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Nach Gabe vo~ Acetat-iA4C und Olucose-(O)-z4C an zwei- 
]iihrige Pflanzen yon Pinus  si~vestris wurde jeweils aktiver Pine- 
sylvin-monomethylather isoliert. Die Lokalisierung der Aktivit~it 
ergab, dab die C-Atome 2--6 des ]~inges A aus Acetateinheiten 
gebildet werden. Die restliehen C-Atome des Molekiils stammen 
mit hoher Wahrscheinliehkeit aus einer intakten Phenylpropan- 
einheit. 

Wit kennen heute etwa 15 verschiedene Derivate des Stilbens, die in 
sehr untersehiedliehen Familien und Gattungen des Pflanzenreiehes auf- 
treten. Unter diesen sind Pinosylgin (I) und dessen Monomethyl//ther (II), 
insbesondere dutch die Arbeiten yon E r d t m a n  1, am besten bekannt. 
Beide wurden in fast allen A r t e n d e r  Gattung P i n u s  gefunden und be- 
sitzen wegen ihrer fungieiden und insekticiden Eigensehaften ~ sowie in- 
folge der Tatsache, dab ihre Anwesenheit den sauren SulfitaufschluB des 
Kiefernkernholzes hemmt, aueh teehnologisehe Bedeutung a. E r d t m a n  ~ 

war es aueh, der diese einfachen Stilbenderivate erstmals ~us dem Kern- 
holz der Kiefer isolierte und deren Konstitution aufklgrte. 

~ber  die Biogenese dieser Stilbenderivate wurden bisher nut wider- 
spreehende Hypothesen aufgestellt. Von Robinson  5 stammt der Vor- 
schlag, dab lediglich Acetat fiber die Stufe einer Polyketosa;ure zum Auf- 

1 H.  Erdtman,  in: K .  Kratzl  und G. BilIelc, ,,Biochemistry of Wood", 
S. 1. London: Pergamon Press (1959). 

E..RennerJeldt, Acta Chem. Stand. 3, 1343 (I949); G. N .  Wolcott, J. Econ. 
Er~tomoI. 44, 263 (t95~[); 46, 374 (1953); Chem. Abstr. 45, 8711 (1951); 48, 
4750 (~95~). 

H. Erdtman,  Ann. Chem. 539, 116 (1939). 
4 H.  Erdtman,  Naturwiss. 87, 130 (1939). 
s R.  Robinson, ,,The Structural l~elations of Natural Products", Oxford: 

Clarendon. Press (1955). 
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bau yon  I beitrage, wobei jedoch redukt ive Schritte an vier Stellen des 
Molekiils anzunehmen w/iren (I a). E r d t m a n  G vermute te  einen Aufbau 
aus einer Phenylpropaneinhei t  und einem Cyelit unter  AbspMtung eines 
C-Atoms (I b) wohl deshalb, da ein Monomethyls  des D-Inosits, 
der Pinit ,  als InhMtsstoff  der Kieler h/iufig gefunden wurde. I leu te  
weig man dureh Versuehe bei anderen Naturstoffklassen, da6 Inosi t  
und seine Derivate  zum Aufbau des Aromaten  wohl kaum in Frage 
kommen.  Von Birch  T s t ammt  ein dri t ter  Vorsehlag (I e), der dann  auch 
yon  E r d t m a n  t vertreten wurde, wonach eine Zimtsgure mit  drei Acetat-  
einheiten zusammentre ten  sell, um sieh dann  zum Pinosylvin zu cycli- 
sieren. 
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Das Xernholz verschiedener Kiefernarten enth/~lt - -  in weiten ~renzen 
sehw~nkend - -  maximal 1% an Pinosylvhaphenolen, wobei der ]VIonomethyl- 
~ther (II) meist in h6berer Konzentra,tien als I gefunden wird s. Man muB 
annebmen, daI~ d~e Inhalgssgcffe des pra,ld, isch tot~n Kernholzes, zumindest. 
deren unmit~etbare Vorstufen, in den }ebenden Teiler~ des Organismus, also 
z. B. fm Cambium, gebi|de~ werdem Die Ablagerung grSflerer Mengen Ill- 
haltssteffe, wie (iberhaupg die Ausbildung des Kerrtholzes, verl~tuf~ langsam, 

6 H.  E~'dtrnan, Ho[z als Roh- und Werkstoff 11, 215 (1953). 
A.  J .  Birch and F. W. Donovan, Austral. J. Chem. 6, 360 (1953). 

s H. Erdtman,  Sver~sk Kemisk Tidskr. 63, 43 (1951); G. Lindstedt, Aeta 
Chem. Scand. 5, 129 (1951). 
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setzt erst naeh mehreren Jahren des Waehstums ein trod ist von gufteren 
Faktoren abhgngig. Im Splintholz werden fast keine der typisehen Inhalts- 
stoffe des Kernholzes gefunden 9. 

Untersuehungen fiber die Biosynthese der Kernholzinhaltsstoffe er- 
sehionen anfangs wenig aussiehtsreieh, da sich ~-ielj/ihrige grol~e Organis- 
men fiir Versuche mit radioak$iv markierten Vorst~fen wenig eignen. 
lJber das Vorkommen der Pinosylvine in jungen Pflanzen war bis zu 
Beginn dieser Arbeit niehts bekannt. 

N e t h o d i k  

N a c h w e i s  u~ut t sot ieruf~g der P i n o s y l v i n e  

Zur Isolierung, Trennung und zum Nachweis der KernholzinhMts- 
stoffe waren yon E r d t m a n  a, L i n d s t e d t  1~ und yon K o n d o  und K i t a m u r a  l i  

verschiedene Verfahren angegeben worden, die immer yon Kernholz, 
oft yon sehr groBen Mengen, ausgingen. Diese Vorsehriften lieBen sich 
nieht unmittelbar zur Totalanalyse junger, noch nieht -~Terkernter Pflan- 
zen mit deren weitaus gr61?erer Vielfalt an InhMtss{ogen anwenden. 
Eine eindeutige Methode zu r  Abtrennung der reinen Pinosylvine war 
insbesondere im Hinbliek auf die geplanten Versuehe mit radioaktiven 
Vorstufen unbedingt notwendig. 

Wit haben sehliel~lieh folgenden Weg eingeschlagen: Nach einer 
kurzen Athervorextraktion werden die Pflanzenteile erseh6pfencl mit 
Methanol extrahiert. Der l~fiekstand des Extraktes wird mit Essigester 
eluiert und diese L6sung mittels 1)finnsehiehtehromatographie auf- 
getrelmt. 

Ztw Analyse des Pflanzenmagerials warden die den eoehromatographierten 
Testsubstanzen* entsprechenden Zonen veto Kieselgel eluiert. Der l~iiek- 
stand der beiden ExtrakJe wurde papierehromatographiseh gereinigt. Die 
Menge yon I and I I  wurde auf Grand der Fleekengr6Be ermittelt, was in 
den meisten F/illen hinreiehend genau war. Gegebenenfalls wurde aueh vom~, 
Eluat der Fleeke das UV-Spektrum r~ aufgenommen. Bei den Versuchen 
mit radioaktiven u wurden die Zonen des Diinnsehiehtehromato- 
gramms dutch Autoradiographie lokalisiert. I I  warde naeh Zusatz einer 
entspreehenden Menge inaktiven Materials dutch Iloehvakuumsublimation 
im ,,liegenden Rohr" zs, l~ gereinigt. 

* FOr die l~berlassung versehiedener Testsubstanzen sind wit }Ierrn 
Prof. Dr. H.  Erd tman ,  Stockholm, zu besonderem Dank verpfliehtet. 

9 H.  Erd tman,  Experientia [Basel], Suppl. II,  156 (1955). 
lo G. Lindstedt ,  Aeta Chem. Scand. 4, 448 (1950). 
11 T.  Kondo  and Y.  K i t a m u r a ,  J.  Japan. Forest SQe. 36, 157 (1955). 
12 H.  Erd tman,  Svensk J~emisk Tidskr. 56, 134 (1944). 
18 G. Sehmidt ,  Mieroehim. Aeta [Wien] 1959, 406. 
1~ G. Bi l lek  and H. K i n d l ,  Mh. Chem. 93, 85 (1962). 
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Vorerst wurden Samen heimiseher Kiefernarten (Pinus silvestris, P.  
nigra und P. montana) zum Keimen gebracht und in einer N/~hrlSsung 
his zu einem Alter yon 3 Mona~en aufgezogen. Bereits in den 6 Woeheri 
alten Pfl/hlzehen waar ein sehr geringer Gehalt an I I  (0,01--0,03%, be- 
zogen aauf da,s Troekengewicht) naehweisbar. Ftir die Einbauversuehe 
wurden zweijghrige Exemplare der Art  P. silve,~tris ausgew~ihlt, da diese 
yon den drei untersuehten Arten den hSehs~en Stilbengehalt (0,04 bis 
0,05~o II,  ca. 0,005~o I) neben einer relativ geringen Menge harz)ger 
Inhaltsstoffe besagen. 

Obwobl dureh diese Analysen bereits in jungen Pflanzen Pinosylvine 
naebgewiesen werden konnten, war der GehMt so gering, da,g bereehtigge 
Zweifel auftraten, ob innerhalb eines experimente]l mSgliehen Zeitraumes 
na.ch Zufuhr aktiver Vorstufen eine hinreichende Neubildung dieser Ver- 
bindunge~, eint,ritt. Es ist bekannt, daft dureh guBere Einfltisse das 
Auftre~en yon Kernholz und damit eine gesteigerte Produktion an Kern- 
holzphenolen induziert werden kann. Verwundung des Cambiums kann 
zur Ausbildung des sog. ,,Wundkernholzes" f/iI~en, w-elches en~weder 
das darunterliegende Splintholz umgib~ oder zur Ausbildung einer ,,Kern- 
holzinsel" im Splintholz f/ihrt 9. Anderson l~ fund, dal? Verwundung des 
Cambiums und Behandlung der Wunde mit 40proz. Schwefels~;ure eine 
gesteigerte Pinosylvinl0roduktion zur Folge hat. 

In eigenen Versuchen wurden/ihnliehe Eingriffe an nut  zweijghrigen 
Pflanzen yon P. sigvestris vollzogen. Sie fiihrten hier meist zum Ab- 
sterben dos 0rganismus. In keinem Fall konnte eine gesteigerte Bil- 
dung der Kernholzphenole fesNestellt werden. Es mugte folglieh anf 
intakte Pflanzen zuriiekgegriffen werden. 

Infusion tier markie~ten Verbindun~en 

])aa sich das Tauehtriebverfahren na,eh ffreudenberg i~ bei einigen Ver- 
suchen mit Seitengs~en yon P. silvestris nieht bewghrte und bei den 
etwa 15 em grogen zweij/ihrigen Pflanzen ein Aufsaugen dutch die Na- 
deln nieht in Frage kam, wurden die N~.hrlSsungen dureh die gekappge 
Pfahlwurzel zugefiihrt. Innerhalb yon 48 Stdn. wurden so bis zu 2 ml 
je Pflanze aaufgenommen, spg~er sink~ die Fliissigkeitsaaufna,hme r~seh 
ab. Die Versuehe wurden nach 14 Tagen ~bgebrochen, da zu diesem 
Zeitpunkt die Pflanzer~ bereits etwas verdorr~ wa,ren. 

In einer j/mgst ersehienenen Arbeit yon JSrgenseni7 wurden Vorkommen 
und Bildung yon I uIld II  im Splintholz yon 19. resinos~ unt.ersucht. Es er~ 
gab sieh, dab diese Phenole im urspr/ingliehen Splintholz dieser Kiefernar~ 

~ A. B. Anderson, TAPPI 39, 55 (1956); Chem. Abstr. 50, 6069 (1956), 
i6 K. 2~reudenberg, H. Reznilc, W. P_'uehs und M. Reichert, Naturwiss. 42, 

29 (1955). 
17 E. JSrgensen, C~n~d. J. Botmay 39, 1765 (1961). 
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nieht vorhanden waren, desgleichen nieh~ in Zellen, die raseh get6tet wurden. 
Is konnte eine Bildung yon I u n d  I I  beobaehtet werden, wema das 
Splintholz gewissen ~uBeren EinflLissen ausgesetzt war. Mechanisehe Be- 
sehgdigung yon Rinde und Cambium, Pilzbefall (Fomes annosus), abet auch 
langsames Austrocknen der Pflanzen fiihrte zur Neubildung yon I und I I  
im Splinthoiz. Der Autor kommt zu dem SchluB, dab die Bildung der Pino- 
sylvine in den lebenden Zellen des SpIintholzes erfolgt und eine Abwehr- 
reaktion gege~xfiber /~u[teren Einfltissen darstellt. 

Wit kom~ten beobaehten, dab naeh Infusion von markierten Ver- 
bindungen und der damit  verbundenen Austroeknnng der Pflanzen je- 
weils ein hSherer Gehalt an I I  naehweisbar war als es die Analysen an 
intakten Organismen ergaben. Durch die angewandte Methodik haben 
wir somit unbeabsiehtigt eine gesteigerte Produktion yon I I  erzielt und 
damit  auch die Befunde yon Jgrgensen ~7 bestgtigt, die uns erst nach Be- 
endigung unserer Arbeiten bekarmt wurden*. Ob die Bildung dieser Stil- 
bene in den Zellen des Splintholzes infolge ~ul]erer Einfltisse stattf indet 
oder ob diese Verbindungen, wie es Erdtman 9 vorschl~gt, im Cambium 
gebildet werden, kann durch vorliegende Untersuehung night entsehieden 
werden. 

A bbau des Pinosylvin-monomethyliithers 

Nach entspreehender Verdiinnung mit  inaktivem Material wurde I I  
methylierg und Pinosylvin-dimethyl/~ther (III)  mit  KMn04 oxydiert ~. 
Die Trennung der Benzoes/~ure (IV) yon der 3,5-Dimethoxybenzoes/~ure 
(V) erfolgte dutch fraktionierte Sublimation im ,,liegenden Rohr" .  V wurde 
deearboxyliert  (VI), der Resoreindimethylgther (VII) nitrier~ und einem 
]3rompikrinabbau ( IX und X) unterworfen. Die Aktivit//t der Methoxyl- 
grnppe (XI) wurde naeh Bjerrum und Mitarb. is bestimmt. 

Ein derartiger Abbau erfaBt die C-Atome des t~inges B samt dem 
C-Atom ~ (IV), das C-Atom ~ (VI) und die Methoxylgruppe (XI) und 
t rennt  schlieBlieh im Ring A die C-Atome 2, 4, 6 yon den Atomen 1, 3, 5 
( IX und X). 

E r g e b n i s s e  

A.  Versuche mit  Aeetat , l - laC 

Naeh einer Gabe yon Acetat-l-14C (1,4 mC) an 10 2j//hrige Kiefern 
und einer Versuchsdauer yon 14 Tagen enthielt I I  0,005% der eingesetz- 
ten  Aktivitgt;  die Einbaurate  in I war noch um eine Zehnerpotenz ge- 
ringer, so dal~ an dieser Verbindung kein Abbau durehgeftihrt werden 
konnte. Die Megwerte der Aktivi tgt  der Abbauprodukte von I I  sind in 

* Herrn Prof. Dr. E. JSrgensen, Saska~oon, Kanada, danken wir fiir die 
Uberlassung des Manuskriptes seiner Arbeit. 

is R. U. Bjerrum, J.  H. Ploclcstra, L. J. Dewey und C. D. Ball, J. Biol. 
Chem. 210, 633 (1954). 
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Tab. 1 zusammengefaBt, wobei die prozentuellen Angaben sich auf die 
Aktivitgt des bereits mit inaktivem Material verdiinnten II beziehen; 
die wei~ere Verdfinnung auf dot Stufe yon V ist en~spreehend beraek- 
siehtigt. 

Wie die ersten Spalten der Tab. 1 zeigen, wurde die earboxylmar- 
kierte Essigsgure in II  derart eingebaut, dab der iiberwiegende Anteil 

Monatshef~e fiir Chemic, Bd. 93/6 91 
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der  Ak t iv i t / / t  in den  C-Atomon 1, 3 u n d  5 des Ringes  A gefunden wurde.  
D a m i t  is t  jene t I y p o t h e s e  o indeut ig  wider legt  worden,  wonaeh  das  go- 
samto  Molekii l  dos St i lbens  aus Aee ta to inhe i t en  en~stehen soil. 

T a b e l l e  1 

Ace~at-J-~e Glucose-(O)-~'C 
dpm/mM % dpm/mg % 

I I  
IV  

V 

V 
VI  

V I I I  
I X  

X 
X I  

Pinosylvin-monomethyl~ther  . . . . . . .  426 000 = 100,0 
Benzoes~ure . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  2 500 0,6 
3,5-Dimethoxybenzoesgure . . . . . . . . .  418000 98,2 

3,5-Dimethoxybenzoes~ure (verdiinnt) 110 000 = 98,2 
BaCOa (C-Atom ~) . . . . . . . . . . . . . . . .  225 0,2 
Trini troresoreindimethyl~ther  . . . . . .  114000 101,8 
Brompikr in  (C-Agorae 2,4,6) . . . . . . . .  790 0,7 
BaCO3 (C-Atome 1,3,5) . . . . . . . . . . . .  - -  97,2 
Methoxyl  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  340 0,3 

2200000 = 100,0 
615000 28,0 

1545 000 70,2 

59 900 = 70,2 
3 150 3,7 

510 0,6 

Es mug jedoeh erwghnt werden, dag die Lokalisierung der Aktivitf i t  im 
Ring A nieht  eindeutig ist, da der Brompikr inabbau nut  die Summe der 
Aktivi t~ten der Agorae 1,3 und 5 erfaBt. Wiirde im Sinne der Hypothese  
yon Birch ~ (I e) eine Zimts~ure bzw. eine Phenylpropaneinhei t  als Baustein 
in Beaklbion treten,  dann mfil]te bei einer Gabe yon markier tem Aeeta~ 
das C-Atom 1 dos Binges A inakt iv  sein. Ein spezifisehes Erfassen dieses 
einzeIIten C-Atomes war aber experimentell  nieht  m6glieh'. 

W i r ' v e r s u e h t e n  nun den  i n t a k t e n  E i n b a u  einer Pheny lp ropane inhe i t  
naehzuweisen.  Diesboziigliehe Versuehe b raeh t en  ke inen  Erfolg,  da  die 
Vors tufen  mi t  einer  geeignet  hohen spozifisehon A k t i v i t ~ t  n ieh t  zur 
Verf i igung s~anden. Die  sehr  geringe F l i i s s igke i t saufnahme der  Ver- 
suchspf lanzen begrenz t  die e inse tzbare  Substanzmonge,  die kleine Ein-  
baura~e hingegen er forder t  eine hohe G e s a m t a k t i v i t g t .  

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

D u t c h  Pho tosyn these  lieg sieh eine vol ls tgndig  mi t  Radiokohlens tof f  
mark ie r t e  Glucose hers te l len  19, doren sehr hohe  spezifisehe A k t i v i t g t  
den oxpor imentel [en Anfordorungen  geniigte.  Bei  e inem Einsa tz  yon  
0,8 mC Gluoose-(G)-14C auf vier  2jghrige Pf lanzen  yon  P. silvestris wurde  
ak t ive r  I I m i t  einor E i n b a u r a t e  yon  0,012% erhMten.  E in  analog dureh- 
gefi ihr ter  A b b a u  lieferto die in Tab.  1 wiodergegobenen Mogwerte  mi t  dem 
e twas  i iber rasehonden Ergebnis ,  dab  dor i iberwiegonde Toil der  Aktivit /~t  
des I I  im Ring  A gefunden wurde,  wi ihrend Ring B und  das  C-Atom 
nut' 28~ der  Akt iv i t / i t  besagen.  Der  Ante i l  der  Me thoxy lg rnppe  an der  
Gesamtak t iv i t / / t  war  aueh hier gering. 

~9 G. B~llek und H. Kindl, Atompraxis  8, 167 (1962). 



H. 6/1962] Zur Biosynthese pflanzlicher S~ilbene 1437 

Entsprechend den Erwartungen smite nach Gabe einer vollst~ndig mar- 
kierten Glucose auf dem ~3%g ~iber die Shikimi- und Prephens~ure eine 
homogen markierte Phenylpropaneinhei~. gebildet werden und damit aueh 
in II eine gleiehverteilte Aktivit~it bevorzugt im l%ing B, den C-Atomen 
und ~ und im C-Atom I des Ringes A aufscheinen. Anderseits mul3te man 
annehmen, dab die Glucose fiber das Embclen.~feyerho/-Sehema und die 
oxydative Decarboxylierung der Brenztraubens~iure aueh Aceta~ liefern 
und dami~ zum Aufbau yon l%ing A bei~ragerL kanm 

Die Versuehsreihe A ergab, daI~ Acetat ausschliel~lich in Ring A ein- 

gebaut wird. Die hohe Ak~ivitgt in demselben Ring naeh einer gabe 
yon markierter Glucose zeigt, dM3 die Glneose relativ rasch in Acetat 
umgewandelt wird, wghrend die Bildnng des Ringes B a u s  der Glucose 
langsam und mit s{grkerer Verdiinnnng dutch inaktives ~ater ia l  zu er- 
folgen seheint. Im C-Atom c~ (VI), welches dureh Deearboxy]ierung yon 
V einer gesonderten Aktivi{gtsmessnng zug//nglich war, land sieh 3,7% 
der Aktivitgt yon II. Dies ist praktiseh t/7 der Aktivitgt der ans 
7 C-Atomen bestehenden Molekiilhglfte mit dem Ring B. Wtirde ander- 
seits dieses C-Atom einer Aeetateinheit entstammen, dann wgre bier 
eine weitaus h6here Aktivitgt (ca. 10~ zu erwarten. Damit ist, wenn 
aueh indirekt, der Einbau einer Phenylpropaneinheit anzunehmen. 

Z u s a m m e n f a s s u n g  

Ftir die Biosynthese des Pinosylvin-monomethylgthers kann man 
das Zusammenwirken zweier Reaktionswege amlehmen: Die C-Atome 
2--6 des Ringes A werden aus drei Aeetateinheiten gebildet, wobei eine 
Carboxylgruppe abgespMten wird. Der Aromat B und die C-Atome 
und ~ sowie das C-Atom 1 des Ringes A stammen mit hoher Wahrsehein- 
]iehkeit aus einer intakten Phenylpropaneinheit s0. 

Wie das folgende Schema zeigt, werden aus denselben Einheiten, 
Mlerdings in einer anderen Aggregation, die Flavonoide gebildet, wie dies 
insbesondere dureh die Arbei~en yon Grisebach sl nnd N e i s h  2~ bekann~ 
wurde. Eine derartige Parallele zwisehen der Biogenese der Flavonoide 
und jener der Stilbene, auf die iibrigens schon B i r c h  7 hingewiesen hat, 
ist neben den vorliegenden experimentellen Befnnden aueh aus anderen 
Griinden glaubhaft. Ein Flavanonderivat mit einer Substitution, die 

- r  ) v611ig I entsprieht, das Pinoeembrin (XII, ,  t r i t t  als Begleiter yon I 
und I i  im Kernholz vieler Kiefernarten aufL Weiters sind Stilben- 
derivate in der Natur  gefunden worden, die noeh jene Carboxylgruppe 
in Stellung 2 tragen, deren AbspMtung man zur Bildung der Pinosylvine 
annehmen muff, wie z. B. Hydrangeas/iure (XIiI)  und Hydrangenol (XIV). 

2o G. Bi l lek  und W. Z i e j e r ,  0sterr. Chemiker-Ztg. 62, 310 (1961); G. 
Bille]c, H.  X i n d l  urld W. Ziegler, Ind. Chim. Belge 27, 552 (1962) (Vortrags- 
ref.); G. Bi l lek  u n d  H.  K i n d l ,  0sterr. Chemiker-Ztg. 63, 273 (1962). 

~1 H.  Grisebach und W. D. OlIis, Experientia [Basel] 17, 4 (196t). 
~2 A .  C. Neish ,  Aaan. l~ev. Plant Physiol. 11, 55 (1960). 
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Die Biosynthese des I-Iydrangenols (XIV), eines Inhaltsstoffs der Garten- 
hortensie, haben wir in anderen Arbeiten ~a untersuehf. Dutch die weitaus 
rasehere Bildung dieser Verbindung konnten hierbei viel hShere Einbau- 
raten erzielt werden; damit war neben Aeetaf=l-14C und Glueose-(G)-14C 

HOOC--Ctt a CHa 

CK~ HOOC---CH: C I - I - - ( - - ~ )  ~ C00I'I  ~ C  00I-I CI-I - - / / - - - ~  . 
j~ \ _ - - /  

\cooH cH~ IcH~ cH~ /oH 
\COOK ~ooc / H0oc 

K O \ / \ / O \ _ / - - - - \  

/ c o o n : )  I 
KO\ ; ~ OH XlI  

/ - - %  c H - c ~ - / - - \  / - - \  cH--CK / - - - - ~  o ~ - - ~  
\ i - -  _ \ _ _ /  \ = : / -  _ - - \ _ _ = / - -  - - -  

H e /  H Ko/  \cec i l  xm 

' ~ / N - / - - G - o i . i  
;I o \ = /  

] 
OH XIV 

aueh die Anwendung von Vorstufen geringerer spezifiseher Aktivit~tt (Glucose- 
1-14C, Zimtsaure-earboxyl-t4C, p-Cumars~ure-2-14C) m6glieh, die in jedem 
Fall Ergebnisse lieferten, welehe dem oben fflr I und I I  angegebenen Bio- 
synthesesehema v611ig entspraehen und dieses damit aueh stfltzen. Er- 
g~nzer~d sei bemerkt, dab Glueose-(G)-140 und Glueose-l-14C aueh bei XIV 
eine bevorzugte Markierung des l~inges A zur Folge hatte. Damit s~ellt der 
bei I I  gefundene Effekt keine Einzelbeobaehtung dar, sondern konnte aueh 
unter anderen experimentellen Bedingungen realisiert werden. 

In  einer jiingst ersehienenen Arbeit yon Hillis und Hasegawa ~4 wurde 
fiber die Bildung yon Pieeid (I%esver~t, rol-glueosid) und ghapont in  (I~ha- 
pontiein-glueosid) in Eucalyptus sideroxylon beriehtet. Danaeh verl/~uft 
die Biosynthese dieser Stilbenderivate ebenfalls so, wie dies oben fiir I 
und I I  wiedergegeben ist. 

23 G. Billek und H. Kindl, Mh. Chem. 92, 493 (1961); 93, 814 (1962). 
24 W. E. Hillis und M. Hasegawa, Chem. ~nd Ind. 1962, 1330. 



H. 6/1962] Zur Biosynthese pflanzlieher Stilbene 1439 

Ffir  eine Subven t ion  aus den Mit te ln  der  Seegen.Stiftung der  0s te r r .  
A k a d e m i e  der  Wissensehaf ten  und fl i t  eine Un te r s t i i t znng  durch  die 
0s te r r .  Gesel lsehaft  ffir Holzforsehung sei aueh an dieser Stelle gedank t .  
Das P f l anzenmate r i a l  wurde  in dankenswer t e r  Weise yon  der  Baum-  
schule Dr. J. Stainer, Wiener  Neus t ad t ,  zur  Verfi lgung gestel l t .  

Experflnenteller Teil 
In/usion 

Zweij~hrige Pflanzen yon P. silvestr~is wurden veto amhaftenden Erdreich 
ges&ubert und deren Pfahlwurzeln unter  Wasser gekappt.  Sic wurden hierauf 
sofort in Glasr6hrchen mi t  je 2 ml der akt iven LSsung 5bergeffihrt, welehe 
nach 48 Stdn. fast v611ig aufgenommen warem Anschlieftend gaben wir 
bis zur Beendigung der Versuchsdauer (14 Tage) Knopsche N~hrlTsung. 
Die Pflanzen waren t~glieh 8 Stdn. dem Lieht  yon zwei Leuchtstoffr6hren 
(Phil@s TL-E 32 ~u und 40 W/34) ausgesetzt. 

fsolierung des Pinosylvin-monomethylgSthers (II) 

Naeh dem Troeknen der Pflanzen wurden die NadMn entfernt,  St~mme 
und Wurzeln in ca. 1 cm lange Sttiekchen geschnitten und i Stde. mit  Xther 
extrahiert .  Dieser E x t r a k t  enthielt  keine wesentlichen Mengen an Pino- 
sylvinphenolen. Naeh Troeknen des Nater ia ls  wurde dieses in einer Sehlag- 
kreuzmtihle (20 mesh) gemahlen und im Soxhlet-Apparat 5 Stdn. mi t  Metha- 
nol eluiert. Die methanol.  L5sung wurde zur Troekene gedampft  und der 
g t ieks tand mi t  60 ml Essigester in 6 Anteilen heig eluiert. Es blieb ein he]l- 
braunes, wasserJSsliehes Pulver zurfiek, welches keine Pinosylvinphenole 
enthielt.  Der l~fiekstand der EssigesterlSsung wurde auf 20 P]at ten 
(20 • 20 cm, Kieselgel-G, Merck) aufgetragen und aufsteigend mit  
Benzol- -Methanol  (9 : 1) ehromatographiert .  Durchsehnitt l iehe RF-Werte  : 
0,28, I I  0,55. 

Die getrockneten (mind. 24Stdn.)  Diinnsehiehtplat ten wurden mi~ 
BSntgenfilm (KodaIc Blue Brand) belegt, mit  gleiehartigen Glasplat ten be- 
sehwert und 8 Tage im Dunkeln belassen. Die Autoradiogramme ermSg- 
liehten eine eindeutige Lokalisiernng der bisweilen etwas gekrt immten Zonen 
yon I und I I .  Bei Anwendung obigen Verfahrens verblieben zahlreiehe 
andere hoehaktive Inhaltsstoffe vorwiegend in der N/~he des Starts  und 
der Front .  I I  wurde mi t  Essigester (Soxhlet-Apparat) veto Kieselgel der 
entspreehenden Zone eluiert. Fi i r  den naehfolgenden Abbau haben wit 
bei den Versuehen init  Aeetat-l-14C mit  75 rag, naeh der Gabe yon Glueose- 
(G)-laC mit  25 mg inakt ivem I I  verdt i imt und im ,,~iegenden Rohr"  (0,001 
Torr, 130 ~ sublimiert.  

Alle im Verlauf der Isolierung yon I I  erhaltenen Frakt ionen wurden 
papierehromatographiseh mit  Benzol - -Eisess ig- -~;asser  (4 : 2 : 1) (absteigend, 
Schleicher & Schiill 2043b) analysiert  14. RF-~rer te :  I 0,46, I I  0,91. 

Abbau des Pinosylvin-monomethyldther8 (II ) 

JPinosylvin-dime~hyli~ther ([II). 73 mg I I  in 0,5 ml ~ thano l  wurden mi t  
75 ~140proz. Na0]~ und 75 ~1Dimethylsulfat  versetzt  und 20 Min. bei Zimmer- 
temp. geriihrt. Naeh neuerliehem Zusatz yon Lange (75 ~l) wurde naeh 
weiteren 20 Min. mi t  3 ml H~O verdtinnt,  angeimpft  und gut gektihlt. Ausb. : 
73 mg (94% d. Th.) veto Sehmp. 56---57 ~ 
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Benzoes(ture (VI) und 3,5-Dimethoxybenzoes4ure (V). 72mg I I I  in 
4,5 ml Aeeton und  4,5 ml H20 wurden unter t~/~hren mit  330 mg gepulver- 
tern KMn04 innerhalb yon 30 Min. versetzt und anschlieBend noch 45 Min. 
geriihrt. Naeh Entferrmng des Acetons dureh Einengen im Vak. setzten wir 
0:3 ml H2S04 in 1,5 ml H20 zu und reduzierten den ausgesehiedenen Braun- 
stein mit  NaHSO3. Das Gemiseh der beiden S~uren wurde dutch kontinuier- 
lithe Extrakt ion mit  24ther, Aussehiitteln mit  20 ml 2proz. NaHCO3-L6sung 
und  neuerliehe Ntherextraktion der anges~tuerten L6sung erhalten. Der 
Riiekstand des ~tther. Extraktes wurde einer Sublimation im i,liegenden 
Rohr" (0,001 Torr, 165 ~ unterworfen, wobei IV (22 mg, 60O/o d. Th.) und 
V (20 rag, 36O/o 4. Th.) in deutlieh getrermten Zonen anfallen. 

Resorcindimethyli~ther (gI1). V wurde jeweils mit  inaktivem Material 
auf 100 mg verdiinnt  und  in einer Apparatur zur Aeetylgruppenbestimmung 
mit  100 mg Kupferpulver und 1 ml Chinolin im N2-Strom 5 Stdn. auf 235 ~ 
(Badtemp.) erhitzt. Das entstehende CO~ wurde in einem naehgesehMteten 
Absorptionsgef~B in NaOH aufgefangen und  als BaCO3 gef~llt. Ausb. 94 mg 
(87% d. Th.). Der Kolbeninhalt  wurde mit  5 ml ~ther  verdiinnt,  filtriert, 
mit  verd. I-IC1 und  sehlieglich mit  5proz. NaltCOa-L6sung ausgesehiittelt. 
Dutch Destillation des Rfiekstandes der Uther. L6sung im Kugelrohr (15 Torr, 
85--95 ~ erhielten wit 50 mg (65~ d. Th.) VII.  Aus der NattCOa-L6sung 
kann  eine geringe ~{enge nieht umgesetzter V isoliert werden. 

Trinitroresorcindimethyl4ther (VIII). 50mg VII  wurden bei - - 5 0  ~ 
allmghlich mit  1,5 ml einer vorgekfihlten Mischung aus 9 Teilen I-t2S0a und 
1 Tail HNOa (Diehte 1,5) versetzt, langsam auf Zimmertemp. gebraeht und  
naeh 30 Mill. mit  15 ml Eiswasser verd~nnt.  Das Reaktionsgemiseb sell 
stets gelb gef/~rbt sein, das Auftreten einer Griinf/~rbung zeigt zu rasches 
Erwgrmen an und  fiihrt zu geringeren Ausbeuten. Naeh guter Kflhlung 
wurde V I I I  abgesaugt, mit  I-I20 gewasehen und aus wenigNthanol  umkristalli- 
siert: 53 mg (540/o d. Th,) veto Sehmp. 124--125 ~ bei 0,001 Torr und 150 ~ 
ohne Zersetzung sublimierbar. 

Brompikrinabbau (IX, X). Es wird ein mit  absteigendem Kiihler, 
Tropftriehter und  N2-Einleitrohr versehener Kolben verwendet und  w~hrend 
der gesamten l~eaktion, die heterogen verl~uft, stark geriihrt. Eine L6sung 
yon Barittmhypobromit (2,7 g Ba(OtI)~ �9 8 I:I~O und 0,9 ml Brom in 50 ml 
I-I~O) wurde / In  N~-Strom in das mi t  50 mg VI I I  besehiekte Reaktionsgef~[~ 
filtriert. Man erw~rmt 1 Stde. auf 80 ~ setzt 50 ml H-~O zu, erhitzt zum Sieden 
und  destilliert 30 ml ab, wobei das Brompikrin (IX) iibergetrieben wird. 
I X  wurde mehrmMs mit verd. I-IC1 gewasehen, jeweils dutch Zentrifugieren 
gesammelt (96 rag, 58O/o d. Th.) und  zur Aktivit~tsmesstmg nag oxydiert. 

Naeh Entfernen der Vorlage wurde ein mit  NaOI-I besehiektes Absorp$ions- 
gef~g angeschlossep, der KolbeninhMt mit  3 ml I-IC1 versetzt, das CO~ im 
N2-Strom iibergetrieben und  Ms BaCO.~ (X) gefiillt. Ausb. 104 mg, 58% d. Th. 

A ktivit4tsmessungen 
Die Endprodukte wurden jeweils, gegebenenfMls nach einer NM~oxy- 

dation zu COe, Ms BaCO~ in ,,unendlich dicker" Schiehte mit  einem End- 
fenster-Z~hlrohr gemessen. Die Messungen yon II ,  IV, V und  VI I I  hingegen 
erfolgten an der Substanz selbsG urn Verluste zu vermeider~ bzw. urn eine 
bessere Z~thlausbeute (bei IV) zu erzielen. Von IV und V wurden hierzu 
dureh Sublimation bei 110 ~ bzw.  160 ~ auf Al-pl~ttchen ,,endlieh dieke" 
Sehiehten hergestellt. 


