
Zur Biosynthese der Gentisins~iure* 
Von 

ft. Billek** und  F. P. Sehmook 
Aus dem Organiseh-Chemisehen Ins t i tu t  der Universit/~t Wien 

(Eingegangen am 24. Mai  1967) 

Die Biosynthese der Gentisins~ure wurde mittels markier ter  
Vorstufen in vier Arten h6herer Pflanzen untersucht.  Es kolmte 
gezeigt werden, dug Gentisins~ure tiber die Zwischenstufen Z[mt- 
si~ure, Benzoes~Lnre and  Salieyls~ure gebildet wird. Die t i yd roxy-  
lierung erfolgt hier  erst auf der Stale  der Benzoes/~uren, w/ihrend 
andere tIydroxybenzoes~im'en (z. ]3. 4-t lydroxybenzoes/iure mid 
Vanillins~ure) durch unmit te lbaren Abbau  aus den entspreehend 
substi tuierten Zimts~u 'en entstehen. 

Biosynthesis of gentisie acid was investigated by  the use of 
labelled precursors in four species of higher plants.  We showed 
tha t  gentisie acid is formed via the intermediates einnamie, 
benzoic, and sMieylie acid. Thereby hydroxyla t ion occurs at  the 
benzoic acid level, whereas other hydroxybenzoie acids (e.g. 
4-hydroxybenzoie and vanillie acid) originate by  immediate 
degradation of correspondingly subst i tuted einnamie acids. 

Die Gentisins/~ure gMt bis vor  kurzem als ein sel tener  Inha l t s s to f f  
hSherer  Pf lanzen 1. I h r e  weite Verbre i tung  e rkann te  erst  Gri//iths ~, der  
sie in  fas t  al len un te r such ten  Ar t en  aus  80 PflanzenJfamilien fund. I n  der  
Fami l i e  Saxi/ragaceae wurde  Gent is insgure  in 19 Ar t en  aus 9 G a t t u n g e n  
nachgewiesen 3 

* Unserem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr. h . c . F .  Wessely, zum 
70. Geburtstag in Dankbarkei t  gewidmet. 

** Derzeitige Ansehrif t :  Unilever Forsehungslaboratorium t-Iamburg, 
D-2 t t amburg  50, BehringstraBe 154. 

z W. Kctrrer, KonstituVion und Vorkommen der organisehen Pflanzen- 
stoffe (exklusive Alkaloide). B a s e l ~ S t u t t g a r t :  Birkh~user Verlag 1958. 

L. A .  Gri]]iths, Nature [London] 182, 733 (1958); J. Exper.  Bet .  10, 
437 (1959). 

G. Billek und H. Kindl, Mh. Chem. 93, 85 (1962). 
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Gentisins~ure tr i t t  such als Stoffwechselprodukt niederer 0rganismen 
auf, und hier wurde die Biosynthese 4ieser Verbin4ung zuerst untersucht. 
Nach Gatenbec/c un4 L6nnroth 4 wird Gentisins~ure in Penici l l ium urticae 

aus Acet~teinheiten ~ufgeb~ut. 6-Methylsalicyls~ure stellt eine Zwischen- 
stufe dar, die in einer reeht komplizierten t~eaktionsfolge - -  Oxydation 
der Methylgruppe, Einffihrung einer zweiten Hydroxy]gruppe und 
Deearboxylierung - -  in Gentisinsiiure umgewandelt wird. 

In  hSheren Pflanzen hingegen wird die Gentisins/iure fiber den 
Shikimisi~ureweg gebildet. Nach einer Hypothese yon Geissman und 
Hinreiner 5 so]len C6--C1-Verbindungen allgemein durch Abbau yon 
PhenylpropankSrpern entstehen. Der experimentelle Beweis fiir diese 
Ansicht wurcle yon Kindl  und BiIIek ~ erbraeht, als in Hydrangea macro- 

phylla und Astilbe chinensis der Abbau yon Zimts~ure zu Gentisinsiiure 
und yon Ferulas~ure zu Vanillins~ure naehgewiesen werden konnte. 
Ibrahim 7 stellte lest, dab such Gaultheria procumbens und Pr imula  

acaulis L-Phenylalanin un4 Zimts~ure zu Gentisinsiiure abbauen kSnnen. 
In  Primula  acaulis ist die Bildung 4er Gentisins~iure besonders ausge- 
pr~gt s. Zur selben Zeit fanden Grisebach und Vollmer 9, dab bei Gaultheria 

procumbens alle in dieser Pflanzenart nachgewiesenen Benzoesiiuren, 
darunter  such Gentisins~ure, aus Zimts~ure entstehen kSnnen. Bei diesen 
Untersuchungen wurden stets radiokohlenstoff-markierte Phenylpropan- 
k5rper eingesetzt, deren aromatischer Ring nicht substituiert war, so dal~ 
die l~rage offenblieb, ob die Einfiihrung der I-Iydroxylgruppen in den 
aromatischen Kern  vor oder nach dem Abbau der Seitenkette stuttfan4. 
Fib ~ eine Umwandlung der Zimtsi~ure in Gentisins~ure kann man formal 
12 l~eaktionsschritte ~nschreiben (s. Formelschema). Einige hiervon wurden 
bereits experimentell nachgewiesem So fiihrt der Einsatz yon o-Cumar- 
ss bei Gaultheria procumbens zur Bildung markierter S~licyls~ure 
and  Gentisins~ure ( I - >  VI--> VI I I )  1~ Man kSnnte fiir die Bio- 
synthese der Gentisins~ure aber such eine Hydroxylierung ausschliei~lich 
auf der Ebene der Zimts/iuren, und eine 2,5-I)ihydroxyzimtss als un- 
mittelbare Vorstufe annehmen ( I V ~  VII I ) .  Eine 2,5-Dihydroxyzimt- 
siiure ist uber als I~aturstoff unbekannt.  

Hydroxylierungsreaktionen treten auch bei Benzoes~iuren auf, cia 
Gentisins~ure aus Salicyls~ure entstehen kann 7, n. Der Einsatz yon 

4 S. Gatenbeek und I .  LSnnroth, Acts chem. Scgnd. 16, 2298 (1962). 
5 T. A.  Geissman und E. Hinreiner, Bot. Rev. 18, 165 (1952). 
6 H. K~ndI und G. Billek, Osterr. Chemiker-Ztg. 03, 290 (1962). 
: R. K .  Jlbrahim, Flora [Jena] 154, 481 (1964). 
s S. Z. E1-Basyouni, D. Chen, R. K .  Ibrahim, A.  C. Neish und G. H. N. 

Towers, iJhytochem. 3, 485 (1964). 
s H. Grisebach und K .  O. Vollmer, Z. Naturforsch. 19 b, 781 (1964). 

lO K.  O. VoUmer und H. Grisebach, Z. ]Naturforsch. 21 b, 435 (1966). 
n R. K .  Ibrahim und G. H. N.  Towers, Ngture [London] 184, 1803 (1959). 
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Benzoes/~ure-(carboxylJ4C) fiihrte in fast ~llen untersuchten Pflanzeno 
arten zur Bildung markier~er Salioyls~ure und Gen~isins~ure% 8, 12. Die 
Reaktionsfolge V -+ VI -+ VIii seheint demn~ch biosynthesem6glieh, 
obg|eieh die unsubstituierte Benzoesgure in jenen Pf|anzenarten, bei denen 
sie in markierter Form zum Einsatz Ram, als regul~,rer Inhaltss~off nie 
nachgewiesen wurde. 

Aus den bisher vorliegenden Versuehsergebnissen 1/~f~t sich fiir die 
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1~ H.  K i n d l  und  G. Billek, ~ n .  Chem. 95, 1044 (1964). 
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able i ten.  Wi r  haben  deshMb alle vier  in F rage  k o m m e n d e n  Zimts/~uren 
( I - - I V )  und  Benzoes/~ure (V) in mark i e r t e r  F o r m  als Vors tufen  bei  ver- 
sehiedenen P f l anzena r t en  e ingesetz t  (s. Formelschema) .  

M e t h o d i k  

P]lanzenmaterial 

Als Testpflanze wurde Hydrangea macrophylIa (Gartenhortensie) 
wegen ihres sehr hohen Gehaltes an phenolischen Zimt- und Benzoes/~uren 
gew/~hlt a, sowie Astilbe chinensis, die reichlieh Benzoes/~uren, aber nur wenig 
an Zimts/~uren enth/flt. Primula obconica w u r d e  herangezogen, da  ein Ver- 
~reter diese Gat tung in besonderem l~Iage zur Bildung der Gentisins~ure 
bef~higt ists. Schlieglich setzten wir auch Colchicum autumnale (Herbstzeit- 
lose) ein. Diese Pflanzenart  enth/~lt recht eigenartige Benzoes~uren, wie 
2 -I-Iydroxy- 6-methoxybenzoes~ure 1. 

V o~:stu]en 

Die" kernnah markier ten Zimts~uren I und I I I  erhielten wir 
direkt  d u r e h  Kondensat ion carbonylmarkier ter  BenzMdehyde mi~ Malon- 
s~urel~, 1~. Ebenfalls in AnMogie zu bekannten Verfahren wurde trans-o- 
Cumars/~ure-BA4C (II) i~,ber Cumarirt-3*carbons~ure-4-14C 14 und Cumarin- 
4A4C hergestellt  15. Auf diesem Weg konnte jedoch die 2,5-Dihydroxyzimt- 
sgure-3AiC (IV) nieht erhaltert werden, da die Ring6ffnung des 6-I-Iydroxy- 
cuma~ins tmbefriedigend verlief und die Isomerisierung la zur trans-Form mit  
t igO wegen der Oxydationsempfindliehkeit  miBlang. Es wurde daher m-Cumar- 
siiure-3-t4C (III)  mit  KeS~Os hydroxyl ier t  I~ und die als Nebenprodukt  an- 
fMlende Kaffees~ure mit tels  pr~parat iver  Papierehromatographie abgetrennt.  

BenzMdehyd-(earbonyl-t4C) 1~ stellt man  am besten naeh der Stevens-- 
MeFaclyen-Reaktion aus Benzoes/~ure-(earboxyl-t4C) her. Zur Synthese 
earbonylmarkier ter  ]-IydroxybenzMdehyde kennt  man einige Verbesserun- 
gen 19 friiherer Verfahren 20, die jene bei kleinen Substanzmengen schwierige 
Rosenmund-Reduk~ion der S~urechloride umgehen. Backeberg und Staskun 21 
zeigten, dab Arylnitr i le mittels Raney.Niekel und NaI-I~PO-2 zu Benzal- 

la S. A.  Brown und A.  C. Neish, Canad. J .  Bioehem. Physiol.  33, 948 
(1955). 

~ R. Adams, J. Amer. Chem: Soc. 74, 5346 (1952). 
~5 T. R. Seshadri und P. Suryaprakasa Rao, Proc. Indian  Acad. Sci. 3 A, 

293 (1936); Chem. Abstr .  30, 5576 (1936). 
16 I. H. Updegra]J und H. G. Cassidy, J.  Amer. Chem. Soe. 71,407 (1949). 
1~ T. A.  Geissman, Atomic  Energy Comm. Report ,  UCt~ L--1233;  Nue. 

Sei. Abstracts  5, 4722 (1951); zit. in:  A. Murray und D. L. Williams, Org. 
Synth. with Isotopes. S. 627. Interscience, 1958. 

is W. G. Dauben, J. C. Reid und P. E. Yankwich, Anal. Chem. 19, 828 
(1947). 

19 G. Billel~ und E. F. Herrmann, Mh. Chem. 90, 89 (1959); H. Grisebach 
und L. Patschke, Chem. Ber. 95, 2098 (1962). 

eo K.  Kratzl und G. Billek, Holzforsch. 7, 66 (1953); Mh. Chem. 85, 845 
(1954); K.  l~veudenberg und M. Reiehert, Naturwiss. 41, 229 (1954); S. A. 
Brown und A.  C. Neish, Canad. J. Bioehem. Physiol. 34, 769 (1956). 

~10. G. Backeberff und B. Staskun, J. Chem. Soe. [London] 1962, 3961. 
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dehyden reduziert werden. Wir konn~en diese Methode auch zur Syn~hese 
yon Hydroxybenzaldehyden einsetzen. Ein Schutz der phenolischen Hydroxyl  
gruppe ist nicht notwendig. Nach dem allgemeinen Syntheseweg 

Cu~CN Raney-Ni, l~aH~P0.~ 
R--Br  - - - - +  l%---14CX -~ R--14CHO 

D ]fl~ Pyridia/AcO It/H~O 

konnten zahlreiche carbonylmarkierte Hydroxybenzaldehyde, darunter aueh 
jene, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, dargestellt werden. Diese 
~Iethode wird an anderer Stelle verSffentlicht 2~. 

A u]arbeitung und Aktivitgitsmessuv~g 

Nach der Infusion der markierten Vorstufen (s. exper. Teil) wurde das 
Pflanzenmaterial extrahiert, ]Jhenol- und S~urefraktion des Extr~ktes 
papierchromatographisch getrenn~ und radioaktive Verbindungen mittels 
eines Chromatogramm-Seanners lokalisiert. Die so festgestellten radioaktiven 
Zonen wurden eluiert und rechromatographiert. Mit drei verschiedenen Lauf- 
mittelsystemen konnten al]e in Frage kommenden Verbindungen hinreiehend 
getrennt werden. Die Eluate der einzelnen Zonen des Chromatogranm~s wur- 
den mit den fraglichen inakViven Verbindungen versetz~, die Kristallisate 
jeweils bis zur kons~anten spezifisehen Aktivit~t. gereinig~ und die Einbau- 
raten berechner Die direkte Messung der Aktivit~t am Chromatogramm 
diente lediglich zur Absch~tzung der fiir die Verdiinnung geeigneten Menge 
inaktiver Substanz. Infolge unvermeidlicher Verluste bei der Aufarbeitung 
stellen die so gefundenen Einbauraten (Tab. 1) Minimalwerte dar. 

E r g e b n i s s e  

Tab. 1 zeigt die Ergebnisse des Einsatzes markierter Vorstufen. Hier 
sind nur jene Verbindungen angefiihrt, bei denen wenigstens einmal der 
Einbau der vorgegebellen markierten S~ure nachgewiesen werden konnte. 
Tab. 2 hingegen enthglt alle Verbindungen, die beriicksichtigt wurden und 
damit auch jene, bei denen zumindest im l~ahmen der Erfassungsm6glich- 
keit der Einbau nicht feststellbar war. Im folgenden sind die Versuehs- 
ergebnisse nach den eingesetzten Vorstufen zusammengefaBt. 

2,5-Dihydroxyzimtsdure (IV) 

2,5-Dihydroxyzimtsgure ist ais Naturstoff unbekannt, wurde aber als 
mSgliche Vorstufe der Gentisins~ure angesehen 12. Deshalb setzten wir die 
markierte 2,5-Dihydroxyzimtsgure bei Hydrangea macrophylla und 
Astilbe chinensis ein. Beide Pflanzen verhielten sich weitgehend ghn- 
lich (Tub. 1). Ein merklicher Abbau zur Gentisinsiiure (IV -+ VIII)  
land nieht start, wohl aber die Bildung einiger Umwandlungsprodukte, 
yon denen nur 6-Hydroxycumarin identifiziert werden konnte. M6glicher- 
weise entstand dieses Cumarin erst wghrend der Aufarbeitung, vielleicht 
w~hrend der Glucosidspaltung im sauren Medium. In  betr~chtlichem 

22 G. Billek, H. Kindl, A. Schimpl und F. P. Schmook, unver6ffentlicht. 

105" * 
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T a b e l l e  1 

~rorstufe 

Pflanzenarg * 

2,5-Dihydroxy- m_Cumars~ure.3 ~,C 
zimtsf~ure-3-a*C 

A H A H 

Benzoes~iuren 
Benzoes~iure . . . .  
Sal icyls~ure . . . .  
3 - H y d r o x y b e n z o e s ~ u r e  . --  - -  0,11 0,11 
4- I - Iydroxybenzoes~ure  . . . .  
2 , 3 -Dihydroxybenzoes~ure  . . . .  
Gentisins~iure . . . .  
Vanil l ins~iure . . . .  

Z i m t s ~ u r e n  
Zimtsi~ure . . . .  
o-Cumars~ure . . . .  

m-Cumars~iure __ __ _u ~_ 
p-Cumars~iure . . . .  

Kaffees~ure  . . . .  
Ferulas~iure . . . .  

Phenylpropions~iuren 

Phenylprop ions /~ure  . . . .  
2 - H y d r o x y p h e n y l p r  opions/~ur e . . . .  
4 - t t y d r  o x y p h e n y l p r o p i o n s / m r e  . . . .  

C u m a r i n e  
C u m a r i n  . . . .  
6 - H y d r o x y e u m a r i n  + + - -  - -  
Umbe l l i f e ron  . . . .  
7 ~ H y d r o x y - 8 - m e t h o x y e u m a r i n  . . . .  

* P f l a n z e n a r t :  A = Astilbe ehinensis, H = Hydrangea maerophylla, 
P ~ Pr imula  obeonica, C ~ Colchieum autumnale. 

U m f a n g  b i l d e t e n  s ich  a u c h  p o l y m e r e  S u b s t a n z e n .  E s  i s t  b e k ~ n n t  ~ ,  d~g  

d e r  P f l a n z e  k i i n s t l i c h  e i n g e s c h l e u s t e  V e r b i n d u n g e n  b i s w e i l e n  d u r c h  N e b e n -  

r e a k t i o n e n  b l o c k i e r t  u n d  so d e m  n a t f i r l i c h e n  S t o f f w e c h s e l  e n t z o g e n  wer-  

den .  A u s  d e m  V e r h a l t e n  d e r  2 , 5 - D i h y d r o x y z i m t s / ~ u r e  w u r d e  d a h e r  i m  

H i n b l i c k  au f  die B i o s y n t h e s e  d e r  Gent i s ins /~ure  k e i n  e n d g i i l t i g e r  Schlul~ 

gezogen .  

m-Cumarsgure  ( I I I )  

I n  Ast i lbe chinensis  u n d  Hydrangea maerophylla w u r d e  m - C u m a r s / / u r e  

zu  3 - H y d r o x y b e n z o e s / ~ u r e  a b g e b a u t ,  a b e t  k e i n e  G e n t i s i n s / i u r e  g e b i l d e t .  

~ M.  H.  ZenIr u n d  G. 2VZiiller, Z. Na tu r fo r sch .  19 b,  398. (1964); M .  H.  
Zenk,  in  G. Billelc, B i o s y n t h .  of A r o m a t .  Cpds. ,  S. 45. Oxford :  P e r g a m o n  
Press  1966. 
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trans-o-Cumars:hure.3-xaC 

A H P C 

Zimts/iure-3-~*C 

A H 

Benzoes~ure- 
(carboxyl-~*C) 

A 

. . . .  0,06 -~ - -  + 
0,03 0,07 --- 0,27 0,25 0,93 0,12 2,35 

. . . .  0,03 - -  - -  0,04 

. . . . . . . .  0,02 
- -  - -  - -  1,50 0,27 0,17 t7 , i  
. . . .  0,07 . . . .  

%- -r- ~- 4- . . . . .  

. . . . .  0,04 0,04 --- 

. . . . .  0,08 0,05 - -  

. . . . .  0,04 

M -  

. . . . .  0,20 + 
0,45 0,35 0,80 - -  - -  - -  
. . . .  0,03 0,07 

L _  

+ § § § § + 
0,05 . . . . . .  
0,06 0,03 - -  - -  - -  1,10 
. . . . .  0,38 

Diese r  U b e r g a n g  ( I I i  --, V I I )  m u g  als e ine  unspez i f i sche  A b b a u -  

r e a k t i o n  a n g e s e h e n  werden ,  da  be]de V e r b i n d u n g e n  als I n h a l t s s t o f f e  

d ieser  P f l a n z e n a r t e n  nie  g e f u n d e n  wurden .  N a c h  H arborne  u n d  Corner  "~ 

b i lde t  m - C u m a r s g u r e  in  S o l a n u m  l ycoper s i cum (Toma te )  K a f f e e s g n r e  u n d  

Ferulas/~ure.  Diese  U b e r g ~ n g e  w u r d e n  be] den  y o n  uns  u n t e r s u e h t e n  

P f l a n z e n ~ r t e n  n i ch t  b e o b a c h t e t .  H i n g e g e n  e n t s t a n d e n  aus  der  m - C u m a r -  

sb;ure nebei1 3 - H y d r o x y b e n z o e s / i u r e  a u c h  e in ige  a n d e r e  V e r b i n d u n g e n ,  

in L a u f m i t t e l  A (s. exper .  Teil)  m i t  den  R f - W e r g e n  0,15, 0,56, 0,70, 077, 

0,83 u n d  0,89, die n i e h t  iden t i f i z i e r t  w e r d e n  k o n n t e n .  Die  V e r b i n d u n g  m i t  

R f  0,70 e n t s t a n d  m i t  e iner  E i n b a u r a t e  y o n  t iber  1%.  R e e h r o m a t o g r a p h i e  

in a n d e r e n  L a u f m i t t e l n  lieB v e r m u t e n ,  dab  ein F l a v o n o i d  vor lag ,  z u m a l  

A l k a l i s e h m e l z e  dieser  V e r b i n d u n g  3 - I l yd roxybenzoes /~u re  als e inziges  
r a d i o a k t i v e s  S p a l t s t i i e k  gab.  

2~ j .  B.  Harborne und J .  J .  Corner, Biochem. J .  80, 7 P ( t96 t ) ;  81, 242 
(1961). 
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Aus der m-Cumars/~ure entstanden keine Cumarine; strukturell w/~ren 
6- und 8- t tydroxyeumarin mSglich. Aueh eine Hydrierung der Seitenkette 
zur 3-Hydroxyphenylpropions/iure fund nicht statt .  

t r a n s - o - C u ~ a r s i i u r e  (II) 

Der Abbau zur S~licy]s/~ure (II--> VI) war mit  geringen Einbau- 
raten wenig ausgepr/~gt, aber eindeutig nachweisbar. Grisebach und 
Vol lmer  l~ fanden bei Gaul ther ia  p rocumbens  hShere Umwandlungsraten 
von o-Cumars~ure zu S~lieyls/s 

Bei allen vier Pflanzenarten t ra t  in besonderem Umfang die Bildung 
von Cumarin ein, was dem yon B r o w n  25 vorgesehlagenen Biosyntheseweg 
entspricht. Es ist aber nieht auszuschlieften, dai~ Cumarin erst wiihrend 
der Aufarbeitung entstand. Bemerkenswert ist das Auftreten yon 
6-Hydroxycumarin,  da es doeh 2,5-Dihydroxyzimts/~ure als Zwisehenstufe 
erfordert, denn eine direkte Hydroxylierung yon Cum~rin in Position 6 
wurde hie beobaehtet.  Die Biosynthese des Umbelliferons (7-Hydroxy- 
eumarin) soil fiber die p-Cumarss verlaufen 26, aber aueh o-Cumars/~ure 
kann als Vorstufe dieses weit verbreiteten Cumarins c[ienen. I m  Gegensatz 
zu anderen Hydroxyzimts/~uren wurde o-Cumars/iure auch hydriert, 
denn 2-ttydroxyphenylpropions/~ure (Melilots/~ure) entstand mit  Einbau- 
raten bis zu 0,8%. 

Z i m t s i i u r e  (5) 

In  bezug auf die Biosynthese der Gentisins/~ure fibertr~f Zimts/iure 
alle bisher als Vorstufen eingesetzten Verbindungen. In  den drei unter- 
suehten Pflunzenarten entst~nd Gentisinsg~ure in Ausbeuten yon 0,17 bis 
1,50~ . Benzoes/iure und Salicyls/s wurden ~ls Folgeprodukte der 
Zimts/~ure n~chgewiesen. Es ist demnach anzunehmen, dal~ die Gentisin- 
s~ure auf dem Weg Zimts/iure --> Benzoes/~ure -~ Salicyls/~ure -> Gentisin- 
s/~ure (5 --> V --> VI --> VI I I )  gebildet wird. In  einem friiheren Versuch 1~ 
gaben wir ebenfalls Zimts~ure-3-14C bei As t i lbe  ch inens i s ,  konnten 
aber Benzoes/iure und Salicylss als Zwisehenstufen nicht nach- 
weisen. Damals war die Versuchsdauer viel l~nger. Dies erkl/~rt das 
Fehlen markierter Zwisehenprodukte und I/~l~t ferner annehmen, d~l~ die 
Gentisins/iure in obiger Reaktionsfolge eine Endstufe darstellt. 

Das Auftreten von p-Cumarss Kuffees/~ure und Ferulas~ure ent- 
spricht dem bekannten Stoffwechsel der unsubstituierten Zimts/iure 27. 

25 S. A .  Brown,  Canad. J. Bioehem. Physiol. 40, 607 (1962). 
2~ S. A .  Brown,  G. H.  N .  Tower8 u n d  D. Chert, Phytoehem. :3, 469 (1964); 

S.  A .  Brown,  in: G. Bi l lek ,  Biosynth. of Aromat. Cpds., S. 15. Oxford: Perga- 
mon Press 1966. 

27 D. R .  McCal la  und A .  C. Neish ,  Canad. J. Biochem. Physiol. 37, 537 
(1959); A .  C. Neish ,  Ann. ]~ev. Plant Physiol. 11, 55 (1960). 



H. 4/1967] Zur Biosynthese der Gentisinsaure 1659 

T a b e l l e  2 

Laufmi~tel 
Substanz A B C 

Benzoes~uren 
unsubstituier~ 0,86 
2-Hydroxy- 0,74 
3-ttydroxy- 0,20 
4-Hydroxy- 0,25 
2,3-Dihydroxy- 0,29 
2-I-Iydroxy-3-methoxy- 0, 58 
2,4-Dihydroxy- 0,i6 
2-Hydroxy-4-methoxy- 0,80 
2,5-Dihydroxy- 0,11 
2-tIydroxy-5-methoxy- 0,72 
2,6-Dihydroxy- 0,19 
2-1tydroxy- 6-methoxy- 0,83 
3,4-Dihydroxy- 0,02 
3-I-Iydroxy-l-met.hoxy- 0,42 
3-Methoxy-4-hydroxy- 0,58 
3,5-Dihydroxy- 0,01 
3,4,5-Trihydroxy- 0,00 
3,5 -Dimethoxy- 4-hydroxy- 0, 54 

Phenylessigs3uren 
2-ttydroxy- 0,34 
3-Hydroxy- 0,20 
4-Hydroxy- 0,20 
2,5-Dihydroxy- 0, 34 
3-Methoxy-4-hydroxy- 0,44 

Zimts/~uren 
unsubstituier~ 0,89 
2-I-Iydroxy- 0,39 
3-ttydroxy- 0,30 
4-Hydroxy- 0,29 
2,3-Dihych-oxy- 0,07 
2-tIydroxy- 3-meVhoxy- 0,67 
2,4-Dihydroxy- 0,01 
2-I-Iydroxy-4-me~hoxy- 0,43 
2,5-Dihydroxy- 0,02 
2-I-Iydroxy-.5-methoxy- 0,38 
3,4-Dihydroxy- 0,04 
3-Hydroxy-4-methoxy- 0,53 
3-Me~hoxy-4-hydroxy- 0,60 
3,5-Dimethoxy-4-hydroxy- 0,48 

(l) 

0,51 0,69 
0,70 0,57 
0,34 0,59 
0,15 0,57 
0,39 0,55 
0,62 0,62 
0,22 0,43 
0,66 0,45 
0,47 0,55 
0,68 0,61 
0,70 0,65 
0,58 0,66 
0,07 0,46 
0,22 0,52 
0,15 0,54 
0,17 0,45 
zers. 0,34 
O, 13 0,44 

0,67 0,74 
0,40 0,81 
0,37 0,70 
zers. 0,58 (l) 
0,32 0,77 

0,60 0,52 
0,42 0,43 
0,41 0,41 
0,32 0,36 

(0,15) 0,40 
0,36 0,40 

(0,04) 0,26 
0,30 0,27 
zers. 0,33 
0,35 0,40 
zers. 0,26 
0,33 0,27 
0,28 0,34 
0,14 0,27 

In den sauren Lgufmitteln A und C werden einige o-Hydroxyverbindungen 
teilweise oder v611ig (1) laetonisiert. Im  alkalisehen Laufmitt.el B tritt bis- 
weilen Zersetzung (zers.) ein; bei geringffigiger Zersetzung und noeh erkenn- 
barem Rf-Wert ist dieser in Xlammern gesetzt. 
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Laufmi t t e l  
Substanz 

A B C 

Phenylpropions~uren 
unsubstituiert 0,89 0,58 
2-Hydroxy- 0,48 0,63 0,65 
3-I-Iydroxy- 0,30 0,46 0,77 
4-Hydroxy- 0,30 0,50 0,72 
2,3-Dihydroxy - 0,11 zers. 0, 71 
2-Hydroxy-3-methoxy- 0,72 0,50 0,77 
2,5-Dihydroxy- 0,34 (l) zers. 0,62 (l) 
2-Hydroxy-g-methoxy- 0,43 0,53 0,71 
3,4-Dihydroxy- 0,04 zers. 0,65 
3-Hydroxy-4-methoxy- 0,58 0,46 0,70 
3-Methoxy-4-hydroxy- 0,59 0,46 0,62 

Cumarine 
unsubstituiert 0,90 0,87 0,65 
6-Hydroxy- 0,18 0,68 0,49 
6-Methoxy- 0,84 0,85 0,56 
7-Hydroxy- 0,22 0,63 0,49 
7-Methoxy- 0,86 0,87 0,56 
8-Hydroxy- 0,57 0,59 0,58 
8-Methoxy- 0,8i 0,87 0,65 
6,7-Dihydroxy- 0,02 zers. 0,32 
6-ttydroxy- 7-methoxy- 0,42 0,55 0,39 
6-Methoxy-7-hydroxy- 0,29 0,53 0,37 
6,7~Dimethoxy- 0,78 0,45 
7,8-Dihydroxy- 0,13 zers. 0,43 
7-Hydroxy-8-methoxy- 0,51 0,60 0,63 
7-Methoxy-8-hydroxy- 0,40 0,48 
7,8- Dimethoxy - 0, 83 0,68 

4-Hydroxybenzoes~ure und Vanillins~ure werden vermutiich durch 
Abbau der analog substituierten Zimtsguren gebildet 6, s, 10, 12, 23 

In  merkliohen ~engen  entstanden 2- und 4-t tydroxyphenylpropion- 
s~ure. Bei Hydrangea macrophylla war aktives Umbelliferon und 7- 
Hydroxy-8-methoxy-eumarin naehweisbar, was frfihere Befunde 12 be- 
st/~tigt. 

Benzoesi~ure (V) 

Bei Astilbe chinensis wurde auch m~rkierte Benzoes~ure eingesetzt. 
Die Einbauraten (Tab. 1), im besonderen die sehr bevorzugte Bildung der 
Gentisins~ure, sprechen fiir den oben angegebenen Biosyntheseweg fiber 
Salicylsi~ure als Zwisehenstufe. 

Auf Grund dieser Ergebnisse ](ann man annehmen, dal~ im Verlauf der 
Biosynthese der Gentisins/~ure, zumindest bei den hier untersuehten 
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Pf lanzenar ten ,  die H y d r o x y l i e r u n g  ers t  ~uf der  Stufe der  Benzoestmren 
erfolgt,  d . h . ,  dab  die unsubs t i tn ie r t e  Benzoes//ure eine eehte  Zwisehen- 

stufe dars te l l t .  Der  A b b a u  der  Zimts/ ture (I ~ V) is t  der  gesehwin- 
d igke i t sbes t immende  Sehr i t t ,  die H y d r o x y l i e r u n g  der  Benzoes/i.ure 
(V  ~ VI  -~ V I I I )  seheint  raseh zu Verlaufen. 

Andere  Benzoes/ iuren hingegen,  z . B .  jene, die wenigstens eine 
H y d r o x y l g r u p p e  in Pos i t ion  4 t ragen,  en t s tehen  dureb  d i rek ten  A b b a u  
aus den en t sp rechend  subst i tuier~en Zimts/iuren2a, I )as  Subs t i tu t ions-  
mus te r  wird bier  berei ts  auf der  Stufe der  Zimts~uren  festgelegt  ~s. 

Exper imente l le r  Tell 

Syn.these der  mar~cierte~t V or s t u i en  

Zimtsi i .ure-3-14C: 90rag Benza!dehyd-(earbonyLi4C) (0,5 mC/m~I), her- 
gesvellt naeh G e i s s m a n  ~7, wurden mit  200 mg MMonsfiure, 40 mg wasserfr. 
NauSO4, 1,2 ml Pyridin  und 0,5 ml Piperidin in einer N2-Atmosph~re 4 Stdn. 
auf 110 ~ erhitzt,  mit  6 ml H~O versetzt  und langsam mit  konz. HC1 ange- 
sauert  ~. Die ausgefaliene Zimts~ure wurde aus 14ml  IteO (Aktivkohle) 
umkristatlisier~. Ausb. 100 mg (80% d. Th.). 

t ra~s-o - Cumars i~ure -3 -14C : 240 mg Salicylaldehyd - (carbonyl - 14C) 
(0,5 mC/mM) ~2 wurden mit  0,15 ml einer Misehung yon Pyridin  und fl'iseh 
destill. Anilin (20:1)  und 400mg Malons/~ure 3 Stdn. auf 30 ~ erw~rmt 14. 
Die gebildete Kristal lmasse wurde zweimal mit  einigen ml Ather  digerier~, 
der Ather jeweils abgegossen und der R~ckstand mit  5 m] 10proz. HC1 ver- 
setzt. Nach Kiihlung wurde die Cums.rin-3-earbons~ure-4-14C abgesaugt und 
getrocknet.  Ausb. 261 nag (70% d. Th.), Sehmp. 185--187 ~ 

Ohne wei~ere ~Reinigung wurden 261 mg Cumarin-3-carbons/~ure-4-14C in 
einem Glassehiffehen mit  500 nag Cu-pulver vermischt und in einem waag- 
recht angeordneten Sublimationsrohr (1 • 40 cm) 2 Stdn. bei Normaldruek 
auf 220 ~ erhitzt.  Das gebildete Cumarin-4A4C destilliert ab ~md erstarr t  na,eh 
kurzer Zeit;  Ausb. 120 mg (600/0 d. Th.). 

Zur LaetonringSffnung ~ wurden 120mg Cumarin-lA4C mi~ 30rag 
getbem HgO und 5 mI 2~-NaOH 3 Stdn. auf 50 ~ erw/trmf,. Die dunkelgelbe 
LSsung wurde yore HgO filtriert, mit  H20 naehgewasehen und mit  10proz. 
HC1 anges/tuert. Naeh Kiihlen, Absaugen und Troeknen fiber NaOH/P205 
erhielt man 121 mg (90O/o d. Th.} t rans .o -Cuma.rs~ure -3 .14C yore Sehmp. 
2 1 3 - - 2 1 5  ~ . 

m-Cumars i~ ,ure-3-14C:  122 mg 3-Hydroxybenzaldehyd-(earbonyl-14C) 
(1 mC/mM)2~ wurden mit  1 ml einer Mischung yon Pyridin  und friseh destill. 
Anilin (20:1)  und 400 mg Malons~ure 16 Stdn. auf 55 ~ erwLtrmt 1.. Nach 
Ans~iuern mit  4 ml 10proz. HC1 w~arde mehrmMs ausge~vhert, tier Nther- 
ext rakt  dreimM mit  2 ml 5proz. NaHCO3-L6sung ausgeschiittelt,  die vereinig- 
ten w~Brigen L6sungen anges~uert und kontinuierlich mit  J~ther extrahiert .  

2s l]bersichtsreferat:  G. B i l l ek  und TL P .  Schmoo]c, Osterr. Chemiker-Ztg. 
67, 401 (1966), 
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Der Riiekstand des Ntherextrakts wurde bei 160 ~ und 0,01 Torr im ,,liegenden 
Rohr ''29 sublimiert. Ausb. 116 mg (71~ d. Th.), Sehmp. 187--190 ~ 

2,5-Dihydroxyzimts(~ure-3-14C" 41 mg m-Cumars~ure-3-t4C (1 mC/mM, 
0,25 raM) wurden in 1,75 ml n-NaOH gelSst, mit  75 mg K~S2Os (0,275 raM) 
versetzt und  24 Stdn. bei Zimmertemp. belassen 1~. Danach wurde durch 
Zusatz eines Puffers (z. B. NaH2PO4 und  verd. HCl) auf p]=[ 3 eingeste]lt und 
die nieht umgesetzte m-Cumars~ure (etwa 400/0) dutch kontinuierliche Extrak- 
tion mit  Nther entfernt. Die wiigrige Phase wurde mi~ 1 ml konz. HC1 ver- 
setzt und nach langsamem Aufheizen 1 Stde. auf 70 ~ belassen, um die gebil- 
deten Schwefels/~ureester zu zersetzen. Dies wurde vorzugsweise im Extraktor  
selbst durchgefiihrt. Dureh Ntherextraktion (24 Stdn.) erhielt man ein Ge- 
misch aus 2,5-Dihydroxyzimts/~tu'e-3-14C und Kaffees~ure-3-14C. Extrakt ion 
und Abdampfen erfolgte bei mSglichst tiefer Temperatur und im N2-Strom, 
urn Verharzungen zu vermeiden. 

Das Reaktionsprodukt wurde striehf6rmig (50 era) auf Papier (Schleieher 
& Sehiill 2043 b) aufgetragen und absteigend in CHC18--Ct taOH--H20--  

- -HCOOH (250 : 50 �9 48 : 2)~0 ehromatographiert. Im langwelligen UV (350 nm) 
ist die Trennung der Kaffees/~ure (h6herer Rf-Wert, dunkelblaue Fluoreszenz) 
yon der 2,5-Dihydroxyzimts~ure (gelbgriine Fluoreszenz) leieht zu verfolgen. 
Zur weiteren l~einigung wurde die Zone der 2,5-Dihydroxyzimtsi~ure mit 
Aee~on eluiert und im Laufmittel A (Tab. 2) rechromatographiert. Die Eluate 
wurden stets unter N~ abgedampft mud l~iieksti~nde unter Liehtaussehlul~ 
aufbewahrt. Ausb. an ehromatographiseh reiner 2,5-Dihydroxyzimtsgure- 
3A4C etwa 20o/0 d. Th. (23% in einem inaktiven 100 g-Ansatzl~). 

Benzoes(ture-(earboxyl-14C): Aus Phenylmagnesiumbromid und Ba14COs 
konnte nach Dauben is auch im Millimol-Magstab Benzoesi~ure-(earboxylA4C) 
(1 mC/mM) in einer Ausb. yon 85% erhalten werden. 

In]usion markierter Verbindungen 

Fiir einen Versuchsansatz verwendeten wir 25--40 g frisches Pflanzen- 
material und  2--8 mg der markierten Vorstufe (0,5 oder 1,0 mC/mM) in 
25--50 ml IluO. Durch Zusatz yon einigen mg Ktt2POa und NaHCO3 wurden 
die L6sungen ungef~hr auf den pK-Wert  der betreffenden Si~ure eingestellt al. 
Die Infusion erfolgte dutch die Blattstiele an einer schr~gen, unmittelbar  vor 
dem Einstellen in die N~hrl6sung unter Wasser angebrachten Schnittstelle, 
um Luftembolie zu vermeiden. W~hrend der gesamten Versuchsdauer (4 bis 
8 Tage) wurden die Pflanzen dem Licht yon zwei Leuch~stoffr6hren (Philips 
TL-E 40 VW 32 und 32 W/32) ausgesetzt. Die Fliissigkeitsaufnahme betrug 
bei Astilbe und Hydrangea etwa 50 ml, bei Colchicum 70 ml und bei Primula  
nut  20 ml pro Tag. Knapp vor Ende der Infusion der L6sung der markierten 
Vorstufe wurde mit  Leitungswasser auf das urspriingliehe Niveau aufgefiillt. 
Aktivit~tsmessungen an den Restl6sungen naeh Beendigung der Versuehe 
ergaben, dab meis~ mehr als 99 ~o der vorgegebenen markierten Verbindungen 
yore Pflanzenmaterial aufgenommen wurden. 

29 G. Schmidt,  Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 229, 67 (1956); Micro- 
chim. Acta [Wien] 1959, 406; G. Billek, Atompraxis 4, 371 (1958). 

ao L.  Reio, J. Chromatogr. 1, 338 (1958). 
31 M .  H. Zenk,  Z. Pflanzenphysiol. 53, 404 (1965). 
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A u]arbeitung des Pflanzenmaterials 

Nach Beendigung der Infusion wurden die Blat ts t iele abgespi i l t , -die  
BlOtter zerkleinert,  sofort i n  siedendes ~ thano l  (80O/o) eingetragen und drei- 
bis viermal mit  je 100--150 ml ~ thano l  (80%) einige Stdn. zum Sieden er- 
hitzt. Die vereinigten Extrakte warden unter vermindertem Druck bis fast 
zur Trockene eingeengt, der l%iickstand rni~ I00 ml 0,5n-NaOI~ aufgenom~nen 
und dreimal mit je 150--200 ml ~ther ausgeschiittelt. Zur Glykosidspaltung 
wurde die w~Brige L6sung durch Zusatz yon 17 ml konz. HCI auf etwa 5% 
freie I~ICl eingestellt und 2 Stchl. im ~Vasserbad auf 70 ~ erhitzt. Nach dem 
Erkalten wurde ersch6pfend, mindestens fiinfmal ausge~ivhert und den ver- 
einigten ~ther. LSsungen zuerst die Siiuren mit 2proz. ikraI~ICO3-LSsmlg 
(dreimal mit je I00 ml) und dann die Phenole mit 0,5n-NaOH (dreimal mit je 
I00 ml) entzogen. Die L6sungen der Phenol- und S~urefraktion wurden mit 
Celite und Aktivkohle versetzt, kurz geschtittelt, filtriert, der Filterriickstand 
mit H20 nachgewaschen und die Filtrate anges~uert. Es wurde wieder ffinfmal 
ausgeiithert, die beiden Extrakte mit Na2SO4 getrocknet und unter vermin- 
dertem Druck eingeengt. Aliquote Teile dieser L6sungen setzten wir fiir die 
Papierchromat ogr aphie ein. 

Papierchromatographie 

Tab. 2 enth~tlt die R~-Werte (Schleieher & Schtill 2043 b, absteigend) der 
untersuehten Verbindungen in den Laufmit te ln:  

A:  Benzol Essigs~ture--I-I20 (4: 2: 1), organische Phase. 

B: n-Butanol - -konz ,  w/il]r. N I - I a ~ t h a n o l - - B e n z o l  ( 5 : 3 : 2 :  1), ein- 
phasig. 

C: 2proz. w~.i]rige Essigs~ture. 

Die Pflanzenextrakte wurden grunds/~tzlich zuerst im Laufmit tel  A 
chromatographiert .  Aus den Rf-Werten lieBen sich bisweilen Riickschliisse 
auf die Zahl der freien t-Iydroxylgruppen noch nieht identifizierter Verbindun- 
gen ziehen. Laufmit tel  13 diente vorwiegend zur Reehromatographie h6her 
hydroxylier ter  Verbindungen, insbesondere der Gentisinsgure. Im alkalisehen 
~ e d i u m  dieses Laufmittels  t r a t  bei best immten Subst i tut ionstypen jedoch 
mehr oder minder starke Zersetzung ein. Die Rf-Werte im Laufmit tel  C zeigen 
starke Abh/~ngigkeit yon der Ar t  der Seitenkette, unterscheiden sich aber nur 
wenig bei Verbindungen mit  stellungsisomer substi tuierten Aromaten.  

Messung der Raclioaktivitdt 

Die Lokalisierung radioaktiver Zonen auf den Papierchromatogrammen 
erfolgte mittels Endfenster-GM-Ziihlrohr (Philips) im Verbindung mit einem 
,,Continuous Chromatogram Scanner", ,,l~atemeter"' (Traeerlab Inc.) und 
Einkanal-Streifenschreiber (Texas Instruments Inc.) mit einer Ziihlausbeute 
yon 1,5 %. Nach Elution radioaktiver Zonen und Anwendung der Verdiinnungs- 
methode wurden Kristallisat und IKutterlauge in ,,unendlich donner" Schicht 
auf AI-Pl~ttchen imter dem Endfenster-GM-Ziihlrohr (Ziihlausbeute 7%) 
gemessen. Bei sehr geringen Aktiviti~ten wurde aueh ein Fliissig-Szintillations- 
z~ihler (Liquid-Scintillation Counter 720, Nuclear Chicago Inc.) herangezogen. 

Wir danken dem ,,0sterreiehischen Forsehungsrat"  trod der ,,Ludwig 
Boltzmann-Gesellsehaft", YVien, fiir das Uberlassen der Mel3ger/ite. 


