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Zur Dehydrierung der p-Hydroxy-zimtalkohole in vitro dient ein Enzymgemisch
aus Pilzen (Psalliota), in dem Laccase der wichtigste Bestandteil ist. Laccase
spielt auch die Hauptrolle bei der Dehydrierung des Coniferylalkohols in der
Fichte. Die Anreicherung und Wirkung dieser Enzyme wird beschrieben.
Kupfersulfat und Sauerstoff sowie Sauerstoff allein bilden aus p-Hydroxy-
zimtalkoholen dieselben Dehydrierungsprodukte wie die Enzyme, wenn auch
bedeutend langsamer. Sinapinalkohol wird mit hoher Ausbeute zu Syringaresi-
nol dehydriert.

Die wichtigste Phase der Ligninbildung wird durch die enzymatische Dehydrierung
von p-Hydroxy-zimtalkoholen eingeleitet. Der Angriff erfolgt am Phenolhydroxyl, dem
der Wasserstoff entzogen wird. Die entstandenen Radikale stabilisieren sich, haupt-
siichlich durch Dimerisation, zu zahlreichen Zwischenprodukten der Ligninbildung,
den sekundiren Bausteinen. In diesen ist ein Teil der Phenolgruppen zuriickgebildet ;
sie konnen erneut dehydriert werden und dann weiter reagieren. Die Tatigkeit der
Enzyme beschrankt sich auf die Dehydrierung; die tibrigen Reaktionen laufen auto-
matisch ab. Daher sind alle Produkte optisch inaktiv.

Es ist nicht iiberraschend, daB die Reaktion unspezifisch, d. h. von der Art des
Dehydrierungsmittels weitgehend unabhéngig ist. In den Coniferen wird die Reak-
tion von Laccase und Peroxydase getragen, im Pilzenzym von Laccasel) allein.
Tyrosinase wirkt nicht auf den Coniferylalkohol. Peroxydase allein ist wirksam in
Gegenwart von Wasserstoffperoxyd. SchlieBlich zeigte sich, daB Kupfersulfat und
Sauerstoff allein, wenn auch langsam, auf Coniferylalkohol wie die Enzyme wirken.
Zusitze geringer Mengen von anderen Metallionen, wie Eisen oder Mangan, be-
schleunigen die Reaktion. Sogar in Wasser ohne Zusitze (Spuren von Schwermetall
sind nicht ausgeschlossen) entstehen bei der Beliiftung sehr langsam die gleichen Um-
wandlungsprodukte des Coniferylalkohols.

Der Phenolwasserstoff wird von der Peroxydase auf Hydroperoxyd, von der Laccase
und von Kupfersalzen auf Luftsauerstoff Gibertragen. In allen Fillen wird der Coni-
ferylalkohol in dieselben zahlreichen Zwischenprodukte der Ligninbildung ver-
wandelt, die ausfiihrlich, aber noch keineswegs erschopfend, bearbeitet sind.

*) Wir danken der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT fiir die Uberlassung von Mitteln.
Der ALEXANDER-VON-HUMBOLDT-STIFTUNG danke ich fiir die Gewdhrung eines Stipendiums.
T. FuruzumI.

1) K. FREUDENBERG, Ruzicka-Festschrift, Croat. chem. Acta 29, 189 [1957].
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PILZENZYME

Zur Dehydrierung des Isoeugenols haben H. CousiNn und H. HErissey2 1908 den
Extrakt des Pilzes Russula delica verwendet. Seit Beginn ihrer Studien iiber die
enzymatische Phenoldehydrierung benutzten K. FREUDENBERG und H. RicHTZzEN-
HAIN® die Enzyme des im GroBen geziichteten Speisechampignons Psalliota campestris.
G. LEGRAND?Y hat ausgesprochen, daB das Enzym wahrscheinlich Laccase sei. Wir
konnen diese Auffassung bestétigen und haben die Pilzlaccase néher gekennzeichnet.
Die bisherige Vorschrift zur Darstellung des Enzyms# wird weiter unten durch eine
neue ersetzt. Anfidnglich beigemischte Tyrosinase verschwindet vollig wahrend der
Aufarbeitung. Das Endprodukt ist auch frei von Peroxydase und Katalase, enthilt
aber geringe Mengen von B-Glucosidase. Die maximale Aktivitit gegeniiber der
Dihydroferulasdure liegt bei etwa 35°, das pg-Optimum zwischen 6.1 und 6.7. Bei
pu 4 und py 8 ist die Wirksamkeit sehr gering. Bei px 2 und pg 10 wird das Enzym
in kurzer Zeit zerstort. Zusatz von 20 %, Methanol zur wiBrigen Lisung setzt die
Aktivitdt nicht herab. Das Enzym katalysiert die Dehydrierung von Mono- und
Polyphenolen sowie von aromatischen Diaminen in Gegenwart von Luftsauerstoff,
Am besten werden p-Phenylendiamin und Pyrogallol dehydriert. Hydrochinon und
Coniferylalkohol werden anfinglich ungefahr gleich schnell dehydriert, spéter unter-
scheiden sich die Kurven. Dihydroferulasidure wird langsamer angegriffen, Ascorbin-
sdure wird rasch dehydriert®. Zusatz von Spuren von p-Phenylendiamin zur Ascor-
binsdure erhoht die Geschwindigkeit, die dann derjenigen der Dehydrierung des
p-Phenylendiamins gleichkommt. Brenzcatechin wird ungefihr halb so schnell wie
p-Phenylendiamin dehydriert. Wihrend der Reaktion wird keine Inaktivierung des
Enzyms beobachtet. p-Kresol und besonders Resorcin werden langsam dehydriert,
das erste unter Bildung eines weillen Niederschlags. Polyphenoloxydase (Tyrosinase)
oxydiert:dagcgen das p-Kresol zu dunkelgeférbten, 18slichen Produkten. Dihydroxy-
phenylalanin (Dopa) wird von unserem Pilzenzym in Melanine verwandelt, nicht
aber Tyrosin, auch nicht nach Zusatz von Brenzcatechin.

Als Laccase ist das Enzym des weiteren gekennzeichnet durch seine Fihigkeit,
Pyrogallol in Gegenwart von Sauerstoff in Purpurogallin zu verwandeln, sowie durch
seine Unempfindlichkeit gegeniiber Kohlenoxyd. Es zeigte sich, daBl Mischungen von
19 Voll. Kohlenoxyd oder Stickstoff mit 1 Vol. Sauerstoff gleich schnell reagieren,
ebenso Gemische von 4 Voll. Kohlenoxyd oder Stickstoff mit 1 Vol. Sauerstoff, Das
Pilzenzym wirkt nur in Anwesenheit von Sauerstoff; Methylenblau ist als Acceptor
unwirksam. Anthocyane werden entfarbt und wie die hydroxylreichen Flavane in
braune Massen verwandelt.

2) C.R. hebd. Séances Acad. Sci. 147, 247 [1908].
2a) Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 997 [1943].

3) C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 249 [1955].

4) K. FREUDENBERG, Angew. Chem. 68, 508 [1956].

s} J. B. Sumner und K. Myreick, The Enzymes Vol. 11, Part 1, S. 456, Academic Press
Inc., New York 1951.

6) D. Kei.iN und T. MANN, Nature [London] 143, 23 [1939] und 145, 304 [1940}, finden bei
Laccase aus Rhus succedanea keine Wirkung auf Ascorbinsiure, wihrend Z. YAKUSHII,
Proc. Imp. Acad. [Tokyo]} 16, 39 [1940], an Laccase aus derselben Pflanze Wirkung feststelit.
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Die Laccase wird irreversibel gehemmt durch Salze des Bleis, Chroms, Queck-
silbers und anderer Schwermetalle. Sogar das kaum dissoziierte Phenylquecksilber-
acetat stort deutlich. Reversibel hemmen Natriumazid, Natriumcyanid, Schwefel-
wasserstoff, Diithyl-dithiocarbamat, Thioharnstoff und Diphenylthioharnstoff, also
Substanzen, die Komplexe mit Kupfer bilden. Die Wirkung kann durch Zusatz von
Kupfer(I)-Salzen wieder hergestellt werden. Durch Elektrodialyse wird das Enzym
inaktiviert. Cull-Salz stellt die Aktivitit wieder her. Ni, Zn, Co, Fel', Mn'! usw. sind
unwirksam.

ENZYME DES FICHTENHOLZES

Die fritheren Versuche? wurden erweitert. Bei Verarbeitung grofier Mengen
frischen Wachstumsgewebes der Fichte zeigte sich, daB der Hauptteil der dehydrie-
renden Enzyme in Wasser 10slich ist und ein kleinerer Teil im Gewebe haftet. In der
Losung wurden gefunden: Laccase, Peroxydase, Katalase und (-Glucosidase. Die
Anwesenheit der letzteren wurde festgestellt durch Indican oder durch Einwirkung
des Saftes auf Amygdalin und Messung der Blausidure im Destillat der mit Hydrogen-
carbonat versetzten Losung. Der rohe Cambialsaft oxydiert zwar Dopa, er ist aber
ohne Wirkung auf Tyrosin. Die frither der Tyrosinase zugesprochene Aktivitit ist
also auf Laccase zuriickzufiihren. Tyrosinase haben wir im Cambialgebiet der Fichte
tiberhaupt nicht angetroffen. Pyrogallol wird durch Luftsauerstoff in Purpurogallin
umgewandelt. Hierdurch sowie durch sein Verhalten gegen Hydrochinon und gegen
Kohlenoxyd gibt sich das Enzym als Laccase zu erkennen. Zur Kennzeichnung der
Peroxydase wurde Athylhydroperoxyd nach A. REcHE® verwendet, das auBer-
ordentlich langsam durch Katalase gespalten, aber von Peroxydase fast so schnell
wie Wasserstoffperoxyd angegriffen wird. Die Peroxydase-Wirkung wurde mit diesem
Acceptor anaerob gepriift; sie ist unbedeutend im Verhiltnis zur Laccase-Wirkung
(aerobe Bildung von Purpurogallin). Die gemeinsame Wirkung von Laccase und
Katalase, die sehr leicht mit Peroxydase-Wirkung verwechselt werden kann, ist
bedeutend groBer. Die Laccase des Fichtenholzes konnte auf dieselbe Weise wie die
des Pilzes angereichert werden. Sie ist wenig haltbar.

ENZYME DES BAMBUS

Inzwischen hat T. HicucH1? das an der Ligninbildung beteiligte Enzymsystem
von BambusschoBlingen untersucht und auch hier Laccase festgestellt. Er findet
jedoch, daB3 die Dehydrierung des Brenzcatechins durch Kohlenmonoxyd herab-
gesetzt wird. Diese Erscheinung ist wahrscheinlich auf die Beimischung von Tyro-
sinase zurtickzufiihren, Diese ist anwesend, weil Higuchi den gesamten Bambustrieb
als Ausgangssubstanz verwendet und das Enzym durch Ammoniumsulfatfillung
anreichert. Wir haben gefunden, dafl Fraktionierung mit Ammoniumsulfat nicht
zur Trennung von Laccase und Tyrosinase fiihrt.

7) K. FREUDENBERG, H. REzNIK, H. BOESENBERG und D. RAsENAck, Chem. Ber. 85, 641
[1952].

8) A. RiecHe, Aklylperoxyde und Ozonide, Verlag Th. Steinkopf, Dresden und Leipzig,
1931, S. 23.
9) Physiologia plantarum 10, 356 [1957].
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PEROXYDASE

Gereinigte Peroxydase aus Meerrettich zeigt mit Wasserstoffperoxyd dieselbe
Wirkung wie das Laccase-Sauerstoff-System. Mit Coniferylalkohol entstehen dieselben
Zwischenprodukte wie bei der Dehydrierung mit Laccase. Das Peroxyd darf aller-
dings nur so schnell zugegeben werden, wie es verarbeitet wird, da Peroxyd allein un-
abhingig von der DHP-Bildung den Coniferylalkohol veréndert.

SUBSTRATE

Fiir die Versuche mit Coniferylalkohol diente urspriinglich ein Priaparat, das durch
enzymatische Spaltung von Coniferin gewonnen wurdel®. Spiter wurde der Coni-
ferylalkohol aus Coniferylbenzoat (Lubanolbenzoat aus Siambenzoe) zuginglich
gemacht1D. Bald darauf wurde er aus Ferulasdureester mit Lithiumaluminiumhydrid
im Anschluf} an die Vorschrift von D. H. F. ALLEN und J. F. BYERS hergestellt12), die
ausgearbeitet wurde!?. Fiir die Bereitung des Sinapinalkohdls diente zunichst sein
Glucosid, das Syringin, spiter!3 wurde er synthetisch hergestellt. Weiter unten wird
eine Erginzung der ilteren Vorschrift mitgeteilt.

DEHYDRIERUNG DES CONIFERYLALKOHOLS

Der Verbrauch von Sauerstoff verringert sich stark, wenn etwa 0.6 Grammatome
Wasserstoff pro Mol Coniferylalkohol entfernt sind. Dasselbe hat H, Lyr14) gefunden.
Er konnte im Warburg-Geriit nach zwei Stunden nur einen Wasserstoffverbrauch von
'0.5—0.6 Grammatomen feststellen. Mit wenig Coniferylalkohol und hochaktiver Laccase
konnten wir unter gleichen Bedingungen einen Sauerstoffverbrauch beobachten, der der
Entnahme von 1.3 Grammatomen Wasserstoff pro Mol Coniferylalkohol entspricht. Die
Kurve der Sauerstoffaufnahme zeigt einen typischen Knick nach Wegnahme von 0.65
Grammatomen H. Danach geht der Verbrauch regelmiBig, aber viel langsamer weiter.
K. FREUDENBERG und H. RICHTZENHAIN 22) haben bei pu 8 denselben Knick nach Weg-
nahme von 0.7—0.8 Grammatomen H gefunden. Auch bei gréBeren Ansitzen, die mit
2—3 g Coniferylalkohol ausgefiihrt waren, wurde die Verlangsamung nach Entzug von
0.6 —0.7 Grammatomen H pro Mol Coniferylalkohol gefunden. Das Enzym wurde da-
bei jedoch nicht inaktiviert, da zugegebenes Hydrochinon oder Brenzcatechin mit der
fiir die vorhandene Menge Enzym richtigen Geschwindigkeit oxydiert wurden und mit
mehr Enzym keine bedeutende Beschleunigung der Reaktion erreicht wurde. Als die
Reaktion 15—20 Tage durchgefithrt wurde, entsprach der Sauerstoffverbrauch der
Wegnahme von 1.5 Grammatomen H pro Mol Coniferylalkohol. Dieses ist der Wert,
der auch der Oxydationsstufe!s des Dehydrierungspolymerisats (DHP) und des MW-
(milled wood)-Lignins nach BI6RKMAN entspricht. Durch Zusatz von Desinfektions-

10) K. FREUDENBERG, F. SOoHNs, W. DURR und CHR. NIEMANN, Cellulosechemie 12, 2631
{1931] und folgende Arbeiten.

11) K. FREUDENBERG und F. BITTNER, Chem. Ber. 83, 600 [195u].

12) J. Amer. chem. Soc. 71, 2683 [1949].

13) K. FReuDENBERG und H. HiUsNER, Chem. Ber. 85, 1181 [1952].

14) Naturwissenschaften 44, 235 [1957].

15) K. FREUDENBERG, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe, X1, S. 43, Springer Verlag, Wien
1954,
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mittel16) wurden storende Infektionen verhindert. Wird weiteres Enzym in Abstiinden
zugegeben, so iibersteigt nach geniigend langer Zeit der Entzug von Wasserstoff 1.5
Grammatom. Auch MW-Lignin wird weiter dehydriert. Auch bei der Dehydrierung
des Coniferylalkohols mit Sauerstoff und Kupfersulfat wurde dieselbe Verzégerung
nach Wegnahme von 0.6 Grammatomen Wasserstoff wahrgenommen. Hierbei ist
folgendes beobachtet worden: Wéihrend sich die friither beschriebenen, mit Diazo-
benzol-sulfonsdure rot, orange und gelb kuppelnden Zwischenprodukte bilden, er-
scheinen zugleich kriftig rotviolett kuppelnde, bisher nicht beachtete Zwischenpro-
duktel?, die sich leicht in gelb kuppelnde, noch nicht identifizierte Stoffe verwandeln.
Das gleiche zeigt sich, wenn Coniferylalkohol mit Enzymen in Gegenwart begrenzter
Mengen von Acceptoren dehydriert wird. Mit dieser Erscheinung hingt wohl die Be-
obachtung zusammen, daf} bei der enzymatischen Dehydrierung der Coniferylalkohol
aus der Losung im Anfang schneller verschwindet, als dem Wasserstoffentzug ent-
spricht. Demnach wird ein Teil des Coniferylaikohols eingebaut ohne dehydriert zu
werden.

DEHYDRIERUNG DES SINAPINALKOHOLS

Frither wurde beobachtet, daB bei der Spaltung des Glucosids Syringin mit Emulsin
vorwiegend Syringaresinol (IIT) entsteht. Mit gereinigter Glucosidase des Emulsins
wurde weniger Syringaresinol und mehr Sinapinalkohol erhalten. Wird der Sauer-
stoff ausgeschlossen, so findet sich Sinapinalkohol, aber kein Syringaresinol. Wir
haben zur Erklirung angenommen, daB} der Glucosidase des Emulsins eine Phenol-
dehydrase beigemengt seils. 19,

Es mag sein, da im rohen Emulsin ein Metallkatalysator vorkommt, aber ein
-eigenes dehydrierendes Enzym braucht nicht angenommen zu werden. Denn es hat
sich gezeigt, daBl zur Umwandlung des Sinapinalkohols in Syringaresinol Beliiftung
in Gegenwart von Kupfersulfat geniigt. Dabei werden 0.5 Grammatome Sauerstoff
fiir 1 Mol Sinapinalkohol verbraucht. Die Geschwindigkeit der Reaktion ist der
Konzentration an Kupfersalz proportional, es wirkt demnach als Katalysator. Die
Ausbeute an Syringaresinol betrigt 88 9. Wird mehr Sauerstoff verwendet, so ver-
schwindet das zunichst ausgeschiedene Syringaresinol wieder. Unter den Reaktions-
produkten wird neben verschiedenen chromatographisch wahrnehmbaren Stoffen
3.5-Dimethoxy-chinon festgestellt. Die Reaktion, die zur Bildung des Syringaresinols
fihrt, verlduft etwa 10 mal schneller als seine weitere Oxydation.

Wenn Syringaresinol in Gegenwart von Kupfersulfat mit Sauerstoff oxydiert wird,
so 148t sich die Ausbeute an Dimethoxychinon bis auf 609 steigern. Zugleich ent-
stehen dieselben chromatographisch nachweisbaren Nebenprodukte wie bei dem
Versuch mit Sinapinalkohol. Damit ist bestétigt, daf3 Sinapinalkohol fiir sich allein
nicht der Bildung von Dehydrierungs-Polymerisaten fihig ist. DaB er in Gegenwart
des Coniferylalkohols in ausgezeichneter Weise Dehydrierungs-Mischpolymerisate
bildet, wurde frither festgestellt und steht mit den neuen Befunden im Einklang.

16) BT 234 von E. Meick, frei von Phenolgruppen und Schwermetall.
17) Zuerst beobachtet von ERICH FISCHER.
18) K. FREUDENBERG, R. KRAFT und W. HEIMBERGER, Chem. Ber. 84, 472 {1951].
19) K. FREUDENBERG und H. DietricH, Chem. Ber. 86, 4 [1953].
38*
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Statt Kupfersulfat konnen Laccase und Sauerstoff oder Peroxydase und Wasser-
stoffperoxyd verwendet werden. Diese Enzyme beschleunigen die Reaktion mehr als
Kupfersulfat. Ob die Reaktion beim Syringaresinol stehenbleibt oder weitergeht,
hingt nur von der Menge des Wasserstoff-Acceptors ab. Ausbeute und Nebenpro-
dukte sind dieselben wie bei Verwendung von Kupfersulfat. Auch Syringaresinol
wird durch die Enzyme, wie oben beschrieben, angegriffen.

Wihrend das Radikal des dehydrierten Coniferylalkohols in Gestalt mehrerer
Grenzformen reagieren kann, scheint sich bei dem dehydrierten Sinapinalkohol vor
allem die Chinonmethidform I an der weiteren Reaktion zu beteiligen. Sie stabilisiert
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sich zum Syringaresinol (I11). Die anzunehmende Zwischenstufe II ist eine racemoide
Form; wire sie eine mesoide, so konnte sie nur einen Tetrahydrofuranring schliefen,
weil der andere wegen Transstellung der Hydroxymethyl-Gruppe nicht geschlossen
werden konnte. Das zunichst flache Radikal I wird im Augenblick der Reaktion asym-
metrisch und reagiert mit seinesgieichen wie ein asymmetrisches Molekiil, und zwar
so, daB stets zwei (+)-Formen und stets zwei (—)-Formen zusammentreten, nicht
aber eine (+4)- mit einer (—)-Form. Mit anderen Worten: Von den beiden méglichen
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Racematen von I1 bildet sich nur jenes, das des doppelten Ringschlusses fihig ist. Daf3
von zwei mdglichen Racematen wihrend einer Reaktion nur oder fast nur eines ent-
steht, kommt auch sonst vor.

Das aus dem racemoiden Zwischenprodukt II entstehende Syringaresinol III kann
wegen der Ausbildung neuer Asymmetriezentren drei Racemate bilden (IIla, b, ),
von denen wir nur einem begegnet sind.

DaB das Radikal I und seine mesomeren Formen mit sich selbst vorzugsweise unter
Bildung von Syringaresinol reagieren, ist wohl mit sterischer Hinderung zu erkliren.
Dagegen besteht kein Grund gegen die Annahme, daf3 Radikal I mit allen mesomeren
Formen des Coniferylalkohols reagiert und daB unter den Produkten auch solche sind,
die bei der Alkoholyse Hibberts Ketone der Syringareihe ergeben.

Es ist jetzt zu verstehen, warum aus Syringin allein — ohne Coniferin oder Gluco-
sido-p-cumaralkohol — kein Lignin entstehen kann.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Reinigung der Laccase aus Psalliota

Unsere Bemiihung ist nicht auf die Isolierung des reinen Enzyms gerichtet. Es sollte nur
soweit angereichert werden, daB die anfingliche Firbung stark herabgesetzt ist und nach der
Reaktion mit Coniferylalkohol dem gebildeten biosynthetischen Lignin mdoglichst wenig
Eiweif anhaftet. '

2 kg frische junge Pilze werden mit wenig Phosphatpuffer (pu 6.5, 0.05 molar) homogenisiert,
dann mit 800 g Seesand vermischt und unter 450 at durch ein Nesseltuch ausgepreBt. Der
Riickstand wird 2 mal mit je 250 ccm Pufferlosung angerieben und ausgepreBt. Zu dem rasch
auf 0° abgekiihlten Saft 148t man unter schnellem Riihren im Laufe von 2 Stdn. stark ge-
kithltes Methano!l zutropfen, bis das Vol.-Verhiltnis Wasser: Methanol == 3:2 ist. Der un-
wirksame Niederschlag wird rasch abzentrifugiert. Der AbguB wird bei —10° im Laufe von
2 Stdn. mit soviel kaltem Methanol versetzt, daB das Vol.-Verhiltnis Wasser: Methanol = 1:3
betriigt. Der graue Niederschlag wird von der unwirksamen Lésung abzentrifugiert und in
einer Flasche aus Polyithylen mit 200 ccm gut gekithiter Pufferlosung gemischt und bei 0°
1 Stde. stark geschiittelt. Zugesetzte Glasperlen dienen zur Aufteilung klebriger Abschei-
dungen. Die Suspension wird in der Kilte zentrifugiert und der Bodensatz ein zweites Mal
in derselben Weise extrahiert. Zu den vereinigten gekiithlten Losungen 148t man, wie oben
beschrieben, Methanol zutropfen bis zum Mischungsverhiltnis Wasser: Methanol = 3:2.
Nach Entfernung des wenig wirksamen Niederschlags wird das Mischungsverhiltnis 1:3
hergestellt. Der hellgraue Niederschlag wird, wie oben beschrieben, zweimal mit je 200 ccm
Pufferlésung ausgeschiittelt. Wenn der Extrakt noch stark gefirbt ist, muB der gesamte Vor-
gang wiederholt werden. Dieser Fall tritt ein, wenn die Pilze nach der Zerkleinerung nicht
sofort ausgepreBt und die Extrakte nicht schleunigst mit Methanol gefillt werden. Die Enzym-
16sung wird bei —25° aufbewahrt. Der eingefrorene Saft ist bei dieser Temperatur ohne Ver-
minderung der Aktivitit sehr lange haltbar. Die Ausbeute betrigt 25—35% der im Rohsaft
vorhandenen Aktivitit. Pro kg Pilze werden gewonnen 15003000 Dihydroferulasiure-
Einheiten 4 oder 4500 —9000 Hydrochinon-Einheiten nach D. C. GREGG und W. H. MILLER20).
Die Messung wird nach A. Tissikres2!) ausgefithrt. Die Einheiten werden weiter unten defi-
niert. Die aufgetaute Losung ist hellbraun und frei von Tyrosinase. Die Ausbeute steigt nicht

20) J. Amer. chem. Soc. 62, 1374 [1940]. 21} Nature [London] 162, 340 [1948].
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an, wenn Athanol statt Methanol verwendet wird. Mit Aceton als Fillungsmittel ist sie
bedeutend geringer. Ammonjumsulfat ist als Anreicherungsmittel ungeeignet, weil die Tyrosi-
nase mitgefillt und die Gesamtausbeute geringer wird. Das von D. C. GREGG und W. H.
MiLLER20) fiir den Pilz Russula foetens ausgearbeitete Verfahren erwies sich an unserem Ma-
terial als unzweckmabBig.

In diesem Zustand ist die Enzymlésung fiir die Zwecke der Biosynthese des Lignins ver-
wendbar. Dennoch wurde versucht, das Enzym weiter zu reinigen. Mehrere Ansitze der
obigen Art wurden vereinigt und gegen dest. Wasser dialysiert, bis die Losungen phos-
phatfrei waren. Kleine Proben wurden mit verschiedenen Mengen einer Losung von ba-
sischem Bleiacetat unter Rithren versetzt. Durch Messung der Aktivitit der ilberstehenden
Losung wurde ermittelt, wieviel Bleiacetat zuzugeben ist, um die; Lésung zu entfirben und
dennoch moglichst wenig der aktiven Substanz niederzuschlagen. Jetzt wurde zu der Losung
die ermittelte Menge basisches Bleiacetat unter gutem Riihren zugegeben, einen Tag im Eis-
schrank aufbewahrt und vom Niederschlag getrennt. Zu dieser Lésung wurde soviel Calcium-
triphosphat-Gel22) oder Aluminiumhydroxyd-Gel nach WILLSTATTER gegeben, bis die Lésung
frei von aktiver Substanz war. Das Adsorbat wurde abzentrifugiert, mit wenig Wasser ge-
waschen und sofort mit 0.5 Mol Phosphatpuffer pu 6.5 eluiert, bis die weiteren Extrakte
schwach aktiv waren. Hierbei gingen etwa zwei Drittel der Aktivitit verloren, aber die spezi-
fische Aktivitat wurde auf das Fiinffache gesteigert. Dieses Priparat war frei von Peroxydase
und Katalase, enthielt jedoch noch wenig 8-Glucosidase. Die hellgelbe Enzymlgsung hatte
jetzt die im allgemeinen Teil beschriebenen Eigenschaften. Der Sauerstoffquotient Qo war
= 20000 [cmm verbrauchter O; pro Stde. und mg Enzym (25°, Hydrochinon, px 6.5)].

Die Enzyme des Cambialsaftes der Fichte

Der frithere Versuch7) wurde in vergréBertem MaBstabe wiederholt. Ende Mai wurden drei
25jahrige Fichten geschlagen und in 1 Meter lange Stiicke zersdgt. Die Rinde wurde abge-
hoben und das am Holz haftende Gewebe abgeschabt. Die Stimme wurden mit verdiinnter
Pufferlésung von pu 6.7 abgespiilt, die abgekratzten Holzzellen mit der Spiilfliissigkeit auf
einem Nesseltuch ausgewaschen und mit der Hand abgepreBt. Der Saft (15 /) wurde in Poly-
dthylenflaschen eingefroren, das Zellmaterial bei 250 at ausgepre3t und nochmals ausge-
waschen. Die Fliissigkeiten wurden den ersten zugefiigt. Das Enzym wurde mit Methanol
angereichert, nachdem durch das Gefrieren unloslich gewordene Anteile abfiltriert waren.
Qo2 = 5000 (Hydrochinon). Der Gehalt an Peroxydase war sehr gering.

Das Zellmaterial wurde unter festem Kohlendioxyd in einem Morser zerstampft und
mehrere Min. im Starmix zerkleinert. Es wurde sofort mit 0.05 Mol Phosphatpuffer pu 6.5
aufgeschlimmt, 48 Stdn. bei 3° aufbewahrt und abfiltriert. Das Enzym aus diesem Saft hatte
bei pu 6.5 und 25° einen Sauerstoffquotienten fiir Hydrochinon von 580. In verdiinnter Pyro-
gallollgsung suspendiert, verwandelte das extrahierte Holz das Pyrogallol bei der Beliiftung
nur langsam in Purpurogallin. Es enthélt demnach nur wenig zellgebundene Laccase.

Messung der Aktivitdt der Laccase

Die Zeiten gleichen Verbrauchs von Sauerstoff durch Coniferylalkohol und durch Dihydro-
ferulasdure sind innerhalb weiter Reinheitsgrade des Enzyms proportional, wofern nur der
anfingliche Verbrauch bis 0.25 Grammatom O verglichen wird.

Zur Messung der Aktivitit ist Coniferylalkohol wenig geeignet, weil er zu schwer 13slich ist
und der gerade Anteil der Kurve zu kurz ist. Die bisher verwendete Dihydroferulasiaure
hat diese Nachteile nicht, wird aber langsamer als Coniferylalkohol dehydriert. Deshalb wurde

22) D, KeiLiN und T. ManN, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B, 125, 187 [1938].



1958 Die an der Verholzung beteiligten Enzyme 589

die Hydrochinon-Einheit von D. C. GREGG und W. H. MILLER20) bzw. A. TissikrEs2!) gewihlt,
und zwar in der Ausfiithrung von TISsIERES, jedoch mit Zusatz von Natriumsulfit. Der Ansatz
besteht aus 10 mg Hydrochinon, 6 mg wasserfreiem WNatrivmsulfit in 2.3 ccm 0.1 m
Phosphatpuffer von pr 6.5—6.7. Im Seitenansatz befindet sich 1 ccm der Enzyml6sung, die
so verdilnnt ist, daB 0.5 —3.0 Enzymeinheiten vorhanden sind. Bei 25° wird mit 100 oder mehr
Schwingungen in der Minute geschiittelt. Von 100 Schwingungen aufwirts ist die Schwin-
gungszahl ohne weiteren EinfluB. Eine Einheit ist die Menge Enzym, die unter diesen Be-
dingungen 10 cmm Sauerstoff pro Min. fixiert. Die Sauerstoffaufnahme wird alle 2 Min. ab-
gelesen. Das Natriumsulfit hat keinen EinfluB auf die Aktivitit des Enzyms. Es schiitzt
autoxydierbare Phenole und wird nicht vom Enzym oxydiert. Die Geschwindigkeit der
Reaktion ist der Aktivitit des Enzyms proportional. 1 Dihydroferulasiure-Einheit = 3
Hydrochinon-Einheiten. Wir geben die bisher verwendete Dihydroferulaséiure-Einheit4) auf.

Dehydrierung des Coniferylalkohols

Zur Kennzeichnung der neuen rotviolett kuppelnden, vorldufig O und Q genannten Sub-
stanzen sei folgendes mitgeteilt: Der Ry-Wert bei absteigender Chromatographie (Tetra-
chiorkohlenstoff in Dimethylformamid, 9:2 Vol.-Tle., Papier von Schleicher & Schiiil 2043 b
mgl, 22°) betrdgt 0.11 und 0.08. Unter gleichen Bedingungen sind die Re-Werte fiir
Coniferylalkohol 0.38, Dehydro-diconiferylalkohol 0.22, Guajacylglycerin-coniferyliather 0.10.

Die Dehydrierung des Coniferylalkohols mit Kupfersulfat wurde in der Warburg-Appara-
tur wie folgt gemessen: 2.4 mg Coniferylalkohol in 1 ccm Methanol, 50 mg CuSOy4-5 HyO
und 2 ccm Acetatpuffer pu 6.7 wurden zusammengegeben und bei 25° mit Sauerstoff ge-
schiittelt. Nach 4 Stdn. waren 0.6 Grammatome Wasserstoff umgesetzt, dann verlangsamte
sich die Reaktion stark; nach 27 Stdn. waren 0.92 Grammatome H umgesetzt.

Der als Zwischenprodukt der Ligninbildung auftretende frither beschriebene, noch nicht
reine Dehydro-diconiferylalkohol!3) vom Schmp. 156—157° wurde folgendermafien ge-
reinigt: Die Losung von 1 g des Alkohols in 20 ccm 70-proz. Methanol wurde einige Min.
mit Kohle gekocht, filtriert und i. Vak. vorsichtig bis zur beginnenden Triibung eingedampft.
Nach einigen Stdn. wurde abfiltriert und erneut hei mit Kohle behandelt. Dann wurde noch
3 mal aus wenig Wasser umkristallisiert. Schmp. 161 —162°. Der Verlust war erheblich.

CpoH 2,06 (358.4) Ber. C 67.02 H6.19 OCH; 17.32 Gef. C67.16 H6.15 OCH317.74

Sinapinalkohol und Syringaresinol

Sinapinalkohol wurde nach der friitheren Vorschrift13) hergestelit. Die Ausbeute ist besser,
wenn der verwendete Acetylsyringasiure-ithylester mehrmals aus Athanol umkristallisiert
und das LiAlH, jeweils aus LiH und AlBr; frisch hergestellt wird23). Der Sinapinalkohol wird
aus seiner Losung in trockenem Ather mit Petroldther bei 0° abgeschieden; die Mutterlauge
wird abgegossen und die Kristallmasse mit trockenem Ather von —25° gewaschen. Sie wird
in einem mit Schliffkappe und Hahn versehenen Rohr i. Vak. (< 1 Torr) bei —25° auf-
bewahrt. .

Die Losung von 1.05 g (5 mMol) Sinapinalkohol in 100 ccm Wasser von 20° wird in eine
Schiittelente gebracht, in deren Hals sich ein kleines Rohr mit Kupfersulfat (5 mMol) be-
findet. Die Ente wird einige Male abwechselnd evakuiert und mit Stickstoff gefiillt. Jetzt wird
Sauverstoff in das angeschlossene Eudiometerrohr gefiillt und durch Heben und Senken mit
dem Stickstoff vermischt. Das Kupfersulfat wird durch Kippen des Rohres eingefiihrt und zu
schiitteln begonnen. Wenn iiberschiissiger Sauerstoff vorhanden ist, verlangsamt sich die Auf-

23) In Ampullen bezogen von RiepeL-DE HAEN A.G., Seelze, Hannover.
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nahme nach Verbrauch eines halben Grammatoms Sauerstoff auf ein Mol Sinapinalkohol.
Inzwischen ist eine reichliche Menge eines hell rosa gefirbten Niederschlags ausgefallen, der
sich in der anschlieBenden langsamen Reaktionsphase wieder aufiost. Dabei geht die hell-
gelbe Farbe der Losung in Rot und Dunkelrot iiber. Nach Aufnahme von weiterem Sauerstoff
wird die Reaktion sehr langsam. Die L6sung gibt an Butanol verschiedene Stoffe ab, unter
denen das Syringaresinol fehlt. Durch Sublimation i. Vak. wird Dimethoxybenzochinon
gewonnen (Schmp. im geschlossenen Rohr 255° (Zers.)).

Wenn bei sonst gleichen Versuchsbedingungen nur wenig mehr als 0.5 Grammatome
Sauerstoff (0.53 Grammatome) eingelassen werden, wird er vollstindig verbraucht. Der
Niederschlag wird abzentrifugiert und mit kaltem Wasser gewaschen. Ausb. 889, d. Th.
Daraus wird durch 3maliges Umkristallisieren aus Methanol in guter Ausbeute analysen-
reines Syringaresinol erhalten. Schmp. im Kofler-Apparat 169.5° (unkorr). Frither24) wurde
174° angegeben (Schmelzpunktsréhrchen). Syringaresinol kann 3 Racemate bilden (trotz seiner
4 Asymmetriezentren). Ob hierdurch die Unsicherheit des Schmelzpunktes verursacht ist,
wurde nicht untersucht. Das Diacetat schmilzt, wie frither gefunden, bei 181°, das Ditosylat
bei 247°.

‘Wenn 1.05 g reines Syringaresinol, in Methanol/Wasser (1:4 Vol.-Tle.) gelost, in Gegen-
wart von Kupfersulfat mit Sauerstoff behandelt werden, so kdnnen 60% d. Th. an Di-
methoxychinon gewonnen werden. Hierzu werden 180 ccm Oj Bendtigt (= 3.25 Gramm-
atome Sauerstoff fiir 1 Mol Syringaresinol). Die zwischendurch auftretenden Nebenpro-
dukte sind dieselben, wie sie neben dem Syringaresinol bei der Darstellung aus Sinapinalkohol
entstehen.

Organische Kupfersalze, wie Acetat und Formiat, wirken auch, aber nicht besser, und
fithren zu teilweiser Ausfillung von Cu,0. Die Reaktionsgeschwindigkeit des Kupfersulfats
wird durch den Zusatz sehr geringer Mengen von Eisen- und Mangansalz erhéht. Isatin-
carbonsiure-(4)25), weiche die Dehydrierung des Phenylalanins katalysiert, ist bei Sinapin-
alkohol unwirksam.

Zur Chromatographie wurden Eisessig/Butanol/Wasser oder Xylol/Dimethylformamid
verwendet.gZur Sichtbarmachung dienten je nach Bedarf Kaliumpermanganat, Dinitro-
phenylhydrazin, Diazobenzol-sulfonsiure oder Phosphormolybddnsdure nach DENIS-FOLIN.
Beobachtung im lang- oder kurzwelligen UV-Licht mijt oder ohne Bespriihung mit Fluores-
ceinfarbstoffen ist hiufig von Nutzen. Diazobenzol-sulfonsiure fiarbt das Syringaresinol
tiefrot und den Sinapinalkohol hellrosa.

24) K. FReUDENBERG und H. ScHRAUBE, Chem. Ber. 88, 16 [1955].
25) A, Mix und H. W. Krausg, Chem. Ber. 89, 2630 [1956].





