen, dass es sich bei den
detektierten Verbindungen im Pyrolysat nicht um Kontaminationen mit der Aliphatenfraktion
des Boscan-Ols, sondern um Produkte der thermischen Asphalten-Spaltung handelt, da das
Verteilungsmuster anderenfalls mit dem des Ols uibereinstimmen sollte. Weiterhin stimmen
die relativen Vertellungen der unbekannten Verbindungen mit keiner Verteilung in ener
anderen aufgearbeiteten und analysierten Probe Uberein. Fehlinterpretationen der
Verteilungen aufgrund technischer Probleme (vgl. Abschnitt 3.3.1) werden ausgeschlossen,
da die Reproduzierbarkeit innerhalb enes Massenchromatogramms gegeben war.
Uberraschend ist der Nachweis der Diasterane aus den GC-MSMS-Daten des Pyrolysats, da
diese diagenetisch gebildeten Verbindungen nach den Beobachtungen von Seifert (1978)
nicht in das Kerogen eingebunden werden und somit auch nicht in Asphaltenen vorkommen
sollen. Diese Ansicht muss moglicherweise nach den hier vorliegenden Ergebnissen revidiert
werden. Es besteht allerdings die Moglichkeit, dass die Diasterane bei der MSSV-Pyrolyse in
einem geschlossenen aus reguléren Steranvorldufern gebildet wurden; Seifert verwendete

demgegentiber ein Pyrolyseverfahren mit einem offenen System.

79



3-Ergebnisse und Diskussion
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Abb. 3-26: lonenchromatogrammausschnitte der pyrolysierten Ashpaltene (A) und der Aliphatenfraktion

(B) eines Boscan-Ols. gB-Dia und Ba-Dia stehen fur 13a,173- und 13B,17a-Diacholestan;
aa-S=50,14a,17a,20S-Cholestan;  S4-R=50,14(3,173,20R-Cholestan, [3S=5a,143,17(3,20S-
Cholestan, aa-R=5a,14a,17a,20R-Cholestan
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Wie aus den massenspektrometrischen Daten der Molekulionen hervorgeht, konnten die
unbekannten Verbindungen mit 27, 28 und 29 Kohlenstoffatomen zweifelsfrel nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 3-26). Bel dem Vergleich mit der Olprobe falen die nahezu
gegensdtzlichen relativen Konzentrationen der Homologen auf. Die Ergebnisse fir das
Pyrolysat deuten auf eine bevorzugte Freisetzung der Cyo-Verbindung hin. Dies steht im
Gegensatz zu den bereits beschriebenen Beobachtungen, dass die Cy-Verbindung in den
meisten der untersuchten Proben in geringen relativen Konzentrationen vorliegt. Umgekehrt
sind die relativen Konzentrationen der C,7-Verbindung im Pyrolysat deutlich geringer alsim
Ol. Der Unterschied konnte in der Versuchsdurchfiihrung der Pyrolyse begriindet liegen.
Aufgrund der Annahme, dass es sich aber um eine homologe Reihe strukturell sehr dhnlicher
Verbindungen handelt, die ein vergleichbares physikalisch-chemisches Verhaten zeigen
sollten, wird diese Méglichkeit as unwahrscheinlich verworfen. Technische Probleme des
Messsystems konnen zwar nicht ganzlich ausgeschlossen werden, erscheinen aber wegen des
bemerkenswert groRRen Unterschieds der Verteilungsmuster von Pyrolysat und Ol ebenfalls als
unwahrscheinlich. Eine befriedigende Erklarung konnte nicht gefunden werden.

Abschliefiend sei erwahnt, dass aus den Untersuchungen nicht hervorgeht, ob die
Verbindungen in der gleichen molekularen Struktur in den Asphaltenen gebunden vorliegen
wie die freien Molekile oder ob sie erst wahrend der thermischen Zersetzung gebildet

werden.

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse zu Strukturvor schldgen und Synthesen

Massenspektrometrischen Daten zu Folge handelt es sich bel der Serie unbekannter
Verbindungen um tricyclische Steroidkohlenwasserstoffe. Uberlegungen zu moglichen
Vorlauferverbindungen einschlieffend wurden  Strukturvorschlégge hergeleitet  und
entsprechende Synthesewege entwickelt. Fur 4,5-seco-Cholestan konnte die Anzahl von sechs
auf vier Stufen reduziert werden (vgl. Ma et a., 1991). In Einklang mit den Ergebnissen von
Maet a. (1991) stimmen weder die massenspektrometrischen Daten noch die Retentionszeit
des Standards mit denen der natiirlichen Verbindung Gberein.

Es wurde daraufhin eine flnfstufige Synthese fir das bislang nicht beschriebene 1,10-seco-
Cholestan entwickelt und erfolgreich umgesetzt. Anhand eines Vergleichs der relativen
Verhdtnisse von Edukten und Produkten konnten die Konfigurationen bestimmter sterogener
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Zentren einiger Zwischenstufen ermittelt werden. Die massenspektrometrischen Daten der
vier Produktisomere und der unbekannten Verbindung stimmen sehr gut Uberein, wéhrend die
Retentionszeiten voneinander abweichen.

Daraufhin wurde ein Allisomeren-Gemisch von 1,10-seco-Cholestan hergestellt. Das
Isomerisat von 1,10-seco-Cholestan &hnelte dem von 5a-Cholestan, was die Anzahl der
gebildeten Isomere, die relativen Konzentrationen und die Unterschiede im
Fragmentierungsverhalten betrifft. Die Bildung der Basispeaks bel myz 219 oder bei n/z 220
geht vermutlich auf eine D-Ring-Spaltung zuriick, wie sie von den reguldren Steranen
bekannt ist. In Analogie zu den reguléren Steranen wurde den Verbindungen eine 14a- bzw.
14B3-Konfiguration zugeordnet. Ein Vergleich der Retentionszeiten der synthetisierten
Isomere und der natiirlichen Verbindung machte schliefdlich deutlich, dass es sich dabei nicht
um ein Isomer von 1,10-seco-Chol estan handelt.

Schliefdlich  wurde eine Synthese fir 1,10-seco-Diacholestan entworfen. Die
massenspektrometrischen Daten des Produkts legen den Schluss nahe, dass nicht 1,10-seco-
Diacholestan, sondern 14-Methyl-18-nor-1,10-seco-Cholestan gebildet wurde. Vergleichbar
mit natlrlichen Diasteranen zeichnet sich das Syntheseprodukt durch eine deutliche
Abspaltung eines Seitenkettenfragments aus.

Die Auswertung der analytischen Daten der einzelnen Syntheseprodukte fuhrt zu der
Annahme, dass es sich bei den unbekannten Verbindungen um 5-Methyl-19-nor-4,5-seco-
Sterane handelt.

In den Aromatenfraktionen der Proben, in denen auch die unbekannten aliphatischen
Verbindungen detektiert wurden, konnten einige unbekannte mono- und diaromatische
Verbindungen  nachgewiesen  werden.  Aufgrund  der  gaschromatographisch-
massenspektrometrischen Daten wird angenommen, dass es sich dabei um aromatische seco-
Steroidkohlenwasserstoffe mit einer Methylgruppe an Position C-5 handelt. Der Nachweis
dieser Verbindungen stiitzt die These zur Struktur der unbekannten Verbindungen.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Synthese von 5-Methyl-19-nor-4,5-seco-Cholestan
jedoch nicht. Die Richtigkeit des Strukturvorschlags muf3 zukinftig Uberprift werden.
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3.4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Vorkommen der unbekannten

Verbindungen

Die unbekannten Verbindungen konnten mittels GC-M SMS-Analysen in alen untersuchten
Proben nachgewiesen werden. Anhand der Ergebnisse konnen bislang unverdffentlichte
Ergebnisse bestétigt werden, dass es sich um ubiquitédr vorkommende V erbindungen handelt.
Zusammenhange zwischen dem Vorkommen der Verbindungen und der Herkunft des
organischen Materials wurden nicht festgestellt. Aufgrund des Nachweises der Verbindungen
in zahlreichen Proben, die keinerlei Anzeichen von Biodegradation aufweisen, wird
ausgeschlossen, dass es sich um Produkte mikrobiellen Abbaus bzw. mikrobieller
Transformation handelt. Aus den Ergebnissen der Analyse einer Probenserie gleicher
Herkunft und unterschiedlicher Reife sowie eines Pyrolysats von Asphaltenen (Boscan-
Rohdl) resultiert, dass die unbekannten Verbindungen Uberwiegend wahrend der Katagenese
aus makromolekularen Verbindungen wie den Asphaltenen freigesetzt werden. Dies geschieht
in einem Stadium, in dem sich die Stereoisomere der reguldren Sterane mit 20S- und 20R-
bzw. mit 50,143,173 und 5a,14a,170-Konfiguration im oder nahe dem thermodynamischen
Gleichgewichtszustand befinden. Auf der Basis der durchgefihrten Untersuchungen 18sst sich
keine Aussage dartber treffen, ob die Verbindungen in der gleichen molekularen Struktur in
den Asphaltenen gebunden vorliegen wie die freigesetzten Molekile. Der Nachweis der
unbekannten Verbindungen in biodegradierten Proben einerseits und der sehr reifen Probe aus
der Bohrung Haddesen (Hilsmulde) andererseits zeugt von einer ausgeprégten Resistenz
gegenuiber mikrobiellem und thermischem Abbau. Mdglicherweise sind die in dieser Arbeit
entwickelten Parameter U/REG und U/DIA geeignet, Unterschiede in der Reife solcher
Proben gleicher Fazies aufzuzeigen, bel denen sich die Steranisomere bereits im
thermodynamischen Gleichgewicht befinden. Anhand weiterer Untersuchungen muss die

Validitét der Parameter Gberprift werden.
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4 Synthesevorschriften

Abb. 4-1 gibt eine Ubersicht tber die durchgefuhrten Synthesen und die jeweiligen
Synthesewege. Unter den angegebenen Kapitelnummern werden die jewelligen
Syntheseschritte beschrieben. Massenspektren der wichtigsten Zwischenstufen sind im
Anhang 6.1 wiedergegeben.
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Abb. 4-1: Vereinfachtes Schema der Synthesewege von 4,5-seco-Cholestan, 1,10-seco-Cholestan und
14-Methyl-18-nor-1,10-seco-cholestan
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Allgemein ist zu den Synthesen anzumerken, dass die Identifizierung der
Zwischenprodukte in der Regel mittels GC-MS erfolgte. Bel der Entwicklung der jeweiligen
Syntheseschritte wurde auf eine Reindarstellung der Produkte verzichtet, wenn die

anal ytischen Ergebnisse hinreichend eindeutig ausfielen.

4.1 Synthesevon 4,5-seco-Cholestan

4.1.1 Synthesevon 5-0x0-4,5-seco-4-nor-cholestan-3-saure (2)

In Anlehnung an die Vorschrift von Edward et a. (1961) wurden folgende Lo&sungen
angesetzt:

- 1,01 g (2,616 mmol) Cholest-4-en-3-on in 52 mL tert.-Butanol

- 0,487 g (3,46 mmol) Kaliumkarbonat (K>COs) in 13 mL dest. H,O

- 3,48 g (16,3 mmol) Natriummetaperiodat (NalO4) in 43 mL dest. H,O

- 0,07 g (0,436 mmol) Kaliumpermanganat (KMnQg) in 9 mL dest. H,O

Die blassgelbe Cholest-4-en-3-on-Losung wurde in einem 250 mL-Zweihalskolben
vorgelegt, der mit zwel Tropftrichtern bestiickt war. Unter starkem Ruhren wurden
nacheinander die Kaliumkarbonat- und 8 mL der Natriumperiodat-Ldsung zugegeben. Es
bildete sich eine leichte Tribung, und die Gelbfarbung verschwand. Die Zugabe von 1 mL der
Kaliumpermanganat-Losung bewirkte zundchst eine intensive Pinkfarbung, die im Verlauf
der Reaktion in Braun umschlug. Die verbliebene Natriumperiodat-L6sung wurde mit etwa
2 mL/min zugegeben. Der Zufluss von Kaliumpermanganat wurde so eingestellt, dass eine
Pink-Farbung der Losung erhaten blieb. Nach zwei Stunden wurde Uberschissiges
Permanganat mit wassriger Natriumhydrogensulfit-Ldsung zerstért. Die Suspension wurde
Uber einen Papierfilter gegeben. Das Filtraa wurde unter vermindertem Druck
volumenreduziert, mit eiskalter 50prozentiger Schwefelsdure angesduert und dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt. Reste des in der Ldsung
befindlichen lods wurden mit waéssriger Natriumhydrogensulfit-Losung zerstért. Die
organische Phase wurde anschlief3end mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen und mit
Natriumsulfat getrocknet.

Ausbeute: 83mg (76%)

Ca6H4403, 404,64 g/mol

MS (als TMYS):

476 (M™, 5), 461 (27), 458 (13), 371 (23), 332 (100), 317 (12), 313 (12), 303 (9), 299 (5), 73 (27)
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4.1.2 Synthesevon 4,5-seco-4-nor-cholestan-3-saure (3)

9% mg (0,25 mmol) 4,5-seco-4-nor-cholestan-5-on-3-sdure  wurden in  einem
10 mL-Rundkolben in wenig Ethanol gelost. Es wurden 200 uL (4 mmol) einer wassrigen
85%igen Hydrazinhydrat-Losung und 90 mg (1,6 mmol) pulverisiertes Kaliumhydroxid
zugefugt. Die Suspension wurde in wenigen Millilitern Triethylenglycol aufgenommen und
bei einer Sandbadtemperatur von 110°C unter Ruckfluss fur zwei Stunden gekocht. Nach
Abdestillieren von Hydrazin und Wasser Uber einen Liebigkihler wurde die
Reaktionstemperatur fur weitere vier Stunden auf 200°C gehalten. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Raumtemperatur abgekihlt, mit dem gleichen Volumen Wasser verdinnt und mit
konzentrierter Salzsdure angesduert. Das Gemisch wurde mehrfach mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit verdinnter Salzsdure gewaschen
und Uber Calciumchlorid getrocknet. Entfernen des Losemittels im Vakuum ergab ein leicht
orange gefarbtes Gel.

Milewich und Axelrod (1979) beschreiben fir eine &hnliche Verbindung einen
Reinigungsschritt, wonach das Produkt mit NaOH zunéchst in die wassrige Phase und durch
Ansduern anschliefiend wieder in die organische Phase Uberfiihrt wird. Auf diesen Schritt

wurde nach Vorversuchen wegen zu grof3er Verluste bei geringer Effizienz verzichtet.

Methylester

Um eine sdulenchromatographische Trennung von Produkt und Edukt zu erméglichen,
wurden die Sduren zu Methylestern umgesetzt. Das Rohprodukt wurde mit 2 mL Bortrifluorid
in MeOH (ca. 50%) versetzt, worauf ein gelb-brauner Niederschlag ausfiel. Beim Erhitzen des
Reaktionsgemisches fur 1,5 Stunden im Wasserbad farbte sich die Ldsung dunkelbraun. Nach
Zugabe von Wasser wurde mehrfach mit n-Hexan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum volumenreduziert. Die Elution
von 4,5-seco-4-nor-cholestan-3-sauremethylester erfolgte tber eine Kieselgelsaule (10 g) mit
n-Hexan/Dichlormethan (1:1). 5-Oxo0-4,5-seco-4-nor-chol estan-3-sauremethylester wurde mit
Methanol in Dichlormethan (10%) zurtickgewonnen.

MS: 418 (M™, 6), 403 (17), 400 (18), 387 (7), 371 (10), 332 (100), 331 (63)

Cz7H4603, 418,67 g/mol
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Hydrolyse

4,5-seco-4-nor -chol estan-3-sduremethylester wurde in einem Zentrifugenglasin 5 mL einer
1-molaren methanolischen KOH-LOsung gelost und unter Stickstoffatmosphére unter
Rickfluss hydrolysiert. Die Lésung wurde nach 24 Stunden auf Raumtemperatur abgekihlt.
Zur Vermeidung erneuter Esterbildung wurde mit 2 N HCI ein pH-Wert von etwas unter
sieben eingestellt. Der aufschwimmende flockige weil3e Niederschlag l6ste sich bel der
Zugabe von Dichlormethan. Nach dreifacher Extraktion mit Dichlormethan wurden die
vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet. Es resultierten 17,4 mg
(0,047 mmol) farblose Kristalle.

Ausbeute: 17,4 mg (0,047 mmol, 19%)

Ca6H1602, 390,66 g/mol

MS: 462 (M™, 6), 447 (10), 317 (42), 145 (100)

4.1.3 Synthesevon 4,5-seco-Cholestan-3-on (4)

In Anlehnung an die Vorschrift von Rubottom und Kim (1983) wurden in einem
25 mL-Spitzkolben 7,4 mg (0,02 mmol)  4,5-seco-4-nor-cholestan-3-saure in 2 mL
getrocknetem THF unter Stickstoffatmosphére auf 0°C gekuhlt. Zu der Lésung wurden ein
grolRer Uberschuss von Methyllithium (ca. 500 pL einer 1,6 molaren Losung) und weitere
3mL THF gegeben. Die Losung wurde zwel Stunden bei 0°C im Eisbad gertihrt. Nach
Zugabe eines Uberschusses von frisch destilliertem Trimethylsilan (500 pL) wurde das
Eisbad entfernt. Bei Erreichen der Raumtemperatur wurde 1 mL 1-normaler HCI zugefigt.
Die L6ésung wurde nach 30 Minuten dreima mit n-Hexan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit destilliertem Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat
getrocknet. Zur Reinigung wurde die volumenreduzierte Losung tber eine mit 1 g Kieselgel
beflllte Pasteurpipette gegeben. Ausgehend von n-Hexan wurde 4,5-seco-Chol estan-3-on mit
zunehmendem Gehalt an Dichlormethan eluiert. Neben einer Mischfraktion wurde eine
Fraktion mit >95% relativem Anteil (GC-Analyse) des gewlinschten Produkts erhalten, die fur
die weitere Synthese verwendet wurde.

Ausbeute: 2,2 mg (5,7 umol, 30%)

Cz7H4g0, 388,68 g/mol

MS: 388 (M*, 79%), 370 (19), 355 (8), 317 (100), 215 (23), 177 (27), 163 (25), 95 (28)
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4.1.4 Synthese von 45-seco-Cholestan-3-ethylenthioketal und 4,5-seco-
Cholestan (5)

Gemdld der Vorschrift von Hatch et a. (1978) wurden 2mg (5,2 umol)
4,5-seco-Cholestan-3-on in wenig Dichlormethan gelést und mit einem Tropfen Eisessig
versetzt. Nach Zugabe von 10 pL (120 pmol) 1,2-Ethylendithiol und 0,5 mL Bortrifluoriod in
Methanol (ca. 50%) bildete sich eine milchige Tribung. Die Lésung wurde im Wasserbad
einige Minuten erwdrmt. Nach Zugabe von etwas Eisessig wurde die Losung Uber einen
Papierfilter filtriert und der Filter mit wenig eiskaltem Methanol gewaschen. Aufgrund der
geringen Probemenge wurde das Produkt 4,5-seco-Cholestan-3-ethylenthioketal mit
Dichlormethan vom Filter gewaschen. Die Lésung wurde in ein 2 mL-Praparategl&schen
Uberfuhrt. Dichlormethan wurde im Stickstoffstrom entfernt und durch 1 mL Isopropanol
ersetzt. Zu der Losung wurde eine Spatel spitze zuvor gewaschenen und getrockneten Raney
Nickels gegeben. Das Gemisch wurde im Ultraschallbad dispergiert und anschlief3end im
Wasserbad einige Minuten erwdrmt. Die Reaktionslosung wurde 60 Stunden bel
Raumtemperatur ruhen gelassen. Das Ldsemittel wurde im Stickstoffstrom entfernt und durch
n-Hexan ersetzt. Die Losung wurde Uber eine mit 1 g Kieselgel beflillte Pasteurpipette mit
n-Hexan filtriert. Aufgrund der geringen Mengen wurde die Ausbeute nicht bestimmt. Das
Totalionenstromchromatogramm der GC-MS-Analyse zeigt drei Produktpeaks mit dhnlichen
M assenspektren.

Ca7Hs0, 374,70 g/mol

Isomer 1 (4%) MS: 374 (M", 1), 317 (100), 219 (3), 191 (17), 95 (39)

Isomer 2 (85%) MS: 374 (M", 12), 317 (100), 220 (15), 95 (32)

Isomer 3 (11%) MS: 374 (M7, 1), 317 (53), 221 (8), 191 (46), 109 (98), 89 (100)

4.1.5 Synthesevon Cholest-4-en (6)

Um den prozentuaen Anteil der Nebenprodukte Cholest-3-en und Cholest-5-en zu
minimieren, wurde die Reduktion des Edukts Cholest-4-en-3-on paralel auf zwei Wegen
durchgefihrt.

Reduktion des Ethylenthioketals

Nach einer Vorschrift von Hatch et al. (1978) wurde in einem Becherglas 1 g (2,6 mmol)
Cholest-4-en-3-on in 5 mL Essigsaure gelost und bel 25°C mit 0,5 mL (6 mmol)
Ethylendithiol und 0,5 mL Bortrifluorid-Methanolat umgesetzt. In ein bis zwei Minuten

88



4-Synthesevor schriften

entstand eine gelartige steife Paste. Nach 15 Minuten wurde das Produkt Uber einen
Papierfilter mit eiskaltem Methanol gewaschen. Die Umkristallisation erfolgte aus
Aceton/Methanol.

Ausbeute: quantitativ

CaoH4sS,, 460,83 g/mol

MS: 460 (76), 432 (31), 400 (83), 367 (26), 287 (14), 144 (75), 105 (100)

1 g (2,2 mmol) Ethylenthioketal wurden daraufhin in 20 mL Ethanol gelGst, mit einer
Spatelspitze Raney-Nickel versetzt und 8 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Uber einen
Papierfilter wurde vom Feststoff abgetrennt und Ethanol im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde in wenig n-Hexan aufgenommen und tber Kieselgel mit n-Hexan eluiert.
Den gaschromatographi sch-massenspektrometrischen Daten nach handelte es sich um ein
Produktgemisch der Isomeren A% und A*-Cholesten. Das Gemisch wurde iber Kieselgel
getrennt, das mit 5% AgNOs impragniert war.

Ausbeute (A*-Cholesten): 78% (1,72 mmol, 0,64 g)

Ca7H46, 370,67 g/mol

MS (A*-Cholesten) : 370 (88), 355 (41), 257 (41), 215 (62), 147 (61), 108 (100)

Wolff-Kishner Reduktion

In einen 100 mL-Zwehalskolben wurden 1,923 g (5 mmol) Cholest-4-en-3-on und
0,8g (20 mmol) NaOH eingewogen, mit 1 mL Hydrazinhydrat (80%) und 5 mL
Triethylenglycol versetzt und unter Rickfluss erhitzt. Anfanglich ungeloste Bestandteile
|6sten sich auf. Die leicht getriibte Lésung besal3 eine gelbliche Farbung, die im Laufe der
Reaktion verschwand. Nach zwei Stunden wurde der Ruckflusskilhler gegen einen
LiebigkUhler ausgetauscht. Eine Kondensation von Wasser konnte nicht beobachtet werden.
Die L6sung wurde 2,5 Stunden bei 200°C gekocht.

Nach dem Abkihlen wurde die Lésung mit Wasser verdinnt und dreimal mit je 50 mL
n-Hexan extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit destilliertem Wasser gewaschen und
Uber Natriumsulfat getrocknet. Die gelbliche Losung wurde volumenreduziert und Uber eine
Kieselgelsaule mit n-Hexan gereinigt. Es resultierte ein farbloses Ol. Die GC-MS-Analyse
ergab, dass es sich um ein Produktgemisch aus Cholest-3-en, Cholest-4-en und Cholest-5-en
mit einer relativen Zusammensetzung von 2:1:1 handelte.
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Ausbeute (Isomerengemisch): 1,75 g (4,75 mmol, 95%)

Ausbeute (A*-Cholesten): 47%

Co7H4e, 370,67 g/mol

MS (A3-Cholesten / A°-Cholesten): 370 (70), 355 (37), 257 (31), 215 (100), 147 (45), 108 (48)
MS (A*-Cholesten): 370 (64), 355 (32), 257 (31), 215 (56), 147 (59), 108 (100)

4.1.6 Synthesevon 4,5-seco-Cholestan-4,5-diol (7)

Es wurde mit verschiedenen Oxidationsmitteln versucht, den A-Ring von Cholest-4-en zu
offnen. Die jeweiligen Vorschriften sind im Folgenden wiedergegeben.

RuO,

In einem Rundkolben wurden 05g (2,33 mmol) Natriumperiodat mit 1mL
Tetrachlorkohlenstoff, 2 mL destilliertem Wasser und 1 mL Acetonitril miteinander vermengt
und im Ultraschallbad suspendiert. Zu der Lésung wurden 5,5 mg (0,04 mmol) RuO, und
11 mg (0,03 mmol) Cholest-4-en gegeben. Die zweiphasige Suspension wurde 12 Stunden
geruihrt, mit Dichlormethan verdinnt und Uber einen Papierfilter filtriert. Die organische
Phase wurde abgetrennt, mit geséttigter Natriumkarbonat-Ldsung gewaschen und Uber
Natriumsulfat getrocknet. Aus der GC-M S-Analyse geht hervor, dass keine Oxidation erfolgte
und nur Edukt vorlag.

KM nO4

In einem weiteren Ansatz wurde bei gleicher Versuchsdurchfiihrung RuO, (s.0.) durch
6,3mg (0,04 mmol) KMnO, ersetzt. Eine Umsetzung des Edukts konnte auch hier nicht
beobachtet werden.

Ozonolyse

Die Ozonolyse erfolgte mit einem Labor-Ozonisator 301 mit Wasserkiihlung der Firma
Sander Elktroapparatebau GmbH, Uetze-Elze.

100 mg (0,26 mmol) Cholest-4-en-3-on wurden in 1 mL Dichlormethan gel6st und in einen
20 mL-3-Hals-Kolben Uberfuhrt, der mit einem Tropftrichter und einem Thermometer
bestickt war. Die L6sung wurde mit einem Magnetrihrer gerdhrt und mit einer
K &ltemischung auf —20°C abgekiihit. Uber eine Pasteurpipette wurde das Ozon-L uft-Gemisch
durch die Lésung geblasen. Nach wenigen Minuten verférbte sich die Ldsung charakteristisch
blau, und der Ozonfluss wurde unterbrochen. Die farbige Losung wurde auf Raumtemperatur

gebracht und langsam mit ener katen Ldsung von 80mg Natriumborhydrid in
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Ethanol/Wasser (1:1) versetzt. Die Temperatur stieg dabel nicht hoher als 25°C. Die Ldsung
wurde weitere 12 Stunden gerthrt und anschlief?end mit 10prozentiger Schwefelsdure
angesauert. Es folgte eine Ubliche Aufarbeitung. Das farblose Rohprodukt wurde im
Hochvakuum 12 Stunden getrocknet. Die flussigchromatographische Reinigung Uber
Kieselgel lieferte 65 mg des farblosen kristallinen Produkt-Gemischs. Die Quantifizierung aus
dem Gaschromatogramm der gereinigten polaren Fraktion zeigte, dass der verdampfbare Teil
Zu etwa 70% aus dem gewlinschten Produkt bestand.

Ausbeute: 42% (45mg, 0,11 mmoal).

Cz7H5002, 406,70 g/mol

IR (Rohprodukt): 3401 cm™ (OH-Vaenz), 2935 cm?, 2867 cm™* (CH,-Valenz), 1468 cm™

(Deformation CH,), 1382 cm™*, 1118 cm™, 1055 cm™, 612 cm™
MS (TMS): 550 (M™, 1), 478 (14), 460 (18), 388 (16), 370 (35), 305 (100), 287 (45)

4.2 Synthesevon 1,10-seco-Cholestan
4.2.1 Synthesevon des-A-Cholestan-5-on (Inhoffens Keton) (8)

Natrium-5-oxo0-4,5-seco-4-nor-Chol estan-3-car boxylat, NaCysH 4503

In Anlehnung an die Vorschrift von Hartshorn und Jones (1962) wurden 300 mg
(0,741 mmol) 5-0x0-4,5-seco-4-nor-Cholestan-3-saure in 8 mL Methanol gelost, mit
Phenolphthalein versetzt und mit methanolischer Natriumhydroxid-Losung neutralisiert. Am
Umschlagpunkt wurde ein Tropfen stark verdinnte Salzsdure hinzu gegeben. Das

Ldsungsmittel wurde verdampft und das erhaltene Salz bei 100°C im Vakuum getrocknet.

Natriumphenylacetat, NaCgH-O,
Auf gleiche Weise wurden 2,5 g (18,36 mmol) Phenylessigsaure zum Natriumsalz
umgesetzt.

des-A-Cholestan-5-on

1 g (2,34 mmol) Natrium-5-oxo-4,5-seco-4-nor-Cholestan-3-carboxylat und 4 g (29 mmoal)
Natriumphenylacetat wurden homogenisiert, im Vakuum bei etwa 200°C getrocknet und in
einen 50 mL-Rundkolben Uberfihrt. Der Rundkolben wurde Uber einen Umfullbogen mit
einem 50 mL-Zweihalskolben verbunden. Das Gemisch wurde im Hochvakuum (1* 10 mbar)
langsam erhitzt, wahrend der Produktkolben mit fliissigem Stickstoff gekihlt wurde. Bel einer

Sandbadtemperatur von 200°C bildete sich eine homogene, leicht bréunlich geféarbte
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Schmelze. Die Sandbadtemperatur wurde bis auf 300°C erhoht. Die anfangs klare Schmelze
tribte sich und verfarbte sich kurkuma-gelb. Am Uberfiillbogen kondensierte ein farbloses
Ol. In den Produktkolben wurde nichts tberdestilliert. Die Reaktion wurde 3 Stunden bei
290°C gehalten. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Rohprodukt nach
UmfUllbogen und Eduktkolben getrennt in n-Hexan gel 6st.

Den massenspektrometrischen Daten zu Folge lag im  Eduktkolben (an
gaschromatographisch erfassbaren Verbindungen) ausschliefdlich des-A-Cholestan-5-on
(Inhoffens Keton) als Isomerengemisch vor (10a/(10B3+10a)= 0,9). Das Produkt aus dem
Umfullbogen bestand zu 25% aus Dibenzylketon, einem fir diese Reaktion bekanntem
Nebenprodukt. Aufgrund der verhdltnismadig schwierigen Trennung von Produkt und
Nebenprodukt wurde fir die weitere Synthese nur die Fraktion aus dem Eduktkolben
verwendet. Das braungelbe Produkt wurde sdulenchromatographisch gereinigt und ergab
farblose Kristalle. Die Zuordnung der Isomere erfolgte Uber den Vergleich der
massenspektrometrischen Daten und der relativen Intensitdten mit Literaturdaten (Wang und
Li, 1999). Mittels préparativer Dunnschichtchromatographie wurden fir die weiteren
Synthesen Fraktionen mit unterschiedlichen relativen Gehaten des 10a- und des 10[3-
Epimeren erhalten.

Ausbeute: 0,28 g (0,84 mmol, 36%)

Ca3H400, 332,57 g/mal

M Si0q: 332 (22), 317 (1), 260 (7), 177 (100), 150 (19), 136 (28), 110 (13), 81 (35), 55 (65)

MS,0p: 332 (89), 317 (5), 260 (15), 177 (100), 150 (28), 136 (34), 110 (53), 81 (44), 55 (81)

4.2.2 Synthesevon 1,10-seco-Cholestan-5-ol (9)

Die Durchfuhrung orientiert sich mal3geblich an den Vorschriften von Buhler (1973). Ein
100 mL-Rundkolben wurde mit einer Eis-NaCl-Katemischung auf —10°C gekihlt. Unter
Schutzgas wurden 15 mL einer eiskalten n-Butyllithium-Ldsung vorgelegt. 100 mg
(0,3mmol) des Isomerengemischs von des-A-Cholestan-5-on wurden in 10 mL n-Hexan
gel6st und tropfenwei se unter starkem Rihren zu der Butyllithium-L6sung gegeben. Nach der
Zugabe wurde das Eisbad entfernt und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Die Losung wurde mit wassriger Kaliumkarbonat-Losung gewaschen und anschlief3end
dreimal mit n-Hexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum lieferte 110 mg

(0,28 mmol - 94%) eines viskosen Ols, das nach einiger Zeit bei 5°C farblose Kristalle
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bildete. Den GC-MS-Daten zu Folge besteht das Produkt aus vier Isomeren von 1,10-seco-
Cholestan-5-ol mit einer Vertellung von 4:3:92:1. Es wurden Ansdtze mit verschiedenen
Isomerenverhaltnissen des Edukts durchgefiihrt. Da sich die entsprechenden Verhaltnisse sehr
gut in dem Produktgemisch widerspiegelten, konnte auf dieser Basis eine teilweise
Zuordnung der Konfigurationen erfolgen.

MS:

Isomer 1 (10B-Me)

390 (M", 9), 372 (31), 333 (88), 315 (64), 275 (28), 259 (23), 217 (16), 177 (24), 163 (27), 95 (100)

Isomer 2 (10a-Me)

300(M*, 10), 372 (34), 333(92), 315(33), 275 (29), 259 (29), 217 (18), 177 (25), 163 (24), 95 (98), 55 (100)

Isomer 3 (10a-Me)

390 (M*, 2), 372 (12), 333 (100), 315 (68), 275 (13), 259 (13), 217 (7), 177 (11), 163 (13), 95 (25)

Isomer 4 (10B-Me)

390 (M", 11), 372 (24), 333 (100), 315 (73), 275 (56), 259 (31), 217 (47), 177 (42), 163 (57), 109 (69)

4.2.3 Synthesevon 1,10-seco-Cholesten (10)

In einem 20 mL-Rundkolben, der mit einem Ruckflusskihler versehen war, wurden 100 mg
1,10-seco-Cholestan-5-ol in 2,5 mL Toluol geldst. Anschlief3end wurde eine Spatelspitze
Raney-Nickel zugegeben. Die Ldsung wurde in einem Sandbad zwei Stunden bei 150°C unter
Rickfluss gekocht. Nach dem Abkihlen wurde etwas n-Hexan zugegeben. Die Lésung wurde
im Ultraschallbad wenige Minuten dispergiert und anschlieflend vom Raney-Nickel
abpipettiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt. Den vereinigten organischen Phasen
wurde etwas Methanol zugeftigt, um eine leichtere Abtrennung von Toluol als Azeotrop zu
erreichen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Mit n-Hexan wurde das blassgelbe
olige Produkt Uber Kieselgel vom Edukt getrennt. Den GC-M S-Daten zufolge handelt es sich
um mindestens 4 Isomere. Koelutionen von weiteren Isomeren kdnnen nicht ausgeschlossen
werden.

Ausbeute (Isomerengemisch): quantitativ

MS:

Isomer 1 (13%): 372 (100), 357 (27), 315 (15), 259 (35), 217 (36), 163 (52)

Isomer 2 (48%): 372 (100), 357 (29), 315 (50), 259 (59), 217 (47), 163 (27)

Isomer 3 (29%): 372 (100), 357 (28), 315 (30), 259 (44), 217 (33), 163 (47)

Isomer 4 (10%): 372 (100), 357 (12), 315 (57), 259 (53), 217 (42), 163 (47)
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4.2.4 Synthesevon 1,10-seco-Cholestan (11)

10 mg 1,10-seco-Cholesten wurden in 1 mL Ethanol-Ethylacetat (1:1) aufgenommen und in
eine verschmolzene Pasteurpipette gegeben. Zu der Losung wurde eine kleine Spatel spitze
Platindioxid (PtO,) gegeben. Uber eine zweite Pasteurpipette wurde Wasserstoff durch die
Ldsung geblasen, so dass sich das Platindioxid nicht absetzte. Nach einer Stunde bildete das
Platindioxid Flocken und wurde daher manuell wiederholt zerstof3en. Die Reaktion wurde
nach drei  Stunden abgebrochen. Ein Aliquot wurde gaschromatographisch-
massenspektrometrisch untersucht. Das Produkt besteht aus vier Isomeren. Aufgrund der
geringen Probenmenge wurde die Ausbeute ausschliefdlich anhand der Molekilionen bzw.
Basispeaks berechnet. Aus diesen Rechnungen ergaben sich 78% (m/z 374/(372+374)) bzw.
83% (m/z 219/(217+219)) Ausbeute.

MS: Isomer 1 (11%): 374 (13), 317 (1), 219 (100), 205 (15), 177 (24), 163 (17), 57 (53)

Isomer 2 (43%): 374 (39), 317 (4), 219 (100), 205 (20), 177 (30), 163 (33), 57 (52)
|somer 3 (46%): 374 (19), 317 (1), 219 (100), 205 (8), 177 (14), 163 (14), 57 (19)
Isomer 4 (<1%): 374 (20), 317 (1), 219 (100), 205 (14), 177 (26), 163 (32), 57 (19)

4.25 Synthesevon 1,10-seco-Diacholest-13(17)-en (12)

In Anlehnung an die Vorschrift 4.2.3 wurde in einem Zentrifugenglas eine LAsung aus ca.
1 mg 1,10-seco-Cholestan-5-ol in 1 mL Toluol und einigen Tropfen Eisessig angesetzt. Zu
der Losung wurde eine Spatelspitze Raney-Nickel gegeben, das zuvor mit verdinnter
Salzsdure bis zur Wasserstoffbildung versetzt und anschlieffend mit Wasser, Aceton,
Dichlormethan und n-Hexan gespult worden war. Die Losung wurde im Sandbad drel
Stunden erhitzt. Ein Aliquot der Losung wurde gaschromatographi sch-massenspektrometrisch
untersucht. Das Produktgemisch enthielt erwartungsgemald 1,10-seco-Cholesten. Daneben
wurde auch eine Serie von Verbindungen detektiert, deren massenspektrometrischen Daten
auf Isomere von 1,10-seco-Diacholest-13(17)-en schlieffen lassen. Es dominieren drei
Isomere  mit nahezu  identischen  Massenspektren.  Zur  Isolierung  der
1,10-seco-Diacholest-13(17)-ene wurde das Produktgemisch gemal3 Vorschrift 4.2.4 hydriert
(selektive Hydrierung von 1,10-seco-Cholesten zu 1,10-seco-Cholestan) und tber mit AgNO3
imprégniertem Kieselgel getrennt. Die Ausbeute wurde aufgrund geringer Substanzmengen
nicht bestimmt.

Ca7Hs0, 374,70 g/mol

MS (Isomere 1 bis 3): 372 (7), 357 (21), 315 (<1), 287 (3), 259 (100)
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4.2.6 Synthesevon 1,10-seco-Diacholestan (13)

1 mg des Isomerengemisches von 1,10-seco-Diacholest-13(17)-en wurde in einem
Zentrifugenglas  in  einem 50fachen molaren Uberschuss von Triethylsilan und
Trifluoressigsaure gel6st. Bel Raumtemperatur wurde 100 Stunden gertihrt.

Die gaschromatographisch-massenspektrometrische Auswertung ergab, dass nur noch
Spuren des Edukts vorhanden waren und sich das Produkt aus mindestens 7 Verbindungen
unterschiedlicher relativer Konzentrationen zusammensetzte. Die Massenspektren der
Isomere sind sehr @nlich und stehen mit einer 1,10-seco-Diacholestan-Struktur in Einklang.
Die Bestimmung der relativen  Konzentrationen  erfolgte  anhand  des
Totalionenstromchromatogramms. Es dominieren die drel Isomere 1, 3 und 5 mit zusammen
87%.

Ausbeute: >95%

MS.

Isomer 1 (25%):  374(87), 359 (5), 318 (2), 289 (10), 261 (45), 219 (64), 191 (100), 95 (96)

|somer 2 (4%): 374 (60), 359 (<1), 317 (<1), 289 (2), 261 (33), 219 (37), 191 (76), 95 (100)

Isomer 3 (45%): 374 (62), 359 (5), 318 (1), 289 (9), 261 (42), 219 (49), 191 (88), 95 (100)

Isomer 4 (2%): 374 (84), 359 (2), 261 (35), 219 (84), 191 (86), 95 (100)

Isomer 5 (17%): 374 (61), 359 (15), 289 (1), 261 (28), 219 (65), 191 (100), 95 (92)

Isomer 6 (5%): 374 (71), 359 (15), 261 (16), 219 (62), 191 (100), 95 (84)

Isomer 7 (2%): 374 (39), 359 (1), 261 (58), 219 (100), 191 (20), 95 (60)

4.3 Synthesevon Allisomer engemischen

4.3.1 5a-Cholestan

In einem 4 mL-GC-Glaschen wurden 50 mg (0,134 mmol) 5a-Cholestan in wenig
n-Heptan gelést und mit einer Spatelspitze platinierter Kohle (5%) vermengt. Nach
Verdampfen des Losungsmittels wurde das Glaschen in einen Autoklaven (18 mL) gegeben
und mit Stickstoff gespult. Der Autoklav wurde mit einer Heizmanschette und einem
Temperaturfuhler versehen. Innerhalb einer Stunde wurde der Autoklav bei etwa 40 bar
Wasserstoffdruck langsam auf 300°C gebracht. Abschlief3end wurde der Druck auf 50 bar
Enddruck erhdht. Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden. Technisch bedingt fiel der Druck
wahrend des Reaktionsverlaufs auf 30 bar ab. Die Reaktionstemperatur blieb bei konstant
300°C. Der Autoklav wurde nach Erreichen von 50°C langsam entspannt. Am Boden des
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Glases befand sich ausschliefdlich der Katalysator. Das farblose viskose Reaktionsprodukt
befand sich Uberwiegend am Verschluss-Konus des Autoklaven. Das lonenchromatogramm
eines analysierten Aliquots setzte sich aus mindestens 12 Isomeren zusammen (siehe Kapitel
3.2.5und Anhang 6.2).

4.3.2 1,10-seco-Cholestan

Fir die Durchfthrung der Isomerisierung von 1,10-seco-Cholestan wurde ein Quarzglas as
Reaktionsgefdld in den Autoklaven eingepasst. Der Autoklav wurde bei einem
Wasserstoffdruck von 43 bar auf 270°C geheizt. Der Druck wurde auf 50 bar erhdht und
17 Stunden konstant gehalten. Die Temperatur wurde auf 300°C erhdht und bel einem
Wasserstoffdruck von 52 bar 26 Stunden konstant gehalten. Der Abkuhlungsprozess dauerte
4,5 Stunden, woraufhin der Autoklav vorsichtig entspannt wurde. Wieder befand sich der
Katalysator am Boden des Reaktionsgefalies, wahrend sich das Produkt am Verschluss-K onus
befand. Anhand der gaschromatographisch-massenspektrometrischen Daten  konnten

mindestens 18 Isomere zugeordnet werden (siehe Kapitel 3.2.5 und Anhang 6.3).
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6 Anhang

6.1 Massenspektren von Zwischenprodukten der Synthesen
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Abb. 6-1:

M assenspektren ausgewahlter Zwischenstufen der Synthese von seco-Chol estanen
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6.2 Massenspektren der dominierenden Isomere des Allisomerengemischs

von 5a-Cholestan

‘(Konfiguration nicht bestimmt) RT: 00:15:2§
217.3
151.2 3725
81.2 357.4
232.3
262.4
, ‘ \‘\ ‘H \ .i“ H ‘U - “ ‘ [ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 200 300 400
‘(Konfiguration nicht bestimmt) RT: 00:16:3§
217.3 r
3725
151.2 357.4
95.2
soap | 2323
‘ 262.4
i ‘ ’I H | ‘\‘, m I” ’u | ’ ; ‘ .31'7.7 ‘ ‘ :
100 200 300 400
‘5B,14B,17a,208Ch0I&stan RT: 00: 16:42.
218.3 r
109.2
’ 2 a3 357.4372.5
| ’ | .\M ) \“ M 1. 2593 i |
100 200 300 400

Abb. 6-2:

Massenspektren der Produktisomere des Allisomerengemischs von 5a-Cholestan
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6.3 Massenspektren der dominierenden Isomere des Allisomer engemischs
von 1,10-seco-Cholestan
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Abb. 6-3: Massenspektren der Produktisomere des Allisomerengemischs von 1,10-seco-Cholestan
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