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{ Eingegangen am 24. Mai 1967 )

Die Biosynthese der Gentisinséure wurde mittels markierter
Vorstufen in vier Arten hoherer Pflanzen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, daB Gentisinsdure tiber die Zwischenstufen Zimt-
sdure, Benzoesdure und Salicylsdure gebildet wird. Die Hydroxy-
lierung erfolgt hier erst auf der Stufe der Benzoesduren, wihrend
andere Hydroxybenzoesuren (z. B. 4-Hydroxybenzoeséure und
Vanillinsdure) durch unmittelbaren Abbau aus den entsprechend
substituierten Zimtsduren entstehen.

Biosynthesis of gentisic acid was investigated by the use of
labelled precursors in four species of higher plants. We showed
that gentisic acid is formed via the intermediates cinnamic,
benzoic, and salicylic acid. Thereby hydroxylation occurs at the
benzoic acid level, whereas other hydroxybenzoic acids (e.g.
4-hydroxybenzoic and vanillic acid) originate by immediate
degradation of correspondingly substituted cinnamie acids.

Die Gentisinsdure galt bis vor kurzem als ein seltener Inhaltsstoff
hoherer Pflanzen!. Thre weite Verbreitung erkannte erst Griffiths?, der
sie in fast allen untersuchten Arten aus 80 Pflanzenfamilien fand. In der
Familie Saxifragaceae wurde Gentisinsidure in 19 Arten aus 9 Gattungen
nachgewiesen 2.

* Unserem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. F. Wessely, zum
70. Geburtstag in Dankbarkeit gewidmet.
** Derzeitige Anschrift: Unilever Forschungslaboratorium Hamburg,
D-2 Hamburg 50, Behringstrale 154.

t W. Karrer, Konstitution und Vorkommen der organischen Pflanzen-
stoffe (exklusive Alkaloide). Basel—Stuttgart: Birkhduser Verlag 1958.

? L. 4. Griffiths, Nature [London] 182, 733 (1958); J. Exper. Bot. 10,
437 (1959).

3 (. Billek und H. Kindl, Mh. Chem. 93, 85 (1962).
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Gentisinsdure tritt auch als Stoffwechselprodukt niederer Organismen
auf, und hier wurde die Biosynthese dieser Verbindung zuerst untersucht.
Nach Gatenbeck und Lonnroth* wird Gentisinsiure in Penicillium urticae
aus Acetateinheiten aufgebaut. 6-Methylsalicylsiure stellt eine Zwischen-
stufe dar, die in einer recht komplizierten Reaktionsfolge — Oxydation
der Methylgruppe, Einfiihrung einer zweiten Hydroxylgruppe und
Decarboxylierung — in Gentisinsiure umgewandelt wird.

In hoheren Pflanzen hingegen wird die Gentisinsgure iiber den
Shikimisgureweg gebildet. Nach einer Hypothese von Geissman und
Hinreiner® sollen Cg—Ci-Verbindungen allgemein durch Abbau von
Phenylpropankérpern entstehen. Der experimentelle Beweis fiir diese
Ansicht wurde von Kindl und Billek® erbracht, als in Hydrangea macro-
phylla und Astilbe chinensis der Abbau von Zimtsdure zu Gentisinsiure
und von Ferulasiure zu Vanillinsdure nachgewiesen werden konnte.
Ibrahim® stellte fest, daB auch Gaultheria procumbens und Primule
acaulis L-Phenylalanin und Zimtsiure zu Gentisinsdure abbauen kénnen.
In Primule acoulis ist die Bildung der Gentisinsdure besonders ausge-
prigt8. Zur selben Zeit fanden Grisebach und Vollmer®, dall bei Gaultheria
procumbens alle in dieser Pflanzenart nachgewiesenen Benzoesduren,
darunter auch Gentisinsdure, aus Zimtsiure entstehen kénnen. Bei diesen
Untersuchungen wurden stets radiokohlenstoff-markierte Phenylpropan-
kérper eingesetzt, deren aromatischer Ring nicht substituiert war, so dafl
die Frage offenblieb, ob die Einfiihrung der Hydroxylgruppen in den
aromatischen Kern vor oder nach dem Abbau der Seitenkette stattfand.
Fiir eine Umwandlung der Zimtsiure in Gentisinsiure kann man formal
12 Reaktionsschritte anschreiben (s. Formelschema). Einige hiervon wurden
bereits experimentell nachgewiesen. So fithrt der Einsatz von o-Cumar-
séure-3-14C bei Gaultheria procumbens zur Bildung markierter Salicylsiure
und Gentisinssure (I - VI — VII[)®. Man konnte fiir die Bio-
synthese der Gentisinsiure aber auch eine Hydroxylierung ausschlieBlich
auf der Ebene der Zimtsiuren, und eine 2,5-Dihydroxyzimtséure als un-
mittelbare Vorstufe annehmen (IV — VIII). Eine 2,5-Dihydroxyzimt-
séure ist aber als Naturstoff unbekannt.

Hydroxylierungsreaktionen treten auch bei Benzoesiuren auf, da
Gentisinsdure aus Salicylsdure entstehen kann?: . Der Kinsatz von

4 S, Gatenbeck und I. Lonnroth, Acta chem. Scand. 16, 2298 (1962).

5 7. A, Geissman und E. Hinreiner, Bot. Rev. 18, 165 (1952).

¢ H. Kindl und G. Billek, Osterr. Chemiker-Zig. 63, 290 (1962).

" R. K. Ibrakim, Flora [Jena] 154, 481 (1964).

8 S. Z. El-Basyouni, D. Chen, R. K. Ibrahim, A. C. Neish und G. H. N.
Towers, Phytochem. 3, 485 (1964).

8 H. Grisebach und K. O. Vollmer, Z. Naturforsch. 19 b, 781 (1964).

10 . 0. Vollmer und H. Grisebach, Z. Naturforsch. 21 b, 435 (1966).

11 B K. Ibrakim und G. H. N. Towers, Nature [London] 184, 1803 (1959).
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Benzoesdure-{carboxyl-14C) fithrte in fast allen untersuchten Pflanzen-
arten zur Bildung markierter Salicylsiure und Gentisinsdure” 8 2. Die
Reaktionsfolge V — VI — VIII scheint demnach biosynthesemdglich,
obgleich die unsubstituierte Benzoesdure in jenen Pflanzenarten, bei denen
sie in markierter Form zum Einsatz kam, als reguldrer Inhaltsstoff nie

nachgewiesen wurde.

Aus den bisher vorliegenden Versuchsergebnissen lafit sich fiir die
natiirliche Bildung der Gentisinsdure kein eindeutiger Biosyntheseweg

COOH

|
%

N /OH

v
CO0OH N
/ II

COOH

>

- [

COOH

RN

//‘ // HO/K}V
% :
A7

o\

111
|
; C!IOOI-I
Ny
7 Ho/ \/
/ VIIT
cooH

| /

N
0\

VII

Formale Uberginge von Zimtsaure {I) in Gentisinsfure (VIII)

1G5*



1664 G. Billek und ¥. P. Schmook: [Mh. Chem., Bd. 98

ableiten. Wir haben deshalb alle vier in Frage kommenden Zimtsiuren
{(I—IV) und Benzoesdure (V) in markierter Form als Vorstufen bei ver-
schiedenen Pflanzenarten eingesetzt (s. Formelschema).

Methodik

Pflanzenwmaterial

Als Testpflanze wurde Hydrangea macrophylla (Gartenhortensie)
wegen ihres sehr hohen Gehaltes an phenolischen Zimt- und Benzoesduren
gewihlt®, sowie Astilbe chinensis, die reichlich Benzoesduren, aber nur wenig
an Zimtsiuren enthilt. Primula obconica wurde herangezogen, da ein Ver-
treter diese Gattung in besonderem Mafle zur Bildung der Gentisinsiure
befahigt ist®. SchlieBlich setzten wir auch Colchicum autumnale (Herbstzeit-
lose) ein. Diese Pflanzenart enthilt recht eigenartige Benzoesduren, wie
2-Hydroxy-6-methoxybenzoesiure®.

Vm’ééufe%

Die’ kernnah markierten Zimtsduren I wund IIT erhielten wir
direkt durch Kondensation carbonylmarkierter Benzaldehyde mit Malon-
siurel® %, Ebenfalls in Analogie zu bekannten Verfahren wurde trans-o-
Cumarssure-3-14C  (IT) tiber Cumarin-3-carbonsiure-4-14C 14 und Cumarin-
4-14C hergestellt’5. Auf diesem Weg konnte jedoch die 2,5-Dihydroxyzimt-
séure-3-14C (IV) nicht erhalten werden, da die Ring6ffnung des 6-ITydroxy-
cumarins unbefriedigend verlief und die Isomerisierung® zur trans-Form mit
HgO wegen der Oxydationsempfindlichkeit miBlang. Es wurde daher m-Cumar-
siure-3-14C (ITI) mit Ka820s hydroxyliert® und die als Nebenprodukt an-
fallende Kaffeessiure mittels préparativer Papierchromatographie abgetrennt.

Benzaldehyd-(carbonyl-14C)17 stellt man am besten nach der Stevens—
McFadyen-Reaktion aus Benzoesiure-(carboxyl-14C) her. Zur Synthese
carbonylmarkierter Hydroxybenzaldehyde kennt man einige Verbesserun-
gen!® fritherer Verfahren??, die jene bei kleinen Substanzmengen schwierige
Rosenmund-Reduktion der Ssurechloride umgehen. Backeberg und Staskun
zeigten, daB Arylnitrile mittels Raney-Nickel und NaHoPO: zu Benzal-

13 8. A. Brown und 4. C. Neish, Canad. J. Biochem. Physiol. 33, 948
(1955). ‘

1 R. Adams, J. Amer. Chem. Soc. 74, 5346 (1952).

15 77, R. Seshadri und P. Suryaprakase Rao, Proc. Indian Acad. Sci. 3 A,
293 (1936); Chem. Abstr. 30, 5576 (1936).

16 . H. Updegraff und H. G. Cassidy, J. Amer. Chem. Soc. 71, 407 (1949).

17 T, A. Geissman, Atomic' Energy Comm. Report, UCR L—1233; Nuc.
Sci. Abstracts 5, 4722 (1951); zit. in: A. Mwrray und D. L. Williams, Org.
Synth. with Isotopes. S. 627. Interscience, 1958.

18 W. Q. Dauben, J. O. Reid und P. E. Yankwich, Anal. Chem. 19, 828
(1947).

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

20 K. Krotzl and G. Billek, Holzforsch. 7, 66 (1953); Mh. Chem. 85, 845
(1954); K. Freudenberg und M. Reichert, Naturwiss. 41, 229 (1954); S. 4.
Brown und 4. C. Neish, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 769 (1956).

21 0. G. Backeberg und B. Siaskun, J. Chem. Soc. [London] 1962, 3961.
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dehyden reduziert werden. Wir konnten diese Methode auch zur Synthese
von Hydroxybenzaldehyden einsetzen. Ein Schutz der phenolischen Hydroxyl-
gruppe ist nicht notwendig. Nach dem allgemeinen Syntheseweg

Cu*CN Raney-Ni, NaH,PO,
R—Br - R—MCN -T2 T30 e . R—UCHO
DMPF Pyridin/4¢cOH/H,0

konnten zahlreiche carbonylmarkierte Hydroxybenzaldehyde, darunter auch
jene, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, dargestellt werden. Diese
Methode wird an anderer Stelle verdffentlicht 22.

Aufarbeitung und Aktivititsmessung

Nach der Infusion der markierten Vorstufen (s.exper. Teil) wurde das
Pflanzenmaterial extrahiert, Phenol- und Siurefraktion des Extraktes
papierchromatographisch getrennt und radioaktive Verbindungen mittels
eines Chromatogramm-Secanners lokalisiert. Die so festgestellten radioaktiven
Zonen wurden eluiert und rechromatographiert. Mit drei verschiedenen Lauf-
mittelsystemen konnten alle in Frage kommenden Verbindungen hinreichend
getrennt werden. Die Eluate der einzelnen Zonen des Chromatogramms wur-
den mit den fraglichen inaktiven Verbindungen versetzt, die Kristallisate
jeweils bis zur konstanten spezifischen Aktivitdt gereinigt und die Einbau-
raten berechnet. Die direkte Messung der Aktivitdt am Chromatogramm
diente lediglich zur Abschitzung der fiir die Verdimnung geeigneten Menge
inaktiver Substanz. Infolge unvermeidlicher Verluste bei der Aufarbeitung
stellen die so gefundenen Einbauraten (Tab. 1) Minimalwerte dar.

Ergebnisse

Tab. 1 zeigt die Ergebnisse des Einsatzes markierter Vorstufen. Hier
sind nur jene Verbindungen angefithrt, bei denen wenigstens einmal der
Einbau der vorgegebenen markierten Sdure nachgewiesen werden konnte.
Tab. 2 hingegen enthilt alle Verbindungen, die beriicksichtigt wurden nnd
damit auch jene, bei denen zumindest im Rahmen der Erfassungsmdéglich-
keit der Einbau nicht feststellbar war. Im folgenden sind die Versuchs-
ergebnisse nach den eingesetzten Vorstufen zusammengefafit,

2,5-Dihydrozyzimisiure (IV)

2,5-Dihydroxyzimtséure ist als Naturstoff unbekannt, wurde aber als
mdgliche Vorstufe der Gentisinsdure angesehen!2. Deshalb setzten wir die
markierte 2,5.Dihydroxyzimtsiure bei Hydrangea macrophylle und
Astilbe chinensis ein. Beide Pflanzen verhielten sich weitgehend #hn-
lich (Tab. 1). Ein merklicher Abbau zur Gentisinsdure (IV — VIIT)
fand nicht statt, wohl aber die Bildung einiger Umwandlungsprodukte,
von denen nur §-Hydroxycumarin identifiziert werden konnte. Moglicher-
weise entstand dieses Cumarin erst wahrend der Aufarbeitung, vielleicht
wihrend der Glucosidspaltung im sauren Medium. In betrichtlichem

22 @. Billek, H. Kindl, 4. Schimpl und F. P. Schmook, unverdffentlicht.
105% %
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Tabelle 1
2,6-Dihydroxy- 5
Vorstufe il g m-Cumarsaure-3-14C
Pflanzenart * A H A Vi
Benzoeséuren
Benzoeséure ~— — — —
Salicylsdure — — — —
3-Hydroxybenzoesiure — — 0,11 0,11

4-Hydroxybenzoeséure — —

2,3-Dihydroxybenzoeséure — — — —
Gentisinséure — — — —
Vanillinsdure — — — —

Zimtsduren
Zimtsgure — — — —
o-Cumarséure — — ' —
m-Cumarsdure — — -+ -+
p-Cumarséure — — —
Kaffeesdure — — — —_
Ferulasdure — — — —

Phenylpropionsduren
Phenylpropionsiure — — — —
2-Hydroxyphenylpropionsdure — — — —
4-Hydroxyphenylpropionsdure — — — —

Cumarine
Cumarin — _
6-Hydroxycumarin + + — —
Umbelliferon — —
7-Hydroxy-8-methoxycumarin — —

* Pflanzenart: A = Astilbe chinensis, H = Hydrangea macrophylla,
P = Primula obconica, O = Colchicum autumnale.

Umfang bildeten sich auch polymere Substanzen. Es ist bekannt?, daf}
der Pflanze kiinstlich eingeschleuste Verbindungen bisweilen durch Neben-
reaktionen blockiert und so dem natiirlichen Stoffwechsel entzogen wer-
den. Aus dem Verhalten der 2,5-Dihydroxyzimtsiure wurde daher im
Hinblick auf die Biosynthese der Gentisinsiure kein endgiiltiger Schluf
gezogen.

m-Cumarsdure (IT1)

In Astilbe chinensis und Hydrangea macrophylle wurde m-Cumarsiure
zu 3-Hydroxybenzoesiure abgebaut, aber keine Gentisinsiure gebildet.

23 M. H. Zenk und G. Miiller, Z. Naturforsch. 19 b, 398. (1964); M. H.
Zenk, in G. Billek, Biosynth. of Aromat. Cpds., S.45. Oxford: Pergamon
Press 19686.
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trans-o-Cumarsiure-3-*C Zimtsaure-3-1C gs;‘;g;?%_‘ﬁ%')

4 H P & 4 H C 4
S — 0,06  + — +

0,03 0,07 — 0,27 0,25 0,03 0,12 2,35

— - — — 0,03 — — 0,04

— —_ — — — — — 0,02
— — — — 1,50 0,27 9,17 17,1
— — —_ — 0,07 — — -—
. - _ _ + - - —
=5 + T -+ — — —_ —
—_ — —- — 0,04 0,04 — -—
—_ — - —_— 0,08 0,05 — —
- - — — — 0,04 — —
- — 0,20 -+ - _
0,45 0,35 0,80 — — — — —
- — 0,03 0,07 — —
+ + + + -+ + — —
0,05 — —_ — — — — .
0,06 0,03 — — — 1,10 — -
-— — — — — 0,38 —_— —

Dieser Ubergang (IIT — VII) muB als eine unspezifische Abbau-
reaktion angesehen werden, da beide Verbindungen als Inhaltsstoffe
dieser Pflanzenarten nie gefunden wurden. Nach Harborne und Corner?*
bildet m-Cumarséure in Solanum lycopersicum (Tomate) Katfeesiure und
Ferulasiure. Diese Uberginge wurden bei den von uns untersuchten
Pflanzenarten nicht beobachtet. Hingegen entstanden aus der m-Cumar-
sdure neben 3-Hydroxybenzoessiure auch einige andere Verbindungen,
in Laufmittel A (s. exper. Teil) mit den Rp-Werten 0,15, 0,56, 0,70, 077,
0,83 und 0,89, die nicht identifiziert werden konnten. Die Verbindung mit
Bty 0,70 entstand mit einer Einbaurate von iiber 19]. Rechromatographie
in anderen Laufmitteln lie vermuten, dafl ein Flavonoid vorlag, zumal
Alkalischmelze dieser Verbindung 3-Hydroxybenzoesiure als einziges
radioaktives Spaltstiick gab.

2 J. B. Harborne und J. J. Corner, Biochem. J. 80, 7 P (1961); 81, 242
(1961).
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Aus der m-Cumarsiure entstanden keine Cumarine; strukturell wiren
6- und 8-Hydroxycumarin moglich. Auch eine Hydrierung der Seitenkette
zur 3-Hydroxyphenylpropionsidure fand nicht statt.

trans-o-Cumarsiure (11)

Der Abbau zur Salicylsdure (II - VI) war mit geringen Einbau-
raten wenig ausgeprigt, aber eindeutig nachweisbar. Grisebach und
Vollmer1® fanden bei Gaultheria procumbens hohere Umwandlungsraten
von o-Cumarsdure zu Salicylsdure.

Bei allen vier Pflanzenarten trat in besonderem Umfang die Bildung
von Cumarin ein, was dem von Brown?2® vorgeschlagenen Biosyntheseweg
entspricht. Es ist aber nicht auszuschlieflen, daf Cumarin erst wihrend
der Aufarbeitung entstand. Bemerkenswert ist das Auftreten von
6-Hydroxycumarin, da es doch 2,5-Dihydroxyzimtsiure als Zwischenstufe
erfordert, denn eine direkte Hydroxylierung von Cumarin in Position 6
wurde nie beobachtet. Die Biosynthese des Umbelliferons (7-Hydroxy-
cumarin) soll iiber die p-Cumarsédure verlaufen®, aber auch o-Cumarséure
kann als Vorstufe dieses weit verbreiteten Cumarins dienen. Im Gegensatz
zu anderen Hydroxyzimtsiuren wurde o-Cumarsiure auch hydriert,
denn 2-Hydroxyphenylpropionsédure (Melilotsdure) entstand mit Einbau-
raten bis zu 0,89%.

Zimtsiure (1)

In bezug auf die Biosynthese der Gentisinséure tibertraf Zimtséure
alle bisher als Vorstufen eingesetzten Verbindungen. In den drei unter-
suchten Pflanzenarten entstand Gentisinsdure in Ausbeuten von 0,17 bis
1,50%,. Benzoesdure und Salicylsiure wurden als Folgeprodukte der
Zimtsiure nachgewiesen. Es ist demnach anzunehmen, daBl die Gentisin-
sdure auf dem Weg Zimtsiure —~ Benzoesdure — Salicylsdure — Gentisin-
sdure (I -V — VI — VIII) gebildet wird. In einem friiheren Versuch1?
gaben wir ebenfalls Zimtsdure-3-14C bei Astilbe chinensis, konnten
aber Benzoesdure und Salicylsure als Zwischenstufen nicht nach-
weisen. Damals war die Versuchsdauer viel linger. Dies erklart das
Fehlen markierter Zwischenprodukte und 148t ferner annehmen, daf die
Gentisinsdure in obiger Reaktionsfolge eine Endstufe darstellt.

Das Auftreten von p-Cumarsiure, Kaffeesdure und Ferulasiure ent-
spricht dem bekannten Stoffwechsel der unsubstituierten Zimtsiure?®”.

% 8. A. Brown, Canad. J. Biochem. Physiol. 40, 607 (1962).
2% S, A. Brown, G. H. N. Towers und D. Chen, Phytochem. 3, 469 (1964);
S. A. Brown, in: G. Billek, Biosynth. of Aromat. Cpds., S. 15. Oxford: Perga-

mon Press 1966.
2?7 PD. R. McCalle und 4. C. Neish, Canad. J. Biochem. Physiol. 37, 537

(1959); A. C. Neish, Ann. Rev. Plant Physiol. 11, 55 (1960).
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Tabelle 2
Laufmittel
Substanz N B o
Benzoesduren
unsubstituiert 0,86 0,51 0,69
2-Hydroxy- 0,74 0,70 0,57
3-Hydroxy- 0,20 0,34 0,59
4-Hydroxy- 0,25 0,15 0,57
2,3-Dihydroxy- 0,29 0,39 0,55
2-Hydroxy-3-methoxy- 0,568 0,62 0,62
2,4-Dihydroxy- 0,16 0,22 0,43
2-Hydroxy-4-methoxy- 0,80 0,66 0,45
2,5-Dihydroxy- 0,11 0,47 0,55
2-Hydroxy-5-methoxy- 0,72 0,68 0,61
2,6-Dihydroxy- 0,19 0,70 0,65
2-Hydroxy-6-methoxy- 0,83 0,58 0,66
3,4-Dihydroxy- 0,02 0,07 0,46
3-Hydroxy-4-methoxy- 0,42 0,22 0,52
3-Methoxy-4-hydroxy- 0,58 0,15 0,54
3,5-Dihydroxy- 0,01 0,17 0,45
3,4,5-Trihydroxy- 0,00 ZETS. 0,34
3,5-Dimethoxy-4-hydroxy- 0,54 0,13 0,44
Phenylessigsduren
2-Hydroxy- 4,34 0,67 6,74
3-Hydroxy- 0,20 0,40 0,81
4-Hydroxy- 0,20 0,37 0,70
2,5-Dihydroxy- 0,34 (I) Zers. 0,68 (1)
3-Methoxy-4-hydroxy- 0,44 0,32 0,77
Zimtsduren
unsubstituiert 0,89 0,60 0,52
2-Hydroxy- 0,39 0,42 0,43
3-Hydroxy- 0,30 0,41 0,41
4-Hydroxy- 0,29 0,32 0,36
2,3-Dihydroxy- 0,07 (0,15) 0,40
2-Hydroxy-3-methoxy- 0,67 0,36 0,40
2,4-Dihydroxy- 0,01 (0,04) 0,26
2-Hydroxy-4-methoxy- 0,43 6,30 0,27
2,5-Dihydroxy- 0,02 zers. 0,33
2-Hydroxy-5-methoxy- 0,38 0,35 0,40
3,4-Dihydroxy- 0,04 Zers, 0,26
3-Hydroxy-4-methoxy- 0,53 0,33 0,27
3-Methoxy-4-hydroxy- 0,60 0,28 0,34

3,5-Dimethoxy-4-hydroxy- 0,48 0,14 0,27

In den sauren Laufmitteln A und C werden einige o-Hydroxyverbindungen
teilweise oder vollig (I) lactonisiert. Im alkalischen Laufmittel B tritt bis-
weilen Zersetzung (zers.) ein; bel geringfiugiger Zersetzung und noch erkenn-
barem Rjy-Wert ist dieser in Klammern gesetzt.



1660 G. Billek und F. P. Schmook: [Mh. Chem., Bd. 98

Fortsetzung (Tabelle 2)

Laufmittel
Substanz

A B C
Phenylpropionséduren
unsubstituiert 0,89 0,58
2-Hydroxy- 0,48 0,63 0,65
3-Hydroxy- 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 () Zers. 0,62 (I
2-Hydroxy-5-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- 0,569 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- 0,81 0,87 0,65
6,7-Dihydroxy- 0,02 zers. 0,32
6-Hydroxy-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 ZeTs. 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-Hydroxybenzoesdure und Vanillinsiure werden vermutlich durch
Abbau der analog substituierten Zimtsiuren gebildet$. 8. 10,12, 23,

In merklichen Mengen entstanden 2- und 4-Hydroxyphenylpropion-
sdure. Bei Hydrangea macrophylle war aktives Umbelliferon und 7-
Hydroxy-8-methoxy-cumarin nachweisbar, was frithere Befundel? be-
stétigt.

Benzoesiiure (V)

Bei Astilbe chinensis wurde auch markierte Benzoesdure eingesetzt.
Die Einbauraten (Tab. 1), im besonderen die sehr bevorzugte Bildung der
Gentisinsdure, sprechen fiir den oben angegebenen Biosyntheseweg iiber
Salicylsdure als Zwischenstufe.

Auf Grund dieser Ergebnisse kann man annehmen, dafl im Verlauf der
Biosynthese der Gentisinséure, zumindest bei den hier untersuchten
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Pflanzenarten, die Hydroxylierung erst auf der Stufe der Benzoesiuren
erfolgt, d. h., dafl die unsubstituierte Benzoesdure eine echte Zwischen-
stufe darstellt. Der Abbau der Zimtsdure (I - V) ist der geschwin-
digkeitsbestimmende Sechritt, die Hydroxylierung der Benzoesdure
(V = VI — VIII) scheint rasch zu verlaufen.

Andere Benzoesduren hingegen, z. B. jene, die wenigstens eine
Hydroxylgruppe in Position 4 tragen, entstehen durch direkten Abbau
aus den entsprechend substituierten Zimtsiuren®. Das Substitutions-
muster wird hier bereits auf der Stufe der Zimtsduren festgelegt .

Experimenteller Teil
Synthese der markiertein Vorstufen

Zimisdure-3-14C: 90 mg Benzaldehyd-(carbonyl-14C) (0,56 mC/mM), her-
gestellt nach Geissman?, wurden mit 200 mg Malonsdure, 40 mg wasserfr.
NazS0y4, 1,2 ml Pyridin und 0,5 ml Piperidin in einer Nz-Atmosphire 4 Stdn.
auf 110° erhitzt, mit 6 ml HoO versetzt und langsam mit konz. HCI ange-
sduert 3. Die ausgefallene Zimtsdure wurde aus 14 ml H»O (Aktivkohle)
umkristallisiert. Ausb. 100 mg (809, 4. Th.}.

trans-o - Cumarsdure-3 - 14C: 240 mg Salicylaldehyd - (carbonyl - 14C)
(0,5 mC/mM)*2 wurden mit 0,15 ml einer Mischung von Pyridin und frisch
destill. Anilin (20: 1) und 400 mg Malonsdure 3 Stdn. auf 30° erwirmt1é.
Die gebildete Kristallmasse wurde zweimal mit einigen ml Ather digeriert,
der Ather jeweils abgegossen und der Riickstand mit 5 ml 10proz. HCI ver-
setzt. Nach Kihlung wurde die Cumarin-3-carbonsiure-4-14C abgesaugt und
getrocknet. Ausb. 261 mg (709 d. Th.), Schmp. 185—187°.

Ohne weitere Reinigung wurden 261 mg Cumarin-3-carbonséure-4-14C in
einem Glasschiffchen mit 500 mg Cu-pulver vermischt und in einem waag-
recht angeordneten Sublimationsrohr (1 x 40 cm) 2 Stdn. bei Normaldruck
auf 220° erhitzt. Das gebildete Cumarin-4-14C destilliert ab und erstarrt nach
kurzer Zeit; Ausb. 120 mg (609 d. Th.).

Zur Lactonringdffnung!® wurden 120mg Cumarin-4-14C mit 30 mg
gelbem HgQO und 5 ml 2»-NaOH 3 Stdn. auf 50° erwdrmt. Die dunkelgelbe
Losung wurde vom HgO filtriert, mit H20 nachgewaschen und mit 10proz.
HCI angeséuert. Nach Kiihlen, Absaugen und Trocknen tiber NaOH/P;05
erhielt man 121 mg (909% d.Th.) trans-o-Cumarsgure-3-1C vom Schmp.
213—215°.

m-Cumarsdure -3-14C: 122 mg 3 -Hydroxybenzaldehyd-(carbonyl - 14C)
(1 mC/mM)?2 wurden mit 1 ml einer Mischung von Pyridin und frisch destill.
Anilin (20:1) und 400 mg Malonsdure 16 Stdn. auf 55° erwidrmt!®. Nach
Ansduern mit 4 ml 10proz. HCl wurde mehrmals ausgedshert, der Ather-
extrakt dreimal mit 2 ml 5proz. NaHCO3z-Losung ausgeschiittelt, die vereinig-
ten wiBrigen Losungen angessiuert und kontinuierlich mit Ather extrahiert.

28 Ubersichtsreferat: G. Billek und F. P. Schmook, Osterr. Chemiker-Ztg.
67, 401 (1966).
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Der Riickstand des Atherextrakts wurde bei 160° und 0,01 Torr im »liegenden
Rohr*? sublimiert. Ausb. 116 mg (719, d. Th.), Schmp. 187—190°.

2,5-Dihydroxyzimtsiure-3-14C: 41 mg m-Cumarsidure-3-19C (L mC/mM,
0,25 mM) wurden in 1,75 ml n-NaOH geldst, mit 75 mg Kz8205 (0,275 mM)
versetzt und 24 Stdn. bei Zimmertemp. belassen®. Danach wurde durch
Zusatz eines Puffers (z. B. NaH2PO4 und verd. HCI) auf pH 3 eingestellt und
die nicht umgesetzte m-Cumarsiure (etwa 409,) durch kontinuierliche Extrak-
tion mit Ather entfernt. Die wifirige Phase wurde mit 1 ml konz. HCI ver-
setzt und nach langsamem Aufheizen 1 Stde. auf 70° belassen, um die gebil-
deten Schwefelsdureester zu zersetzen. Dies wurde vorzugsweise im Extraktor
selbst durchgefiithrt. Durch Atherextraktion (24 Stdn.) erhielt man ein Ce-
misch aus 2,5-Dihydroxyzimtsiure-3-14C und Kaffeesdure-3-14C. Extraktion
und Abdampfen erfolgte bei moglichst tiefer Temperatur und im Nz-Strom,
um Verharzungen zu vermeiden.

Das Reaktionsprodukt wurde strichférmig (50 cm) auf Papier (Schleicher
& Schiill 2043 b) aufgetragen und absteigend in CHCls—CH3OH—H0—
—HCOOH (250 : 50 : 48 : 2)®° chromatographiert. Im langwelligen UV (350 nm)
ist die Trennung der Kaffeestiure (hoherer Ry-Wert, dunkelblaue Fluoreszenz)
von der 2,5-Dihydroxyzimtssure (gelbgriine Fluoreszenz) leicht zu verfolgen.
Zur weiteren. Reinigung wurde die Zone der 2,5-Dihydroxyzimtsiure mit
Aceton eluiert und im Laufmittel A (Tab. 2) rechromatographiert. Die Eluate
wurden stets unter Nz abgedampft und Riickstdnde unter Lichtausschlufl
aufbewahrt. Ausb. an chromatographisch reiner 2,5-Dihydroxyzimtséiure-
3-14C etwa 209, d. Th. (239, in einem inaktiven 100 g-Ansatz6).

Benzoesdure-{carboxyl-14C ) : Aus Phenylmagnesiumbromid und Bal4COj
konnte nach Dauben!® auch im Millimol-Mafstab Benzoesédure-(carboxyl-14C)
(1 mC/mM) in einer Ausb. von 859, erhalten werden.

Infusion markierter Verbindungen

Fir 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 H20. Durch Zusatz von einigen mg KHyPO4 und NaHCO3 wurden
die Lésungen ungefiahr auf den pK-Wert der betreffenden Sdure eingestellt st
Die Infusion erfolgte durch die Blattstiele an einer schrigen, unmittelbar vor
dem Einstellen in die Néhrlosung unter Wasser angebrachten Schnittstelle,
um Luftembolie zu vermeiden. Wahrend der gesamten Versuchsdauer (4 bis
8 Tage) wurden die Pflanzen dem Licht von zwei Leuchtstoffrohren (Philips
TL-E 40 VW 32 und 32 W/32) ausgesetzt. Die Fhissigkeitsaufnahme betrug
bei Astilbe und Hydrangea etwa 50 ml, bei Colchicum 70 ml und bei Primula
nur 20 ml pro Tag. Knapp vor Ende der Infusion der Losung der markierten
Vorstufe wurde mit Leitungswasser auf das urspriingliche Niveau aufgefiillt.
Aktivitdtsmessungen an den Restlosungen nach Beendigung der Versuche
ergaben, dafi meist mehr als 999, der vorgegebenen markierten Verbindungen
vom Pflanzenmaterial aufgenommen wurden.

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

30 .. Reio, J. Chromatogr. 1, 338 (1958).

1 M. H. Zenk, Z. Pflanzenphysiol. 53, 404 (1965).
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Awuforbeitung des Pflanzenmaterials

Nach Beendigung der Infusion wurden die Blattstiele abgespiilt,” die
Blitter zerkleinert, sofort in siedendes Athanol (809%,) eingetragen und drei-
bis viermal mit je 100—150 ml Athanol (809%) einige Stdn. zum Sieden er-
hitzt. Die vereinigten Extrakte wurden unter vermindertem Druck bis fast
zur Trockens eingeengt, der Riickstand mit 100 ml 0,5n-NaOH. aufgenommen
und dreimal mit je 150—200 ml Ather ausgeschiittelt. Zur Glykosidspaltung
wurde die wilirige Losung durch Zusatz von 17 ml konz. HCI auf etwa 59,
freie HC1 eingestellt und 2 Stdn. im Wasserbad auf 70° erhitzt. Nach dem
Erkalten wurde erschépfend, mindestens flinfmal ausgedthert und den ver-
einigten #dther. Loésungen zuerst die Saduren mit 2proz. NaHCOj-Losung
{(dreimal mit je 100 ml) und dann die Phenole mit 0,5n-NaOH (dreimal mit je
100 ml) entzogen. Die Losungen der Phenol- und Séurefraktion wurden mit
Celite und Aktivkohle versetzt, kurz geschiittelt, filtriert, der Filterriickstand
mit HpO nachgewaschen und die Filtrate angeséuert. Es wurde wieder fiinfmal
ausgeéthert, die beiden Extrakte mit NasSO4 getrocknet und unter vermin-
dertem Druck eingeengt. Aliquote Teile dieser Losungen setzten wir fiir die
Papierchromatographie ein.

Papierchromatographie

Tab. 2 enthilt die Ry-Werte (Schleicher & Schiill 2043 b, absteigend) der
untersuchten Verbindungen in den Laufmitteln:

A: Benzol—Essigséiure—H,0 (4 : 2: 1), organische Phase.

B: n-Butanol-—konz. wéaBr. NHz—Athanol—Benzol (5:3:2:1), ein-
phasig.

C: 2proz. walrige Essigsdure.

Die Pflanzenextrakte wurden grundsdtzlich zuerst im Laufmittel A
chromatographiert. Aus den Ry-Werten lielen sich bisweilen Riickschliisse
auf die Zahl der freien Hydroxylgruppen noch nicht identifizierter Verbindun-
gen ziehen. Laufmittel B diente vorwiegend zur Rechromatographie héher
hydroxylierter Verbindungen, insbesondere der Gentisinsdure. Im alkalischen
Medium dieses Laufmittels trat bei bestimmten Substitutionstypen jedoch
mehr oder minder starke Zersetzung ein. Die Ry-Werte im Laufmittel C zeigen
starke Abhéngigkeit von der Art der Seitenkette, unterscheiden sich aber nur
wenig bei Verbindungen mit stellungsisomer substituierten Aromaten.

Messung der Radioakiivitat

Die Lokalisierung radioaktiver Zonen auf den Papierchromatogrammen
erfolgte mittels Endfenster-GM-Zahlrohr (Philips) im Verbindung mit einem
,,Continuous Chromatogram Scanner®, ,,Ratemeter’* (Tracerlab Inc.) und
Einkanal-Streifenschreiber (Texas Instruments Inc.) mit einer Zahlausbeute
von 1,59%,. Nach Elution radioaktiver Zonen und Anwendung der Verdinnungs-
methode wurden Kristallisat und Mutterlauge in ,,unendlich dinner” Schicht
auf Al-Plittchen unter dem Endfenster-GM-Ziblrohr (Zéhlausbeute 79%)
gemessen. Bei sehr geringen Aktivitédten wurde auch ein Flissig-Szintillations-
zéhler (Liquid-Scintillation Counter 720, Nuclear Chicago Inc.) herangezogen.

Wir danken dem ,,Osterreichischen Forschungsrat* und der ,,Ludwig
Boltzmann-Gesellschaft*‘, Wien, fiir das Uberlassen der MeBgerite.



