Zur Biosynthese pflanzlicher Stilbene, 3. Mitt.:
Die Biosynthese des Pinosylvin-monomethylédthers
Von
G. Billek und W. Ziegler

Aus dem Organisch-chemischen Institut der Universitat Wien
( Eingegangen am 2. Oktober 1962 )

Nach Gabe von Acetat-1.14C und Glucose-{G)-14C an zwei-
jahrige Pflanzen von Pinus sifvestris wurde jeweils aktiver Pino-
sylvin-monomethyléther isoliert. Die Lokalisierung der Aktivitat
ergab, daB die C-Atome 2—6 des Ringes A aus Acetateinheiten
gebildet werden. Die restlichen C-Atome des Molekiils stammen
mit hoher Wahrscheinlichkeit aus einer intakten Phenylpropan-
einheit.

Wir kennen heute etwa 15 verschiedene Derivate des Stilbens, die in
sehr unterschiedlichen Familien und Gattungen des Pflanzenreiches auf-
treten. Unter diesen sind Pinosylvin (I) und dessen Monomethylither (11},
insbesondere durch die Arbeiten von Erdiman!, am besten bekannt.
Beide wurden in fast allen Arten der Gattung Pinus gefunden und be-
sitzen wegen ihrer fungiciden und insekticiden Eigenschaften? sowie in-
folge der Tatsache, daB ihre Anwesenheit den sauren Sulfitaufschlufl des
Kiefernkernholzes hemmt, auch technologisehe Bedeutung?®. Erdiman®
war es auch, der diese einfachen Stilbenderivate erstmals aus dem Kern-
holz der Kiefer isolierte und deren Konstitution aufklirte.

Uber die Biogenese dieser Stilbenderivate wurden bisher nur wider-
sprechende Hypothesen aufgestellt. Von Robinson® stammt der Vor-
schlag, daB lediglich Acetat iiber die Stufe einer Polyketosiure zum Auf-
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bau von I beitrage, wobei jedoch reduktive Schritte an vier Stellen des
Molekils anzunehmen wiren (Ia). Erdiman® vermutete einen Aufbau
aus einer Phenylpropaneinheit und einem Cyclit unter Abspaltung eines
C-Atoms (I'b) wohl deshalb, da ein Monomethyldther des bp-Inosits,
der Pinit, als Inhaltsstoff der Kiefer hiufig gefunden wurde. Heute
weill man durch Versnche bei anderen Naturstoffklassen, dafl Inosit
und seine Derivate zum Aufbau des Aromaten wohl kaum in Frage
kommen. Von Birch’ stammt ein dritter Vorschlag (I ¢), der dann auch
von Erdtman® vertreten wurde, wonach eine Zimtsiure mit drei Acetat-
einheiten zusammentreten soll, um sich dann zum Pinosylvin zu cycli-

sieren.
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Das Kernholz verschiedener Kisfernarten enthilt — in weiten Grenzen

schwankend — maximal 1% an Pinosylvinphenolen, wobei der Monomethyl-
ather (II) meist in héherer Konzentration als T gefunden wird®. Man muSf
annebmen, daB die Inhaltsstoffe des praktisch toten Kernholzes, zumindest.
deren unmittelbare Vorstufen, in den lebenden Teilen des Organismus, also
z. B. im Cambium, gebildet werden. Die Ablagerung gréfierer Mengen In-
haltsstotfe, wie ttberhaupt die Ausbildung des Kernholzes, verlauft langsam,
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setzt erst nach mehreren Jahren des Wachstums ein und ist von #uBeren
Faktoren abhingig. Im Splintholz werden fast keine der typischen Inhalts-
stoffe des Kernholzes gefunden?®.

Untersuchungen iiber die Biosynthese der Kernholzinhaltsstoffe er-
schienen anfangs wenig aussichtsreich, da sich vieljdhrige grofle Organis-
men fiir Versuche mit radicaktiv markierten Vorstufen wenig eignen.
Uber das Vorkommen der Pinosylvine in jungen Pflanzen war bis zu
Beginn dieser Arbeit nichts bekannt.

Methodik

Nachweis und Isolierung der Pinosylvine

Zur Isolierung, Trennung und zum Nachweis der Kernholzinhalts-
stoffe waren von Erdiman?, Lindstedtl® wnd von Kondo und Kitamurall
verschiedene Verfahren angegeben worden, die immer von Kernholz,
oft von sehr grolen Mengen, ausgingen. Diese Vorschriften lieflen sich
picht unmittelbar zur Totalanalyse junger, noch nicht verkernter Pflan-
zen mit deren weitaus groferer Vielfalt an Inhaltsstoffen anwenden.
Eine eindeutige Methode -zur Abtrennung der reinen Pinosylvine war
insbesondere im Hinblick auf die geplanter Versuche mit radioaktiven
Vorstufen unbedingt notwendig.

Wir haben schlieBlich folgenden Weg eingeschlagen: Nach einer
kurzen Athervorextraktion werden die Pflanzenteile erschopfend mit
Methanol extrahiert. Der Riickstand des Extraktes wird mit Essigester
eluiert und diese Losung mittels Diinnschichtchromatographie auf-
getrennt.

Zur Avalyse des Pflanzenmaterials wurden die den cochromatographierten
Testsubstanzen * entsprechenden Zonen vom Kieselgel eluiert. Der Riick-
stand der beiden Extrakte wurde papierchromatographisch gereinigt. Die
Menge von I und II wurde auf Grund der Fleckengrofie ermittelt, was in
den meisten Fillen hinreichend genau war. Gegebenenfalls wurde auch vom,
Eluat der Flecke das UV-Spektrum!? aufgenommen. Bei den Versuchen
mit radiocaktiven Vorstufen wurden die Zonen des Dimnschichtchromato-
gramms durch Autoradiographie lokalisiert. II wurde nach Zusatz einer

entsprechenden Menge inaktiven Materials durch Hochvakuumsublimation
im ,liegenden Rohr*!% 1 gereinigt.

* Pur die Uberlassung verschiedener Testsubstanzen sind wir Herrn
Prof. Dr. H. Erdtman, Stockholm, zu besonderem Dank verpflichtet.
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Vorerst wurden Samen heimischer Kiefernarten {Pinus silvestris, P.
nigra und P. monfana) zum Keimen gebracht und in einer Néhrlosung
bis zu einem Alter von 3 Monaten aufgezogen. Bereits in den 6 Wochen
alten Pflinzchen war ein sehr geringer Gehalt an II (0,01—0,03%, be-
zogen auf das Trockengewicht) nachweisbar. Fiir die Einbauversuche
wurden zweijdhrige Exemplare der Art P. silvesiris ausgewahlt, da diese
von den drel untersuchten Arten den héchsten Stilbengehalt (0,04 bis
0,059, 1I, ca. 0,0059, I) neben einer relativ geringen Menge harziger
Inhaltsstoffe besallen. /

Obwohl durch diese Analysen bereits in jungen Pflanzen Pinosylvine
nachgewiesen werden konnten, war der Gehalt so gering, dafl berechtigte
Zweifel auftraten, ob innerhalb eines experimentell moglichen Zeitraumes
nach Zufuhr aktiver Vorstufen eine hinreichende Neubildung dieser Ver-
bindungen eintritt. Es ist bekannt, daB durch duflere Einflisse das
Auftreten von Kernholz und damit eipe gesteigerte Produktion an Kern-
holzphenolen induziert werden kann. Verwundung des Cambiums kann
zur Ausbildung des sog. ,,Wundkernholzes® fithren, welches entweder
das darunterliegende Splintholz umgibt oder zur Ausbildung einer ,,Kern-
holzinsel“ im Splintholz fithrt®. Anderson® fand, daBl Verwundung des
Cambiums und Behandlung der Wunde mit 40proz. Schwefelsiure eine
gesteigerte Pinosylvinproduktion zur Folge hat.

In eigenen Versuchen wurden dhnliche Eingriffe an nur zweijihrigen
Pflanzen von P. silvestris vollzogen. Sie fiulirten hier meist zum Ab-
sterben des Organismus. In keinem Fall konnte eine gesteigerte Bil-
dung der Kernholzphenole festgestellt werden. Es mufite folglich auf
intakte Pflanzen zurtickgegriffen werden.

Infusion der markierten Verbindungen

Da sich das Tauchtriebverfahren nach Freudenberg® bei einigen Ver-
suchen mit Seitendsten von P. silvesiris nicht bewidhrte und bei den
etwa 15 cm groBen zweijihrigen Pflanzen ein Aufsaugen durch die Na-
deln nicht in Frage kam, wurden die Nahriésungen durch die gekappte
Pfablwurzel zugefithrt. Innerhalb von 48 Stdn. wurden so bis zu 2 ml
jo Pflanze aufgenommen, spater sinkt die Flissigkeitsaufnahme rasch
ab. Die Versuche wurden nach 14 Tagen abgebrochen, da zu diesem
Zeitpunkt die Pflanzen bereits etwas verdorrt waren.

In einer jiingst erschienenen Arbeit von Jérgensen!” wurden Vorkommen

und Bildung von I und IT im Splintholz von P. resinosg untersucht. Es er-
gab sich, daf} diese Phenole im urspriinglichen Splintholz dieser Kiefernart
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nicht vorhanden waren, desgleichen nicht in Zellen, die rasch getdtet wurden.
Hingegen konnte eine Bildung von I und II beobachtet werden, wenn das
Splintholz gewissen &ufleren Einfliissen ausgesetzt war. Mechanische Be-
schadigung von Rinde und Cambium, Pilzbefall (Fomes annosus), aber auch
langsames Austrocknen der Pflanzen fithrte zur Neubildung von I und IT
im Splintholz. Der Autor kommt zu dem Schluf, dalBl die Bildung der Pino-
sylvine in den lebenden Zellen des Splintholzes erfolgt und eine Abwehr-
reaktion gegeniiber dufleren Einfltissen darstellt.

Wir konnten beobachten, daB nach Infusion von markierten Ver-
bindungen und der damit verbundenen Austrocknung der Pflanzen je-
weils ein hdherer Gehalt an I1 nachweishar war als es die Analysen an
intakten Organismen ergaben. Durch die angewandte Methodik haben
wir somit unbeabsichtigt eine gesteigerte Produktion von II erzielt und
damit auch die Befunde von Jdrgensen? bestéitigt, die uns erst nach Be-
endigung unserer Arbeiten bekannt wurden*. Ob die Bildung dieser Stil-
bene in den Zellen des Splintholzes infolge duBerer Hinflilsse stattfindet
oder ob diese Verbindungen, wie es Erdtman® vorschligt, im Cambium
gebildet werden, kann durch vorliegende Untersuchung nicht entschieden
werden.

Abbaw des . Pinosylvin-monomethylithers

Nach entsprechender Verdimnung mit inaktivem Material wurde 11
methyliert und Pinosylvin-dimethylather (III) mit KMnO, oxydiert®.
Die Trennung der Benzoesdure (IV) von der 3,5-Dimethoxybenzoesdure
(V) erfolgte durch fraktionierte Sublimation in , liegenden Rohr®. V wurde
decarboxyliert (VI), der Resorcindimethylédther (V1) nitriert und einem
Brompikrinabbau (IX und X) unterworfen. Die Aktivitit der Methoxyl-
gruppe (XI) wurde nach Bjerrum und Mitarb.1® bestimmt.

Ein derartiger Abbau erfafit die C-Atome des Ringes B samt dem
C-Atom B (IV), das C-Atom o (VI) und die Methoxylgruppe (XI) und
trennt schlieBlich im Ring A die C-Atome 2, 4, 6 von den Atomen 1,3, 5
(IX und X).

Ergebnisse

A. Versuche mit Acetat-1-14C

Nach einer Gabe von Acetat-1-14C (1,4 mC) an 10 2jdhrige Kiefern
und einer Versuchsdauer von 14 Tagen enthielt II 40,0059, der eingesetz-
ten Aktivitds; die Einbaurate in I war noch um eine Zehnerpotenz ge-
ringer, so daf an dieser Verbindung kein Abbau durchgefiibrt werden
konnte. Die MeBwerte der Aktivitit der Abbauprodukte von II sind in

¥ Herrn Prof. Dr. E. Jorgensen, Saskatoon, Kanada, danken wir fir die
Uberlassung des Manuskriptes seiner Arbeit.

8 R. U. Bjerrum, J. H. Flockstra, L.J. Dewey und C. D. Ball, J. Biol.
Chem. 210, 633 (1954).
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Tab. 1 zusammengefalit, wobei die prozentuellen Angaben sich auf die
Aktivitdt des bereits mit inaktivem Material verdiinnten 1I beziehen;
die weitere Verdiinnung auf der Stufe von V ist entsprechend beriick-
sichtigt.

Wie die ersten Spalten der Tab. 1 zeigen, wurde die carboxylmar-
kierte Essigsdure in IT derart eingebaut, dafi der iitberwiegende Anteil

Monatshefte fiir Chemie, Bd. 93/6 91
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der Aktivitét in den C-Atomen 1, 3 und 5 des Ringes A gefunden wurde.
Damit ist jene Hypothese eindeutig widerlegt worden, wonach das ge-
samte Molekiil des Stilbens aus Acetateinheiten entstehen soll.

Tabelle 1
Acetat-1-1*C Glucose-(G)-1C
dpm/mM %, dpm/mM %
II Pinosylvin-moromethylidther ....... 426000 = 100,0 2200000 = 100,0
IV Benzoesdure . ........... e 2500 0,6 615000 28,0
V 3,5-Dimethoxybenzoesdure ......... 418000 98,2 1545000 70,2
V 3,5-Dimethoxybenzoeséure (verdiinnt) 110000 = 98,2 59900 = 70,2
VI BaCO3 (C-Atom o) «rvvovveenenn... 225 0,2 3150 3,7
VIII Trinitroresorcindimethylather ...... 114000 101,8
IX Brompikrin (C-Atome 2,4,6) ........ 790 0,7
X BaCO3 (C-Atome 1,3,5) ............ — 97,2
XIMethoxyl ...ovvviiiniinin ., 340 0,3 510 0,6

Es muf§ jedoch erwihnt werden, dafi die Lokalisierung der Aktivitdt im
Ring A nicht eindeutig ist, da der Brompikrinabbau nur die Summe der
Aktivitdten der Atome 1,3 und 5 erfafit. Wiirde im Sinne der Hypothese
von Birch? (I ¢) eine Zimtséure bzw. eine Phenylpropaneinheit als Baustein
in Reaktion treten, dann miifte bei einer Gabe von markiertem Acetat
das C-Atom 1 des Ringes A inaktiv sein. KEin spezifisches Hrfassen dieses
einzelnen C-Atomes war aber experimentell nicht mdglich.

Wir versuchten nun den intakten Einbau einer Phenylpropaneinheit
nachzuweisen. Diesbeztigliche Versuche brachten keinen Erfolg, da die
Vorstufen mit einer geeignet hohen spezifischen Aktivitdt nicht zur
Verfiigung standen. Die sehr geringe Flissigkeitsaufnahme der Ver-
suchspflanzen begrenzt die einsetzbare Substanzmenge, die kleine Ein-
baurate hingegen erfordert eine hohe Gesamtaktivitét.

B. Versuche mit Glucose-(G)-14C

Durch Photosynthese liel sich eine vollstindig mit Radiokohlenstoff
markierte Glucose herstellen®, deren sehr hohe spezifische Aktivitdt
den experimentellen Anforderungen geniigte. Bei einem Einsatz von
0,8 mC Glucose-(G)-14C auf vier 2jihrige Pilanzen von P. silvesiris wurde
aktiver II mit einer Einbaurate von 0,0129%, erhalten. Ein analog durch-
gefiihrter Abbau lieferte die in Tab. 1 wiedergegebenen Meflwerte mit dem
etwas iiberraschenden Ergebnis, dafi der iiberwiegende Teil der Aktivitit
des IT im Ring A gefunden wurde, wihrend Ring B und das C-Atom B
nur 28%, der Aktivitidt besallen. Der Anteil der Methoxylgruppe an der
Gesartaktivitdt war auch hier gering.

1 Q. Billek und H. Kindl, Atompraxis 8, 167 (1962).
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Entsprechend den Erwartungen sollte nach Gabe einer vollstéindig mar-
kierten Glucose auf dem Weg tber die Shikimi- und Prephensiure eine
homogen markierte Phenylpropaneinheit. gebildet werden und damit auch
in IT eine gleichverteilte Aktivitdt bevorzugt im Ring B, den C-Atomen «
und f und im C-Atom 1 des Ringes A aufscheinen. Anderseits muBite man
annehmen, dafBl die Glucose iiber das Embden-Meyerhof-Schema und die
oxydative Decarboxylierung der Brenztraubensdure auch Acetat liefern
und damit zum Aufbau von Ring A beitragen kann.

Die Versuchsreihe A ergab, dall Acetat ausschlieBlich in Ring A ein-
gebaut wird. Die hohe Aktivitdt in demselben Ring nach einer Gabe
von markierter Glucose zeigt, dafl die Glucose relativ rasch in Acetat
umgewandelt wird, wihrend die Bildung des Ringes B aus der Glucose
langsam und mit stirkerer Verdiinnung durch inaktives Material zu er-
folgen scheint. Im C-Atom o (VI), welches durch Decarboxylierung von
V einer gesonderten Aktivitdtsmessung zugdnglich war, fand sich 3,79
der Aktivitit von Il. Dies ist praktisch 1/; der Aktivitit der aus
7 C-Atomen bestehenden Molekiilhdlfte mit dem Ring B. Wiirde ander-
seits dieses C-Atom einer Acetateinheit entstammen, dann wire hier
eine weitaus hohere Aktivitdt (ca. 109,) zu erwarten. Damit ist, wenn
auch indirekt, der Einbau einer Phenylpropaneirheit anzunehmen.

Zusammenfassung

Fiir die Biosynthese des Pinosylvin-monomethylithers kann man
das Zusammenwirken zweier Reaktionswege annehmen: Die C-Atome
2—6 des Ringes A werden aus drei Acetateinheiten gebildet, wobei eine
Carboxylgruppe abgespalten wird. Der Aromat B und die C-Atome «
uand $ sowie das C-Atom 1 des Ringes A stammen mit hoher Wahrschein-
lichkeit aus einer intakten Phenylpropaneinheit?®,

Wie das folgende Schema zeigt, werden aus denselben Einheiten,
allerdings in einer anderen Aggregation, die Flavonoide gebildet, wie dies
insbesondere duarch die Arbeiten von Grisebach? und Neish?® bekannt
wurde. Hine derartige Parallele zwischen der Biogenese der Flavonoide
und jener der Stilbene, auf die ibrigens schon Bireh” hingewiesen hat,
ist neben den vorliegenden experimentellen Befunden auch aus anderen
Griinden’ glaubhaft. Fin Flavanonderivat mit einer Substitution, die
vollig T entspricht, das Pinocembrin (XII), tritt als Begleiter von I
und II im Kernholz vieler Kiefernarten auf!. Weiters sind Stilben-
derivate in der Natur gefunden worden, dic noch jene Carboxylgruppe
in Stellung 2 tragen, deren Abspaltung man zur Bildung der Pinosylvine
annehmen muf, wie z. B. Hydrangeasiure {XITT) und Hydrangenol (X1V).

20 @. Billek vnd W.Ziegler, Osterr. Chemiker-Ztg. 62, 310 (1961); G.
Billek, H. Kindl und W. Ziegler, Ind. Chim. Belge 27, 552 (1962) (Vortrags-
ref.); G. Billek wnd H. Kindl, Osterr. Chemiker-Ztg. 63, 273 (1962).

3 H. Grisebach und W. D. Ollis, Experientia [Bagel] 17, 4 (1861).

2 A. C. Neish, Ann. Rev. Plant Physiol. 11, 55 (1960).
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Die Biosynthese des Hydrangenols (XIV), eines Inhaltsstoffs der Garten-
hortensie, haben wir i anderen Arbeiten? untersucht. Durch die weitaus
raschere Bildung dieser Verbindung konnten hierbei viel héhere Einbau-
raten erzielt werden; damit war neben Acetat-1-14C und Glucose-(G)-14C
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auch die Anwendung von Vorstufen geringerer spezifischer Aktivitat (Glucose-
1-14C, Zimtsiure-carboxyl-14C, p-Cumarsiure-2-140) méglich, die in jedem
Fall Ergebnisse lieferten, welche dem oben far I und IT angegebenen Bio-
gyntheseschema véllig entsprachen und dieses damit auch stitzen. Er-
ginzend sei bemerkt, daB Glucose-(G)-14C und Glucose-1-14C auch bei XIV
eine bevorzugte Markierung des Ringes A zur Folge hatte. Damit stellt der
bei 1T gefundene Effekt keine Einzelbeobachtung dar, sondern konnte auch
unter anderen experimentellen Bedingungen realisiert werden.

In einer jiingst erschienenen Arbeit von Hillis und Hasegawa® wurde
iber die Bildung von Piceid (Resveratrol-glucosid) und Rhapontin (Rha-
ponticin-glucosid) in Eucalyptus sideroxylon berichtet. Danach verliuft
die Biosynthese dieser Stilbenderivate ebenfalls so, wie dies oben fiir I
und IT wiedergegeben ist.

23 Q. Billek und H. Kindl, Mh. Chem. 92, 493 (1961); 93, 814 (1962).
2 W, BE. Hillis und M. Hasegawe, Chem. and Ind. 1962, 1330.
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Fiir eine Subvention aus den Mitteln der Seegen-Stiftung der Osterr.
Akademie der Wissenschaften und fir eine Unterstiitzung durch die
Osterr. Gesellschaft fiir Holzforschung sei auch an dieser Stelle gedankt.
Das Pflanzenmaterial wurde in dankenswerter Weise von der Baum-
schule Dr. J. Stainer, Wiener Neustadt, zur Verfiigung gestellt.

Experimenteller Teil
Infusion

Zweijshrige Pflanzen von P. silvestris wurden vom anhaftenden Erdreich
gesdubert und deren Pfahlwurzeln unter Wasser gekappt. Sie wurden hierauf
sofort in Glasrohrchen mit je 2 mi der aktiven Losung iibergefithrt, welche
nach 48 Stdn. fast vollig aufgenommen waren. Anschliefend gaben wir
bis zur Beendigung der Versuchsdauer (14 Tage) Knopsche Nahrlosung.
Die Pflanzen waren téglich 8 Stdn. dem Licht von zwei Leuchtstoffrohren
(Phitips TL-E 32 W/32 und 40 W/34) ausgesetzt.

Lsolierung des Pinosylvin-monomethylithers (1I)

Nach dem Trocknen der Pflanzen wurden die Nadeln entfernt, Stamme
und Wurzeln in ca. 1 em lange Stiickchen geschnitten und 1 Stde. mit Ather
extrabiert. Dieser Extrakt enthielt keine wesentlichen Mengen an Pino-
sylvinphenolen. Nach Trocknen des Materials wurde dieses in einer Schlag-
kreuzmiihle (20 mesh) gemahlen und im Soxhlet-Apparat 5 Stdn. mit Metha-
nol eluiert. Die methanol. Losung wurde zur Trockene gedampft und der
Riickstand mit 60m] Essigester in 6 Anteilen heif eluiert. Es blieb ein hell-
braunes, wasserlosliches Pulver zuriick, welches keine Pinosylvinphenole
enthielt. Der Rickstand der Essigesterlosung wurde auf 20 Platten
(20 X 20 em, Kieselgel-Gi, Merck) aufgetragen und aufsteigend mit
Benzol—Methanol (9:1) chromatographiert. Durchschnittliche Rp-Werte:
0,28, 11 0,55.

Die getrockneten (mind. 24 Stdn.) Dimnnschichtplatten wurden mit
Rontgenfilm (Kodak Blue Brand) belegt, mit gleichartigen Glasplatten be-
schwert und 8 Tage im Dunkeln belassen. Die Autoradiogramme ermég-
lichten eine eindeutige Lokalisierung der bisweilen etwas gekritmmten Zonen
von I und II. Bei Anwendung obigen Verfahrens verblisben zahlreiche
andere hochaktive Inhaltsstoffe vorwiegend in der Nahe des Starts und
der Front. Il wurde mit Essigester (Sowhlet-Apparat) vom Kieselgel der
entsprechenden Zone eluiert. Fur den nachfolgenden Abbau haben wir
bei den Versuchen mit Acetat-1-14C mit 75 mg, nach der Gabe von Glucose-
(G)-14C mit 25 mg inaktivern II verdiinnt und im ,liegenden Rohr® (0,001
Torr, 130°) sublimiert.

Alle im Verlauf der Isclierung von II erhaltenen Fraktionen wurden
papierchromatographisch mit Benzol—Eisessig—Wasser (4:2:1) (absteigend,
Schleicher & Schiill 2043b) analysiert*. Rp-Werte: 1 0,46, II 0,91.

Abbaw des Pinosylvin-monomethylithers (I11)

Pinosylvin-dimethylither (I11). 73 mg I1 in 0,5 m] Athanol wurden mit
75 pl 40proz. NaOH und 75 pl Dimethylsulfat versetzt und 20 Min. bei Zimmer-
temp. gerithrt. Nach neuerlichem Zusatz von Lauge (75 ul) wurde nach
weiteren 20 Min. mit 3 ml H0 verdiinnt, angeimpft und gut gekithlt, Ausb.:
73mg (94% d. Th.) vom Schmp. 56-—57°.
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Benzoesiure (VI) wund 3,5-Dimethoxybenzoesiure (V). 72mg IIL in
4,5 ml Aceton und 4,5 ml HeO wurden unter Rithren mit 330 mg gepulver-
tem KMnO, innerhalb von 30 Min. versetzt und anschlieBend noch 45 Min.
gerihrt. Nach Entfernung des Acetons durch Einengen im Vak. setzten wir
0,3 ml H2804 in 1,5 ml H20 zu und reduzierten den ausgeschiedenen Braun-
stein mit NaHSOs. Das Gemisch der beiden Siuren wurde durch kontinuier-
liche Extraktion mit Ather, Ausschiitteln mit 20 ml 2proz. NaHCO3-Losung
und neuerliche Atherextraktion der angessiuerten Losung erhalten. Der
Rickstand des #dther. Extraktes wurde einer Sublimation im ;,liegenden
Rohr* (0,001 Torr, 165°) unterworfen,, wobei IV (22 mg, 609 d.Th.) und
V (20 mg, 369 d. Th.) in deutlich getrennten Zonen anfallen.

Resorcindimethylither (VII). V wurde jeweils mit inaktivemm Material
auf 100 mg verdiinnt und in einer Apparatur zur Acetylgruppenbestimmung
mit 100 mg Kupferpulver und 1 ml Chinolin im Nj-Strom 5 Stdn. auf 235°
(Badtemp.) erhitzt. Das entstehende COgz wurde in einem nachgeschalteten
Absorptionsgefa in NaOH aufgefangen und als BaCOsz gefdllt. Ausb. 94 mg
(87% d. Th.). Der Kolbeninhalt wurde mit 5 ml Ather verdinnt, filtriert,
mit verd. HCl und. schlieBlich mit 5proz. NaHCOz-Losung ausgeschiittelt.
Durch Destillation des Riickstandes der &ther. Losung im Kugelrohr (15 Torr,
85—965°) erhielten wir 50 mg (65% d.Th.) VII. Aus der NaHCOj3-Lisung
kann eine geringe Menge nicht umgesetzter V isoliert werden.

Trinstroresorcindimethyldather (VIII). 50mg VII wurden bei -— 50°
allmihlich mit 1,5 ml einer vorgekiihiten Mischung aus 9 Teilen H2804 und
1 Teil HNO3 (Dichte 1,5) versetzt, langsam auf Zimmertemp. gebracht und
nach 30 Min. mit 15 ml Eiswasser verdunnt. Das Reaktionsgemisch soll
stets gelb gefdrbt sein, das Aufireten einer Griinfirbung zeigt zu rasches
Erwérmen an und fihrt zu geringeren Ausbeuten. Nach guter Kiihlung
wurde VIII abgesaugt, mit Ha0 gewaschen und aus wenig Athanol umkristalli-
siert: 53 mg (54% d. Th.) vom Schmp. 124—125°, bei 0,001 Torr und 150°
ohne Zersetzung sublimierbar.

Brompikrinabbau (IX, X ). Es wird ein mit absteigendem Kiihler,
Tropftrichter und Ne-Einleitrohr versehener Kolben verwendet und wihrend
der gesamten Reaktion, die heterogen verlduft, stark gerithrt. Eine Lésung
von Bariumhypobromit (2,7 g Ba(OH)sz - 8 H20 und 0,9 ml Brom in 50 ml
H20) wurde im Na-Strom in das mit 50 mg VIII beschickte Reaktionsgefi
filtriert. Man erwirmt 1 Stde. auf 80°, setzt 50 ml H»0 zu, erhitzt zum Sieden
und destilliert 30 ml ab, wobei das Brompikrin (IX) iibergetrieben wird.
IX wurde mehrmals mit verd. HCI gewaschen, jeweils durch Zentrifugieren
gesammelt (96 mg, 589 d.Th.) und zur Aktivitidtsmessung nalBl oxydiert.

Nach Entfernen der Vorlage wurde ein mit NaOH beschicktes Absorptions-
gefall angeschlosser, der Kolbeninhalt mit 3 ml HCl versetzt, das COz im
N3z-Strom itbergetrieben und als BaCOj3 (X) gefallt. Ausb. 104 mg, 589, d. Th.

Alktivititsmessungen

Die Endprodukte wurden jeweils, gegebenenfalls nach einer NaBoxy-
dation zu COs, als BaCO;3 in ,,unendlich dicker Schichte mit einem End-
fenster-Zihlrohr gemessen. Die Messungen von IT, IV, V und VIII hingegen
erfolgten an der Substanz selbst, um Verluste zu vermeiden bzw. um eine
bessere Zihlausbeute (bei IV) zu erzielen. Von IV und V wurden hierzu
durch Sublimation bei 110° bzw. 160° auf Al-plitichen ,,endlich dicke*
Schichten hergestellt.



