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13. Theodor Ploetz: Uber den Bindungszustand des Lignins im Holz.
VI. Mitteilung iiber den enzymatischen Abbau polymerer Kohlenhydrate*.)

[Aus d. Institut fiir Chemie d. Holzes u. d. Polysaccharide. Chem. Institut d. Universitit
Heidelberg.}

(Eingegangen am 19. Dezember 1939.)

Der enzyvmatische Abbau von Holzfraktionen, die durch Behandeln
von Lindenholz mit Athylendiamin-Kupferoxyd-I.6sung gewonnen worden
waren!), hatte ergeben, daB3 diese Produkte nach einer bestimmten Abbau-
leistung dem weiteren Enzymangriff trotzten. Der Grad der Eignung zum
Abbau war bei den beiden untersuchten Fraktionen sehr verschieden.

Die Hauptmenge des Materials, der in Athylendiamin-Kupferoxyd un-
16slich verbliebene Anteil (R), konnte nur um 18.69, abgebaut werden. Da
in R 60.59%, Cellulose und 20.55%, Lignin gefunden worden waren, die zu-
sammen also 81.05%, des Materials ausmachten, wurde die Vermutung aus-
gesprochen, dafl der enzymat. Abbau nur die Hemicellulosen (=18.95%)
erfalit habe. Der Riickstand miiite dann so zusammengesetzt sein, dafl auf
3 Gewichtsteile Kohlenhydrat 1 Teil Lignin treffen wiirde, ein Verhiltnis,
das in erster Niherung auch auf die Molekiile bzw. deren Bausteine iiber-
tragen werden kann.

Die zweite Fraktion des Lindenholzes, die beim Ansiuern der Athylen-
diamin-Kupferoxyd-Losung erhaltene Fillung (F), zeigte sich dem enzymat.
Abbau wesentlich zuginglicher. Hier konnten leicht 51.49% der Substanz
in Losung gebracht werden. Da F 26.149, lignin enthilt, wurde die Ver-
mutung ausgesprochen, dafl der rasche Abbau dann beendet sei, wenn der
Riickstand zu gleichen Teilen aus Lignin und Kohlenhydratbausteinen be-
steht. Durch weitere Enzymeinwirkungen konnte nun allerdings der Abbau
gewichtsmiBig weitergetrieben werden. Er verlief dann aber duflerst schlep-
pend. So konnte in der gleichen Zeit, in der vom Ausgangsmaterial 51.49%,
abgebaut wurden, der Abbau nur auf 64.8%, weitergetrieben werden. Neben
der plotzlichen Anderung der Abbaugeschwindigkeit spricht aber noch etwas
fiir die Annahme, dal nach FErreichung des Kohlenhydrat-Ligninverhdlt-
nisses 1 : 1 das Substrat seine Ligenschaften dndert. ‘Trotz des Fortschreitens
auf 64.8%,, wobei also vom Riickstand des 51.4-proz. Abbaus noch ein Drittel
in Losung geht, dndert sich die analytische Zusammensetzung des Riick-
standes fast nicht mehr.

Tafel 1.

(Werte bezogen auf trocken und aschefrei.)

Cc H OCH,

in 9
Ausgangsmaterial .............. 45.98 ‘ 591 ‘ 7.23
Nach 51.4-proz. Abbau ........ 51.77 6.36 ! 9.07
Nach 64.8-proz. Abbau ........ 50.53 6.10 9.38

*) Zugleich XXXII. Mitteil. iiber Lignin v. K. Freudeunberg u. Mitarbeitern;
V. bzw, XXXIT. Mitteil. voranstehend.
1) ITI. Mitteil.,, B. 72, 1885 (1939 .
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Man gewinnt also den Eindruck, da} der Riickstand des enzymat. Ab-
baus nach Erreichung der Zusammensetzung Iignin-Kohlenhydrat 1 :1
sich gegen den weiteren enzymat. Angriff wie eine schwer abbaubare, ein-
heitliche Substanz verhilt.

Bei der Untersuchung des Abbauriickstandes der Fraktion R wurden
97%, der Einwaage erfait. Das Material bestand aus 72.8%, Polysacchariden
und 24.2%, Lignin. In Millimol ausgedriickt, standen die erfaSten Bestand-
teile in folgendem Verhiltnis:

0.389 Hexosan - 0.045 Pentosan
0.434 Polysaccharide + 0.129 Lignin.

Der Abbauriickstand der Fraktion F bestand zu 45.89%, aus Polysaccha-
riden. Da das Lignin bei der Aufarbeitung teilweise verloren ging und der
Versuch aus Materialgriinden nicht wiederholt wurde, muf3 hier als Lignin-
gewicht die Differenz, also 54.29,, eingesetzt werden. Unter dieser Ein-
schrinkung ergibt sich fiir den Abbauriickstand folgende Zusammensetzung
{in Millimol):

0.268 Hexosan -+ 0.055 Pentosan
0.323 Polysaccharide + 0.300 Lignin.

Die bei jungen Materialien?) festgestellte Erscheinung, dal die aus den
Abbauriickstinden isolierten Lignine wesentlich OCHg-drmer sind, als die
vor dem Enzymangriff erhiltlichen Lignine, trifft beim Lindenholz nicht zu.
Folgende Tafel vergleicht die Zusammensetzung der einzelnen Lignine:

Tafel 2.

(Werte bezogen auf trocken und aschefrei.)

Lignin aus: ¢ H OCH,

in 9,
Fraktion R ................... 61.32 6.04 20.91
Abbaurtickstand . .............. 64.07 ‘ 5.70 20.36
Fraktion F ................... 61.40 5.26 15.64
Abbauriickstand ............... 62.79 5.57 17.10

In beiden Fraktionen R und F bleibt also die urspriinglich festgestellte
Ligninmenge, unabhingig von der Tiefe des enzymat. Abbaues, im Riick-
stand erhalten. Die gleiche Feststellung wurde auch bei den Holunder-
Mark-Priparaten gemacht. Nur beim Araucaria-Mark trat mit dem Abbau
eine Abnahme des Ligningehaltes ein.

Es fallt nun auf, daB bei diesen verschiedenen Materialien der enzymat.
Abbau zu resistenten Riickstinden analoger Zusammensetzung fiihrt. Tafel 3
vergleicht diese Abbauriickstinde.

Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, da@ die Beendigung des enzy-
mat. Abbaus nicht von Zufilligkeiten, wie dem Verteilungsgrad usw., abhingt.
Es tritt vielmehr eine GesetzmiBigkeit zu Tage, die zu Riickschliissen auf
den inneren Bau der Holzsubstanz zwingt.

%) Vergl. V. Mitteil. voranstehend.
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Tafel 3.
(Werte bezogen auf trocken und aschefrei) in Mol-%,.

Riickstand des enzymat. Poly- .. |Polysacch.| Lignin
Hexosan | Pentosan | saccha- Lignin ——

Abbaus von ride Lignin |Pentosan
Holundermark I .... 55.1 21.8 76.9 231 332 ] 1.06
Holundermark III ... 52.9 23.5 76.4 235 325 | 1.00
ILindenfraktion R .... 69.2 7.9 771 229 3.36 2.90
Araucaria-Mark ..... 38.3 11.9 | 50.2 49.8 1.01 4.18
Holundermark II.... 38.3 135 I 518 48.2 1.07 3.57
Holundermark III... 38.7 10.8 49.5 | 50.5 0.98 4.68
TLindenfraktion F .... 43.0 8.8 51.8 | 48.2 1.07 5.47

Da bei den leicht abbaubaren Materialien der Abbau durchweg dann
zum Stocken kommt, wenn der Riickstand aus gleichen Teilen Lignin und
Kohlenhydrat besteht, muB} ein innerer Zusammenhang dieser beiden Kom-
ponenten angenommen werden. Welcher Art dieser Komplex ist, geht aber
aus den bisherigen Versuchsergebnissen nicht hervor. Es liegt nahe, eine
chemische Bindung anzunehmen. Das wiirde also bedeuten, daB das ge-
samte, im nativen Material gefundene Lignin als Verbindung mit der gleichen
Menge Kohlenhydrat im Holz vorliegt. Als integrierender Bestandteil dieses
Komplexes erscheinen die Pentosen, die vermutlich zu den Hexosen auch in
einem ganzzahligen Verhiltnis stehen diirften. Ietzteres konnte infolge der
bekannten Fehlerbreite der Pentosen-Bestimmung und durch die kleinen
Substanzmengen, die mir bis jetzt zur Verfiigung standen, noch nicht er-
mittelt werden. Es besteht auch noch die Moglichkeit, da3 Uronsiuren die
oben gefundenen Pentosanwerte vortdauschen.

Wie schon in der V. Mitteilung hervorgehoben wurde, zeigen die Abbau-
riickstinde einen hoheren OCH,-Gehalt, als ihrer Ligninmenge entspricht.
Es miissen also noch methylierte Kohlenhydrate in ihnen enthalten sein.
DaBl auch diese Tatsache nicht zufillig sein diirfte, zeigt folgende Zusammen-
stellung der Abbauriickstinde:

Tafel 4.
. OCH,;-Gehalt] OCH, an Lignin
Abb kstand 3 3
au::); stan 9% OCH, % Lignin des gebunden, in Y des
Lignins Gesamt-OCH,
Holundermark I...... 5.92 26.3 15.71 69.3
Holundermark IIT .. .. 5.30 24.8 14.77 69.2
Lindenfraktion R ..... 7.20 24.2 | 20.36 68.4
Araucaria-Mark ...... 3.20 52.3 4.45 72.7
Holundermark II ..... 9.67 49.9 16.33 i 84.3
Holundermark IIT .... 8.22 56.2 § 1213 ‘ 82.9

Mit Ausnahme des Araucaria-Marks, das beziiglich der OCH,-Werte
eine Sonderstellung einnimmt, zeigen also die beiden Arten Abbauriickstinde
auch in dieser Beziehung eine {iberraschende Ubereinstimmung.

Wie das Verhalten des Abbauriickstandes der Lindenfraktion F zeigt,
braucht die Resistenz gegen den weiteren enzymat. Angriff keine absolute
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zu sein. Es geniigt, eine wesentlich verringerte Reaktionsgeschwindigkeit
anzunehmen, wie wir sie z. B. aus den Arbeiten von B. Helferich iiber
Emulsin kennen. Grofle Unterschiede in der Natur des Aglykons kdnnen
die Aufspaltbarkeit von Glykosiden mit gleichem Zuckerrest durch ein Enzym
sehr unterschiedlich gestalten. Die Annahme einer glykosidischen Lignin-
Zucker-Bindung konnte also zur Erklirung der Befunde ausreichen. Die
Deutungsmoglichkeiten sind aber damit nicht erschopit.

LiBt sich schon das Ergebnis, dal im Holz eine dem Lignin entsprechende
Kohlenhydratmenge irgendwie an dem Lignin verankert ist, schlecht mit
den bisherigen Vorstellungen iiber die Verteilung der Kohlenhydrate im
Holz vereinbaren, so werden diese Schwierigkeiten noch viel gréBer, wenn
man ein diesem noch iibergeordnetes Bauprinzip annehmen will.

Ein solches deutet sich aber in der Zusammensetzung der ,,schwer ab-
baubaren* Materialien der Tafel 3 an. Die Abbauriickstinde dieser Stoffe
enthalten etwa 3 Kohlenhydrate auf einen Ligninbaustein. AuBerdem scheint
ein einfaches ganzzahliges Verhiltnis zwischen Pentosen und Lignin zu be-
stehen. Die Verhiltnisse liegen nun nicht etwa so, daB zwei verschiedene
Kohlenhydrat-Lignin-Komplexe (3 :1 und 1:1) nebeneinander im Holz
vorliegen, sondern man muB} annehmen, da ja jeder dieser Komplexe das
gesamte im Holz vorhandene Lignin beansprucht, daB der Komplex 3 :1
durch weiteren Abbau in das Verhiltnis 1 : 1 iibergeht.

Dieser Fall ist beim Holundermark III verwirklicht, in dem, bei pri-
mirem Angriff durch schwichere Enzyme, der Komplex 3 :1 herausge-
arbeitet wird, wihrend bei Anwendung starker Enzyme von Anfang an der
Riickstand 1 : 1 resultiert. Inzwischen hat sich herausgestellt, da8 nicht nur
enzymat., sondern auch auf chemischem Wege (mit Athylendiamin-Kupfer-
oxyd) der Komplex 3 : 1 durchbrochen werden kann3).

Wihrend bei den einzelnen Holundermark-Priparaten das gesamte
im Ausgangsmaterial gefundene Lignin in den Abbauriickstinden noch vor-
handen war und somit in obiger gebundener Form vorliegen muBlte, gilt dies
nicht fiir das Lindenholz. Auch hier gilt zwar der gleiche Befund fiir das in
den Holzfraktionen noch vorhandene Lignin, doch ist diese Menge kleiner
als die im nativen Lindenholz gefundene Ligninmenge. Uber die im Verlauf
des Athylendiamin-Kupferoxyd-Aufschlusses verloren gegangene Lignin-
menge (11.4%, des Gesamtlignins) kann dagegen nichts ausgesagt werden.
Es kann sich dabei um echtes Lignin oder Lignin-Kohlenhydrat-Verbindungen
handeln, die infolge eines niedrigen Polymerisationsgrades beim Aufschlul
16slich werden, es konnen aber auch Stoffe sein, die erst unter dem EinfluB}
der Mineralsiure zu Lignin werden.

Beschreibung der Versuche.

Die Abbauriickstinde wurden nach der in der V. Mitteil. beschriebenen
Methode untersucht.

Von dem Abbauriickstand des in Athylendiamin-Kupferoxyd-Losung
unléslichen Riickstandes wurden 94.8 mg TS (aschefrei} der Lignin-Bestim-
mung unterworfen. Es wurden 22.9 mg Lignin erhalten.

%) Eigene Versuche, noch nicht verdffentlicht.
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Das Hydrolysat enthielt 78 mg reduzierenden Zucker. Da die Pentosen-
bestimmung 6.75 mg Pentosen ergab, die bei der Zuckerbestimmung als
8.1 mg Hexosen in Erscheinung treten, enthilt das Hydrolysat tatsichlich
nur 69.9 mg Hexosen und 6.75 mg Pentosen. Im Holz liegen diese vor als.
63 mg Hexosan und 5.95 mg Pentosan, zusammen 68.95 mg Polysaccharide.

Von der Einwaage von 94.8 mg wurden also erfaBt 68.95 mg + 22.9 mg
= 91.85 mg Substanz, das sind 979%,.

Da der Abbauriickstand 7.20%, OCH, enthilt und das daraus in einer
Menge von 24.29%, erhiltliche Lignin 20.369, OCHj,, sind 68.4%, des OCHj
des Abbauriickstandes an Lignin gebunden. Der Rest muf3 Kohlenhydraten
zugehdren.

Der Abbauriickstand der Fraktion F konnte, wie schon erwdhnt, nur
beziiglich seines Kohlenhydratgehaltes mit Sicherheit erfafit werden. 99.3 mg
TS (aschefrei) der Substanz wurden mit der 60-proz. Schwefelsdure behandelt.
Die Sidure enthielt dann 52 mg red. Zucker, wovon 7.3 mg Pentosen waren.
Da diese als 8.5 mg red. Zucker in die Zuckerbestimmung eintreten, betragen
die richtigen Werte 43.5 mg Hexosen + 7.3 mg Pentosen. In der Holzprobe
sind demnach 39 mg Hexosan + 6.5 mg Pentosan, zusammen 45.5 mg Poly-
saccharide.

Da ein Teil des Lignins bei der Aufarbeitung verloren ging, konnte hier
nur der theoretische Differenzwert von 53.8 mg (erhalten 39.6 mg) eingesetzt
werden. Die genaue bilanzmiBige Durchrechnung ergibt aber, daB3 diesem
Wert grofle Wahrscheinlichkeit zukommt.

14. Alfred Dornow: Uber einige in 3-Stellung substituierte
a~Picoline.

[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Betlin]
(Eingegangen am 16. Dezember 1939.)

Nach einer vor kurzem!} beschriebenen Synthese lassen sich 2.3-Deri-
vate des Pyridins leicht durch Umsetzung des B-Athoxyacrolein-didthyl-
acetals C,H;0.CH : CH.CH(OC,H;), mit Verbindungen vom XKetimin-
enamin-Typus der allgemeinen Formel R’.C(: NH).CH,.R"”= R’.C(NH,):
CH.R” erhalten. Dabei tritt, wie gezeigt werden konnte, die Ketiminform?)
in Reaktion.

Der unter Verwendung von Amino-crotonsiureester hergestellte 2-Me-
thyl-nicotinsidureester ist nun besonders geeignet, durch Abwandlung
der Carboxylgruppe weitere bisher unbekannte in der benachbarten
B-Stellung substituierte «-Picoline zu gewinnen.

Wegen der groflen physiologischen Bedeutung des Nicotinsiureamids
wurde zum Vergleich das 2-Methyl-nicotinsdureamid durch Um-
setzung des Esters mit Ammoniak dargestellt. Eine Priifung®) dieses Amids

n P Baﬁmgarten u. A. Dornow, B. 72, 563 [1939].

?) A. Dornow, B. 72, 1548 {1939].

%) Fiir die pharmakologischen Untersuchungen bin ich der I.-G. Farbenindustrie
A.-G., Werk Elberfeld, zu groBem Dank verpflichtet.





