Die Synthese der 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure-(3-"C)
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Es wird eine neue Synthese der 4-Hydroxy-phenylbrenztrau-
bensdure beschrieben. 4-Hydroxybenzaldehyd wird mit Hydan-
toin zum 4-Acetoxybenzal-hydantoin kondensiert, welches mit
waBr. Alkali quantitativ zur 4-Hydroxy-phenylbrenztraubenséure
gespalten werden kann. Die Verwendung von carbonylmarkier-
tem 4-Hydroxybenzaldehyd, dessen Synthese verbessert wurde,
liefert die 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensdure-(3-14C) auch in
Millimoldimensionen in hoher Ausbeute. Die vordem bekannten
Synthesen der 4-Hydroxy-phenylbrenztraubenséure sind fiir eine
Markierung mit Radiokohlenstoff wenig geeignet.

Die 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure steht im Zusammenhang
mit dem Tyrosinstoffwechsel und wird fiir einen Leberfunktionstest heran-
gezogen (,,Testacid”, Chemiewerk Homburg). In jingster Zeit fanden
substituierte Phenylbrenztraubensiuren Beachtung, als B. D. Davis! bel
der Biogenese der Aromaten in niederen Organismen nachweisen konnte,
dafl Phenylbrenztraubensiure als erste aromatische Verbindung dieser
Reaktionsfolge gebildet und anschlieBend hydroxyliert und aminiert
wird. Ein dhnlicher Weg wird auch fiir die Biogenese des aromatischen
Grundkorpers des Lignins angenommen, wobel markierte Shikimisiure?2- 3
und Phenylbrenztraubensiiure? bereits erfolgreich als Lignin-Vorstufen
dienen konnten. Die 4-Hydroxy-phenylbrenztranbensiure wurde ferner
von . Eberhardt und F. F. Nord® aus dem Kulturmedium des holzzer-
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storenden Pilzes Lentinus lepideus isoliert. Auf Grund ihrer strukturellen
Verwandtschaft mit den Ligninbausteinen erhebt sich die Frage, ob
diese Siure im Verlauf der Biogenese des Lignins eine Rolle spielt und
welche. Zu diesem Zweck wurde von F. F. Nord$ eine carboxyl-markierte
4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure-(1-14C) hergestellt. Diese Verbin-
dung wurde mit hoher Einbaurate vom Lignin des Zuckerrohres auf-
genommen. Weitere Aussagen waren jedoch infolge der ungiinstigen Max-
kierung der eingesetzten Sdure nicht moglich.

Die in vorliegender Arbeit hergestellte kernnah markierte 4-Hydroxy-
phenylbrenztraubensédure-(3-14C) wurde von uns bei Versuchen mit der
Fichte eingesetzt, wobei eine geringere Einbaurate als bei Zuckerrohr ge-
funden wurde. Die Markierung am kernnahen C-Atom der Seitenkette
ermoglichte es, nach einem oxydativen Abbau des Lignins ein aktives
Vanillin zu isolieren, welches eine im Vergleich zum Lignin nur geringe
Aktivitat besall. Von der eingesetzten 4-Hydroxy-phenylbrenztrauben-
sdure ist demnach nur ein Bruchteil in die typischen Guajacylpropan-
einheiten des Fichtenlignins umgewandelt worden?. Uber diese Arbeiten
wird demnéchst berichtet werden®.

Diese Diskrepanz gegeniiber den Befunden von F.F. Nord wurde
von 4. C. Neish® geklart. Demnach sollen sich Gramineae (z. B. Zucker-
rohr) in bezug auf die Verwertung von 4-Hydroxy-phenylbrenztrauben-
sdure anders verhalten als die Fichte.

Die Synthese der 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure

Trotz der vielfiltigen Bedeutung der 4-Hydroxy-phenylbrenztrauben-
sdure verlaufen die bis zu Beginn dieser Arbeit bekannten Synthesen
unbefriedigend und sind fir eine Markierung mit Radiokohlenstoff wenig
geeignet.

Nach O. Neubauer und K. Fromherz'® wird 4-Hydroxybenzaldehyd mit
Hippursdure kondensiert, das Azlacton gespalten, die Benzoesiure abge-
trennt und die 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensdure als Natriumbisulfit-
verbindung isoliert. Die angegebenen Ausbeuten von 349, konnten nur bei
groflen Ansétzen erreicht werden.

Nach J. A. Saul und V. M. Trikojus!! wird ein Azlacton aus 4-Hydroxy-
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benzaldehyd und Acetursdure hergestellt und in zwei Stufen gespalten. Die
von den Autoren angegebene Gesamtausbeute von 23% wurde nie erreicht.
F. F. Nord® hat nach dieser Synthese erstmals eine 4-Hydroxy-phenyl-
brenztraubensdure-(carboxyl-14C) hergestellt, jedoch nur eine Gesamtaus-
beute von 99, bezogen auf die eingesetzte Aktivitdt, erhalten.

M. Bergmann und D. Delis'? kondensieren 4-Hydroxybenzaldehyd mit
3-Phenylhydantoin zum 5-(4’-Hydroxybenzal)-3-phenylhydantoin und spal-
ten mit 4 n Natronlauge zur 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensédure. Der bei
der Spaltung entstehende Phenylharnstoff muf} vor der Isolierung der 4-Hydro-
xy-phenylbrenztraubenséiure abgetrennt werden. Die Gesamtausbeute be-
trdgt etwa 409,.

Die Nachteile dieser Verfahren beruhen auf der Schwierigkeit des Ab-
trennens der Nebenprodukte von der unbestdndigen und vor allem in
unreinem Zustand zersetzlichen 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure.
Deshalb haben wir das Kondensationsprodukt von 4-Hydroxybenzaldehyd
und Hydantoin herangezogen, das bei der Spaltung neben der Ketosiure
lediglich NHjz und COy liefert. Hierfir mufiten hochkonzentrierte
Alkalien verwendet werden, um eine vollstindige Spaltung zu erzielen.
Dies steht im Gegensatz zu der Feststellung von H. R. Henze, W. B. Whit-
ney und M. 4. Eppright'3, wonach aus derartig substituierten Hydan-
toinen durch Einwirkung konzentrierter Alkalien vorwiegend der Koh-
lenwasserstoff und Oxalsdure (Weg 1) gebildet werden; z. B. im Fall des
Anisal-hydantoins. Diese Feststellung konnte bei Verbindungen ohne
phenolische Hydroxylgruppe bestédtigt werden. Bei Anwesenheit von
freien oder alkalilabil substituierten Phenolgruppen hingegen verlduft
die Spaltung ausschlieflich nach Weg 2.

1. CH3O——< H—CH=C—C0 —> CH;;OA{— >—CH3+HOOC»COOH

HN NH + 2 NH, +CO,
N
¢o

2. HO~< H—CH = —C0 — HO—" N\ (H,—CO—COOH
- g —

HN NH + 2 NH, +CO0,
N
do

Diese Spaltung des aus carbonylmarkiertem: 4-Hydroxybenzaldehyd
hergestellten Hydantoins stellt einen einfachen Weg zur Synthese der
4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure-(3-14C) dar. Diese Methode!t ist
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auf breiterem Gebiet anwendbar, da man auch andere phenolische Aryl-
brenztraubensiuren nach dem gleichen Verfahren herstellen kann?s.

Eigenschaften

Die 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure ist in alkalischer Losung
auBerordentlich oxydabel; sie zersetzt sich beim Stehen an der Luft in
2n Natronlauge binnen weniger Stunden. Als Spaltstiicke wurden vor
allem 4-Hydroxybenzaldehyd neben 4-Hydroxybenzoesiure und Oxal-
sdure nachgewiesen. ‘

In festem Zustand liegt die Séure in der Enolform vor. Beim Losen
in Wasser stellt sich langsam das Gleichgewicht mit der Ketoform ein.
In alkalischem Bereich erfolgt rasche Umlagerung in die Ketoform, die
sich nach Ansduern erst allm#hlich wieder in die Enolform umlagert.
Diese Erscheinungen konnten durch die verzogerte bzw. rasche Bildung
eines 2,4-Dinitro-phenylhydrazons sowie durch Messung der Absorp-
tion im UV bewiesen werden. Dies bestitigt die Befunde von W. E. Knox
und B. M. Pitt'%, Dementsprechend werden zur Reinigung und Auf-
bewahrung von Losungen sowie bei der Chromatographie der 4-Hydroxy-
phenylbrenztraubensiure stets verdilnnte Siuren herangezogen?!?.

Zur Synthese des 4-Hydroxybenzaldehyds-(carbonyl-140)

Die Synthese des 4-Hydroxybenzaldehyds-(carbonyl-14C) wurde
bereits von K. Kraizl und G. Billek'8 beschrieben. Mittlerweile konnte
die Synthese der als Vorstufe dienenden 4-Benzyloxy-benzoesiure-(car-
boxyl-14C) weitgehend verbessert werden, so dafl Ausbeuten bis zu 809,
erzielbar sind. Das 4-Benzyloxy-benzoylchlorid-(carbonyl-14C) wurde
wie tblich durch Umsetzung mit Thionylchlorid erhalten. Die Reduk-
tion zum 4-Benzyloxy-benzaldehyd-(carbonyl-14C) war bisher nach
Rosenmund durchgefithrt worden. Nach H. C. Brown und R. F. McFar-
#in?® konnen Aldehyde aus den entsprechenden Siurechloriden einfacher
mittels Lithium-tri-(tert.-butoxy)-aluminiumhydrid hergestellt werden.
Dieses Verfahren liel sich auch fir die Synthese des 4-Hydroxybenzal-
dehyds erfolgreich anwenden. Die Ausbeute an eingesetzter Aktivitit
ist weitaus groBer als bei der Rosenmund-Reduktion, da die nicht umge-
setzte Saure zuriickgewonnen werden kann.

AbschlieBend wird die vollstindige Synthese der 4-Hydroxyphenyl-
brenztraubensiure-(3-14C) formelmiBig wiedergegeben:
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Experimenteller Teil

4-Benzyloxy-benzoesdiure- (carboxyl-14 C) (I}: Die Umsetzung von 4-Jod-
phenyl-benzylither mit n-Butyllithium zum 4-Lithium-phenyl-benzylather
sowie die anschlieflende Carboxylierung wird in einer Universalapparatur
fur Synthesen mit 14C0Op durchgefiihrt .

Das Reaktionsgefi wird mit 1,55 g (= 5 mMole) 4-Jodphenylbenzyl-
sther?! in 20 ml absol. Ather, der Kolben des Gasentwicklers mit 492 mg
BaCOz (= 2,5 mMole) einer Aktivitit von 1 mC und der Tropftrichter mit
10 ml konz. Hy804 beschickt, Nun wird die Apparatur mit trockenem Stick-
stoff gespilt, die magnetische Riithrung eingeschaltet und die Losung von 4-
Jodphenyl-benzyldther mittels Trockeneis-Aceton gekiihlt, wobei der 4-Jod-
phenyl-benzyldther auskristallisiert. Durch den Tropftrichter 1a4Bt man eine
Loésung von 320mg (= 5§mMole) Butyllithium?®? in Ather rasch zufliefen. Die
hellviolette Losung wird ohne Entfernen des Kaltebades 10 Min. geriihrt und
daraufhin sofort mit fliissiger Luft ausgefroren.. Die gesamte Apparatur wird
auf 0,001 Torr evakuiert, von der Pumpe abgeschaltet und die fliissige Luft
durch ein Aceton-Trockeneis-Bad ersetzt.

Sobald sich das Gemisch hinreichend verflitssigt und die Rithrung in Gang
kommt, wird in der abgeschlossenen Apparatur das Kohlendioxyd binnen
5 Min. entwickelt. Um die letzten Reste Kohlendioxyd im Reaktionsgefafl

20 K. Kratzl und G@. Billek, Holzforschung 7, 66 (1953); M. Calvin, Iso-
topic Carbon, S. 178 ff. New York: J. Wiley and Sons Inc. 1949; G. Billek,
Atompraxis 4, 270, 371 (1958).

2 ). Matheson und H. McCombie, J. Chem. Soc. [London] 1931, 1103.

22 Organic Reactions, Bd. VI, 8. 352.
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zu kondensieren, wird dieses neuerlich mit fliissiger Luft gekiihlt und das Zer-
setzungsgefdB mit siedendem Wasser erhitzt. Unter stdndigem Riithren
laBt man auf etwa 0° erwdrmen.

Die Apparatur wird mit Stickstoff bis zu Normaldruck gefiillt, die hell-
violette trilbe Loésung mit 40 ml Ather verdiinnt und mit 20 ml verd. HCl
(1:1) versetzt. Die wiBr. Phase wird mit insgesamt 120 ml Ather ausgeschiit-
telt, die ather. Losung mit 150 ml n KOH in mehreren Anteilen ausgezogen.
Die Loésung des Kaliumsalzes wird filtriert, durch Erwéirmen vormn gelsten
Ather befreit und mit HCI angesiuert. Ausb.: 428,5 mg (= 769%,) vom Schmp.:
186—193°.

4-Benzyloxy-benzoylchlorid- (carbonyl-14C) (I1): 428,5mg 4-Benzyloxy-
benzoesiure-(carboxyl-14C) werden mit 3 ml frisch destilliertem Thionyl-
chlorid in einem 50 ml-Rundkolben 1% Stdn. auf 65° erwérmt. Man entfernt
iiberschiissiges Thionylehlorid durch Uberleiten eines Stickstoffstromes und
trocknet iiber Natriumhydroxyd. Die Ausbeute ist praktisch quantitativ;
eine Reinigung ist zur weiteren Verarbeitung nicht nodtig.

m-Nitrobenzhydrazon des 4-Hydroxy-benzaldehyds- (carbonyl-24C) (I11):
468 mg (= 1,9 mMole) 4-Benzyloxy-benzoylchlorid-{carbonyl-14C) werden
in 25 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst, mit flisssiger Luft eingefroren
und rasch mit 966 mg (= 3,8 mMole) Lithium-tri-{tert.-butoxy)-aluminium-
hydrid?® @berschichtet. Die flissige Luft wird durch ein Trockeneis-Aceton-
Kiihlbad ersetzt und die magnetische Rithrung eingeschaltet, wobei alsbald
Verfliissigung des Kolbeninhaltes eintritt. Man 188t das Kiihlbad innerhalb
von 2 Stdn. auf ungefihr —10° erwéirmen. Die nun klare Lésung wird mit
3 ml konz. HOI in 30 ml Wasser versetzt und mit insgesamt 75 ml Ather aus-
geschiittelt. Die #ther. Losung wird mit 75 ml n KOH in mehreren Anteilen
ausgeschiittelt. Durch Ansduern dieser Losung koénnen ungefdhr 50—559%,
reiner 4-Benzyloxy-benzoesdure-(carboxyl-14C) zuriickgewonnen werden. Die
ather. Losung des 4-Benzyloxy-benzaldehyds-(carbonyl-14C) wird ohne
Trocknen in einem hinreichend grofien Rundkolben zur Trockne gedampft.
Die anfallende halbflissige Kristallmasse wird mit 75 ml Wasser und 75 ml
konz. HCl versetzt, der Kolben mit einem absteigenden Kiihler versehen und
im Stickstoffstrom 1% Stdn. zum Sieden erhitzt. Die filtrierte Losung wird
mit 40-proz. NaOH neutralisiert, mit einigen Tropfen Essigsdure angeséuert
und noch hei mit 500 mg m-Nitrobenzhydrazid in heiflem Wasser gefillt.
Nach guter Kihlung saugt man ab und erbélt so 211 mg (= 39% d. Th.)
vom Schmp. 282—284° (III).

4-Hydrozy-benzaldehyd- (carbonyl-14C )% (IV): 211 mg (= 0,74 mMole)
m-Nitrobenzhydrazon werden in 20 ml 2 n NaOH geldst, zum Sieden erhitzt
und tropfenweise mit 2,96 m! (= 1,48 mMole) m/2 Quecksilber(II)-chlorid-
Loésung (unter Zusatz von NaCl Bildung des leichter loslichen Nag[HgCla))
versetzt. Hierbei wird unter Stickstoffentwicklung das Hydrazon rasch ge-
spalten. Die erhaltene Ldsung wird vom Quecksilber filtriert, auf pH = 7
gebracht und mit Ather erschépfend extrahiert. Es werden so 90 mg (= 99%
d. Th.) kristalliner 4-Hydroxy-benzaldehyd-(carbonyl-14C}) vom Schmp.
115—116° erhalten.

4-Acetoxybenzal-14C-hydantoin (V ): In einem kleinen Rundkolben werden
90mg (= 0,737 mMole) 4-Hydroxybenzaldehyd-(carbonyl-14C), 81 mg

23 - H. Silbernagel, Mh. Chem. 86, 256 (1955).
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{= 0,81 mMole) Hydantoin und 110 mg wasserfreies Natriumacetat mit 0,5ml
Essigsdureanhydrid 3 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Danach wird
das Reaktionsprodukt mit 2 ml Wasser iibergossen und nach Zerkleinern des
Kristallklumpens mehrere Stdn. bei Zimmertemperatur belassen. Die Aus-
beute betrigt 180 mg (= 999, d. Th.) eines fur die Weiterverarbeitung ge-
niigend reinen Produktes vom Schmp. 200—230°.

Eine inaktive Probe dieser Verbindung wurde aus Eisessig mit einem
Schmp. von 236° erhalten.

012H10N204. Ber. C 58,53, H 4,09.
Gef. C 58,88, 58,77, H 4,27, 4,23.

4-Hydroxyphenylbrenztraubensiure- (3-14C) (VI): 180 mg 4-Acetoxy-ben-
zal-14C-hydantoin werden in einen dreifach tubulierten, mit Tropftrichter,
RickfluBkiihler und Gaseinleitungsrohr versehenen Rundkolben eingetragen.
Unter Einleiten eines sauerstofffreien Stickstoffstromes laBt man 15 ml einer
40-proz. NaOH einfliefen. Der Kolbeninhalt wird magnetisch gerithrt und
in einem Bad von 150—160° 3 Stdn. zum Sieden erhitzt. Unter stdndigem
Rihren und guter Kithlung werden 13 ml konz. HCl langsam zugesetzt; die
Losung wird mittels Natriumbicarbonat auf ein pH von etwa 7 gebracht.
Eine mehrstiindige Extraktion mit peroxydfreiem Ather entfernt Spuren
phenolischer Verunreinigungen. Danach sduert man mit konz. HCI stark an
und extrahiert neuerlich erschépfend mit Ather. Die #ther. Lésung wird ohne
vorheriges Trocknen bei méglichst tiefer Temperatur abgedampft und der
Riickstand im Exsikkator getrocknet. Der hellgelbe kristalline Rickstand
wird in 10 Teilen Wasser gelést (sehr langsame Losung) und mit 1 Teil konz.
HCl versetzt. Nach ldngerer Kithlung (mindestens 12 Stdn.) werden 79 mg
(= 609% d.Th.) 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensdure-(3-14C) vom Schmp.
210—215° erhalten. Durch Kiihlen der Mutterlauge wird eine zweite Fraktion
gewonnen.

Fiir eine weitere Reinigung ist Losen in 10 Teilen REisessig und Versetzen
mit 10Teilen konz. HCl empfehlenswert; das Absaugen soll nach etwa Istdg.
Kiihlen erfolgen.

Papierchromatographie: TFir die Reinheitsprufung bewéhrte sich die auf-
steigende Papierchromatographie unter Verwendung von n-Butanol-Eisessig-
Wasser 4:1:1 als Steigfliissigkeit. Spriithreagens: diazotiertes p-Nitroanilin
bzw. 2,4-Dinitrophenylhydrazin (0,2% in 2n HCl). Bei Verwendung von
S & S 2043 b fanden wir folgende R;-Werte: 4-Hydroxy-phenylbrenztrauben-
sdure 0,72, 4-Hydroxybenzaldehyd 0,87, 4-Hydroxybenzoesdure 0,86, 4-Hy-
droxy-phenylessigséure 0,82. TUnbekannte Zersetzungsprodukte der 4-Hy-
droxy-phenylbrenztraubenséiure besalen die RE;-Werte 0,0, 0,22 und 0,32.

Herrn Prof. Dr. K. Kratzl danken wir fiir sein stetes Interesse und
wertvolle Diskussion. Der Osterreichischen Gesellschaft fiir Holzforschung
gilt unser Dank fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.
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