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Die Herstellung des Coniferylalkohols-[3-14C] wird neu durchgearbeitet und
seine Uberfithrung in Dehydrierungspolymerisat beschrieben. Aus den Oxy-
dationsprodukten des methylierten Dehydrierungspolymerisats wird reine Iso-
hemipinsdure gewonnen. Die mol-spezifische Aktivitit der Einheit des De-
hydrierungspolymerisats verhilt sich zu der der Isohemipinsdure wie 100:50.
Die Siure kann in 2.3-Dimethoxy-5.6-dinitro-benzoesidure verwandelt werden.

Vor 7 Jahren wurde aus Coniferylalkohol, der am mittleren Kohlenstoffatom der
Seitenkette radioaktiv markiert war, das Dehydrierungspolymerisat (DHP) herge-
stellt 2. Daraus haben wir, nach der Behandlung mit Alkali und Methylierung, radio-
aktive Isohemipinsiure (I) gewonnen und an ihr nahezu dieselbe mol-spezifische
Radioaktivitit wie an der Einheit des Ausgangsmaterials angetroffen. Wir verfiigen
heute iiber ungleich bessere MeBinstrumente und haben in der Zwischenzeit weitere
Erfahrungen in der Trennung der Abbausiuren gewonnen3); so schien es uns ange-
zeigt, jene Versuche wieder aufzunehmen.

Die Radioaktivitit der Isohemipinsdure (I) wurde bestitigt, aber nur halb so stark
gefunden wie damals angegeben.

Ein geeignetes Verfahren, zwischen den beiden Carboxylgruppen der Isohemipin-
sdure (I) zu unterscheiden, bietet die Nitrierung und Decarboxylierung zur 2.3-
Dimethoxy-5.6-dinitro-benzoesdure (II). Die gleiche Sdure haben R. WEGSCHEIDER
und A. Kriemencd aus Hemipinsdure (III) erhalten; wir haben sie auBerdem aus
o-Veratrumsiure (IV) hergestellt. Die Sdure II 148t sich in Chinolin zu 1.2-Dimeth-
oxy-4.5-dinitro-benzolS decarboxylieren.

*)Ich danke dem LANDESGEWERBEAMT BADEN-WURTTEMBERG fiir die Bereitstellung von
Mitteln und Herrn Dr. E. JosT fiir freundliche Beratung.

**)Stipendiat der CiBA AG, Basel, fiir die Jahre 1959 —1961, am Chemischen Institut der
Univ. Heidelberg.
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Coniferylalkohol-[8-14C] ist zwar bereits verschiedentlich hergestellt worden1.6),
aber es hat sich als zweckmiiBlig erwiesen, die Synthese erneut durchzuarbeiten. Die
Ausbeute an Coniferylalkohol, bezogen auf Malonséure, betrigt etwa 359%;. Der aktive
Coniferylalkohol wurde mit inaktivem stark verdiinnt.

R -
' [: R=CO,H, R'=H
1I: R, R' =NO,
{ll: R=H, R' =CO,H
HOC OCH, IV:R,R'=H
OCH,4

Zur Uberfithrung in ein Dehydrierungspolymerisat wird mit Peroxydase und
duBerst verdiinntem Wasserstoffperoxyd dehydriert. Um ein gut flockendes, an Oligo-
meren armes Priparat zu erhalten, miissen nahezu zwei Moll. Wasserstoffperoxyd
aufgewendet werden, die bei quantitativer Umsetzung gegen 4 Wasserstoffatome
entfernen sollten. Die Umrechnung des entstandenen Dehydrierungspolymerisats auf
die Co-Einheit ergibt CoH7.1402(H20)0.38(0OCH3)1.0; (Mol.-Gew. 185). Das heifit,
von den nahezu 4 Aquivalenten des Peroxyds haben nicht ganz 2 reagiert. Ob der
Rest des Wasserstoffperoxyds einen kleinen, nicht einkondensierten Teil weiter dehy-
driert hat oder an der sehr groBien Oberfliche des sich ausscheidenden Produkts zer-
setzt wurde, bleibt dahingestellt. Es ist auch denkbar, daB nach Verlust von ungefahr
2 Atomen Wasserstoff die Reaktion auBerordentlich verlangsamt wird. Messungen
sind wegen der Inhomogenitit und extremen Verdiinnung der Mischung nicht aus-
gefithrt worden. Da der Wasserstoffverlust und die Wasseraufnahme genau denen
eines natiirlichen Lignins entsprechen, zweifeln wir nicht, daB dieses Dehydrierungs-
polymerisat fiir die Untersuchung geeignet ist. Die Ausbeute an polymerem DHP
betrigt 26 %, bezogen auf die Malonsiure. Aus 50 mg Malonsiure-[3-14C] (0.5 mC)
wurden 6.9 g DHP-[$8-14C] erhalten (0.129 mC).

Weil das DHP thermoplastisch ist, wird es zwecks Methylierung, Behandlung mit
Alkali, erneuter Methylierung und Oxydation auf Bariumsulfat aufgetragen.

Zunichst wurde die Isohemipinsiure (I) untersucht. Der chromatographisch ein-
heitliche Ester wurde verseift und die Sdure erneut gereinigt. Ausbeute aus 5 g DHP
93 mg einwandfreie Isohemipinsiure, deren Radioaktivitit nach erneuter Kristalli-
sation konstant blieb. Die Aktivitit/Mol. betrug 50%; des DHP.

Der radioaktive Anteil von I entstammt ganz oder zum Hy(OH

groBten Teil dem in das Lignin eingebauten radioaktiven !CIH
Dehydro-diconiferylalkohol (V). Wenn 159 V in das DHP CH
eingebaut sind, kénnten daraus maximal 9.4%, des DHP an H,COH
Isohemipinsidure (I) entstehen. Die Gesamtausbeute an I aus H CH,
Coniferyl-DHP oder dem Coniferylanteil des Lignins betrigt H

3%. 50% davon (= 1.5%, der Gesamtausbeute) sind radio- v

aktiv; das entspricht einer Ausbeute von 16 % d. Th. aus dem

in das DHP oder Lignin eingebauten Dehydro-diconiferyl- H OCH,
alkohol (V). Eine hohere Ausbeute ist bei der Art des Auf-

schlusses und der Oxydation nicht zu erwarten. 15 % Komponente V im Lignin
ist daher ein angeressener Schitzungswert.

6) K. KrarzL und G. BiLLEk, Mh. Chem. 84, 413 [1953].
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Der inaktive Anteil der Isohemipinsiure (I) diirfte hauptsichlich den im DHP
reichlich vorkommenden Biphenylverbindungen entstammen?,

DHP aus endstindig markiertem Coniferylalkohol-{«-14C] ergab inaktive Isohemi-
pinsdure (I)®. Ein anderes Ergebnis ist auch nach unseren heutigen Vorstellungen
nicht zu erwarten. Dagegen war der mit starker Mineralsdure abgespaltene Form-
aldehyd radioaktiv; er entstammt demnach dem endstidndigen Carbinol. Metahemi-
pinsdure konnte mit den damaligen Mitteln aus dem DHP erst nach energischer
Behandlung mit starker Salzsiure gewonnen werden®. Thre Radioaktivitit entsprach
einem Drittel derjenigen des DHP. Hier ist eine nachtrigliche Kondensation im
Spiele, an der das a-C-Atom beteiligt ist. Auch aus Pinoresinol entstehen mit starker
Sdure Produkte, die Metahemipinsiure liefern9. Hier diirfte das vy-, vielleicht auch
das a-C-Atom mitwirken.

Einstweilen ist das an den markierten Ligninbausteinen gewonnene Bild noch
unvollstindig. Erst wenn entsprechende Versuche mit DHP aus Coniferylalkohol-
[v-14C] vorliegen, wird ein vollstindiges Bild iiber die Entstehung der methoxylierten
Benzolcarbonsiuren gezeichnet werden konnen.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Den fritheren Angaben iiber die Chromatographie der hier behandelten Siuren sei hinzu-
gefiigt: Die Chromatogramme werden im ultravioletten Licht erst vor, dann nach der Be-
handlung mit Ammoniakdampf betrachtet. Sdureester und Phenolacetate werden mit Na-
triummethylat bespritht und erneut im UV betrachtet; auf dem Papier hydrolysierte Phenol-
acetate werden mit wenig diazotierter Sulfanilsiure!0) in 2-proz. wiBr. Natriumcarbonat-
fosung bespriiht.

Acetylferulasiure: Die Mischung von 1.2 g Acetyl-vanillin (1.3 facher UberschuB) und 0.5 g
Malonsdure wird im Schliffkolben mit 3 ccm trockenem Pyridin {ibergossen, mit 4 Tropfen
Piperidin und einem trockenen Siedesteinchen versetzt und unter FeuchtigkeitsabschluB
8 Stdn. auf 60° erwidrmt. Pyridin, gebildetes Wasser und Piperidin werden bei 30° i. Vak.
abdestilliert. Der Riickstand wird nochmals mit 3 ccm Pyridin und 2 Tropfen Piperidin ver-
setzt und auf 60° gehalten, danach wieder eingedampft, in Gegenwart von 1 ccm 40-proz.
Natriumhydrogensulfitldsung in der Reibschale gut zerrieben, zweimal mit 5 ccm Eiswasser
gewaschen, getrocknet, in 4 ccm Eisessig warm gelost und tropfenweise mit warmem Wasser
bis zur beginnenden Trilbung versetzt. Nach dem Erkalten wird weiteres Wasser, im ganzen
15 ccm, zugegeben. Die Mutterlaugen werden vereinigt und mehrmals mit je 5 ccm Ather
extrahiert, der zweimal mit ! ccm Natriumhydrogensulfitlosung ausgeschiittelt und mit
Natriumsulfat getrocknet wird. Der Riickstand wird aus der gerade ndtigen Menge warmer,
25-proz. Essigsdure umkristallisiert. Schmp. 195—198° (reine Acetylferulasiure 199°). Das
einmal umkristallisierte Produkt ist rein genug fiir die weitere Verarbeitung, Ausb. 60%;,
bezogen auf Malonsdure. Aus der Siure kann das Acetylferulasdure-chlorid nach der fritheren
Vorschrift hergestellt werden!). Die Losung des Rohproduktes in der 10fachen Menge

7 1. ¢.3v), S. 2819.

8) K. FREUDENBERG und F. BiTTNER (Radioaktive Isotope und Lignin, I), Chem. Ber. 86, 155
[1953].

9} K. FREUDENBERG, Ind. Engng. Chem. 49, 1384 [1957]; vgl. H. RICHTZENHAIN, Acta chem.
scand. 4, 206, 589 [1950]; Svensk Papperstidn. 53, 644 [1950].

10) In einzelnen Fillen, wie Syringasiure, versagt die Reaktion, wenn ein UberschuB an
diazotierter Sdure verwendet wird.
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Benzol wird i. Vak. bei gewdhnlicher Temperatur eingeengt, bis die Kristallisation beginnt.
Schwach gelbe Nadeln, Schmp. 134—135°, Ausb. 90%;. Das Chlorid muB} sofort verarbeitet
werden. Wenn es wie der Acetylsinapinsdure-dthylester 11} und der Acetylferulasiure-methyl-
ester (s. unten) bei tiefer Temperatur reduziert wird, erhilt man eine Ausbeute an Coniferyl-
alkohol von 609, bezogen auf die Sdure, wihrend bei héherer Temperatur die Ausbeute
wesentlich geringer ist. Wir haben den folgenden Weg vorgezogen.

Acetylferulasiure-methylester: Die Losung von 2.0 g Acetylferulasiure in 60 ccm reinem
Dioxan von 50° wird rasch gekiihlt und vor der Kristallisation tropfenweise mit alkohol-
freier12) itherischer Diazomethanlésung versetzt, bis die gelbe Farbe erhalten bleibt. Die
Losung steht noch 10 Min. bei 0° und wird i. Vak. eingedampft. Der kristallisierte Riickstand
wird aus wenig Methanol umkristallisiert. Farblose Platten, Schmp. 122—123°, Ausb. 1.8 g.
Der Ester ist chromatographisch rein, die Mutterlauge gibt noch eine zweite Fraktion von
0.13 g, zusammen 939 d. Th.

Coniferylalkohol: Der Acetylferulasdure-methylester wird in derselben Weise bei —20°
reduziert wie der Acetylsinapinsdure-dthylester 11). Zur Verwendung kommen 5 g Acetylferula-
sduremethylester und 2.5 g Lithiumaluminiumhydrid. Wenn die Reduktion beendet und Dithionit
zugesetzt ist, wird die Atherschicht, die nur Ausgangsmaterial enthilt, entfernt und die wiBr.
Fliissigkeit mit 50 ccm Essigester13) umgeschiittelt. Nach 5 Min. wird festes Kohlendioxyd
zugegeben, bis die gelbe Farbe verschwunden ist. Jetzt wird 5mal mit je 50 ccm Essigester 13)
ausgeschiittelt, wobei nach den zwei ersten Ausschiittelungen erneut Kohlendioxyd zuge-
geben wird. Die Ausziige werden vereinigt, mit Natriumsulfat getrocknet und nach 15 Stdn.
unter Stickstoff i. Vak. eingedampft. Der kristallisierte rohe Coniferylalkohol wird in einer
mpglichst geringen Menge warmen Methylenchlorids gelést und nach dem Erkalten mit
leichtsiedendem Petroldther bis zur Triibung versetzt. Im Eisschrank kristallisiert der Coni-
ferylalkohol innerhalb von 3 Tagen aus. 2.6 g (68% d. Th.), Schmp. 71—73°. Die Ausbeute,
bezogen auf Malonsiure, betragt 36 % d. Th.

Dehydrierungspolymerisat aus Coniferylalkohol: 4 mg kristallisierte Peroxydase werden in
einer Mischung von Citratpuffer (12 ccm, pH 5.5)14) und 400 ccm Wasser von 20° geldst.
Unter Riihren werden durch zwei Tropftrichter gleichzeitig tropfenweise zugegeben: 1. die
Losung von 0.8 g Coniferylalkohol in 5 ccm Aceton und 400 ccm Wasser, 2. 400 ccm einer
0.025-proz. Hydroperoxydlésung. Das Zutropfen (ungefihr 30 ccm stiindlich von jeder Lo-
sung) dauert einen Tag. Die tritbe Reaktionsmischung wird iiber Nacht gerithrt. Am néichsten
Tag werden 3 mg Peroxydase in 10 ccm Pufferidsung und wieder tropfenweise dieselben
Losungen von Coniferylalkohol und Wasserstoffperoxyd unter Riithren zugegeben. Uber
Nacht wird geriihrt. Am dritten Tag werden 2.5 mg Peroxydase in 10 ccm Pufferlésung sowie
tropfenweise 420 mg Coniferylalkohol in 210 ccm Wasser und 210 ccm Hydroperoxydldsung
zugefiigt. Danach werden wihrend dreier Tage und Nachte 2 / der 0.025-proz. Wasserstoff-
peroxydldsung tropfenweise zugegeben. Jeden Morgen werden 1.5 mg frisches Enzym in
5 ccm Pufferlosung zugesetzt. Die bei dieser Reaktion verwendete verdiinnte Losung des
Wasserstoffperoxyds wird einem Vorrat entnommen, der nicht linger als 1 Woche vorher mit
Jod und Thiosulfat eingestelit worden ist. Die feine Suspension wird i. Vak. unter Stickstoff
auf ungefihr 150 ccm eingeengt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, im Zentrifugenglas
mit 30 ccm Wasser aufgeriihrt, am nichsten Morgen erneut abzentrifugiert und nach Ab-

11} K. FrReUDENBERG und H. H. HUBNER, Chem. Ber. 85, 1181 [1952].

12) H, BREDERECK, R. SIEBER und L. KAMPHENKEL, Chem. Ber. 89, 1169 [1956].

13) Nach einem Vorschlag von H. NiMz.

14) D’ANs-Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker, S. 1592, Springer-Verlag, Berlin
1943.
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gieBen des Wassers im Zentrifugenglas im Exsikkator getrocknet. Eine Probe wird in Xylol/
Dimethylformamid (9:2Vol.) auf einem Papier, das mit Dimethylformamid imprégniert
worden ist15), chromatographiert. Es enthilt nur noch Spuren von Oligomeren. Zur Analyse
wird eine Probe in wenig Dioxan/Wasser (9:1 Vol.) aufgeriihrt; nach einigen Stunden wird
durch tropfenweisen Zusatz von Wasser das Geloste mit dem Ungeldsten ausgefillt. Es wird
abzentrifugiert und erst bei gewshnlicher Temperatur, dann 3 Tage bei 50° iiber Phosphor-
pentoxyd getrocknet. Die Zusammensetzung ist oben mitgeteilt. Die Ausbeute betrdgt 1.5 g
oder 75% der erwarteten (26 %, bezogen auf Malonsiure).

Verteilung auf Bariumsulfat: Zur Verarbeitung auf Abbausiuren werden 5 g inaktives
DHP bei gewdhnlicher Temperatur in 400 ccm einer Lésung von Wasser und Dioxan (1:9 Vol.)
suspendiert und umgeschiittelt, wobei sich das Priparat zum groBten Teil lost. Die triibe
Mischung wird nach 1 Stde. mit 240 g gefilltem Bariumsulfar versetzt, umgeschiittelt und nach
4 Stdn. i. Vak. unter Stickstoff eingedampft. Der Riickstand wird im Morser fein zermahlen.
Das Gemisch wird 15 Stdn. mit iiberschiiss. Diazomethan in Ather gerithrt. Nach der Ent-
fernung des Athers wird mit Alkali behandelt, methyliert und oxydiert, wie wenn es sich um
20 g methyliertes Holz handelte3), Auch die Aufarbeitung der Oxydationsmasse und die
Fraktionierung wird nach den fritheren Vorschriften vorgenommen3). Bei der Fraktionierung
auf der Sdule werden die Anteile aufgefangen, die Isohemipinsdure (I) enthalten. Die rohe
Isohemipinsidure (I) wird mit kaltem Benzol gewaschen und im Zentrifugenglas, das in warmes
Wasser getaucht wird, aus wenig Wasser umkristallisiert. Dabei wird die Lésung von Un-
gelostem abzentrifugiert und abgegossen. Die Mutterlaugen werden erneut auf Isohemipin-
sdure verarbeitet, das Rohprodukt wird mit Diazomethan verestert und der Ester iiber einer
Siule von neutralem Aluminiumoxyd gereinigt. Zur Elution dient Ather. Beim Verdampfen
hinterbleibt ein Ol, das bald kristallisiert. Die Masse wird in einer Packung von Filtrierpapier
bei 250 at ausgepreBt, im Zentrifugenglas in wenig Methanol gelost und durch Zentrifugieren
von Fasermaterial befreit. Die Methanolldsung wird mit der 3fachen Menge Wasser versetzt
und im offenen Gefiafl der Kristallisation iiberlassen. Die farblosen Kristalle schmelzen bei
54—56°. Die oligen, im Filtrierpapier verblicbenen Anteile werden mit Ather extrahiert,
mit den Mutterlaugen eingedampft und die Riickstinde erneut iiber eine kleine Aluminium-
oxydsdule gefithrt. Die Ausbeute betrigt 100 mg. Weitere 50 mg (geschitzt) befinden sich in
unreinen Fraktionen.

2.3-Dimethoxy-5.6-dinitro-benzoesiure (II): 1 g I wird ohne Kiithlung mit 2 ccm rauchender
Salpetersiure (d 1.52) iibergossen und die sich bald klirende Losung mit 100 ccm Wasser
verdiinnt. Die Mischung bleibt 3 Tage im Eisschrank stehen. Die hellgelben Kristalle (Ausb.
69%) werden aus Aceton/Benzol umkristallisiert. Die Substanz zersetzt sich gegen 195°.
WEGSCHEIDER und KLEMENC4) geben 195—196° an.

Methylester: 500 mg II werden in 30 ccm Ather mit Diazomethan methyliert. Schmp.
87—88° aus Methanol. 4 g o-Veratrumsdure (IV) werden unter Riithren portionsweise in
40 ccm einer Mischung von konz. Salpetersiure (d 1.4) und Schwefelsiure (1:1 Vol.) inner-
halb von 10 Min. eingetragen. Die goldgelbe, triibe Fliissigkeit wird 30 Min. geriihrt, mit
200 ccm Wasser versetzt und 15 Stdn. auf Eis gestellt. Kristalle, 4.4 g, Schmp. nach der
Kristallisation aus Aceton/Benzol bei 196 —202° (Zers.). Mit Diazomethan wird der Methyl-
ester erhalten. Er schmilzt, aus Methanol umkristallisiert, bei 54—57°, erstarrt wieder und
schmilzt dann bei 88—89° (Mischprobe4)). Die Identitit wird auBerdem durch Chromato-
graphie und Infrarotspektrum bestitigt.

1.2-Dimethoxy-4.5-dinitro-benzol: Die Mischung von 400 mg II mit 2 ccm frisch dest.
Chinolin wird auf 130—150° erhitzt, bis die Kohlendioxydentwicklung beendet ist (etwa

15) K. FREUDENBERG und B. LEHMANN, Chem. Ber. 93, 1360 [1960].
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30 Min.). Das Chinolin wird von der roten Reaktionsmischung an der Olpumpe abdestilliert,
der Riickstand in Aceton aufgenommen, durch eine Sdule mit neutralem Aluminiumoxyd
gefiihrt und vom Losungsmittel befreit. Jetzt wird auf einer zweiten Sdule von Aluminium-
oxyd in Benzol/Chloroform (9:1 Vol.) chromatographiert und dabei eine schneller laufende
gelbe und eine langsamer laufende orangerote Fraktion erhalten. Die schneller laufende
Substanz wird 3mal aus Methanol umkristallisiert. Schmp. 128—129°, in Ubereinstimmung
mit der Literaturs).

Radioaktives Dehydrierungspolymerisat: Die Losung von 50 mg (0.5 mC) Malonsdure-
{B-14C] in 15 ccm Aceton wird mit 3 g inaktiver Malonsdure verdinnt, in 6 gleiche Teile
geteilt und eingedampft. Nach der Verarbeitung jeder einzelnen Probe auf Acetylferulasiure
wird zu den Mutterlaugen jeder Kristallisation eine geringe Menge reiner, inaktiver Acetyl-
ferulasdure gegeben, um den Rest an aktiver Sdure zu gewinnen. Zur Methylierung werden
je 3 dieser Teile vereinigt, zu den Mutterlaugen jeder der 2 Methylesterproben wird inaktiver
Methylester gegeben. Die Reduktion zu Coniferylalkohol-[$-14C] wird wiederum in 3 Por-
tionen vorgenommen und bei jeder Aufarbeitung inaktives Material zugesetzt. 8 g Coniferyi-
alkohol werden in 3 Teile geteilt, die einzeln dehydriert werden. Aus 0.5 mC Malonsaure-
[B-14C] werden 0.129 mC DHP-[f-14C] erhalten. Das Mol.-Gewicht der Einheit ist 185.
Ausb. 6.9 g. Gesamtausb., auf radioaktive Malonsiure bezogen, 25.8 %;.

Aktivitat
DHP (Mol.-Gew. 185)

0.0199 uC x 185/1.061 mg = 3.47
0.0173 p.C x 185/0.890 mg = 3.60

Mittel = 3.54 p.C/mMol
Isohemipinsdure (I) (Mol.-Gew. 226.2)
0.0156 uC X 226.2/1.628 mg = 2.17
0.0071 uC X 226.2/0.909 mg = 1.77

Nach Zusatz von inaktiver Isohemipinsidure umkristallisiert (Faktor 5.11)

0.00359 p.C % 226.2 X 5.11/2.383 mg = 1.75
0.00625 uC x 226.2 X 5.11/4.757 mg = 1.70

Mittel = 1.73 uC/mMol
oder 49%, des DHP





