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Vergleich der  durch  Oxydation mit  alkalischer .Jodlosung erhaltenen 
Werte mit  den Ergebnissen dos Permangrtnat-Vcrfahrens 

Normalitiit der Jodliisung: 0.06820 n, der Natriumarsenitlosung: 0.1 n 
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94. Karl Freudenberg und Herbert Schluter: Weitere Zwischen- 
produkte der Ligninbildnng 

[Aus den1 Chemischen Institut der Univemitiit und dem Forschungsinstitut fiir die Chemie 
des Holzes und der Polymcchmide Heidelberg] 

(Eingegangen am 27. Januar 1955) 

Bei der enzymatischen hhydrierung des Coniferylelkohols bilden 
sich zun&chst sekundiire Bausteine des Lignins. A&r dem friiher 
beacbriebenen Dehydro-diconiferylkohol (I) und dem D L - ~ O -  
resinol (11) wurde jetzt dir Guajacylglycerin-P-co~ery~ther (a-[4- 
Oxy-3-methoxy-phenyl]-glymrin-~-[2- methoxy -4 - (y-oxy - propny1)- 
phenyll-itther) (In)*) und der Coniferylaldehyd (N) gefunden. Aus 
dem Gemiach dieser Substanzen mit weiterem coniferylallrohol bildet 
sich h i  fortgesetzter Dehydrierung Lignin. Andere dimere Zwi- 
schenprodukte scheinen nicht aufzutreten. Die Reaktionen des Li- 
gins, insbesondere die Bisulfitreaktion, lassen sich mit Hilfe diesnr 
sekundiiren Bamteine erkkren. 

Die Redoxase des Speisechainpigiions verwandelt den Coniferylalkohol in 
sehr verdiinnter wll3riger Lijsung iiber verschiedene Zwischenprodukte hin- 
weg in ein wasserstoffarmeres unlosliches Lignin, das dem der Coniferen sehr 
iihnlich ist . Zuerst wurde der kristallisierte Dehydro-diconiferylalkohol (I) 
anfgefunden und in seiner Konstitution aufgeklilrtl). Ihm folgte das ebenfalls 
kristallisierte DL-Pinoresinol (11) a), dessen Konstitution durch Abbau und 

*) \Vie aus dem oben in Klamniern beigefugtan systematischen Namen eraichtlich iat, 
gebrauchen wir der Einfachheit helber in dieeer und in der nachstehenden Arbeit den 
Namen ,,Guajecyl" immer filr den 4-Oxy-3-methoxy-phenyl-Reat, den Namen ,,Coniferyl'' 
fiir den 2-Methoxy-4-[y-oxp-propenyl]-phenyl-R.eet. 

1) K. Freudenberg u. H. H. Hubner,  Chem. Ber. €6,1181 [1952]. 
a) K. Freudenberg u. D. Raseneck, Chem. Ber. 86,765 [1953). Der Schniele- 

punkt des DL-Pinoresinols ist hoher als d s n d s  angegeben, nkmlich 1 5 8 O .  
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Synthese erniittdt wurde a). Beide geben niit sehr verdiinnter, in Natrimn- 
carbonat geloster Diazobenzolsulfonskiure auf Filtrierpapier eine hellrote Far]>- 
reaktion. Ein drittea bis dahin unbekanntes Zwischenprodukt der Ligninbil- 
dung wurde im Papierchromatogramm durch eine andere Laufzeit und eirie 
gelbe Farbreaktion erkannt. Ein vierter in sehr geringer Menge vorhmdener 
Reatandt.ei1 dea Gemisches zeichnet sich durch lebhafte Fluorescenz im ult.ra- 
violetten Licht aus. Dieve Bausteine 111 und IV konnen durch wiederholte 
Gegt.nst.romverteilung isoliert werden. Die Substanz IV kristallisiert und ist 
Conifirylaldehyd. Es ist noch nicht erwiesen, ob der Coniferylaldehyd durch 
die Wirkung des Ferments entsteht oder ob er durch den die Flussigkeit durch- 
stromenden Sauemtoff gebildet uird, wobei moglicherweise Spuren von I '3 P ,h wer- 
iiietall mit.wirken. 

Die Substanz 111 konnte nicht kristallisiert erhalten werden. Sie ist eiue 
farbloxe bliitterige Masse, die sich im Papierchromatogramm und ir? der Ver- 
teiluiig als einheitlich erweist. Wie alle sekundiiren Bausteine des Lip ins  ist 
sie optisch inaktiv. Die Titration der Oxygruppen4) ergibt 4 Hydroxyle. Eines 
davori ist phenolisch5) und reagiert mit Dinitrofluorbenzol. Der R,-Wt?rt 
entspricht dem gleichfalls mit 4 Oxygruppen versehenen, mit 111 isomeren 
Olivils) (V). Die Elementaranalyse ergibt 2 Coniferylalkohol minus 2 Wasser- 
stoff plus 1 Wamer. Eine Doppelbindung ist vorhanden. Mit Diazobenzol- 
sulfonsiiure entsteht, wie erwghnt, eine gelbe F&rbunga). 

Die gleiche Farbe h b e n  wir bei alleii voii unu gcpriiften Guajacylcarbinolen gefunden. 
Sind Guajarylcarhinole veriithert wie in Dehydm-diwniferylalkohol (I), Pinomino1 (11) 
niter Olivil (V), so tritt eine rote Fabung sup). Conifeqdalkohol fiirbt sich karrninviolett. 
Wcnn dem Guajacylkern cine Methyivenweigung benachbart ist (z. B. 2-Gimja?yl-pro- 
pim), so int. die Frirbung rot. 

~ 

- . 
3, K. Preudenberg 11. H. Dietrich, Chem. Bcr. 56,1157 [1953]. 
4, DES urspriinglichc Verfahren von A. Verleg u. Fr. Boleing (Ber. dtsoh. chem. 

Gcs. 34,3354 [1901]) mu13 abgciindert werden. Wir konnen die Beobachtung von R. De- 
l aby  11. 8. Psbetay (Bull. SOC. chim. France [5] 2,1716 [1935]) besfitigen, daB ein 
tfbewchub an pyridin die Reaktion hemmt. Am besten ist ein Gemiseh von Bquimole- 
kohren Mengen Acetanhydrid und Pyridin (bearb. von M. Gat te rdam u. H. Boesen- 
berg). Die zu priifende Substanz w i d  mit der 5- bis (ifachen Cmwichtsmenge des Acety- 
lieriingsgcniischm tibergown, eingesehmolzen und 24 SMn. bei 6O0 aufbewahrt. Bei 
Gegenwart ron krtiiirem Hydroxyl mu13 die Reaktionsdauer verdoppelt oder verdreifacht 
werden. DieMischung wird mit dcm mohrfachenVolnmenAceton und sovielWasuar versetzt, 
wie das Gewicht an Acetylierungsmitkl betriigt. Bei Einweagen von 0.2 g Substanz mit 
etwa lOo&viroxylgehalt wird mit nI5 NaOH potentiometrisch d e r  gegen Phenolphthalein 
titriert. Falls die Substaiiz ausfiillt oder verklumpt, wird mehr Aceton zugegeben. Bei 
leieht verseifbaren Acetylverbindungen empfiehlt es sich, bei Oo und moglichst rasch zu 
tit.rieren. In dem Parallelvemuch ohne Substanz wird cbenso verfahren. Bei prilparativen 
Acetylierungen ist dasmlbe Mischungsverhiiltnis von Acetanhydrid und Pyridin anzuwen- 
den. Auch die oben angegebene Temperatur und Reaktionsdauer mu0 eingehalten werden. 
Die Hpdro.xylgruppenbestimmung wurde von Hm. H. Simon als Xikmverfahren (Glas- 
elektrode, NaOH) rtusgearbeitet, woriiber diem an enderer Stelle berichten wird. 

5, Potentiomotrische Mikrotitration der phenolisohen Oxygruppen - ausgef iihrt von 
W. Koening - nach H. Brockmann u. E. Meyer, Chem. Ber. 86,1614 [1963]. 

6 ,  B. L. Vanzetti ,  Atti Reale A c d .  mz. Lincei, Rand. [6]19,421 [19%]; B. L. 
Vanzetti  u. P. Dreyfuss, Gazz. chim. ital. 64,381 [1934]. 

') K. Freudenberg,inZechmeistei.sFortachr.d.Chemieorg. Naturstoffe XI,43 [1964]. 



Die Guajacylcarbinolgruppe wird auch bewiesen durch die Reaktion von 
E. Ziegler und K. Gartlers), die von J. Gierer und Mitarbb.9) auf das 
Lignin angewendet d e .  Mit Chinonmonochlorimid geben solche Gruppieron- 
gen, nicht aber die zugehorigen Benzylather, einen blauen Indophenolfarbstoff. 
Die Substanz I11 zeigt diese Reaktion stark. Demnach ist schon durch die 
Farbproben sehr wahrscheinlich gemacht, daD ein Guajacylcarhinol vorliegt. 

Die Substanz I11 spaltet beim Kochen mit 28-proz. Schwefelsiiure geringe 
Mengen Formaldehyd ab, wie es beim Phenylglycerinlo) und Guajacylglyce- 
rin 11) schon bekannt ist. Der Formaldehyd entstammt dem primilren Carbinol. 
Auch der Dehydro-diconiferylakohol (I) liefert Formaldehyd. Es konnte aber 
friiher angedeutet werden12), daI3 die Komponente I nicht der einzige Lieferant 
dex Fornialdehyds aus dem Lignin sein kann. Diese Vermutung hat sich so- 
mit bewahrheitet. 

Nach diesen Feststellungen besteht kein Zweifel, daR I I I  eiii I-Guajacyl- 
glycerin ist, das am mittelstlindigen oder endstandigen Hydroxyl mit der 
Phenolgruppe de8 Coniferylalkohols verlithert ist. Ultraviolett- und Infrarot- 
Spektren passen zu diesem Konstitutionsbild. Das IR-Spektrum weist auf 
tran.v-Konfiguration hin. Zugunsten der mittelstandigen @)-Bindung ent- 
schied die Synthese13). 

Beim Kochen mit &,hanol-Salzsaure liefert die biochemisch und synthetisch 
gewonnene Substanz 111 ebenso wie drty natiirliche und kiinstliche Lignin die 
Hibbertscheu monomeren Athanolyscprod~kte~~), wozu Coniferylalkohol, De- 
hydro-diconiferylalkohol (I) und Pinoresinol ([I) nicht imstande sind15). wie 
der Versuch bestiitigt hat. 

Die Substitnz 111 nimmt genau zwei Atome Wasserstoff auf. Das hydrierte 
Produkt erweist sich in der Gegenstromverteilung und dcr Papierchrornato- 
grayhie als einheitlich. Infrarot- und Ultraviolett-Spektrum entsprechen der 
Erwartung. Die Bestimmungen des Gesamthydroxyls und der Phenolgruppes) 
ergaben denselben Wert wie beim nicht hydrierten Produkt 111, von dem sich 
die hydrierte Substanz durch groI3e Stabilitllt unterscheidet. Obwohl auch 
diese Substanz nicht kristallin gewonnen werden konnte, lieferte sie brauchbare 
Analysenwerte. Wie die unhydrierte Substanz ist die hydrierte optisch inaktiv. 

s, Mh. Chem. 80.759 [1949]. 
@) J. Gierer, 9ctachem. scand. 8, 1319 [19W]; J. Gierer, H. 0. Lindgren u. H. 

lo) K. Froudcnberg u. E. Plankenhorn, Chem. Ber. $0, 149 [1947]. 
u) E. Adler u. R. J. Rjorkqvist, .4cto, chem. scand. 7,561 [1963]; E. Adler u. 

8. Yllner, Acta chem. scand. 7,570 119531; Svensk Papperstidn. 67,78 [19.54]; K. 
Freudenberg u. a. Achtzehn, Chem. Ber. 88,lO [1955]. 

hlikawa, Svensk Pappentidn. 67,633 119541. 

12) K. Freudenberg u. F. Bittner, Chem. Ber. 86,156 “531. 
Is) a) K. Freudenberg u. W. Eisenhut, Chem. Ber. 88,626 [1955], nachtehend; 

1)) vergl. K. Freudenberg u. W. Fucha, Chem. Ber. 87,1834 [1954]; c) K. Freu- 
denberg, H. Schliiter u. W. Eisenhut, Naturwissenachaf’ten41,676 [1984]. 

1‘) A. B. Cramer, M. J. Hunter u. H. Hibbert, J. h e r .  chem. SOC. 61,609 [1@39]; 
L. Brickman, W. L. Hawkina u. H. Hibbert, ebenda 62,2149 [1940]; L. Briok- 
man, J. J .  Pyle, J. L. Mo Carthy u. H. Hibbert, ebenda 61,868 [1939]. 

15) Wir verdanken die chromatopphieche Festatellung dieser Spdtatucke Hrn. K. 
Krcltzl in Wien; vergl. K. Krstzl  u. W. Schweers, Mh. Chem. 85,1046,1166 [1954]. 
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Mit Dinitrofluorbenzol bildet das hydrierte Produkt im Gegensatz zu I11 
einen kristallisierenden Hauptanteil, der sich als der Mono-dinitrophenylather 
erweist. Ein nicht kristallisierendes Nebenprodukt ist stickstofieicher und 
dijrfte ein Gemisch von Bis-dinitrophenylathern sein, in dem auRer der pheiio- 
lischen Oxygruppe auch die eine oder andere aliphatische umgeaetzt worden 
ist 7). Der schon kristallisierende Hauptanteil ist identisch mit einem syntheti- 
schen I?raparatls8) (Mischprobe), das die Konstitution 111 unseres neuen se- 
kundaren Ligninbausteins endgiiltig beweist . 
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Die Substanz I11 erleidet mit der Zeit Veranderungen. Unmittelbar nach 
der Gegenstromvertailung isoliert, zeigt sie keine Reaktion mit Phloroglucin- 
Salzsiiure. Im Vak.-Exsiccator bei 200 oder unter gewohnlichem Druck bei 
30 mehrere Tage aufbewahrt, veriindert sie sich und gibt jetzt die Phloroglu- 
cinrertktion. Ein groBer Teil wird in Wasser unliislich. Auch unter Stickstoff 
bildet sich die unlosliche Substanz. Ihre Kupplungsfarbe mit Diazobenzol- 
sulfonsaure ist nach wie vor gelb. Auch der potentiometrisch ermittelte Phe- 
nolgruppengehalt bleibt unveriindert. Offenbar tritt eine Polymerisation an 
der Doppelbindung ein und, wenn Sauerstoff zugegen ist., eine teilweise Ox)-- 
dation primiirer Carbinole zum Aldehyd. 

Wie die Substanzen I und I1 liefert auch der sekundare Baustein 111, fur 
sich alein der Wirkung der Pilzdehydrase ausgeaetzt, ein Dehydrierungspoly- 
merisat (DHP), das ein rahmfarbenes unlosliches Pulver ist und eine gelhe 
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Kupplungsfarbe mit Diazobenzolsulfon&ure liefert. Die Kupplungsfarbe der 
DHP aus Substanz I und I1 ist rot, die des DHP aus Coniferylalkohol rotgelb, 
des loslichen Lignins (Brauns-Lignin) gelb. Obwohl sich die Absorption im 
Ultraviolett dea DHP aus Substanz I11 stark von der des loslichen Lignins 
unterscheidet, halten wir es doch fiir gesichert, daD der sekundiire Bau- 
stein I11 eine wesentliche Roue bei der Bildung des Lignins spielt. Der Unter- 
schied in der Absorption beruht zum Teil auf der Gegenwart von mehr unge- 
siittigten Gruppen als im liislichen Lignin, ferner auf der (legenwart einer 
Komponente des liislichen Lignins, die unten besprochen wird. Das DHP aus 
Substanz I11 spaltet wie das lijsliche Lignin mit Chinonmonochlorimid den er- 
wiihnten Indophenolfmbstoff ab, wi ihnd  die Substanzen I, 11 und IV diese 
Reaktion nicht geben. Die Intensitiit der Reaktion ist jedoch beim DHP aus 
Substam 111 nur noch ein Fiinftel der von Subshnz 111. Daa bedeutet, daB 
nur noch in jeder zehnten Phenylpropaneinheit des DHP aus Substanz I11 eine 
Guajacylcarbinol-Komponente vorhanden ist. Im liislichen Lignin findet sich 
nach J. Gierer und Mitarbb. auf jede 7. bis 8. C,-Einheit eine Guajacylcar- 
binolgruppe. Mit 20-proz. S&&ure bildet die Substanz I11 sofort, mit nllo HCl 
in der W h e  nach 5 Min. ein unlosliches Polymerieat oder Kondensat. 

Mit der Aufhdung der Komponente I11 k B t  sich der Befund von N. N. 
Schorygina, T. Ja. Kefeli und A. F. Ssemetschkinals) erkliiren, dal3 aus 
Lignin durch Natrium in fliissigem Ammoniak ein monomeres Spaltprodukt 
(vermutlich l-Guajacyl-propan01-(2)) in einer Ausbeute von etwa 10 yo ge- 
women wird. 

Der Coniferylaldehyd (IV) wird bei der Gegenstromverfeilung in geringen 
Mengen ah Rohprodukt gewonnen, das zweckm8Big aus alkoholischer Liiaung 
mit Kaliumacetat gefhlltl’) und aus Wasser umkristallisiert wird. Er wurde 
als Dinitrophenylhydrazon identihiert (Mischprobe). Die Kupplungsfarbe des 
Coniferylaldehyds mit Diazobenzolsd€omiiure ist zitronengelb. 

uber die Menge der aus Coniferylalkohol gebildeten sekundiiren Bausgine 
des Lignins (I-N) besteht noch keine Klarheit. Wenn 30 g Coniferylalkohol 
in 10 I Pufferlosung von pE 6 bei 200 mit Fermentlikung versetzt und beliiftet 
werden, bis der Coniferylalkohol auf wenige Prozente verschwunden ist, sind 
bis zu 46 % des eingesetzten Coniferylalkohols als unlosliches DHP mgefallen. 
In der Liisung befhden sich etwa 26% Substanz I, 13% Subshnz 11, 9% 
111, 0,2 % IV und 3 yQ Coniferylalkohol. Einige Prozente gehen bei der Auf- 
arbeitung verloren. Die geringe Menge an Substanz 111 in der Liisung ist ohne 
Zweifel darauf zuriickzufiin, daB sie Mlscher als die anderen Komponenten 
in unlosliches Material verwandelt wird, sei es durch weitere Dehydrierung 
oder durch Polymerisation, die durch den Sauerstoff oder die in der Liiaung 
anwesenden Radikale eingeleitet werden kann. Die S u b h  I reichert sich 
in diesem Stadium in der Lijsung an, weil sie langsamer weiterreagiert. h- 
liches ist von Substanz I1 zu sagen. Wir vermuten, da0 der Niederschlag 

u) J. alIg. Chem. (rues.) 19 (81), 1558 [1949]; C. 19601,728; C. R. Ir>oWyJ A d .  
Sci. U R S S  64,089 “491; C. 1950 I, 1368. 

17) Vergl. A. G. Perkin, J. chem. Soc. mndon] 75,433 [l899]. 
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(45 %) zu einem groBen Teil aus kondensierter Substanz 1x1 besteht. Unge- 
wiB ist auch, in welchem Umfang der Coniferylaldehyd (IV) oder Oxydations- 
produkte der Substanzen I und 111 zu den Zimtaldehydgruppen dea Lignins 
beitragen. 

Das losliche Lignin (Brauns-Lignin) hat neuerdings Unterschiede von dem 
Hauptantail des Fichtenlignins und dem DHP aus Coniferylalkohol erkennen 
laasen. Wir haben gezeigtls), daB sich die Acetate des loslichen Lignins, des 
Dio~anligninsl~) und des DHP aus Coniferylalkohol gegeniiber Acetanhydrid, 
das eine Spur von Perchlorsiiure enthiilt, verschieden verhalten. Lasliches Li- 
gnin verbraucht keine zusiitzliche Essigsaure, Dioxanlignin auf jede funfte Ein- 
heit eine und DHP auf 2 bia 3 Einheiten eine. Der Verbmuch an Essigsiiure 
riihrt von der Aufspaltung von Cumaranringen wie in Substanz I und Phenyl- 
hydrofuranringen mie in Substanz I1 her, die offenbar in DHP reichlich, in 
Dioxanlignin weniger reichlich und im loslichen Lignin nioht oder nur in ge- 
ringem Umfang vorhanden sind. Inzwischen hat J. Gierero) gleichfalls einen 
Unterschied zwischen loslichem Lignin und Lignin im Holze durch die Reak- 
tion mit Chinonchlorimid festgestellt. Lasliches Lignin enthdt danach auf 
7-8 Einheiten ein freies Guajacylcarbinol, Lignin im Holze nur auf 35-40 
Einheiten. Dazu kommt, wie neuerdings gefunden wurdeso), daB im loslichen 
Lignin wechselnde, aber zum Ted erhebliche Mengen einer kristallisierbaren 
Komponente enthalten sind, die in Nachbarschaft zu einem Guajacylkern 
eine Oxygrappe triigt und ein Oxy-matairesinol sein diirfte. Es ist nicht sicher, 
da8 Pie ein Baustein des Lignins ist. 

Die Substanzcn I bis I V  enthalten alle Gruppicrungen, die zur Erklarung 
der Bisulfitreaktion und der ubrigen mannigfaltigen Reaktionen des Lignins 
erforderlich sind. 1: bis 111 konnen aus den mesomeren bzw. tautomeren 
Radikalen VI bis IX erkliirt werden: I aus der Addition von VII  und IX, I1 
aus der Addition von 2 Einheiten VII, I11 aus der Addition von V I  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. Daa Bauprinzip I11 hat fur die weiteren 
Vorstellungen von der Entstehung des Lignins den besonderen Vorteil, daB 
nach d i e m  Prinzip der dehydrierte Coniferylalkohol der Grenzform VII  niit 
jedeni Phenolhydroxyl, das sein Wmserstoffatom 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 

‘6) K. Freudenberg, M. Reichert u. 1). Knof, Naturwhnschaften 41.231 [1954]; 
K. Freudenberg  u. H. Leuck ,  unvefiffentlicht. 

I@) Auch Dioxan-SalzsBure-Lignin gemnnt; vergl. K. Freudenberg, 1. c.?) und K. 
Freudenberg, Lignin, in: Moderne Methoden der Manzenanalyse [TI, Springer-Vcrlag, 
in1 Druck. 

2 0 )  K. Freudenberg u. I,. Knof, unveriiffentlicht. Mstairesinol: R .D.Haworth ,  
J. chem. Soo. [London] 1943,448. 

- .  
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Gewebe behdliche Glucosidwe dauernd nachgeliefert. Es steht also immer 
wieder frischer Coniferylalkohol zur Verfiigting. Bei der B e f o l p g  dieses 
Prinzips in vitro haben wir tatsiichlich Dehydrierungspolymerisate erhalten, 
die sich von den bisherigen in einigen Punkten unterscheiden"). Die Azofarbe 
ist mehr gelb als rotgelb. Die sekundiiren Bausteine sind dieselben, aber unter 
ihnen iiberwiegt die Substanz 111 (60% und mehr). 

DasA4ufbauprinzip nach Schema I11 gibt, wenn es sichfortsetzt, die Moglich- 
keit zur Bildung phenolarmer Ligninfraktionen, und wir glauben, daB sich 
unter diesem Geaichtspunkt, Abweichungen im Phenolgruppengehalt er- 
kliiren lamen, die von veruchiedenen Beobachtern festgestellt worden sind. Der 
Mehrgehalt an Wasser, der sich in der C,-Einheit des Lignins im Vergleich zum 
Coniferylalkohol vorfindet, kann auf Komponenta I11 oder ahnlichen Kombi- 
nationen beruhen. Der dehydrierte Sinapinalkohol ist nicht zu Kombinationen 
fahig, die dem Radikal IX entsprechen. Sein ffbergang in Syringaresinol ist 
aus der Addition von Radikalen des Typus VII zu erklaren. Die Umsetzung des 
dehydrierten Sinapinalkohols nach dem Schema VI + VII -I- Wasser, ale0 
entsprechend der Substanz 111, diirfte eine der Reaktionen beim Einbau des 
Sinapinalkohols sein. DaB Laubholzlignin, eine Kombination von Coniferyl- 
alkohol und Sinapinalkohol, bei der Oxydation stets einen Mindergehalt an 
Vanillin gegeniiber Syringaaldehyd ergibt, hangt mit der (legenwart der 
Komponente I zusammen, die nur beim Coniferylalkohol moglich ist. Wenn 
Laubholzlignine sehr vie1 mehr Sinapinkomponente ale Coniferinkomponente 
enthielten, muBte dies an einem hoheren Methoxylgehalt ah 22 % zu erkennen 
sein. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir zu Dank verpfichtet fur die 
I3emi~~tellung von Mitteln. 

Herrn W. O t t i n g  danken wir fiir die Aufnahmon der Infrarot-Spektren, Hem W. 
Eisenhut  fiir die der UV-Spektren. Besonderen Dank schulden wir Fdiulein S. Schwab 
fiir die Herstellung von Priiparaten. 

Besohwibung der Versnohe 

Isolierung der sekundiiren Bausteine 
Die Lijeung von 32g Coniferylalkohol in moglichst wenig Aceton wird zu einer 

Mischung von 82 Wasser und 41 Citronens&ure-Phosphat-Puffer (& 6, nach M o I1 o a i n e8") 
gegeben. Das Aceton wird i.Vak. ebdestilliert und eine w8h. Lthung von lo00 Einhei- 
ten") Chempignonredoxase zugegeben. Durch die sich bald trubende Ltisung wird 
h i  200 ein schwacher Sauentoffitrom geleitet. Die Abnahme des Gniferylalkohols wird 
cladurch verfolgt, d a D  einige Tropfen der Liisung a d  Filtrierpapier mit eehr verdiinntar, 
frisch hergestellter, mit Natriumcarbomt neutralisierter DiazobenzoLadfon&ure-'L6sung 
hspriiht werden. Nach 5-6 Stdn. ist die violette Fabung des coniferylalkohola h u m  
mehr wahrnehmbar. Das Dehydriecungspolymeriaat wird abmntzifugiert (Ausb. bis zu 
&yo), die Liisung mit Natriumchlorid geetittigt und wiederholt mit Methylenchlorid 

*l) K. Freudenberg u. M. Reichert ,  unveriiffentlicht. 
32) Vecgl. D'Ans-Lax, Taachenbuoh f. Chemiker u. Phpiker, Springer-Verlag, Berlin 

1M3, S. 1692. 
*n) K. Freudenberg, M. Reichert  u. a. Reuther,  unvertjffentlicht. Eine Em- 

heit ist die Menge Fermentprtiprat, die in 40 Min. 120 mms Saueretoff bei 26O auf 3 mg 
Dihydroferulasaure bei p,  5.5 in 4 mms pufferliisung Ubertr@t. 
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(in1 ganzen 4-5 1 )  ausgeschuttelt, bis die w&Dr. Phase nicht mehr mit Diambenzoleulfon- 
sriure reagiert. Die Methylenchlorid-Usung wird unter schwach vermindertem Druck 
euf 2 1 eingeengt, mit Natriumsulfat getrocknet und weiter auf 600 ccm konzentriert. 
Sie w i d  mit etwa 250 ccm Petrokther (Sdp. 40°, uber Natrium gotmknet) bis zur he- 
ginnenden Triibung versetzt und 12 Stdn. im Eisschwnk aufbewahrt. Hierbei fiillt der 
@ate Teil der Komponente I zusammen mit einer geringen Menge 111 und Coniferyl- 
alkohol aus. Der Niederschlag wird in 250 ccm wrib. Methanol (7 VoLTle. Methanol, 
3 Vo1.-Tle. H,O) gelost. Beim Eindampfen unter vermindertem Druck unter Stickstoff 
kristallieiert der Dehydro-diconiferylalkohol (I) in weiRen Nadeln aus. Die vom 
Methanol befreite Mutterlauge wird mit Kochsalz gedttigt und mit Methylenchlorid 
erschopft, das getrocknet und mitsamt der Mutterlauge von der Petroliitherfallung i.Vak. 
verdampft wird. 

Zur Herstallung des Phasensystems wird zur Mischung von 7 Vol.-Tln. Methanol und 3 
Vo1.-Tln. Wasser das glciche Volumen Methylenchlorid gegeben. Der zu trennende Ruck- 
stand (etwa 10 g) wird in 150 ccm des Phesengemisches gelost - und in die ersten drei 
Rohwn der Verteilungsapparatur") gefiillt (200 Rlihren fur je 50 ccm Phasengemisah). 
Nach 270 fbrfuhrungen hahen sich die Fraktionen in folgender Reihenfolge rerteilt: IJ. 
IV, I, Ill. Die Trennung, die noch nicht volletiindig ist, wird mit Hilfe der Diamreaktion 
beobachtet. Die Fraktion Il l  mit wenig I w i d  von IV, das einen Rest von I1 enthiilt, 
getrennt und jede nach erneuter Fiilln der Appawtur durch weitere t f b c r f h g e n  
gereinigt. Fiir 111 genugen 100 weitere%berfiihrungen, IV ben6tigt 300. Die einzelnen 
Fraktionen werden unter LuftabschlnB i.Vak. eingedampft. 

Dehgdro-diconiferylalkohol (I) kristalliaiertnachdem Abdampfendee Methylen- 
chlorids und Methanols aua und wird abgesaugt. Em Reat von Coniferylalkohol und, 
falls vorhanden, eine geringe Menge einer rot kuppehden Suhatanz (RF = 0.7) bleiben 
in der wiil3r. Mutterlauge. Nach Umkristallisieren aus Methylenchlorid-Petrobther wird 
der Dehydro-diconiferylalkohol in reinem Zustand erhalten; Schmp. 156-157O. Mit dem 
friiher gewonnenen Prirparat betrirgt die Gesamtausb. an I 8.2 g (26% d.Th., bez. auf 
Coniferylalkohol ). 

m-Pinoresinol (11) kriatallisiert nach dem Abdampfen des Methylenchlorids und 
Met.hanole gleichfalls vollstiindig aus. Rhombische Kristalle aus win; Schmp. 158O: 
Ausb. 4.3 g (13% d.Th., hez. auf Coniferylalkohol). 
C,,H,,O, (358.4) Ber. (367.02 H6.19 OCH, 17.38 Gef. C67.19 H 6.32 OCH,17.,53 

h a  Diacetat und der Bis-dinitrophenylir s t i i e n  mit den friiheren Priiparaten 
uberein (Mischproben). Bei der Verseifung des Dimtats und der Spaltung des Bis- 
dinitrophenykthers rnit Hexamethylendiamin m d e  in beiden FObn das DL-Pinoresinol 
vom Schrnp. 1580 zuriickgewonnen. Der frtiher angegebene Schmp. 1110 konnte nicht 
reproduziert werden. 

Guajacyl-glycerin-/3-coniferyltither (111) bleibt naah deru Ahdampfen des Me- 
thylenchlorids und Methanols in Wasser gelijst. Nach siittigung mit Kochsalz wird niit 
Methylenchlorid ausgeschuttelt, dims mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. unter 
LuftabsohluD eingedampft. Das amorphe rein weik PrStparat wiegt 2.8 g (99: d.Th.. 
bez. auf Coniferylalkohol). 

Der R,-Wert in Waaeer (mit Benzol gesiittigt, aufsteigend) auf Whatman No. 1 beta@ 
0.6313b). Am Olivil (Prtiparat vonB. L. Vanzetti)  habenwir denselhen RF-M'ertgefundrn. 
C,o&O, (376.4) 
Rer. C 63.82 H 6.43 OCH, 16.47 OH 18.0 phenol. OH 4.62 H,-Aufnahiue/Mol. 1.00 
Gef. C 63.93 H 6.65 OCH, 16.25 OH 18.13 phenol. OH 5.28 €I,-Aufnahme/Mol. 1.04 

Bei der Deatillation mit 28-proz. Schwefelsiiure spaltet die Substanz 1.350/" Form- 
aldehyd ab. 

mtere T'r&parate der Substanz 111 werden zur Abtrennung \-on Polperisaten in der 
2000fachen Menge 70-prox. Methanols gelbst, das Methano1 wird i. Vak. bei gewtihnlirher 

200stu6ge Verteilunppparatur der Firma H. Kii hn, G1 as t e  c h n. Wer ks  t a t  t e  n , 
Ctittingen. 

. - _  
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Temperatur abgedampft. Im zuriickbleibenden Wasser flllt das Polymerimt aus, wfih- 
rend dic Substnnz 111 in der E s u n g  bleibt, die mit Kochsab geRiittigt und mit M e t h y h -  
chlorid susgesctiiittelt wird, daa h i m  Verdampfen i.Vak. die Suhstanz rein hinterlti6t. 

G u a j a c y 1 - g 1yc e r i n - !3 - di h y d roc o ni f e r y I I t h t3 r : Die Substam I1 1 wird in Me- 
thanol rnit Pd-BaSO, (5-proz.) hydr ie r t .  Die Lijsung wird i.Vak. cingedampft und der 
Riickstand im ohcn gegebenen Phasengernkch durch 250 Oberfiihrungen gereinigt. Die 
wtiRr. Liisiing dcr Substsnz wird niit Natriumchlorid gesiittigt und rnit Methylenchlorid 
auageschuttclt. Wini Vcrda.mpfen des Methylcnchlorids i. Vak. hinterbleibt die Sub- 
stanz. 

C,H,O, (378.4) Ber. C 63.48 H 6.93 OCH, 16.39 OH 11.96 phenol. OH 4.49 
(kf. C 64.01 H 6.98 OCH, 16.25 OH 18.54 phenol. OH 6.03 

D i n i t r o p h e n y l a t h e r :  2.3 g der hydrierten SubstRnz und 1.8g D i n i t r o f l u o r -  
benzo! merden in 100 crm Aceton gelost. Wnter Riihren wird cine Usung von 900 mg 
Satriumhydrogencarbonat' in 50 ccm Wssser zugesetzt. Nech 4 bis 5 Stdn. ist die Re- 
aktiori mit Diazobenzolsulfom4ure rcrschwundcn. Kach Zugabe von 200 ccm W e t  
wird das Aceton i.Vak. cntfernt. Dahei scheidet sich ein (11 ab, das in Methylenchlorid 
nrifgenommen wird. Etma vorhandenes Diitroptienol bleibt in der waRr. Laeung zuriick. 
Das Methylenchlorid wird nach der Trocknung mit Netrinmsulfst i. Yak. abgodampft. 
Der Ruckatand wird in 50ccm des oben bcschriehenen Phasenayateme sufgenommen, 
filtriert und in das erste Verteilungsgeftil) gefullt. Nwh 71s nerfuhrungen werdeu die 
den Dinitrophenylather enthaltenden Riihren entlwrt. Beim Eindampfen i. Vak. kri- 
stallallieiert die Subehnz in farblosen Nadeln RUB. Aueb. 2.5 g (76% d,Th.). Sie wird aus 
?ithanol/WeRwr umkristallisiert; Schmp. 1 M ) O  (Mhchprobe mit dem synthet. Produktna) ). 

Ber. C 57.35 H 5.18 *v 6.15 OCH, 11.10 
Gef. C57.41 H5.31 N5.34 OCH, 11.38 

CzsHzsO,,N, (544.5) 

Der Dinitrophenyliither kann auch ohne Gegenetromverteilung gewonnen warden, 
wenn das Rohprodukt rnit heihm, 6% Methanol enthaltendem Waeaer ausgezogen w i d  
Nach Verdampfen des Methanols i.Vak. scheidet Rich beim -4bkiihlen ein 01 aus, das 
nach 12 Stdn. kristallisiert; we& Nadeln vom Scbmp. 149-150O. 

Conifer  y lnl d e  h y d - 2.4 -din i t ro - p he n y I h y d r a z o  n : Dio Ibsung von 30 mg der 
S u b s t a n z  I V  in 6 ccm &hano1 wird filtriert und mit der Losung voo M) mg 2.4-Di- 
n i t r o - p h e n y l h y d r e z i n  in 6 ccm heiRem Athano1 versetzt, dem einige Tropfen verd. 
Ralzsirure zugegeben sind. Bei 5 0 0  kristallisiert daa H y d r a z o n  in roton Nadeln aus. 
.4usb. 50 mg (83% d.Th.). Das rohe Produkt wird in miiglichst wenig warmern Tetra- 
hydrofuran geliiat und nach Zugabe von 3ccm khan01 zur KristaUiaation in den Eis- 
schrank gebracht. Rote Nadeln vom Schmp. 246-248O (Zers.); Miachprobe mit synthet. 
~ster i~125) .  

C,,H,,O,N, (358.3) Rer. C 63.64 H 3.94 N 15.64 Gef. C 53.61 H4.19 N 15.36 
Dehydrierungspolymerisat von TLK: 800mg der S n b s t a n z  III werden in 

200 ccm Waascr, 100 cem Citronensiiure-Phoephat-Puffer p, 5 (nach Mc Doaine) gelost, 
mit der Liisung von 10Enheiten Champignonredoxaae  versetzt und bei 20° 3 bis 
4 Tage laog mit Sauerstoff beliiftet. Daa ausgeflockte Produkt lost sich mit brauner 
Farbe in wmig Aceton und wird daraus mit der lOfachen Menge IVasser gefiillt. Nach 
12 Stdn. wird zentrifugiert. Ausb. 480 mg einee rahmfarhenen Pulvers; OCH, gef. 15.53. 

=) K. F r e u d e n b e r g  U. R. D i l l e n b n r g ,  Chem. Ber. 84,67[1951]. 


