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307. Karl Freudenberg und Franqois Niedereorn: hiwendung 
radioaktiver Isotope hei der Erforschung des Lignins, VI*l. 

Herkuntt der Isohemipinstinre 
[Aus dem Chemischen Institut der Universitiit und dom Forschungsinstitut fiir die Cheniie 

des Hokes und der Polysaccharide Heidelberg] 
(Eingegangen am 14. Juni 1956) 

Dehydrierungspolymerisat (DHP) aus Coniferylalkohol, der am 
mittelstiindigen Kohlenstoff der Seitenkette radioaktiv markiert ist, 
ergibt nach der Behandlung mit Alkali, Methylierung und Oxydation 
Isohemipinsiiure (VIII)  von der emarkton Radioaktivitiit. Eben- 
solche Isohemipinsiiure, allerdings in geringerer Menge, wird erhal- 
ten, wenn unmittelbar mit Diazomethan methyliert wird. DHP, das 
mit Salzsilure behandelt war, ergibt inaktive Metahemipinsiiure (IX). 
Die Isohemipinsiiure entstammt zum einen Ted der ah Dehydro-di- 
coniferylalkohol (I) erkannten Ligninkomponente, zum anderen Teil 
einer sehr ahnlichen Anordnung mit freiom, nicht ringgebundenem 
Phenolhgdroxyl. Von einer Diphenylverbindung nach Art des De- 
hydro-dieugenols (XII) kann die Iiwhemipinsiiure nicht herstammen. 

Kunstliches Lignin (DHP) laBt  sich auf zwei Wegen herstellen. Nach dem iil- 
teren bisher geiibten Verfahren, das wir Zulaufver fahren  nennen wollen, la B t  
man die verdunnte wiiBrige Losung des Coniferylalkohols rasch zu der Enzyin- 
losung zulaufen. Das Enzym behde t  sich also von vornherein dem gesamtcn 
Vorrat an Coniferylalkohol gegeniiber und verwandelt ihn langsam in die 
friiher geschilderten, hauptsachlich dimeren Umwandlungsprodukte, die se- 
kundaren Bausteine, die durch weitere nach Dehydrierung erfolgende Konden- 
sation in DHP ubergehen. Nach dem neuen Verfahren, das wir Zu t rop f -  
ver fahren  nennen, wird die verdunnte waBrige Losung des Coniferylalkohols 
in dem MaDe zu der vorgegebenen Fermentlosung zugetropft, wie der Coniferyl- 
alkohol verbraucht wird. Wir glauben, daB dieses Verfahren dem natiirlichen 
Vorgang naher kommt. Der Coniferylalkohol befhdet sich jeweils in iiuflerster 
Verdiinnung dem gesamten Fermentvorrat gegeniiber. Die hierbei gebildeten 
sekundaren Bausteine sind die gleichen, aber sie entstehen in einem anderen 
Mengenverhiiltnis. In  beiden Fallen bilden die bisher erfaBten sekundarcn 
Bausteine : Dehydro-diconiferylalkohol (I), DL-F’inoresinol(I1) und Guaja- 
cylglycerin-coniferylather (111) l) schatzungsweise 80 % der Umwandlungs- 
produkte. Beim Zutropfverfahren iibcrwiegt der Guajacylglycerin-coniferyl- 
ather bei weitem. Neuerdings wurde der Rest von schiitzungsweise 20% dcr 
Umwandlungsprodukte genauer untersucht 2). Er enthalt auBer dem schon 
friiher in kleinster Menge festgestellten Conifirylaldehyd (IV) eine groSere 
Zahl weiterer Produkte, die zumeist dimer sein diirften. vber  sie SOU spatiter 
berichtet werden. Die Angaben iiber die Mcngenverhaltnisse beziehen sich 
auf die niedrigmolekularen Anteile. Dltneben entsteht nach beiden Verfahren 

*) V. Rlitteil.: K. F r e u d e n b e r g  u. M. Reicher t ,  Chem. Ber. 87, 1834 [19W]. 
I )  Zuaammenstellung: K. Freudenberg ,  Angew. Chem. 68, 84 [1956]. 
*) Nach unveroffentlichten Versiichen von B. Lehmann u. E r i c h  Fischer .  



Nr. 9/1956] Isotope bei der Erforschung des Lignins ( V I . )  2169 

ein hohermolekularer Anteil, der dem natiirlichen Lignin niiher kommt und 
beim Zutropfverfahren in groDerer Menge anfiillt als beim Zulaufverfahren. 

Wie schon friiher erwlihnt, sind wir denselben dimeren Bestandteilen, 
und zwar den Substanzen I-IV, sowie einem Teil der weiteren im Cambialsaft 
begegnet, wenn er mit den in der Verholzung begriffenen liuBersten Schichten 
des Fichtenholzes in Beriihrung war. Im loslichcn Lignin (Brauns-Lignin) sind 
vorwiegend andere Bestandteile vorhanden, danmter wenig Matairesinol (V), 
Conidendrin (VI) und vor d e m  eine weitere Komponente, die wir ebensowcnig 
wie V und VI in den Dehydrierungspolymerisaten angetroffen haben und einst- 
weilen als Hydroxymatairainol (VII) bezeichnenlv 3). Dieses besteht aus min- 
destens zwei Komponenten, von denen eine optisch aktive durch Sliure in 
Conidendrin (VI) verwandelt werden kann und ah dessenvorstufe anzusehen ist. 
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3) Unveroffentlichte Versuche von L. Knof.  
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Fur die vorliegende Untersuchung ist wichtig, daB aul3er den gekennzeich- 
neten Komponcnten I bis IV in geringerer Menge noch weitere Umwandlungs- 
produkte des Coniferylalkohols vorkommen und fiir die Ligninbildung in Be- 
tracht gezogen werden miissen. Weitere Bindungstypen entstehen durch die 
fortgesetzte Dehydrierungskondensation der zahlreichen festgestellten se- 
kundiiren Bausteine untereinander. Somit ist fur die Gegenwart bisher un- 
bekannter Verkniipfungstypen im Lignin reichlicher Raum gegeben. 
Fiir das Vorkommen solcher nach den sekundiiren Bausteinen I bis IV nicht 

erklarbarer Kombinationen liegen drei verschiedene Anzeichen vor : 
1. H. R i ~ h t z e n h a i n ~ )  hat gefunden, daB Isohemipinsiiure (VIII) auch 

dann entsteht, wenn Fichtenlignin ohne Vorbehandlung mit Alkali mit Di- 
azomethan methyliert und oxydiert wird. Die Menge ist gering (1- 1.5 yo) ; 
wir hatten seinerzeit Isohemipinsiiure in etwas grol3erer Menge (3-4 %) ge- 
funden, als wir Holz, Lignin oder synthetisches Lignin mit starkem Alkali 
behandelten, methylierten und oxydierten. Die Isohemipinsiiure entstammt 
daher zwei Quellen. Die eine ist der sekundiire Baustein I, dessen Ring mit 
Alkali aufgesprengt wird, wonach durch Methylierung und Oxydation Iso- 
hemipinsaure entsteht. Die zweite Quelle mu13 jedoch eine Gruppierung X 
sein, in der die Methylierung mit Diazomethan genugt, um durch nachfolgendc 
Oxydation Isohemipinsaure entstehen zu lassen. 

2. Eine weitere Kombination, die in den Verbindungen I bis IV nicht vor- 
handen ist, hat J. C. Pew5) nachgewiesen. Sie besteht in einem Diphenyl- 
derivat der Anordnung XI. Pew hat gefunden, daB bei dem Abbau des Li- 
gnins mit Nitrobenzol und Alkali Dehydrodivanillin in geringen Mengen ent- 
steht. Er schlieBt aus Modellversuchen, daB die Diphenylbindung im Lignin 
priiformiert ist. Schon H. Cousin und H. HBrissey6) haben 1908 festgestellt, 
daB Eugenol bei der enzymatischen Dehydrierung in reichlichen Mengen 
Dehydro-dieugcnol (XII) bildet neben amorphen Produkten. Nach H. 

C0,H ?O,H E I fH2 fH2 I 
FH CH ?Ha CH2 

FG C.Hz yH* yH2 5: 7) (ilf) $0, F-kf OC& 
H,COT/ \, OCH, H,CO", \/ OCH, ? OH 8, OCH, 
X I :  Dehydro-dieugenol XIII: Dimethyldahydro- 

OH OH OCH, OCH, 

bis-dihydroferulaaiiure 
- 

XTV 

Richtzenhain ' )  gibt Dimethyldehydro-bis-dihydroferulasiiure (XIII) rnit 
Permanganat 6.3 yo Isohemipinsiiure und 48 yo Dehydro-diveratrumsiilure. 
- 

') Acta chem. sand. 4,206,589 [1950]. 
6 )  Bull. SOC. chim. France [4] 8,1070 [1908]. 

6) J. Amer. chem. Soc. 77,2831 [1955]. 
7 )  Chem. Ber. 82,447 [1949]. 
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Bei der Dehydrierung mit Fermenten wurde bei p-Kresol, &,hylguajacol, 
Propylguajacol und Dihydroconiferylalkohol Diphenylbindung beobachtet. 
Daa Dehydrierungsprodukt von Guajacylaceton, Ferulasaure und Dihydro- 
ferulasaure enthalt geringc Mengen Diphenylkorper, die nach der Methylie- 
rung Isohemipinsliure bilden. Wir haben friiher die Moglichkeit erortert , 
daB Isohemipinsaure aus solchen Diphenylverbindungen entstehen konnte. 
Fur die Entstehung der Isohemipinsaure nach der Behandlung mit Diazo- 
methan kommen demnach die unter 1. und 2. geschilderten Wege in Betracht. 

3. Weitere Anzeichen fur das Vorkommen noch unbekannter Gruppierun- 
gen konnen erblickt werden in den Versuchen von G. Aul in-Erdtmans) .  
Wahrcnd titrimctrische und chemische Verfahren ubereinstimmend ergeben 
haben, daB im Lignin und in kunstlichen Dehydrierungspolymerisaten (DHP) 
auf die urspriingliche C,-Einheit des Phenylpropankorpers 0.3-0.4 Phenol- 
hydroxyl kommtQ), findet Au l in -Erd t  man  nach ihrem optischen Verfahren 
nur 0.2-0.3 Phenolhydroxyl. Die schwedische Autorin stutzt sich auf die 
iiltere Feststellung, daD die Maxima der Ultraviolettspektren von Phenolen in 
der Intensitat verandert und gegen daa Gebiet der liingeren Wellen verschoben 
werden, wenn sie im alkalischen Gebiet gcmessen werden. Aus der GroBe der 
Veranderung kann an Hand geeigneter Modelle auf die Menge der vorhandenen 
Phenolgruppen geschlossen werden. Wenn sterisch oder elektrostatisch be- 
hinderte Phenolgruppen vorkommen, vermindert sich der Effekt lo). Das ist der 
Fall bei den Hydrierungsprodukten des Dchydro-dieugenols XI1 und vielleicht 
noch weiteren Kombinationen. Der Unterschied zwischen optischer und titri- 
metrischer Phenolgruppenbestimmung kann aus den sekundaren Lignin- 
bausteinen I-IV nicht erklart werden und xwingt zur Annahme weiterer 
Gruppierungen. 

In  dieser Arbeit wird die Frage beantwortet, welchem Kohlenstoffatom 
die Carboxylgruppe 5 der Isohemipinsaure (VIII) entstammt. Bereits fruher 
haben K. F reudenberg  und F. Bittner") Coniferylalkohol (14CH20n) in 
Dehydrierungspolymerisat verwandelt und daraus durch Behandlung mit 
starkem Alkali, Methylierung und Oxydation Isohemipinsaure hergestellt . Sie 
enthielt fast keinen radioaktiven Kohlenstoff. Wir haben jetzt Coniferylalkohol 
verwendet, -der in der Mittelstellung der Seitenkette markiert ist (Coniferyl- 
alkohol-[PWH]). Die Methylierung des DHP erfolgte ohne und mit Behand- 
lung mit Alkali. Im ersten Falle wurden 0.9% Isohemipinsaure gewonnen, 
die die volle erwartete Radioaktivitat besnB. Im anderen Falle wurden 
2-3 yo ebensolcher Isohemipinsaure gewonnen. Der Anteil an Isohemipinsiiure, 
der nach Alkalibehandlung entsteht, entstammt der DHP-Komponente De- 
hydro-diconiferylalkohol (I), wiihrend fur die ohne Alkali entstehende Isohemi- 

Svensk Papperstidn. 65,745 [1952]; 66,91, 287 [1953]; 67, 745 [1964]. 
9)  S. Hernestam u. E. Adler, Svensk kern. Tidskr. 67,37 [1955]; K. Freudenberg 

u. K. Dell, Naturwissenschaften 42, 606 [1955]; T. Enkvist, B. Alm u. B. Holm, 
Papri ja Puu 88, 1 [1956]. 

10) N. D. Coggeshall u. A. S. Glessner, J. h e r .  chem. SOC. 71,3160 [1949]; J. J. 
Lindberg u. T. Enkvist, Suomen Kemistilehti B28.23 [1955]. 
u, Chem. Ber. 86, 155 [1953]. 
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pinsaure eine Komponente XIV anzunehmen ist, die der Verbindung I, je- 
doch mit geoffnetem Heterocyclus, entspricht und aus theoretischen Griinden 
erwartet werden dad.  

Bekanntlich laBt sich aus dem DHP wie aus dem Lignin Formaldehyd 
abspalten, wenn es mit starker Mineralsaure gekocht wird. Dieser Formalde- 
hyd ist radioaktiv, wenn am Carbinol markierter Coniferylalkohol verwendet 
wird"). In  unserem Falle war er wie zu erwarten inaktiv. 

Wenn DHP oder Lignin mit Salzsaure vorbehandelt werden, treten zu- 
satzliche Kondensationen ein. l3ei der Aufarbeitung auf Isohemipinsiiure 
entstcht jetzt neben dicser in geringen Mengen Metahemipinsaure (IX) 4 9  12). 

Sie ist teilweise radioaktivl'), wenn am Carbinol markierter Coniferylalkohol 
verwcndet war. I n  unserem Falle war sie inaktiv. An der Bildung der Meta- 
hemipinskure ist also das mittelstandige Kohlenstoffatom nicht beteiligt, das 
primare zum Teil. Die Salzsaure bewirkt demnach sowohl eine Kondensation 
primiirer Carbinolgruppen in die 6-Stellung von Guajacylkernen, zum anderen 
Teil mu13 das dern Guajacylkern benachbarte Kohlenstoffatom Kondensation 
mit der 6-Stellung eines anderen Kernes erleiden, wie dies die Lignane tun. 
Vielleicht sind an der Bildung der Metahemipinsaure Gruppierungen beteiligt , 
die dem Pinorcsinol nahestehen. 

Fur die Unterstutzung der Arbeit sind wir der D e u t s c h e n  Forschungsgcmein-  
s c  ha f t zu lebhaftem Dankc verpflichtet. 

Besehreibung der Versuehe 

Mit te l s tandig  m a r k i e r t e r  Coniferylalkohol"): Die Mischung von 4.50 mg 
Acety lvani l l in ,  185 mg markierter Malonsaure  (2.10' Imp/mMol.min), 2 ccm Pyri- 
din und 2 Tropfcn Anilin wird 8 Stdn. auf 60" erwarmt und anschliehnd in ein Gemisch 
aus 2 ccm konz. Sdzsiiure und 8 ccm Wasser gegossen. Ausb. 388 mg Acety l fe ru la -  
skure  (90%). Sie wird mit 2 ccm uber Leinol destilliertem Thionylchlor id ,  einem 
Tropfcn Pyridin und 5 ccm Benzol 2 Stdn. auf 75" erwarmt. I m  Vak. wird ein trockener 
Ruckstand erhalten, der mit Petrolather gewaschen und aus Benzol umkristallisiert wird. 
Erhalten werden 370 mg Acetylferulasgurerhlorid (89yo), Schmp. 147-149". Das 
Chlorid muB alshald verarbeitet werden. Es wird in 5 ccm Benzol und 50 ccm Tetrahydro- 
furan gelost. I m  Lauf von 20 Min. wird hiorzu bei 20" die Losung von 120 mg LiAlH, 
in  30 ccm Tetrahydrofuran gegeben. Nach 24 SMn. wird das abfiltrierte Anlagerungspro- 
dukt in eine Ltisung von 22 mg Arnmoniumcarbonat in 10 ccm Wasser in Gegenwart einer 
Spur Natriumdithionit eingetragen. Danach wird mit Ather extrahiert, .getrocknet und 
eingecngt. Der Ruckstand wird aus Methylenchlorid-Petrolather umkristalhsiert und ergibt 
216 rng Coni fery la lkohol  (Slyo), Schmp. 72". 

Dchydrierungspolymerisat (DHP): Zur Losung von 150 mg des aktiven Coni-  
fe ry la lkohols  in 5 1 Wasser werden 7 g inaktiver coniferylalkohol gcgeben. Die Lijsung 
wird, wenn notig, von einer kleinen Menge ungeliister Substanz filtriert, mit 1 1 Phosphat- 
puffer fi 7 nach Sorensen und 5OOO Einheiten Champignon-Dehydrase  (350 mg 
Tr~ckenferment~~))  versetzt. Wahrend 5 Tagen wird bei 15' ein Sauerstoffstrom rnit 
Hilfe von Glasfritten durchgeleitet. Das gebildcte DHP wird abzentrifugiert, mit wenig 
Waaser gewaschen, getrocknet,in wenig Aceton gelost und mit Benzol gefhllt. Ausb. 
5.6 g (80%). Die spezifische Aktivitiit betragt 402000 Imp/mMol.min (auf einxquivalent 
von 188 berechnet). 

12) H. R i c h t z e n h a i n ,  Svensk Papperstidn. 58, 644 [1950]. 
K. K r a t z l  u. G. Bil lek,  Mh. Chem. 84,413 [1953]. 
K. F r e u d e n b e r g ,  M. Reicher l  u. G. R e u t h e r ,  Angew.Chem.88, August 1956. 
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1 s o h e m i p i n ~ i i u r e ' ~ ) :  2 g D H P  wurtlen mit Kalilaugc niifgcschlossen, methylicrt 
und niit I'crrnanganat bpi p~ i ((lurch Tupfclri kontrollicrt) oxydiort. Auaheutc 53 rng 
chroinetographisch miner I s ohc rn ip ins i iu re ;  Schrnp. 24B0, spezif. -4ktivit.iit 385000 
Iinp/inMol .rnin. I)ic cbcnfalls rcin isolicrte Vcratrurnsiiure besa5 keine Aktiritiit. 

1.5 p mdioaktiws 1)HI' wurdo in .\crton mit. 25 ccm iit.hcr. Diazornethanliisung rer- 
setzt.. S a c h  24 Stdn. wurde eingedampft, das Methglprodiikt in wmig ilcrton sufge- 
schliiinnit iind wiedcruin rnit ather. Diazomethanlijsung hehandelt. 1)icsc Opra t ion  
wurtlc noch za.riinal wietferholt. Jetzt  wurde in wvttnig Aceton aufgcschlarnrnt, niit IVasser 
vervrtzt und die Suspension t)ei I)H i rnit fcin gepulvrrtcni Kaliumperrnanganat orydiert. 
Auali.  13.6 nig tlktivc J sohe in ip ins i iu re  (&go/,). Sie war chmmtltogrephisch rein. 
Die spxif .  Hadioaktiritiit war :382OMI Inip/nillIol.rnin, also 95% derjcnigen dcs akti- 
vcn I)HI'. 

J l r t n h c m i p i n s i i i i r e :  2.5 g D H P  der fijazif. Aktivitiit 402000 wurdcn mit eineni Ge- 
misch yon 25 crm Methanol und 3 ccm konz. Snlzniiure 10 Stdn. gckorht. S a c h  derri Ab- 
dampfvri H-urde der Ruckstand in Aceton aufgeschliimmt iind tliirch Ziiaatz von IVaswcr 
in cinc SuHpension vcrwanilelt.. Jctzt  wurde mit  Dimethglaulfat und i\'at.ronlaugc rne- 
thylicrrt.. Die Oxydation ergat) 21 mg M e t a h e m i p i n s a u r e ,  die ziir Abtrmniing der 
Isohrmipinaiiure fiinfrnal sus \Vastier umkristallisicrt werdcn mu5tc. Sic war chroniato- 
grsphisrh rcin (Schrnp. 174") und zeigte nur noch Spuren von Radioakt.ivitiit, die zweifel- 
lo8 eiif letztc Rcstc von Isohernipinfiiure zuruckzufiihrcri warm. 

Pormnldchyd'G):  500 rng rudiosktives 1)Hl' wurdcn mit 28-pros. Schwcfclsiiiire 
dcstillicrt. Der F o r m a l d e h y d  wurde rnit Dimedon gefgllt. Das Formaldimedon xeigtc 
nur Spuren voii Aktivitiit. 

C h r o n i a t o g r n p h i e :  Die zu trennenden Saurcn: Vrrat,rumfiiiure. hhydro-divcra-  
t.rumsiiiire, Isoheniipinsaurc und Metahcmipiiisiiurc werdcn nbstrigend in 13rrtnnol/ 
\l'asser/Morpholin (100: 15: 10 Vol.) chromatogrsphiert. Als Entwicklcr dicnt cinc kslt 
gcsiittigtc alkohol. Liisung von Bromkresolgriin, dcr 10 Vol. einrr gcsiitt. wiiUrigen l.osung 
von ~aliiimhexacyanoferrat(1I ) zugcsetxt wenlcn. Nsch 2-3 'Ttlgen Luufzeit werdcn 
die Chromatogramme bespriiht und etwa 20 Min. bci 150" getrocknet. Inohemipinsiiurc 
gibt einen zicgelrokn. bIotahemipinsaure einen blnuen Plcck : \'erutriirnsiiure iind Dehydro- 
diveratrurnsiiure erschcincn blaugriin. IXc RF-\\'crte auf I'apier von S c h 1 pic he  r B 
Srh i i l l  2049a Mgl sind: V e r a t r u r n s a u r e  0.65; 3lMet.uhernipinsaure 0.35; Tsoheni i -  
pi nsiiu re 0.25; 1)ehyd r o  - d i v e  ra t r u m siin re 0.10. 1111 (Ihrornatogrnrnrn crscheint 
aiiDertlern tlcr violcttc Fleck einer unt)ekanntcn Siibstane von R ,  0.45. 

K. E ' r eudenbe rg ,  K. E n g l e r ,  E. F l i c k i n g e r ,  A. Sobek 11. E'. K l i n k ,  Ber. dtsch. 
chem. Ges. 71, 1810 [1938]. 

' 8 )  K. P r e i i d e n b e r g  u. 0. W i l k c ,  (.'hem. Ikr .  85, 81 [I952]. 
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