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Untersuchungen iiber die Biogenese von Terpznen und Terpenoiden
mit markierten Verbindungen, I

Darstellung der radioaktiven Ausgangssubstanzen
B,p-Dimethyl-acrylsiure, Geraniumsiure, Farnesylsiure und
o-Geranyl-geraniumséiure *)

Aus der Bundesforschungsanstalt fiir Forst- und Holzwirtschaft,
Institut fiir Holzchemie und chemische Technologie des Holzes, Reinbek, Bez. Hamburg

(Eingegangen am 6. Februar 1957)

Als moglicherweise bei der Biogenese von Terpenen und Terpenoiden als
Zwischenprodukte in Betracht kommende Verbindungen werden {3,3-Dimethyl-
acrylsdure, Geraniumsiure, Farnesylsiure und w-Geranyl-geraniumsiure, in
der Carboxylgruppe radioaktiv markiert, dargestellt. Die fiir Herstellung im
Makroverfahren bekannten Methoden werden fiir die Isotopentechnik modifiziert.

Die von O. WaLLacHD formulierte Hypothese der biologischen Bildung von Ter-
penen aus Isopren wurde in den folgenden Jahrzehnten hinsichtlich des Grund-
bausteins und des Geltungsbereiches erweitert; so wurden Verbindungen in den
Kreis der Betrachtungen einbezogen, die, wie die Sterine, sich nur z. T. in Isopren-
bausteine aufgliedern lassen. Aufler dem Isopren und den mit ihm in engem kon-
stitutionellem Zusammenhang stehenden Alkoholen beanspruchte besonders der
B-Methyl-crotonaldehyd2-3) Interesse als mdglicher spezifischer Grundbaustein der
genannten Verbindungsklasse, da sowohl seine Bildung# als auch Weiterreaktion zu
kondensierten Produkten5’ wie Dehydrocitral und Farnesinal unter zellméglichen
Bedingungen stattfand.

In neuerer Zeit wurde fiir die Funktion des Zwischenproduktes die 3,8-Dimethyl-
acrylsiure (I) bei der Kautschuksynthese vermutet® und bei der Biosynthese des
Cholesterins bzw. Squalens?-10), des Pulegonsll) sowie der Carotinoide!? nach-
gewiesen.

*) Auszug aus der Dissertat. H. STockMANN, Univ. Hamburg 1957.
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An groBeren Zwischengliedern ist bisher lediglich bei der Cholesterin-Biosynthese
zwischen der (,8-Dimethyl-acrylsiure und Squalen nur die natiirliche Farnesyl-
sdure13) bekannt.

Fiir die Darstellung der in der Carboxylgruppe markierten {,8-Dimethyl-acryl-
sdure (I) empfahl sich die Synthese aus C4 + C;, letzteres zweckmiBig in Form von
Kohlendioxyd. Aus der Literatur waren folgende Verfahren bekannt, wobei die
Carboxylierungsreaktion jeweils nicht angegeben ist:

1. Isobutylhalogenid + Mg — Isovaleriansiure — «-Brom-isovalerylbromid —
a-Brom-isovaleriansiureester - I und anschlieBende Verseifungl4

2. Isobutylen 4+ Nal®

3. Isobutenylbromid + Lil®

4, (-Methyl-allylchlorid + Mgl?,

Aus Vorversuchen ergab sich, daB die Methoden 2 und 3 infolge von Neben-
reaktionen zur reichlichen Bildung von Neutralprodukten fiihrten,

Das Verfahren 1 ergab in den ersten drei Stufen Ausbeuten um 90 ;. Die Dehydro-
halogenierung konnte aber nur mit maximal 55-proz. Ausbeute durchgefiihrt werden,
wodurch die Gesamtausbeute 40 %, d. Th. nicht iiberschritt.

Die gleiche Ausbeute wurde zun#chst auch beim Verfahren 4 erhalten, wenn nach
den in der Isotopentechnik iiblichen Methoden18 (5—6facher UberschuB des Grig-
nard-Reagenzes gegeniiber Kohlendioxyd) gearbeitet wurde.

Nachteilig bei Verfahren 4 waren stark wechselnde Ausbeuten an Grignard-Verbindung
und reichliche Bildung von sauerstoffhaltigen Neutralprodukten. Beides 1dBt sich auf die
hohe Reaktionsfreudigkeit des Allylhalogenids und seiner Grignard-Verbindung zuriick-
fithren. AuBerdem hatte sich gezeigt, daB auch bei einem Uberschuf8 von Kohlendioxyd
gegeniiber der Grignard-Verbindung und unter wechselnden Versuchsbedingungen letztere
nicht vollstandig umgesetzt wurde.

Zur Klirung dieses Widerspruches konnen Gedankenginge von J. MEISENHEIMER 9 her-
angezogen werden, der annimmt, daBl die Losung von Allylmagnesiumhalogeniden ,,nor-
male** Komplexe der Grignard-Verbindung mit Ather als Liganden und ,,anomale mit
Allylhalogenid in der dufleren Koordinationssphire enthiit. Macht man nun die Annahme,
daB} bei der acidimetrischen Gehaltsbestimmung, die bei Zimmertemperatur durchgefiihrt
wird, beide Komplexe in Reaktion treten und bei der tiefen Temperatur der Carboxylierung
nur noch das Atherat reagiert, so erscheint der aufgezeigte Widerspruch einer Klirung néher.

Fiir die Darstellung der aktiven {3,8-Dimethyl-acrylsiure (1) wurde Verfahren 4
schlieBlich so modifiziert, daB auf 1 Mol. der durch Titration festgestellten Grig-
nard-Verbindung 1 Mol. Kohlendioxyd angewandt wurde. Die Verwertung des letz-
teren erfolgte dann nur zu 40—45 %, jedoch betrug die Ausbeute an I 72—74 %,
bez. auf den Umsatz des Kohlendioxyds. Das nicht umgesetzte Kohlendioxyd wurde
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quantitativ wiedergewonnen. Die gewiinschte Wiedergewinnung des radioaktiven
Materials aus den sauerstoffhaltigen Neutralprodukten in moglichst hoher spezifischer
Aktivitit wurde dadurch erreicht, daB3 die gebildete Grignard-Verbindung laufend
der Reaktionsmischung entzogen wurde (vgl. Versuchsbeschreibung), womit die Bil-
dung nichtaktiver Neutralprodukte hintangehalten wurde.

HiC. CH; Hi,C_ CHs
H,C J 2 7/
« —CO;H
Nc—cH-Co,H | 2 H | CH;
/ }
H,C i | Va
I CH; H,C
II 1 *COzH
H3;C_ CH;
4
L/ CHj
A 7 ¢ — radioakti
H,C H-COZH * = radioaktives C-Atom
i
IV CH;

Die Darstellung der Geraniumsdure (II) erfolgte aus Methylheptenon und Brom-
essigester nach CH. A. Vopoz und H. ScHinz29), Der bendtigte Bromessigester wurde
aus Kohlendioxyd nach G. A. Ropp2)) gewonnen. Zwecks Vermeidung von Neben-
reaktionen wurde auf duBerste Reinheit des Methylheptenons Wert gelegt. Es wurde
im AnschluB an die iiblichen Reinigungsmethoden iiber das Semicarbazon und dessen
Spaltung mit verd. Schwefelsdure in der Kilte rein gewonnen. Nur dieses Verfahren
ergab ein Semicarbazon mit gleichem Schmelzpunkt wie vor der Spaltung. Die Aus-
beute an II im mMol-MaBstab betrug 40—45 9 d. Th., bez. auf Bariumcarbonat.

Die Darstellung der Farnesylsdure (III) erfolgte ebenfalls nach Angaben der Lite-
ratur22 aus Geranylaceton und Bromessigester. Das kiufliche Keton wurde, wie
beim Methylheptenon angegeben, gereinigt. Gesamtausbeute an IIT 40 % d. Th. Das
fiir die Darstellung von w-Geranyl-geraniumsdure (1V)23) bendtigte Farnesylaceton
wurde in Abidnderung des ,klassischen* Verfahrens249 (Nerolidol — Farnesylbro-
mid — Farnesyl-acetessigester und anschlieBende Ketonspaltung) direkt aus Nero-
lidol und Diketen gewonnen, indem der zunichst entstandene Acetessigsiure-nero-
lidylester pyrolysiert wurde, wobei sich unter Decarboxylierung und Inversion des
Allylrestes Farnesylaceton bildete. Bei der Herstellung des Hexahydrofarnesyl-
acetons war diese Methode bereits in der Literatur beschrieben worden25.26), Gesamt-
ausbeute an IV 43 % d. Th.

Der DeUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung
dieser Arbeit..
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

B.B-Dimethyl-acrylsiure (1): Auf einen Zweihalskolben wurde ein Licbig-Kiihler gesetzt,
dessen Innenrohr locker mit Magnesiumspinen gefiillt wurde. Er trug an seinem oberen
Ende einen Anschiitz-Aufsatz, dessen einer Schenkel mit einem Tropftrichter versehen war
und auf dessen anderem sich ein gegen Feuchtigkeit gesicherter Riickflulikithler befand, der
mit normalem Leitungswasser gespeist wurde, wihrend durch den Liebig-Kiihler Wasser von
etwa 20° gepumpt wurde. Durch den zweiten Tubus des Zweihalskolbens wurde langsam
trockener kohlendioxydfreier Stickstoff geleitet. Die oberste Schicht der Mg-Spine wurde
mit 3-Methyl-allylchlorid angefitzt und mit Ather befeuchtet. Die Lésung von 2 g §-Methyl-
allyl-chlorid in 15 ccm Ather lieB man so zutropfen, daB die oberste Mg-Schicht stindig frei
von Fliissigkeit war. Die acidimetrische Gehaltsbestimmung der Reaktionsmischung ergab
etwas wechselnde Ausbeuten zwischen 70 und 80 %. Von der dtherischen Losung wurden
3 mMol entnommen, in einen 250-ccm-Zweihalsrundkolben {ibergefithrt und mit trockenem
Ather auf etwa 80 ccm verdiinnt.

Der eine Tubus des Zweihalskolbens trug einen Dreiwegehahn, der andere ein unten er-
weitertes Gaseinleitungsrohr mit Hahn, das unter den Fliissigkeitsspiegel tauchte. Letzteres
war durch einen Polyisobutylenschlauch mit dem Kohlendioxyd-EntwicklungsgefdB ver-
bunden, das sowohl das Zutropfen von Fliissigkeit wie auch wechselweise das Durchspiilen
mit Gasen ermoglichte.

Der Zweihalskolben und das CO,-Entwicklungsgefid3 wurden an der Wasserstrahlpumpe
iiber den Dreiwegehahn evakuiert, nach Aufsieden des Athers die Verbindung zur Wasser-
strahlpumpe getrennt und die Grignard-Lésung in Aceton/Trockeneis auf —60° gekiihlt.
Im Kohlendioxyd-Entwicklungsgefifi befanden sich 592.8 mg Bariumcarbonat mit einer
Aktivitit von 6.0 mC. Zur Freisetzung des Kohlendioxyds lieB man 8n Uberchlorsiure zu-
tropfen und spiilte nach beendeter Gasentwicklung mit etwa 10 ccm kohlendioxyd- und
wasserfreiem Stickstoff. Die Grignard-Losung wurde wihrend dieser Zeit im Kiltebad be-
lassen und von Zeit zu Zeit umgeschwenkt. Im Laufe von 10 Min. wurde sie auf —25° ge-
bracht und bei dieser Temperatur noch 15 Min. aufbewahrt. AnschlieBend wurde der Grig-
nard-Ansatz aus dem Kiihlbad entfernt, nach Erreichen einer Temperatur von etwa 0° mit
Stickstoff das nichtumgesetzte Kohlendioxyd in 50 ccm 0.5n carbonatfreier Natronlauge
absorbiert, mit Bariumchloridldsung gefillt und unter Ausschlufl von Kohlendioxyd abge-
saugt. Wiedergewonnen wurden 315.4 mg, es waren also 277.4 mg Bariumcarbonat umgesetzt
worden.

Danach wurde das Reaktionsgemisch mit eiskalter Ammoniumsulfatldsung zersetzt, an-
schlieBend 15 ccm 27 H,SO4 zugegeben, nach Uberfiihrung in einen Scheidetrichter die
Schichten getrennt, die wifr. Phase 2mal mit je 20 ccm Ather ausgezogen und die dther.
Lésungen vereinigt. Diese wurden 2mal mit je 5 ccm Wasser gewaschen, das Waschwasser
mit der schwefelsauren Lésung vereinigt und mit Wasserdampf destilliert. Nachdem 1/
Destillat iibergegangen war, wurden in den Destillierkolben 20 mg der auf gleichem Wege
bereiteten inaktiven, reinen [-Methyl-vinylessigsdure (das B,y-ungesittigte Isomere von I)
zugegeben, abermals 1/ abdestilliert, nochmals 20 mg der genannten Sdure zugefiigt und
11/, I Flussigkeit erneut abdestilliert. Danach wurde eine Probe von 1ccm des nun iiber-
gehenden Destillats auf Radioaktivitit gepriift. Pro ccm wurden 860 Zerfille gemessen, die
weniger als dem 105, Teil. der umgesetzten Aktivitit entsprechen, und die Destillation ab-
gebrochen.

Die dtherische Lésung war inzwischen mit 3mal je 10 ccm 27 KOH ausgeschiittelt worden
und wurde mit dem eben gewonnenen Destillat veréinigt. Der pu-Wert der wiaBrigen Losung
betrug iiber 9, deshalb wurde ohne weitere Alkalizugabe das Wasser i. Vak. abgedampft und
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der Riickstand mit so viel Kaliumhydroxyd versetzt, daB er in Bezug auf dieses 25-proz. war,
sein Volumen betrug ungefihr 15 ccm. Die Umlagerung der {3-Methyl-vinylessigsdure in 1
wurde in Abinderung des WAGNERschen Verfahrens nach MorToN!5) durchgefiithrt und ent-
sprechend die alkalische Lésung 25 Min. gekocht. Nach Abkiihlen wurde vorsichtig unter
weiterer Kithlung verd. Schwefelsiure (1:3) im UberschuB zugegeben, zur Bindung noch
vorhandener Chlorwasserstoffsdure (aus dem {3-Methyl-allylchlorid) 2 g Silbersulfat zugefiigt
und wiederum mit Wasserdampf destilliert *).

Nachdem 2/ Destillat iibergegangen waren, wurden in den Destillationskolben 20 mg
reinste inaktive I gegeben und nach Ubergang eines weiteren Liters abermals 20 mg zugefiigt,
nach Abdestillieren von weiteren 11/, / wurde die Operation unterbrochen und das Destillat
mit 0.1n carbonatfreier Kalilauge gegen Phenolphthalein titriert. Verbrauch 18.3 ccm,
Ausb. 73 9% d. Th., bezogen auf umgesetztes Bariumcarbonat. Zur titrierten Lésung wurden
weitere 20 ccm 0.17 KOH gegeben, i. Vak. auf 1/ eingeengt, davon 1 ccm abgenommen und
tropfenweise in ein V2A-Schilchen gegeben, dessen Rand mit Silicond! eingerieben war.
Der Durchmesser des nach Verdunstung zuriickbleibenden Fleckes betrug 16 mm und gab
bei der Priifung auf Radioaktivitit im Durchschnitt 112900 Zerfille/Min. Die Zihlausbeute
der benutzten MeBanordnung betrug 2.70 %.

Fiir das Flachengewicht von 0.15 mg/cm? befrigt der Korrekturfaktor fiir die Selbst-
absorption 0.974 27, Zahl der Zerfille (korr.) 115900/Min., Ausbeute an Radioaktivitit 69 %.

Reinheitspriifung der B,3-Dimethyl-acrylsdure **): Eine Probe des neutralisierten zweiten
Wasserdampfdestillats wurde mit 100 mg des Kaliumsalzes einer aus Mesityloxyd herge-
stellten inaktiven (3,B-Dimethyl-acrylsiure versetzt und solange eine 10-proz. alkoholische
Losung von p-Chlorbenzyl-isothioharnstoff-hydrochlorid zugegeben, bis kein Niederschlag
mehr entstand. Das abgesaugte Salz wurde wechselweise aus Methanol/Wasser und Dioxan/
Wasser umbkristallisiert; Schmp. 146 —147°; spezif. Aktivitit 644 Zerfille/Min. und mg, die
sich auch nach zweimal wiederholter Umkristallisation nicht dnderte. Die Mutterlauge der
Fallung wurde portionsweise mit je 50 mg reinem inaktivem p-Chlorbenzyl-isothiuronium-
Salz der 3,3-Dimethyl-acrylsdure versetzt, nach jeweiliger Zugabe bis zur Losung erhitzt,
nach Erkalten filtriert und das Filtrat erneut mit festem Thiuroniumsalz versetzt.

Urspriingliche Mutterlauge: 320 Zerf./Min. und 0.03 ccm
nach 1. Zugabe von Thiuroniumsalz: 230 Zerf./Min. und 0.03 ccm
pach 2. Zugabe von Thiuroniumsalz: 190 Zerf./Min. und 0.03 ccm
nach 3. Zugabe von Thiuroniumsalz: 115 Zerf./Min. und 0.03 ccm
nach 4. Zugabe von Thiuroniumsalz: 86 Zerf./Min. und 0.03 ccm

Geraniumséiure (II): 11 wurde nach Vopoz und ScHiNz20) aus Methylheptenon und Brom-
essigsdure-methylester hergestellt. Das angewandte, kdufliche Methylheptenon muBte aller-
dings aufs sorgfiltigste gereinigt werden. Zu dem Zweck wurde es 12 Stdn. unter Rithren
mit 10-proz. Kaliumcarbonatlosung gekocht, nach Aufarbeitung in das Semicarbazon iiber-
gefiihrt und dieses bis zur Schmelzpunktskonstanz (Schmp. 136°) umkristallisiert. Zur Spal-
tung wurden 1 Mol. Semicarbazon, 1.5 Moll. 57 H,SO4 und 150 ccm Petroldther bis zur
Aufldsung der festen Bestandteile geschiittelt und aufgearbeitet. Das Keton, dessen Semi-
carbazon scharf bei 136° schmolz, wurde nach dem Schrifttum mit Bromessigester umgesetzt,

*) Die entsiuerte Atherschicht enthielt noch starke Aktivitdt und wurde nach Abdampfen
des Losungsmittels auf Bariumcarbonat verarbeitet.
*+) Reinheitspriifung und physiologische Versuche wurden an getrennt hergesteliten
Préparaten vorgenommen.
27 L c.18), S, 317.
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Der benotigte Bromessigester wurde nach Ropp21) durch Umsetzung von Bromessigéiure
mit Diazomethan gewonnen. Insgesamt wurden aus 6.5 mC Bariumcarbonat mit einer spezif.
Aktivitit von 2 mC/mMol 5.2 mC Bromessigester in einer Menge von 5.2 mMol erhalten,
der durch isotopische Verdiinnung eine spezif. Aktivitit von 1 mC/mMol aufwies. Die Ge-
raniumsiure wurde in 40 —45-proz. Gesamtausbeute, bez. auf Bariumcarbonat, gewonnen.
Gesamtmenge 1.9 mMol, spezif. Aktivitit 0.4 mC/mMol.

Farnesylsiure (III): Die Darstellung erfolgte nach CALiEzi und ScHINZ?2) aus Geranyl-
aceton und Bromessigsiure-dthylester. Ersteres war kduflich und wurde iiber das Semi-
carbazon gereinigt. Die Spaltung des reinen Semicarbazons (Schmp. 95—96°) erfolgte in
gleicher Weise, wie beim Methylheptenon angegeben. Die Gesamtausbeute an I7/, bez.
auf eingesetztes Bariumcarbonat, betrug 40 %. Ausb. an Radioaktivitit 38 %,. Insgesamt
wurden 2.0 mMol mit einer spezif. Aktivitit von 0.4 mC/mMol gewonnen.

w-Geranyl-geraniumsdure (IV): Diese Siure 148t sich nach dem Schrifttum?23) aus Farnesyl-
aceton und Bromessigsdure-ithylester darstellen. Das Farnesylaceton wurde in Analogie zu
einem Verfahren zur Herstellung von Hexahydrofarnesylaceton25) hergestellt. Dazu wurde
wie folgt verfahren: 22.2 g kiufliches Nerolidol wurden mit 3 Tropfen Pyridin versetzt,
dazu lieB man nach Erwiarmen auf 40—45° 9 g frisch i. Vak. destilliertes Diketen so zutropfen,
dafB die Temperatur nach Entfernung der Heizquelle auf der angegebenen Hohe blieb. Nach
beendeter Zugabe wurde fhoch 10 Min. auf 55° erwirmt, nach Abkiihlen mit dem doppelten
Volumen Ather versetzf, nacheinander mit verd. Schwefelsiure, Natriumhydrogencarbonat-
16sung und Wasser gewaschen, getrocknet und der Ather abdestllhert Der Riickstand wurde
mit 0.1 g p-Toluolsulfonsaure erwirmt. Bei 150—160° setzte Kohlendioxydentwicklung ein.
Im kohlendioxydfreien Stickstoffstrom wurde die Kohlensdure in 200 ccm carbonatfreie
1n NaOH iibergetrieben und titriert. Gef.: 73 mMol Kohlendioxyd. Der Riickstand wurde
wie iiblich aufgearbeitet. Sdp.g.g3 107—108°, Ausb. 17.2 g (66 % d. Th.). Das Keton wurde
mit Girards Reagenz T gereinigt und auf IV verarbeitet22), Die Ausbeute an markierter IV
betrug 43 %, die an Radioaktivitat 41 %. Insgesamt wurden 2.0 mMol mit einer spezif.
Aktivitit von 0.4 mC/mMol gewonnen.
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