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KARL FREUDENBERG und BERNHARDT LEHMANN *) 

Radioaktive Isotope und Lignin, XI) 

Untersuchung eines mit 14C markierten Ligninpraparates 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat und dem Forschungsinstitut fur die 

Chemie des Holzes und der Polysaccharide, Heidelberg 

(Eingegangen am 11. Januar 1963) 

Fichtenholz, das nach Eingabe von mittelstandig markiertem Phenylalanin ge- 
wachsen war, wurde auf methoxylierte Benzolcarbonsauren verarbeitet. Die 
Radioaktivitat pro Mol betragt bei der Isohemipinsaure (11) 29 % der Radio- 
aktivitat der Lignineinheit, bei der Metahemipinsaure (111) 15% und bei der 
Hemipinsaure (IV) 10 %. AuRerdem erwiesen sich als radioaktiv die Methoxytri- 
mesinsaure (V), 4-Methoxy-isophthalsaure (VI), 4-Methoxy-o-phthalsaure (VII), 
Trimethoxy-o-phthalsaure (VIII) und 2.3.4-Trimethoxy-benzoesaure (IX). Die 
Herkunft des radioaktiven und inaktiven Teils der o-Phthalsauren wird erdrtert. 

Unter den Sauren der Gruppe C6c3 wird Phenylalanin besonders leicht in Lignin 
verwandelt. Fruher wurde gezeigt 2), daB Fichtenholz nach der Methylierung, Behand- 
lung mit Alkali, erneuter Methylierung und Oxydation radioaktive Isohemipinsaure 
ergab, wenn den Baumchen Phenylalanin-[P-W] eingegeben war. Damals wurde aus- 
gesagt, daB die Isohemipinsaure kraftig radioaktiv sei. Wir haben diesen Versuch mit 
verbesserter 'I'echnik wiederholt und erweitert. 

Das methylierte Holz wurde in der gewohnten Weise auf das Gemisch der Abbau- 
sauren verarbeitet3). In reinem Zustand wurde Dehydro-diveratrumsaure (I) isoliert 
und iiber dern Methylester gereinigt. Sie ist nicht radioaktiv. Dagegen sind es die 
Isohemipinsaure (11), Metahemipinsaure (111) und Hemipinsaure (IV). Das Lignin, 
aus dem diese Sauren stammen, wurde aus dem Holze nach KLASON isoliert. Es 
betrug 29 % des Holzes. In der Zusammensetzung (C6H6.8202(H20)0.38(OCH3)0.62) 
unterschied sich dieses Praparat von gewohnlichem Fichtenlignin durch einen um 
0.3 zu geringen Methoxylgehalt (0.62 statt 0.92). Vielleicht enthielt es Bestandteile 
der Rinde; Holz und Rinde sind bei den verwendeten sehr diinnen Zweigen nur 
schwer zu trennen oder das Lignin junger Baumchen ist von dem des alteren Holzes 
verschieden. Als Gewicht der Einheit wurde 174 eingesetzt. Die Radioaktivitat 
betragt : Lignin 1.01 pC/mMol; Isohemipinsaure-dimethylester 0.292 pC/mMol; Me- 
tahemipinsaure-dimethylester 0.148 pC/mMol; Hemipinsaure-dimethylester 0.099 pC/ 
mMol. AuBerdem sind folgende Sauren radioaktiv: Methoxytrimesinsaure (V), 
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4-Methoxy-isophthalsaure (VI), 4-Methoxy-o-phthalsaure (VII), Trimethoxy-o- 
phthalsaure (VIII) und aus dieser durch Decarboxylierung entstandene 2.3.4-Trimeth- 
oxy-benzoesaure (IX). Vielleicht ist auch die Veratnunsaure sehr schwach radioaktiv. 
Einige nicht identifizierte Sauren scheinen auch aktiv zu sein. 
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I 11: R = COaH, R', R" = H V: R, R" = COzH, R' = H VIII: R = C02H 
111: R' = COaH, R, R" = H VI: R = COzH, R', R" = H IX: R = H 
IV: R" = C O ~ H ,  R, R' = H VII: R' = C O ~ H ,  R, R" = n 

DaB die Dehydro-diveratrumsaure inaktiv ist, war zu envarten. Auf der anderen 
Seite war die Aktivitat der Isohemipinsaure vorauszusehen. Ihr radioaktives Kohlen- 
stoffatom entstammt ganz oder zur Hauptsache dem in das Lignin eingebauten De- 
hydro-diconiferylalkohol (Formel V der vorstehenden Abhandlung). Aber die Iso- 
hemipinsaure besitzt nur 29 % der molaren Radioaktivitat des aus demselben Holze be- 
reiteten, mit methoxylarmeren Beimengungen vermischten Lignins. Bei der Berechnung 
ist die - unbewiesene - Annahme gemacht, daI3 die Beimengung und der echte Lignin- 
anteil des Klason-Lignins dieselbe Aktivitat besitzen. Wenn dagegen alle Aktivitat 
des Klason-Lignins in dem echten Ligninanteil vereinigt ware, fiele die Aktivitat 
der Isohemipinsaure auf 20 % ; ware die Aktivitat des Nicht-Ligninanteils starker als 
die des Lignins, so konnte statt 29% ein hoherer Wert zutreffend sein. Der inaktive 
Teil der Isohemipinsaure entstammt Gruppierungen, an denen das mittelstandige 
C-Atom nicht beteiligt ist, z. B. Biphenylanordnungen4) oder anderen Kondensationen. 
Der Versuch sagt iiber die Menge des Dehydro-diconiferylalkohols im Ligninnichts aus. 

Auch die beiden Dimethoxy-o-phthabauren miissen - jede fur sich - verschie- 
dener Herkunft sein. Die Radioaktivitat der Metahemipinsaure und Hemipinsaure 
betragt 15 % und 10% der des Klason-Lignins; auch diese Zahlen sind ungewiI3, aber 
ihr Verhaltnis zur Radioaktivitat der Isohemipinsaure steht fest. Der radioaktive 
Anteil sagt aus, daI3 in der o-Stellung zur Seitenkette des ursprunglichen Guajacyl- 
restes, also in Stellung 6 oder 2, das mittelstandige Kohlenstoffatom einer zweiten 
Coniferyleinheit eingetreten ist. Eine der moglichen Erklarungen hierfur bietet die 
Annahme, daI3 bei der Dehydrierung des Coniferylalkohols zu den 3 bisher belegten 
mesomeren Radikalformen eine vierte hinzukommt (XI), die wir R6 nennen. Diese 
Form ist uns bisher nicht begegnet. Wenn sie mit der hauptsachlich begunstigten 
Form Rg (X) reagiert, so kann sich durch Dienonphenol-Umlagerng ein Zwischen- 
produkt (XII) bilden, das auf der einen Seite ein Chinonmethid, auf der anderen ein 
substituierter Coniferylalkohol ist. Dieses Zwischenprodukt wird kaum aufzufinden 
sein, denn als Chinonmethid unterliegt es den zahlreichen Reaktionen eines solchen, 
als substituierter Coniferylalkohol wird es sehr rasch weitere Dehydrierung erleiden. 
Man wird also dieser Anordnung nur eingebaut in groI3eren Verbanden begegnen. 
Nach der Methylierung und Oxydation wird XIV aktive Metahemipinsaure (111) 
liefern. Reagiert das C-Atom 2, so entsteht ein mit XI1 isomeres Produkt, das aktive 

4) 1. c.3b), S .  2819. 
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Hemipinsaure (IV) bildet. Auch die p-Cumar- und Sinapinkomponente liefern je eine 
aktive o-Phthalsaure, iiber deren Aktivitatsgrad wir noch nichts wissen. Die versuchte 
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Erklarung fur den radioaktiven Teil der o-Phthalsauren bedarf der Bestatigung, 
denn es ist nicht sicher, ob nach der Reaktion zwischen X und XI die Bedingungen 
fur eine Dienonphenol-Umlagerung gegeben sind. 

Eine andere Erklarung ist einfacher : Wenn das mesomere Radikal des dehydrierten 
Coniferylalkohols durch inter- oder intramolekularen Wasserstoffaustausch Radikale 
in 6- und 2-Stellung des Benzolkerns bildet, ware die Bildung der o-Phthalsauren 
erklart. Hierzu paBt die Wahrnehmungs), da13 6-Deutero-coniferylalkohol bei der 
enzymatischen Dehydrierung etwa 8 %, 2-Deutero-coniferylalkohol einige Prozente 
Deuterium verlieren. SchlieDlich ist zu erwahnen, daB E. MULLERG) unter den meso- 
meren Grenzformen der Aroxyle auch Radikale in m-Stellung zum Sauerstoff for- 
muliert. 

Ahnliche Rzitsel gibt die Bildung des nicht radioaktiven Teils der o-Phthalsauren 
auf. Fur den inaktiven Anteil der Metahemipinsaure und Hemipinsaure bietet sich 
eine mogliche Erklarung in dem Lignenolid XIII, das neuerdings unter den Dehydrie- 
rungsprodukten des Coniferylalkohols aufgefunden wurde7) und nach dem Ring- 
schluB zum hypothetischen Cyclolignan XIV das Ausgangsmaterial fur die inaktiven 
o-Phthalsauren bilden kann. 
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Im ubrigen miissen inaktive o-Phthalsauren entstehen, wenn die Stellung 2 oder 6 
des einen dehydrierten Coniferylalkohols mit einem nicht radioaktiven C-Atom eines 
zweiten reagiert. 

5) K. FREUDEWBERG und V. JOVANOVIC, unveroffentlicht. 
6 )  E. MULLER, A. RIEKER und K. SCHEFFLER, Liebigs Ann. Chem. 645, 92 [1961]. 
7) K. FREUDENBERG und H. GEIGER, Chem. Ber. 96, 1265 [1963]. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Markiertes Fichtenholz und Lignin: Die Losung von 0.2 mC ~L-Phenylalanin-[B-'~C/ 
(63.4 mg) in 40 ccrn Wasser wurde Anfang Juni 1960 in Gaben von je 1 ccm 4jahrigen Fichten 
durch Tauchtriebes) zugefiihrt. Die Fliissigkeiten waren nach 24 bis 48 Stdn. aufgesaugt. 
Ende Oktober wurden die beschickten Seitenaste etwa 1 cm unterhalb der Tauchtriebe ab- 
geschnitten und mit Schere und Rasierklingen von Nadeln und Rinde befreit. Das klein- 
geschnittene Holz wurde im Starmix unter 150 ccm Methanol/Wasser (9 : 1) Vol. zerkleinert, 
nach der Trocknung fein gemahlen, gesiebt und mit 3 I Aceton/Wasser (6 : 1 Vol.) mehrere 
Tage perkoliert, bis sich eine Probe der Extraktionslosung nur noch ganz schwach rnit diazo- 
tierter Sulfanilsaure farbte. Die Masse wog lufttrocken 17.7 g. Das Holzmehl wurde zur Vor- 
hydrolyse mit 400 ccm I-proz. Schwefelsaure 1 Stde. in gelindem Sieden gehalten, gewaschen 
und an der Luft getrocknet (1 1.8 g lufttrocken). Die Ligninbestimmungg) ergab 29.2%, 
bezogen auf das nichthydrolysierte trockene Holz. Die Zusammensetzung des Ligninprapa- 
rates ist oben erortert. 

Abbauprodukfe: 10 g des vorbehandelten Holzmehls wurden methyliert, mit waDr. Alkali 
gekocht, methyliert und oxydiert3). Nach Entfernen des gronten Teils der Dehydro-divera- 
trurnsuure (I)3), die sich nicht als radioaktiv erwies, wurden die Fraktionen gesammelt, die den 
Hauptanteil der Isohemipinsuure (XI) enthielten. Daraus wurde der reine Isohemipinsuure- 
dimethylester herausprapariert. Die Mutterlaugen wurden den iibrigen Saurefraktionen bei- 
gegeben und erneut auf der Saule fraktioniert. 

Die Abbausauren wurden zunachst auf dem Papierchromatogramm auf Radioaktivitat 
gepriift. Dieser Versuch diente nur zur Orientierung. Im MethandurchfluDzahlrohr wurde 
ein wie friiherlo) hergestelltes Chromatogramm untersucht. Radioaktiv wurden die Stellen 
folgender Sauren sowie einige nicht identifizierte Einzelstellen gefunden. 

Abbausauren 

Methoxytrimesinsaure 
Stelle zwischen Methoxytrimesinsaure und 

4-Methoxy-isophthalsaure 
Isohemipinsaure 
Metahemipinsaure 
Hemipinsaure 
Trimethoxy-o-phthalsaure 
4-Methoxy-o-phthalsaure 
Stelle langsamer als Dehydro-diveratrumsaure 
Stelle schneller als Dehydro-diveratrumsaure 
Veratrumsaure (?) 
2.3.4-Trimethoxy-benoesaure 
Stelle langsamer als Trimethylgallussaure 
Stelle schneller als Trimethylgallussaure 
Anisoylameisensaure (?) 

4-Methoxy-isophthalsaure 

RF 

0.03 

0.07 
0.11 
0.15 
0.17 
0.19 
0.20 

(0.27 
>0.27 

0.43 
0.45 

<0.54 

>0.54 

Nicht radioaktiv sind Anissaure, 2-Methoxy-benzoesaure, Trimethylgallussaure, die 3 meth- 
oxylierten Biphenyl-dicarbonsauren und die Diphenylather-dicarbonsauren. Uber die ali- 
phatischen Sauren sowie die Benzolpentacarbonsaure kann nichts ausgesagt werden. 

8 )  K. FREUDENBERG, H. REZNIK, W. FUCHS und M. REICHERT (Radioaktive Isotope und 

9) K. FREUDENBERG und TH. PLOETZ, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 754 [1940]; TH. PLOETZ, 

10) 1. c.3b), S. 2816/7. 

Lignin, III), Naturwissenschaften 42, 29 [1955]. 

Cellulosechemie IS, 49 [1940]. 
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Der Messung der Radioaktivitat ging die praparative Trennung der Sauren voraus. Ver- 
wendet wurde DAM-Austauschpulver (Schleicher & Schiill) rnit einer Mischung von Benzol/ 
Eisessig/Wasser (8 : 1 1  : 4 VOI.)~). Jene Fraktionen, die hauptsachlich Isohemipinsaure (11), 
Hemipinsaure ( I V )  und Metahemipinsaure (111) enthielten, wurden gesammelt und mit Diazo- 
methan methyliert. Zunachst wurde auf einer Cellulosesaule (Whatman Standard-Grade) mit 
Cyclohexan/Diniethylformamid (40 : 1 Vol.) fraktioniert. Daran schloB sich eine Auftrennung 
auf kleinen Aluminiumoxydsaulen (Woelm neutral) rnit Benzol/&her (erst 6 : 4 Vol., dann 
4 : 6 Vol.) an. Dabei wurden Fraktionen mit reinem Isohemipinsaure-dimethylester, reinem 
Hemipinsaure-dimethylester und reinem Metahemipinsaure-dimethylester gewonnen. 

Verdunnung der Praparate: 9.8 1 mg reiner, radioaktiver Isohemipinsaure-dimethylester wurde 
rnit 20 mg inaktivem Ester aus 6 ccm Methanol/Wasser umkristallisiert. Man erhielt 
22.4 mg lange Nadeln, die aus 3.5 ccm Methanol/Wasser erneut umkristallisiert wurden. 
Davon wurde ein Teil zur Verbrennung und Bestimmung der Radioaktivitat in Form von 
COz im Gaszahlrohr verwendet. Der andere Teil wurde erneut umkristallisiert und gleichfalls 
bestimmt. Schmp., RF-Wert und Radioaktivitat der dritten und vierten Umkristallisation 
waren gleich. -. Von reinem, radioaktivem Hemipinsaure-dimethylester wurden 1 .SO mg rnit 
24.92 mg reinem, inaktivem Hemipinsaure-dimethylester verdiinnt. Die Zahlungen im Gas- 
zahlrohr ergaben bei der zweiten Umkristallisation Konstanz der Impulsraten. - 11.185 mg 
radioaktiver Metahemipinsaure-dimethylester wurden mit 3 5 mg inaktivem Metahemipinsaure- 
ester, Schmp. 84-85.5', vermischt und aus Methanol/Wasser (1 : 3) umkristallisiert. Die 
zweite und dritte Umkristallisation ergaben innerhalb der Fehlergrenze die gleichen Zahlraten. 

Bestimmung der Radioaktivitat: Die radioaktiven Messungen erfolgten rnit Hilfe einer 
,,Adage zur Gasphasenmessung von Radiokohlenstoff " (FRIESEKE & HOEPFNER), die H. SIMON 
und Mitarbeiter 11) beschrieben haben. 

Lignin (Mo1.-Gew. 174) 
0.697 pC x 174/12.035 mg 
0.718 yCx 174/12.34 mg 

Aktivitat 

= 1.008 
= 1.012 

Mittel = 1.010 pC/mMol 

Isohemipinsawre-dimethylester (MoLGew. 254.2), Verdiinnungsfaktor (V. F.) = 3.04 
3.  Krist.: 0.00185 pC x 254.2 x 3.04/4.925 mg = 0.290 
4. Krist.: 0.00184 yCx254,2~3.04/4.815 mg = 0.295 

Mittel = 0.292 yC/mMol 
oder 29 % des Lignins 

Metahemipinraure-dimethylester (Mo1.-Gew. 254.2), V. F. = 4.13 
2. Krist. : 0.000628 pC x 254.2 x 4.13/4.49 mg = 0.1468 
3. Krist.: 0.000617 yCx254.2~4.13/4.38 mg = 0.1493 

Mittel = 0.148 pC/mMol 
oder 14.7 % des Lignins 

Hemipinsaure-dimethylester (Mo1.-Gew. 254.2), V. F. = 14.84 
2. Krist. : 0.000 I65 x 254.2 x 14.84/6.33 mg 
3.  Krist.: 0.000168 x254.2X 14.84/6.33 mg 

= 0.098 
= 0.100 ___ 

Mittel =: 0.099 pC/mMol 
oder 9.8% des Lignins 

11) H. SIMON, H. DANIEL und J. F. KLEBE, Angew. Chem. 71, 303 119591. 




