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27. Karl Freudenberg und Friedrich Bittner: Versuche mit Coni-
ferylalkohol, der radioaktiven Kohlenstoff enthilt

{Aus dem Chemischen Institut der Universitit und dem Forschungsinstitut fiir die
Chemie des Holzes und der Polysaccharide Heidelberg]

(Eingegangen am 6. August 1952)

Coniferylalkohol, der am primiren Carbinol radioaktiven Kohlen-
stoff enthielt, wurde in das Dehydrierungs-polymerisat (DHP) und
in Coniferin verwandelt. Der aus dem DHP abgespaltene Formalde-
hyd ist radioaktiv und entstammt daher primarem Carbinol, wie
solches im Oxymethylcumaran-System des in das DHP eingebauten
Dehydro-diconiferylalkohols (I) vorkommt. Durch den iiblichen Ab-
bau mit Alkali aus DHP gewonnene Isohemipinsaure (II) ist inaktiv.
Sie diirfte zur Hauptsache demselben Cumaran-System entstammen;
die Metahemipinsiure (I1I), die nach Siaurebehandlung des DHP als
Sekundéarprodukt entsteht, besteht zu einem Drittel aus aktiver Saure.

Es bereitet keine Schwierigkeiten, von Cyanid mit radioaktivem Kohlen-
stoff ausgehend Cyanessigsidure und aus dieser Cyan-ferulasiure zu gewinnen.
Daraus werden Ferulasgurenitril, Ferulasiure und Acetyl-ferulasiureester er-
halten. Die Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid ergibt einen Coniferyl-
alkohol, der am primiren Carbinol radioaktiven Kohlenstoff enthilt und mit
Acetobromglucose in radioaktives Coniferin umgesetzt werden kann. Der
radioaktive Coniferylalkohol wurde mit Pilzredoxase in ein Dehydrierungs-
polymerisat (DHP) verwandelt. Vor kurzem lieB sich feststellen?), daf die
Wirkung der Holzredoxasen auf Coniferylalkohol die gleiche ist und da@ keine
Bedenken mehr bestehen, das mit Redoxasen gebildete Dehydrierungs-poly-
merisat dem frisch gebildeten Lignin des Holzes gleichzusetzen. Die fiir das
Lignin charakteristischen, in geringer Menge entstehenden Abbauprodukte
Formaldehyd, Isohemipinsdure und Metahemipinsiure werden auch von DHP,
und zwar in derselben Menge gebildet. Es war von Interesse, diese Reaktion
am radioaktiven DHP durchzufiihren.

Formaldehyd ?) wird in einer Ausbeute von rund 2 %, aus Lignin oder DHP
durch Destillation mit Schwefelsdure gewonnen. Es wird als Formaldimedon
abgefangen. Aus aktivem DHP bereiteter Formaldehyd enthélt dieselbe Ra-
dioaktivitat wie die primédre Carbinolgruppe des urspriinglich angewendeten
Coniferylalkohols. Der Formaldehyd entstammt also primidrem Carbinol des
DHP. Inzwischen wurde gezeigt?), dall in das DHP und das Lignin zu einem
erheblichen Teil die Komponente des Dehydro-diconiferylalkohols (I) einge-
baut ist, und daB dieser gleichfalls Formaldehyd liefert. Die Aussage, dal der
Formaldehyd dem priméaren Carbinol des urspriinglichen Coniferylalkohols
entstammt, laBt sich also dahin spezifizieren, daB ein Teil des Formaldehyds
von der Dehydro-diconiferylalkohol-Komponente des DHIP> bzw. des Lignins
abgegeben wird.

1) K. Freudenberg, H. Reznik, H. Boesenberg u. D. Rasenack, Chem. Ber, 85,
641 [1952].

) K. Froudenberg u. G. Wilke, Chem. Ber. 85, 78 [1952]; hier auch &ltere Literatur.
*) K. Freudenberg u. H. H. Hiibner, Chem. Ber. 83, 1181 [1952].
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Isohemipinsdure (IT) wird gefunden, wenn man Lignin oder DHP methy-
liert, mit starkem Kaliumhydroxyd verkocht, wieder methyliert und mit Per-
manganat oxydiert. Die Ausbeute betrigt nur einige Prozente. Der Versuch
am aktiven DHP ergibt, daBl mehr als 859, der Isohemipinsidure inaktiv sind.
An ihrer Bildung ist also das urspriingliche primare Carbinol des Coniferylal-
kohols nicht oder nur unwesentlich beteiligt. Damit ist der Verdacht beseitigt,
daB die Isohemipinsiure das Produkt einer sekundiren Reaktion sein kdnnte,
an der die formaldehydliefernde Gruppe des Lignins beteiligt ware. Der Be-
fund stiitst die Auffassung, dafl die Isohemipinsidure nicht einer Chroman-,
sondern der Cumaran-Anordnung des Lignins entstammt. Nachdem der De-
hydro-diconiferylalkohol als Komponente des DHP und des Lignins erkannt
ist, darf die Isohemipinsiure aus dieser Gruppierung heraus erklart werden.
Ein Chromanring kann, wenn #iberhaupt, nur in untergeordnetem Male
vorhanden sein.

Wenn Lignin oder DHP, wie soeben bei der Isolierung der Isohemipinsiure
geschildert, nicht mit Sduren vorbehandelt ist, entsteht neben Isohemipin-
siure keines ihrer Isomeren. Wenn dagegen Lignin, oder, wie wir jetzt mit-
teilen konnen, DHP mit Sidure kondensiert, methyliert und oxydiert wird, ent-
steht nicht oder nur in minimaler Menge Isohemipinsiure. Dies ist so zu ver-
stehen, daB die Cumaran-Systeme bei diesen Reaktionen nicht aufgebrochen
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werden. Dagegen entsteht aus sdurebehandeltem Lignin und DHP nach der
Methylierung und Oxydation in geringer Menge Metahemipinsdure (LLI)4).
Diese Saure mub einem Sekunddrprodukt entstammen, das durch die Sdure
gebildet wird, andernfalls miiBte sie aus dem nicht mit Sdure behandelten Li-
gnin in der gleichen Menge entstehen. Die aus dem radioaktiven DHP gewon-

4) H. Richtzenhain, Acta chem. scand. 4, 206, 589 [19501.
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nene Metahemipinsiure ist radioaktiv. Demnach ist das primére Carbinol des
urspriinglichen Coniferylalkohols an ihrer Bildung beteiligt. Entweder ist ein
Teil des entstehenden Formaldehyds in die Guajacyl-Systeme des DHP ein-
kondensiert worden oder die Seitenkette des Phenylpropan-Systems hat sich
in einen Guajacyl-Kern kondensiert. Die aus dem radioaktiven DHP gewon-
nene Metahemipinsidure besitzt jedoch nur ein Drittel der Radioaktivitiit, die
nach einem solchen Reaktionsschema zu erwarten wiire. Deshalb mufl noch
eine zweite Sekundér-Reaktion Anlaf zur Bildung der Metahemipinsiure ge-
ben. Wenn man sich daran erinnert, daB das Isoeugenol durch Siuren zum
Di-isoeugenol (IV) kondensiert wird, so braucht man nur diese Reaktion auf
das Coniferylalkohol-System des Lignins zu iibertragen, um daraus das Auf-
treten des inaktiven Teiles der Metahemipinsidure zu erkliren.

Radioaktives Coniferin wurde einem 4 Jahre alten Fichtenbéumchen in der
Mitte des zweiten Jahrestriebes unter die Rinde gelegt. Dies geschah so,
daB Mitte Mai ein senkrechter Schnitt gemacht, die Rinde ein wenig abgeho-
ben, einige mg aktives Coniferin eingelegt und die Stelle mit Baumwachs verklebt
und verbunden wurde. Sie heilte sehr rasch zu. Zwei Monate spiter zeigte
sich, dafl sich die radioaktive Substanz einige cm aufwiirts und abwirts
des Depots verteilt hatte und daB das Glucosid nicht mehr vorhanden war.
Aktives Material war in der Rinde (/,) wie im Holz (?/,) enthalten. Im Holz
war nur eine wenige Zellen breite Zone mit Aktivitit beladen. Dieser Aktivi-
titsring war auf der Seite des Einschnitts stirker als auf der abgewandten
Seite. Aus der Schmalheit des Rings ergibt sich, da8 das aktive Material
innerhalb von 14 Tagen in die Winde der in Verholzung begriffenen Zellen
eingelagert wurde. Es waren nieder- und héhermolekulare Umwandlungspro-
dukte des radioaktiven Coniferylalkohols entstanden. Uber 909, der aktiven
Substanz hatte die gleichen Loslichkeitseigenschaften wie Lignin und blieben
bei der Aufarbeitung des Holzes in der Ligninfraktion.

Zur Bestreitung der Kosten der Arbeit haben Mittel des Marshallplanes beigetragen.

Beschreibung der Versuche

Cyan-ferulasiure®): 22 mg radioaktives Kaliumeyanid, K“CN, die 1 mC
enthielten und mit 36 mg Kaliumhydroxyd vermischt waren, wurden in 0.3 com Was-
ser gelost und mittels fester Kohlensiure eingefroren. Nach Zugabe von 58 mg Chlor-
essigsiiure wurde 3 Stdn. bei 25° im geschlossenen Gefall aufbewahrt. Danach wurde wie-
der eingefroren, 27 mg inakt. Kaliumeyanid zugegeben und 1 Stde. auf 80° erwirmt.
Hierzu wurde die Lésung von 150 mg Vanillin in 1.5 cem 10-proz. Natronlauge gegeben.
Das Gemisch blieb 3 Stdn. bei Zimmertemperatur, dann !/, Stde. bei 60? stehen. Nach dem
Erkalten wurde mit 0.5 com 12# HCl angesduert und die in gelben Kristallen sich aus-
scheidende Cyan-ferulaséure abgesaugt. Das Filtrat wurde wieder alkalisch gemacht,
mit 32 mg inakt. Cyan-ferulasiure versetzt und diese durch Ansguern wieder ausgefallt.
Die vereinigten Fraktionen von Cyan-ferulasaure wurden in Methanol aufgenommen, im
Zentrifugenglischen eingetrocknet und mehrmals mit heilem Benzol ausgezogen, um
Beimengungen, hauptsichlich Vanillin, herauszultsen. Die chemische Ausbeute betrug
65—-70%,, die Ausbeute an Aktivitit etwas mehr. ‘

§) In Anlehnung an W. Baker u. A. Lapworth, J. chem. Soc. [London] 127, 5€0
[1925].
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Ferulasdure-nitril®): Die Cyan-ferulasiure wurde in 3 cem Cyclohexanol und
1 cem Dimethylanilin 2 Stdn. auf 170° gehalten. Zur Erleichterung des Siedens wurde
Kupferpulver verwendet, Die Liosung wurde bei 10-2 Torr erst kalt, dann bei 50° einge-
dampft, der Riickstand in 20 ccm Chloroform aufgenommen und die Losung iiber Alu-
miniumoxyd (Hohe 2 em, Durchmesser 4 mm) filtriert.

Ferulasiure: Der Riickstand von der Chloroform-Losung wurde unter Stickstoff
mit 4 cem 20-proz. Kalilauge 4145 Stdn. gekocht, dic erkaltete Losung mit einem geringen
UberschuB konz. Salzsiure angesiuert und die Ferulasiure mit insgesamt 50 ccm Es-
sigester ausgeschiittelt. Sie wurde iiber das Acetyl-ferulasiurechlorid in den Acetyl-
ferulasduredathylester verwandelt; Ausb.33% in bezug auf das Kaliumecyanid.

Coniferylalkohol und Coniferin?): Nach der Reduktion des Esters mit 32 mg
Lithiumaluminiumhydrid (8 Stdn. bei —15° wurde das Lithiumaluminium-Salz in der
Kilte mit wenig verd. Dithionit-Losung zersetzt. Am Riihrer hingende Reste wurden
mit wenig Methanol ins Reaktionskolbchen gespiilt, Die Lésungsmittel wurden i. Hoch-
vak. vollig entfernt. Der Riickstand wurde mit 70 mg Kaliumhydrogencarbonat in 2 ccm
Wasser gelost nnd mit der Lisung von 146 mg Acetobromglucose in 2 cem Aceton
versetzt. Nach 36stdg. Schiitteln bei Zimmertemperatur wurde i. Hochvak. eingedampft,
der Riickstand in Methylenchlorid aufgenommen und die Losung mit 0.1 = NaOH gewa-
schen, bis sich die Lauge nicht mehr gelb farbte. Der in Methylenchlorid unlésliche Riick-
stand und die alkal. Ausziige enthielten den nicht glucosidierten Coniferylalkohol.
Durch isotopische Verdiinnung mit mehreren Anteilen inaktiven Coniferylalkohols, ins-
gesamt 9.8 g, konnte er in reiner Form isoliert werden. Die Methylenchlorid-Losung ent-
hielt das acetylierte Glucosid. Sie wurde cingedampft und der Riickstand nach Zemplén
verseift. Nach Sattigung mit Kohlendioxyd wurde in heiBem Dioxan geldst, von den un-
gelosten Carbonaten abzentrifugiert, auf 0.5 ccm eingeengt und mit 4 ccem Benzol versetzt.
Nach 24stdg. Stehenlassen in der Kélte wurde das Glucosid abzentrifugiert und aus 0.1
cem Wasser umbkristallisiert. Die Ausbeute an fast reinem Coniferin hoher spezifischer
Aktivitat betrug 19 mg. Aus der Mutterlauge wurde durch Zusatz von 2x 7 mg inakt.
Coniferins eine zweite und dritte Fraktion gewonnen. Die gemessene spezifische Aktivitat
der vereinigten Fraktionen betrug etwa 80000 Impulse pro mg und Min. in unserer Me8-
anordnung.

Radicaktives Dehydrierungs-polymerisat (DHP): Der aktive Coniferyl-
alkohol wurde bei py 6.5 durch Champignon-Dehydrogenase in ligninartiges Material
(DHP) verwandelt?®). Nach Abfiltricren des DHP wurden in derselben Losung zwecks bes-
screr Ausniitzung der Aktivitit nochmals 9 g Coniferylalkohol dehydriert. Die Polymerisate
wurden gemeinsam aus Aceton umgefillt. Die Ausbeute betrug 16.5 g aus 18.8 g Coni-
ferylalkohol. Die Selbstabsorptionskurve des DHP ist annihernd die gleiche wie die fiir
Wachs in ,,Isotopic Carbon‘‘®) angegeben.

Formaldehyd!%): 200 mg eincs DHP von schwacherer spezifischer Aktivitit wur-
den it 28-proz. Schwefelsdure destilliert und der abgespaltene Formaldehyd als Form-
aldimedon gefallt. Die Aktivitat ist in der Tafel angegeben.

Isohemipinsdurell): Zur Herstellung dienten 4 g methyliertes, mit Kalilauge auf-
geschlossencs und wieder methyliertes aktives Dchydrierungs-polymerisat. Metahemi-

%) In Anlebnung an K. Freudenberg u. R. Dillenburg, Chem. Ber. 84, 67 [1951].

7} C. F. H. Allen u. R. J. Byers jr., J. Amer. chem. Soc. 71, 2683 [1939], in der Aus-
fithrung von K. Freudenberg u. H. H. Hiibner, Chem. Ber. 85, 1181 [1952].

8) K. Freudenberg u. W. Heimberger, Chem. Ber. 88, 519 [1950]; K. Freuden-
berg u. H. H. Hiibner, Chem. Ber. 85, 1181 [1952].

?) M. Calvin v. a,, I. Wiley & Sons, Inc., New York u. Chapman & Hall, Ltd.
London [1949].

19) K. Freudcnberg, F. Klink, E. Flickinger u. A. Sobek, Ber. dtsch. chem. Ges.
72, 217 [1939].

1) K. Freudenberg, K. Engler, E. Flickinger, A. Sobek u. F. Klink, Ber.
dtsch. chem. Ges. 71, 1810 [1938].
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pinsdure wurde nicht angetroffen, dagegen Veratrumsiure. Uber die Radioaktivitat der
Isohemipinsiure gibt die Tafel Auskunft.

Metahemipinsdaure?): 6.5g DHP wurden mit einem Gemisch aus 50 ccm Metha-
nol und 5 cem konz. Salzsdure 8 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Der Verdampfungsriick-
stand wurde mit wenig Aceton angeteigt, durch Zusatz von Wasser fein verteilt und mit
Dimethylsulfat und Natronlauge, dann mit Diazomethan und nochmals mit Dime-
thylsulfat methyliert. Hierzu wurde unter Turbinieren eine gesitt. Losung von Perman-
ganat zugetropft. Mit Hilfe von primarem Phosphat (2 Tle. auf 3 Tle. Permanganat)
wurde neutral gehalten. Das gebildete Kohlendioxyd wurde aufgefangen. Im ganzen wur-
den 50 g Permanganat verbraucht. Das Filtrat von Mangandioxyd wurde eingecngt und
angeséiuert. Von den ausgefallenen Siuren wurde abfiltriert, die Mutterlauge mit Ather
extrahiert, die unlislichen und die im Atherextrakt befindlichen Sauren mit Diazomethan
verestert und das Gemisch der dtherloslichen Ester i. Hochvak. destilliert. Die Fraktion von
50—150° wurde mit methanol. Kalilauge verseift und nach Entfernung des Methanols mit
Bariumchlorid gefallt. Aus dem Bariumsalz wurde eine in Benzol nicht 16sliche Siaure ge-
wonnen, deren Methylester zweimal i. Hochvak. sublimiert und aus Ather-+ Petrolither
umkristallisiert wurde. Er schmolz bei 87—88¢ (Misch-Schmp. mit dem Dimethylester
der Metahemipinsiaure). Die Aktivitat wird in der Tafel mitgeteilt. Aus dem Filtrat
der Bariumsalze wurde inaktive Veratrumséaure isoliert. Isohemipinsiure und De-
hydro-diveratrumsiure traten hierbei nicht auf.

Messung: Die zu messenden Substanzen wurden auf Glasplattchen aufgebracht, in
die eine Vertiefung von 0.5 mm/0.79 qem eingeschliffen war. Die Aktivitit wurde mit
einem Geiger-Miiller-Zahlgerat gemessen. Es handelt sich also um Relativmessungen,
die wegen der Schwierigkeit, reproduzierbare Schichtdicken zu gewinnen, nur annihernde
quantitative Aussagen gestatten. Fir die Selbstabsorptions-Korrektur wurde die in
»Isotopic Carbon‘‘?) auf S. 317 angegebene Tafel fiir Wachs als giiltig angenomnien.

Tafel. Aktivitatsmessungen

Flachen- Selbst- Aktivitat
Praparat belag | &bljz;}').t., ! gemessen “ Imp./mg w. Min. : Imp./mMol
mg/qem | Faktor |[Imp./Min.| upkorr. korr. | Min.
DHP oo dick — 1590 | — 740 133000
(25 mg) - [(0.79 gcm) |
DHP L 7.28 1/0.33 1403 251 764 137000
(5.7 mg)
Metahemipinsiu- i
re-dimethylester 9.9 1/0.26 342 44 169 43000
(7.8 mg) |
Metahemipinséu- ‘
re-dimethylester 1.1 1/0.81 133 153 190 48000
(0.87 mg) |
Isohemipinsiure- |
dimethylester I 0.9 1/0.84 15 21 26 6500
(0.7 mg) :
DHP 11 1/0.33 818 66 200 36000
(12.4 mg) ‘
Formaldimedon | 7.3 1/0.33 540 425 129 38000
(12.7 mg)

12) H. Richtzenhain, Acta chem. scand. 4, 206, 589 [1950).



