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Amaranthus caudatus, Avena sativa, Dihydrohematinic Acid, Dimethoxyacetophenone, Dimeth-
oxybutylbenzene, Seed Germination.

Extracts from oat husks which inhibit germination of a variety of seeds were fractionated. After
mild alkaline hydrolysis, two active fractions A, and A, were obtained. From A, which contains
mainly aliphatic di- and tricarboxylic acids, the inhibitor was isolated by chromatographic
procedures and identified as 1,3,4-pentanetricarboxylic acid (11 b) by mass spectrometry. The
structure was confirmed by total synthesis of the compound in the form of a mixture of
diastereomers 11a/11b. From A,, two aromatic compounds were isolated by chromatography
and identified by gas chromatography and mass spectrometry as 3,4-dimethoxyacetophenone (12)
and dimethoxybutylbenzene. Compounds with similar structures were compared with the natural
germination inhibitors with regard to their bioactivity.

Einleitung

In der vorstehenden Arbeit [1] war gezeigt wor-
den, daB in Extrakten aus Haferspelzen Keimungs-
hemmstoffe enthalten sind. Bei der Fraktionierung
durch Verteilung zwischen Wasser und Ether ging
nur ein Teil der Hemmaktivitat in die organische
Phase, wiahrend ein anderer Teil der Hemmaktivitit
in der wéaBrigen Phase verblieb. Neben der Mdglich-
keit, daB in der wiaBrigen Phase vollig andere
Hemmstoffe vorliegen als in der Etherphase, war die
andere Moglichkeit ins Auge zu fassen, dal neben
freien (etherloslichen) Hemmstoffen auch gebun-
dene (wasserlosliche) Hemmstoffe vorkommen.
Glykoside von Pflanzenhormonen und &hnlichen
Wirkstoffen wurden bereits mehrfach beschrieben,
u. a. von Gibberellinsdure [2], Indolessigsdure [3],
Abscisinsdure [4], Benzoxazolinon-Vorstufen [5],
Phenolcarbonsduren [6, 7]. Voraussetzung zur Entfal-
tung der Wirkung scheint eine Abspaltung des
Zuckerrestes zu sein (vgl. [8]).

Im folgenden wird die Hydrolyse der in der wéB-
rigen Phase vorliegenden Verbindungen sowie die
nachfolgende Isolierung und Strukturaufklarung
freier Hemmstoffe beschrieben.
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Material und Methoden
Extraktion und Fraktionierung von Hemmstoffen

100 g Spelzen von Avena sativa wurden mit 11
Wasser bei 100 °C extrahiert und aufgearbeitet wie
vorher beschrieben [1]. Die Chromatographie an
Acrylex P 2 wurde ausgelassen. Das in 100 m]l Was-
ser aufgenommene Lyophilisat wurde direkt mit
Ether zundchst bei pH 7, dann bei pH 1 extrahiert.
Die verbleibende wafrige Phase wurde mit 33-pro-
zentigem NH, auf pH 11 gebracht und 20 h bei
Raumtemperatur gerithrt. Danach wurde der pH-
Wert unter Eiskithlung auf 1 eingestellt und die
angesduerte Losung erschopfend mit Ether extra-
hiert.

Der Riickstand der Etherphase wurde von 5 Auf-
arbeitungen gesammelt, in wenig Wasser aufgenom-
men und auf eine mit Wasser dquilibrierte Sdule von
Sephadex LH20 (50 x 600 mm) gegeben. Die
Hemmstoffe wurden mit Wasser bei einer Durch-
fluBrate von 30 ml/h eluiert (Abb. 1). Eine Hemm-
wirkung wurde nur in den Fraktionen A, und A,
gefunden (Keimtest mit Amaranthus caudatus, vgl.

(1]
Die hemmenden Fraktionen A, und A, wurden
getrennt  gefriergetrocknet und mit etherischer

Diazomethanlésung versetzt, bis die Stickstoffent-
wicklung nachlieB und die gelbe Farbe des Diazo-
methan erhalten blieb. Die Losung lieB man noch
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ca. 12h bei 4°C eventuell unter erneuter Zugabe
von Diazomethan reagieren. Nach Abgiefen von
unldslichem Riickstand wurde die Etherlosung der
methylierten Produkte in eine Sublimationsappara-
tur berfiithrt. Ether und Diazomethan wurden im
Stickstoffstrom entfernt. Die Kurzwegdestillation des
Riickstandes erfolgte 1 h bei 120 °C/0,2 Torr. Das
Destillat wurde mit wenig Ether vom Sublimations-
finger gelost. Der Destillationsriickstand, der sich
nur in Methanol 16ste, enthielt keine Hemmaktivitéat
mehr.

Die Etherlosung des Destillats, das die gesamte
Hemmaktivitdt enthielt, wurde im Stickstoffstrom
eingedampft. Der Riickstand wurde in ca. 3 ml »n-
Hexan/Ethylacetat (1 : 1) aufgenommen, die Losung
zur Trennung durch Liquid-Chromatographie (LC)
auf eine Sdule (10 x 200 mm) gegeben, die mit Kie-
selgel (Lichroprep Si 60, Fa. Merck) gefiillt und mit
n-Hexan dquilibriert war. Die Elution erfolgte mit
n-Hexan, dem steigende Mengen Ethylacetat zuge-
setzt wurden (5—-50%). Es wurden Fraktionen
von je 0,5ml aufgefangen. Von allen Fraktionen
wurden Aliquote fiir die Gaschromatographie
(1-2ul) und fir den Biotest (100—200 pl)
entnommen. Die Ergebnisse der Aufarbeitung von
Fraktion A, sind in Abb. 3 und 4, die von Fraktion
A, in Abb. 8 zu finden.

Hemmfraktion A,

Der Riickstand der LC-Fraktion 71 (vgl. Abb. 4)
wurde durch Hochdruckfliissigchromatographie
(HPLC Waters System Modell 6000 A mit Injektor
UGK, UV/S-Detektor Modell 1202 der Fa. Latek,
Stahlsdule 20x250 mm) an Lichroprep RP8
(5-20pum) mit einem Methanol/Wasser-Gra-
dienten (von 30 bis 100% Methanol) weiter aufge-
trennt. Zunachst wurde das Elutionsdiagramm durch
Messung der Absorption bei 254 nm aufgenommen.
Dann wurden die Fraktionen gaschromatographisch
untersucht (s. oben). Alle Fraktionen, die die Kom-
ponente mit Retentionszeit 29,5 nm enthielten, wur-
den vereinigt und erneut durch Sdulenchromato-
graphie an Lichroprep Si 60 mit Hexan/Ethylacetat
gereinigt (Ergebnis in Abb. 5).

Hemmfraktion A,

Da die LC-Fraktionen 27-29 die hochste
Bioaktivitit aufwiesen (vgl. Abb. 8), wurde Frak-
tion 28 mittels Gaschromatographie/Massenspektro-

metrie untersucht. Die Hauptkomponente besitzt
eine Retentionszeit von 27,3 min, daneben findet
man eine Nebenkomponente bei einer Retentions-
zeit von 26,7 min. Beide Komponenten zeigen einen
Anstieg bzw. Anfall in den LC-Fraktionen 25—30
parallel mit dem Anstieg bzw. Abfall der Bioaktivi-
tait. Die Massenspektren der beiden Verbindungen
sind in Abb. 9 a, b zu finden.

Gaschromatographie und Massenspektrometrie

Die Gaschromatographie erfolgte mit Glaskapil-
larsdulen (Lange 20 bzw. 25 m) entweder OV 101
oder SP 1000 (belegt mit FFAP). Geridte: Carlo Erba
Model 2300 bzw. 2101 AC. Detektion durch Flam-
menionisationsdetektor. Tragergas Helium bzw.
Stickstoff (FluBrate 2 cm® min~*). Injektortempera-
tur 225 °C, Injektion splitlos; Temperaturprogramm
60—-240 °C mit 3° min™*.

Fir die GC-MS-Kopplung wurde ein System, be-
stehend aus dem Massenspektrometer Varian
CH 7A, Datensystem SS188MS und dem Gaschro-
matograph Carlo Erba 2101 AC verwendet. Ionisie-
rungsenergie 70 eV. Das hochauflésende Massen-
spektrum wurde mit dem MS-Datensystem ZAB/V6-
Multispec der Firma Vakuum Generators aufge-
nommen.

Synthese von Modellverbindungen
Dihydrohdmatinsdure (11 a, b)

Nach der Vorschrift von Gray und Nicholson [14]
wurde Cyanessigester zuniachst mit a-Brompropion-
sdure, das entstandene Produkt dann mit A-Brom-
propionsdure umgesetzt. Nach Hydrolyse mit sie-
dender HCl wurde ein Gemisch von erythro- und
threo-Verbindung 11 a/11 b kristallin (aus Aceton)
erhalten. Durch Umkristallisation aus halbkonzen-
trierter Salzsdure wurde aus 3,0 g des Gemisches
11 a/11 b die erythro-Verbindung 11 a rein erhalten
(Kontrolle durch Gaschromatographie nach Methy-
lierung mit Diazomethan) und aus Aceton erneut
umkristallisiert, Ausbeute 0,3 g, Schmp. 169 °C
(170 °C [14]). Die Mutterlauge der Kristallisation
aus Salzsdure wurde i. Vak. iiber KOH zur Trockene
gebracht, der kristalline Riickstand wurde aus
Aceton umkristallisiert, Ausbeute 0,1 g. Entspre-
chend der Gaschromatographie des Trimethylesters
handelt es sich um die threo-Verbindung 11 b, die
< 1% 11 a enthélt. Schmp. 139 °C (144 °C [14]).
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Ergebnisse und Diskussion

Aus dem wiBrigen Rohextrakt von Haferspelzen
kann bei pH 7 und pH 1 ca. 50% der Hemmaktivitét
mit Ether extrahiert werden [1]. Alle noch in der
hydrophilen Phase vorhandene Aktivitdt wird durch
Hydrolyse mit Ammoniak und nachfolgendes An-
sduern mit Ether extrahierbar. Durch saure oder en-
zymatische Hydrolyse (Glykosidasen, Esterasen,
Pektinasen) ist nur ein Teil der Hemmaktivitdt in
Ether Uberfiihrbar. Wahrscheinlich lagen wasser-
16sliche Ester der Hemmstoffe vor.

Die etherloslichen Hydrolyseprodukte wurden
durch Chromatographie an Sephadex LH 20 weiter
aufgetrennt (Abb. 1). Die Hemmaktivitdt fand man
in den Fraktionen A, und A,. Wihrend Fraktion A,
eine im Vergleich zur Hemmwirkung geringe UV-
Absorption aufweist, absorbiert Fraktion A, im UV-
Bereich relativ stark. Phenolcarbonsduren (z. B. p-
Cumarsdure und dhnliche Verbindungen), die eine
starke UV-Absorption besitzen und die als Hemm-
stoffe diskutiert worden waren (vgl. [1]) wurden
deutlich nach der Hemmaktivitat eluiert. Es muf}
sich also bei den in den Fraktionen A, und A,
enthaltenen Stoffen um Hemmstoffe anderer Struk-
turtypen handeln.

Hemmstoff aus Fraktion A,

Nach den IR-Spektrum des Riickstandes von
Fraktion A, [9] waren hier aliphatische Carbonsdu-
ren enthalten. Um fliichtige, der gaschromatographi-
schen Analyse zugingliche Derivate zu erhalten,
haben wir diese Sédurefraktion mit Diazomethan
methyliert. Die Bioaktivitit blieb bei dieser Umset-
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Abb. 1. Elutionsdiagramm der Chromatographie an Se-
phadex LH-20 der etherldslichen Hydrolyseprodukte aus
einem Rohextrakt von 100 g Haferspelzen. Fraktionen mit
Hemmaktivitét schraffiert.
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Abb. 2. Gaschromatogramm der Fraktion A, (vgl. Abb. 1)
nach Methylierung und Kurzwegdestillation. Glaskapillare
SP 1000. Sonstige Bedingungen in Material und Methoden.
Die Nummern entsprechen den in Tab. I aufgefiihrten Ver-
bindungen.

zung vollstindig erhalten. Dal die Hemmstoffe
selbst mit Diazomethan reagiert hatten, lie3 sich wie
folgt zeigen: Die Hemmstoffe der Fraktion A, sind
nicht fliichtig; bei Versuchen zur Kurzwegdestilla-
tion (100 °C Badtemperatur, 1 Torr) blieb die Bio-
aktivitat im Riickstand. Bei ldngerem Erhitzen auf
200 °C ging die Aktivitdt verloren. In keinem Fall
war Hemmaktivitat im Destillat nachweisbar. Dage-
gen fand man bei der Kurzwegdestillation der Zone
A, nach Methylierung die Bioaktivitdt quantitativ im
Destillat; der Riickstand enthielt keine Aktivitit
mehr.

Die Methylierung und anschlieBende Kurzweg-
destillation wurden daher als nichste, sehr effektive
Reinigungsmethode angeschlossen. Die gaschroma-
tographische Analyse des Destillats auf einer polaren
GC-Kapillare (SP 1000) zeigt, daB neben einer
Hauptkomponente ca. 10 Nebenkomponenten und
eine groe Zahl von Spurenkomponenten vorhanden
waren, die Hemmstoffe enthalten konnen (Abb. 2).
Durch GC/MS-Analyse wurden 9 Komponenten
identifiziert (Tab.I). Die Hauptkomponente 9,
Apfelsiuredimethylester, sowie die Nebenkompo-
nenten 1, 2, 5 und 10 zeigen im Konzentrationsbe-
reich von 1 —2x10-*M keine Hemmwirkung bei
der Keimung; bei 1 und 9 war sogar eine Wachs-
tumsforderung der Keimwurzel zu beobachten.

Der in kleiner Menge gefundene Methoxybern-
steinsduredimethylester (6) ist wahrscheinlich aus
der Hauptkomponente 9 erst bei der Umsetzung mit
Diazomethan entstanden. Kontrollversuche zeigten,
daB authentisches 9 bei ldngerer Einwirkung von
Diazomethan kleine Mengen (maximal 5%) an 6
liefert, obwohl alkoholische Hydroxygruppen eigent-
lich nicht methyliert werden sollten.
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Tab. I. Massenspektrometrische Identifizierung der nach GC/MS-Trennung der Fraktion
A, erhaltenen Komponenten. Die angegebenen Komponenten wurden — soweit sie durch
Massenspektren erfaBt wurden — im Gaschromatogramm Abb. 1 nach steigenden Reten-
tionszeiten numeriert. Die Strukturen 1, 2, 4, 5, 9 und 10 wurden durch Aufnahme der
Massenspektren der authentischen Verbindungen, die Strukturen 6, 7 und 8 durch Ver-

gleich mit Literaturdaten [16] abgesichert.

Nr. Summenformel Mol- Massenspektrum
Name d. Verbindung Gew. m/e[% rel. Int.]
1 C,H,0,, Malonsduredimethyl- 132 132(4), 101(100), 74(53), 59(94),
ester 57(32),45(5)
2 C.H,,0,, Bernsteinsdure- 146 115(100), 114(27), 87(15), 59(18),
dimethylester 55(26)
3 Methoxycarbonsdureester 126(3), 104(8), 103(5), 101(3),
75(6), 73(18), 72(39), 59(52),
60(14), 45(100)
4 C.H,,0,, a-Ketoglutarsaure- 170 144(2), 143(3), 135(3), 116(6),
dimethylester 115(100), 113(34), 112(6), 95(7),
87(22), 59(18), 57(83), 55(43),
45(45)
5 C.,H,,0,, Glutarsdure- 160 129(86), 128(67), 101(65), 100(96),
dimethylester 87(30), 74(11), 69(6), 59(100),
58(11), 55(60)
6 C,H,,0;, Methoxybernstein- 176 146(7), 117(68), 85(3), 75(100),
sauredimethylester 59(21), 55(5), 47(7), 45(5)
7 C,H,,0;, Isopropylapfelsaure- 204 161(9), 145(65), 127(17), 113(21),
dimethylester 102(14), 101(28), 85,(4), 74(11),
71(100), 59(12), 45(5)
8 CH,,O;, f-Hydroxy-f-Methyl- 190 175(7), 143(33), 117(100), 101(26),
glutarsduredimethylester 85(77), 75(13), 74(12), 59(14)
9 C,H,,0,, Apfelsiure- 162 131(9), 130(7), 113(7), 104(6),
dimethylester 103(100), 74(8), 71(81), 61(47),
59(24)
10 C,H,,0,, Citronensiure- 234 175(20), 152(4), 144(8), 143(100),
trimethylester 111(4), 101(66), 69(9), 59(23),
57(9)
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10
Da die identifizierten Verbindungen keine Hemm-
wirkung zeigten, mufite der Hemmstoff durch wei-
tere Konzentrierung und Auftrennung aus den Spu-
renkomponenten angereichert werden. Dies geschah
durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit

Hexan/Ethylacetat. Eine Hemmwirkung wurde
dabei in den Fraktionen 68 bis 73 beobachtet. Alle
Fraktionen der Saulenchromatographie wurden
nach Konzentrierung gaschromatographisch unter-
sucht. Aufgrund der Anreicherung in den einzelnen
sdulenchromatographischen Fraktionen wurden jetzt
zahlreiche Spurenkomponenten in den Gaschro-
matogrammen sichtbar, die im urspriinglichen GC
(vgl. Abb. 2) noch nicht erkennbar waren. Das Er-
gebnis der GC-Analysen der LC-Fraktionen 62—75
ist in Abb. 3 dargestellt. Das Diagramm zeigt, daf
die Komponente mit der Retentionszeit 29,5 min als
einzige in allen hemmenden Fraktionen (68—73),
aber nur in diesen vorkommt. Die anderen GC-
Komponenten werden auch in LC-Fraktionen ohne
Hemmwirkung oder nur in einem Teil der Fraktio-
nen mit Hemmwirkung (z. B. 69—71) gefunden; sie
konnen somit nicht den fiir die Hemmwirkung ver-
antwortlichen Stoff enthalten. Abb. 4 zeigt, daB3 die
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Abb. 3. Gaschromatographische Analyse der Fraktionen 62—

75 der Saulenchromatographie (LC) an Kieselgel. Glas-

kapillarsdule OV 101; 25 m Lange. Analoge GC-Komponenten sind als senkrechte Balken dargestellt, deren horizontale
Dimension ein qualitatives MaB der Konzentration darstellt. Schwarz: Hemmstoff mit Retentionszeit 29,5 min.

Konzentration des Hemmstoffs in Fraktionen 68 — 73
tatsdchlich mit der biologischen Aktivitat korreliert.
Durch weitere verlustreiche Reinigung mittels
HPLC und anschlieBender Rechromatographie an
Kieselgel, stets unter Kontrolle des Biotests [1],
wurde die Substanz mit der Retentionszeit 29,5 min
fast rein erhalten. Die Endstufe der Reinigung zeigt
Abb. 5.
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Abb. 4. Korrelation der Hemmwirkung und der Peakhdhe
der Komponente mit Retentionszeit 29,5 min. Untersucht

wurden die Fraktionen 68 —73 der Sdulenchromatographie
an Kieselgel. Zur Gaschromatographie vgl. Abb. 3.
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Identifizierung des Hemmistoffs

Da von dem Hemmstoff nur kleine Mengen zur
Verfiigung standen, wurden zur Strukturaufklarung
hauptsichlich mikroanalytische und spektroskopi-
sche Methoden herangezogen. Die Gaschromato-
graphie der Hemmfraktion mit einem fiir Stickstoff-
verbindungen spezifischen Detektor zeigte, da3 der

rel. Absorption
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Abb. 5. Gaschromatogramm des Hemmstoffs 11 b (Reten-
tionszeit 29,5 min) nach Reinigung der HPLC und Rechro-
matographie an Kieselgel (vgl. Material und Methoden).
Bedingungen der Gaschromatographie vgl. Abb. 3.
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Hemmstoff keinen Stickstoff enthilt. Der gereinigte
Hemmstoff zeigt keine UV-Absorption. Das durch
GC-MS-Kopplung  erhaltene =~ Massenspektrum
(Abb. 6a) weist auf einen Carbonsiuremethylester
hin (Fragmente bei m/e 59, 74, 88). Das Fragment
mit der hochsten Masse bei m/e 215 kann nicht das
Molekiilion sein, da hierfiir eine gerade Masse zu
fordern ist. Molekiilionen werden in der Regel bei
Di- und Tricarbonsduremethylestern nicht beobach-
tet, vielmehr findet man als Ionen der hochsten
Masse Fragmente bei M*(OCH,) oder Mt*-
(COOCH,). Die Verbindung lie sich im Gegensatz
zu Hydroxycarbonsdureestern nicht trimethylsilylie-
ren, besitzt also keine freie Hydroxylgruppe. Nach
diesen Ergebnissen konnten ein Methoxydicarbon-
sauremethylester (C,H,,0,, MG 246 bzw. C,,H,,O;,
MG 274) oder ein Tricarbonsduremethylester
(C,,H,;504, MG 246 bzw. C,,H,,0,, MG 274) vorlie-
gen. Der Verlust von OCH, bzw. COOCH, wiirde
bei diesen Verbindungen die Entstehung des Ions
m/e 215 erklédren.

Die Entscheidung zwischen beiden Verbindungs-
typen ist durch Methylierung des Hemmstoffs mit
Deuterodiazomethan herbeizufiihren. Die Methylie-
rung wird bei 8 °C ausgefiihrt und das iiberschiis-
sige Deuterodiazomethan sofort nach Beendigung
der Stickstoffentwicklung entfernt, damit eventuelle
unspezifische Methylierungen vermieden werden
(vgl. Diskussion zu Tab. I). Das Fragment m/e 215
wird dadurch um 6 Masseneinheiten nach m/e 221
verschoben (Abb. 6b). Dieses Ergebnis fordert die
Struktur eines Tricarbonsdauremethylesters. Die Ent-
scheidung zwischen den beiden moglichen Estern
liefert das Massenspektrum hoher Auflésung
(Tab. II). Das Fragment bei m/e 215 hat die Ele-
mentarzusammensetzung C, H,.O,, die Summenfor-

Tab. II. Hochauflosendes Massenspektrum des Hemm-
stoffs 11b, erhalten durch GC/MS-Kopplung.

m/e C H O gefundene Abweichung zur
Masse ber. Masse [mMU]
215 CioHisOs 215.0898 -2,1
182 CH, 0, 182.0569 -1,0
173 CH,,0, 173.0765 -49
159 C,H,,0, 159.0653 -0,4
155 CH,,0, 155.0699 -0,9
140 C,H,O, 140.0410 -6,3
128 CH,0, 128.0455 -1,8
127 C.H,,0, 127.0756 -0,3
127 CH,0, 127.0386 -0,9
95 C.H,0 95.0459 -38
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Abb. 6. Massenspektren des Hemmstoffs 11 b (Retentions-
zeit 29,5 min) aufgenommen durch GC/MS-Kupplung. a)
Methylierung mit Diazomethan; b) Methylierung mit
Deuterodiazomethan
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mel des Pentantricarbonsduretrimethylesters 11 ist
deshalb C,,H,,O, (MG 246).

Die Massenspektren niederer und hoher Auflo-
sung erlauben zwischen den Strukturisomeren
Pentantricarbonsauretrimethylestern zu unterschei-
den. Die Bruchstiicke bei m/e 88 und m/e 159
(M+-87) weisen auf einen a-Methylcarbonsdure-
methylester hin. Strukturisomere, die monosubsti-
tuierte Malonsaure-, Methylmalonsiaure- oder Bern-
steinsdureester sind, konnen ausgeschlossen werden,
da die fir diese Strukturelemente zu erwartenden
Ionen bei m/e 131 bzw. m/e 145 nicht beobachtet
werden.

Von den noch moglichen Isomeren ist die Struktur
des 1.3.4-Pentantricarbonsaureesters 11 als die am
besten mit den MS-Daten iibereinstimmende anzu-
sehen. Das Fragmentierungsschema (Abb. 7) gibt
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Abb. 7. Fragmentierungsschema des Hemmstoffs 11. Die Elementarzusammensetzung der wichtigsten Ionen ist durch
hochauflosende Massenspektrometrie gesichert (vgl. Tab. II).

die Deutung der Fragmentierungen, die sowohl Chlorophyllen [10—12] und von «-Santonin [13].
durch die Bestimmung der Elementarzusammenset-  Auch eine chemische Synthese ist beschrieben [14],
zung (Tab. II) als auch durch die Verschiebung nach  die zu einem Gemisch von threo- und erythro-Form
Deuteriummarkierung (Abb. 6b) gesichert ist. Ins-  fiihrt. Die Trennung sollte durch fraktionierte Kri-
besondere erkldrt es zwanglos die Bildung zweier stallisation mdglich sein [14].
Ionen m/e 127 (b, und ¢,) verschiedener Elementar- Unsere Synthese ergab hauptsichlich die leichter
zusammensetzung. kristallisierende erythro-Form 11 a neben wenig
1.3.4-Pentantricarbonsiure ist unter dem Trivial-  threo-Form 11 b. Die Trennung der beiden Formen
namen Dihydrohdmatinsdure bekannt. Sie wurde gelang durch (verlustreiche) Umkristallisation aus
bisher nicht als Naturprodukt beschrieben, wohl Salzsiure. Beide Formen, die in unserem gaschrom.
aber als Produkt des chemischen Abbaus von System getrennt wurden, zeigten das gleiche Mas-
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COOR COOR
ROOC(CH,), H H (CH,),COOR
H CH, H CH,
COOR COOR
(a) (4R, 3s)-erythro (b) (4R, 3R)-threo

senspektrum, das mit dem Massenspektrum des
Naturprodukts iibereinstimmt. Damit ist die Struk-
tur des Naturprodukts gesichert. Der GC-Vergleich
von Naturstoff und Syntheseprodukt zeigt, da3 dem
Hemmstoff die Struktur 11 b zuzuordnen ist. Das ist
auch das aus Chlorophyllen erhaltene Isomere.

Die Newman-Projektion zeigt, daB die erythro-
Form 11 a gegeniiber der threo-Form 11 b thermo-
dynamisch bevorzugt ist. Es ist daher verstandlich,
daB Isomerisierungsversuche a Siauren oder Tri-
methylester bevorzugt zu 11 a fiihren. Immerhin
konnte aus reinem 11 a durch einstiindige Einwir-
kung von Natriummethylat ein Isomerengemisch
erhalten werden, das iiber 40% 11 b enthielt. Nach
Bode und Brockmann [15] lassen sich die threo-For-
men von 2.3-Dialkylbernsteinsduren durch Erhitzen
ihrer Anhydride mit Acetanhydrid aus den erythro-
Formen gewinnen. Entsprechende Versuche mit 11 a
fithrten jedoch nur zur Zersetzung unter Decarboxy-
lierung.

Fiir Versuche zur Messung der Bioaktivitat wur-
den neben der natiirlichen Verbindung 11 b syntheti-
sches 11 a und das Isomerengemisch 11 a/11 b ein-
gesetzt. Das Ergebnis (Tab. III) zeigt, da8 die natiir-

Tab. III. Vergleich der Hemmwirkung von natiirlichem
und synthetischem Dihydrohamatinsdure-Dimethylester
(11) beim Keimtest mit Amaranthus caudatus

Verbindung Konzentration® % Keimungs-

[M] hemmung

A. caudatus

natiirliches 11b 1x10~* 100
natiirliches 11b 1x10~® 100
synthetisches 11a/11b  1x10-2 100

1x10~* 100

1x10-° 54
synthetisches 11a® 1x10~* 72
synthetisches 11b® 1x10~* 46

1x10~* 54

synthetisches 11a/11b
(1:1)®

2 Die Konzentration des Naturstoffs wurde durch quanti-
tative Gaschromatographie bestimmt (vgl. Abb. 5).

® Diese Versuche wurden mit neuen Samen von A. cauda-
tus ausgefithrt (Ernte 1981), die wesentlich weniger emp-
findlich auf Hemmstoffe reagierten als die alten Samen
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liche Verbindung und der synthetische Trimethyl-
ester wirksame Keimungshemmstoffe sind. Aller-
dings ist die Hemmwirkung bei den synthetischen
Produkten etwas geringer. Das konnte daran liegen,
daB die synthetischen Produkte Racemate sind,
wihrend im Naturstoff moglicherweise nur ein Anti-
pode vorliegt.

Hemmstoffe aus Fraktion A,

Die Aufarbeitung der Fraktion A, erfolgte analog
zu der von Fraktion A,. Zunichst wurden die
Hemmstoffe mit Diazomethan methyliert und durch
Kurzwegdestillation vorgereinigt. Bei der anschlie-
Benden Sdulenchromatographie an Kieselgel ergab
sich ein anderes Elutionsverhalten als bei Fraktion
A,: Wihrend sich der Dihydrohdmatinsiureester
11 b mit einem Gemisch von 25—30% Ethylacetat/
70—75% n-Hexan eluieren lieB, fand man bei Frak-
tion A, zwei Hemmbereiche: einen kleineren bei 30%
(um Fraktion 23) und einen groBeren bei 35% Ethyl-
acetat in Hexan (um Fraktionen 27-29) (Abb. 8).
Durch Kombination des Biotests mit der gaschro-
matographischen Analyse der einzelnen Fraktionen
der Saulenchromatographie konnten zwei Peaks mit
der Hemmaktivitét der Fraktionen 27 —29 in Zusam-

27 29
1004 A 23 M 2
2 ]
25 2
80- - s
o
1 =
- =
604 2 hl
o e 2
S 18 Q
€402 2 =
L) L n-rr--
X d .o r==|-|--
" s 19--|- -
= 0] 2 oo
L
T T T —F E T T T .8 T >
8 10 12 14 16

ml Elutions volumen

Abb. 8. Nachweis von Hemmstoffen in Fraktionen der
Saulenchromatographie an Kieselgel mittels Biotest mit
Amaranthus caudatus. Fraktion A, wurde methyliert, destil-
liert und an Kieselgel chromatographiert. (—— —) Stufen-
gradient Ethylacetat/n-Hexan. Die Nummern iliber dem
Balken sind die Fraktionsnummern der Sdulenchromato-
graphie.
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Tab. IV. Hemmaktivitit einiger aromatischer Verbindun-
gen beim Keimtest mit Amaranthus caudatus

Verbindung Konzentration % Hemmung
(M]
natiirliches Butyl-dime- 11510~ 100
thoxybenzol 2x10-® 100
1’-Methyl-propyl-2.5-di- 1 x10~* 100
methoxybenzol 1x10-° 0
tert-Butyl-3.4-dimethoxy- 1x10~* 72-100
benzol Sx107% 25
1x10-® 0
tert.-Butyl-3-methoxy- 1x10-* 40
4-hydroxybenzol 5x10-° 0
1x10-° 0
3.5-Dimethoxyaceto- I1x10-* 90
phenon Sx10-° 30
1x10-° 0
3.5-Dihydroxyacetophenon 1 x 10-* 25
Resorcindimethylether 1x10-* 0
Hydrochinondimethylether 1x 10~ 0
sec-Butylbenzol I1x10-* 0

menhang gebracht werden. Die Korrelation war
relativ einfach herzustellen, da A, erheblich weniger
Komponenten enthdlt als A,. In den hemmenden
Fraktionen 25— 30 (vgl. Abb. 8) tritt ein Peak mit der
Retentionszeit 27,3 min auf, dessen Intensitdt pro-
portional zur beobachteten Hemmwirkung ansteigt.
Dieser Peak ist die Hauptkomponente in Frak-
tion 28. Daneben kommt in den hemmenden Frak-
tionen eine Nebenkomponente mit der Retentions-
zeit 26,7 min vor.

Die Massenspektren der beiden Verbindungen
(Abb.9a und b) zeigen eine fiir aromatische Ver-
bindungen charakteristische Fragmentierung. Die
Nebenkomponente (RT 26,7 min) zeigt ein Molekiil-
ion bei m/e 180, das eine Methylgruppe (— m/e
165) und eine Acetylgruppe (— m/e 137) abspaltet.
Diese Fragmentierung weist auf das Vorliegen eines
substituierten Acetophenons hin, was durch ein Ion
bei m/e 43 bestitigt wird. Die weitere Fragmentie-
rung des Ions m/e 137 entspricht derjenigen von Di-
methoxybenzolen. Durch Vergleich mit authenti-
schen Substanzen wird der Hemmstoff als 3.4-Dime-
thoxyacetophenon (12) identifiziert. Verschiedene
Strukturisomere konnen wie folgt unterschieden
werden: Wiahrend 3.4-Dimethoxyacetophenon und
3.5-Dimethoxyacetophenon das gleiche Massenspek-
trum besitzen, zeigen die ortho-Methoxyacetophe-
none ein andersartiges Fragmentierungsverhalten.
Die 34- und 3.5-Dimethoxyverbindungen lassen

sich gaschromatographisch voneinander trennen. 12
wurde bereits frither als Naturstoff beschrieben [16].

Die Hauptkomponente (RT 27,3 min) zeigt das
Molekiilion bei m/e 194. Das Schliisselion bei m/e
151 (M*-43) spricht fiir eine Dimethoxybenzyl-
struktur. Das Ion geringer Intensitidt bei m/e 43 und
die Abwesenheit eines lons bei M-15 schlieBt die
Anwesenheit einer Acetylgruppe aus, weist vielmehr
auf einen C,H,-Rest am Benzolring hin. Wir ordnen
diesem Produkt deshalb die vorldufige Struktur
eines Dimethoxybutylbenzols zu.

Wie ein Keimtest mit dem natiirlichen Dimeth-
oxybutylbenzol und analogen Verbindungen zeigt
(Tab. 1V), scheint es sich um eine Gruppe von Stof-
fen mit keimungshemmender Wirkung zu handeln.
Essentiell scheint mindestens eine Methoxygruppe
zu sein, weiterhin ist eine Alkyl- oder Acetyl-Seiten-
kette erforderlich. Die Stellung der Substituenten
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Abb. 9. Massenspektren der Hemmstoffe aus Fraktion 28
der Siulenchromatographie (vgl. Abb. 8), erhalten durch
GC/MS-Kopplung. a) Hemmstoff 12 mit Retentionszeit
26,7 min; b) Hemmstoff mit Retentionszeit 27,3 min.
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scheint gegeniiber diesen Strukturmerkmalen nur
eine untergeordnete Rolle zu spielen. Wahrend die
Nebenkomponente 12 aufgrund ihrer geringen Kon-
zentration bei der Ausbildung der Keimruhe von
A. sativa wohl keine entscheidende Rolle spielt, diirf-
ten Dihydrohdmatinsdure (11 b) und Dimethoxy-
butylbenzol wesentlich zur Keimruhe beitragen.
Allerdings 4Bt sich fiir diese beiden Hemmstoffe der
prozentuale Anteil an der biologischen Gesamtwir-
kung vorldufig nur schlecht abschitzen. '
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