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On the Biogenesis of Lignin
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Einleitung

Die biologische Belrachtungsweise hat auch in die
Chemie des Holzes, besonders aber in die des Lignins iiber-
gegrifien. In den letzten 2o Jahren hat diese Betonung der
dynamischen Aspekte in der Proteinchemic groBle Erfolge
aufzuweisen. Naturstofie werden heute eher als biologische
Zwischenzustdnde und scltener als Endzustdnde aufgefa3t.
Wie dies auf Pflanzenstoffe wie die Cellulose und das Li-
gnin zutrifft, die ja vom biologischen Geschehen bei natiir-
lichem Wachstum zumindestens teilweise ausgeschlossen
sind, sci dahingestellt. Jedenfalls habenaberdie Forschungen
iiber die Entstehung der Stoffe auch konstitutionschemisch
Fortschritte gebracht. Diesc,,Biochemie des Holzes' wurde
Deim letzten, vierten internationalen Biochemischen Kon-
grel in Wien im Jahre 1959 referiert und ist in Buchform
erschienen [1]. Besonders die genialen Theorien von
H. Erdtman und K. Freudenberg haben in den letzten
Jahren zu Erfolgen in der biogenetischen Betrachtung des
Lignins gefithrt. H. Erdtman [z, 3] war es, der zuerst die
Hypothese aussprach, dafl das Lignin der Coniferen durch
biologische Dehydrierung von Coniterylalkohol gebildet
sikers, des
Schweden P. Klason. In den letzten 2o Jahren hat die
Heidelberger Schule K. IFreudenbergs diese Theo-
rie zu einer festen Ansicht ausgebaut [4... 7] und durch die
ausgezeichneten Versuche der Heidelberger Schule hat

wird, fullend auf den Vorstellungen des Kl

man heute ein umfassendes Bild iiber die Entstehung des
Tignins, Von den theoretischen Vorstellungen bis zur Festi-
gung der Erkenntnisse hat es aber vieler experimenteller
Untersuchungen bedurft. Die Theorie von H. Erdtman
und K. Freudenberg, die besonders der letzigenannte
durch die in vitro-Synthese des Lignins, das heil3t, durch die
Dehydrierung des Coniferylalkohols zu einem Dehydrie-
rungspolymerisat (DHP) schr geférdert hat, wurde aber
erst richtig biologisch gepriift, als man mit isotopenmar-
kierten Verbindungen in die verholzende PHanze gehen
konnte,

* Dem Manuskript liegt cin Vortrag zugrunde, der im August
in den USA und im Oktober 1960 in Japan an Universitidten
und in Zellstoff- und Papicrfabriken dieser Linder gehalten
wurde.
Die Osterreichische Gescllschaft fiir Holzforschung hat diese
Arbeiten stets unterstiitzt und es sei auch an dieser Stelle dafiir
gedankt. Mein Dank gilt auch allen meinen Mitarbeitern, ins-
besondere Herrn Dr. G. Billek. Herrn Prof. Dr. J. Kisser
danke ich {iir die Beratung bei botanischen Fragen.

1 Herrn Prof. Dr. K.Frcudenberg zu seinem 75. Geburts-
tag in aufrichtiger Verehrung gewidmet.

Isotopenarbeiten

Im Jahre 1950, als in Europa ¥C verflighar wurde, ent-
schlofy sich der Verfasser, die bis dahin nur in vifro durchge-
flihrten Versuche ¢n vivo durch Markierung zu verfolgen.
Diese Verofientlichung soll daher im wesentlichen nur ein
kurzer Auszug einer fast 10jadhrigen Arbeit auf dem Gebiet
der Isotopenforschung der Holzchemie sein und den Beitrag
der Wiener Gruppe zur Biogenese des Lignins liefern und
damit, wie sich herausstellte, zur Bekvaftigung der K. Freun-
denbergschen Theorie dienen. Vorweggenommen sei,
daf3 vor allem in Wien die Synthese von Vorstufen (Cam-
bialsaftglykosiden) die Isolierung von Phenylpropanderi-
vaten aus dem Lingin, deren C-Folgebestimmung, die
quantitative Isotopenbilanz und der Ubergang Zucker-
Ligninaromaten durchgefithrt werden konnte.

Ligninkriterien

IZsist {iberhaupt schwierig einen Stotf als Lignin zu definie-
ren. Deshalb wurden vom Verlasser die Forderungen auf-
gestellt, moglichst viele sogenannte Ligninkriterien zu
schaffen, das heif3t: alle bisherigen Ligninreaktionen, die zu
definierten Abbauprodukten fiithren, moglichst quantitativ
im Mikromalistab zu untersuchen, bzw, neue aufzusuchen.
Es war zunichst eine synthetische Gruppe aufzustellen, die
in Mikrosynthesen die entsprechenden Precursoren, vor
allem  die Cambialsaftglykoside herstellen sollte?. Eine
weitere sollte sich mit der Auffindung jener
beschiftigen. Es insbesondere die
Athanolyse Hibberts aul das mikroanalytische MaB} zu

Cruppe
Ligninkriterien war
reduzieren, d. h. vor allem papierchromatographische und
spiter dimnschichtchromatographische Methoden auszu-
arbeiten, sowie die aufgefundene Spaltung der Ligninsulfo-
sdure zn Acetaldehyd und Vanillin im MikromabBstab zu
untersuchen.
Synthesen der Vorstufen
Beispiele der Synthese markierter Kambialsaft-
glvkoside

Die Synthese dieser Verbindungen wurde an verschiede-
nen C-Atomen markierend durchgefithrt, wobeiinsbesondere
dus C-Atom 3 (3) also das «C-Atom zum P’henylkern und das
C-Atom 2z betont wurden (1} (2)3. K. Frendenberg hatte
gleichzeitig Coniferin -1-1C hergestellt [8]. Die Synthese des
Coniferins -2-1C hatte die im folgenden gezeigten Zwischen-
stufen, die hier nurin Formeln angegeben werden sollen [g].
Im wesentlichen handelt es sich um cine Knoevenagel-
Synthese Tetraacetylglukovanillin_ mit markierter
Malonsdure, Coniferin -3-%C {10] wurde von 4-Bromgua-
jacvibenzyliather ausgehend iiber eine Lithiumcarboxylie-
rungssynthese (siehe (3)) hergestellt.

1n gleicher Weise wurden so dasSyringin, dasp-Hydroxy-
cumaralkohclglukosid sowie verschiedene andere Precur-
soren erhalten, so dafl man heute etwa 30 solche Vorstulen

von

? Folgende Mitarbeiter haben in den Jahren 19352 bis 1960
im Rahmen der |, Isotopen- und Ligninforschung' an der Ent-
stechung dieser Arbeit mitgewirkt: G. Billek, H. Silbernagel,
W, Schwee E. Klein, K. Buchtela, A. Graf, G. Hol-
bauer, W. Kisser, H. Faigle, J. Gratzl, E. Herrmann,
G. Puschmann, H. Simon und ]J. Zauner.

3 Die in runden Klammern () stchenden Zahlen geben die
Nummern der Formelbilder an.
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/COOCZH5 OO0~ - COOH Diese Spaltung liefert auch in Mikrodimensionen quan-
*CH, N *C/Hz Catt ——— *CH, s titativ Vanillin zurtick und kann so zur Reinigung bis zur
M COOCH OO0 “COOH Isotopenkonstanz verwendet werden. Es ist iiberhaupt das
Bl Reinheitskriterium der Isotopenkonstanz cinzig und allein
p g
- entscheidend, um eine Aktivitdtsbilanz aufzustellen. Der
CH%())AC O Pyridin Verfasser hatte sich vorgenommen, nur kristallisierte Pro-
— = - —> . .. .
/E)Ac S o= —C/ dukte zu erhalten, die definierte Markierungsstellen auf-
AL‘O\\I—%”/T : |t::’ 1 zeigen und isotopenkonstant sind.
QAc OCH, (1
Tetraacetyl-Gluko-Vanillin Br CoHLLS 1 O *COOH 50C1
. ~Syringaaldehyd I Gl ! I | )
. -p-Oxvbenzaldehyd P e \W S
CLLOAC I L ocw, k,,f()cl[a I P o,
o | | \'
A . RS ) SoH QUH,CGH OCH,C.II,
CoAe r-0— 7 SNCH =% CH—COOH OCH,C,H, CH,Cgl, CH,C,IT,
AcO N——" | = . *COCL #1100
[ORW ()CH;, S0C1, \ H,/1d ‘ .
Tetraacetvl-Gluko-Ferulasdure L - i 3
’ -Sinapinsdure H - L(')(:H:i I - = OCHG (5)
[ . ~p-Cumarsiiure] "\/ ‘
OCH,CH, Of1
CFCHO *CH—CH - CH,OH
CH,0A, | i
A4— O L— R 4 Stulfen AN
“OAc - 0- ty — CH=*CH—COCI o T T e
:\L_(\)‘,\“_H:v, ‘| _ ! ok, | oCHy
OAc OCH, \ CH.OAC | CH,OH
f—— Q 1 2 O [
)0l SOl
Saurechlorid LAH L AcO) O™
. EORY i —— OH
CH,O— D! !
2 OAc OH
JOH D 0= v CCH=*CH=CH,OH (2)
—0N - = e U ) .
L [ CH.ONa Zur Definierung der Markierungsstellen
(Ac...H..) OCH, Um die C-Folge zu bestimmen wurden die in (6) und (7)
L Acetyl-Gluko-Zimtalkohol dargestellten Reaktionen nither untersucht T11... 157,
CHLOL Im wesentlichen handelt es sich um die Perjodatoxy-
) B dation (6) und um die Oxydation mit Alkali und Nitrobenzol
}‘,‘/‘ S 0—4 Y L(CH=*CH—CH,0OH zur Vanilloylameisensiure (7). Mit diesen Reaktionen kénnen
HON—~ ‘ |; alle drei C-Atome der Seitenkette erfalit werden.
OH OCI Aber auch die Spaltung der Ligninsulfosiure zu Vanil-
ShEg T g 8

Coniferin Syringin p-Cumaralkohol-Glukosid

zur Untersuchung besitzt [11...15]. Aber auch die Iind-
produkte des ersten Ligninkriteriums, der Athanolyse,
wurden synthetisch hergestellt, erstens, um genau markierte
Verbindungen zu haben, die der [sotopenmeBmethode zu-
ganglich waren, um z. B. die Gerdte zu eichen,

linacetaldehyd lieferte eine Ubersicht iiber die C-Folge der
Seitenkette. Diese Reaktion wurde vom Verfasser 1948 auf-
gefunden, nachdem zahlreiche Modellversuche durchgefiihirt
worden waren [18...28].

Nach den synthetischen Arbeiten [11 ... 15] sei kurz auf
die Moglichkeit des Einbringens in den pflanzlichen Orga-
nismus hingewiesen.

und zweitens vor allem um definierte Markie- CH,CH,Mg] - *CO, — [CH,CH,*COOMH) NaOH - CH,CHL*COONa
rungsstellen zu besitzen und nachher Abbau- CH,
reaktionen studieren zu kénnen. Da der pflanz- ’

liche Organismus ¢in sehr umfassendes Enzym- CH,
system besitzt, ist von vornherein keine Aus- Oxalvlehlorid o o Veratrol/AIC *(‘.‘()

sage moglich, wenn ein Precursor gegeben und -~ =g [CHaCH*COU] o cs, |

ein Endprodukt erhalten wird (beide markiert), B - N

ob die Pflanze nicht doch eine totale Umwand- I l och,
lung und Verschmierung der Aktivitit durch- '
gefithrt hat. Die Synthese (4) dieser Verbin- (‘)” (4)
dungen [16], also vor allem der Hibbertschen CH, CH, CH,
Ketone und Ketole, wurde durch Variation der | | |
Friedel-Crafts Reaktion erreicht. Auch hier CHIBr CHO OCCH, CHOH
wurden im wesentlichen mikrosynthetische Me- _ DBry *(“U AcONa *J~() Ko | “« 0
thoden angewendet. Sehr wertvoll, sowohl fiir ‘ Ac,0 | ‘
Synthese als auch fiir Abbau, erwies sich die e RS TN
Reinigung der Oxyaldehyde iiber die Metanitro- ! ,J*U('Hs H /\ —OCIH, k //140(1 I,

benzhydrazone [17] und Spaltung dieser mit
Quecksilberoxyd und Alkali (5)

I ] |
OH @] ()CCH:3 OH
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“Ne_CH=NNH-0C_.

HO=# N-CHO ..g.Hoou/ AN

der  Verdiinnungsgrad [30...33]
definiert. Ein Precursor gegebener
molarer spezifischer Aktivitit wird
durch den Organismus in ein Pro-
dukt (z. 3. Lignin) verwandelt und
zu definierten Substanzen abgebaut
(z. B.Vanillin, Diketone usw.). Diese
kommen mit einer definierten spe-
zifischen Aktivitiat, die durch die
Isotopenkonstanz  gegeben  ist,
heraus. Der Verdiinnungsgrad ist
dann:

;
e

< HO

angewendete spez. molare Aktivitat

N
NO,  spez.molare Aktivitatd. Endproduktes

<+ N, — 4NaCl == 2Hg + 2H,0
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|
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Die Applikation der Precursoren in der Pilanze

=
OCH,

Gibt man wenige mg des Precursors unter die Rinde
(Implantation) und lia6t, nachdem man die Wunde mit Bast
geschlossen hat, mehrere Wochen wachsen, so erhdlt man
ein Produkt, das im wesentlichen im Kambium fixiert ist.
K. IFreudenberg verwendet den Tauchtrieb [4...7], wih-
rend sich zur quantitativen Messung, das heil3t zur Isotopen-
bilanz, die von A. Neish [29...33]
verwendete Infusionsmethode eignete.
Bei dieser werden Zweige unter Wasser
abgeschnitten und in die vorbereitete
Versuchslosung getaucht.

Isotopenbilanz
(Quantitative Versuche)

Innerhalb von wenigen Stunden ist
die Precursorlésung aufgesaugt und
nur so kann man die quantitative
Seite verfolgen. Esist iiberhaupt tiber-
raschend, dall die Verholzung in
24 Stunden meist schon sehr weit vor-
geschritten ist. Eine quantitative
Bilanz gibt die Arbeit mit H. Faigle
[34]). Ein Vergleich der Implantation
mit der Infusion zeigte die folgende
Arbeitsrichtung. Hierfiir sei vorerst

=
OCH,

HOLZ als Rob- und Werkstoff

3 1 ke 1 2
}—coon + CH, COOH — Ba(CH,COO),

/08 1 3
A=COOH 4+ CH,-COOH
v 3

LT 3 2 i
HO--" \CO—C}'I CHy
Ny {

OH

Je groBer der Verdiinnungsgrad
desto mehr hat die Pflanze
durch eigenen Metabolismus ,,ver-
diinnt®’, das heil3t, desto weiter ist
der von der Endstufe,
also dem Lignin entfernt. Ein guter,
also ein naher Precursor, hat einen
geringen

1st,

Precursor

Verdiinnungsgrad. 1n
diesem Sinn sei in den folgenden
Bildern der gleiche Versuch nach
Therm. der Implantationsmethode
} nach

804,
und
Infusionsmethode  ver-
glichen. Iis wurde vor allem die
Athanolyse und die Oxydation zu
Vanillin herangezogen. Aus dem
Verdiinnungsgrad ist ersichtlich,
dall bei der Implantation (8) zwar
Coniferin eingebaut wird, das Pro-
dukt ein

der
I 2 1
CH,COC,

(6)

L KO]J

I
HCJ,

[]

Lignin liefert, das im
hohen Grade zu Vanillin abbaufahig
ist,aberdieSeitenkettenreaktionder
spezifischen Athanlyose nurineinem
mehrfach niedrigeren Grad gibt.
Erst wenn alle Abbauprodukte
gleichen Verdiinnungsgrad
aulweisen, kann von einer biologi-
schen Umwandlung gesprochen werden. Dies zeigt die
Infusion (9). Bel der Infusion zeigen auch die Phenylpro-
pankorper den gleichen Verdiinnungsgrad wie das Vanillin,

den

Autoradiographie

Um zu sehen, ob die infundierten Stoffe fixiert werden,
wurde rein qualitativ die Autoradiographie herangezogen

Alkalischer Abbaun mit m-Nitro-Benzol-Sulfonsaure

9

Co,

(“xaé()a)

fnoo

HO-

=
QOCH, I 3 I
| thermisch

it = 3 2
— = HO-¢ "“-CO-COOH + HO

=7

OCH,

301%, [

9
1094

2-Oxy-Propio-Guajakon

2,4-Dinitro-Phenyl-
Hydrazon

m-Nitro-Benz-
lHlydrazon

.

243
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Coniferin-3-%C | 220 uC/mM]
1 Implantation
Holz
l Athonolyse
Holz - Athanol- Hibbert's » .
" Juck 8
Rickstond | Lignin o nouoer ®)
47 dpm/mg | 827 574 0.
Ko _"eHo | Hod ekol o< eococHs
0CH, 0CHs OCH,
0,287 0,217 0,040 ub/mM
762 7009 5430 Ve
Coniferin-3 -™C I 2 ‘uC/mM]
l Infusion
Holz
J Athanolyse
Holz - Athanol - Hivbert s . N (v)
Riickstand Lignin 0 »Lucker
7017 dpm/mg 0
HOQ*CHO Hod NFTHo Ho®*00000H3
0CH, 0CH; 0CHs
0,75% 0,150 0, 174 uC/mM
1366 1422 1223 Ké.

[11...15]. Von einem Zweig wurden Nadeln sowie Rinde
entfernt, der Zweig danach in der Mitte quer durchge-
schnitten, ein Teil extrahiert und ein Teil im nichtextra-
hicrten Zustand auf Rontgenfilm aufgelegt. Durch die
Extraktion, die mit Wasser, Alkohol und anderen Lisungs-
mitteln durchgefiihrt wird, werden die Precursoren und
die niederen Vorstufen entfernt (Bild 1, links). Was ver-
haftet ist, ist in der Kambiumzone fixiert. Von den vielen
radiographischen Aufnahmen sollen hier nur Beispiele von
Substanzen mit Phenolgruppen (Vanillin)
dtherten Phenolgruppen (Veratrumaldehyd) gegeniiber-
gestellt werden. Wie die Bilder 1 und 2 jeweils in der linken

und  ver-

Bildhiillte (¢ — extrahierte Teile) zeigen, werden nur freie
Phenole in der Kambiumzone resorbiert.

Methylierte Phenole werden nicht aufgenommen, was in
guter Ubereinstimmung mit den Theorien der Phenol-
dehvdrierung steht. Ahnliche Versuche [11...15] wurden
mit der Temperaturabhingigkeit und mit Hemmstotfen
[37] durchgefiihrt. Diese schnelle {Tbersichtsmethode gibt
nun Auskunft, ob e¢ine Substanz im Kambium verhaftet
ist oder nicht K. I'reudenberg und H. Reznik [4...7]
haben durch Anwendung mikroskopischer Schnittmethoden

HOLZ als Roh-
und Werkstoff

mit der Radioautographie weitere sehr interessante Einzel-
heiten der Verholzung zutage gefordert.

Mikroanalytische Methoden des Ligninabbaues

Vor allem wurde die Umwandlung des Coniferylalkohols
in die héhere Oxydationsstufe, die bei der ;"\thzmnl_vsc die
Hibbertschen Ketole licfert, studiert. Die Athanolvse
wurde vom Verfasser schon schr frithzeitig als charakteri-
stisch fiir Lignin erkannt [1] und es wurden papierchromato-
graphische Methoden [38...41] ausgearbeitet, um mit
kleineren Substanzmengen Hibbertsche Ketole cerhalten
zu konnen. So wurde erstmalig am DHI, aber auch an den
Zwischenprodukten cer biologischen Deliydricrung nach

3ild 1. Autoradiographic cines mit Vanillin infundicrten Ticl;-
tenzweiges, ¢ extrahierte Teile.

€

Bild 2. Autoradiographic cines mit Veratrumaldehyd inlun-
dierten Fichtenzweiges. e extrahierte Teile.
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Coniferin-2—"C |z uljmM]
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Sulfitierung
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K. Freudenberg, dic Athanolyse untersucht und sowohl
das DHD als auch Zwischenprodukt I1I zu den Hibbert-
schen Ketonen abbautihig gefunden. Dic Hibbertsche
Athanolyse liefert aber bei Gymnospermenlignin 3 Pro-
dukte, bei Angiospermen 1o und vermutlich bei Mono-
cotyledonen 15. Es muBte deshalb, um ein kristallisiertes
Endprodukt zu haben, die Zahl der Produkte reduziert
werden, was besonders durch die Oxydation mit Ferri-
chlorid geschah [42... 441 In diesem Sinn wurde im wesent-
lichen das a-Athoxypropioguajakon als das Hauptprodukt
zumVanilloylacetyl (Diketon) oxydiert. Sokonnte in neuester
Zeit die Athanolysierbarkeit der Monocotyledonen (Stroh,
Bambus) zu den Hibbertschen Ketolen bzw. zu p-Hy-
droxybenzoylacetyl nachgewiesen werden {45]. T. Higuchi
[46] hatte bei der Athanolyse des Bambus {ast alle Hib-
bertschen Bausteine des Vanillin- und Syringa Ele-
mentes nachgewiesen. Dadurch,

daB sich der Verfasser und seine

CH.OH Mitarbeiter auf das Diketon kon-

) zentrierten, wurde ein leicht zu

—Oe L o CH reinigendes  Endprodukt erzielt,

e

I
OCH,

X-CH =CI—CLLOH

Freudenberg's Dimeres 11T
f-Coniferylither des Guaja-

‘ das iiber das Dioxim und Nickel-
I salz in fester FForm zur Messung ge-
1 3

N bracht werden konnte, Auf diese
,\i@c“;‘ Weise kann man hier verhiltnis-
' mifBig leicht zu isotopenkonstanten
\‘(‘*) Produkten gelangen, die als wich-
tiges Ligninkriterium gefiihrt wer-

(1) den.

Als  welteres  Ligmnkriterium
wurde die anaerobe Spaltung der
Ligninsulfosiure zu Vanillin und
Acetaldehyd untersucht 7471, Diese
Spaltung wurde zuerst an Brauns
Lignin und am DHDP gepriift und
danach fir C-3 und C-2 markierte
Coniferine bzw., MC-Methylkresol
eingesetzt. Bei Zugabe von C-2-
Coniferin und  C-3-Coniferin
cylglyzerins. wurden die in (10) dargestellten Er-

gebnisse erhalten.

Daraus st ersichtlich,
dali erstens beide Aldehyde
aus derselben Seitenketten-
konfiguration stammen
und zweitens, dall eine Ver-

(12)  schmierung der Aktivitdt
fast nicht eingetreten ist.
Der Verdunnungsgrad ent-
spricht durchaus der Er-

CH,0H

wartung, die Aktivitit im
PR inaktiven Teil liegt im
+ HO--7  »—U—C-C  Rahmen des experimen-

[ tellen TFchlers. Allerdings
OCH, haben die neuesten Ver-
Restliches Athanollignin - suche ergeben [32], dal

I 1 OCH, auch hier wohl intermedidr

die Guajacylglyzerin-dther-
gruppierungdurchschritten

wird.

Strukturchemische
Betrachtungen zur Theorie
der Athanolyse, Acidolyse
und Sulfitierung der Lignin=

seitenkette
In Giberzeugender Weise
hatte E. Adler [48...50]
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CH,OH CH,0H CH, gezeiﬂgt, daB diese Gruppierung Ursache
) [ [ der Athanolysierbarkeit ist.
C—0l11 Co €O Etwa ein Drittel der Ligninseiten-
(l‘l{ CH Li‘['[OC " kettenkonfigurationen sollen nach diesen
| [° [ as ausgezeichneten Arbeiten von E. Adler
T —— =y diese Konfiguration besitzen. K. Freu-
il ‘7|70(,1_13 Enal ‘\[ ,“A(JCHB H ,,[—-—()(‘Ha denberg zeigte inder Strukturaufklirung
g N ' A A des Zwischenproduktes IIT, daf3 bei der
é)H (‘)“ /@Q' (l)H biologischen Dehydrierung des Coniferyl-
7 - (13)  alkohols der f-Coniferyldther des Guaja-
IF Ayl cylglyzerins isoliert werden kann. Dies
CH, CH, CIL, CH, war iibrigens die einzige Substanz, die
¢ —OH (“() (‘4() Co von den Zwischenprodukten (I, I, 1II
| - " ‘ , und IV) K. Frecudeubergs die Athano-
(H—OH  +—-—=— CHOH 71,()?"]‘—‘?' - (O CH, lyse Hibberts bei den eigenen Versuchen
T no Reduktion 2 . - .
bno /l © \ ergab [38...41]. Die theorctische Formu-
| N Tk | '.;‘ licrung dieser Reaktion iiber Radikale
N /,1 —OCH, H /f —OCH, H\ A—OCH, L )ICH,  (nach E. Adler ev. iiber lonen) [1], die
i | i zu dieser Gruppierung fithrt, wiire etwa
OH O (YH OH wie in (11) und (12) zu schreiben.
//:o\ Die Athanolyse wiirde dann so ver-
CH N Cl - Taufen:
;B ‘ 3 _ B Die von H, Hibbert [51] bewiesenen
C—OH CIlIOH JFeH_ | CHOC,H, Uimlagerungsreaktionen (13) wurden in
I ) Lol f | jeder dieser hier beschricbenen Stufen
(‘ —OH co o exakt erhalten, so dall man heute iiber die
N ¥ ",L_ Theorie der Athanolyse recht gut Bescheid
| “] ) (- T weil}. Diese viclen Endstufen wurden dann
1 OCH, -0CH, T -0OCH,
| i |
OH OH O
| [
(,‘H i:t:t(‘n CH, \kali (.”3
— i —> - —> 1
R =--7 L _OH C —OHl Enol CO (Na,5) CO
"4:’5_ “ | |
OCH, R’ R’ R’
NXXNI NNV NXVI
1 —H,0
cli,  CH, CII,OH CHLOH
! ! \ |
CH, CIIOH HC O—R —{€-C—C) 10 4 CHOH
L 2 ] ) (-0 (H,0, pil3) Lo
Guajacol + | + Na/f. NH, | im Lignin —— %= =" " -+ Guajacol
CHy, CIl, < ~= HC-0OH Hydrolvse 1101
¥ \ t \
R’ R’ R oder O —(C—-C—=C R’
im Lignin
X1 N V1
N -
| , L SO i A
‘l 7 (Saure) ‘ . \ H,504
' g
A — - — — —— =B
CIH, CH, CH, CH, CH, CH,OH CHO CHO
H . \ ) | | ] J/ | XV
COH Keto CO Keto COH Oxvdo- cO co COH CH C SO4H CH;
I == | ol reduktion - ! MO ] l RaOH - 4
HCOH Enol CHOH Endiol COH o) CH, CH - — CH [§ - CHO
| | | | | L NV
R’ R R’ R’ R’ R’ R’ R R’
XXI1 XXI NX NIX XVILI XItt NIV XNV
A .
i

Endiol . Keto
+H

CH,
|

CHOH

NXIIH

bisher nicht isoliert
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zur Diketonhauptstufe oxydiert. Gleichzeitig sei aber ange-
fiigt, dald mit dem g-Guajacylither des Guajacylglyzerins,
fiir den neue Variante der Adlerschen Synthese
ausgearbeitet wurde [52], zahlreiche hvdrolytische und
andere

cine

Versuche angestellt wurden und wie Formel-

bild (14) zeigt, schr vicle der bisher bekannten TLignin-
reaktionen  mit  dieser  Gruppierung gedeutet  werden
Dic bemerkenswerteste ist vielleicht der Uber-
gang durch bloBes Kochen mit Wasser bei 175 C nach
O. Goldschmidt [53] zum Contferylaldehvd und
Hibbertschen

kéonnen.

den
Jausteinen.  Aufl  der  anderen  Seite
gab die Sulfiticrung dieses Worpers unter Holmberg-
schen Sulfitierungsbedingungen eine Sulfosiiure, welche bet
der alkalischen Spaltung unter Stickstoff in hohen Aus-
beuten Vanillin und  Acetaldehvd ergab 527, In dem
vorstehenden Formelschema (14) sind alle die vom Verfasser
bisher untersuchten Reaktionen zusammengefa(it.

Die  Sulfosdure XV isoliert und analytisch
definiert. Ks diirfte sich um die ~-Sulfosiure des Guaja-

1

wurde

cvlglyvzerin-g-guajacylithers (Austausch der Benzylalko-
holgruppe gegen die Sulfogruppe) handeln.

Bemerkenswert ist, dall dieser Gruppierung fiir die
Spaltbarkeit zu Vanillin und Acctaldehyd iiber-
raschende Spezifitit zukommt, da sowohl der unsulfitierte
f-Ather als auch Guajacylglyvzerin bzw. dessen Sulfosidure,
diese Spaltung nicht gibt [861.

eine

Die g-Arylatherverkniipfung ist somit ein wichtiges
Merkmal der Ligninkonstitution geworden. Dafl auch
in ~x-Stellung die Benzylalkoholgruppe, die fiir die Sulfi-
tierung [48... 527 als wesentlich erkannt wurde, vorhanden
ist, ist ein weiteres Verdienst der K. Freudenbergschen
Theorie bzw. seiner Arbeiten. In neuester Zeit gelang es
K. I'rendenberg 54, eine fiir die Ligninchemie besonders
wichtige Reaktion zu deuten, nidmlich die Anlagerung von
hydroxylhaltigen Verbindungen an dic Vorstufe der
Zwischenstufe TII, an die Chinonmethidverbindungen. So-
wohl Wasser als auch Zucker bzw. Alkohol wurden hier
angelagert, wobel im Falle des Alkohols der entsprechende
Benzyldther und im Talle der Zucker dtherartig verknliiplte
Zuckerverbindungen erhalten wurden,

ClL,OH CH,OH

IIT‘a()—\:‘# —C—C—C HC=0 ¢
7‘,‘“ OC1H, N ”JC*“*R OCH,

I P R-OH

I Tocn, .\

I Coc,

O OH

Wenn IR dimere Phenole sind, kounten so Tetramere
isoliert werden [54].

Diese Chinonmethidreaktion wurde schon frither, ins-
besondere von K. Adler [1, 45... 50] untersucht, der deren
fundamentale Bedeutung zuerst crkannte. K. Freuden-
berg [54] teilte mit, dall wenn R —OH Polysaccharid-
anteile des Holzes darstellen, und diese IZinlagerung zu-
trifft, das Holz als Graftpolymeres zwischen den IKohle-
hydraten und lLignin aulgelaBt werden kann.

Da bet allen Versuchen, sowohl aus der ./\thznml_vse als
auch aus der Sulfitierung die entsprechend markierten
Ligninabbauprodukte, im ersten IFfall das Diketon, im
zweiten Fall Vanillin plus Acetaldehyd erhalten wurden,
die C-Folge erhalten bleibt und keine Verschmierungen
auftreten, erscheint der Ubergang des der Pflanze zur Ver-
figung gestellten Coniferylalkohols in diese fiir das Lignin

charalkteristischste Seitenkettengruppierung gesichert. Aus
den Verdiinnungsgraden war auch ersichtlich, dafl das
Conilerin sehr rasch, also mit sehr niederem Verdiinnungs-
grad, in emen Koérper umgewandelt wird, der nach allen
bisher untersuchten Ligninkriterien wohl als Lignin ange-
sprochen werden kann, dal also die Theorie K. Freu-
denbergs vollauf zu Recht besteht. K. Freudenberg
und die Heidelberger Schule haben namentlich durch Iso-
lierung der Isohemipinsiure und durch den Ubergang
Phenylalanin-Coniferin-Lignin weitere sehr wichtige Bei-
trige zu der Stiitzung der Theorie gegeben [4...7].

Die Bildung des aromatischen Ringes in der héheren
Pflanze

Nachdem so der Ubergang des vorgegebenen Aromaten
Coniferylalkohol zu Lignin bewiesen wurde, wurden weitere
Arbeiten liber den Aufbau des aromatischen Grundskelettes
des Lignins in die Wege geleitet, Hier war schon wichtige Vor-
arbeit, namentlich von A. C. Neish [29...33, 57, 58] und der
Nordschen Schule | 39, 60], geleistet worden. Es wurde bewiesen,
dall Shikimisdure in Lignin eingebaut wird, dall z. B. spezifisch
markierte Shikimisdure (2,6 markiert) ein 2,6 markiertes Lignin,
das ein 2,6 markicrtes Vanillin beim Abbau gibt, liefert [59, 6ol.
Die Bildung der Shikimisdure im bakteriellen Organismus ver-
lanft iiber das sogenannte Davis-Sprinson-Schema, das heilit,
dal} vom Zucker ausgehend entsprechende Zwischenprodukte
durchschritten  werden, die dicse spezifische Markierung cr-
fordern. Weitere Arbeiten von J. A, Brown und A. C. Neish
[29...33] und K. Freudenberg (61, 62] zeigten, dafl auch
andere Verbindungen des Davisschen Schemas wic Phenvl-
brenztranbensiure, Phenvlalanin und Tyrosin in Lignin um-
gewandelt werden, Trotz dieser Erkenntnis ist die Giltigkeit
der Davis-Reaktionsfolge fur die Biogenese der Ligninbau-
steine, besonders fiiv den Autbau der Phenylpropanseitenkette,
noch nicht exakt bewiesen.

Zu diesem Zweck wurde D-Glukose 1-1*1C an Tichten-
dstchen infundiert [35...361. Durch Oxydation wurde cin
Vanillin crhalten und in diesem die wichtigsten C-Atome
bestimmt. Das Carbonyl-C wurde nach einem Dakinschen
Abbau, Methoxyl € nach einer Atherspaltung und dic Ring-
C-Atome in den Positionen 2,5 und 6 wurden durch Hypo-
bromitabbau von 2 bzw. 3-Nitrovanillin und 6-Veratrum-

aldchyd in Form von I'ribromnitromethan erhalten. In (15)

Vanillin
o 0H 0COCH,
| ) |
-0(OH 0(C !
©r Na.OH Oty Acz0 0CHy
Bz 0y Na,OH
7! LN Cho
\q\ﬂOCH:g HNOg}
i 0CH; 0COCH;
CHs OCH,
HNO
OhI  HCO00Na O @éwoz
CHO CHO
HN H,0 "
@ 13
Hy)eN) 1€ 5
(©m)N T oM 0CH; OH
o 0CH omq,@ma
RSalz ‘ O N0,
CHO CHo CHO
087 08 08®
; 1@
[C©Hs)]
BraNO BrsNO B
Reineckat ©|T'3 2 @IW 2 @lT‘aNOz

Ba®)0;  Ba(C)04 Ba(0)0;  Ba(C)0;

| Melhoxy!-C| | Carbory/-C] [ Fing-Cs | [ Ring=Cs | [ RingCa |
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D-Glucose-1-"C Einbou in Fichte

C(P Glykolyse @
[ i’ ?
c
C
| Iriose \/(ﬂ
C
| © C\c/(‘
C Pentosephos. !
| g |
C 0 FRingschluf3
é
14
Tetraose @= ¢
und (16} sind die Ergebnisse des Ab-

baues in Formeln zusammengefalit.
Es ist so ersichtlich, daf3 im Vanillin
dieselbe Aktivitdtsverteilung wie im
Phenylalanin in Tyrosin und, der Shi-
kimisidure der Protokatechu-
siure, die nach dem Davis-Schema

sowie

durch unmittelbare Aromatisierung
der 5-Dehvdro-Shikimisdure ent-

stehen, vorhanden ist. Die nachfolgen-
den kurz zusammengefalBten Schemata
(17) und (18) sollen diesen Uber-
gang des Zuckers in den Aromaten
noch einmal kennzeichnen.
In Formeln ist der Ubcrgang im fol-
genden darstellbar.

Bei der Aromatisierung iiber Pre-
phensdure, also bei der normalen Bio-

synthese der Phenylpropanverbin-
dung, geht das Carboxyl-C der Shi-

kimisdure, das in vorliegendem Fall
inaktiv ist, verloren. An seine Stelle
tritt ein iiber die Glykolysereaktion
der Glukose entstammendes C-3 Bruch-
stiick. Das neue C-Atom besitzt einen
Aktivitdtsbeitrag, der gleich grof} ist
wie die Summe der Aktivititen der
C-Atome 2 und 6 des Ringes. Vanillin
zeigt diese charakteristische Alktivi-
tiatsverteilung. Die Propanseitenkette
kann daher nicht durch eine C;—-C,
4 C, Kondensation, was im folgenden
noch erértert wird, biologisch aufge-
baut werden. Mangels der 2 endstin-
digen C-Atome ist die tiber Phenyl-
brenztraubensidure verlaufende Ein-
fiihrung der Seitenkette nicht exakt
bewiesen, aber doch sehr wahrschein-
lich gemacht. Das Methoxyl-C des
Vanillins 1aBt sich dieser ver-
gleichenden Betrachtung nicht einbe-
ziehen. Der hohe Aktivitdtsanteil des

in

Methoxyl-C 1dBt auf einen kurzen
Bildungsweg schliefen, genaue Aus-

Shikirisdure FPrephensdure
COOH CooH @H 00 COOH

@f \@* Frimdrorernaten
o @ ?

Glucose
|

@

Fhenylbrenziraubensiure
Fhenylolonin u.s.w

HU \ ~0” \O H
HoH OH
Gymnosper,_ Hydraxylierung+ Mettylherung
Lignin ~=[ehydrierungspolymerisotion (Meffionin)

H@:CH CHy-OH @—c—c

COOH H@Y \QPH fooprin @ \CP
| (17) HCx . Ll Desaminierung ¢ (13)
C e UM \C/ oy
OH
Coniferylaikohal == Coniferin
ENGPEN 4
HO 0 OH
OH sagen liber die Art der Biogenese sind jedoch daraus nicht
Shikimiséure abzuleiten. Es sei hier nur :(lamuf hingewiesen, dal
U. Byerrum [63° cinen Bildungsweg vorschlagt, der von
den  Assimilationsprodukten ausgehend tiber Ribulose-3-
Phosphat, Xylulose-5-Phosphat, Glykolsdure (bzw. Gly-
. einfache Zucker
?-I(_,)(‘z)} 77&”\111—7@&%4_ 7. B.
: d
1 Glukose
COOH COOH CHO
! \ l
C=0 COP) L HCORL
| I P ; COOMH
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Biogenese des Fichtenlignins.
[: Phosphoenolbrenztraubensiure,
11 n-Erythrose-4-phosphat,

111: 2-Keto-3-desoxy-7-phospho-D-Ghicoheptonséure,
IV: 5-De hydrodunasdur(
\: 3-Dehydroshikimisdure,
V1: Shikimisidure,
V1l: Prephensiure,
V111: Phenylbrenztraubensaure,
IX: Coniferylalkohol.
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Bild 3. Vergleich der Aktivititen von Lignin, Abbauvaldebvden
und Vanillin nach Infusion mit Coniferin, 4-Hydroxy-Benz-
aldehyd und 4-Hydroxv-Phenylbrenztraubensiure.

zerin uder Serin) zur Methoxyvlgruppe fithrt. Gleichzeitig
mit diesem Versuch hat die Schule F. I, Nord [64] den-
selben Versuch mit denselben Ergebnissen durchgefiihrt.
Eine Gegeniberstellung  dieser beiden Lrgebnisse zeigt
eine liberraschend gute Ubereinstimmung (20).

Die im Davis-Schema angefiihrte p-Hydroxyphenvl-
brenztraubensiure scheint aber {iir die hohere I’flanze
nicht unbedingt notwendig zu sein, obwohl T. T. Nord
zeigen konnte, dafll p-Hydroxyphenylbrenztraubensiure
vou Zuckerrohr in einen ligninartigen Kérper umgewandelt
wird [65]. Der Verfasser u. M. konnten zeigen, daf3 bei
TFichte p-Hydroxyphenylbrenztraubensidure lein
licher Precursor sei [66...67].

wirk-

Wie vorsichtig man bei der Auswertung von lIsotopen-
versuchen sein mull, zeigen die folgenden Versuche mit p-Hydro-
xyphenylbrenztraubensiure. In gleicher Weise wurden Coniferin,
p-Hydroxybenzaldehyd und p-Hydroxyphenylbrenztranbensiure
infundiert. Aus den nachfolgenden Formeln (21) und Bild 3 ist zu
sehen, dal} das Lignin stark aktiv war, die Summe der Abbau-
aldehyde noch immer betrichtliche Aktivitit zeigte, dafl es aber
nach ciner quantitativen papierchromatographischen bzw.
diinnschichtchromatographischen Trennung, des Vanilling im
Falle der p-Hydroxybausteine nur noch sehr wenig aktiv war.
Da Vanillin das wichtigste Kriterium als Abbauprodukt des
Fichtenlignins ist, ist dieses Infundie rungsplodukt nicht als
Lignin anzusprechen, Der Ubugang findet wie auch A. C. Neish
(25, 33, 34] gefunden hatte nur in Monocotyledonen statt.

Der bereits erwihnte Ubergang eines Cg — C,-Korpers
in Cy—Cg-Korper, der auch von T. Higuchi [71, 72] be-
sprochen wurde, spielt nur eine untergeordnetc Rolle.
T. Higuchi meint, dall die Arylpropanseitenkette durch
Kondensation eines Cg — C,-Kérpers mit einem C,-Karper
etwa eines Oxyaldehydes und eines Acetaldehydes zur
Acetoinbildung fithrt. Nun sind im TLignin Acetoinstruk-

OH

t
-
©H;0-5
}‘ 3 0- Glugose-1- "¢ -

\]
JL Einbau in Fichte
{

; Sy

@HO (20)

7
Aktivitat % des Vonilling

Vanilfin 100 Vonillin 100

O c(Z 1,3 #,2
40 3,1

O CG 15,1 04
O CyfCorboryi-C) 37,7 285
QO Cg(Methoxyl-C) 21,8 31
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G- 0> CH=CH-CH, OH

(3%
[S%]
~1

HO S CHO HO-<_ > CH,-CO-COCH
0CH;

l/an////n JAldehyde”
0,2 77 0,084

Popre rchmmafogm phische Reinigung L

HO < o HDQ“CHN

JAldehyse” |

051 [uCimM ]

0CH, 0CH,
0,022 0,008 C/mM
sg00 | 24900 VG

turen als solche nicht nachgewiesen worden (C—CH,-
Gruppierungen sind nur sehr wenige vorhanden), und aulBer-
dem ist diese Reaktion nicht allzu wahrscheinlich. Trotzdem
deuten einige Versuche des Verf. u. M. darauf hin, daf eine
Cg — C; 4+ C,-Reaktion moglich ist. Eswurde der sicher sehr
artfremde Precursor Kreosol, der
markiert war 173, 74], infundiert.
Die Fichtendstchen zeigten im Kambium starke Verhaftung,
und das daraus erhiltliche Lignin gab bei der Oxydation
hohe Ausbeuten an aktivem Vanillin, was nicht sehr cha-
rakteristisch ist, da Kreosol allein Vanillin gibt. Es wurden
aber auch in einem geringen Ausmall Arylpropankorper,
die durch die Athanolyse als Diketon und durch die Sulfi-
tierung und alkalische Spaltung als Vanillin plus Acetalde-
hyd identifiziert und zu isotopenkonstanten Produkten
verarbeitet werden konnten, erhalten. Damit war bewiesen,
daf} die I’flanze in sehr untergeordnetem Mafle die Fahigkeit
besitzt, aus C¢—C;-IKorpern plus einem C,-Kérper, der
ihrem Stoffwechsel entnommen wurde, die Arylpropan-
seitenkette aufzubauen. F. H. Bruns und I.. Fiedler
[75] entdeckten ein neues Enzym, eine Phenylserinaldolase,
welche die Kondensation von Beunzaldehyd mit Glycin
katalysiert.

R CHO + CH,(NH,) - COOH >
R -CH(OH)- CH(NH,) — COOH

an der Methylgruppe

Dies kénnte eine Moglichkeit des eben genannten Aufbaucs
der C,-Kette sein.

Die Seitenkettenbildung aus C; —C,- C, scheint aber
nicht der natiirliche biologische \Weg zu sein. Er geht, wenn

Kreosol-1-"C |10 uCfmM]|
Infusion
Holz
Athonolyse
Holz - Athanol- | Hibbert’s kap”
Rickstond | Lignin g | nGucker J
§717dpm/mg
l (22)
HOO*CHO 00C0CH,
0CH; 0CH;
7,715 i 0212
2. 0,181
- 0/mM
2 0,120 ut/m
¢ 0,774
w7
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R=HO ,

R_*CH. - C, Bruz:hs,L\"lcl\'_> R_*C—C—C
Polymer - “ - &j
R TOXydation = R-*CHO; R*CO - CO - CHy,

Produkt

KJO,

R*COOH — CH,

ein artfremder Precursor zur Verfiigung gestellt wird und
das nur in etwa 109%igem Ausmall gegeniiber einer Coni-
ferin-Infusion. In den vorstehenden kurzen Formelbildern
sind diese Vorginge zusammengefalit (22, 23).

Die Diinnschichtchromatographie zur Aufarbeitung
von Ligninabbauprodukten

In den letzten zwei Jahren wurde von den Mitarbeitern
G. Puschmann und H. Simon 176, 771 neben der Papier-
chromatographie vor allem dic Dinnschichtchromatographic
eingesetzt. Diese wurde von E. Stahl [78...81] zur Trennung
organischer Substanzen erlunden und als sehr wichtig filr ana-
Ivtische Zwecke Dbeschrichen. In der Ligninchemie handelt cs
sich um Abbaualdchvde, dic Hibbertschen Ketole und andere
Produkte die sich aus dem Abbau ergeben. Man bereitet auf
ciner Glasplatte eine Suspension eines Adsorptionsmittels, vor
allem Kieselgel - Calciumsulfat und Bt trocknen.® Auf dieser
0,3 mm Schicht trigt man cinen Starttropfen von etwa 1...2 mg
des Substanzgemisches auf, und darch Eintauvchen der Glas-
platte in cin Losungsmittel wird das Diimnschichtehromato-
gramm entwickelt. In kurzer Zeit, ctwa nach 1...2 Stunden,
ist die Trennung vollendet. Die Vorteile gegeniber der Papier-
chromatographie, namentlich fiir Isotopenarbeiten sind: dic
groflere auftragbare Menge, das anorganische Medium, dadurch
die leichte Fluierbarkeit, dic oft scharfen Trennctickte und dic
Lokalisation der Substanz an ciner kleinen Stelle, die besonders
leicht mit dem Geigerzidhler abzutasten ist. Auch kénnen un-

B Kicselgel G (Merck, Darmstadt, DBR))

Ligninartiger Korper
-—

R*C1HO 4 CHL,CHO

. COOH

mittelbar  Autoradiographicn  bereitet
werden. Auf der anderen Seite ergibt sich
als Nachteil, dal dic Trennetfekte den
Adsorptionsgesetzen und nicht den Ver-
teilungsgesetzen  gehorchen,  also  im
wesentlichen geringer sind. Doch bietet
die  Diinnschichtchromatographie auch
fiir das allgemeine chemische Arbeiten
in der Ligninchemic gewisse Vorteile, auf
die in der einschligigen Verstfentlichung
hingewiesen wurde. In dem nachfolgenden
Kapitel  sind  Diinnschichtchromato-
gramme angefithrt: z. B. die Trennung
der Aldehyde (b) und die Trennung der
Diketone (a) (Bild 4).

Ve folgende Tabelle 1 gibt die bLis-
her untersuchten Ligninabbauprodukte
wieder.

In der letzten Zeit wurde diese M-
thode erfolgreich zur Untersuchung der
Bildung von Angiospermenligninen cin-
gesclzt.

Zur Bildung des Angiospermenlignins

K. I'reudenberg T4... 77 konnte zeigen, dall Sinapin-
alkohol allein kein Dehydrierungspolyimerisat bildet bzw. zu
chinonartigen Verbindungen oxyvdiert wird. Mt K. Buch-
tela [82] wurde gefunden, daf3 ein Mischpolymerisat, be-
stehend aus Coniferylallkohol und Sinapinalkobol, wobet
letzterer in C 3 markiert war, cin Angiospermen-DIP gibt,
das nach Athanolyse die radioaktiven Syringovlbausteine
gab. Das bedeutet also, dall zumindest ein Teil des Svringa-
bausteines so cingebaut ist, dall wieder die fi-Arylather-
bindung eine Rolle spielt,

In den folgenden Versuchen [83] wurde in Serie |
Fichte (Picea everlsa) als Vertreter der Gymnospermen mit
Syringin und Syringaaldehyd, also einem sehr unnatiir-
lichen Precursor fHir Gymnospermen, und i Serie 11 Du-
chenholz (Fagus sileatica) und Flieder (Syringa iulgaris)
mit Coniferin verschen. Atle Substanzen waren in € 3 der
Seitenkette marlkiert. Dic Oxydation gab cin Gemisch der
Oxvyaldehyde, die Athanolyse ein Gemisch der Diketone.
Anhand der nachiolgenden Bilder, die aus Diimnschicht-
chromatogrammen konnte
werden, daf in der Buche eine Methoxylicrung in 5-Stellung

stammen, eindeutig  gezeigt

eintritt, da sowohl Vanillin als auch Syringaaldehyd aktiv
war vud die Athanolvse aktives Vanilloylacetyl und

Tabelle1. Ungefiahre Rj-Werte fir verschiedene Abbau- und Athanolvsesubstanzen
vonLaub-undNadelholzlignin bei Anwendung der Diinnschichtehromatographie.

X
.
o .//m . Rv(_\,\".” . l{":{x’lxa‘- xAniI‘
Verbindung l/aﬁ Y mit Losungsimittel ‘\:x;x/‘«’:ln:‘l::;n
X ‘ Y Z A ; B C I D
I Vanilloylacetyl COCOCH, OCH, ‘ H 0,0 0,47 ’ ocker
IT Syringovlacetyl COCOCH, OCH, OCHL, 0,39 0,32 orange
I1T p-Hydroxvbenzoyl-acetyl COCOCH, T 0,67 ‘ gelb
I'V Syringaaldehyd CHO OCH, OCH, (4,35 rosa
V Vanillin CITO X OCH, H 0,38 rot
VT p-ITvdroxybenzaldehyd CHO H | H 0,67 | ocker
VI Sormives COOH OCH, OCH, 0,24 4,23 dunkelrot
VILD Vanillinsiure COOH OCH, H 0,28 ‘ 0,38 orange
IX p-Hydroxybenzoesiure COOH 1t H (1,31 0,48 gell
X FPerulasiure CH=CH OCH, H 0,41 rotbraun
| |
COOH | ‘
XI Sinapinsdure CH—CII o OCH, QOCH, ‘ .027 dunkelrot
COOH ’ \ \ ‘ ‘

Losungsmittel: A — Isoamyldther (wassergesittigt) — n-Butylalkohol 3:1.

—t

3 = Methvlenchlorid.,
C =

n-Butvlather (wassergesattigt) — Fisessig 10:1

D — n-Butvlither (wassergesiittigt) — Ameisensiure 10:1
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Bild 4. Trennungen verschiedener Abbaunsubstanzen von Lauh-

und Nadelholzlignin mit dem Lésungsmittelgemisch Isoamyl-

dther (wassergesittigt) n-Butanol 3:1. Je Streifen wurden

1 mg Substanzgemisch aufgetragen. Anfarbung mit: a NH,,
b diazotierte Sulfanilsiure. I —1I1 s, Tab. 1.
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I3ild 5. Diinnschichtehromatographische Trennung von Vanilloyvl-
acetyl und Syringoyvlacetyl nach Infusion von 3-MC-Coniferin
in Buche; a Reproduktion, b Autoradiographic.
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Bild 6. Diinnschichtchromatographische Trennungen von Atha-
nolyseprodukten aus mit 3-1C-Coniferin infundierten 2jihrigen
Buchenisten.

Syringoylacetyl, lieferte. In den nachfolgenden Bildern 5
und 6 wird das Diinnschichtchromatogramm und die Aus-
wertung durch Geigerzihlermessung gezeigt.

Die Bilder 7 und 8 sollen Kontroll- und Blindversuche
darstellen, bei denen bewiesen wird, daf radioaktives, syn-
thetisch hergestelltes Vanilloylacetyl keinerlei Verschmie-
rung im Diinnschichtchromatogramm aufweist, was auch
einen grolien Vorteil dieser Methode bedeutet.

Tabelle 2. Buc

he (Carbonyl-11(C-

infusion).

syringaaldehyd-

dpijimg der Substanz

dpm/mMol der Substanz

IHolz extrahicrt
Aldehydgemisch
Syringaaldchyd
Vanillin

Tabelle 3.

204
427
664

91

infusion).

74.730
120,850
13.840

Fichte (Carbonyv!]-MC-syringaaldehyd-

fpifing der Substanz

dpuwfindol der Subslanz
Py

Holz extrahiert
Aldehydgemisch
Vanillin

Tabelle 4.

Fichte

ot
o

4
[

Z

4
.0
2

o

7

396.000)
41.340

(Carbonyl-"C-syringaaldehvd-
infusion) Aldehvdgemi

sch.

dpm/ing der Substanz

dpm/mMol der Substanz

nach
nach
nach

[. Spaltung
2. Spaltung
3. Spaltung

4.151
2.60%
2.100
2.140

631.000
306.100
328.000
326,500

Auf der anderen Seite konnte aber gezeigt werden, dafl
auch Syringabausteine von Gymnospermen aufgenommen
werden.  Die zeigen, dall  Syringin
(Bild ) und Syringaaldehyd (Bild o) von Fichtenholz ein-
deutig im Kambium inkorporiert werden.

Auch hier wurden nicht nur die Abbauvaldehwvde, son-
dern auch die nach der Athanolyse erhaltenen Diketone
getrennt und bestimmt (Tabellen 2, 3, 4, 5).

Autoradiographien

>

O

- - Start

131ld 7. Diinnschichtehromatographische  Trennung eines Ge-

misches aus aktivem Vanilloylacetyl und inaktivem Svringoyl-
acctyl; a Reproduktion, b Autoradiographie.
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Bild 8. Diinnschichfchromatographische Trennung von synthe-
tischem 3-MC-Vanilloylacetyl und nicht markiertem Syringoyl-
acetyl.
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Bild 9. Autoradiographie eines Fichtenzweiges mit im Kambium
cingelagertem Syringin (a in nicht extrahiertem Zustand).

Bild 10. Autoradiographie eines Fichtenzweiges mit im Kam-
bium cingelagertem Svringaaldehyd (a in nicht extrahiertem
Zustand).

Es bildet sich somit in der Fichte ein Stoff, der qualitativ
durchaus dem dhnlich ist. Uber-
raschenderweise wurde bei beiden eine Entmethoxylicrung
festgestellt, dic in geringem Umfang vor sich geht, Aus den
beigefiigten Bildern ist die Aktivitdtsverteilung in den
Abbaualdehyden ersichtlich, wobel natiirlich das Vanillin,
nach Zugabe Syringabaunsteinen, der inter-
essanteste Stoff ist. Es wurde auch, wie aus den Tabellen

Angiospermenlignin

von hier
3 bis 3 ersichtlich ist, eine Isntopenkonstanz dieses kriti-
schen Produktes erreicht. Dieser Vorgang wurde nach
Wissen des Verfassers in solchen biologischen Systemen
bisher noch nicht beobachtet. Grundsidtzlich ist es also
miyglich, in FFichtenholz, durch Zugabe von Syringin ecinen
Korper zu erzeugen, der nach den radioaktiven Abbau-
versuchen als dem Angiospermenlignin dhnlich angesehen
werden kann. I2s sind zur Zeit Untersuchungen im Gange,
dies auch in groBerer Menge mit inaktivemn Material far
botanische Zwecke zu untersuchen.

Tabelle 3. Fichte (Carbonyl-#C-svringaaldehvd-

infusion} Vanillinnach Trennung m. d. Diinnschicht-
chromatographie.

dpm/mg der Substanz dpm/mMol der Substans

3004 46.250
nach 1. Spaltung 275 41.800
nach 2. Spaltung 272 41.300
nach 3. Spaltung 272 41,360

Schlu8betrachtung

Obwohl die Iflanze viele phenolische Inhaltsstoffe
darstellen kann, die sehr verschiedenartige Gruppierungen
und Substitutionen im aromatischen Kern aufweisen, ist
doch das Lignin hinsichtlich der aromatischen Substitution
sehr emfach gebaut. s hat nur den p-Hydroxybaustein,
der von ciner ader zwei Mcethoxylen flankiert ist. Alle an-
deren Grupplerungen scheiden aus. Es scheint somit ein
recht spezifisches Enzymsystem vorhanden zu sein, das
diese Methoxylierung im biologischen Geschehen vor sich
gehen Id13t. Nach all diesen Versuchen glauben der Ver-
fasser u. M., dad dies ziemlich [riih eintritt, vielleicht an der
primidraromatischen Stufe, z. B. des DPhenylalanins oder
der Phenylbrenztraubensiure. Ist einmal die p-Hydroxy-
gruppierung mit der Zimtalkoholseitenkette entstanden,
dann treten diese mit den unspezifischen Enzymen des
TLakkasetypus in Reaktion, cdie den gebildeten p-Hydroxy-
cumaralkohol, Coniferyl- oder Sinapinalkohol in der von
I<. Freudenberg angegebenen Art zu Lignin dehvdrieren.
Die p-Hyvdroxyzimtalkoholstufe ist somit eine essentiell
notwendige Zwischenstufe, denn aus ihr konnen die wich-
tigsten Ligninkriterien und Erscheinungen durch biolo-
gische Dehydrierung erklirt werden.

In einem Kolloquium der Universitit Tokio lernte der
Verfasser die Arbeit von Y. Kyogoku, S, Fujii und
Y. Hachima 84" kennen, bei welcher der p-Tlydroxy-
baustein, einkondensicert in das Buchenlignin, durch Abbau
zu den entsprechend substitnierten Siuren (z. B. Methoxy-
trimesinsiure) bewiesen wurde, I)e neueste Arbeit von
K. Freundenberg und Chen-Loung-Chen [85) liefert
einen dhnlichen Bewels fir das IFichtenlignin. Man kann
demmnach schitzen, dall etwa 10°,, p-Hydroxvbausteine im
Lignin vorhanden sind.

Ob die entsprechenden Glukoside wirklich  essentielle
Zwischenstufen sind, sei dahingestellt. Verfasser u. M.
neigen cher zu der Ansicht, daB sie eine Art Depotsubstanz
bei Uberangebot der duberst reaktionsfihigen p-Hvdroxy-
zimtalkohole darstellen, dann in den Zellsaft abschwimmen
und im IFalle der Lignifizicrung durch die Glukosidase ge-
spalten und die Alkohole weiter fiir den Ligninaufbau ver-
wendet werden. Die essentielle Ziwischenstufe ist aber p-
Hydroxyzimtalkohol bzw. methoxylsubstituierte
Derivate wie Conifervialkohol oder Sinapinalkohol.

dessen

Zusammenfassung
Es werden die Tsotopenarbeiten der Wiener Gruppe
zur Biogenese des Tignins beschrieben.

Die Synthese von aromatischen Vorstufen und Abbau-
produkten sowie mikroanalytische Methoden, die aus den
aktiven Ligninen definierte Abbauprodukte erhalten liefien,
wurden aufgezeigt. Hierzu wurden insbesondere die Oxy-
dation, dic Athanolyse und die alkalische Spaltung der
Ligninsulfosdure herangezogen (Papier- und Diinnschicht-
chromatographie).

Es wurden erstmalig definierte Phenylpropane isoliert
und gezeigt, daB die K. Freudenbergsche Theoric zu
Recht besteht, was aus den Versuchen ¢n vitro der Fleidel-
berger Schule und deren Isotopenexperimenten zu cr-
warten war. Eine quantitative lsotopenbilanz konnte auf-
gestellt und durch Verfolgung der einzelnen C-Atome fest-
gestellt werden, daB keine Verschmicrung auftritt.

Ein Aufbau der Seitenkette konnte als Nebenreaktion
durch den Weg C,—C, - C, gekennzeichnet werden.

Zur I'rage der Entstehung der Aromaten in hoheren
Pflanzen, wurde Glucose-1-1C infundiert. Glucose-1-1C
gab in Fichte ein zu Vanillin abbaufihiges Lignin, dessen
wichtigste C-Atome quantitativ bestimmt wurden ({\kti-
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vitidtsbilanz). Es konnte so das DDavissche Schema (ir die
hohere Pflanze bewiesen werden. Gleichzeitig wurde von
der Gruppe I F. Nord dieser Versuch durchgefiihrt,
wobeider Vergleich {iberraschende (Tbereinstimmung zeigte.
Der Aufbau der Seitenkette, itber die Prephensiure, und
Methoxylierungsprobleme werden erértert. Infusionsver-
suche mit artfremden aromatischen Vorstufen (z. B. Sy-
ringin in Fichte) zeigten die Fihigkeit der Pflanze zu meth-
oxylieren, aber auch zu entmethoxylieren, bzw. einen lignin-
artigen Korper daraus zu syunthetisieren, Uber die Spezifitit
der an der Verholzung betetligten Fermente wird an Hand
dieser Versuche diskutiert,
Summary

Studies of the Vienna Grouwp on the biogenesis of lignin
by means of isotopes arve descvibed. The syuthesis of avomaltic
precursors and degvadation products as well as micro-analyti-
cal methods allowing identification of defined degradation
products from active lignins arve described.

For this purpose especially oxidation,
alkaline cleavage of Lignin sulphonic acids were used, separa-
tion was achieved by paper and thin-layer chromatography.

For the first time defined phenvipropane derivatives were
isolated justifying K. I'reudenberg’s theory, a justification
which was lo be anticipaied after the in vitro and isotopic
expertments of the Heidelberg School.
of the activily was established.

ethanolvsis and

A quantitative balance
Activity measurements of the
stngle C-alomns in the degradation products showed that no
blurving occurs.

[t was shown that the formation of the side chatn Is pos-
sible in a side veaction via Cy - Cy -+ C,.

To answer the question of how aromalic compounds are
formed in higher plants, infusion cxperiments with spruce
were undertaken. Infusion of ghicose-1-"2C yielded lignin
degradable to vanillin. The aclivily of the essential C-aloms of
this degradalion product was delevimined. Thus the Daiis
scheme could be proved for ligher plants.

At the same time the same cxperiments were carvied oul
by the group I, F. Novd.
SUrprising

A comparison of the vesulls shows
covvelation. The jormation of the side chain via
prephenic acid and the subsequent transformation of aromatic
and phenolic compounds into methoxylaled substances
cussed.

s dis-

Infusion experiments of substances notl naturally ocurring
in these species (e. g infusion of svringin inio spruce) showed
the abilitv of plants to attack and vemove-OCH g groups and
thevefrom to synthesize substances similar to lignin. The spe-
cifity of enzymes involved in the lignification 1s discussed on
the basis of these experiments.
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Einleitung
Die zweckmidBige Verwertung von Abidllen ist {ir jeden
iiber Abfédlle verfiigenden Industriezwelg von aullerordent-

licher Bedeutung., Dieser Aufgabe mull um so groliere
Wichtigkeit beigemessen werden, je graler der Anteil der
Abfalle im Verhidltnis zum verarbeiteten Rohstoff ist.
Die Flachs- und Hanfstroh verarbeitende Industrie stellt
das Beispiel eines sehr ungiinstigen Verhaltnisses von Ab-
fallen zum Ausgangsrohstoft dar. Folgende Zahlen veran-
schaulichen die diesbeziigliche lage Polens [1] in den ver-
gangenen und kommenden Jahren.



