Zur Biogenese des Angiospermenlignins
Von

K. Kratzl* und K. Buchiela

Aus dem I. Chemischen Imstitut der Universitat Wien
( Eingegangen am 22. November 1958)

Da 1im Angiospermenlignin Syringvl- neben Guajacyl-
bausteinen vorkommen, wurde fiir die Athanolyse eine einfache,
nur zu zwei definierten Abbauverbindungen {Aryl-methyldiketone)
fihrende Methode entwickelt.

Es wird die Darstellung eines Mischdehydrierungspoly-
merisates aus Coniferylalkohol und Sinapinalkohol-(3-14C) be-
schrieben. Aus den Ergebnissen der Athanolyse konnte auf die
Maglichkeit des Einbaues der Syringylbausteine als B-Arylather-
typen geschlossen werden.

In einer fritheren Arbeit wurde die Isolierung von Vanilloyl-acetyl-
(3-14C) aus Athanolysaten von 4C-Implantaten in Fichtenistchen be-
schrieben!. Um jenes Verfahren auch fiir Versuche mit Laubholzlignin
anwenden zu konnen, wurde eine Methode zur Anreicherung und Trennung
von Vanilloylacetyl und Syringoylacetyl entwickelt. Zu diesem Zweck
wurde das Gemisch der Phenylpropanketone und -ketole mit Eisen(I11)-
chlorid zu den Aryl-methyldiketonen oxydiert und diese papierchromato-
graphisch unter Verwendung von Wasser-Benzin (Sdp. 100—110°)-Chloro-
form-Methanol (5:7:3:1) getrennt. Die Isolierung der Diketone erfolgte in
Form der Nickelsalze der Dioxime. Diese Verbindungen sind fir Aktivi-
titsmessungen und weitere Reinigung bestens geeignet. Die erhaltenen
reinen Diketone kénnen nun zwecks genauer Lokalisierung des mar-
kierten O-Atoms weiter abgebaut werden.

Nach Freudenberg? wird das Lignin der dicotylen Angiospermen
durch eine enzymatisch katalysierte Mischdehydrierungspolymerisation

* Herrn Doz. Dr. H. Sadler (Techn. Hochschule Wien) zum 60. Geburts-
tag gewidmet.
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Dehydrierungsversuche mit Sinapinalkohol
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mogliches Zwischenprodukt bei der Dehydrierung von
Sinapinalkohol (I, Ta; IX, ITa; IIT).
Dehydrierungspolymerisat (DHP) aus Coniferylalko-
hol; liefert bei der Athanolyse Vanilloylacetyl (IV).
Mischdehydrieringspolymerisat ; liefert bei der Athano-
lyse Syringovlacetyl; falls die Seitenkette von II in
oxydierter (dthanolysierbarer) Form vorliegt, werden
beide Diketone gebildet (IV).
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der Aglucone der Cambialsaftglykoside, also von Coniferylalkohol und
Sinapinalkohol, gebildet. Bei der enzymatischen Dehydrierung von Sinapin-
alkohol allein mit einer aus Champignons gewonnenen Laccase wurde als
einziges dimeres Produkt Syringaresinol erhalten. Sinapinalkohol erleidet
durch die Laccase eine tiefgreifende Veranderung. Als Endprodukt der De-
hydrierung konnte das Dimethoxy-p-chinon nachgewiesen werden3.
Analog wie beim Coniferylalkohol* 143t sich auch das bei der enzymatischen
Dehydrierung von Sinapinalkohol in erster Stufe postulierte Chinon-
methidradikal in mehreren mesomeren Grenzstrukturen anschreiben? ®,
die eine Moglichkeit zur Bildung einer C-—0—C-Verkniipfung und damit
das Auftreten von dimeren oder polymeren Folgeprodukten wahrschein-
lich erscheinen lassen.

Sinapinalkohol wurde nun der enzymatischen Dehydrierung unter-
worfen. Als Ferment diente eine aus Speisechampignons gewonnene rohe
Laccase. Die Reaktion wurde in verd. wéBriger Losung bei pH 7 unter
schwacher Beliftung (Durchleiten von Sauerstoff) ausgefiibrt. Zor
Isolierung der Zwischenprodukte wurde die wilrige Losung mit
Methylenchlorid ausgeschiittelt. Bei der Athanolyse dieses Extraktes
konnten alle Hibbertschen Bausteine des Syringyltyps papierchromato-
graphisch nachgewiesen werden. Da Sinapinalkohol gegen Luftoxydation
sehr empfindlich ist, kdnnen diese Typen auch spontan entstanden
sein. Da nun nach Adler eine Verbindung vom B-Aryldthertyp das
dthanolysierbare Strukturelement darstellt, zeigt es sich, daB unter
den Zwischenprodukten der enzymatischen Dehydrierung des Sinapin-
alkohols eine dem Freudenbergschen ,sekundiren Baustein III™ (For-
mel III) nahestehende Verbindung vorhanden sein konnte. Eine Iso-
lierung und Reindarstellung dieses Korpers gelang uns bisher nicht.
Ein DHP, wie etwa beim Coniferylalkohol, wurde nicht erhalten. Es
trat nur eine geringe Fallung auf.

Mischdehydrierungspolymerisation von Coniferylalkohol
und Sinapinalkohol

Als Komponente fiir die enzymatisch katalysierte Mischpolymeri-
sation mit Coniferylalkohol wurde Sinapinalkohol-(3-14C) durch Re-
duktion des Acetylsinapinsiiurechlorids-(3-14C) mittels Lithiumaluminium-
hydrid dargestellt. Syringaaldehyd-{carbonyl-14C) wurde nach Kratzl
und Billek? erhalten.

3 K. Freudenberg, in: Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 11, 43 (1954).
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Ber. 91, 581 (1958).
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Ein Gemisch von Sinapinalkohol und Coniferylalkohol gibt unter
Einwirkung von Pilzlaccase ein DHP, das in gewissen Eigenschaften
dem Lignin dicotyler Angiospermen nahesteht.

Aus 3 g Coniferylalkohol und 1,5g Sinapinalkohol-(3-14C) (2321
Zerf./mg. min, 487 000 Zerf./mMol. min) wurden 3,2 g DHP erhalten.
Aus der spezifischen Aktivitdt des Dehydrierungspolymerisates (872
Zerf./mg. min) 140t sich errechnen, dafi dieses zu 37,5%, aus Sinapin-
alkohol und 62,59, aus Coniferylalkohol gebildet wurde. Es wurden
also bei diesemn Versuch unter diesen speziellen Bedingungen etwa 809,
des Coniferylalkohols und 669, des Sinapinalkohols enzymatisch poly-
merisiert. Die Athanolyse und weitere Aufarbeitung erfolgte ana-
log dem oben erwihnten Verfahren zum Abbau des Buchenholzlignins.
Das Nickelsalz des Dioxims des Syringoylacetyls-(3-14C) zeigte eine
Aktivitdt von 1690 Zerf./mg. min (955 000 Zerf./mMol. min), dies ent-
spricht also anndhernd der spezifischen molaren Aktivitdt des einge-
setzten Sinapinalkohols-(3-14C). Die geringfiigige Aktivitdt des Nickel-
salzes des Vanilloylacetyldioxims (etwa 8 Zerf./mg. min) ist nur durch
aktive Verunreinigung hervorgerufen.

Damit ist gezeigt, dall bei der Mischdehydrierungspolymerisation
von Coniferylalkohol und Sinapinalkohol die letztere Verbindung so
eingebaut wird, daB aus ihr &dthanolysierbare Strukturelemente ent-
stehen. Dies kann durch eine Reaktion zwischen den Chinonmethid-
radikalen I und II oder den Kryptoionen Ia und ITa zu IIT erklirt
werden.

Bei der Athanolyse werden, je nach der in I vorhandenen Gruppierung,
Vanilloylacetyl oder Syringoylacetyl gebildet. Falls I aus Sinapinalkohol
und IT aus einem in der Seitenkette oxydierten Coniferylalkohol gebildet
wird, konnen bei der Athanolyse beide Diketone entstehen.

Die Untersuchung von Angiospermenlignin soll Antwort auf die
Frage nach den Zusammenhingen zwischen den beiden Phenylpropan-
typen der Vanillin- und Syringareihe geben.

Bei der Untersuchung von Bambuslignin findet Higuchi® eine Ab-
hingigkeit des Mengenverhiltnisses obgenannter Bausteintypen vom
Verholzungsgrad. Bei alteren Pflanzen wird Syringaaldehyd als Haupt-
produkt des oxydativen Abbaus erhalten.

Brown und Neish? haben die ,,Verdinnungsgrade™ der Radioak-
tivitit nach Einban 4C-markierter Ligninprogenitoren und anschlie-
Bendem oxydativem Abbau des Holzes untersucht. Sie fanden bei
der Verabreichung von markierter Shikimiséure, ebenso wie bei der
Zugabe von markiertem Phenylalanin, eine gleichmifBige Verteilung

8 T. Higuchi, Physiol. Plantarum 10, 633 (1957).
9 S. A. Brown and A.C. Neish, Canad. J. Biochem. Physiol. 32, 170
(1954); 33, 948 (1955); Nature 175, 688 (1955).
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der Aktivitit auf die beim oxydativen Abbau erhaltenen Phenolalde-
hyde. Die Einfihrung von Hydroxy- und Methoxygruppierungen in
den aromatischen Kern scheint somit in der pflanzlichen Zelle leicht
moglich zu sein. Ob dieser Umbau vor oder nach der Polymerisations-
reaktion stattfindet, kann nicht ohne weiteres entschieden werden.
Die gleichméflige Verteilung der Aktivitdt auf die Aldehydfraktionen
spricht fiir eine Umwandlung vor der Polymerisation.

Antwort auf diese Fragen kénnte ein Abbau aktiver Hilzer bei
verschiedenen Verholzungsgraden der Pflanze geben. Durch Anwendung
des in vorliegender Arbeit angegebenen Athanolyseverfahrens auf aktive
Buchenholz-Infusionen ist insofern eine giinstige Methode gegeben,
da die erhaltenen Abbauprodukte (Phenylpropanketone) einem fiir
Lignin typischen Strukturelement (B-Arvldtherstruktur) entstammen.
Versuche dieser Art sind in Arbeit.

Experimenteller Teil
Sinapinalkohol-(3-14C)

Stnapinsdure-(3-14C): 351 mg Syringaaldehyd-(carbonyl-14C) mit einer
spezif. Aktivitat von 3,28 - 10% Zerf./mg. min, 600 mg Malonsiure und
zwei Tropfen frisch destill. Anilin wurden in 1,2 ml Pyridin 4 Stdn. auf 60°
erwdrmt. Danach wurde in verd. HCl gegossen und nach guter Kihlung
abgesaugt. Ausb. 402 mg (= 93% d. Th.). Schmp. 192°.

Acetylsinapinsdure-(3-14C): 402 mg vorstehender Sidure wurden mit
i ml Essigsdureanhydrid und 1,2ml Pyridin t Stde. auf 100° erwéarmt.
AnschlieBend wurde im Vak. zur Trockene gedampft und aus Eisessig/
Wasser umkristallisiert. Ausb. 436 mg (= 909 d. Th.). Schmp. 187°

Acetylsinapinsiurechlorid- (3-12C): 436 mg Acetylsinapinsiure - (3-14(C)
wurden mit 7ml SOCI, 2 Stdn. auf 60—65° erwédrmt. Danach wurde im
Vak. zur Trockene gedampft, der Rickstand in Benzol gelést und dieses
erneut abgedampft. Nach Umkristallisieren aus Benzol wurden 378 mg
(= 819% d. Th.) vom Schmp. 148—150° erhalten.

Sinapinalkohol-(3-14C):  Zur Weiterverarbeitung wurde vorstehendes
Sdurechlorid mit 3,622 g inaktivem Acetylsinapinsdurechlorid verdinnt,
m 40 ml Benzol und 100 ml Ather gelost und auf 0° gekiihlt. Unter krifti-
gem Rithren und Durchleiten von trockenem reinem Stickstoff wurden im
Verlauf von 2 Stdn. 950 mg Lithiumaluminiumhydrid in 100 ml Ather zu-
tropfen gelassen. AnschlieBend wurde das Reaktionsprodukt weitere 2 Stdn. ge-
rvithrt, langsam auf Zimmertemp. erwidrmt und iiber Nacht stehen gelassen.
Das gelblich gefirbte Anlagerungsprodukt wurde abgesaugt und anschliefliend
in kleinen Anteilen in eine gut gekiihlte und mit Ather iiberschichtete Losung
von 2,7 g Ammoncarbonat in 15 ml Wasser eingetragen. Die dther. Phase
wurde abgetrennt und die wéfirige Losung mehrmals mit Ather ausgeschiittelt.
Nachdem die Atherlésung iiber Natriumsulfat getrocknet worden war,
wurde unter vermindertem Druck im Stickstoffstrom eingedampft, der
olige Riickstand in Chloroform aufgenommen und der Sinapinalkohol durch
Zugabe von Petroldther gefallt. Ausb. 1,51 g (= 50,3%, d. Th.). Spezifische
Aktivitdat: 2321 Zerf./mg. min.
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Enzymatische Dehydrierung eines Gemisches aus Coniferyl-
alkohol und Sinapinalkohol-(3-14(C)

In 51 Phosphatpufferlésung nach Sérensen vom pH 7 wurden 3 g Coni-
ferylalkohol und 1,5 g Sinapinalkohol-(3-14C) (spezif. Aktivitit 2321 Zerf./
mg. min) gelést und anschliefend 1g Pilzenzym eingetragen. Nach der
Zugabe des Enzyms wurde bei Zimmertemp. Sauerstoff in schwachem Strome
durch die Lésung geleitet. Schon nach kurzer Zeit trat Tribung ein. Nach
drei Tagen wurde der Niederschlag abzentrifugiert. Der in feuchtem Aceton
16sliche Anteil konnte mit Wasser wieder ausgefallt werden. Im so gereinigten
und anschlieBend getrockneten Dehydrierungspolymerisat konnte kein
Stickstoff nachgewiesen werden. Das hellbraune Endprodukt fiel in einer
Ausbeute von 3,2g (= 709%) an und hatte eine spezif. Aktivitdt von
872 Zerf. /mg. min.

Aus der Aktivitdt kann errechnet werden. dafl das DHP zu 37,59, aus
Sinapinalkohol-(3-14C) und zu 62,59, aus Coniferylalkohol gebildet worden
war.

Athanolyse

Bei der Athanolyse nach Hibbert von 3,2 g DHP wurden 102,4 mg ,.distill-
able oil“ erhalten.

Bei der Oxydation mit Eisen{IIl)-chlorid? konnte das Gemisch der
Nickelsalze der beiden Diketondioxime in einer Ausbeute von 30 mg erhalten
werden.

Trennung der Abbauprodukte

Nach der Zersetzung der Nickelsalze wurden die Diketone papierchro-
matographisch getrennt. Zu diesem Zweck wurde die Substanz als Streifen
am Start des Chromatogramms aufgetragen. Als bewegliche Phase diente
ein (Gemisch von Benzin : Wasser : Chloroform : Methanol, 7:5:3: 1.
Die mit Athanol eluierten Diketone wurden neuerlich als Nickelsalze der
Diketodioxime gefallt. Die Aktivitdt der Nickelsalze wurde in endlicher
Schichtdicke auf Aluminiumpldattchen gemessen. Diese Priparate wurden
durch Sedimentation einer dther. Suspension erhalten.

Totale
Zerf./ rake Zetf./
Menge | mge-rmin %é{:f“/’gitl mMoe]r- min
Sinapinalkohol-(3-14C) ....... L5 g 1 2321 3,48-10% @ 487-10°
Coniferylalkohol ............. ~ 3,0g 0 o 0
DHP..ovoeeii I 3,2g 872 2,79-105 ,  —
Nickelsalz des Syringoylacetyl-
AIOXIMS +ovvv i 14,3 mg 1690 24200 955-10%
Nickelsalz des Vanilloylacetyl- |
dioxims ... | 18,6 mg 8 149 4000

Die Aktivitat des Vanﬂloylaeetyls ist durch radioaktive Verunreinigungen
bedingt.

Der Osterreichischen Gesellschaft fiir Holzforschung danken wir fiir die
grofiziigige Forderung, die sie dieser Arbeit angedeihen lief.



