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Abstract—Labeled acetic acids are incorporated by hops mnto desoxycohumulone, desoxyhumulone, humulone,
colupulone and fupulone The incorporation of acetic acid 1s considered 1n relation to the mixed 1soprenoid-
polyketide origin of these bitter principles

Zusammenfassung—Radioaktiv markierte Essigsauren werden von der Hopfenpflanze (Humulus lupulus) n
Desoxycohumulon, Desoxyhumulon, Humulon, Colupulon und Lupulon eingebaut Der Einbau der Essigsduren
wird in Zusammenhang mit der Terpen- und Polyketid-Biosynthese gebracht

EINLEITUNG

WIE IN einer vorausgehenden Arbeit! gezeigt wird, werden der Hopfenpflanze angebotene
Isobuttersdure bzw. Isovaleriansiure in die Co-Verbindungen (Desoxycohumulon, Cohu-
mulon, Colupulon) bzw. Stammverbindungen (Desoxyhumulon, Humulon, Lupulon) der
Hopfenbitterstoffe eingebaut. Dadurch wird die Hypothese gestutzt, daB die Biosynthese
der Hopfenbitterstoffe liber eme Kondensation der die Acylseitenkette bildenden Carbon-
sdure mit Acetateinheiten veriduft. Dabei lassen sich die ersten Schritte der Biosynthese
schematisch folgendermaflen darstellen (Abb 1).
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SCHEMA. | SCHEMA FUR DIE ERSTEN SCHRITTE DER BIOSYNTHESE DER HOPFENBITTERSTOFFE
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Tamir | Emmal von [HC-Esacsauns iy HORLNINUHALTSSTORR:  RPAKTIONS-RADIO-GASCHROMA TOGRAPHIL
DES METHANOL-EXTRAKTS

Embau (°,)

No Verbindung 1-[4C)- 2-[1%C)- u-[*+C7-
l Essigsaure 1.9 0.5 1.3
2 Propionsaure <05 <03 <Q.5
3 Isobutyrylessigsauie <05
4 * 0.7 < 0,5 -

5 * 1,6 s <05
6 * <053 <05
7 Tetradecansaure <05 <05 <0.5
8 Hexadecansaure 15 1.6 14
9 Octadecansaure 47 4.9 40

10 Eicosansaurc 13 2.5 14

It * <5 <03

12 Saccharose® .

13 Squalent } 6.6 - 4.3

14 * 0,5 <Q,5 -

15 Sitosterin <03 <05 -

16 o <{),5 <0,5

17 * <035

* Nicht 1dentifiziert

1 Die Aktivitats-Peaks sind schlecht aufgelost. im Pentan-Extrakt st aber nur noch der Peak von Squalen
vorhanden

— Nicht nachweisbar

Nachfolgend wird gezeigt, daB radioaktiv markierte Essigsduren im Sinne dieses
Schemas in Hopfenbitterstoffe eingebaut werden

ERGEBNISSE
Die Ergebmisse der Einbauversuche mit 1-[**C7-, 2-{1*C]- und U-['*C]-Essigsaure sind
tabellarisch wiedergegeben (Methanol-Extrakt; Tab. 1) Es zeigt sich, daBl Essigsdure 1n
emmc Rethe von Fettsauren emngebaut wird Tetradecan-, Hexadecan-, Octadecan- und

Tamyry 2 Faeams o DO Roswasrs i BORITNINSALRSIOIT REA5 19099-Ranso-G a0 Bnioes RGRAFNS
DIS PINIAN-EXTRARTES

Emnbau (*,)

No Verbindung 1-[ (- 2-[14C- U-[1*C]-
[ Hexadecansaure 0.9 10 0,6
2 Octadecansaute 1.4 1.8 1.5
3 Desoxycohumulon <0,5 <03 <0.3
4 Desoxvhumulon <05 <05 <05
5 Eicosansaure 0s <035 <0.5
6 Humulon <05 <05
7 * <05 -

R Colupulon <05 <05 <05
9 Lupulon <05 <05 <05

10 * <05 -

11 Squalen 0.5 06 <05

12 * <0.5 <05

13 * <05

14 * <05 <{(.5 <05

15 Sitosterin <035 <0.5 <0,5

! Nicht dentifiziert
— Nicht nachweishar
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Eicosansdure. Neben Aktivitidten in der emgesetzten Essigsaure finden wir auch die Pro-
pronsdure markiert. In der Terpen- bzw. Steroid-Fraktion ist Essigsdure in Squalen bzw.
Sitosterin mcorporiert worden. Ein Teil der eingesetzten Aktivitit befindet sich in Sacchar-
ose und 1n einem Fall ergibt sich, dal} Essigsdure in Isobutyrylessigsaure eingebaut wurde.

Die Pentanextrakte dieser Versuchsreihen (Tab. 2) beweisen neben dem Einbau von
Essigsdure in Hexadecan-, Octadecan-, Eicosansdure, Squalen und B-Sitosterin, daB Essig-
sdure als Precursor fiir Desoxycohumulon, Desoxyhumulon, Humulon, Colupulon und
Lupulon dient.

DISKUSSION

Radioaktiv markiertes Cohumulon 1da8t sich bei diesen Versuchen nicht nachweisen, da
trotz des zur Reaktions-Radio-Gaschromatographie verwendeten Allglassystems? bereits
em Teil dieser Verbindung verharzt und sich so dem Nachwers entzieht.> Humulon ist
dagegen als radioaktiver Peak nachweisbar, da die untersuchte Hopfensorte weit mehr
Humulon als Cohumulon enthlt.*

Der Embau von [**C]-Essigsaure 1 Desoxycohumulon, Desoxyhumulon, Humulon,
Colupulon und Lupulon kann entweder in den Kern oder in die terpenoide Seitenkette
oder m beide erfolgen. Da diese beiden Strukturmerkmale allen Bitterstoffen gemein sind
(Abb. 1), war ein spezifischer Einbau von Essigsdure, der zwischen den beiden Einbaumog-
lichkeiten unterscheidet, nicht zu erwarten. Der Embau von Essigsdure in die 3-Methyl-
buten-2-yl-(3.3-Dimethylallyl-, Prenyl-)Gruppe der Bitterstoffe sollte auf dem fur die Bio-
synthese der Terpene obligatorischen Weg erfolgen, der ausgehend von Essigsdure uber
Acetessigsaure, 3-Hydroxy-3-methyl-glutarsaure, Mevalonsdure, Isopentenylpyrophos-
phat und 3,3-Dimethylallylpyrophosphat®® verlduft DaB dieser Terpenbiosyntheseweg
in Humulus lupulus funktioniert, nehmen wir aufgrund des Einbaues von ['*C]-Essigsdure
in das Triterpen Squalen und das Phytosterin Sitosterin an. Wie wir anhand von Finbau-
versuchen mit ['*C]-Mevalonsidurelacton zeigen werden,” 1st die genannte Verbindung emn
besserer Precursor fur die Terpenbiosynthese (etwa 10 mal hoherer Einbau z. B. mn
Squalen) als Essigsdure, so daB wir daraus schlieBen, da der Einbau von aus ['*C]-Essig-
sdure stammender Aktivitdt in Hopfenbitterstoffe nicht allein von der Prenyl-seitenkette
herriihren kann. Die Incorporation von Essigsdure in den Sechsring der Hopfenbitterstoffe
kann iiber Polyketide, wie sie in Abb. 1 dargestellt sind, erfolgen. Die Idee, dal phenolische
Substanzen durch Kondensation von Essigsduremolekiilen und anschlieBende Cyeclisier-
ung des intermedidr anzunehmenden Polyketids entstehen konnen, wurde bereits um die
Jahrhundertwende von Collie aufgrund von priparativen Arbeiten geduBert®® und von
Birch und Donovan'!® anhand einer Vielzahl von Verbindungen spezifiziert und hinsicht-
lich ithrer Bedeutung fur die Entstehung von Phloroglucin- bzw. Orcin-Strukturen aus
Polyketiden durch Claisen- bzw. Aldol-Kondensation diskutiert Den ersten experimen-
tellen Beweis fuir die Richtigkeit der Polyketid-Hypothese lieferten ebenfalls Birch und
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Mitarberter.'! Sie konnten mut 1-['*C]-Acetat zeigen, da die von Penicillium griseoful-
tum-Kulturen gebildete 2-Hydroxy-6-methyl-benzoesdure (6-Methyl-salicylsaure) durch
Kopf-Schwanz-Kondensation von 4 Acetat-Emheiten. Reduktion der Carbonyl-Funktion
am C-Atom 5 und Cyclisierung zwischen C-2 und C-7 entstanden war.

Was die Bedeutung der Essigsaure als Baustein des Sechsringes der Hopfenbatterstofle
betrifft. so kann uns das Auflinden der Isobutyrylessigsaure als Hinweis dienen. Wic wir
zeigen konnten wird in Isobutyrylessigsaure neben ['*CJ-Essigsaure (Tab 1) auch ['*C]-
Isobuttersaure’ emngebaut. woraus wir schlieBen, dal diesc - Ketosaure durch Kondensa-
tion von Isobuttersaure mit Essigsaure cntsteht (Abb. 1) Auf dem weiteren Biosynthe-
seweg sollten dann aus dieser Verbindung Desoxycohumulon, Cohumulon und Colupulon
entstchen. Den Einbau von Isobuttersaure in die genannten Verbindungen haben wir ber-
eits beschrieben, die Incorporation von Essigsdure mn Desoxycohumulon und Colupulon
istin Tab 2 angegeben. Ferner nechmen wir an, dall Desoxyhumulon, Humulon und Lupu-
lon analog gebildet werden, was aufgrund des Einbaus von Essigsaure und Isovalerian-
saure 1n diese Verbindungen nahelicgt: der Nachweis einer [sovalerylessigsdure 1st uns
allerdings nicht gelungen. Daf} diese Annahme zutnifft, 1st durch eine Untersuchung von
Wright und Howard'? abgesichert worden Sic studierten den Eimbau von 1-['*CJ-Acetat
in Humulon und stellten fest. dafl der Ring des Humulons ca 62°,. jede Prenylgruppe ca
16%, und der Isovalerylrest ca. 6°, des incorposierten ['*CT-enthielt 1m ubrigen ist dieses
Ergebnis im Einklang mit unserem Vorschlag, dall Essigsaure auch in die Prenylgruppen
der Hopfenbitterstoffe eingebaut wird.

TaBtLLE 3 RADIOAKFIV MARKIFRTE ESSIGSAURLN

Spezifische Zugef Aufg
Aktivitat Akt Akt Versuchsdauer
Substanz (uCr:mmol) (uCy) {uC1) (Std) Datum
1-["*CT-HOAc 62 250 250 8 27872
2-{"*C]-HOAc 36 250 250 8 27872
U-["*C]-HOAc 57 250 250 8 31872

Eine weitere Stutze fur die Rolle der Essigsiure als Baustein des Sechsringes der Bitter-
stoffe sehen wir darin, wie noch ausfuhrlich mitgeteilt werden wird, da3 die Bildung des
Kernes auf keinem anderen moglichen Biosyntheseweg erfolgt, insbesondere nicht auf dem
Shikimisaureweg. Neben dem Nachweis der Isobutyrylessigsaure spricht noch em Grund
dafiir, daB die ersten Schritte der Biosynthese der Hopfenbitterstoffe nach dem m Abb.
1 skizzierten Schema ablaufen Moglicherweise konnten nacheinander 3 Molekule Essig-
saure unteremander reagieren, die nach der Cyclisierung zu Phloroglucin zur Isovaleryl-
bzw. Isobutyryl-Verbindung acyliert werden In diesem Fall hatten wir radioaktiv mar-
kiertes Phloroglucin nachweisen mussen, da wn diese Verbmdung aber nicht finden
konnten. spricht dies fur die in Abb | angefuhrte Reaktionsfolge Eine weitere Stutze der
vorgeschlagenen Reaktionsfolge ergibt sich aus Untersuchungen von Watkin und Neish,!?
wonach ['*C]-Phloroglucin nicht als Precursor fur Quercetin dient und demzufolge
kemer Acyherung unterhiegt
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EXPERIMENTELLES

Die Appiikation der in Tab 3 aufgefuhrten [**CJ-markierten Essigsauren in Form der wassrigen Losung ihrer
Natriumsalze erfolgte uber die Schmittflache von doldentragenden Hopfentrieben Nach Exposition stellte man
emen Methanolextrakt her, aus dem die Hopfenwachse entfernt wurden Ein Teil des zur Trockene
emngedampften Methanolextraktes wurde mit Dimethyf{formamid/Hexamethyldisifazan in die fur die Reaktions-
Radio-Gaschromatographie geeigneten Trimethyisilylderivate ubergefuhrt Nachdem aus emem anderen Teil des
zur Trockene emngedampften Methanolextraktes emn Pentanextrakt hergestellt worden war, trocknete und tri-
methylsilylierte man diesen ebenfalls. Die hier nur skizzierte Methodik ist von uns bereits ausfuhriich beschrieben
worden *



