Zur quantitativen Bestimmung der monomeren
Athanolysenprodukte aus dem Lignin monocotyler
und dieotyler Angiospermen*

Von
K. Kratzl und P. Claus

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitdt Wien
Mit 3 Abbildungen
( Bingegangen am 14. Dezember 1961 )

Es wird eine Methode beschrieben, um die durch Athanolyse
des Holzes bzw. von Lignin und FeCls-Oxydation erhéaltlichen
Aryldiketone moglichst quantitativ zu bestimmen. Dies wird
durch Fillung der entsprechenden Dioxime als Nickelsalze,
Rickgewinnung der Diketone durch saure Spaltung und Aus-
messung ihrer Extinktionsmaxima im ultravioletten Licht er-
reicht. Die Fehlerquellen, insbesondere die unterschiedliche Emp-
findlichkeit der Diketone, werden diskutiert. Auf diesem Weg
wurde auch erstmalig p-Hydroxybenzoylacetyl unter den durch
Athanolyse aus monocotylen Angiospermen gewonnenen Mono-
meren nachgewiesen. Eine weitere Anwendung ist die Unter-
suchung verschieden stark verrotteter Strohproben. Die {iber-
ragschende biologische Stabilitdt der &thanolysierbaren Lignin-
anteile, selbst bei starker Verrottung, soll hervorgehoben werden.
Da fiir den Abbau von Lignin durch Athanolyse zu Monomeren
eine Guajacylglycerin-8-Arylithervernetzung verantwortlich sein
diirfte (Adler), wurde auch eine zweite, von uns gefundene, eben-
falls auf das Vorhandensein solcher Strukturen im natirlichen
Lignin zuriickfiihrbare Abbaureaktion (Sulfitierung und anaerobe
alkalische Hydrolyse, Isolierung der entstandenen aromatischen
Hydroxyaldehyde wund flichtigen Aldehyde) zum Vergleich
herangezogen. Mit beiden Methoden konnte gezeigt werden, daBl
jedenfalls im Lignin monocotyler und dicotyler Angiospermen
wesentlich mehr Guajacylbausteine im Vergleich zu den Syringyl-
bausteinen in #thanolysierbarer Form vorhanden sind, als auf
Grund der Ergebnisse der alkalischen Nitrobenzoloxydation an-
genommen werden kénnte.

* Herrn Prof. Dr. O. Kratky zum 60. Geburtstag gewidmet.
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Die Schwierigkeit, Lignin namentlich fiir biologische Versuche zu defi-
nieren, fithrte uns zur Aufstellung sogenannter Ligninkriterien!, wobei es
wiinschenswert ist, alle bisher bekannten Reaktionen, die zu definierten
Spaltprodukten des Lignins fithren, moglichst exakt zu verfolgen. Eine
fiir die Charakterisierung des Lignins wesentliche Reaktion ist die von
H. Hibbert? aufgefundene Athanolyse des Lignins, die von uns 1954 erst-
mals als Ligninkriterium herangezogen wurde®-3.

Es wurde eine Mikrovariante ausgearbeitet und die monomeren Athano-
lysenprodukte, die sogenannten ,,Hibbertschen Korper®, papierchromato-

graphisch getrennt. Es handelt sich bei diesen Produkten um folgende Ver-
bindungstypen:

a) R—CO—CH(OC:H;)—CH; d) R—CO-—CHOH—CHj3
b) R—CO—CO—CHj3 e) R—CH(OC:H;5)—CO—CH3
¢) R—CH,;—CO—CHj f) R—CHO

R ist bei den Giymnospermen der Guajacylrest (3-Methoxy-4-hydroxyphenyl,
Ta—f), bei dicotylen Angiospermen sowohl der Guajacylrest als auch der
Syringylrest (3,5-Dimethoxy-4-hydroxyphenyl, Ila—f); bei monocotylen
Angiospermen wurden bisher unter den bei der Athanolyse entstandenen
Produkten noch keine monomeren ,,Hibbertschen Korper mit der auf Grund
der Auffindung von p-Hydroxybenzaldehyd nach alkalischer Nitrobenzol-
oxydation zu erwartenden Gruppierung R = p-Hydroxyphenyl (IIIa—e)
neben den Guajacyl- und Syringylverbindungen aufgefunden, wohl aber
p-Hydroxybenzaldehyd (ITIf).

Wir untersuchten mittels Athanolyse verschiedene ligninhiltige und
lignindhnliche Stoffe®, darunter erstmalig das 'Endprodukt (DHP) und die
Zwischenprodukte der biclogischen Dehydrierurfg von Coniferylalkohol?! sowie
zablreiche radioaktiv markierte Lignine® 3. Ebenso wurde ein DHP, das aus
p-Hydroxyzimtalkohol erhalten wurde, der Athanolyse unterworfen, wobei
ITTa sowie I1Tc unter den Produkten nachgewiesen werden konnten. Damit
wurde die prinzipielle Athanolysierbarkeit auch der lignindhnlichen Struk-
turen bewiesen, welche die fiir monocotyle Angiospermen charakteristische
p-Hydroxyphenylgruppierung enthalten; fir den Naturstoff Lignin konnte
dies allerdings noch nicht bestétigt werden.

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung der Athanolysenprodukte
besteht darin, dafl, wihrend beim &thanolytischen Abbau von Gymno-
spermen-ligninen sechs Hauptprodukte aufgefunden werden, bei dem von
dicotylen Angiospermen 12 und bei dem von monocotylen Angiospermen
18 Hauptprodukte zu erwarten sind. Schon die Auftrennung der Abbau-
produkte aus einem Lignin dicotyler Angiospermen stie8 auf Schwierig-
keiten®. Aus diesem Grund war auch bei markierten Ligninen zur quan-
titativen Auswertung bereits eine Beschrankung auf einen Verbindungs-

1 K. Kratzl, Holz als Roh- und Werkstoff 19, 219 (1961).

2 M. J. Hunter, A. B. Cramer und H. Hibbert, J. Amer. Chem. Soc. 61,
516 (1939); s. a. F. E. Brauns und D. 4. Brauns, The Chemistry of Lignin,
Suppl. Volume, New York and London 1960, 8. 440, 459.

3 K. Kratzl und W. Schweers, Mh. Chemn. 85, 1046 (1954); 85, 1166 (1954);
Chem. Ber. 89, 186 (1954). '
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typ, ndmlich auf die Diketone (Ib, I1b) nétig, welche durch Ferrichlorid-
oxydation angereichert wurden?. Die spéter ausgearbeitete Methode der
Diinnschichtchromatographie erleichterte die Trennung und Anreicherung
der Diketone, die so als isotopenkonstante Abbauprodukte erhalten wer-
den konnten?.
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Ahb. 1. UV-Spektren von Vanittoylacetyl (Ib} und Syringoylacetyl (11 b) in idthanolischen Liosungen
verschiedener Konzentration (in /ml)

Ib: V, 3.83 b: 8 6,30
V. 653 S. 945
YV, 7.65 B, 11.34
v, 11,48 S¢ 12,60
V,113.06
Y, 15,30
Y, 19,13

Es war nun naheliegend, die Mengen der durch Athanolyse erhaltenen,
durch Ferrichloridoxydation angereicherten Diketone mittels Auswertung
ihrer Absorptionsmaxima im UV-Spektrum quantitativ zu messen, um

* K. Kraizl, Q. Billek, F. Klein und K. Buchtela, Mh. Chem. 88, 721
(1957); K. Kratzl und E. Klein, Mh. Chem. 86, 847 (1955); K. Kratzl, Q. Billek,
A. Graf, G. Hofbauer, K. Buchtela und E. Klein, Angew, Chem. 68, 384 (1956).

8 K. Kratzl und G. Puschmann, Hoizforsch. 14, 77 (1960).
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bei Ligninen verschiedener Herkunit bessere Kriterien zu erhalten, aber
auch, um biologische Prozesse (z. B. den biologischen Abbau von Holz
bzw. Lignin durch Verrottung und eventuelle Verdnderungen an den Sub-
stituenten des aromatischen Kerns beim biologischen Aufbau) besser stu-
dieren zu kénnen'.
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Abb. 2. Eichgerade zur guantitativen Bestimmung von Vanilloyl- und Syringoylacetyl mittels TV-
Spektren. (Abhingigkeit der Extinktion bei 320 bzw. 325 mp von der Konzentration).

Inzwischen war eine Arbeit von O. Tdppel® erschienen, die sich mit
der quantitativen Bestimmung der , Hibbertschen Koérper aus Fichten-
holz befaBt und ihre papierchromatographische Trennung sowie spektro-
metrische Auswertung empfiehlt. Diese an sich genaue und exakte Methode
ist jedoch bei komplizierten Gemischen vieler Bausteine wegen der gerade
in den Chromatogrammen von Angiospermen-Athanolysendlen auftreten-
den Uberlagerungen der vielfiltigen Flecken praktisch nicht anwendbar,
Wir haben deshalb die Oxydation zu den Diketonen beibehalten und diese
quantitativ getrennt und bestimmt.

8 0. Tappel, Holzforsch. 14, 139 (1960).
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Da in letzter Zeit die Diskussion iiber das Verhéltnis des Guajacyl-
zum Syringyl- bzw. zum p-Hydroxyphenyl-baustein lebhaft geworden ist 7,
glauben wir, dazu — zumindest was den &dthanolysierbaren Ligninanteil
betrifft — mit dieser quantitativen Auswertung einen Beitrag leisten zu
kénnen.

'Die Methode: Die Diketone wurden in iiblicher Weise®* durch
Athanolyse und Ferrichloridoxydation erhalten. Allerdings sind die
. Hibbertschen Koérper ziemlich empfindlich, worauf auch 0. Téppel®
hinweist. Der absolute analytische Wert scheint auch durch die unter-
schiedliche Empfindlichkeit gegen Ferrichloridoxydation beeinflullt zu
sein, jedoch kann durch vorsichtiges Arbeiten und genaues Einhalten der
einmal gewéhlten Bedingungen (s. exper. Teil) eine gewisse Reproduzier-
barkeit der Werte erreicht werden. Tm besonderen stellen die Werte fiir
die Syringylkomponente entsprechend der groBeren Empfindlichkeit der
Syringylgruppierung gegeniiber Ferrichloridoxydation nur untere Grenz-
werte dar.

Die UV-Spektren des Vanilloyl- (Ib) und des Syringoylacetyls (IIb),
aufgenommen in #dthanolischer Lésung, zeigen charakteristische Maxima
bei 320 bzw. 325 my. Die Extinktionen beider Substanzen bei diesen
Maxima folgen im gewiinschten Konzentrationsbereich (3—20 y/ml) gut
dem Lambert- Beerschen Gesetz.

Anwendung auf monocotyle und dicotyle Angiospermen

Zunichst wurde Hdelkastanienholz mit einem bekannten Verhiltnis
der bei alkalischer Nitrobenzoloxydation erhaltenen Abbaualdehyde®
(Vanillin zu Syringaaldehyd = 1:3) der Athanolyse unterworfen, ferner
als Vertreter der monocotylen Angiospermen in gleicher Weise zwei Stroh-
sorten (Roggenstroh I und II). Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 1
zusammengefalit.

Auffallig ist hierbei, daB sich bei der Athanolyse von Kastanienholz
das Verhdltnis der Guajacyl- zu den Syringylbausteinen zu etwa 1:1
ergab. Wenn auch mit einem Verlust speziell von Syringylbausteinen
wihrend der Aufarbeitung gerechnet werden muB, so ist doch das nach
alkalischer Nitrobenzoloxydation erhaltene Verhéltnis von Vanillin zu
Syringaaldehyd (1:3) fiir die Guajacyl- und Syringylbausteine im dthanoly-
sierbaren Ligninanteil keineswegs anzunehmen. Dies steht in gewisser
Ubereinstimmung mit den in neuester Zeit namentlich von K. Freuden-
berg” angenommenen Werten, der zu dem Schlufi kommt, daB das natiir-

7 K. Freudenberg und Q. Singh Sidhu, Holzforsch. 15, 33 (1961); K. Freu-
denberg und Chen-Loung-Chen, Chem. Ber. 93, 2533 (1960); K. Freudenbery,
Holz als Roh- und Werkstoff 18, 282 (1960).

8 K. Kratzl, K. Buchtela, J. Gratzl, J. Zauner und O. Ettingshausen, Tappi
(im Druck).
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liche Angiospermenlignin (Buchenlignin) etwa 489, Guajacyl- und 449,
Syringylkomponente enthilt (der Rest soll die p-Hydroxyphenylgruppie-
rung aufweisen), also jedenfalls einen wesentlich hoheren Prozentsatz an
Guajacylbausteinen fordert, als bisher angenommen wird. Die Uberein-
stimmung mit unseren aus der Athanolyse gewonnenen Werten scheint
eher Zufall als in der Athanolysierbarkeit der beiden Bauelemente be-
griindet zu sein. Allerdings miiite eine Vernetzung bzw. die Vernetzungs-
bereitschaft der Guajacylbausteine in der Stellung 5 des aromatischen

Tabelle 1

Athanolysen- };thA 1) - s Vanilloyl 1:

Mckands  hengter Nickelsalzt @ SRUOVATL
. 1,04 : 1
Edelkastanie ....... 46,3 10,6 1,90 1.04:1
. 1,60:1
Roggenstroh I ....... 47,5 11,0 1,20 1.66: 1
Roggenstioh IT*** . 46,0 8.8 2,65 i’ggf i

* Angaben in % der eingesetzten Menge an Holz- bzw. Strohmehl. )
** Das erhaltene Diketongemisch wurde jeweils zweimal chromatographisch getrennt wund
spektrometrisch gemessen.

*#* Dieses Stroh wuarde ir die spiter beschriebenen Versuche mit verrotteten Strohproben
verwendet.

Kerns, die als Ursache fiir die verhiltnismiBig geringe Ausbeute an
Vanillin gegeniiber der an Syringaaldehyd beim oxydativen Abbau von
Angiospermenlignin angefiithrt werden, die Athanolysierbarkeit zu Hibbert-
schen Monomeren der Gruppe I eher einschrinken. Uber die Athanolysier-
barkeit der dem Guajacylglycerin bzw. dessen 8-Aryldther entsprechenden
Syringylglycerinmodelle ist noch nichts bekannt, dagegen werden in bio-
synthetischen Ligninen mit Syringylkomponenten zu Monomeren der
Gruppe 11 dthanolysierbare Anteile aufgefunden, wie die mit K. Buchtela
durchgefiihrte Athanolyse eines Misch-DHP von Coniferylalkohol und
Sinapinalkohol-3-14C bewies®.

Bemerkenswert ist, dafl bei dieser Mischpolymerisation bei einem Aus-
gangsmischverhéltnis von 66,79, Coniferylalkohol und 33,39, Sinapinalkohol
aus der spezifischen Aktivitét des Misch-DHP eine Bildung aus 62,6%, Comni-
feryl- und 37,6% Sinapinkomponente errechnet werden konnte. Es waren
dabei 809, des Coniferyl- und 669 des Sinapinalkohols einpolymerisiert wor-
den. K. Freudenberg fand, daBl bei einer Mischpolymerisation von Coniferyl-
und Sinapinalkohol selbst bei einem Angebot eines Uberschusses an Sinapin-
alkohol das Verhiltnis von einkondensiertem Coniferylalkohol zur Sinapin-
komponente den Wert 1 nicht erreichte?. Die Athanolyse des von uns her-
gestellten Mischpolymerisats ergab ein Diketon Ilb, welches anndhernd die

% K. Kratzl und K. Buchtela, Mh. Chem. 96, 1 (1959).



H. 1/1962] Bestimmung der monomeren Athanolysenprodukte 225

gleiche spezifische molare Aktivitdt wie das Ausgangsprodukt zeigte. Der
Sinapinalkohol wird also in das Misch-DHP in Form von dthanolysierbaren
Strukturen eingebaut, wobel keine Tendenz gefunden werden konnte, die
Sinapinkomponente bevorzugt einzubauen.

Vergleich der Athanolyse mit dem Abbau durch Sulfitierung
und anaerobe alkalische Hydrolyse

Wie unsere neuesten Versuche zeigten!?, kann man fiir das Auftreten
der sogenannten Vanillin-Acetaldehyd-Spaltung bei anaerober alkalischer
Hydrolyse der Ligninsulfosdure gleichfalls eine 3-Arylverkniipfung von
Guajacylglycerinstrukturen als verantwortlich annehmen. Es kann also
auch diese Abbaureaktion als Ligninkriterium herangezogen werden. Des-
halb wurden einige Vertreter von monocotylen und dicotylen Angio-
spermen auch der Sulfitierung und Hydrolyse unterworfen (Buchenholz,
Roggenstroh und Bambus). Der Sulfitaufschtufi geht bei monocotylen
Angiospermen bekanntlich schwer und erfolgt wie iiblich!!, ebenso die
Normhydrolyse mit Alkali!t. Die papierchromatographische Trennung und
die UV-spektrometrische Bestimmung erfolgte nach J. E. Slone und
M. J. Blundell®. Bei dem niher untersuchten Buchenholz, das beim
oxydativen Abbau mit Nitrobenzol das Verhdltnis Vanillin zu Syringa-
aldehyd zu 1:3 ergab, wurden bei obigem Verfahren die beiden Aldehyde
im Verhdltnis 1:1 gefunden; es ergab sich also gegeniiber den Ergebnissen
der Nitrobenzoloxydation ein deutliches Mehr an Guajacylkomponente —
dhnlich wie bei der Athanolyse des Kastanienholzes. Sowohl unter den
‘Abbaualdehyden aus Stroh als auch unter den aus Bambus wurden
betrachtliche Mengen an p-Hydroxybenzaldehyd gefunden. Im Falle von
Bambus betrug das Verhiltnis von Vanillin zu Syringaaldehyd zu p-
Hydroxybenzaldehyd 1,64:1:0,62. Jedenfalls zeigen auch diese wenigen
Versuche, dall bei einer ganz anderen Reaktion, die sich allerdings aus
demselben Strukturprinzip erkliren 1iBt, die Prozentsitze von Vanillin
und Syringaaldehyd nicht mit den Verhiltnissen beim oxydativen Abbau,
sondern eher mit den bei der Athanolyse fiir die entsprechenden Cg—Cs-
Verbindungen erhaltenen {ibereinstimmen. Diese Auffindung von p-
Hydroxybenzaldehyd unter den nach Sulfitierung und Hydrolyse erhal-
tenen Spaltprodukten lief uns vermuten, daB bei den monocotylen
Angiospermen eine p-Hydroxyphenylglyceringruppierung (bzw. deren
B-Aryldther) vorhanden sein miifite. Dies miiBte dann auch die Isolierung

1 K. Kratzl, W. Kisser, J. Gratzl vnd H. Silbernagel, Mh. Chem. 90, 771
(1959); K. Kratzl, Paper och tré 11, 643 (1961).

1 K. Kraizl und G. Hofbauer, Mh. Chem. 87, 617 (1956); 89, 96 (1958).

12 J. E. Stone und M. J. Blundeli, Analyt, Chem. 23, 771 (1951); H. W.
Lemon, Analyt. Chem. 19, 846 (1947).
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der ,,Hibbertschen Korper ITTa—f bzw. nach Ferrichloridoxydation des

Diketons IIIb erméglichen.

Nachweisvon p-Hydroxybenzoylacety!l (IITb)nach Athanolyse
von Ligninen monocotyler Angiospermen

Zunichst wurde festgestellt, dafl das zu erwartende Hauptdthanolysen-
produkt der Gruppe III, ndmlich ITla, bei der Ferrichloridoxydation

L | 1 L 1 1 | JRE.
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Abb. 3. UV-8pektrum von p-Hydroxybenzoylacctyl (1IIb)

I analytisch aus Roggenstroh gewonnenes I[ITb
IT svnthetisch gewonnenes ITIh

zumindest teilweise in das
Diketon IIIb iibergehen
kann. Die Ausbeuten sind
dabei allerdings ziemlich ge-
ring.

In den Chromatogram-
men von destilliertem, aus
Roggenstroh bzw. Bambus
gewonnenem Athanolysenol
war bereits vor der Ferri-
chloridoxydation neben
den Hauptflecken ein sehr
schwacher Fleck gefunden
worden, der nach seinem
Rp-Wert (0,11) dem Diketon
IITb entsprach. Die iibliche
Aufarbeitung ergab 26,5 mg
hochvakuumdestilliertes Di-
ketongemisch, das auf vier
breiten =~ Chromatogramm-
bogen getrennt wurde. Das

p-Hydroxybenzoylacetyl
wurde eluiert, zur Reinigung
nochmals chromatographiert
und im UV vermessen.

Eine mengenmiiBige Ab-
schidtzung weist auf ca. 19,
p-Hydroxybenzoylacetyl im
Diketongemisch hin. Fiir

eine solche Abschitzung war wie bei den beiden anderen Diketonen

nur das langwellige Maximum brauchbar.

Damit ist dieser Baustein als Athanolysenabbauprodukt gegeniiber den
anderen von geringer Bedeutung; seine Auffindung weist aber darauf hin,
daB auch im Lignin monocotyler Angiospermen athanolysierbare Grund-
strukturen vom Typ des p- Hvdroxvpheny]glycerms bzw. dessen B-Aryl-

dathers vorhanden sein diirften.
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Anwendung zur Untersuchung biologischer Abbauprodukte
des Lignins

Der §-Conifervlather des Guajacylglycerins spielt bei der Biosynthese
des Lignins eine groBie Rolle (Freudenbergs Zwischenprodukt IIT) und ist
als einziges unter den Zwischenprodukten der biologischen Dehydrierung
von Coniferylalkohol zu den ,,Hibbertschen Korpern™ &thanolysierbar.
Nach unbestatigten Untersuchungen von 7. Fukuzumi® soll er unter den
biologischen Abbauprodukten des Lignins aufgefunden werden kénnen.
Wir untersuchten nun einige verrottete Strohproben in bezug auf ihre
Athanolysierbarkeit, nicht nur, um iiber die Besténdigkeit der dthanoly-
sierbaren Strukturelemente bei Verrottung, sondern um auch iiber die
Verteilong von Syringyl- und Guajacylbausteinen wihrend der Verrottung
Aussagen machen zu konnen.

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. H. Flaig* wurden Roggeustroh-
proben verschiedenen Verrottungsgrades zur Untersuchung herangezogen.
Das Stroh war in einer stickstoffhiltigen Nahrlésung, der noch eine Boden-
suspension zugefiigh worden war, der Verrottung unterworfen worden.
Herr Prof. Flaig fand fiir die von uns untersuchten Proben die in Tab. 2
zusammengestellten analytischen Daten™.

Tabelle 2

Strohproben * 3-Lignin ** OCH; Organ, N **
A Roggenstroh IT .................. 18,78 3,42 %% 0,32
B 70 Tage, ohne N ................ 20,84 94,8 *** 0,29
C 120 Tage, 1% N ................. 42,2 58,6 *x* 2,43
D 180 Tage, 19 N ................ 49,3 57,5 %%% 2,77
E 240 Tage, 19 N...............,. 51,2 51,6 %%* 3,07
F S-Lignin von E ................. 9,93 1,88+

* Es wird die Verrottungsdauer angegeben; N bedeutet Zusatz von Stickstoff zur Nihrldsung
in Form von NH,NO,. 1% N bedeuntet Zusatz von 1% Stickstoff in ¥orm von NH,NO,, bez ogen
auf Strohtrockensubstanz.

** Tn Prozent, bezogen auf organische Substanz.
*#% In Prozent, bezogen auf urspriingliches Methoxyl der Strohfrockensubstanz vor der
Yerrottung.
t In Prozent. bezogen auf aschefreies Schwefelsdurelignin.

Unsere Ergebnisse der Athanolyse finden sich in Tab. 3.
Auch diese Resultate zeigen, daB, was den éthanolysierbaren Lignin-
anteil betrifft, immer relativ mehr Guajacylkomponenten gefunden wer-

3 7. Fukuzumi, Bull. Agr. Chem. Soc. Japan 24, 728 (1960).

¥ W. Flaig, U. Schobinger und H. Deuel, Chem. Ber. 92, 1973 (1959);
Dissertation H. Maeder, Univ. Gieflen (1960).

* Herrn Prof. Dr. H..Flaig, Institut fiir Biochemie des Bodens, Braan-
schweig-Vélkenrode, danken wir fiir die grofziigige Uberlassung der Proben
und Analysenresultate.

15%
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Tabelle 3
swomprobe - Albawlsee Alamolven e el
A Roggenstroh IT .... 46,0 8,38 2,65 oot
- 1,80:1
B 70 Tage, ohne N ... 51,0 9,4 2,32 1761
i 1,72 1
g [e74 i 4 ’
C 120 Tage, 19 N 51,1 8,8 1,40 17811
2,25:1
D 180 Tage, 1% N ... 55,9 6.05 0,70 ,’14 {
, - 2,55 :1
E 240 Tage, 1% N ... 53,3 6,31 0,45 2.88: 1
.. ) 0.83:1
F S—Lignin von E .. 90,8 2,13 0,20 0.90: 1

* Erklirung siehe Tab. 2.

** Angaben in % des eingesetzten Strohmehls.

*%% Pas erhaltene Diketongemisch wurde jeweils zweimal chromatographisch getrennt und
s pektrometrisch gemessen.

den, als bisher aus den Ergebnissen der alkalischen Nitrobenzoloxydation
hervorging. Das Verhiltnis dieser Guajacyl- und Syringylkomponenten
éndert sich bei fortschreitender Verrottung. Die Gesamt-Athanolysierbar-
keit nimmt dentlich ab. Immerhin ist sie auch noch nach 240 Tagen
Verrottungszeit zu einem betriachtlichen Teil erhalten, und sogar das aus
der am lingsten der Verrottung ausgesetzten Strohprobe isolierte Schwefel-
sdurelignin ist zwar wenig, aber doch noch dthanolysierbar. Die chemisch,
namentiich gegen hydrolytische Eingriffe ziemlich labile Guajacylglycerin-
B-Arylidtherverkniipfung® zeigt also eine iiberraschende biologische
Stabilitdt, wenn man bedenkt, dall das Stroh im Laufe der Verrottung
sehr starken Umwandlungen unterworfen ist (Holocellulose wurde zu
etwa 959%,, o-Cellulose nahezu vollstindig, Lignin etwa zur Halfte abge-
baut; es scheinen auch bereits Entmethylierungen aufzutreten).

Experimenteller Teil

Normithanolyse: 2 g feingemahlenes Holzmehl werden mit 15 ml 3proz.
absol.-alkohol. HCL 48 Stdn. bei 90—100° im Bombenrohr geschiittelt. Der
Riickstand wird abfiltriert, mit 25 ml absol. Alkoho! gewaschen, die &thanol.
Losung i Vak. auf ebwa 10 ml eingeengt, in 80 ml Wasser gegossen, filtriert,
der Niederschlag nochmals in 10 ml! absol. Alkoho} gelést, neuerlich mib
80 ml Wasser gefillt und abfiltriert. Die vereinigten Filtrate werden 24 Stdn.
mit Ather extrahiert; nach dem Trockuen der Atherlosung mit NaoSO4 wird
der Ather im Vak. abgedampft und der dlige Rickstand im Vakuumexsik-
kator fiir die Wagung getrocknet. Das Ol wird in 10 ml Alkohol gelost, 100 mg
FeCls - 6 H20 zugefiigt und 4 Stdn. unter Riickflufl erhitzt. Nach dem Er-
kalten werden 20 ml Wasser zugefigt, fast zum Sieden erhitzt, mit NHg



H.1/1962] Bestimmung der monomeren Athanolysenprodukte 229

gefallt und noch heil filtriert und mit 20 ml Wasser gewaschen. Das Filtrat
wird mit verd. Hs804 auf pH = 1 gebracht und mit Ather 24 Stdn. extra-
hiert. Nach dem Trocknen der Atherldsung und Abdampfen des Athers im
Vak. wird das oxydierte Ol mit 15 ml heiBem Wasser portionenweise ausge-
zogen. Unlésliche Anteile werden jeweils durch einen Wattebausch filtriert;
sie geben wohl noch mit weiterem heiflern Wasser gelbbraune Losungen, aus
denen jedoch kein Nickelsalz der Diketoxime féllbar ist. Die wilirige Losung
wird mit 0,5 g Natriumacetat und 50 mg NiCly - 2 HxO und 50 mg NH.0H -
- HOI versetzt und in No-Atmosphire 24 Stdn. am siedenden Wasserbad er-
hitzt, das gefallte Nickelsalz iber CaCly getrocknet und durch Erhitzen mit
(je nach der Menge des erhaltenen Nickelsalzes) 15—20 ml i0proz. H2SO4
am siedenden Wasserbad und Ny gespalten. Nach 24stdg. Atherextraktion,
Trocknung der Atherlésung und Abdampfen des Athers im Vak. werden die
Diketone in 0,5 ml Alkohol aufgenommen, papierchromatographisch durch
Entwicklung mit der oberen Phase eines Gemisches von Wasser—Benzin—
Chloroform—Methanol (5:7:2:1) auf Schleicher & Schiill 2043b?% getrennt,
die Flecken als an einer Breitseite zu einer Spitze auslaufende Rechtecke aus-
geschnitten, die Substanz aufsteigend mit Athanol in die Spitze getrieben und
dureh Auftropfen von Athanol aus einer Kapillare, wobei die die Substanz
enthaltende Spitze nach unten hdngt, mit 5 ml Athano! eluiert. Die Extink-
tionen der erhaltenen Losungen werden mit dem Beckman-Spektrometer ge-
messen.

Normsulfitierung und anaerobe alkalische Hydrolyse: 1 g Holzmehl, 14 ¢
NaOH und 5g SOz in 100 m] Wasser werden im Bombenrohr 24 Stdn. bei
Zimmertemp. stehen gelassen, dann langsam auf ca. 130° erhitzt und 24 Stdn.
bei dieser Temp. geschuttelt. Der Ruckstand wird filtriert, mit 20 ml Wasser
gewaschen, das Filtrat durch Erhitzen auf 80° und Durchlejten von Ny vom
S0z befreit. Dann werden 25 g NaOH zugefigt und die Losung im Stickstoff-
strom erhitzt (Badtemp. 140°); dabei werden die flichtigen Aidehyde in einer
2,4-Dinitrophenylhydrazinldsung aufgefangen. Nach Beendigung der Spal-
tung wird mit HCI gerade angeséuert, bicarbonatalkalisch gemacht und mit
Ather 24 Std. extrahiert. Die gewonnenen Aldehyde werden nach J. E. Stone
und M. J. Blundell'® mit der oberen Phase eines Uemisches Petrolather—n-
Butylather—Wasser (6:1:1) auf Schleicher & Schiill 2043b papierchromato-
graphisch entwickelt und wie oben eluiert. Das Eluat wurde nach H. W. Le-
mon? mit 2ml 0,2proz. dthanol. KOH versetzt und it Athanol auf 25 ml
aufgefiillt; die Extinktion dieser Losung wird im Beckman-Spektrometer ge-
messen.

Herrn Prof. Dr. H. Flaig danken wir bestens fiir die freundliche
Zusammenarbeit, der Osterreichischen Gesellschaft fiir Holzforschung sind
wir fiir die Bereitstellung von Mitteln zu Dank verpflichtet.

Der (sterreichischen Akademie der Wissenschaften danken wir fiir die
Subventionierung aus den Mitteln der Seegen-Stiftung.



