
Zur Biogenese des Angiospermenlignins 

Von 

K. Kratzl* und K. Buchtela 
Aus dem I. Chemisehen Instit.ut der Universitfit ~Vien 

(Eingega~ger~ am 22. NovevnSe~' 1958) 

Da. im Angiospermenlig~in Syringyl- neben Guajaeyl- 
bausteinen vorkommen, wurde ftir die Xthanolyse eine einfaehe, 
nur zu zwei definierten Abbauverbindungen (Aryl-methyldiketone) 
f~hrende Methode entwiekelt. 

Es wird die Darstellung eines M:isehdehydrierungspoly- 
merisa~es aus Coniferylalkohol und Sinapinalkohol-(3-14C) be- 
sehrieben. Aus den Ergebnissen der Athanolyse konnte auf die 
MSgliehkeit des Einbaues der Syringylbausteine als ,~-Arylgther- 
typen gesehlossen werden. 

In einer friiheren Arbeit wurde die Isolierung yon Vanilloyl-aeetyl- 
(3-140) aus _5~t.hanolysaten yon 140-Implantaten in Fiehtengstehen be- 
sehrieben*. Um jenes Verfahren aueh ftir Versuehe mit Laubholzlignin 
anwenden zu kSnnen, wurde eirle Methode zur Anreieherung und Trennung 
yon Vanilloylaeetyl und Syringoytacetyl entwiekelt. Zu diesem Zweek 
wurde das Gemiseh der Phenylpropanketone und -ketole m i t  Eisen(III)- 
chlorid zu den Aryl-methyldiketonen oxydiert und diese papierehrom~to- 
graphiseh unter Verwendung yon Wasser-Benzin (Sdp. 100--110~ - 
form-Methanol (5:7:3 : 1) getrennt. Die Isolierung der Diketone erfolgte in 
Form der Niekelsalze der Dioxime. Diese Verbindungen sind fiir Akgivi- 
tgtsmessungen und weitere P~einigung bestens geeignet. Die erhaltenen 
reinen Dike~one k6nnen nun zweeks genguer Lokalisierung des mar- 
kierten C-Atoms weiter abgebaut werden. 

Naeh Freudenberg  2 wird das Lignin der dieotylen Angiospermen 
durch eine enzymatiseh katalysierte 5lisehdehydrierungspolymerisation 

* tterrn Doz. Dr. H. Sadler (Teehn. Hoehsehule Wien) zum 60. Geburt.s- 
tag gewidmet. 

1 K .  Kratz l ,  G. Bil lek,  E.  Kle'b~. und K .  Buchtela, Mh. Chem. 88, 721 (t957). 
2 K .  Freudenbee'g, H.  Rez,~ilc, W. Fuchs und 3f. Reiche,'t, Naturwiss. 42, 

29 (1955). 

l~Ionatsl~efte f~ir Chemie, Bd. 90/1 1 



2 K. Kratzl und K. Buchtela: [Mh, Chem., Bd. 90 

CH20H 
f 
CH" 
l 
OH + 
li 

I l  ~ OCH 
IJ 

: 0 :  

CHa 
k 
CO 
] 
CO 

R~ OH 

IV 

D e h y d r i e r u n g s v e r s u c h e  1nit  S i n a p i n a l k o h o l  

C2Ha0H/HC1 
~r 

R2 CH2OH P~2 

I o--.// ~--cH CH--OH~O]~I 
I-- " --> CH \ =  
0OH3 ii } 

I I  ~ / ~  0CH3 
Il. ii II ,-,o~ ~ - - \ /  . . . . .  

il 
: 0 :  

/ 
/ 

+ H 2 0 /  
/ 

J 

CH~0H R2 [ 
CI-I--O--/N/ N)--CI~ .~. C I~- C I-I 20 I-I 

FeC1 a HCOH ] I 0CH3 

Ill--~ -0CH3 III 

OH 

CHe0H 1I'2 CH20H g.2 

: O - - ~ - - C H -  CH--CH20H ~l CH--0- - . / /  %--CH CH--CH20H 

II OCH3 CH H 0CHa 
/ \  n a 

I I ~ / - - 0 C H 3  r, ~ 1 - - ~ / - - O C H ~  

:O: [I 
I a  : 0 :  

I l l  = R2 = 0CHa:  m6gliches Zwischenprodukt bei der Dehydrierung von 
Sinapinalkohol (I, I a ;  I I ,  I I a ;  I I I ) .  

R1 = 1%2 = H:  Dehydrierungspolymerisat  (DHP) aus Coniferylalko- 
hol; liefert bei der ~'4thanolyse Vanilloylaeetyl (IV). 

I l l  = OCH3 - 1~2 = H-  Misehdehydrierungspolymerisat;  liefert bei der ~thano-  
lyse Syringoylaee~yl; falls die Seitenkette von I I  in 
oxydierter  (~thanolysierbarer) Form vorliegt, werden 
beide Diketone gebildet (IV). 
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der Aglueone der Cambialsaftglykoside, also yon Coniferylalkohol und 
SinapinMkohol, gebildet. Bei der enzymatisehen Dehydrierung yon Sinapin- 
~lkohol allein mit einer aus Champignons gewonnenen L~eease wurde als 
einziges dimeres Produkt Syringaresinol erhalten. Sinapinalkohol erleidet 
dutch die Laeease eine tiefgreifende Veri~nderung. Als Endprodukt der De- 
hydrierung konnte das Dimethoxy-p-ehinon naehgewiesen werden a. 
Analog wie beim Coniferylalkohol 4 liil3t sieh aueh das bei der enzymatisehen 
Dehydrierung yon Sinapinalkohol in erster Stufe postulierte Chinon- 
methidradikal in mehreren mesomeren Grenzstrukturen ansehreiben 5, 6, 
die eine MSgliehkeit zur Bildung einer C--O--C-Verkniipfung und damit 
das Auftreten yon dimeren oder polymeren Folgeprodukten wahrsehein- 
lieh erseheinen lussen. 

Sinapinalkohol wurde nun der enzymatisehen Dehydrierung unter- 
worfen. Als Ferment diente eine aus Speiseehampignons gewonnene rohe 
Laeease. Die Reaktion wurde in verd. w/~griger LSsung bei pH 7 unter 
sehwaeher Beliiftung (Durehteiten yon Sauerstoff) ausgefiihrt. Zur' 
Isolierung der Zwisehenprodukte wurde die wi~I3rige LSsung mit 
Methylenehlorid ausgesehfittelt. Bei der ~thanolyse dieses Extraktes 
konnten alle Hibber t s ehen  Bausteine des Syringyltyps p~pierehromato- 
graphiseh naehgewiesen werden. Da Sinapinalkohol gegen Luftoxydation 
sehr empfindlieh ist, kSnnen diese Typen aueh spontan entstanden 
sein. Da nun naeh A d l e r  eine Verbindung vom ~-Aryliithertyp das 
/*thanolysierbare Strukturelement darstellt, zeigt es sieh, daft unter 
den Zwisehenprodukten der enzymatisehen Dehydrierung des Sinapin- 
alkohols eine dem F r e u d e n b e r g s e h e n  ,,sekundgren Baustein I I [ "  (For- 
reel III)  nahestehende Verbindung vorhanden sein k6nnte. Eine Iso- 
lierung und Reindarsteltung dieses K6rpers gelang uns bisher nieht. 
Ein DHP, wie etwa beim Coniferylalkohol, wurde nieht erhalten. Es 
trat  nur eine geringe Fgllung auf. 

~ [ i s e h d e h y d r i e r u n g s p o l y m e r i s a t i o n  y o n  C o n i f e r y I a l k o h o l  
u n d  S i n a p i n a l k o h o l  

Als Komponente ftir die enzylnatiseh katalysierte ~{isehpolymeri- 
sation mit Coniferylalkohol wurde Sinapinalkohol-(3-14C) dutch Re- 
duktion des Aeetylsinapinsgureehlorids-(3A4C) mittels Lithiumalmninium- 
hydrid dargestellt. Syringaaldehyd-(earbonyl-14C) wurde naeh K r a t z I  

nnd B i l l e k  7 erhalten. 

a K .  Freudenberg, in: Fortsehr. Chem. org. Naturstoffe 11, 43 (1954). 
K .  F,reuder~berg, Angew. Chem. 68, 84 (1956). 

5 K .  Freudenber,q, J .  H.  Harking, M .  Reichert und T. F u k u z u m i ,  Chem. 
Ber. 91, 581 (1958). 

6 E.  Adler,  Vortrag IV. Internat. Bioehem. KongreB, \Vien 1958. 
7 K .  Kra t z l  und G. Billelc, Mh. Chem. 85, 845 (1954). 
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Ein Gemiseh yon Sinapinalkoho] und Coniferylalkohol gibt unter 
Einwirkung von Pilzlaeease eJn DHP, das in gewissen Eigensehaften 
dem Lignin dieotyler Angiospermen nahesteht. 

Aus 3g  Coniferylalkohol und 1,5g SinapinMkohol-(3-14C) (2321 
Zerf./mg. rain, 487 000 Zerf./mMol. min) wurden 3,2 g DHP erhalten. 
Aus der spezifisehen Aktivit~tt dos Dehydrierungspotymerisates (872 
Zerf./mg. min) 15~Bt sieh erreehnen, dab dieses zu 37,5% aus Sinapin- 
alkohol und 6'). co/ -~,-'/o aus Coniferylalkoho[ gebildet wurde. Es wurden 
also bei diesem Versueh unter diesen speziellen t/edingungen etwa 80% 
des Coniferylalkohols und 66% des Sinapin~lkohols enzymatiseh poly- 
merisiert. Die ~_thanolyse und weitere Aufarbeitung erfolgte ana- 
log dem oben erw~thnten Verfahren zum Abbau des Buehenholzlignins. 
Das NiekelsMz des Dioxims dos Syringoylaeetyls-(3-14C) zeigte eine 
Aktivit/~t yon 1690 Zerf./mg. min (955 000 Zerf./mMol. min), dies ent- 
sprieht also annS~hernd der spezifisehen molaren Aktivit~it des einge- 
setzten SinapinMkohols-(3-14C). Die geringf/igige Aktivit~tt des Niekel- 
salzes des Vanilloylaeetyldioxims (etwa. 8 Zerf./mg. min) ist nut  dutch 
aktive Verunreinigung hervorgerufen. 

Damit ist gezeigt, daft bei der Misehdehydrierungspolymerisation 
yon Coniferylalkohol und Sinapinalkohol die letztere Verbindung so 
eingebaut wird, dab aus ihr ~thanolysierbare Strukturelemente ent- 
stehen. Dies kann dureh eine Reaktion zwisehen den Chinonmethid- 
radikalen I u n d  II  oder den Kryptoionen I a und II  ~ zu I I I  erkl~irt 
w erden. 

Bei der "X~thanolyse werden, je naeh der in I vorhandenen Gruppierung, 
Vanilloylaeetyl oder Syringoylaeefyl gebildet. Falls I aus Sinapinalkohol 
und I I  aus einem in der Seitenkette oxydierten Coniferylalkohol gebildet 
wird, k6nnen bei der Athanolyse beide Diketone ents~ehen. 

Die Untersuehung yon Angiospermenlignin soll Antwort auf die 
Frage naeh den Zusammenh~tngen zwisehen den beiden Phenylpropan- 
~ypen der Vanillin- und Syringareihe geben. 

Bei der Unt.ersuehung yon Bambuslignin findet Higuchi  s e i n e  Ab- 
hi~ngigkeit des Mengenverh~tltnisses obgenannter Bausteineypen yore 
Verholzungsgrad. Bei 51teren Pflanzen wird Syringaaldehyd als tIaupt- 
produkt des oxydativen Abbaus erhalten. 

B r o w n  und Neish  9 haben die ,,Verd/innungsgrade" der I~adioak- 
tivitgg naeh Einbau 14C-markierter Ligninprogenitoren und ~nsehlie- 
gendem oxydativem Abb~u des Holzes untersueht. Sie fanden bei 
der Verabreiehung yon markierter Shikimis~ture, ebenso wie bei der 
Zugabe yon markiertem Phenylalanin, eine gleiehmS$ige Verteilung 

s T.  Higuehi, Physiol. Plantarum 10, 633 (1957). 
9 S. A .  Brown und A.  C. Neish, Canad. J. Bioehem. Physiol. 32, 170 

(1954); 33, 948 (1955); Nature 175, 688 (1955). 



H. 1/1959] gur  Biogm~ese des Angiospermenlignins 5 

der Aktivit / i t  auf  die beim oxydat iven  Abbau  erhal tenen Phenolalde- 
hyde. Die Einf i ihrung yon Hydroxy-  und  Methoxygruppierungen in 
den aromat isehen Kern  seheint somit in der pflanzliehen Zelle leieht 
mSglich zu sein. Ob dieser U m b a u  vor oder naeh der Polymerisat ions-  

reakt ion stat tf indet ,  k a n n  nieht  ohne weiteres entsehieden werden. 
Die gleiehmgl3ige Vertei lung der Akt iv i tg t  auf  die Aldehydfrakt ionen 
sprieht flit eine Umwand lung  ve t  der Polymerisat ion.  

Antwor t  auf  diese Fragen  k f n n t e  ein Abbau  akt iver  HSIzer bei 
versehiedenen Verhotzungsgraden der Pflanze geben. Dutch  Anwendung 
des in vorliegender Arbeit  angegebenen ~thanolyseverfahrens  auf  aktive 
Buehenholz-Infus ionen ist insofern eine g~nstige Methode gegeben, 
da die erhaJtenen Abbauproduk te  (Phenylpropanketone)  einem ffir 
Lignin  typisehen S t ruk ture lement  (}-Aryl/it.herstruktur) en ts tammen.  
Versuehe dieser Art  sind in Arbeit.  

Experimenteller Tell 

S i n a p i n a l k o h o l - ( 3 - 1 4  C) 

SiJ~apins&~re-{3-14C): 351 mg Syringaaldehyd-(earb,,myI-14C) mit einer 
spezif. Aktivitgt  yon 3,28. 106 Zerf./mg. min, 600mg Malons~ure und 
zwei Tropfen friseh destill. Anilin wurden in 1,2 ml Pyridin 4 Stdn. attf 60 ~ 
erw/irmt. Danaeh wurde in verd. HC1 gegossen und naeh guter Kiihhmg 
abgesaugt. Ausb. 402 mg (=  93?,o d. Th.). Sehmp. 192 ~ 

Acetylsi~apS~sOure-(3-14C): 402 mg vorst.ehender Sgiure wurden mit  
[ ml Essigsgureanhydrid und 1,2ml Pyridin i Stde. auf 100 ~ erwiirm~,. 
Anschlieftend wurde im Vak. zur Troekene gedampft und aus Eisessig/ 
~Wasser umkristallisiert. Ausb. 436mg (=  90~ d. Th.). Schmp. 187 ~ 

AcetylsinapDtsOurechlorid- (3-I4C) : 436 mg Aeetylsinapinsgure- (3-14C) 
wurden mila 7 ml SOOl.2 2 Stdn. auf 60--65 ~ erwgrmt. Danaeh wurde im 
Vak. zur Troekene gedampft, der R, Ctekstand in Benzol gel6st trod dieses 
erneut abgedampft. Naeh VCmkristallisieren aus Benzot wurden 378 mg 
(=  81~ d. Th.) veto Sehmp. 148---150 ~ erhMten. 

Si~apina{l~oho[-(3-14C): Zur Weit, erverarbeitung wurde vorstehendes 
Siiureehlorid mit  3,622g inaktivem Aeet.ylsinapinsgureehlorid verdfinnt, 
in 40 ml Benzol und 100 ml ~d,t, her gel6st und auf 0 ~ gek/ihlt. L-nter kritfti- 
gem Rtihren und Durehleiten yon t,roekenem reinem Stieksl~off wurden im 
Verlauf yon 2 Stdn. 950 mg Lithiumaluminim'nhydrid in i00 ml _'4t.her zu- 
t,ropfen gelassen. AnsehlieBend wurde dam Reaktionsprodukt weitere 2 St dn. ge- 
rCthrG langsam mtf Zimmert.emp. erw/irmt und fiber Naeht stehen gelassen. 
Das gelblieh gefgrbte Anlagerungsprodukt wurde abgesaugt~ und ansehliefend 
in kleinen Anteilen in eine gut gekfiblte und mit Ather (ibersehieht, ete Lfsung 
yon 2,7 g Ammonearbonat  in 15 ml \Vasser eingetragen. Die tither. Phase 
wurde abgetrenn~ und die wfil3rige Lfsung mehrmals mit, Ather ausgesehiittelt. 
Naehdem die 5{therlfsung fiber Natriumsulfat getroeknet worden war, 
wurde unter vermindertem Druek im St.iekstoffstrom eingedampf%, (let' 
61ige Igfiekstand in Chloroform aufgenomme~a und der Sinapinalkohol durch 
Zugabe yon Petrol~tt,her gef~illt. Ausb. 1,51 g (=  50,30[ ~ d. Th.). Spezifisehe 
Aktivit~t:  2321 Zerf./mg. rain. 
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E n z y m a t i s e h e  D e h y d r i e r u n g  e i n e s  O e m i s e h e s  a u s  C o n i f e r y l -  
a l k o h o l  u n d  S i n a p i n a l k o h o l - ( 3 - 1 4 C )  

In. 5 1 Phosphatpuffer l6sung naeh Sdrense~, veto  p H  7 wurden  3 g Coni- 
ferylalkohol und  1,5 g Sinapinalkohol-(3A4C) (spezif. Aktivit.~it 2321 Zerf./  
mg. rain) gel6st und  ansehlieBend 1 g P i lzenzym eingetragen,  Naeh  der 
Zugabe des E n z y m s  wurde bei Z immer temp.  Sauerstoff  in sehwaehem St rome 
dureh die L6sung geleitet.  Sehon naeh kurzer  Zeit t r a t  Tr i ibung ein. Naeh  
drei Tagen  wurde der Niedersehlag abzentr i fugier t .  Der  in feueh tem Aee ton  
16sliehe AnteiI  konn~e mi t  Wasser  wieder ausgef/illt  werden.  I m  so gereinigten 
und m~sehliegend get roekneten  Dehydr ie rungspolymer isa t  konnte  kein  
Stiekstoff  naehgewiesen werden. Das hel lbrmme E n d p r o d u k t  fiel in einer 
Ausbeute  yon 3,2 g ( - - 7 0 o o )  an  und ha t te  eine spezif. Aktivi t f i t  yon 
872 Zerf . /mg. rain. 

Aus der Aktivit~it kann  erreehnet, werden, dal3 das D H P  zu 37,5~ aus 
Sinapinalkohol-(3A4C ) und  zu 62,5% aus ConiferylMkoho] gebfidet worden 
WD~F. 

-g_thanol  y se 

Bei der Athanoiyse  naeh Hibbert yon 3,2 g D t f P  wm~den 102,4 mg  ,,distill- 
able oil"  erhalten.  

Bei  der Oxyda t ion  Init Eisen(I I I ) -ehlor id  1 konnte  das Gemiseh der 
Niekelsalze der beiden Dike tond iox ime  in einer Ausbeute  yon  30 mg  erha l ten  
werden. 

T r e n n u n g  d e r  A b b a u p r o d u k t e  

Naeh der Zersetztmg der Niekelsalze wurden  die Diketone papierehro-  
matographiseh  getrennt .  Zu diesem Zweek wurde  die Subst.anz als Streifen 
am Star t  des Chromatogramms  aufgetragen.  Als bewegliehe Phase diente 
ein Gemiseh von  Benzin . :  ~Vasser : Chloroform : Methanol,  7 : 5 : 3 : 1. 
Die mi t  Nthanol  elnier ten Diketone  wurden  neuerl ieh als Niekelsalze der 
Dike todioxime gef/illt. Die Akt iv i t~ t  der Niekelsalze wurde in endlieher  
Sehiehtdieke au f  Almnin iumpl~ t tehen  gemessen. Diese Prf iparate win'den 
durch Sed imenta t ion  einer -gther. Suspension erhMten. 

Zerf./ 
Menge m~Iol �9 min 

Sinapinalkohol-(3 -14 C) . . . . . . .  1,5 g 

Coniferylalkohol . . . . . . . . . . . . .  ! 3,0 g 

D H P  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 , 2  g 

NiekelsMz des Syringoylaeetyl-  
dioxims . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14,3 mg 

NiekelsMz des Vanil loylaeetyl-  i 
d ioxims . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  i 18,6 mg 

Totale 
Zerf./ Akt iv i t~ t  

m g � 9  rain Z e ~ / m i n  

2321 3,48"106 

0 0 

872 2,79"106 

1690 24200 

8 149 

487.103 

0 

955-10 ~ 

Die Aktivitgt .  des Vanil loylacetyls  ist dureh rad ioakt ive  Verunre in igungen 
bedingt.  

Der  Osterreiehisehen Gesellsehaft for I-Iolzforsehung danken  wir fflr die 
groBz/igige F6rderung,  die sie dieser Arbei t  angedeihen lieB. 
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