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Vergleich der durch Oxydation mit alkalischer Jodlésung erhaltenen
Werte mit den Ergebnissen des Permanganat-Verfahrens

Normalitit der Jodlésung: 0.08820 n, der Natriumarsenitlosung: 0.1 n

Ver- | Vorgelegte | Eingesetzte Ag,) 0, = J, Gef. Vin g
such | VO2@.Lésg. |  Jodlosg. umgesetzte mit mit Differenz
Nr. in cem in cem cem 0.1 n Losg. | KMnO, As, O,
1. 10.0 25.0 7.8 0.03882 | 0.03873 —0.0009
2. 20.0 50.0 15.2 0.07755 | 0.07743 -0.0012
3. 30.0 50.0 22.8 © | 0.1164 | 0.1161 --0.0003
4. 40.0 75.0 30.55 0.1552 | 0.1556 +0.0004
5. 60.0 125.0 45.7 0.2325 | 0.2328 +0.0003
6. 10.0 25.0 5.15 0.02612 | 0.02623 +0.0001
7. 20.0 50.0 10.3 0.05224 | 0.05247 +0.0002
8. 10.0 25.0 2.35 0.01205 | 0.01198 —0.0007
9. 20.0 50.0 4.8 0.02410 | 0.02412 +0.00002
10. 10.0 20.0 39 0.01993 | 0.01986 —0.0007
11. 10.0 30.0 3.9 0.01993 | 0.01986 —0.0007

94, Karl Freudenberg und Herbert Schliiter: Weitere Zwischen-
produkte der Ligninbildung

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit und dem Forschungsinstitut fiir die Chemie
des Holzes und der Polysaccharide Heidelberg]
(Eingegangen am 27. Januar 1955)

Bei der enzymatischen Dehydrierung des Coniferylalkohols bilden
sich zunédchst sekundire Bausteine des Lignins. AuBer dem frither
heschriebenen Dehydro-diconiferylalkohol (I) und dem bprL-Pino-
resinol (IT) wurde jetzt der Guajacylglycerin-B-coniferylither (a-[4-
Oxy-3-methoxy-phenyl]-glycerin-8-[2- methoxy - 4 - (y-oxy - propenyl)-
phenyl]-dther) (IIT)*) und der Coniferylaldehyd (IV) gefunden. Aus
dem Gemisch dieser Substanzen mit weiterem Coniferylalkohol bildet
sich bei fortgesetzter Dehydrierung Lignin. Andere dimere Zwi-
schenprodukte scheinen nicht aufzutreten. Die Reaktionen des Li-
gnins, insbesondere die Bisulfitreaktion, lassen sich mit Hilfe diesor
sekundiren Bausteine erkliren.

Die Redoxase des Speisechampignons verwandelt den Coniferylalkohol in
sehr verdiinnter wiBriger Losung iiber verschiedene Zwischenprodukte hin-
weg in ein wasserstoffirmeres unlosliches Lignin, das dem der Coniferen sehr
dhnlich ist. Zuerst wurde der kristallisierte Dehydro-diconiferylalkohol (I)
aufgefunden und in seiner Konstitution aufgeklirt!). Thm folgte das ebenfalls
kristallisierte pL-Pinoresinol (1I)2), dessen Konstitution durch Abbau und

*) Wie aus dem oben in Klammern beigefiigten systematischen Namen ersichtlich ist,
gebrauchen wir der Einfachheit halber in dieser und in der nachstehenden Arbeit den
Namen ,,Guajacyl“ immer fiir den 4-Oxy-3-methoxy-phenyl-Rest, den Namen ,,Coniferyl*
fiir den 2-Methoxy-4-[y-oxy-propenyl]-phenyl-Rest.

1) K. Freudenberg u. H. H. Hiibner, Chem. Ber. 85, 1181 [1852].

2) K. Freudenberg u. D. Rasenack, Chem. Ber. 86,755 [1953]. Der Schmele-
punkt des pL-Pinoresinols ist hoher als damals angegeben, namlich 158°,
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Synthese ermittelt wurde?®). Beide geben mit sehr verdiinnter, in Natrium-
carbonat geloster Diazobenzolsulfousiure auf Filtrierpapier eine hellrote Farh-
reaktion. Ein drittes bis dahin unbekanntes Zwischenprodukt der Ligninbil-
dung wurde im Papierchromatogramm durch eine andere Laufzeit und eine
gelbe Farbreaktion erkannt. Ein vierter in sehr geringer Menge vorhandener
Bestandteil des Gemisches zeichnet sich durch lebhafte Fluorescenz im ultra-
violetten Licht aus. Diese Bausteine III und IV konnen durch wiederholte
Gegenstromverteilung isoliert werden. Die Substanz IV kristallisiert und ist
Coniferylaldehyd. Es ist noch nicht erwiesen, ob der Coniferylaldehyd durch
die Wirkung des Ferments entsteht oder ob er durch den die Fliissigkeit durch-
stromenden Sauerstoff gebildet wird, wobei méglicherweise Spuren von Schwer-
metall mitwirken.

Die Substanz 1[I konnte nicht kristallisiert erhalten werden. Sie ist eine
farblose blatterige Masse, die sich im Papierchromatogramm und ir: der Ver-
teilung als einheitlich erweist. Wie alle sekundiren Bausteine des Lignins ist
sie optisch inaktiv. Die Titration der Oxygruppen?) ergibt 4 Hydroxyle. Eines
davon ist phenolisch5) und reagiert mit Dinitrofluorbenzol. Der Ry -Wert
entspricht dem gleichfalls mit 4 Oxygruppen versehenen, mit III isomeren
Olivil®) (V). Die Elementaranalyse ergibt 2 Coniferylalkohol minus 2 Wasser-
stoff plus 1 Wasser. Eine Doppelbindung ist vorhanden. Mit Diazobenzol-
sulfonsiure entsteht, wie erwihnt, eine gelbe Firbung?).

Die gleiche Farbe haben wir bei allen von uns gepriiften Guajacylearbinolen gefunden.
Sind Guajacylcarbinole verithert wie in Dehydro-diconiferylalkohol (I), Pinoresinol (IT)
oder Olivil (V), so tritt eine rote Farbung auf?). Coniferylalkohol farbt sich karminviolett.

Wenn dem Guajacylkern eine Methylverzweigung benachbart ist (z.B. 2-Guajacyl-pro-
pan), so ist die Farbung rot.

3) K. Freudenberg u. H. Dietrich, Chem. Ber. 86, 1157 [1953].

4) Das urspriinglichc Verfahren von A. Verley u. Fr. Bolsing (Ber. dtsch. chem.
Ges. 34, 3354 [1801]) muB abgedandert werden. Wir kénnen die Beobachtung von R. De-
laby w. 8. Sabetay (Bull. Soc. chim. France [5]2, 1716 [1935]) bestitigen, da8 ein
Uberschuf an Pyridin die Reaktion hemmt. Am besten ist ein Gemisch von dquimole-
kularen Mengen Acetanhydrid und Pyridin (bearb. von M. Gatterdam u. H. Boesen-
berg). Die zu priifende Substanz wird mit der 5- bis 6fachen Gewichtsmenge des Acety-
lierungsgemisches iibergossen, eingeschmolzen und 24 Stdn. bei 50° aufbewahrt. Bei
Gegenwart von tertidsrem Hydroxyl muB die Reaktionsdauer verdoppelt oder verdreifacht
werden. DieMischung wird mit dem mohrfachen Volumen Aceton und soviel Wasser versetat,
wie das Gewicht an Acetylierungsmittel betriigt. Bei Einwaagen von 0.2 g Substanz mit
etwa 10%, Hydroxylgehalt wird mit »/; NaOH potentiometrisch oder gegen Phenolphthalein
titriert. Falls die Substanz ausfillt oder verklumpt, wird mehr Aceton zugegeben. Bei
leieht verseifbaren Acetylverbindungen empfiehlt es sich, bei 0° und moglichst rasch zu
titrieren. In dem Parallelversuch ohne Substanz wird ebenso verfahren. Bei priparativen
Acetylierungen ist dasselbe Mischungsverhdltnis von Acetanhydrid und Pyridin anzuwen-
den. Auch die oben angegebene Temperatur und Reaktionsdauer mu8 eingehalten werden.
Die Hydroxylgruppenbestimmung wurde von Hrn, H. Simon als Mikroverfahren (Glas-
elektrode, n/,, NaOH) ausgearbeitet, woriiber dieser an anderer Stelle berichten wird.

5) Potentiometrische Mikrotitration der phenolischen Oxygruppen — ausgefiihrt von
W. Koening — nach H. Brockmann u. E. Meyer, Chem. Ber. 86, 1514 [1953].

%) B. L. Vanzetti, Atti Reale Accad. naz. Lincei, Rend. [6]19, 421 [1934]; B. L.
Vanzetti u. P. Dreyfuss, Gazz. chim. ital, 64, 381 [1934).

) K.Freudenberg, in Zechmeisters Fortschr.d. Chemie org. Naturstoffe XI, 43 [1954].
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Die Guajacylecarbinolgruppe wird auch bewiesen durch die Reaktion von
E. Ziegler und K. Gartler®), die von J. Gierer und Mitarbb.?) auf das
Lignin angewendet wurde. Mit Chinonmonochlorimid geben solche Gruppierun-
gen, nicht aber die zugehorigen Benzylither, einen blauen Indophenolfarbstoff.
Die Substanz IIT zeigt diese Reaktion stark. Demnach ist schon durch die
Farbproben sehr wahrscheinlich gemacht, dafl ein Guajacylcarbinol vorliegt.

Die Substanz 1II spaltet beim Kochen mit 28-proz. Schwefelsiure geringe
Mengen Formaldehyd ab, wie es beim Phenylglycerini®) und Guajacylglyce-
rin!) schon bekannt ist. Der Formaldehyd entstammt dem priméren Carbinol.
Auch der Dehydro-diconiferylalkohol (I) liefert Formaldehyd. Es konnte aber
frither angedeutet werden!?), dal die Komponente I nicht der einzige Lieferant
des Formaldehyds aus dem Lignin sein kann. Diese Vermutung hat sich so-
mit bewahrheitet.

Nach diesen Feststellungen besteht kein Zweifel, daB III ein 1-Guajacyl-
glycerin ist, das am mittelstindigen oder endstindigen Hydroxyl mit der
Phenolgruppe des Coniferylalkohols verdthert ist. Ultraviolett- und Infrarot-
Spektren passen zu diesem Konstitutionsbild. Das IR-Spektrum weist auf
trans-Konfiguration hin. Zugunsten der mittelstindigen (B8)-Bindung ent-
schied die Synthese13). :

Beim Kochen mit Athanol-Salzsiure liefert die biochemisch und synthetisch
gewonnene Substanz III ebenso wie das natiirliche und kiinstliche Lignin die
Hibbertschen monomeren Athanolyseprodukte!t), wozu Coniferylalkohol, De-
hydro-diconiferylalkohol (I) und Pinoresinol ([I) nicht imstande sind!%), wie
der Versuch bestitigt hat.

Die Substanz III nimmt genau zwei Atome Wasserstoff auf. Das hydrierte
Produkt erweist sich in der Gegenstromverteilung und der Papierchromato-
graphie als einheitlich. Infrarot- und Ultraviolett-Spektrum entsprechen der
Erwartung. Die Bestimmungen des Gesamthydroxyls und der Phenolgruppe?®)
ergaben denselben Wert wie beim nicht hydrierten Produkt I1I, von dem sich
die hydrierte Substanz durch groBle Stabilitit unterscheidet. Obwohl auch
diese Substanz nicht kristallin gewonnen werden konnte, lieferte sie brauchbare
Analysenwerte. Wie die unhydrierte Substanz ist die hydrierte optisch inaktiv.

8) Mh. Chem. 80. 759 [1949].

%) J. Gierer, Acta chem. scand. 8, 1319 [1954]; J. Gierer, B. O. Lindgren u. H.
Mikawa, Svensk Papperstidn. 57, 633 [1954].

10) K. Froudenberg u. E. Plankenhorn, Chem. Ber. 80, 149 [1947].

11) E. Adler u. K. J. Bjorkqvist, Acta chem. scand. 7, 561 [19563]; E. Adler u.

. Yllner, Acta chem.scand. 7,570 [1953]; Svensk Papperstidn. 57, 78 [1954]; K.
Freudenberg u. (. Achtzehn, Chem. Ber. 88, 10 [1955].

12) K. Freudenberg u. F. Bittner, Chem. Ber. 86, 155 [1953].

13) a) K. Freudenberg u. W. Eisenhut, Chem. Ber. 88, 626 [1955], nachstehend;
b) vergl. K. Freudenberg u. W. Fuchs, Chem. Ber. 87, 1834 [1954]; ¢) K. Freu-
denberg, H. Schliiter u. W. Eisenhut, Naturwissenschaften 41, 576 [1954].

M) A.B.Cramer, M. J. Hunter u, H. Hibbert, J. Amer, chem. Soc. 61, 509 [1939];
L. Brickman, W. L. Hawkins u. H. Hibbert, ebends 62, 2149 [1840]; L. Brick-
man, J. J. Pyle, J. L. Mo Carthy u. H. Hibbert, ebenda 61, 868 [1939].

15) Wir verdanken die chromatographische Feststellung dieser Spaltstiicke Hrn. K,
Kratz] in Wien; vergl. K. Kratzl u. W. Schweers, Mh, Chem. 85, 1046, 1166 [1954].



620 Freudenberg, Schluter [Jahrg. 88

Mit Dinitrofluorbenzol bildet das hydrierte Produkt im Gegensatz zu III
einen kristallisierenden Hauptanteil, der sich als der Mono-dinitrophenylidther
erweist. Ein nicht kristallisierendes Nebenprodukt ist stickstoffreicher und
diirfte ein Gemisch von Bis-dinitrophenyldthern sein, in dem aufler der pheno-
lischen Oxygruppe auch die eine oder andere aliphatische umgesetzt worden
ist?). Der schon kristallisierende Hauptanteil ist identisch mit einem syntheti-
schen Priparat%s) (Mischprobe), das die Konstitution IIT unseres neuen se-
kundiren Ligninbausteins endgiiltig beweist.
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Die Substanz III erleidet mit der Zeit Verinderungen. Unmittelbar nach
der Gegenstromverteilung isoliert, zeigt sie keine Reaktion mit Phloroglucin-
Salzsiure. Im Vak..Exsiccator bei 20° oder unter gewShnlichem Druck bei
39 mehrere Tage aufbewahrt, veréindert sie sich und gibt jetzt die Phloroglu-
cinreaktion. Ein groBer Teil wird in Wasser unléslich. Auch unter Stickstoff
bildet sich die unldsliche Substanz. Ihre Kupplungsfarbe mit Diazobenzol-
sulfonsiure ist nach wie vor gelb. Auch der potentiometrisch ermittelte Phe-
nolgruppengehalt bleibt unveréindert. Offenbar tritt eine Polymerisation an
der Doppelbindung ein und, wenn Sauerstoff zugegen ist, eine teilweise Oxy-
dation primirer Carbinole zum Aldehyd.

Wie die Substanzen I und II liefert auch der sekundire Baustein III, fir
sich allein der Wirkung der Pilzdehydrase ausgesetzt, ein Dehydrierungspoly-
merisat (DHP), das ein rahmfarbenes unltsliches Pulver ist und eine gelbe
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Kupplungsfarbe mit Diazobenzolsulfonsiure liefert. Die Kupplungsfarbe der
DHP aus Substanz I und II ist rot, die des DHP aus Coniferylalkohol rotgelb,
des loslichen Lignins (Brauns-Lignin) gelb. Obwohl sich die Absorption im
Ultraviolett des DHP aus Substanz III stark von der des loslichen Lignins
unterscheidet, halten wir es doch fiir gesichert, daf der sekundire Bau-
stein III eine wesentliche Rolle bei der Bildung des Lignins spielt. Der Unter-
schied in der Absorption beruht zum Teil auf der Gegenwart von mehr unge-
sittigten Gruppen als im ldslichen Lignin, ferner auf der Gegenwart einer
Komponente des 1oslichen Lignins, die unten besprochen wird. Das DHP aus
Substanz III spaltet wie das lésliche Lignin mit Chinonmonochlorimid den er-
withnten Indophenolfarbstoff ab, wihrend die Substanzen I, IT und IV diese
Reaktion nicht geben. Die Intensitit der Reaktion ist jedoch beim DHP aus
Substanz III nur noch ein Fiinftel der von Substanz III. Das bedeutet, daf
nur noch in jeder zehnten Phenylpropaneinheit des DHP aus Substanz IIT eine
Guajacylcarbinol-Komponente vorhanden ist. Im léslichen Lignin findet sich
nach J. Gierer und Mitarbb. auf jede 7. bis 8. Cy-Einheit eine Guajacylcar-
binolgruppe. Mit 20-proz. Salzsiure bildet die Substanz III sofort, mit n/,, HCI
in der Wirme nach 5 Min. ein unldsliches Polymerisat oder Kondensat.

Mit der Auffindung der Komponente IIT lift sich der Befund von N. N.
Schorygina, T. Ja. Kefeli und A. F. Ssemetschkinal®) erkliren, da8 aus
Lignin durch Natrium in fliissigem Ammoniak ein monomeres Spaltprodukt
(vermutlich 1-Guajacyl-propanol-(2)) in einer Ausbeute von etwa 109, ge-
wonnen wird.

Der Coniferylaldehyd (IV) wird bei der Gegenstromverteilung in geringen
Mengen als Rohprodukt gewonnen, das zweckméBig aus alkoholischer Lisung
mit Kaliumacetat gefillt1?) und aus Wasser umkristallisiert wird. Er wurde
als Dinitrophenylhydrazon identifiziert (Mischprobe). Die Kupplungsfarbe des
Coniferylaldehyds mit Diazobenzolsulfonsidure ist zitronengelb.

Uber die Menge der aus Coniferylalkohol gebildeten sekundiren Bausteine
des Lignins (I-IV) besteht noch keine Klarheit. Wenn 30 g Coniferylalkohol
in 10! Pufferlésung von pg 5 bei 20° mit Fermentlosung versetzt und beliiftet
werden, bis der Coniferylalkohol auf wenige Prozente verschwunden ist, sind
bis zu 45 %, des eingesetzten Coniferylalkohols als unlsliches DHP gusgefallen.
In der Lisung befinden sich etwa 26 9, Substanz I, 139, Substanz II, 99,
I, 0,2%, IV und 3%, Coniferylalkohol. Einige Prozente gehen bei der Auf-
arbeitung verloren. Die geringe Menge an Substanz IIT in der Lisung ist ohne
Zweifel darauf zuriickzufithren, da8 sie rascher als die anderen Komponenten
in unldsliches Material verwandelt wird, sei es durch weitere Dehydrierung
oder durch Polymerisation, die durch den Sauerstoff oder die in der Lésung
anwesenden Radikale eingeleitet werden kann. Die Substanz I reichert sich
in diesem Stadium in der Lésung an, weil sie langsamer weiterreagiert. Ahn-
liches ist von Substanz II zu sagen. Wir vermuten, dall der Niederschlag

1) J. allg. Chem. (russ.) 19 (81), 1558 [1949]; C.19501,728; C. R. [Doklady] Acad.

Sci. URSS 64, 689 [1949]; C. 19501, 1366.
17) Vergl. A. G. Perkin, J. chem. Soc. [London]} 75, 433 [1899].
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(459%) zu einem groBen Teil aus kondensierter Substanz ITI besteht. Unge-
wi} ist auch, in welchem Umfang der Coniferylaldehyd (IV) oder Oxydations-
produkte der Substanzen I und ITI zu den Zimtaldehydgruppen des Lignins
beitragen.

Das lésliche Lignin (Brauns-Lignin) hat neuerdings Unterschiede von dem
Hauptanteil des Fichtenlignins und dem DHP aus Coniferylalkohol erkennen
lassen. Wir haben gezeigt18), daB sich die Acetate des loslichen Lignins, des
Dioxanlignins!?) und des DHP aus Coniferylalkohol gegeniiber Acetanhydrid,
das eine Spur von Perchlorsiure enthiilt, verschieden verhalten. Lésliches Li-
gnin verbraucht keine zusitzliche Essigsdure, Dioxanlignin auf jede fiinfte Ein-
heit eine und DHP auf 2 bis 3 Einheiten eine. Der Verbrauch an Essigsiure
rithrt von der Aufspaltung von Cumaranringen wie in Substanz I und Phenyl-
hydrofuranringen wie in Substanz II her, die offenbar in DHP reichlich, in
Dioxanlignin weniger reichlich und im 16slichen Lignin nicht oder nur in ge-
ringem Umfang vorhanden sind. Inzwischen hat J. Gierer?) gleichfalls einen
Unterschied zwischen 16slichem Lignin und Lignin im Holze durch die Reak-
tion mit Chinonchlorimid festgestellt. Ldsliches Lignin enthilt danach auf
7—8 Einheiten ein freies Guajacylcarbinol, Lignin im Holze nur auf 35-—-40
Einheiten. Dazu kommt, wie neuerdings gefunden wurde?2?), daB im léslichen
Lignin wechselnde, aber zum Teil erhebliche Mengen einer kristallisierbaren
Komponente enthalten sind, die in Nachbarschaft zu einem Guajacylkern
eine Oxygruppe trigt und ein Oxy-matairesinol sein diirfte. Es ist nicht sicher,
daB sie ein Baustein des Lignins ist.

Die Substanzen I bis IV enthalten alle Gruppicrungen, die zur Erkldarung
der Bisulfitreaktion und der iibrigen mannigfaltigen Reaktionen des Lignins
erforderlich sind. I bis III kénnen aus den mesomeren bzw. tautomeren
Radikalen VI bis IX erklart werden: I aus der Addition von VII und IX, II
aus der Addition von 2 Einheiten VII, III aus der Addition von VI und VII
und Stabilisierung des entstandenen Chinonmethids durch Wasser. Es ist sehr
gut moglich, daB statt Wasser auch gelegentlich das Hydroxyl eines benach-
barten Kohlenhydrats eintritt und hierdurch eine leicht hydrolysierbare Koh-
lenhydratbindung des Lignins entsteht. Das Bauprinzip III hat fiir die weiteren
Vorstellungen von der Entstehung des Lignins den besonderen Vorteil, da8
nach diesem Prinzip der dehydrierte Coniferylalkohol der Grenzform VII mit
jedem Phenolhydroxyl, das sein Wasserstoffatom verloren hat, reagieren kann.
Ohne Zweifel arbeitet die Natur bei der Bildung des Lignins unter anderen
Bedingungen, als wir sie in dem oben beschriebenen Ansatz nachahmen. Die
Redoxasen des Holzes haben nicht einen einmalig gegebenen Vorrat von Coni-
ferylalkohol umzusetzen, sondern dieser wird vom Coniferin her iiber die im

18) K. Freudenberg, M. Reichert u. I.. Knof, Naturwissenschaften 41, 231 [1954);
K. Freudenberg u. H. Leuck, unverdffentlicht.

1) Auch Dioxzan-Salzshure-Lignin genannt; vergl. K. Freudenberg, 1. ¢.”) und K.
Freudenberg, Lignin, in: Moderne Methoden der Pflanzenanalyse ITI, Springer-Verlag,
im Druck.

20) K. Freudenberg u. I.. Knof, unversffentlicht. Matairesinol: R.D. Haworth,
J. chem. Soc. [London] 1942, 448.
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Gewebe befindliche Glucosidase dauernd nachgeliefert. Js steht also immer
wieder frischer Coniferylalkohol zur Verfiiging. Bei der Befolgung dieses
Prinzips in vitro haben wir tatsichlich Dehydrierungspolymerisate erhalten,
die sich von den bisherigen in einigen Punkten unterscheiden?!). Die Azofarbe
ist mehr gelb als rotgelb. Die sekundidren Bausteine sind dieselben, aber unter
ihnen iiberwiegt die Substanz III (609, und mehr).

Das Aufbauprinzip nach Schema III gibt, wenn es sich fortsetzt, die Moglich-
keit zur Bildung phenolarmer Ligninfraktionen, und wir glauben, daB sich
unter diesem Gesichtspunkt Abweichungen im Phenolgruppengehalt er-
kliren lassen, die von verschiedenen Beobachtern festgestellt worden sind. Der
Mehrgehalt an Wasser, der sich in der Cy-Einheit des Lignins im Vergleich zum
Coniferylalkohol vorfindet, kann auf Komponente III oder dhnlichen Kombi-
nationen beruhen. Der dehydrierte Sinapinalkohol ist nicht zu Kombinationen
fihig, die dem Radikal IX entsprechen. Sein Ubergang in Syringaresinol ist
aus der Addition von Radikalen des Typus VII zu erkliren. Die Umsetzung des
dehydrierten Sinapinalkohols nach dem Schema VI + VII + Wasser, also
entsprechend der Substanz III, diirfte eine der Reaktionen beim Einbau des
Sinapinalkohols sein. Da8 Laubholzlignin, eine Kombination von Coniferyl-
alkohol und Sinapinalkohol, bei der Oxydation stets einen Mindergehalt an
Vanillin gegeniiber Syringaaldehyd ergibt, hingt mit der Gegenwart der
Komponente I zusammen, die nur beim Coniferylalkohol mdoglich ist. Wenn
Laubholzlignine sehr viel mehr Sinapinkomponente als Coniferinkomponente
enthielten, miiBte dies an einem hoheren Methoxylgehalt als 22 %, zu erkennen
sein.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir zu Dank verpflichtet fiir die
Bereitstellung: von Mitteln.

Herrn W. Otting danken wir fiir die Aufnahmen der Infrarot-Spektren, Herrn W.
Eisenhut fiir die der UV-Spektren. Besonderen Dank schulden wir Friulein 8. Schwab
fir die Herstellung von Praparaten.

Beschreibung der Versuche

Isolierung der sekundaren Bausteine

Die Losung von 32 g Coniferylalkohol in moglichst wenig Aceton wird zu einer
Mischung von 81 Wasser und 4! Citronensiure-Phosphat-Puffer (pg 5, nach McIloaine??))
gegeben. Das Aceton wird i. Vak. abdestilliert und eine waBr. Lésung von 1000 Einhei-
ten®) Champignonredoxase zugegeben. Durch die sich bald triibende Lisung wird
bei 20° ein schwacher Sauerstoffstrom geleitet. Die Abnahme des Coniferylalkohols wird
dadurch verfolgt, daB einige Tropfen der Losung auf Filtrierpapier mit sehr verdiinnter,
frisch hergestellter, mit Natriumcarbonat neutralisierter Diazobenzolsulfonsiure-Lisung
bespriiht werden. Nach 5—6 Stdn. ist die violette Farbung des Coniferylalkohols kaum
mehr wahrnehmbar. Das Dehydrierungspolymerisat wird abzentrifugiert (Ausb. bis zu
459,), die Lssung mit Natrinmchlorid gesittigt und wiederholt mit Methylenchlorid

1) K, Freudenberg u. M. Reichert, unvertffentlicht.

22) Vergl. D’Ans-Lax, Taschenbuch f. Chemiker u. Physiker, Springer-Verlag, Berlin
1943, S. 1592.

28) K. Freudenberg, M. Reichert u. G. Reuther, unveréffentlicht. Eine Ein-
heit ist die Menge Fermentpraparat, die in 40 Min. 120 mm? Sauerstoff bei 25° auf 3 mg
Dihydroferulasiaure bei pg 5.5 in 4 mm? Pufferlésung tibertragt.
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(im ganzen 4—5 l) ausgeschiittelt, bis die wiBr. Phase nicht mehr mit Diazobenzolsulfon-
siure reagiert. Die Methylenchlorid-Losung wird unter schwach vermindertem Druck
auf 2! eingeengt, mit Natriumsulfat getrocknet und weiter auf 600 ccm konzentriert.
Sie wird mit etwa 250 ccm Petrolither (Sdp. 40°, iiber Natrium getrocknet) bis zur be-
ginnenden Triibung versetzt und 12 Stdn. im Eisschrank aufbewahrt. Hierbei fallt der
groBte Teil der Komponente I zusammen mit einer geringen Menge ITI und Coniferyl-
alkohol aus. Der Niederschlag wird in 250 ccm wiBr. Methanol (7 Vol.-Tle. Methanol,
3 Vol.-Tle. H,O) geltst. Beim Eindampfen unter vermindertem Druck unter Stickstoff
kristallisiert der Dehydro-diconiferylalkohol (I) in weiBen Nadeln aus. Die vom
Methanol befreite Mutterlauge wird mit Kochsalz gesattigt und mit Methylenchlorid
erschopft, das getrocknet und mitsamt der Mutterlauge von der Petrolatherfiallung i. Vak.
verdampft wird.

Zur Herstellung des Phasensystems wird zur Mischung von 7 Vol.-Tln. Methanol und 3
Vol.-Tln. Wasser das gleiche Volumen Methylenchlorid gegeben. Der zu trennende Riick-
stand (etwa 10 g) wird in 150 ccm des Phasengemisches gelost- und in die ersten drei
Rohren der Verteilungsapparatur®) gefiillt (200 Rohren fiir je 50 ccm Phasengemisch).
Nach 270 Uberfiihrungen haben sich die Fraktionen in folgender Reihenfolge verteilt: IT.
1V, I, I11. Die Trennung, die noch nicht vollstindig ist, wird mit Hilfe der Diazoreaktion
beobachtet. Die Fraktion ITT mit wenig I wird von IV, das einen Rest von IT enthilt,
getrennt und jede nach erneuter Fiillung der Apparatur durch weitere Uberfiihrungen
gereinigt. Fiir IIT geniigen 100 weitemn%berfﬁhrungen, IV benstigt 300. Die einzelnen
Fraktionen werden unter LuftabschluB i.Vak. eingedampft.

Dehydro-diconiferylalkohol (I) kristallisiert nach dem Abdampfen des Methylen-
chlorids und Methanols aus und wird abgesaugt. Ein Rest von Coniferylalkohol und,
falls vorhanden, eine geringe Menge einer rot kuppelnden Substanz (Rg = 0.7) bleiben
in der wilr. Mutterlauge. Nach Umkristallisieren aus Methylenchlorid-Petrolather wird
der Dehydro-diconiferylalkohol in reinem Zustand erhalten; Schmp. 156—157° Mit dem
frither gewonnenen Praparat betrigt die Gesamtausb. an I 8.2g (26%, d.Th., bez. auf
Coniferylalkohol).

pL-Pinoresinol (IT) kristallisiert nach dem Abdampfen des Methylenchlorids und
Methanols gleichfalls vollstindig aus. Rhombische Kristalle aus Ligroin; Schmp. 1589;
Ausb. 4.3 g (13%, d.Th., bez. auf Coniferylalkohol).

CiaHpOg (358.4) Ber. C67.02 H 6.19 OCH,17.32 Gef. C 67.19 H 6.32 OCH,17.53

Das Diacetat und der Bis-dinitrophenylather stimmen mit den friiheren Priaparaten
tiberein (Mischproben). Bei der Verseifung des Diacetats und der Spaltung des Bis-
dinitrophenylathers mit Hexamethylendiamin wurde in beiden Fallen das pL-Pinoresinol
vom Schmp. 158° zuriickgewonnen. Der frither angegebene Schmp. 111° konnte nicht
reproduziert werden,

Guajacyl-glycerin-B-coniferylather (III) bleibt nach dem Abdampfen des Me-
thylenchlorids und Methanols in Wasser gelost. Nach Sattigung mit Kochsalz wird mit
Methylenchlorid ausgeschiittelt, dieses mit Natriumsulfat getrocknet und i.Vak. unter
LuftabschluB eingedampft. Das amorphe rein weile Praparat wiegt 2.8 g (9%, d.Th.,
bez. auf Coniferylalkohol).

Der Rg-Wert in Wasser (mit Benzol gesiittigt, aufsteigend) auf Whatman No. 1 betragt
0.631%v), Am Olivil (Priparat von B. L. Vanzetti) haben wir denselhen Rg-Wert gefunden.

CooHy 0, (376.4)
Ber. C63.82 H6.43 OCH, 16.47 OH 18.08 phenol. OH 4.52 H,-Aufnahme/Mol. 1.00
Gef. C63.93 H6.65 OCH, 16.25 OH 18.13 phenol. OH 5.28 H,-Aufnahme/Mol. 1.4

Bei der Destillation mit 28-proz. Schwefelsiure spaltet die Substanz 1.35%, Form-
aldehyd ab.

Altere Praparate der Substanz III werden zur Abtrennung von Polymerisaten in der
2000fachen Menge 70-proz. Methanols gelist, das Methanol wird i. Vak. bei gewthnlicher

) _.2760.s~t-1-1-1tige Verteilungsapparatur der Firma H. Kiihn, Glastechn. Werkstatten,
Gottingen.
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Temperatur abgedampft. Im zuriickbleibenden Wasser fillt das Polymerisat aus, wah-
rend dio Substanz I1I in der Lésung bleibt, die mit Kochsalz gesattigt und mit Methylen-
chlorid ausgeschiittelt wird, das beim Verdampfen i.Vak. die Substanz rein hinterlaBt.
Cruajacyl-glycerin-8-dihydroconiferylather: Die Substanz IIT wird in Me-
thanol mit Pd-BaSO, (6-proz.) hydriert. Die Losung wird i. Vak. cingedampft und der
Riickstand im oben gegebenen Phasengemisch durch 250 Uberfiihrungen gereinigt. Die
waflr, Losung der Substanz wird mit Natriumchlorid gesattigt und mit Methylenchlorid
ausgeschiittelt. Beim Verdampfen des Methylenchlorids i.Vak. hinterbleibt die Sub-
stanz,
Cy;oH,0; (378.4) Ber. C83.48 H8.93 OCH; 16.39 OH 17.98 phenol. OH 4.49
Gef. C64.01 H6.98 OCH,; 16.25 OH 18.54 phenol. OH 5.03

Dinitrophenyldther: 2.3 g der hydrierten Substanz und 1.8g Dinitrofluer-
benzo! werden in 100 cem Aceton geldst. Unter Rithren wird cine Losung von 900 mg
Natriumhydrogencarbonat' in 50 ccm Wasser zugesetzt. Nach 4 bis 5 Stdn. ist die Re-
aktion mit Diazobenzolsulfonsiure verschwunden. Nach Zugabe von 200 ccm Wasser
wird das Aceton i.Vak. entfernt. Dabei scheidet sich ein Ol ab, das in Methylenchlorid
anfgenommen wird. Etwa vorhandenes Dinitrophenol bleibt in der waBr. Losung zuriick.
Das Methylenchlorid wird nach der Trocknung mit Natrinumsulfat i. Vak. abgedampft.
Der Riickstand wird in 50 cem des ohen beschriebenen Phasensystems aufgenommen,
filtriert und in das erste Verteilungsgefa gefiillt. Nuch 718 Uberfihrungen werden die
den Dinitrophenylither enthaltenden Rihren entleert. Beim Eindampfen i.Vak. kri-
stallisiert die Substanz in farblosen Nadeln aus. Ausb. 2.5 g (76% d.Th.). Sie wird aus
Athanol/Wasser umkristallisiert; Schmp, 160° (Mischprobe mit dem synthet. Produktiss)).

CyeH,40,, N, (544.5) Ber. C57.35 H5.18 N 5.15 OCH, 11.40
Gef. C57.41 H5.31 N 35.3¢ OCH,11.38

Der Dinitrophenylither kann auch ohne Gegenstromverteilung gewonnen werden,
wenn das Rohprodukt mit heiBem, 59, Methanol enthaltendem Wasser ausgezogen wird.
Nach Verdampfen des Methanols i.Vak. scheidet sich beim Abkiihlen ein O) aus, das
nach 12 Stdo. kristallisiert; weiBle Nadeln vom Schmp. 149-150°.

Coniferylaldehyd-2.4-dinitro-phenylhydrazon: Die Lésung von 30 mg der
Substanz IV in 6 ccm Athanol wird filtriert und mit der Lésung von 60 mg 2.4-Di-
nitro-phenylhydrazin in 6 ccm heiBem Athanol versetzt, dem einige Tropfen verd.
Salzsiure zugegeben sind. Bei 50° kristallisiert das Hydrazon in roton Nadeln aus.
Ausb. 50 mg (83%, d.Th.). Das rohe Produkt wird in méglichst wenig warmem Tetra-
hydrofuran gelést und nach Zugabe von 3 ccm Athanol zur Kristallisation in den Eis-
schrank gebracht. Rote Nadeln vom Schmp. 248—248° (Zers.); Mischprobe mit synthet.
Material®).

C¢H,,04N, (358.3) Ber. C53.64 H3.94 N15.64 Gef. C53.61 H4.19 N 15.25

Dehydrierungspolymerisat von TII: 600 mg der Substanz III werden in
200 ccm Wasser, 100 cem Citronensiure-Phosphat-Puffer pg 5 (nach Mec Doaine) gelost,
mit der Losung von 10 Einheiten Champignonredoxase versetzt und bei 20° 3 bis
4 Tage lang mit Sauerstoff beliiftet. Das ausgeflockte Produkt lost sich mit brauner
Furbe in wenig Aceton und wird daraus mit der 10fachen Menge Wasser gefillt. Nach
12 Stdn. wird zentrifugiert. Ausb. 480 mg eines rahmfarhenen Pulvers; OCH, gef. 15.53.

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



