a-glucosidisch miteinander verkniipft sind. Diese Ringe sind
nicht Bestandteile der Stirke-Molekeln, sondern entstehen
auf Grund der schrauben-formigen Anordnung der groBen
Molekel beim fermentativen Abbau durch Umglucosidie-
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a-Schardinger-Dextrin = Cyclo-hexaglucan

Besondere Schwierigkeiten hatte die Eigenschaft der
Schardinger-Dextrine gemacht, in manchen Fillen kleine
Molekeln, z. B. Losungsmittelmolekeln, fest zu halten.
Freudenberg erkléarte dies so, daB bei geeigneter Ringweite
diese Molekeln in den Ring aufgenommen und dort fest-
gehalten werden. So waren die ersten EinschluBver-
bindungen entdeckt worden. Freudenberg fand, daB auch
das Anfarben der Starke mit Jod auf solchen EinschluB-
verbindungen beruht.

Uberblickt man die Erfolge der Arbeiten von Freuden-
berg auf dem Gebiet der Kohlenhydrate und auf den an-
deren von ihm bearbeiteten Gebieten, so empfindet man
Freude und Dankbarkeit fiir diese groBen Leistungen.
Sorgtiltige experimentelle Arbeit und die ideenreiche Aus-
wertung der Ergebnisse haben zu diesen Erfolgen gefiihrt.
Sie haben nicht nur schwebende Fragen gelost oder zu ihrer
Ldsung beigetragen, sondern auch neue Fragen aufgewor-
fen, deren Losung schon heute im Bereich des Moglichenliegt.

Die ungewohnlichen Erfolge von Freudenberg haben ihm
eine groBe Anzahl von Ehrungen eingetragen. Die Auf-
zdhlung aller wissenschaftiichen Gesellschaften, denen
Freudenberg als Mitglied oder als korrespondierendes Mit-
glied im Inland und im Ausland angehdrt, wiirde zu weit
fithren. Im Jahre 1936 wurde ihm die Mitscherlich-Medaille
verlichen, 1952 die Emil-Fischer-Medaille. Am 6. Novem-
ber 1954 ernannte ihn die Technische Hochschule Graz
zum Dr. techn. h. ¢. Ein Jahr spiter, am 25. November
1955, verlieh ihm die philosophisch-naturwissenschaftliche
Fakultat der Universitat Basel den Dr. phil h. c.

Die Wertschatzung Freudenbergs und seines sicheren
wissenschaftlichen Urteils kommen in seiner Wahl als
Fachvertreter fiir organische Chemie und Vorsitzendem
der Fachgruppe Chemie der Deutschen Forschungsgemein-
schaft in den Jahren 1951—1955 zum Ausdruck. Mit Kiar-
heit und unbestechlichem Urteil hat er sich dieser zeit-
raubenden Arbeit in voller Wiirdigung ihres Ernstes und
ihrer Bedeutung gewidmet.

Die Anerkennung der Arbeiten Freudenbergs im Ausland
findet auch darin ihren Ausdruck, daB er oft zu kiirzeren
oder langeren Gastvortragen ins Ausland eingeladen wurde.
Er hat dadurch, daB er sich dieser erfreulichern, aber manch-
mal auch miithevollen Aufgabe unterzog, wesentlich zur
Weltgeltung der deutschen wissenschaftlichen Chemie im
Ausland beigetragen und vor allem die Bande, die zwischen
den deutschen Chemikern und den Chemikern der ganzen
Welt nach dem zweiten Weltkrieg abgerissen waren, wieder
kniipfen helfen.

Zu den groBen Verdiensten Freudenbergs rechnet nicht
zuletzt seine Tatigkeit als akademischer Lehrer, die mit
diesen Arbeiten untrennbar verbunden ist. Eine grofie
Anzahl von Schiilern hat er in das wissenschaftlich-chemi-
sche Arbeiten und Denken eingefiihrt. Viele von ihnen be-
kleiden erfolgreich wichtige Stellungen an Hochschulen
und in der Industrie. Sie alle vereinigen sich zusammen
mit seinen Freunden an diesem Festtag seines 70. Geburts-
tags mit herzlichen Gliickwiinschen.

B. Helferich

Lignin im Rahmen der polymeren Naturstoffe
Von K. FREUDENBERG

Aus dem Chemischen Institut der Universitdt und dem Institut fiir die Chemie des Holzes und der Polysaccharide Heidelberg

Nach einem Plenarvortrag auf der GDCh-Hauptversammiung in Miinchen am 74. September 1955

Die polymeren Naturstoffe, die der Vortragende bearbeitet hat, sind Cellulose, Stirke, Gerbstoffe und
Lignin. In dieser Reihenfolge ist ein Anstieg vom einfachen zum komplizierten Bau wahrzunehmen.

Cellulose':?)

Eine merkwiirdige Unsicherheit, ja Nervositit hatte die
Chemie der Cellulose nach Emil Fischers Tode (1919) er-
griffen. Dies ging so weit, daB verschiedene Autoren sich
itber festbegriindete Tatsachen hinwegsetzten, wie das Vor-
kommen der Cellobiose-Bindungen in der Molekel.
Die Strukturchemie der Cellulose war iiber die Cellobiose
nicht hinausgekommen. Um die Anzahl der Cellobiose-
Bindungen in der Cellulose zu bestimmen, beschéftigte ich
mich mit der Ausbeute an Octacetyl-celiobiose bei der
Acetolyse der Cellulose?). Ich erhielt, wie andere auch, un-
) lK I;‘g;ggdenberg: Tannin, Cellulose, Lignin; Springer-Verlag, Ber-
2) 1l(n Freu.denberg in R. Pummerer: Chem. Textiifasern, Filme und

Folien, 8. 7; F. Enke 1951,
3) K. Freudenberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 767 [1921].
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mittelbar nicht mehr als 369, Disaccharid. Da aber wih-
rend der Reaktion ein erheblicher Teil der Cellobiose der
Acetolyse verfdllt, wurde in besonderen Versuchen dieser
Betrag bestimmt. Es ergab sich, daB den unmittelbar iso-
lierten 369, etwa weitere 259, zuzuzéihlen sind. Mehr als
609, der Glucose-Einheiten der Cellulose, aber nicht viel
mehr, durchlaufen daher beim Abbau das Stadium der
Cellobiose. Ein zweites Disaccharid wurde nicht gefun-
den.

Die Erklarung ergab sich aus folgender Uberlegung?):
Die Oligosaccharide der Cellulose sind Abbauprodukte lin-
gerer Fragmente. Bei der weiteren Zerlegung entstehen
geradzahlige und ungeradzahlige Oligosaccharide wie
Cellotriose und Pentaose, aus denen einzelne Glucose-Ein-
heiten abgespalten werden, die nicht durch das Stadium
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der Biose gegangen sind. Wenn also eine einheitliche
Bindung in der ganzen Kette vorhanden ist, so muB der
Hdéchstbetrag an gebildeter Biose erheblich geringer
sein als 1009;,. Zusammen mit Walfer Kossel, der um
jene Zeit wie jch in Miinchen war, wurden folgende Fra-
gen iiberlegt.

1.) Wieviele Einheiten durchlaufen das Stadium der
Cellobiose, wenn 100 Einheiten mit 99 gleichen Bindungen
die Kettenmolekel bilden und wenn alle diese Bindungen
mit derselben Geschwindigkeit gespalten werden; oder —
was dasselbe ist — wieviel Cellobiose wiirde erhalten, wenn
sie sich in vollkommen unldslicher Form ausschiede und
dem weiteren Abbau entzdge? Die Uberlegung ergab 679,
und stand im Einklang mit dem experimentellen Befund.

2.) Wieviel Biose ist in dem Zeitpunkt vorhanden, in
dem Bildung und Abbau der Biose im Gleichgewicht sind,
vorausgesetzt dafl ein homogenes System vorliegt? Die
Uberlegung ergab 329, fiir eine Kette, die mehr als 10
Glucose-Einheiten enthdlt. Da ein Teil der Biose auskri-
stallisiert, mufl diese Zahl iiberschritten werden, was zu-
trifft.
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Bild 1

Abbau einer gleichmiBigen Kette. Bildung und Zerlegung
der Zweierstiicke

Bild 1 soll an einer links im Bilde eingezeichneten ein-
heitlichen Kette von 12 Glucose-Einheiten diese Verhélt-
nisse erliutern. Wahrend des Abbaues bilden sich und
verschwinden wieder 4 Cellobiose-Einheiten (dicke Stri-
che), die 8 der 12 Glucose-Einheiten der urspriinglichen
Kette enthalten, d. h. zwei Drittel. Gleichzeitig anwesend,
und zwar im spéateren Stadium des Abbaues, sind nur 2
Cellobiose-Molekeln, die 4 Glucosen, also ein Drittel der
urspriinglichen Kette enthalten. Damit war nicht nur die
damals und spater noch umstrittene Kettenformel der
Cellulose gestiitzt, sondern es war dariiber hinaus die Ein-
heitlichkeit der Bindungen gefordert.

Wihrend sich die {ibrige Cellulose-Forschung in den fol-
genden Jahren ausgiebig mit dem grundsatzlich schon ent-
schiedenen Zwist {iber die Vorstellungen von kleinen Aggre-
gaten oder von langen Ketten abgabt), suchte ich meine
Beweise zu stirken. Es konnte bewiesen werden, daB die
Bindungen in der kristallisierten, methylierten Cellotriose
und Cellotetraose — erstere wurde synthetisiert — sdmtlich
von der Art der Cellobiose sind. Die Kinetik des Abbaues
der Cellulose, gemessen an der Zunahme der Aldehyd-
Gruppen, wurde zusammen mit Werner Kuhn unter dem

"4 vigl, K. Freudenberg, ebenda 69, 1627 {1936].
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Gesichtspunkt der einheitlichen Bindungen gedeutet. Das
Ergebnis war schlieBlich®): Jedes Spaltstiick mit N Bin-
dungen und N+ 1 Kettengliedern wird zu Beginn seines Ab-
baues sehr angenahert mit folgender Geschwindigkeit ge-
spalten

At E4 M(N-2),

N ’

A = Spaltungsgeschwindigkeit der ersten Bindung, E =
Spaltungsgeschwindigkeit der letzten Bindung, M = Spal-
tungsgeschwindigkeit der Mittelbindungen.

Fiir Cellulose wird dieser Ausdruck = M. Mit Hilfe von
A + E, M und K,, der Abbaukonstante der Cellobiose, kann
die Kinetik des Cellulose-Abbaues sehr genau erfafit wer-
den. Diese Befunde sind nur denkbar, wenn in der Kette
der Cellulose einheitliche Bindungen, und zwar nach Art
der Cellobiose vorliegen.

Auch die optische Drehung konnte herangezogen
werden. Der Entfernungssatz der optischen Superposition
war im Verlauf anderer Arbeiten gefunden worden, eben-
falls in Gemeinschaft mit Werner Kuhn®). Wegen der gro-
Ben Entfernung der betrachteten Drehungszentren gilt bei
der Cellulose die Additivitit der optischen Drehung. Sie
konnte auf die Oligosaccharide bis zu den Polysacchariden
angewandt werden”). Wenn a die molekulare Drehung des
Anfangsgliedes ist, m die Drehung eines Mittelgliedes, und e
die des Endgliedes, und wenn n die Zahl der Kettenglieder
ist, so betrigt die durchschnittliche molekulare Drehung
eines Kettengliedes in einem n-Stiick

atetm:-(n-2)
n

Durch Umformung dieser Gleichung ergibt sich, daB die
molekulare Drehung [A%] pro Einheit bei beliebigen n-

Stiicken, gegen 11 aufgetra en, auf einer Geraden liegen
geg 0 getrag

sollen. Fiir die Drehung der Cellulose wird dieser Aus-
druck = m. Bild 2 zeigt, daB die molekularen Drehungen
pro Glucose-Einheit fiir Di-, Tri-, Tetrasaccharid und Poly-
saccharid streng auf einer Geraden liegen. Auch dies ist

Bild 2
Molekulare Drehung pro Einheit der Cellulose und ihrer Oligo-

saccharide, aufgetragen gegen n%

1.) a-Octacetyl-cellpbiose (4 143) bis Triacetyl-cellulose (—64, Chloro-

form); 2.) Cellobtose (Gleichgewicht) bis Cellulose in 50 proz. H,80,;

3.) dasselbe in Wasser; 4.) Heptamethyl-g-methyl-cellobiosid bis

Trimethyl-cellulose in 50proz. H,80,; 5.) dasselbe in Chloroform;

6.) dasselbe in Wasser; 7.) B-Octacetyl-cellobiose bis Triacetyl-
cellulose in Chloroform

5) K. Freudenberg u. G. Blomqvist, ebenda 68, 2070 [1935].

8) K. Freudenberg u. W. Kuhn, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 703 [1931].

7) K. Freudenberg, K. Friedrich u. J. Bumann, Liebigs Ann. Chem,.
494, 41 [1932].
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nur denkbar, wenn die Kettenglieder gleich, und zwar
nach Art der Cellobiose gebunden sind. Wir treffen dem-
nach hier eine Entfernungsregel der Spaltungsge-
schwindigkeit und eine des optischen Drehungsver-
mogens an; beide Regeln sind von der gleichen Art.

Stirke

Gegeniiber der mit erstaunlicher Exaktheit gebauten
Cellulose gibt die Stiarke viel weniger genaue Ergebnisse.
Die Oligosaccharide kristallisieren sehr schwer. Die Spal-
tungsgeschwindigkeiten des Disaccharids und des Poly-
saccharids (Stéirke) liegen bedeutend néher beieinander als
bei der Cellulose und erlauben keine scharfe Behandlung.
Es kann nur gesagt werden, da} bei weitem der gréBte Teil
der Bindungen von der Art der Maltose ist.
Spater, als die Verzweigung des Hauptan-
teils der Stiarke, des Amylopektins, erkannt
war®), konnten wir auf praparativem Wege
feststellen®), daf} die 6-Stellung der Ort der
Verzweigung ist. Weiter interessierte damals
das Verhaltnis der Starke zu den von Schar-
dinger entdeckten kristallinen Abbauproduk-
ten, den sog. Schardinger-Dextrinen « und §,
die unter der Einwirkung des Bacillus macerans
entstehen. Wir konnten ein drittes, das v-
Dextrin, auffinden. Sie wurden samtlich als
cyclische Oligosaccharide mit einheitlichen
Bindungen nach Maltose-Art erkannt?). Thre
Entstehung verdanken sie der Macerans-Amy-
lase, die imstande ist, durch Umglucosidierung
aus Stiicken der Stirkeketten die Ringe zu
bilden. Durch eigene und fremde Arbeiten
wurde das Molekulargewicht festgestellt: Das

(Ehd BT |

dukte, die als EinschiuBverbindungen gedeutet wur-
den. An der schwarzblauen EinschluBverbindung des
Jods im o«-Dextrin sieht man, wie miihelos das Jod
in den Hohlraum paBt (Bild 3). Diese Jod-Verbindung
ist ein Modell der Jodstarke, fiir die an den Ketten-
enden und vielleicht einzelnen inneren Kettenteilen
schraubenformige Windung mit rohrenartigen Hohl-
rdaumen gefordert wurde. Die Konstruktion eines solchen
Modells (Bild 4) zeigt, dal zwischen zwei Schraubenwin-
dungen eine obenstehende Glucose mit einer darun-
ter stehenden durch Wasserstoff-Briicken verbunden
sein kann®). Wahrend in der Cellulose die nebenein-
ander liegenden Ketten intermolekular durch Wasserstoff-
Briicken gebunden sind, gibt in der Stédrke eine intra-

Bild 4a und b

a-Dextrin ist ein Cyclohexaglucan; das 8-Dex-
trin enthalt 7 und das y-Dextrin 8 Glucose-
Einheiten. Diese Molekeln haben die Form
von Raschig-Ringen. Das Lumen dieser ziem-

Ausschnitt aus der Stdrkekette, aus 8 Einheiten bestehend, von
denen die 4. und 5., weil hinten liegend, unsichtbar sind. Die Sauer-
stoffatome 4 und 6 jeder Einheit sind in Bild 4b beziffert. In der
Mitte der Bilder ist die Verzahnung der Hydroxyle 6 der unteren
Windung mit den Hydroxylen 2 und 3 der oberen sichtbar

lich starren Hohlzylinder miBit im Lichten
6,0 A («), 8 A () und 10 A (y). Die Schardinger-Dex-
trine bilden mit fremden Molekeln charakteristische Ad-

Bild 3

Cyclo-hexaglucan mit eingelegtem Jod-Atom. Die Ebene der 6
Gluco-pyranosen steht senkrecht auf der Papierebene

8) H. Elsner in Tollens-Elsner: Kurzes Handbuch der Kohlen-
hydrate, 4. Aufl.,, Leipzig 1935, S. 568; H. Staudinger u. H.
Eilers, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 819 {1936].

?) [}](é4IS]reudenberg u. H. Boppel, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 609

1%) K. Freudenberg, G. Blomgvist, L. Ewald u. K. Soff, ebenda 69,
l11295386][1936]; K. Freudenberg u. W. Rapp, ebenda 69, 2041
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molekulare Bindung den Zusammenhalt der Schrauben,
Die Gegenwart von schraubenférmigen Aggregaten er-
leichtert die Umglucosidierung durch die Macerans-
Amylase und ist inzwischen rdntgenographisch besta-
tigt worden.

Es ist eine entscheidende Eigenart der Glucose, daf
in der B-1,4-Bindung (Cellulose, Sesselform) die Hydr-
oxyle &aquatorial angeordnet sind!'). Die intermoleku-
lare Ordnung der Ketten wird hierdurch begiinstigt. In
den Cycloglucanen und Teilen der Starke liegt die o-
1,4-Bindung (Bootform) vor!?) mit einer Ausrichtung
der 3 Hydroxyle, die der Bildung von Réhren bei den
Cycloglucanen und von Schrauben bei Teilen der Stirke
giinstig ist.

Catechin-Gerbstoffe

Die Betrachtung ist von der linearen Cellulose zu dem
geknduelten Amylopektin vorgeschritten, dessen Enden
ebenso wie die Amylose teilweise Schraubenform besitzen.
Beide polymeren Naturstoffe konnen durch Hydrolyse in
Zwischenprodukte und den urspriinglichen Baustein, die
Glucose, zerlegt werden. Bei den Gerbstoffen unterschei-
det man zwei Gruppen. Die eine, die Gallotannine,
ist nicht durch Polymerisation entstanden. Hier bildet
die Glucose das Riickgrat, deren 5 Hydroxyle teils mit
Gallussdure verestert sind, teils mit Siuren, die in geneti-

1) K. Freudenberg, Ber. dtsch, chem. Ges. 76 A, 96 [1943).
%) K. Freudenberg u. F. Cramer, Chem. Ber. 83, 296 [1950].
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scher Beziehung zu der Gallussiure stehen. Diese Gruppe
bleibt hier auBer Betracht. Die Catechin-Gerbstoffe
gehen gleichfalls auf einen kristallisierten Baustein, eines
der Catechine, zuriick, aus dem sie jedoch durch irrever-
sible Kondensation entstehen. Die Catechine und ihre
Stereomeren, die Epicatechine, sind Oxyflavane, die
mit den in der Natur verbreiteten Flavonolen und Antho-
cyanidinen in enger Beziehung stehen, z. B. das Catechin
I mit dem Quercetin I und dem Cyanidin 11%), aus dem
das Epicatechin durch Hydrierung hervorgeht!4), Im
Gegensatz zu den genannten und weiteren Vertretern der
natiirlichen C,;-Gruppe werden die Catechine durch De-
hydrierung oder durch Siureeinwirkung in wasserlgsliche
Catechin-Gerbstoffe und weiterhin in unldsliche Gerbstoff-
rote oder Phlobaphene verwandelt. Nach vielen Syn-
thesen erwies sich als der einfachste Vertreter dieser Kor-
perklasse, der die genannten Eigenschaften zeigt, das 7,4'-
Dioxyflavan IV). Seine Verwandlung durch Siu-
ren kommt einer Polymerisation gleich. Zwischen den
verschiedenen Deutungsversuchen konnte noch nicht
mit Sicherheit entschieden werden, denn die analy-
tische Behandlung der Polymerisate ist dadurch er-
schwert, daB die Polymerisation infolge Kondensation
irreversibel ist. Diskutiert wird die Kondensation der
Benzyldther-Gruppe der einen Molekel mit dem Phloro-
glucin- oder Resorcin-Kern der anderen, oder die lineare
Polymerisation eines nach Ringdffnung ungesittigten
Systems26).

Catechin und seine nichsten Verwandten enthalten eine
Hydroxy-Gruppe am mittelstindigen Kohlenstoffatom des
Pyran-Ringes. Neuerdings gewinnt eine Verbindungs-
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klasse Interesse, die sog. Leuko-anthocyanidine, die

im Pyran-Ring zwei

Hydroxyle besitzen.

Sie bilden

gleichfalls mit Siuren Gerbstoffe, aber daneben, wenn auch

13) K. Freudenberg, Ber, dtsch. chem. Ges. 53, 1416 [1920].
) K. Freudenberg, H. Fikentscher u. O. Schmidt, Liebigs Ann, Chem.

444, 135 [1925].

18y K. Freudenberg u. K. Weinges, Liebigs Ann. Chem. 599, 140

[1954]

) K. Freudenberg, J. Polymer Sci. 76, 155 [1955].
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in minimaler Menge, Anthocyanidine. Das 4,7-Dioxy-
flavan V 1aBt sich durch Mineralsiure quantitativ in
Pyrylium-S8alz iiberfithren?).

Lignin1819)

Das bedeutendste Rohprodukt der organischen Natur,
das Holz, enthilt wenig mehr als 409, Cellulose, 24—309%,
andere Polysaccharide, 69, Harz, Asche usw. und als Rest
22289, Lignin, das die Cellulose-Fibrillen verfestigt. Es
ist nach der Cellulose mengenmiBig der bedeutendste or-

-ganische Rohstoff. Als ich mich vor mehr als 30 Jahren

mit den an der Cellulose gewonnenen Vorstellungen dem
Lignin zuwandte, waren zwei Erkenntnisse maBgebend.
Als Gegenstand der Konstitutionsermittlung tritt an Stelle
der Molekel der Ausschnitt aus der Molekel, der Baustein.
Der zweite Gedanke ist der einer Ordnung. Der Bauplan,
dessen Klarheit an der Cellulose unsere Bewunderung er-
regt, mag bei anderen natiirlichen Hochmolekularen weni-
ger iibersichtlich sein, aber irgendeine Ordnung durfte
nach den damals sich entwickelnden Erfahrungen mit
der Cellulose und den Catechin-Gerbstoffen auch bei
dem amorphen Lignin angenommen werden, wenn es
auch zunidchst mehr einem Schutthaufen als einem ge-
ordneten, der chemischen Behandlung zuginglichen Ma-
terial zu gleichen schien.

Abbau und Genese

Die bestrittene aromatische Natur wurde bewiesen, die
Ausbeute an Vanillin aus Coniferenlignin auf 259/ gesteigert,
Isohemipinsdure VI und Formaldehyd wurden als Abbau-
produkte gefunden; in den Laubholz-Ligninen wurde die
Syringa-Komponente festgestellt2?); ein Konstitutions-
bild konnte jedoch durch diese und viele andere Beobach-
tungen nicht aufgerichtet werden. Aber sie ebneten den
Vorstellungen von der Genese des Lignins den Weg. F,
Tiemann und B. Mendelsohn haben schon 1875 ausgespro-
chen?1), daB Lignin in Beziehung zum Coniferylalko-
hol VII steht, der als Glucosid Coniferin im Cambium der

CH,0H -
CH
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CH
(‘2H20H H,COH //}
|
cH HE \/—OCH,
ii /s
CO,H CH HC—0
| 1
i | /m /\ﬂ
HOch\\/AOCHa R—\\/—OCH3 ‘\\/;OCH3
‘ i i
OCH, OH oH
VI Isohemipin-~ VII R = H:Coni- I1X Dehydro-diconi-
sdure ferylalkohol ferylalkohol

VIII R = OCHj:
Sinapinalkohol

Coniferen vorkommt nahe dem Gewebe, in dem das Holz
gebildet wird. P. Klason?®?) entwickelte diesen Gedanken
weiter und sprach aus, dafi der Coniferylalkohol beim
Ubergang in Lignin oxydiert wird. Auch O. Herzog fithrte
das Lignin auf Coniferylalkohol zuriick. H. Erdiman

17y K. Freudenberg, Proc. Royal Irish Acad. 1956, im Druck.

18) Zusammenfassung von K. Freudenberg in Zechmeisters: Fortschr,
d. Chem. org. Naturstoffe 77, 43 [1954]. ) )

19) K. Freudenberg, H. Reznik, W. Fuchs, u. M. Reichert, Naturwis-
senschaften 42, 29 [1955]. )

20y K. Freudenberg u. H. F. Miiller, Ber. dtsch. chem. Ges, 77, 1821
1938].

21y [Eben]da 8, 1136, Anm. S. 1139 [1875].

22) Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 300 [1923]; 62, 635, 2523 [1_929]; vgl.
B. Holmberg: Jahrbuch Kgl. Schwed. Akad. d. Wiss. 7953,
338.
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sprach 1933 aus®), dall das Lignin durch Wasserstoff-Ent-
zug aus Propylguajacol-Einheiten entsteht, die in der Sei-
tenkette oxydiert sind. Er stiitzte sich auf die enzymati-
sche Dehydrierung des Isoeugenols, die Cousin und Hérissey
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| | H,COH N\~ HCO
HC-——CH | . é
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XI1 Coniferyi-
aldehyd

1908 gefunden hatten. Im Dehydrierungsprodukt des Iso-
eugenols kommt ein Phenylcumaran-System vor, das wir
auch im Lignin angetroffen haben.

Biosynthese

Um die Herkunft des Lignins zu untersuchen, unterwar-
fen wir den Coniferylalkohol der enzymatischen Dehy-
drierung.

Wenn Coniferylalkohol in AuBerst verdiinnter waBriger
Losung bei 20°C, pg 5,5 bis 6 und guter Beliiftung mit
Phenol-redoxasen behandelt wird, so geht er in ein amor-
phes helles Pulver iiber, das alle Eigenschaften des Li-
gnins zeigt und sich von diesem nur durch einen Mehrgehalt
an Doppelbindungen unterscheidet, der sich vor allem im
Ultraviolettspektrum bemerkbar macht. Als Ferment
dient ein gereinigter PreBsaft des Speisechampignons. Man
kann die Losungen auf einmal zusammengeben (Mischver-
fahren) oder die Losung des Coniferylalkohols in dem
Mafe zur Fermentlésung zutropfen lassen wie er ver-
braucht wird (Zutropfverfahren). In beiden Fillen schei-
det sich je nach Konzentration nach Stunden oder Tagen
das unlosliche kiinstliche Lignin ab.

Es gibt eine Zeitspanne, in der bereits aller Coniferyl-
alkohol umgesetzt, aber nur wenig Lignin (1/,—/; des
Coniferylalkohols) ausgeschieden ist. Hier hat die neuere
Entwicklung eingesetzt. In diesem Zwischenzustand be-
finden sich beim Mischverfahren in der Losung vier defi-
nierte Bestandteile, zu denen beim Zutropfverfahren noch
kleine Mengen anderer Umwandlungsprodukte hinzukom-
men. In der folgenden Tabeile 1 sind die 4 Bestandteile
IX—XII angefithrt. Setzt man nach Entfernung des un-
loslich Abgeschiedenen die in Losung gebliebene Menge =
100, so geben die Zahlen das ungefdhre prozentuale Men-
genverhéltnis in der Lisung an.

Misch- Zutropf-
verfahren verfahren
Dehydro-diconiferylalkohol IX . ..... \ 60 20

pi-Pinoresinol X ................... | 25 I 10
Guajacyl-glycerin-coniferylather XI .. 1 15 . 70
Coniferyl-aldehyd XII : < 1

Tabelle 1. Sekundidre Lignin-Bausteine

Die Zahlen sind geschatzt. Die der rechten Spalte wer-
den sich um einen geringen Betrag senken, wenn die bisher
unerkannten Begleitsubstanzen festgestellt sind. Diese 4

¥) H. Erdtman, Biochem. Z. 258, 172 [1933]; Lieb. Ann. Chem,
503, 283 [1933]. ’
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Umwandlungsprodukte des Coniferylalkohols sind die
wesentlichen Bausteine des Lignins. Wir nennen sie
sekundidre Bausteine, wéhrend der urspriingliche Coni-
ferylalkohol der primére Baustein ist. Alle sekunddren
Bausteine gehen, fiir sich allein dem Ferment ausgesetzt,
ihrerseits in unlosliche Lignin-artige Substanzen {iber. Der
Guajacyl-glycerin-coniferylather XI hat auBerdem die
Féhigkeit, beim Stehen in Losung auch ohne Ferment in
unigsliches Material itberzugehen, offenbar durch Poly-
merisation. Lignin ist also ein Polymeres des dehydrierten
Coniferylaikohols. Da er an verschiedenen Stellen seiner Mo-
lekel dehydriert wird, entstehen die genannten verschiede-
nen Produkte, die nun ihrerseits unter Dehydrierung und
Mischpolymerisation das grofere Gefiige des Lignins bil-
den. Die Konstitution des Dehydro-diconiferylalkohols I X
ist durch Uberfithrung in ein Derivat des Dehydro-diiso-
eugenols festgestellt. Die anderen sind durch Abbau und
Synthese aufgeklart. Der Guajacyl-glycerin-coniferyl-
ather XI kristallisiert nur in Form von Derivaten; die
{ibrigen sind kristallinisch gewonnen worden. Alle sind
trotz der Gegenwart verschiedener asymmetrischer Koh-
lenstoffatome optisch inaktiv (s. u.).

Die Bildung der genannten Substanzen ist einfach zu
deuten. Durch Wegnahme des Wasserstoffs von der Phe-
nol-Gruppe entsteht aus dem Coniferylalkohol das Radi-
kal XII1. Zwei seiner mesomeren Formen sind XIV und
XV. XV steht im Gleichgewicht mit XVI. Davon ist das
Chinon-methid X1V das wichtigste. Aus XIV und XVI ent-
steht der Dehydro-diconiferylalkohol IX. Aus zwei Mo-
lekeln des Chinon-methids XIV das pr-Pinoresinol X.

HiCOH  HcoH H,COH  H,COH CH,
HCe CH CH CH HCOR
R S P Ly
HC cn CH CH co
Il i
OO O 4. )
o | il
K/\ \)\ VA VAN "N NN
[ “ocH, [ ‘ocH, H ] "oCH, OH'OCH, GH OCH,
0 0 0
X1V X111 XV XVI XVII

R = H oder C,H;

- Aus dem Chinon-methid XIV und dem Radikal XIII mit

gleichzeitiger Anlagerung von Wasser der Guajacyl-gly-
cerin-coniferyldther XI. Coniferyl-alkohol wird unter dem
EinfluB des Fermentes zu diesen optisch inaktiven Radi-
kalen dehydriert, die sich nunmehr ohne Mitwirkung des
Fermentes zu den sekundiren Bausteinen umbilden. Dies
ist die Erklarung fiir die optische Inaktivitat aller dieser
Zwischenstufen, des kiinstlichen Lignins und auch des na-
tiirlichen.

Kiinstliches und natiirliches Lignin

Die genannten 4 sekunddren Bausteine enthalten mit
einer unten zu besprechenden Ausnahme bereits alle Grup-
pierungen, die aus der Untersuchung des kiinstlichen und
des natiirlichen Lignins gefordert werden miissen. Das be-
deutet, daB bei der weiteren Dehydrierungs-Kondensation
dieser sekundédren Bausteine untereinander ihre Struktur
ganz oder zum groBten Teil erhalten bleibt. Die wichtigste
Reaktion des Lignins ist die Umsetzung mit Hydrogen-
sulfit.Sorgféitige Untersuchungen derschwedischen Schule,
insbesondere Modellversuche von B. Holmberg, haben er-
geben, daB die schweflige Saure zur Hauptsache das Hy-
droxyl von sekunddrem Phenylcarbinol durch die Gruppie-
rung SO;H ersetzt. Diese Gruppierung ist, besonders bei
dem Zutropf-Lignin, im Guajacyl-glycerin-coniferylather
X1 gegeben. Des weiteren werden vom Bisulfit alipha-
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tische Ather-Gruppen desselben Carbinols umgesetzt;
sie sind im Pinoresinol X enthalten. Die technische
Kochung wird stets so weit gefithrt, daB das Lignin als
Ligninsulfonsdure wasserloslich wird. Ob und in welchem
Umfange im Dehydro-diconiferylalkohol IX die cyclische
Phenolather-Bindung des Carbinols aufgespalten wird, ist
unbekannt. Hibbert hat gefunden, daB bei derVerkochungdes
Lignins mit alkoholischem Chlorwasserstoff ein kleiner Teil
des urspriinglichen Coniferylalkohols in Gestalt monomerer
Guajacylketole XVII oder ihrer Alkylather auftritt. Diese
Abbauprodukte des Lignins bilden sich auch aus dem
Guajacyl-glycerin-coniferyldther sowie den Kunst-Ligni-
nen, insbesondere dem Zutropf-Lignin. Lignin sowie die bei-
den Kunst-Lignine spalten geringe Mengen Formalidehyd
ab, wenn sie mit starker Mineralsdure zersetzt werden. Er
entsteht aus dem in den Formelbildern links geschriebenen
primdren Carbinol des Guajacyl-glycerin-coniferyldthers
XI sowie des Dehydro-diconiferylalkohols I X. Dies wurde
bei den synthetischen Produkten bewiesen durch Verwen-
dung von Coniferylalkohol, der endstdndig mit radioakti-
vem Kohlenstoff markiert war. Coniferylalkohol selbst lie-
fert keinen Formaldehyd. Fiir die Rotfarbung des Lignins
mit Phloroglucin-Salzsdure sind nach E. Adler in geringer
Menge eingebaute Zimtaldehyd-Gruppen verantwortlich.
Diese Reaktion wird erkldrt durch den eingebauten Coni-
ferylaldehyd sowie mdglicherweise durch Zimtaldehyd-
Gruppierungen aus Dehydro-diconiferylalkohol und Guaja-
cyl-glycerin-coniferyldther. Wird Lignin oder kiinstliches
Lignin mit starkem Alkali behandelt, methyliert und oxy-
diert, so entstehen einige Prozente Isohemipinsdure VI.
Kiinstliches Lignin, das an dem mittelstindigen Kohlen-
stoffatom der Seitenkette markiert ist, liefert Isohemipin-
sdure, deren Radioaktivitit dem Ausgangsmaterial ent-
spricht. Ausgangssubstanz fiir die Isohemipinsdure ist der
Dehydro-diconiferylalkohol IX, aber nicht er allein.
Wenn man Lignin oder kiinstliches Lignin mit Diazo-
methan methyliert, dann oxydiert, entsteht gleichfalls Iso-
hemipinsdure, wenn auch in geringerer Menge. Der Ver-
such mit radioaktivem Coniferylalkohol hat ergeben, daB
auch hier das mitteistandige Kohlenstoffatom der Seiten-
kette an der Bildung der I1sohemipinsdure teilnimmt. Dem-
nach mufl im Lignin eine Anordnung der Formel XVIII
oder XIX vorliegen. Es ist mdglich, daB eine solche Grup-
pierung in geringem Umfang unter den sekunddren Bau-
steinen vorkommt, die sich bei dem Zutropfverfahren bil-
den, oder daB sie bei der Kondensation der sekundiren

HCO HCO
(O AN C— N\ ‘
HE J HC } /\-\ /\“
R YN R YN i \
OCH OCH NS ONN
Co on ° HCOH gy * HLCO OCH,
: . OH OH
/w /w
| !
XVIII XX XX

Bausteine zu héheren Aggregaten entsteht. Dies weist auf
die Bindung zweiter Art hin, wenn wir die unter weiterer
Dehydrierung entstehende Bindung der sekundédren Bau-
steine untereinander so bezeichnen. Es gibt noch einen
anderen Hinweis auf die Bindung zweiter Art. J. C. Pew
konnte aus Lignin Dehydro-divanillin XX isolieren unter
Bedingungen, unter denen zahlreiche Modellsubstanzen,
die keine Diphenyl-Bindung enthielten, diese Substanz
nicht liefern?t). Die Ausbeute betrdgt einige Prozente, so
daB auf das Mehrfache dieser Bindungsart im Lignin zu
schlieBen ist.

Fiir diese Bindung zweiter Art ist die Bestimmung der
Phenol-Gruppen im Lignin und seinen kiinstlichen

2) J. C. Pew, ]. Amer. chem. Soc. 77, 2831 [1955].
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Nachbildungen von besonderer Bedeutung?). Durch Ti-
tration mit Colaminnatrium in Athylen-diamin nach H.
Brockmann und G. Meyer?®) finden wir im Lignin (Bjirk-
mann-Lignin aus Fichte) auf die C,-Einheit des Coniferyl-
alkohols berechnet 0,33 Phenolhydroxyl, d. h. ein Phenol-
hydroxyl auf 3 Einheiten. Im ligninsulfonsauren Ammo-
nium und der Ligninsulfonsdure seibst finden wir 0,32 bis
0,43 Phenolhydroxyl. In der Lignin-thioglykolsiure nach
Holmberg wurden 0,44 Phenolhydroxyl gefunden, im
Dioxanlignin 0,41 und im kiinstlichen Lignin (Dehydrie-
rungspolymerisat) nach dem Mischverfahren 0,46. Das
kiinstliche Lignin nach dem Zutropfverfahren ergab 0,34,
wahrend das losliche Fichten-Lignin (Brauns-Lignin) we-
sentlich mehr, im Durchschnitt 0,6 Phenolhydroxyl ent-
hielt. Wie wir sehen werden, ist dieses in sehr geringer
Menge im Holz vorkommende Material kein echter Re-
prdsentant des Lignins. Fiir das natiirliche und kiinstliche
Lignin ergibt sich demnach im Durchschnitt ein Phenol-
hydroxyl-Gehalt von rund 0,35 je Einheit.

Wenn wir die noch zu begriindende Aussage machen, daB
das Lignin nach dem Zutropfverfahren dem natiirlichen
ndherkommt, so kdnnen wir folgende Rechnung aufstellen.
Die sekunddren Bausteine dieses kiinstlichen Lignins bringen
0,45 freies Phenolhydroxyl oder 45 Phenolhydroxyle auf 100
Cy-Einheiten in die Lignin-Bildung ein. Demnach werden bei
der Bindung zweiter Art von 100 urspriinglichen Coniferyl-
Einheiten 10 derart verbunden, daf3 dabei Phenolhydroxyl
verschwindet. Die Bindungsart kann dieselbe sein wie im De-
hydro-diconiferylalkohol I X oder im Guajacyl-glycerin-coni-
feryldather XI. Dazu kommen noch 12 oder mehr weitere Bin-
dungen zweiter Art,die sich durch den Vergleich der Titration
mit der optischen Messung zu erkennen geben. Phenole ver-
schieben ihr Spektrum nach dem langwelligen Gebiet, wenn
sie im ionisierten Zustand, also im alkalischen Medium, ge-
messen werden. Wenn man die Grofe der Verschiebung
geeigneter Modelle mit der des Lignin-Spektrums ver-
gleicht, so kann man auf die Anzahl der Phenolhydroxyle
im Lignin schlieBen. Solche Messungen hat sehr griindlich
G. Aulin-Erdtman'®) ausgefithrt. Auch von 0. Gold-
schmidt®) liegen Messungen vor. Beide finden rund ein
Drittel Phenolhydroxyl weniger als wir bei der Titration.
Wir erkldren uns dies so, daB im weiteren Verlauf der Bil-
dung von Bindungen zweiter Art Phenolhydroxyle auf-
treten, die zwar titrimetrisch erfat werden kdnnen, aber
im optischen Verfahren nicht in Erscheinung treten. Sol-
che Gruppierungen sind bekannt, z. B. die Diphenyl-
Gruppierungen wie sie Pew im Lignin festgestellt hat. Sie
geben bei der Titration zwei Phenolhydroxyle zu erkennen,
bei dem optischen Verfahren nur eines, weil durch elektro-
statische Beeinflussung oder Wasserstoff-Briicken das eine
von beiden zu schwach sauer ist. Andere Phenol-Gruppen
dieser Art konnten sterisch stark behinderten Kombina-
tionen der Art von XVIII angehdren, insbes. wenn das
Carbinol durch Oxydation in eine Carbonyl-Gruppe iiber-
gegangen ist (X1X). Auch ein geringer Gehalt an Brenz-
catechin-Gruppen kann beteiligt sein. Daraus 1aBt sich
folgendes Bild fiir die Bindungsarten des urspriingli-
chen Coniferylalkohols im Lignin entwerfen. 101 Molekeln
dehydrierten Coniferylalkohols konnen durch 100 Bin-
dungen miteinander verkniipft sein. Von diesen sind 50
durch die sekundidren Bausteine erklart (Bindungen erster
Art). Bei ihrer Bildung sind 55 Phenolhydroxyle freige-
blieben. 20 Bindungen von sekundidren Bausteinen unter-
einander (Bindungen zweiter Art) sind vom Typus des
Dehydro-diconiferylalkohols oder wahrscheinlicher des

25) K. Freudenberg u, K. Dall, Naturwissenschaften 42, 606 [1955].
26y Chem. Ber. 84, 1514 [1953].
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Guajacylglycerin-coniferylathers. Sie setzen die freien.
Phenolhydroxyle auf 35 herab. 12 oder mehr weitere
Bindungen zweiter Art erzeugen Phenol-Gruppen, die op-
tisch nicht erfa3t werden koénnen, wohl aber titrimetrisch,
und den geschilderten Typen angehoren diirften. Die rest-
lichen 18 oder weniger Bindungen sind entweder nicht vor-
handen oder noch nicht charakterisiert. Im ersten Fall
hatte die Lignin-Molekel im Durchschnitt 4 Bindungen
zwischen 5 Einheiten. Das ,;Molekulargewicht wire
alsdann ungefdhr 1000, wobei allerdings die Polyme-
risation der Guajacylglycerin - coniferyldther- Bausteine
unberiicksichtigt bleibt. Verzweigungen sind moglich. S§.
Hernestam und E. Adler?”) haben ein Verfahren ausgear-
beitet, das mit Hilfe von Perjodsdure erlaubt, aromatisch ge-
-bundenes Methoxyl, das neben einem Phenolhydroxylsteht,
zu bestimmen. 1hr Ergebnis steht im Einklang mit unserem.
Der Coniferylalkohol und alle p-Oxyzimtalkohole sind
wie die Catechine nicht nur gegen Redoxasen, sondern auch
gegen Sauren iiberaus empfindlich. Durch Saure ent-
stehen unldsliche Produkte, die zundchst die urspriingliche
Zusammensetzung haben, also echte Polymerisate sind.
Einer solchen Polymerisation sind wir

H.COH H,COH oben am Guajacylglycerin-coniferyl-

H,C ‘C ither begegnet. Auch der Zimtalkohol
HC CH selbst wird in kalter waBriger Losung
AN /\ durch Mineralsaure verandert. Das sich

Il . | ausscheidende Dimerisat hat die For-
N >&x1\/ mel XXI2) und diirfte das Prinzip

anzeigen, nach dem sich auch die p-
Oxyzimtalkohole und der Guajacylglycerinconiferylalkohol
zu hochmelekularen Gebilden polymerisieren.

Das hier entworfene Bild von der Konstitution des Coni-
feren-Lignins eroffnet die Mdoglichkeit, eine weitere sehr
umstrittene Frage zu beantworten. Offensichtlich ist das
Lignin zum groBeren Teile mit Polysacchariden des
Holzes verbunden. Die Addition der Radikale XIII und
XIV fiihrt zunichst zu einem Chinonmethid, das durch
Wasseranlagerung das benzoide System des Guajacylgly-
cerin-coniferyldthers XI zuriickbildet. Es ist durchaus
denkbar, daB statt Wasser da und dort ein Carbinol eines
Polysaccharids eintritt. Es entstinde alsdann der Phenyl-
carbinolather eines Polysaccharids, der durch verdiinnte
Mineralsduren spaltbar wiére.

Laubholz-Lignin enthélt auBer der Komponente des
Coniferylalkohols die des Sinapinalkohols VIII, der ais
Glucosid Syringin angetroffen wird. Aus Sinapinalkohol
allein 1aft sich mit Pilzferment kein Dehydrierungspoly-
merisat herstellen. Man erhalt dunkel gefarbte Losungen.
Wenn aber Coniferylalkohol anwesend ist, selbst in be-
deutendem Unterschufl, so wird- ein sehr schones Dehy-
drierungspolymerisat gebildet, das maximal 3 Einheiten
des Sinapinalkohols auf eine des Coniferylalkohols enthalt.
Dem entspricht auch, daB in der Natur niemals Lignin-Ar-
ten angetroffen worden sind, die aus der Sinapinalkohol-
Komponente allein bestehen.

Aus der bisherigen Schilderung der Chemie des Lignins
geht hervor, dafi die analytische Behandlung des Natur-
stoffs nicht zum Ziele hat fiihren kénnen. Erst als Vor-
stellungen iiber die Genese ausgebildet waren, konnte das
Experiment von dieser Seite her angreifen und alle Stufen
der Bildung des Lignins untersuchen. Das Ergebnis war
die Klarlegung des Bauprinzips und die Beantwortung der
Frage, warum der urspriingliche Coniferylalkohol im Lignin
in jenen iiberaus mannigfaltigen Formen und Kondensa-
tions-Produkten auftritt, an denen die analytische Bear-
beitung gescheitert war.

27y Svensk Kem. Tidskr. 67, 37 [1955].
28) K. Freudenberg u. O. Ahlhaus, unveriffentl.
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Lignin in der Pflanze, Bildung des Holzes')

In der verholzten Zellwand sind die nach Sperrholzart
iibereinander liegenden Cellulose-Fibrillen mit Lignin um-
geben wie die Eisenstabe mit Beton im Eisenbeton. Die
Hauptmenge des Lignins findet sich in dem Bereich der
Mittellamelle. In der Wachstumsperiode der Coniferen ist
das Gewebe zwischen Rinde und Holz, in dem das Cam-
bium liegt, reich an dem Glucosid Coniferin. Die Suche
nach den sekundédren Bausteinen im Saft dieses Gewebes
verlief ergebnislos. Die Fichtenrinde enthalt zwar (+)-Ca-
techin, Dihydroquercetin (Taxifolin Ia?®)) sowie ein Hy-
droxyl-reicheres Phenol, aber diese Stoffe kdnnen, wenn
iiberhaupt, nur zu einem sehr geringen Teile an der Lignin-
Bildung teilnehmen. Vielleicht ist die Einkondensation sol-
cher oder dhnlicher Phenole in das Lignin schuld an dem
bekannten Defizit an Methoxyl, das natiirliches Coniferen-
Lignin aufweist. Es besitzt je Cy~-Einheit nur 0,92 Methoxyl,
wahrend die Kunstlignine aus Coniferylalkohol genau ein
Methoxyl enthalten. Aber in der obersten schon holzarti-
gen Schicht des bereits in Verholzung begriffenen Gewebes
befinden sich, im Aceton-Auszug durch Chromatographie
erkennbar, geringe Mengen der 4 sekunddren Bausteine
nebst 2 weiteren noch nicht identifizierten Phenol-Kérpern.
Diese sind vielleicht identisch mit den oben erwahnten zu-
satzlichen Produkten, die bei dem Zutropfverfahren neben
den 4 bekannten sekunddren Bausteinen entstehen.

Abseits von dem hier betrachteten Gewebe im Inneren
des fertigen Holzes befindet sich neben dem Lignin jener
in Alkohol, Aceton oder anderen Loésungsmitteln losliche
geringfiigige Anteil (1 bis.29, des Gesamtlignins), der als
losliches Lignin oder Brauns-Lignin bekannt ist und
lange fiir eine Vorstufe des Lignins gehalten worden ist.
Es hat sich jedoch gezeigt, daB sich
in diesem Anteil erhebliche Mengen,
schdtzungsweise 30 bis 409, eines
als Substanz und in Derivaten sehr HC - --CH
schwer kristallisierbaren Lignans CH, CHOH
befinden,demwirvorlaufigdie For- /‘\ N
mel eines Oxymatairesinols XXII o
zuschreiben. Wir besitzen keinen An- CHao/\\/ \/\
haltspunkt dafiir, daB dieser Be- OH OH
standteil zum Lignin gehért und XXII
in dieses eingebaut ist. Auch sonst unterscheidet sich das
losliche Lignin vom eigentlichen Lignin, vor allem im
Phenolgruppen-Gehalt, der je nach der Fraktion des
Praparates zwischen 0,55 und 0,70 liegt (titrimetrisch be-
stimmt).

Kehren wir zum Gebiet des Cambiums zuriick. Das saf-
tige Gewebe beiderseits des Cambiums, vielleicht auch des
Cambiums selbst sowie die auBeren in Verholzung begriffe-
nen Zellen des Holzes sind reich an Redoxasen. Sie sind
teils wasserldsliche, teils zellgebundene Phenol-Dehydrasen
und Peroxydasen. Mit ihnen konnten aus Coniferylalko-
hol nach dem Mischverfahren die 4 sekundiren Bausteine
und kiinstliches Lignin gebildet werden. Das Zutropfver-
fahren ist bei diesem Ferment-System noch nicht angewen-
det worden. Eine im Zellsaft geloste Glucosidase ist nicht
nachweisbar, muB3 aber gefordert werden, weil das Coni-
ferin von den Redoxasen nicht angegriffen wird und in-
folgedessen kein Lignin bilden kann. Es fand sich aber in
den in Verholzung begriffenen Zellen eine streng lokali-
sierte, zellgebundene Glucosidase, die in Schnitten
mit Hilfe von Indican nachgewiesen werden konnte, das
unter der Einwirkung der 3-Glucosidase Indoxyl bildet,
aus dem durch den Luftsauerstoff Indigo entsteht.

/o
.
ocC CH,

OCH,

29) Seine Uberfithrung in Catechin ist neuerdings gelungen, K. Freu-
denberg u, K. Weinges, unveroffentl.
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Bild 5 zeigt an Araucaria excelsa, einer Conifere, Schnitte
durch einen einjdhrigen Trieb. In Bild 5a ist der Holz-
kérper durch Phloroglucin-Salzsaure sichtbar gemacht.
Verholzte Zellen finden sich zerstreut im Mark. Die Fir-
bung des Holzes ist tiefdunkelrot, die Farbe verschwindet
gegen das Cambium hin in unscharfer Weise in den duBer-
sten Holzzellen, in denen die Verholzung im Gange ist.
AuBen in der Rinde befindet sich ein unterbrochener Giir-
tel von verholzten Zellen. Das rechte Bild zeigt den Indigo-
Effekt. Er ist sichtbar an zerstreuten Zellen im Mark,
nicht vorhanden in dem schon fertigen Holze, stark aber
in der AuBersten Zone des Holzes, wo die Verholzung in
vollem Gange ist. Auch auBien im verholzenden Gewebe

Bild 5a und b
5a) Schnitt durch Araucaria (Zimmertanne), mit Phloroglucin-

Salzsdure behandelt. 5b) mit Indican behandelt

der Rinde ist Indigo sichtbar, also Glucosidase nachgewie-
sen. Damit ist das fehlende Glied, eine B-Glucosidase,
festgestellt. Im mittleren Teil des Bildes 6 wird ein Schema
des Gebietes um das Cambium gezeigt. Rechts sind die
dicken, fertig verholzten Zellen zu sehen. Sie werden nach
links hin schwicher und gehen schlieBlich in ganz zarte
neu geschaffene Zellen iiber, die unmittelbar innerhalb des
Cambiums liegen, in das zur Kenntlichmachung die Zell-
kerne eingezeichnet sind. Weiter links nach auflen liegen
die ersten nicht verholzten Zellreihen der Rinde. Das un-
tere Bild zeigt die Anfdrbung mit Phloroglucin-Salzsaure.
Die fertigen Holzzellen sind tiefrot gefarbt. Gegen das
Cambium zu wird die Farbung schwiacher und hért dann
ganz auf. Das obere Bild zeigt den Indigo-Effekt, also den

Angew. Chem. | 68. Jakrg. 1956 [ Nr. 3

Sitz der Glucosidase. Die fertigen Holzzellen enthalten
keine Glucosidase. Dann tritt gegen das Cambium zu in
jdhem Anstieg eine reichliche Menge von Glucosidase auf,
die erst wenige Zellen vor dem Cambium verschwindet.

LU

QO0IO100
OO0

IR

DO
0L

i
|

Schnitt durch Coniferenholz. Oben: mit Indican behandelt.
Mitte: unbehandelt. Unten: mit Phloroglucin-Salzsdure behandelt

Yevirxa)

Daraus ist folgendes zu schlieBen: In dem blau gefarbten
Gebiet, wo die Verholzung vonstatten geht, befindet sich
Glucosidase. Das Coniferin, das in dem Gewebe um das
Cambium im Zellsaft gelost ist, diffundiert in das Gebiet
der Glucosidase ein. Es wird dort in Glucose und Coni-
ferylalkohol zerlegt, der nunmehr von den dort vorhan-
denen Redoxasen iiber die sekunddren Bausteine in Lignin
verwandelt wird, das wegen seiner Unlgslichkeit und wahr-
scheinlich auch seiner Bindung an die Polysaccharide an
Ort und Stelle liegen bleibt. Wenn die Zellwand und ins-
besondere das Gebiet der Mittellamelle angefiillt ist, hort
das Leben der Zelle auf und damit auch die Tatigkeit der
Glucosidase.

Versuche mit radioaktivem Coniferin

Die Richtigkeit dieser Vorstellungen lief sich mit D-
Coniferin iiberpriifen, dessen Aglykon radioaktiven Koh-
lenstoff enthielt. Es wurde in Wasser geldst, in eine kleine
Retorte gefiillt, deren Tubus iiber einen kleinen Seiten-
zweig gestiilpt wurde, dessen Nadeln abgestutzt waren.
Der Seitenzweig saB an einem 2jdhrigen Fichtenstimm-
chen. Die Tubuséffnung wurde mit Siliconwachs geschlos-
sen, der Tubusansatz umgebogen (Schutz gegen Regen)
und offen gelassen zum Ausgleich des Druckes'®). Bei geeig-
neter Witterung werden innerhalb von 2 Tagen mehrere
Kubikzentimeter der Losung von der Fichte aufgesogen.
Man 1aft das B&umchen weiterwachsen und untersucht
nach einigen Wochen oder Monaten den Sitz der radio-
aktiven Substanz. An einem Stimmchen von Bleistift-
dicke ist die Radioaktivitédt fast ganz oberhalb der Ansatz-
stelle des kleinen Zweiges lokalisiert und geht nur einige
Zentimeter weit in die Hohe. Sie ist am starksten auf der
Seite, auf der der kleine Zweig sitzt und reicht meistens
nicht auf die Gegenseite des Stammchens. Die radioaktive
Substanz ist in der Zone des Holzes fixiert, das in den Ta-
gen nach der Einfiihrung des radioaktiven Coniferins ge-
bildet wurde (Bild 7 und 8).

Das radioaktive Holz wurde so gut wie mdglich heraus-
prapariert, zerkleinert und mit Alkohol extrahiert. Der
Alkohol nahm keine radioaktive Substanz an. Alsdann
wurde das radioaktive Holz mit Alkohol-Chlorwasserstoff
gekocht und das Filtrat durch Chromatogramm auf die
Hibbertschen Korper gepriifft. Die charakteristischen
Flecke der Hibbertschen Korper erwiesen sich als radio-
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aktiv. Wie schon erwihnt, liefert der Coniferylalkohol
selbst keine Hibbertschen Kdrper, wohl aber der Guajacyl-
glycerin-coniferyl-ather des Lignins.

Der Versuch ist ein Beweis dafiir, da das radioak-
tive Coniferin tatsichlich zu Lignin aufgebaut war.

Bild 7. Querschnitt durch einen zweijahrigen Fichtentrieb. Bald nach
Beginn der Wachstumsperiode (2. Hilfte Mai) wurde radioaktives
Coniferin durch einen Seitentrieb eingegeben, der sich rechts un-
terhalb des Schnittes befunden hat. Die radioaktive Substanz wird
vorwiegend auf derselben Seite in den Zellreihen fixiert, die kurz
nach der Eingabe angelegt wurden. Im Juni dariiber angelegte
Holzzellen sind nicht radioaktiv. AuBen in der verholzten Zone der
Rinde gleichfalls Radioaktivitat

Bild 8. Zweijahriger Fichtentrieb. Unten Friihjahrsholz des 2. Jahres.

Dariiber zeichnet sich das in der Mitte des Juni eingegebene radioak-

tive p-Coniferin ab, Dariiber Sommerholz bis zum Cambium. Der

Querschnitt wurde einige Zentimeter oberhalb des zur Einfithrung

des p-Coniferins verwendeten Seitenzweigs hergestellt, Weiter unten
(Bild T) ist die Radioaktivitdt stirker

Bild 9. Zweijéhriger Fichtentrieb. Unten rechts Holz vom Vorjahr.

Dariiber im 2. Jahre im Mai und erster Junihalfte angelegtes Hoiz.

Eingabe von radioaktivem Phenylalanin Mitte Juni. Dariiber Holz
von Ende Juni und Juli, begrenzt vom Cambium
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Mit L-Glucose aufgebautes vr-Coniferin wird von der
Pflanze nicht fixiert und zum Teil in der Rinde und den
Nadeln abgetagert, von wo es als wasserlosliche Substanz:
wieder extrahierbar ist. Das ist erkldrlich, weil die {-
Glucosidase nicht auf ein L-Glucosid anspricht. Es muf
betont werden, daB die Mitwirkung einer 3-Glucosidase aus
biochemischen Uberlegungen gefordert wurde. Ihre
Auffindung und die Rolle, die dieses Ferment bei der Holz-
bildung spielt, stiitzt die Richtigkeit der Auffassung, daB
die in vitro nachgebildete Biosynthese des Lignins in der
Pflanze ebenso oder dhnlich ablauft. Die Lignin-Bildung
wird geregelt durch das Angebot an Coniferin und die
Geschwindigkeit, mit der es in das die Glucosidase enthal-
tende Gewebe eindiffundiert. Der Umsatz in der Zeitein-
heit ist, verglichen mit den Versuchen in vifro, bei der
Pflanze auBerordentlich gering. Wir glauben daher, daB
der Zutropfversuch der Wirklichkeit ndherkommt als die
Lignin-Bildung nach dem Mischverfahren. In einem frii-
heren Versuch!?) wurde gezeigt, dal auch radioaktives
p-Glucovanillin im Holz eingebaut wird. Daraus gewon-
nene Hibbertsche Korper sind jedoch nur duBerst schwach
radioaktiv. Daraus ist zu schliefen, daB bestenfalls nur ein
kleiner Teil desradioaktiven Vanillins zu Co-Bausteinen auf-
gebaut wird, wihrend der groBte Teil auf andere Weise in
das Lignin einkondensiert wird. Radioaktives Phenyl- -
alanin (Bild 9), das gleichfalls irreversibel in das Holz ein-
gebaut wird, liefert jedoch echtes Lignin, denn die daraus be-
reiteten Hibbertschen Korper sind radioaktivd®). Das gleiche
gilt fiir radioaktive Ferulasdure.

Von der Fadenmolekei der Cellulose, die in den Kristalli-
ten ausgerichtet ist, fithrte der Weg iiber die Starke, deren
Hauptanteil (Amylopektin) verzweigt ist. Sie neigt, ins-
besondere im unverzweigten Anteil (der Amylose), teil-
weise zur schraubenférmigen Anordnung ihrer Ketten,
Diesen hydrolysierbaren hochmolekularen Naturstoffen
stehen die kondensierten gegeniiber. Sie gehen von defi-
nierten Grundsubstanzen aus. Von den hier betrachteten
gehen die Catechine, vermutlich unter Offnung des Pyran-
Ringes, in Polymerisationsprodukte iiber. Das Coniferen-
Lignin wird gleichfalls zu 909, oder mehr von einem ein-
heitlichen Grundstoff, dem Coniferylaikohol, aufgebaut.
Aber hier tritt ein neues Polymerisationsprinzip auf. Durch
Entzug von Wasserstoff werden Radikale gebildet, die sich
zunachst zu den sekundédren Bausteinen stabilisieren, um ais-
dann durch langsamer verlaufende erneute Dehydrierung
verschweifit zu werden. So erklért sich die auBerordentliche
Mannigfaltigkeit, in der im Lignin die urspriinglichen Ein-
heiten des dehydrierten Coniferylalkohols auftreten.

Lignin ist kein ungeordneter Schutthaufen. Auch hier
herrscht eine klare Ordnung, wenn auch das Ergebnis
kompliziert ist. Die Mittel jedoch, mit denen die Natur
arbeitet: Radikalbildung durch Dehydrierung und Sta-
bilisierung der Radikale durch Kondensation sind denkbar
einfach. Vor 20 Jahren konnte riickschauend auf die
Cellulose gesagt werden, dal} fiir die analytische Erforschung
hochpolymerer Substanzen, insbesondere optisch aktiver
von der klassischen Konstitutions-Chemie ausgehend und
stets auf ihr fuBend neue Methoden entwickelt werden
muBiten. Diese bedienten sich des optischen Drehungs-
vermdgens und der Kinetik des Abbaues. Heute kann die
Aussage auf das Lignin erweitert werden, bei dem die Bio-
synthese den Schliissel fiir die Konstitutionsermittlung ge-

liefert hat. Eingegangen am 29. November 1955 [A 706]

30y S, A, Brown_ u. A. C. Neish haben nach Eingabe von radioaktivem
Phenylalanin in Weizen u. Ahorn u. durch nachfolgende Oxydation
mit Nitrobenzol und Alkali radicaktives Vanillin und radioakti-
ven Syringa-aldehyd isoliert (Nature [London] 775, 688 [1855]).
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