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Die Methodik der Konstitutionsermittlung 
hochmolekularer Naturstoffe 

Von 

K. FREUDENBERG 

Aus dem Chemischen Institut der Universiti~t Heidelberg 

(E ingegangen  am 31. 7. 1936. Vorge leg t  in der  S i tzung am 15.1O. 1936) 

1. Tannin.  

Ankniipfend an Gedanken, die EmIL FISCHER in seinem denk- 
wiirdigen Vortrage vor den dentschen Naturforsehern und i~rzten 
1913 in Wien entwickelt hat, gul3erte er sich 6 Jahre sparer in 
seinem Todesjahr 2: 

,,Solche Substanzen wie das Tannin gibt es . . .  eine rech~ 
grol~e Anzahl. Ieh erinnere hier nur an die Proteine und die 
komplizierten Kohlenhydrate. ]hnen steh~ die Forsehung anders 
gegeniiber als den einfaehen Substanzen . . .  

Meine Meinung geht damn, dal~ es selbstverstiindlich die 
letzte Aufgabe des Chemikers ist~ alle komplizierten Gemische 
organischer Substanzen, welehe die Natur uns darbietet, in 
die einzelnen Bestandteile zu zerlegen und deren Struktur 
dureh Analyse und Synthese aufzuklgren. Wo aber diese Aufgabe 
vorlgufig nicht zu tiisen ist, da braueht der Forscher keineswegs 
resigniert die Hgnde in den Schol3 zu legen. Denn er kann auf 
einen Teilerfolg hinarbeiten, indem er solche Stoffe nicht als 
Einzelindividuen, sondern als Gruppe verwandter Kiirper be- 
handelt und ihnen womSglieh dureh Synthese ghnlicher Sub- 
stanzen zu Leibe geh~. 

Je enger die Gruppe umgrenzt werden kann, um so griil~er 
wird der Teilerfolg sein. Wie welt man auf solehe Weise kommen 
kann, hoffe ieh an dem Tannin gezeigt zu haben." 

1 Nach Vortr~gen, die im November 1935 vor den 0rtsgruppen des 
Vereins Deutseher Chemiker in Innsbruck, Graz und Wien gehalten wurden. Aus 

�9 einem Wunsche der Einladendcn e~kliirt sich, dag die angefiihrten Beispiele den 
eigenen Arbeitsgebieten entnommen sind, also keine ~gollstitndigkeit beanspruchen. 
Literatur : K. FltlgUDI~NBEII~ Tannin, Cellulose, Lignin, Berlin 1933, sowie die an- 
schliel~enden Arbeiten in den Berichten und Annalen der Chemie; fiir Insulin: 
letzte Jahrgi~nge der Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. Fa r  Cellulose (1935) und Sti~rke 
(1936) vgl. ~bersiehten in der Chem.-Ztg. 

Ber. dtsch, chem. Ges. 52 (1919) 809. 
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Die Gall~pfeltannine sind amorph, besitzen Molekularge- 
wichte bis zu 1700 (chinesisches Tannin in Bernsteins~ure- 
dimethylester) und bestehen aus esterartig gebundener Gallus- 
s~ure und Zucker. Im chinesisehen Tannin sind etwa 9 (P. KA~RER) 
Galluss~ureeinheiten mit Glucose verbunden~ und zwar derart, 
da~ zun~ehst 5 Mo]ekfile Galluss~ure mit den 5 tIydroxylen der 
Glucose verestert sind und die meisten dieser Galluss~urereste 
wiederum an ihrem m-Hydroxyl weitere Galluss~ure in Ester- 
bindung (Depsidbindung) tragen. Das Naturprodukt ist zweifellos 
ein Gemisch aus ~olekiilen mit 8, 9, 10Galluss~ureeinhei~en, 
deren Ver te ihng in den gesehilderten Grenzen variiert. Auch 
ffir die Zuckerkomponente ist der Spielraum groin: sie kann in 
~.- oder ~-Form als Furanose oder Pyranose vorliegen. 

Gegeniiber dlesem Substanzgemisch mul3te sich die Ken- 
stitutionsforschung den yon E. FISCHER geschilderten Verzicht 
auferlegen; der Fortschritt aber, den E. FIscn~a deutlich geahnt 
hat, bestand darin, dal~ die Forschung lerntc, in Typen zu 
denken, indem es darauf ankommt, das Bauprinzip des Natur- 
stoffs zu ermitteln. Elementarzusammensetzung, Molekulargewicht, 
quantitatives u der Bausteine zueinander erhalten die 
Bedeutung von Durchschnittswerten; die Synthese kann nlcht 
auf das yon der Natur gebotene, untrennbare Gemiseh, 
sondern nur auf elne idealisierte Einzelfraktion, in diesem Falle 
die Penta-digalloyl-~-glucopyranose hinstreben. 

Diese Begriffsbildung mag uns heute selbstverst~ndlich vor- 
kommen; damals ist sie neu und flit die weitere Erforschung 
der hochmolekularen Naturstoffe richtunggebend gewesen. Denn 
bier entwlckelte sich eine Konstitutionsforschung, die auf ihre 
elementaren Grundlagen verzichten mu~te: das definierte Mole- 
kulargewieht und die stSchiometrischen Verh~ltnisse der Elemente 
und ~olekfilgruppen. 

2. Cel lu lose .  

W~hrend am Tanningemisch die Moleku]argewiehtsbe- 
stimmung wenigstens einen Durchschnittswert und die GrSl~en- 
ordnung anzeigt, fehlt an der Cellulose dieses ttilfsmittel vSllig. 
Xur dal~ das ]~olekulargewicht grol3 sei, d.h.  viele Glucoseein- 
heiten umfasse, war der kritischen Konstitutionsforschung jeder- 
zeit bewul3t. Im iibrigen stand sie einer eigenartigen Eint~nig- 
keit des Gebildes gegeniiber, alas nut  aus Glucose besteht und 
wenige Angriffspunkte bietet. Die merkw~irdigsten, Hypothesen 

Monatshefte f~r Chemie, Band 69 10 
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tauehten auf, die wit hier beiseite lassen. In Wirklichkeit war 
man nicht fiber die Ce]lobiose, das vor]etzte Spaltstiick des Ab- 
bans, hinausgekommen. 
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An ihr konnten die am Tannin entwickelten Gedankcng.~nge, 
die Frage nach dem Bindungsprinzip, ansetzen. In diesem Disac- 
charid liegt eine bestimmte Bindungsart yon Glucose zu Glucose 
vor, die Cellobiosebindung. Die Ausbeute an Ccllobiose fiber- 
steigt nieht 45 ~ (huGh dem Ansaiz 2 C6Hlo05 +H~O~Ct~H~.011) ; 
damit sind nur 20~ aller Bindungen als Cellobiosebindungeu 
gekennzeichnet. Welcher Art sind die fibrigen Bindungen; sind 
sie a]le Cellobiosebindungen oder kommen noch andere Bindungs- 
arten vor? Vor dieser Frage versagte die bisherige Methodik 
dcr Straktnrchemie. Dies ~nderte sich auch night durch die 
Strukturaufkl~rung der Cellobiose (W. N. tIAWO~) un/[ die Auf- 
findung kristallisierter Cellotriose und Te~raose unter den Ab- 
bauprodukten der Cellulose (R. WILLST~.TTER, L. ZECHi~[EISTER). 
Denn flit diese Oligosaccharide erhob sigh die gleiche Frage. 

Sie konnte durch die Untersuchung der Reaktionskinetik 
geliist werden. Die einfachste Annahmc, die gepriift werdcn 
konnte, ist die, dal3 jede Glucoseeinheit der Celh]ose mit der 
nachsten durch die Cellobiosebindung verknfipSt ist, da~ also 
einheitliche Ketten vorliegen. Der Rechnung wurde (yon 
1921 ab) die Zahl yon 100 Kettengliedern zugrunde ge]egt. 
Wenn alle 99 Bindungen mit gleicher Gesehwindigkeit gespalten 
werden, so ist die Wahrseheinlichkeit, dab z. B. dig 3. und die 
41. Bindung gelSst wird, gleieh groin. Wenn inncrhalb eines jeden 
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der entstehenden Bruchstiicke die Geschwindigkeit (die in jedem 
Bruchstiick eine andere sein darf) wiederum gleich grol~ ist, so 
kSnnen im homogenen System an einem bestimmten Zeitpunkt 
maximal 33 % Biose vorhanden sein, und es durchlaufen w~hrend 
des gesamten Reaktionsverlaufes 67 % aller Zuckereinheiten die 
Stufe der Cellobiose. Der Versuch hat ergeben, dab aul3er den 
erw~ihnten 45 % Cellobiose ungef~hr weitere 15--20 ~ w~hrend 
der Reaktion entstehen und verloren gehen, so dal3 die Zahl yon 
67 % nahezu erreicht und bestimmt nicht wesentlich fiberschritten 
wird - -  eine ausgezeichnete Best~itigung ffir die Annahme ein- 
heitlicher Cellobioseketten. 

Die weitere Untersuchung hat ergeben, dab von den m~g- 
lichen Vorstellungen fiber die Kinetik des Abbaus einheitlicher 
Ketten, von denen die oben geschilderte elne ist, die folgende 
eine bessere Ann~herung an die Wirklichkeit bedeutet. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit ks der Cellobiose ist ver- 
schieden yon der Anfan~sgeschwindigkei~ ks, mit der die Cellu- 
lose gespalten wird. Und zwar ist k~ je nach den gew~hlten 
Bedingungen (Hydrolyse in w~l]riger Schwefels~ure oder Aceto- 
]yse, d. h. Aufspaltung in der Mischung yon Essigs~ureanhydrld 
und Schwefels~ure) grSl3er oder kleiner als k2. Die Anfangs- 
geschwindigkeiten fiir THose und Tetraose (k~ und k4) liegen 
zwischen k2 und ks. Die Anfangsgescbwlndigkeiten dieser Oligo- 
saccharide stimmen in erster Ann~herung mit der Vorstellung 
iiberein, dal3 eine t~andbindung naeh k2, alle fibrigen Bindungen naeh 

k~ gespaltenwerden (k 3 ~  ~ ; k ~ ~ ;  k . , - -  m - 1  ' 

wobei m die Gliederzahl eines beliebigen Spaltstfieks bedeutet). 
Benutzt man die bei der Acetolyse herrschenden Werte f[ir k2 
und k~, so kann man nach Formeln, deren sinnreiche Aufstellung 
W. KUHN verdankt wird, die maximnle Ausbeute an Cellobiose 
berechnen. Sie betr~gt nahezu densell~en Weft wie bei der ersten 
Niiherungsreehnung, n~mlieh 70%, und steht damit gleichfalls 
im Einklang mit dem Versuch. 

Von allen Hilfsannahmen, die rechneris,.h durehgeffihrt 
sind, gib~ die zuletzt entwiekelte die besten Ergebnisse bei der 
Nachrechnung der Kinetik des Hydrol: senverlaufes, in starker 
Schwefels~ure (ca. 50%) 'wird Cellulose zu Glu,.ose hy,lrolysiert. 
Den Fortgang der l~eaktion kann man an der Zun~,hme der mit 
Jod titrierbaren Aldehydgrulopen sehr genau ver'tblgen. Die be- 
obaehtete Kurve des mit der Zeit besehleunizten Spaltungsvor- 

10" 
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ganges stimmt mit der aus k~ und k~ bereehneten vorziiglich iiber- 
ein. Die Formeln hat gleichfalls W. KEEn" entwickelt. Aueh die 
01igosaceharide der Cellulose fiigen sich ein. Das Ergebnis be- 
deutet einen zwingenden Beweis fiir die Richtigkeit der zugrunde- 
gelegten Vorstelhng, n~mlich das Vorhandensein einheitlicher, 
nur mit Cellobiosebindungen zusammengeftigter tfetten. 

Naeh der Auffindung der Cellotriose und Tetraose konnte 
dem Problem der Cellulose eine andere Formulierung gegeben 
werden: ist das Polysaecharid die Fortsetzung, g]eichssm die 
Extraloolation der t~eihe der Oligosaccharide? 0der stehen, was 
dasselbe bedeutet, Trlose und Tetraose mit ihren Eigenschaften 
an der Stelle, die ihnen zwisehen Biose und dem als ihre Extra- 
loolation gedaehten Polysaccharid zukommt? 

Diese Frage ist, wle aus dem obigen entnommen werden 
kann, beziiglieh der Reaktionsgesehwindigkeiten bereits im be- 
jahenden Sinne beantwortet. Am besten kann sie jedoeh mit 
ltilfe des optisehen DrehungsvermSgens geloriift werden. 
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Methylierte Cellotriose (Dekamethyl-[~-methyl-cellotriosid). 

Zun~chst mul3 die ] 930 aufgefundene kristalline methylierte 
CeUotriose besprochen werden. Sie entsteht neben dem zugeh5rlgen 
Biose- und Tetraosederivat bet der ]Kethylierung yon Abbauproduk- 
ten der Cellulose. Ihre Konstitution und Konfiguration konnte durch 
Abbau und Synthese vSllig gekl~rt werden. Insbesondere ]iel3 
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sieh durch die Synthese beweisen, dal~ beide Saceharidbindungen 
die bier bezeichnete .~-Konfiguration, also Cellobioseanordnuug 
besitzen. Die zugehSrige Tetraoseverbindung, die gleiehfalls 
kristallisiert, unterscheidet sich yon dem Triosederivat dadureh, 
dal~ zwisehen den Gliedern a und b~ oder was dasselbe bedeutet, 
zwischen b u n d  c ein weiteres Glied 5 eingeschoben ist. In der 
Octamethyleellobiose feh]t b; wenn die Methylcelhlose eine 
Extrapolation dieser Reihe ist~ besteht sie fast ganz aus Gliedern 
b, neben denen die beiden Endgruppen a u n d c  zu vernach- 
]~issigen sind. 

Nun hat sich zuerst an diesen Methylderivaten erwiesen, 
alas die molekulare Drehung tier Triose yon tier Drehung der 
Biose um einen gewissen Betrag unterschieden ist, der gleieh 
ist dem mo]ekularen Drehungsunterschied yon Tetraose und 
Triose und obendrein gleieh ist der moleku]aren Drehung der 
Glucoseeinheit im Polysaccharid. Diese Beziehung ist sofort ver- 
st~nd]ieh, wenn die Glieder a, b, c ihre voneinander unabh~ingigen 
Drehungsbeitr~ge besitzen, die erhalten bleiben, wenn die Zahl 
der Glieder b variiert. Hier ist also tier seltene Fall der Giiltig- 
keit tier optischen Superposltion gegeben. Man hat inzwisehen 
ermittelt, dal~ die Superposition dem Enti~ernungssatz der optischen 
Drehung unterworfen ist: sie gilt, wenn ehemisehe oder sterische 
:~nderungen in geniigender Entfernung yon einem ins Auge ge- 
fa~ten Asymmetriezentrum vorgenommen werden. Tats~chlieh 
ist diese Bedingung bier erfiillt und optische Superposition zu 
erwarten. 

Die Giiltigkeit dieser Beziehung ist an den freien Saecha- 
riden, ihren Acetaten and Methyl~ithern in verschiedenen LS- 
sungsmitteln mit gro~er Seh~rfe erfiillt. Hierin ist woh] der 
kl~rste Beweis ffir die geschilderte Formel tier Cellulose zu er- 
blicken. Die Sch~rfe dieser Beweisfiihrung ist ausreichend, um 
die Behauptung zu erlauben, dal~ unter  50--100 Cellobiose- 
bindungen der Cellulose keine 1VIaltosebindung, die allein in Be- 
tracht kommen k~nnte, vorhanden ist. 

Damit ist alas Bauprinzip der Cel]uiose festge]egt. Unab- 
h~ingig hiervon ist die Frage nach tier KettenNinge. Die ehe- 
misehen Beweise haben bisher fiir etwa 200 Glieder gesprochen, 
n~imlich das Reduktionsverm~gen der endst~indigen Aldehyd- 
gruppe und die Menge der aus dem Endglied c der l~ethyl- 
cellulose entstehenden Tetramethylglucose (W. N. HAW0aTn). Abet 
dieser Beweis ist neuerdings yon K. HESS in Zweifel gezogen 
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worden zugunsten weir hSherer Gliederzahlen. Aus der Viscosit~t 
schliel~t H. STAUDINGER auf eine Gliederzahl yon der GrSl~en- 
ordnung 1000. 

3. S t~rke .  

Die beiden Anteile der Kartoffelst~rke, Amylose und Amylo- 
pektin (M. SArEe) verhalten sieh wie bei der ~ethyl ierung 
(HAWO~TH, tImST), SO auch in kinetischer Hinsicht vSllig gleich. 
Sie folgen nebst ihrem Disaccharid, der Maltose, denselben Ge- 
setzen wie die Cellulose, natiirlieh mit anderen Konstanten. Aus- 
beuCe an Disaecharid, zeitlieher Ablauf der Spaltung und vor 
allem aueh hier das polarisationsoptisehe Verhalten (das auch an 
einer yon WALDSCH~IDT-LEITZ aufgefundenen kristallinen Hexaose 
gepriift werden konnte) lassen auf Ketten sch]iel3en, in denen 
eine Maltosebindung der anderen folgt. 
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Die Grundlagen der St~rkeehemie sind daher dureh die an 
der Cellulose entwiekelten ]~lethode gesiehert. Der Ausschlul~ 
anderer Bindungen kann jedoeh nicht soweit getrieben werden, 
wie bei der Cellulose. Es kann gesagt werden, dab auf 30--50 
3Ialtosebindungen keine andere Bindung vorkommen kann. 

Die Tatsaehe, dab Amylasen aus St~rke bls zu 100% 
~r bilden, kann nur damit erkl~rt werden, da~ vom Ende 
der Kette her Maltose um Maltose abgespMten wird. Aueh bei 
vorgesehrittener Reaktion sind daher in tier Misehung noch gro~e 
Spaltstfieke vorhanden, wodureh erkHirt werden kann, dal3 die 
Jodreaktion erst zum Schlul~ versehwindet. 
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Methylierte St~irke liefert nach HAWORT~ welt mehr Tetra- 
methylglucose als Cellulose. Auf  offene kfirzere Ketten zu 
schlieBen is~ jedoch unstatthaft, weft in den meisien St~rke- 
fraktionen freie Aldehydgruppen fehlen. Daher sind, zum Teil 
unter Zuhilfenahme der organiseh gebundenen PhosphorsEure, 
Yerzweigungen der Ketten angenommen worden (MEYE~ und MARK, 
WALDSCEmDT-L~ITZ, STAUDIN~ER). Hierdurch wiirde zugleich das 
zweifellos groBe Molekulargewicht der meisten St~rkefraktionen 
erkl~rt. Auch grol3e Ringe sind erwogen worden. 

Es ist mSglich, dab den kristallinen jodf/irbenden Abbau- 
produkten, deren Entdeckung wir F. SC~Am)I~OER verdanken, fiir 
die St~rkechemie groBe Bedeutung zukommt. Denn es ist dureh- 
aus erw~genswert, dab diese durch Bacillus macerans gebildeten, 
nicht reduzierenden Dextrine keine Umwandlungs-, sondern 
richtige Abbauprodukte der St~irke sind und am AbschluI3 der 
Ketten teilnehmen. Ihre Untersuchnng nach dem kinetischen und 
opfischen Vers hat bisher ergeben, dab das Wichtigste dieser 
Dextrine vielleicht ein ringfiirmiges Pentaoseanhydrid mit 4 Mal- 
~osebindungen und einer ~-Bindung ist, die jedoch keine Cello- 
biosebindung sein kann. 

Vom Tannin unterscheiden sich Cellulose und St~rke da- 
durch, dab das Molekulargewicht wegen seiner GrSBe fiir die 
konstitutionschemische Beweisffihrung wesenlos wird. Man ist 
hier auf die Erforschung des Bindungsprinzips innerhalb des 
Molekfils und ohne Riicksicht auf seine Grenzen angewiesen. 
Dies wird bei der Cellulose durch die Sehlichtheit tier Kon- 
stitution erlelehtert. Die StErke hat mit ihr gemeinsam die Ein- 
heitlichkeit des Bausteins, der Glucose, wenn man yon der ge- 
ringen Menge akzessorischer Phosphorsiiure absieht (bis 0"2 % in 
einzelnen Fraktionen). Dagegen kommt man nicht mit der Vor- 
stellung oftener Ketten aus; es wird schwer sein, unter der 
Masse der Maltosebindungen die Besonderheit des St~rkemolekiils 
zu ermitteln. 

Diese muB nicht nur die Jodfl~rbung erkl~ren, sondern 
auch fiber die Form des St~irkemolekiils Aufschluit geben. 
W~hrend die Cellulose in LSsung l~ngliche Ellipsoide bildet 
(W. Kv~) ,  muB die St~rke wen~ger gestreckt, also starker ge- 
kn~uelt sein. 

Es ist zu erwarten, dal3 diese und andere Einzelfragen zu einer 
Spezialisierung tier an der Cellulose entwickelten und fiir die Grund- 
lagen der St~rkechemie maBgebenden Methodik zwingen werden. 
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4. X o n d e n s i e r t e  Gerbs tof fe .  
Die Entdecker des Resorcins und PMoroglucins, HLASIWETZ, 

BAaT~ und mit ihnen die 8s~erreichisehe Schule des vorigen Jahr- 
hunderts, haben in mfihsamer systematiseher Arbeit mit der yon 
ihnen eingeffihrten Xalischmelze die Bausteine zahlreieher phe- 
noliseher Naturstoffe ermittelt. Wo immer jene amorphen, rot- 
liefernden Gerbstoffe herangezogen wurden, trat als Bruchstfick 
Phloroglucin oder seltener Resorcin 'und daneben ein zweites 
Phenol, meistens Brenzcatechin, seltener Pyrogallol oder ein 
anderes Phenol auf. Als spgter ST. v. KOSTANECKI8 Lebenswerk 
vorlag, ergab eine Ubersicht fiber die natfirlichen Flavone und 
Flavonole (Qnercetin und seine Yerwand{en), dal3 diese nieder- 
molekularen kristallinen Pflanzenpigmenge dieselben Bausteine 
und in derselben Verteilung enLhielten. Ihnen gesellte kurz 
darauf R. WILnSWXTTE~ die kristallinen Anthocyanidine zu (Cya- 
nidin und seine Verwandten), yon denen dasselbe gilt. Die often- 
sichtliche Verwandtsehaft zwisehen Flavonfarbstoffen~ Antho- 
cyanidinen' und den amorphen hSher molekularen rotliefernden 
(d. h. amorphe, rotbraune~ unlSsliehe Xondensationsprodukt, e, 
sogenannte Phlobaphene bildenden) natfirliehen Gerbstoffen ffihrte 
zu der Vermutung, dal3 diese Gerbstoffe Xondensationsproduk~e 
empfindlicher molekulardisperser Phenole aus der n~ehsten Ver- 
wandtsehaft der Flavonfarbstoffe und Anghoeyanidine sein mfissen. 
Dem einzigen, bis damn bekannten Naturstoff, der diesen Be- 
dingungen geniigt, dem Catechin, hatte man jedoeh eine Formel 
zugeschrieben, die keine Verwandtschaft zu den genannten 
Pflanzenfarbstoffen erkennen ]ie~; die Nachprfifung ergab jedoeh 
eine unmittelbare Beziehung, die durch Hydrierung des Cyanidins 
zu dl-Epi-cateehin und sterisehe 
Catechin bekrgftigt wurde. 
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Catechin l~13t sich ]eicht sum Catechu-Gerbstoff kondensieren; 
ein synthetisches, aus Resorcin (start Phloroglucln) und Brenz- 
catechin aufgebautes Catechin kondensiert sich mit ~ul~erster 
Leichtigkeit zu amorphen Gerbstoffen, die yore Quebracho-Gerb- 
stoff nicht zu unterscheiden sind. Die Kondensatlonsstelle ist 
wahrscheinlich der :~thersauerstoff tier C~techine, dessen Bindung 
mit dem benachbarten asymmetrischen C-Atom gesprengt wird. 
Ein Kernkohlenstoffatom eines zweiten 1Violekiils gibt seinen 
Wasserstoff an den Kthersauerstoff des ersten ~olekiils ab, tier 
zum Phenolhydroxyl wird; tier Kernkohlenstoff des zweiten Mo- 
lekiils verbindet sich mit dem Kohlenstoff an der urspriinglichen 
:~therbindung des ersten Molekiils. Das entstehende dimo]ekulare 
Kondensationsprodukt besitzt wieder eine ~therbindung und ist 
zu welterer Kondensation f~hig. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dal3 bier ganz andere Wege 
als bei den voranstehenden Substanzen beschritten werden 
mul3ten. Die Ursache ist, dal3 die Kondensation irreversibel ist; 
aus den rotbildenden Gerbstoffen lassen sich durch Hydrolyse 
keine definierten Bausteine isolieren wie aus Tannin oder Poly- 
sacchariden. W~hrend bei diesen die Betrachtung yore Baustein 
ausgeht und nach dessen Bindungsprinzip gefragt wird, mul3 im 
Fa]le dieser Gerbstoffe der zun~chst hypothetische und durch 
Abbau nicht greifbare Baustein aus dem amorphen Kondensations- 
produkt heraus konstruierf werden. Der Gedunke (1920), daIl 
solche Naturstoffe iiberhaupt ein geordnetes System besitzen, das 
von einem bestimmten Baustein ausgeht, hat sich aus dem Vor- 
stellungskreis E. FISCHERS entwickelt, der sich um Eiweil~, Sac- 
charide und Tannin bewegte. Fiir den induktiven Vorgang, die 
Ableitung des zugrundeliegenden Bausteins aus seiner irreversibel 
ver~inderten Form in den Gerbstoffen, konnten bier pflanzen- 
chemische Folgerungen verwendet werden ; leider stehen sie in so 
eindring]icher Weise nut  sehr selten zur Verfiigung. 

5. L ign in .  

Die bisher geschilderten Wege der Begriffsbildung und 
~ethodik mul3ten zwangsl~ufig zum Ligninproblem hinfiihren. 
Strenge Linienfiihrung ist bier besonders nStig, denn kein Ge- 
bier ist wie dieses his in die allerletzte Zeit iiberschwemmt mit 
Arbeiten rein beschreibenden Inhalts, die sich mit Extraktionen 
und Fraktionierungen, Analysen und /Violekulargewichtsbestim- 
mungen undefinierter Fraktionen abgeben. 
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Der Kiirze halber wird im folgenden nur yon dem Lignin- 
anteil der Fichte gesprochen, der nach Entfernung der Kohlen- 
hydrate und alles L~slichen iibrig bleibt, einerlei, ob er in diesem 
Zustande in tier Pflanze vorgebildet ist oder nicht. 

In tier Ligninchemie ]assert sich zwei Wege erkennen, auf 
denen die Konstitutionsermittlung angestrebt wird. 

N~ch der einen Art des u wird alas Lignin wie 
eine molekulardisperse Substanz behandelt. Man bringt es auf 
irgend eine ~reise in L~sung, bestimrnt Molekulargewichte und 
errechnet aus Elementaranalyse, Methoxylgehalt und Acetyl- 
derivut eine Formel, z.B. C46H8206(OCH~)~(OH)~. Da das Lignin 
gewisse Farbreaktionen tier Aldehyde zeigt, wird eine A]dehyd- 
gruppe angenommen~ eine Phenolgruppe oder ein Carboxyl sollen 
'der L~sliehkeit in Alkali, die gewisse Pr~parate zeigen, Rechnung 
tragen usw. Man sacht alsd~nn~ oft ohne quantitative Bestimmung 
dieser oder anderer Gruppen, aus diesen Feststellungen eine 
Strukturformel zu entwickeln. 

Diese Yersuche, die bis in die letzte Zeit fortgesetzt werden, 
miissen siimtlich scheitern. Denn sie tragen nicht tier Tatsache 
Rechnung, dal3 jede untersuchte Fraktion eln Gemiseh ~hnlicher 
Anteile yon versehiedener MolekiilgrSl3e ist, die herausgeg'riffen 
ist aus einer Fo]ge entsloreehender Mischungen yon hSherem und 
niedrigerem Molekulargewlcht. Tats~ichlieh ist es unter dem Ein- 
fiul3 dieser Betrachtungsweise nieht einmal m~glieh gewesen, die 
Frage zu entseheiden, ob alas Lignin eine vorwiegend aromatisehe 
Substanz ist oder nicht. 

Bei tier anderen Betrachtungsweise wird angenommen~ dal3 
den vielen ~hnlichen Fraktionen als Gemeinsames ein bestimmter 
Ba~stein zugrunde]iegt, dal3 man es also, mit ,gewissen Ein- 
sehriinkungen, mit einem po]ymer-homologen Substanzgemiseh zu 
tun hat. Daraus folgt die Suche nach dem Baustein u n d e s  folgt 
die Notwendigkeit, in ~[olekiilausschnitten, nicht in abgeschlossenen 
selbst~indigen Mo]ekii]en (wie oben) zu denken. Das Prinzip der 
kontinuierlichen Kondensation mul3 gewahrt sein, das darin be- 
steht, dal3 aus zwei Bauelementen (z. B. Aminos~ure) ein Zweier- 
stiick entsteht, das wiederum die kondensationsbereiten Gruppen 
(hier NH~ und COOH) des Einerstiieks enthiilt und daher seiner- 
seits im gleichen Sinne weiter reagieren kann. ttierzu kommen 
biochemische Gesichtspunkte: die zu rekonstruierenden Bausteine 
miissen bioehemisch m~gl~ch sein und unter sich eine natfir]iche 
Gruppe bilden. Im Verlauf der Untersuchung trat eine weitere 
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Frage hinzu: ob die Bausteine sich postmortal wahllos konden- 
sieren, wie dies bei den rotbildenden Gerbstoffen der Fall zu sein 
scheint, oder ob sie sieh nach einem physlologiseh geregelten 
:Prinzip in der lebenden Membran kondensieren. Das letztere 
diirfte beim Lignin im wesentliehen zutreffen. 

Aus dieser Betraehtungsweise ist die heutige Ligninehemie 
entwicke]t worden. Die begrifflichen Yoraussetzungen -- Suche 
nach dem irreversibel tier Xondensation anheimgefallenen Ban- 
stein - -  entstammen der Gerbstoffchemie sowie - -  das Denken 
in Molekiilansschni~ten, die kontinnierliche Xondensation - -  
hauptsgchlich der Celluloseehemie. 

Das bisherlge Ergebnis kann bier nur kurz geschildert 
werden. Die Grundform variiert. Vorherrschend ist das Geriist 
des Oxy-methoxy-phenyl-propans in der Anordnung I des Va- 
nillins; daneben kommt vielleicht der Typus des Isovanillins II 
und sicher der des Piperona]s III vor; im Buchenlignin gesellen 
sich methylierte Pyrogallolderivate hinzu. 

C C C 
J I [ 
C C C 

C C C 

/ \  

\ /  
OH OCH 3 O--CII~ 

I II ]I[ 

Diese h~ufig in Pflanzen vergesellschafteten Formen varlieren 
auch in der Seitenkette, und zwar zwischen den eng verwandten 
Typen des Phenylg]ycerins A, Acetylphenylearbinols B und 
Zimtaldehyds C. 

I-]2COH CH 8 l tC0 

tlCOH CO C[I 

ttCOH ttCOH CH 
r ! 4 

A B C 

Auch die Art  der Verkntipfung scheint zu variieren: der Typus 
A I bildet Doppe]glieder a, B I bildet b, nsw. 
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Daneben kSnnen einfachere Bindungsarten vorkommen, in 
denen I-Iydroxyle der Seitenkette (z. B. in A oder B) mit Phenol- 
hydroxylen (in I oder II) veHithert sin& Andere Variations- 
miigliehkelten sind in den eingangs erwghnten Arbeiten ergrtert. 

i . . . . . .  I COON 

i%o . (\ 
N~C HaC--COH 

NC--0 HC--0 
I .... I ..... c o o ~  

i I 
H c o .  /% /\ 

H3C--COH OH 

H~ HC-- 0 C00H 
I l 

HC-- 0 . . . . . . . .  ~ 
t b I ]OCH 3 e 

HCOH 
] 0C~H~ 

Die Nethodik der Experimentalarbeit besteht in der m~ig- 
lichst genauen quantitadven Erfassung der Gruppen und ihrer 
Kennzeichnung; z. B. der Feststellung, wieviel Briickensauer- 
stoff oder I-Iydroxyl auf ein ~ethoxyl enff~llt, wieviel yon 
diesem Hydroxyl sekund~r (in a) oder terrier (in b) ist, oder ob 
Phenolgruppen darun~er sind. Die Auffindung und Bes~immung 
des abspaltbaren Formaldehyds (aus III) oder der oxydativ ent- 
s~ehenden Essigs~iure (aus b) sind weitere Beispiele. Vor allem 
geh(ir~ hierhin die Suche nach Spalts~iicken; aui]er Protocateehu- 
siiure (c)haben sich neuerdings Derivate der Isohemipins~ure (d) 
und nach AlkMiaufschlul3, Kthylierung und Oxydation ~thyl- 
~thervanillins~ure (e) gefunden. 

Lignin, ein dreidimensionales Gebilde (Spreitungsversuch), 
verh~lt sich wie ein Permutoid, dab auch im ungel~s~en Zu- 
stande ,durchreagieren" kann. Es l~$t sich nitrieren, bromieren, 
mercurieren. Bei der quan~itativen Behandlung dieser t~eaktionen 
tritt der Unterschied yon den molekulardispersen S~offen be- 
sonders erschwerend hervor. Wenn wir Phenol nitrieren, arbeiten 



Die Methodik dler Konstitt~tionsermittlung gs.w. 157 

wir aus der Reaktionsmasse die Nitrophenole heraus und ver- 
werfen die ,,Sehmieren". Hier bleiben die Produkte der unver- 
meidliehen Nebenre~ktionen neben denen der Hauptreaktion im 
Gefiige vergesellschaftet und sind nieht abzutrennen. Daher ist 
d~s Gesamtbild selbst so einf~cher Reaktionen wie der genannten 
sehr kompliziert. Trotzdem hat sich erweisen ]~ssen, dal3 es sich 
am Substitutionen yon Benzo]deriv~ten handelt und nieht um 
Additionen: 

% % % % 
(CH + 2 NO2 --+ C•O2 + HNO~ ; CH + Bro --~ CBr + HBr ; 

I I [ ] 
% % 
CH+ ttg (OCO. CH8)2-+ C--Hg--OCO �9 CH~ + HOCO- CH~). 

I ] 

Es konnte ferner festgesfe]lt werden, dal~ in der ,Lignineinheit" 
(1/2 a, 1/2 b etc.) 2 substitutionsbereite Benzolwasserstoffatome zur 
Verfiigung stehen. 

Die Behandlung des Lignins erfordert die vereinigte ]Ketho- 
dik der Polysaeeharide (Denken in Molekiilaussehnitten, Prinzip 
der kontinuierliehen Kondensation)und der Gerbstoffe (Suehe 
nach Bausfeinen under Heranz!ehung biochemiseher Betrachtung). 
Ein Vergleich soll die Fragestellung erl~utern: 

Man stelle ein Phenolharz her, aber nicht nur aus Phenol 
und Formaldehyd, sondern gebe Kresole, Aeetaldehyd und andere 
Aldehyde hinzu. Ein Chesaiker, der die Herkunft des Stiiekes 
nieht kennt, soil seine ,,Konstitution" ermitteln. Wenn er das 
Bauprinzip erkannt hat, wlrd er nach den Bausteinen suchen. 
~hnlieh ist die Aufg~be am Lignin. 

6. H o e h m o l e k u l a r e  N a t u r s t o f f e  mi t  spez i f i s che r  
W i r k s a m k e i t .  

Die oben entwiekelten Gedankeng~nge und Methoden dienen 
der Konstitutionsforschung an Subst~nzen und Substanzgemischen, 
die ein unbestimmbares oder fiir den Riicksehlul~ auf einzelne 
Gruppen zu grol3es Molekulargewicht haben. In diesem Sinne 
werden sie hier hochmolekular genannt. Es gibt Stoffe dieser 
Art, die eine spezielle physiologisehe Wirksamkeit besitzen und 
durch einen biochemisehen Test gekennzeiehnet werden kSnnen, 
der bei ihrer Bearbeitung in entscheidender Weise herangezogen 
werden k~nn. Daher wurde das Arbeitsprogramm aueh auf diese 
Stoffe ausgedehnt. 
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a) In su l i n .  
Dieses Hormon ist trotz seiner Kristallisationsf~higkeit ein 

Eiweiilk~irper von hohem 3~olekulargewicht, das heute ungef~hr 
mit 12.000 angegeben werden kann. Es ist gekennzeichnet dutch 
seine F~higkeit~ den Blutzucker, auch den normalen, zn senken. 
Der hierauf gestiitzte biochemische Test arbeitet mit einer be- 
friedigenden Genaulgkeit, so daI~ im laus Laboratoriums- 
versuch die Wirksamkeit der Pr~parate mit einer Genauigkeit 
yon ! 10% gemessen werden kann. 

Insulin kann yon der Konstitutionsforschung auf zwei 
Wegen angegriffen werden. Auf  dem ersten wird die Substa~z 
wie jeder andere Eiwei~kSrper bearbeitet, man hydrolysiert und 
sucht nach Spaltstiicken, insbesondere solchen, die yon den ge- 
wShnllchen Amlnos~uren abweichen. Man hat keine Besonder- 
heiten finden kiinnen. %m Heidelberger Laboratorium wurde ein 
zweites Verfahren angewendet, in dem versucht wird, die zwischen 
gewShnlichen Aminos~uren eingeschMtete spezifisehe Gruppe im 
Verbande des gesamten ~[olekiils zu kennzeiehnen dadurch, dal~ 
man durch mSglichst schonende chemische Einwirkung die Wirk- 
samkelt zum Verschwinden bringt, um sie nach M~igliehkeit dureh 
andere Einwirkungen wieder hervorznholen. 

So gelang es z. B. dureh schonende Acety]ierung oder dureh 
Behandlung mit FormMdehyd, unwirksame Pr~parate herzustellen, 
die durch sehr vorsichtige Abspa]tung der Acetylgruppen oder 
des Formaldehyds wieder wirksam wurden. ~ i t  Diazomethan 
(vorher schon dureh Alkohol und kalte verdiinnte ~inerals~ure, 
CAaa) gelingt es gleiehfalls, reversibel zu seh~digen, ttydrierende 
~Iittel sch~digen stark und lassen nur eine sehr unvollkommene 
Regeneration durch Dehydrierung zu. Oxydierende Mitre] sowle 
Pepsin, Trypsin, Papain seh~digen irreversibel. Die Vernichtung 
der Wirksamkeit durch verdiinntestes Alkali kann irreversibel 
so gefiihrt werden, dab weder Sehwefelwasserstoff noch Ammo- 
niak auftreten, die bet Verwendung stiirkeren Alkalis abge- 
spalten werden. 

Diese Reaktlonen lassen sich unterseheiden erstens in solehe, 
die das Insulinmolekiil in seiner Gesamtheit ver~ndern. Ihr Ab- 
lauf l~i3t Sehliisse auf die Art  der betroffenen Stellen zu, be- 
sonders wean die Regenerierung gelingt. Bet der Aeetylierung 
werden z. B. Amino- nnd ttydroxy]gTuppen erfai~t; die Wirksam- 
keit kehrt wieder unter Bedingungen, die darauf sehlie~en lassen, 
da~ es sich um die Wiederherstellung des Phenolhydroxyls der Ty- 
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rosingruppen handelt, wghrend Aminogruppen ohne entscheidende 
Beeintr~Lchtigung der Wirkung teilweise acetyliert bleiben diirfen. 
Die genannten proteolytischen Fermente sch~idlgen offenbar ein- 
fach dadurch, dab sie die Kette zerschlagen und damit die all- 
gemeinen Voraussetzungen fdr die Wirksamkeit tier besonderen 
Gruppen zerstSren. 

Reaktionen einer zweiten Art  spielen sich an dem besonderen, 
ffir die Wirksamkeit verantwortlichen Teile des Molekii]s ab. 
DaMn geh~ren Oxydation, Veresterung, Hydrierung und Wirkung 
des Alkalis. Einheit]iehe Deutungsversuche, bei denen u. a. 
Lactone, vielleicht Enollactone eine Rolle spielen, s~nd heute 
noch nlcht mSglich; vor allem ist die tLolle der Disulfidgruppen 
noch nngeklgrt. 

Wenn auch die Fortschritte zur Kennzeichnung der mad- 
gebenden Atomgruppierungen des Insulins ]angsam slnd, so ge- 
lingt es doch, allmghlich die zur Ergrterung stehenden MSglich- 
keiten einzuschr~inken und Anlehnung an bekannte Systeme zu 
finden. In den letzten Jahren ist besonders in Amerika diese 
Methode der Xennzeichnung wirksamer Gruppen im ~Molek~il- 
verbande aui ~ die Fermente angewendet worden. 

b) G r u p p e n s p e z i f i s c h e  S u b s t a n z e n .  

Die soeben geschilderte, fiir spezifische hochmolekulare 
Substanzen ausgearbeitete ~ethodik vereinigt sich mit der fiir 
die Polysaccharide anzuwendenden auf dem Gebiete der merk- 
wiirdigen Stoffe, die a]s Tr~ger der yon LANDSTEINER ent- 
deckten Bhtgruppeneigenschaften (A, B, Null, AB) erkannt sind. 
Der Test ist ein serologischer; er erlaubt zwar, weniger als ein 
f[infhundertmillionstel Gramm der A-Substanz aus menschlichem 
Urin er]~ennbar zu machen, ist aber fiir analytische Zwecke 
viel wen~ger scharf als z.B. der Insulintest. Mit se;ner Hilfe 
gelingt es, die Substanz anzureichern (aus 1000 Litern ~ 50 kg 
Trockensubstanz 150rag) und nachzuweisen, dal3 die im stick- 
stoffhaltigen Polysaccharid angetroffenen l~-Acetylgruppen not- 
wendig ffir die Wirksamkeit sind. Sie lassen sich durch Baryt 
entfernen und mit Keten wleder einfiihren, wobei die zun~chst 
vernichtete Wirksamkeit wiederkehrt; die entaeetylierte, un- 
wirksame Substanz l~l~t sich auch mit Pyridin-Essigs~iureanhydrid 
acetylleren, wobei im Gegensatz zur Acetylierung mit Keten 
aul]er den durch Baryt freigelegten Aminogruppen auch die 
ttydroxyle aee~yliert werden. Die durehacety]ierte Substanz ist 
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gleichfalls unwirksam; wenn sie schonend derarf entacetyliert 
wird, dal~ O-Acetyl abgetrennt, N-Acetyl jedoch erhalten bleibt, 
so kehrt die Wirksamkeit grol3enteils wieder. 

Auch die Individuen der Gruppen B und Null besitzes 
~hnliche Polysaccharide yon anderer bzw. keiner Wirksamkeit. 
Die bisherige Erfahrung lehrt, da$ die am Insulin entwickelte 
Methodik 'h ier  iibersichtlichere Ergebnisse verspricht als am 
Insulin. 

t2berblickt man diesen Bericht, so erkennt man, dal~ die 
~[ethodik der Konstitutionsforschung der Erg~nzung bedarf, so- 
bald sie Stoffe angreift, deren ~olekiilen die scharfe Kbgrenzung 
fehlt wegen der Gr~13e des Molekfils oder der Untrennbarkeit 
yon Gemischen. Obwohl jede der geschilderten Substanzen oder 
Stoffgruppen gesonderte experimentelle u verlangt, l~l~t 
slch erkennen, dal~ sie s~mflich auf wenige un~ereinander eng 
verbundene Vorstelhngen zuriickgehen, die herauszustellen der 
Zweck dieser Ausffihrungen war. 


