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Aldehydische Zwischenprodukte der Ligninbildung

Aus dem Chemischen Institut der Universitiit und dem
Forschungsinstitut fur die Chemie des Holzes und der Polysaccharide, Heidelberg

(Eingegangen am 1. Mirz 1960)

Unter den Zwischenprodukten der enzymatischen Ligninbildung in vitro wurden
die Aldehyde des Dehydro-diconiferylalkohols (E) und des Guajacyl-glycerin-
coniferylidthers (F) gefunden. E wurde durch Natriumborhydrid in den be-
kannten Dehydro-diconiferylalkohol (A) umgewandelt. Die Konstitution von F
wurde aus dem Zwischenprodukt der Ligninbildung Guajacyl-glycerin-coniferyl-
iither (C) abgeleitet. Der kristallinisch erhaltene Dinitrophenylither von C lie-
fert bei der Oxydation mit Mangandioxyd den Dinitrophenylidther von F. Die
Menge der aldehydischen Zwischenprodukte E und F betriigt einige Prozente
der tibrigen Ligninbausteine. Ihre Isolierung ist mdglich geworden nach umfas-
senden Studien ilber die geeigneten Gemische fiir die Papier- und S#éulenchro-
matographie. Eine Ubersicht (iber die Papierchromatogramme wird mitgeteilt.

In den zwei letzten Jahren wurde es zur GewiBheit, daB das biosynthetische Lignin
aus Coniferylalkohol und das Coniferenlignin, abgesechen von einigen Prozenten
p-Cumar- und Sinapinalkohol-Komponente im Naturstoff, identisch sind und daB
auch ihr Bildungsmechanismus iibereinstimmt1-4, Die Zwischenprodukte, die bei der
Biosynthese auftreten, geben daher Auskunft iiber die Konstitution des Lignins. Wenn
Coniferylalkohol in Gegenwart von Luftsauerstoff in verdiinnter wiBriger Losung der
Wirkung der Laccase, eines kupferhaltigen Proteins, ausgesetzt wird, so lassen sich in
einem bestimmten Stadium der Dehydrierung durch Chromatographie etwa 40 ver-
schiedene Abwandlungsprodukte des Coniferylalkohols erkennen. Die mengenméBig
wichtigsten unter ihnen sind isoliert und durch Abbau oder Synthese aufgeklirt wor-
den. Sie sind der Dehydro-diconiferylalkohol A (Il), das pL-Pinoresinol B und der
Guajacyl-glycerin-coniferylédther C (IV). Ihre Bildung LiBt sich durch die Annahme er-
kliren, daB der des Phenolwasserstoffs beraubte Coniferylalkohol, ein Aroxylradikal,
in verschiedenen mesomeren Zustinden auftritt und daB diese Radikale sich durch
Dimerisation absittigen. Neben diesen hauptsichlichen Zwischenprodukten tritt in
minimaler Menge der Coniferylaldehyd I (D) auf. Er entsteht wohl durch Autoxydation
aus Coniferylalkohol ohne Mitwirkung von Enzymen.

Bei der Suche nach weiteren Zwischenprodukten diente als Ausgangsmaterial das
Gemisch der Zwischenprodukte, das aus Coniferylalkohol nach dem Zulauf-Verfahren
hergestellt und mit Butanol bei gewohnlicher Temperatur extrahiert wurde. Zur

1) K. FREUDENBERG, Chem. Ber. 92, LXXXIX [1959].
2) Bull. Soc. chim. France 1959, 1748.

3) Nature [London) 183, 1152 [1959].

4 K. FREUDENBERG, J. prakt. Chem. 10, 220 [1960].
5} K. FREUDENBERG, Angew. Chem. 68, 508 [1956].
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ersten Trennung wird dieser Extrakt auf eine groBe Cellulosesiule gebracht. Zur
Elution dient ein Gemisch von Xylol und Dimethylformamid (9: 2 Vol.). Die Frak-
tionen, die eine gesuchte Substanz enthalten, werden im Vakuum eingeengt und
erneut mit demselben Losungsmittelgemisch iiber eine kleinere Cellulosesiule gefiihrt.
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In der Masse der Dehydrierungsprodukte lassen sich zwei weitere Carbonylver-
bindungen dadurch erkennen, daB sie im Papierchromatogramm die Fluoreszenz des
Papiers im UV-Licht ausloschen und als dunkle Flecken erscheinen. Ferner geben sie
eine braungelbe Firbung beim Bespriihen mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin. Mit
Phloroglucin-Salzsiure erscheint eine violettrote Firbung, die auf «.f-ungesittigte
Carbonylgruppen hinweist®. Sie wurden Substanz E und F genannt. Mit Diazo-
benzolsulfonsjure firbt sich E rot und F gelb, E verliBt die S3ule friiher als F.

6) J.v. WIESNER, S.-B. Akad. Wiss. Wien, math.-naturwiss. Kl. 77, 60 [1878}; E. ADLER,
K. J. B3drkQuisT und S. HAGGROTH, Acta chem. scand. 2, 93 (1948]; E. ADLER und L. ELLMER,
ebenda 2, 839 [1945)]. .
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Aus einem Teil der Fraktionen von E wurde das 2.4-Dinitrophenylhydrazon in
Kristallen gewonnen, aus einem anderen Teil die Substanz selbst in kristalliner Form.
Sie wurde durch Natriumborhydrid zum Dehydro-diconiferylalkohol A (II) reduziert,
der in Kristallen isoliert wurde. Die Analyse des Dinitrophenylhydrazons und der
freien Substanz E sowie das Infrarot- und Ultraviolettspektrum beweisen die Konsti-
tution III eines Aldehyds des Dehydro-diconiferylalkohols A (II).
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IR-Spektren des Dehydro-diconiferylalkohols (A) (Abbild. 1)
und des entsprechenden Aldehyds (E) (Abbild. 2), gepreBt in KBr

Es gelang nicht, die Substanz. F zur Kristallisation zu bringen, woran mdglicher-
weise die zur Umlagerung neigende sek. a-Carbinolgruppe schuld ist. Der Dinitro-
phenylither kristallisiert. Es gelang, den friiher beschriebenen Dinitrophenylither des
Guajacyl-glycerin-coniferyldthers mit aktivem Mangandioxyd” zum Dinitrophenyl-
dther des ungesittigten Aldehyds V zu oxydieren, der sich mit dem Dinitrophenyl-
dther des Aldehyds F (V) identisch erwies.

Der Anteil der beiden Aldehyde betrigt in dem Gemisch der Zwischenprodukte nur
einige Prozente. Wie alle niedrigmolekularen Zwischenprodukte verschwinden sie bei
der weiteren Dehydrierung des Gemisches der niedrigmolekularen Bausteine. Da die
Verbindungen Phenole sind, kdnnen sie auf verschiedene Weise in das Ligningefiige
eingebaut werden. Die Aldehyde E und F konnen aus den zugehdrigen Alkoholen A
und C durch Autoxydation entstehen; tatsichlich oxydieren sich A (II) und C (IV) an
der feuchten Luft zu den Aldehyden. Es ist aber auch moglich, daB sie sich durch

7 Ubersicht: R. M. Evans, Quart. Rev. (chem. Soc., London) 13, 61 [1959].
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Dehydrierung eines Gemisches von zunichst gebildetem Coniferylaldehyd mit Coni-
ferylalkohol bilden. Die Aldehyde D, E und F sind, in das Lignin eingebaut, die
wesentlichen Trdger jener Farbreaktionen, die auf Zimtaldehydgruppen zuriickzu-
fiihren sind.

Durch Gegenstromverteilung wurden groBere Mengen des friither beschriebenen
Guajacyl-glycerin-coniferylithers C (IV) gewonnen. Es gelang, den Tetra-azobenzoyl-
ester sowie den Dinitrophenylither von C zur Kristallisation zu bringen.

Vor kurzem wurde die Isolierung weiterer Zwischenprodukte der Ligninbildung
erwihnt1-3,8), Sie firben sich mit Diazobenzolsulfonsiure violett- bzw. braun-rot. Sie
entstehen aus dem Chinonmethid C’1.2.9), das die Vorstufe der Substanz C (IV) ist,
durch Addition von Coniferylalkohol bzw. von Dehydro-diconiferylalkohol A. In vor-
ldufigen Formeln1-3 djeser Substanzen H und J wurde angenommen, daB sich die
Zimtalkoholgruppen des Coniferylalkohols und der Substanz A an das Chinonmethid
addieren. Die naheliegende Annahme, daBl die Phenolgruppen diese Reaktion ein-
gehen, wurde damals zuriickgestellt, weil stereochemische Bedenken bestanden. Diese
haben sich als unberechtigt erwiesen4.19, Die Substanzen H und J sind «.$-Bis-
aryldther des Guajacyl-glycerins, H ist Guajacyl-glycerin-a.3-bis-coniferylidther, J ist
Guajacyl-glycerin-a-{[dehydro-diconiferyl}-B-coniferyldther.

Die zahlreichen Zwischenprodukte der Ligninbildung erscheinen bei der Dehy-
drierung des Coniferylalkohols und verschwinden im Verlauf der weiteren Dehydrie-
rung in dem MaSBe, wie sich hohere Aggregate bilden. Die 11 unten angefiihrten (A —L)
sind bisher isoliert und aufgeklirt worden. Von den zwischendurch in groiter Menge
auftretenden Zwischenprodukten A (II), B (Pinoresinol) und C (IV) verschwindet B
schneller als A und C sowie A schneller als C. H und J treten verhiltnismiBig friih in
reichlichen Mengen auf und verschwinden alsbald wieder. Andere finden sich nur in
geringer, zum Teil in sehr geringer Menge, sei es, daB sie nur in beschranktem Umfang
entstehen oder alsbald nach ihrer Bildung bevorzugt weiter reagieren. Das letztere
diirfte vor allem von der Substanz K (Bis-dehydro-coniferylalkohol) gelten, die ein
Diphenylderivat 1D ist.

Die bisher isolierten und in der Konstitution aufgekliarten Zwischenprodukte der
Ligninbildung sind:

Dehydro-diconiferylalkohol (I1)12)
DL-Pinoresinol1-4)
Guajacyl-glycerin-B-coniferylither (IV)12)
Coniferylaldehyd (1)12)

Aldehyd des Dehydro-diconiferylalkohols (I1I1)12)
Aldehyd des Guajacyl-glycerin-coniferylithers (V)12
Dehydro-dipinoresinol 1-4.8)
Guajacyl-glycerin-a.(3-bis-coniferyliither4
Guajacyl-glycerin-a-[dehydro-diconiferyl)-B-coniferylither4. 10)
Bis-dehydro-coniferylatkohol 2.4.1)
pL-Epipinoresinot11a)

CREIQTMUOQW»

8) K. FREUDENBERG und A. SAKAKIBARA, Liebigs Ann. Chem. 623, 129 (1959].
9 K. FREUDENBERG und G. Grion, Chem. Ber. 92, 1355 [1959].

10) K. FREUDENBERG und M. FRIEDMANN, unverdffentlicht.

11) K. FReUDENBERG und K.-C. RENNER, unverdffentlicht.

1a) inzwischen aufgefunden. 12) Formel in dieser Abhandlung.



Schema der Chromatogramme im Gemisch I (Xylol/Methyldthylketon/

. Farbe mit a) UV ohne, b) mit .
Gemisch 11 Diazobenzol- | Diazobenzolsulfonsgure Gemisch
Substanz RF sulfonsfiure k) Dinitrophenylhydrazin] Substanz RF
—Start —Start
| 29 gelb |29
128 gelb 127 rosa
| 26 gelb
| 25 gelb
|24 violettrot
l 23 gelb I 26
| 22 rotviolett | 24
| 25
121 braungelb | ’
| J violettrot
23
C 0.040 gelb I | 22
120 geld
[K rotbraun
119 rotviolett
118 gelb
|17 violett 121
16 0.070 braungelb
115 braungelb
117
{1 K
H 0.083 | violett H
72h [14 rosa
b) dunkler Fleck
F 0.089 | gelb c) braungelb C 0.090
1G 0.100
120h
A 0.i10 rot
119 0.110
1G 0.115 { dunkelrot 120 0.118
48h
| 13 0.128 bfaunrosa a) ultramarinblaue 16 0.126
Fluoreszenz
[ 15 0.137
|12 0.142 |  dunkelrot
|13 0.156
i1 0.170 dunkelrot A 0.170
| F 0.172 44




Formamid 25:25:1Vol.) und Gemisch I (Xylol/Dimethylformamid 9:2 Vol.)

. Farbe mit a) UV ohne, b) mit .
Gemisch It Diazobenzol- Diazobenzolsp'llfonsaure Gemn_tch !
Substanz RF sulfonsdure |c) Dinitrophenylhydraziny Substanz RF¥
| 11 0.170 |  dunkelrot
A 0.170
: [F 0.172
I'10 0.200 |  dunkelgeib | 12 0.200
. a) dunkelbl. Fluoresz.
| 4 0210 | violettrot | ) runpl, Fluoresz. || 11 0219
. 10 0.235
Conif.- 240 iolett I
| Alkobot | & viole
| 9 0.30
a) dunkler Fleck
E 0.32 dunkelrot ¢) braun E 0.32
) IConif,- 0.37
I8 0.38 rosa Alkohol
B 0.42
B 0.43 rot
ten_
7 0.45 rot |6 0.46
‘ 6 0.47 rosa a) hellblaue Fluoresz.
o b) dunkelblau
| Vanillin | 0.51 braungelb ¢) braun s 0.52
. a) stahlbl. Fluoresz.
‘ D 0.53 zitronengelb, ¢) braun I 4 0.54
’ D 0.57
1's 0.60 | dunkelgelb [ Vanillin | 0.59
i 0.62
1 4 0.73 rosa a) dunkler Fleck
z ' |3 065 §
£ a) hellblaue Fluoresz. &
E ‘3 0.80 orangerot b) violette Fluoresz. S
£ g
& . a) ultram.-bl. Fluor.
g 12 0.91 | weinrot b) dunkelroter Fleck || 2 070 &
Q
5: 11 0.92 ziegelrot b) rotbraun-orange 412 h
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In der vorstehenden Tabelle werden in schematisierter Form die mit zwei Losungsmit-
telgemischen entwickelten Chromatogramme der Lignin-Zwischenprodukte mitgeteilt.
Die beiden Schemata entstehen durch das Aneinandersetzen von 4 je 50 cm langen
Chromatogrammen, deren jeweilige Laufzeit bei den Substanzen angegeben ist, die
dann gerade das Ende des Papierbogens erreichen. Sie konnen auch unmittelbar von
einem 2 m langen Chromatogramm erhalten werden. Die Flecke sind durch senk-
rechte Striche bezeichnet, deren Linge etwa den relativen Mengen entspricht; das
Diagramm gilt fiir Zwischenprodukte, die sowohl nach dem Zulauf- wie Zutropf-
VerfahrenS hergestellt waren. Wie schon erwiihnt, diente fiir diese Arbeit ein biosyn-
thetisches Lignin, das nach dem Zulauf-Verfahren hergestellt war. Mit dieser Bezeich-
nung soll ausgedriickt werden, daB man den Coniferylalkohol auf einmal zu der
Losung des Enzyms zulaufen 148t. Im Gegensatz dazu entsteht das Zutropf-Lignin da-
durch, daB zur beliifteten Enzymlosung die verdiinnte Losung des Coniferylalkohols
in dem MaBe zutropft, wie er verbraucht wird. Die Mischungen von Zwischenproduk-
ten, die nach beiden Verfahren entstehen, unterscheiden sich in der Menge der einzel-
nen Bestandteile. Neben den Hauptkomponenten A —C iiberwiegen beim Zulauf-
Verfahren die violettrot-kuppelnden Substanzen bis zum Verschwinden des Coniferyl-
alkohols, besonders H und J. Letztere treten im Zutropf-Verfahren zuriick gegeniiber
den gelb-kuppelnden Substanzen 16, 23, 26 und 29, den Substanzen E und F und
auch G. Substanz G ergibt in Gemisch I einen besonders langen, schmalen Fleck.
Substanz K ist am besten in einem hydrierten Ansatz durch die Fluoreszenz im
kurzwelligen UV zu erkennen,

Wo Rr-Werte unter 0.1 angegeben sind, geschieht dies nur, um das Verhiltnis zu den
Rp-Werten der benachbarten Substanzen zu kennzeichnen. Die gleiche Bedeutung hat
die in einigen Filllen eingetragene dritte Dezimale der Rr-Werte. — Die Rr-Werte sind
zur Hauptsache eine Funktion des Hydroxylgehaltes pro urspriingliche Coniferyl-
alkoholeinheit und der Zahl dieser Einheiten im Molekiil.

Dem WIRTSCHAFTSMINISTERIUM VON BADEN-WURTTEMBERG und dem FonDS DER CHEMIE
danken wir fiir die Bereitstellung von Mitteln. Wir danken Fréulein S. Scawas fiir die Her-
stellung des Coniferylalkohols.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Zur Chromatographie diente die Mischung von Xylol/Dimethylformamid (9: 2 Vol., Ge-
misch [) und Xylol;Methyldthylketon/Formamid (25: 25:1 Vol., Gemisch 1113)). Das Papier
(Schleicher & Schiill 2043 b mgl) wird bei Verwendung von Gemisch I mit Aceton/Dimethyl-
formamid (8:2) 15 Min. getrinkt. Man liB8t das Aceton verdunsten und trigt die Probe in
einem leicht verdunstenden Losungsmittel auf. Im Falle von Gemisch 1l wird mit Essigsdure-
dthylester/Formamid (8: 2 Vol.) getrdnkt. Wahrend die Chromatogramme laufen, mu8 die
Feuchtigkeit sorgfiltig ferngehaliten werden. In beiden Fillen milssen die zu bespriihenden
Chromatogramme getrocknet werden. Bei Gemisch 1 genilgt der HeiBluftstrom des Fons, bei
Gemisch 11 kann auBerdem 10 Min. bei 90°/15 Torr getrocknet werden. Die Diazobenzolsul-
fonsiure (0.01 g) wird vor dem Gebrauch mit 0.2 g Na;COj3 in 10 ccm Wasser geldst. Zum

13) A. ZAFFARONI, R. B. BurRTON und E. H. KEUTMANN, Science [New York] 111, 6 [1950];
R. B. BurToN, A. ZarraRONI und E. H. KEUTMANN, J. biol. Chemistry 188, 763 [1951];
F. Kaiser, Chem. Ber. 88, 556 [1955].
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Erkennen der Carbonylgruppe wird mit einer gesiitt. Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin
in 2 n HCI bespriiht (gelbbraune Firbung). Die R,-Werte einiger Dinitrophenylither (Ge-
misch I) seien mitgeteilt:

2.4-Dinitrophenylither von Ry

Coniferylaldehyd 0.71
Coniferylalkohol 0.65
Substanz F 0.53
Substanz C 0.43
Substanz H 0.23
Substanz J 0.15

Herstellung der Mischung der Zwischenprodukte (Zulauf-Verfahren): 5 / Wasser, in denen
500 Enzymeinheiten3) enthalten sind, werden mit 1/ Citratpuffer, pu 5.514 sowie 5/ einer
0.6-proz. L&sung von Coniferylalkohol in Wasser versetzt. Diese Lésung wird durch Schiitteln
von 30 g Coniferylalkohol mit 5 / Wasser wihrend 90 Min. mit folgender Filtration hergestellt.
Durch eine Fritte strdbmen stiindlich 15 / Luft in die zu rithrende Mischung. Die Temperatur
wird auf 20° gehalten. Nach 45 Min. beginnt die Tritbung. Nach 81/, Stdn. wird die Luftzu-
fuhr abgestelit und die Reaktion durch Zugabe von 1 g Natriumcyanid unterbrochen. Der
Coniferylalkohol ist zu diesem Zeitpunkt gerade verbraucht. Unter Rilhren werden 1.9 kg
reines Natriumchlorid eingetragen. Dabei fillt ein groBer Teil der Produkte aus. Flilssigkeit
und Niederschlag werden mit 2.2/ Butanol-(1) in 5 Portionen ausgeschiittelt; die wiBrige
Schicht gibt mit sodaalkalischer Diazobenzolsulfonsiureldsung fast keine Farbreaktion mehr.
Die ausgeschiedenen hdhermolekularen Anteile sammeln sich in der Grenzschicht an. Sie
werden mit Butanol ausgewaschen und entfernt. Die aus zwei Ansiéitzen stammenden Butanol-
extrakte (je 30 g Coniferylalkohol) werden vereinigt und — die letzten zuerst — i. Vak. unter
Stickstoff bei einer Badtemperatur von 55° zu ¢inem hellbraunen Sirup eingedampft, wobei
sich Natriumchlorid abscheidet. Der Sirup wird in 300 ccm trockenem Dimethylformamid
geldst und durch Zentrifugieren von Natriumchlorid befreit. Unter 3 Torr werden 120 ccm
abdestilliert. Die Losung wird unter Rithren mit 20 g Cellulosepulver und 810 ccm Xylol
versetzt. Dabei schlagt sich der groBte Teil des Materials in feiner Verteilung am Cellulose-
pulver nieder.

Erste Trennung: Hierfiir wird eine groBe, unterteilte Siule verwendet. lhre 4 Einheiten, je
40 cm hoch und 9 cm breit, sind mit einer Filterplatte G 2 als Boden und oben mit einem
kleinen seitlichen Ansatzstutzen versehen. Die Schliffe werden mit wenig Silikonfett gedichtet.

500 g Linterspulver Nr. 124, Schleicher & Schiill, werden in 2.5 / Dimethylformamid mit
einem rasch laufenden starken Riihrer in dilnnem Strahl eingertihrt. Der Brei wird rasch in
einen Siulenteil eingegossen und mit einem Vibromischer innerhalb einiger Minuten von
unten nach oben durchgemischt. Man verschlieBt oben mit einem groBen Gummistopfen und
laBt 9 Stdn. absitzen, wobei von Zeit zu Zeit aufgeschlimmtes Cellulosepulver nachgefiillt
wird; beim obersten Sdulenteil 148t man 2 cm unter dem Ansatz frei. Die Gesamthdhe der
Cellulosefullung betrigt 130 cm. In der zusammengesetzten Sdule werden die Fliissigkeits-
spiegel bei einer Tropfgeschwindigkeit von 20 ccm in 8 Min, einreguliert; zum Equilibrieren
werden 25 / Xylol/Dimethylformamid (9 : 2 Vol., Gemisch 1) durchgegeben.

Das beladene Cellulosepulver wird auf den obersten Séulenteil gebracht und zunichst die
beim Ausfiillen entstandene gesdttigte Losung durchgesetzt, worauf reines Lsungsmittel-
gemisch folgt. Je 40 ccm werden in Becherglasern bei 50°/15 Torr im Vakuumtrockenschrank
bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. Die Fraktionen werden chromatographiert (S. 1360), ihre

14) D’Ans-Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker, Springer-Verlag, Berlin 1943, S.
1592.
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Zahlung erfolgt vom Austreten der Substanz 2 ab. Sie verlassen die S#ule, von wenigen Aus-
nahmen abgesehen, entsprechend dem Schema zu Gemisch I der Tabelle auf S. 1358 und 1359.

Feintrennung: Es wird eine kleinere, sechsteilige S#ule verwendet, deren Einheiten 34 cm
hoch und 3 cm breit sind. Die Gesamthohe der Cellulosefiillung betrigt 120 cm. Die Teile
werden locker mit trockenem Pulver gestopft. Man 148t 1 / Dimethylformamid, dann 4 Ge-
misch von Xylol/Dimethylformamid (9:2) durchlaufen, reguliert die Fliissigkeitsspiegel,
bringt das Cellulosepulver (3.5 g) mit dem Material oben auf und beginnt die Eluierung mit
Gemisch I mit einer Tropfgeschwindigkeit von 20 ccm in 15 Min.

Substanz E: Die Fraktionen 55—240 der ersten Trennung (je 40 ccm) wurden auf 3 kleinen
Sauléen zur Feintrennung eingesetzt; auf der ersten Siule Fraktion 55—130, auf der zweiten
131 —201 und auf der dritten 202 —240.

Dinitrophenylhydrazon: Die Rilckstinde der 40-ccm-Fraktionen 17—19 der ersten kleinen
Séule, die neben Substanz E noch Substanz B enthielten, wurden in 10 ccm absol. Athanol
gelost, von Ungeldstem abgesaugt und tropfenweise unter Umschiltteln mit 2 ccm Dinitro-
phenylhydrazin-Losung15) versetzt. Sofort fiel ein Niederschlag aus. Er wurde nach 15 Stdn.
mit Alkohol gewaschen, aus warmem Athanol/Wasser umgefillt und aus absol. Athanol um-
kristallisiert. Ausb. 21.5 mg Polyeder, Schmp. 185—186°.

Ca6H24N4O9 (536.5) Ber. C58.21 H4.51 N 10.44 OCHj; 11.56
Gef. C58.06 H4.90 N 10.66 OCHj 11.35

Zur Kristallisation der Substanz E wurden zusammengefaBt: von der 1. kleinen Sdule
Frakt. 20 —24, von der 2. Séule Frakt. 49—64 und von der 3. Séule Frakt. 46 —62.

Die Ldsung des teilweise kristallisierten Materials in 40 ccm Methylenchlorid wurde bei
20° mit Tierkohle aufgehellt, unter Stickstoff auf 10 ccm eingeengt und mit Petrolidther (40 bis
60°) versetzt. Dabei schieden sich 360 mg hellrstliche SpieBe ab. Nach zweimaligem Um-
kristallisieren auf dieselbe Weise wurden farblose SpieBe vom Schmp. 156—157° erhalten, die
sich an der Luft rasch gelb firbten. — Aus der Mutterlauge lieBen sich noch 70 mg reine Sub-
stanz gewinnen. Zur Analyse wurde frisch umkristallisiertes Material mit wenig Methylen-
chlorid und Ather farblos gewaschen und bei 50° i. Vak. getrocknet.

Cz0H2006 (356.4) Ber. C 67.39 H 5.66 OCH3 17.41 Gef. C67.42 H 5.76 OCH; 17.29

UV-Spektrum in Dioxan 16)/Wasser (9 : 1), 0.016 g//
Amax 229 272 291—292 (Schulter) 340 my
loge 428 3.66 3.80 4.24

Substanz A aus E: Die Ldsung von 100 mg E in 5 ccm Methanol wurde mit 0.9 ccm 2n
NaOH auf pu 9 gebracht und tropfenweise mit der L8sung von 100 mg Natriumborhydrid in
4 ccm Methanol, die 1 Tropfen 2 n NaOH enthielt, innerhalb von 5 Min. versetzt. Nach 10 Min.
helite sich die rote Lésung nach Hellgelb auf. Nach 21/, Stdn. wurde auf 0° gekihlt und mit
1.1 ccm vorgekithiter HCI (d 1.06) auf pu 3 gebracht. Dabei entwickelte sich Wasserstoff. Nach
Zugabe von 20 ccm Wasser und Abdestillieren des Methanols im Stickstoffstrom i. Vak. bei
25° AuBentemperatur trilbte sich die wiBrige L8sung. Sie wurde mit 50 ccm Chloroform in
Portionen extrahiert. Der Chloroformextrakt wurde mit je 5 ccm Wasser, 5-proz. Natrium-
hydrogencarbonatldsung und Wasser gewaschen. Als das Chloroform i. Vak. abdestilliert
worden war, hinterblieb ein farbloser Schaum (90 mg). Er wurde mit einigen Tropfen einer
Mischung von Methylenchlorid und Ather (2:1 Vol.) versetzt, wobei sich zun#ichst alles 18ste,
nach Anreiben aber bald kristallisierte. Nach Waschen mit Methylenchlorid/Ather (1:1)
wurden 83 mg Rohprodukt erhalten. Sie wurden in 18 ccm Methylenchlorid geldst. Die Fliis-

15) Dinitrophenylhydrazin-phosphat. G. D. JOHNsON, J. Amer. chem. Soc. 73, 5888 [1951].

16) Gereinigt nach W. STumMPr, Monogr. zu Angew. Chem. und Chemie-Ing.-Technik 68,
Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. 1956.
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sigkeit wurde mit Tierkohle entfaérbt, bis zur beginnenden Ausscheidung auf 6 ccm eingeengt
und mit 10 % Ather versetzt, wobei wieder eine Ltsung erhalten wurde. Die Fliissigkeit wurde
mit Petroldther von 40 —60° angetriibt und im Eisschrank der Kristallisation iiberlassen. Nach
Waschen mit wenig Methylenchlorid wurden 68 mg der Substanz A in weiBen Kristallen er-
halten, Schmp. 157.5—158.5°. Der Misch-Schmp. mit authent. Material (Schmp. 158.0 bis
158.5°) war 157.5 —158.5°. Die IR-Spektren der reduzierten Substanz E und Substanz A sind
ebenfalls identisch.

Substanz F: Die zusammengefaBten Fraktionen 378 —458 der ersten Trennung wurden zur
Feintrennung auf einer kleinen S#ule mit Xylol/Dimethylformamid (9:1) eluiert. Dabei er-
gaben die Fraktionen 105 —118 reine Substanz F, 119 — 139 Substanz F mit wenig Substanz A.
Kristallisationsversuche verliefen negativ, auch das Dinitrophenylhydrazon blieb amorph.

Dinitrophenyldther: Die Fraktionen 105—134 wurden nochmals tiber eine S#ule (Durche
messer 1 cm, Hohe der Cellulose 80 cm) mit demselben Ldsungsmittel gereinigt. Die Fraktio-
nen 17 —23 mit etwa 120 mg reiner Substanz F wurden mit wenig Methylenchlorid gewaschen,
in 15 ccm Acgton geldst und mit Tierkohle aufgehellt. Die Losung wurde i. Vak. auf 5 ccm
eingeengt, mit der L8sung von 40 mg NaHCO3 in 1.5 ccm Wasser und mit 1 ccm Aceton, das
90 mg Dinitrofluorbenzol enthielt, versetzt. Nach 7 Stdn. war die Reaktion beendet (Priifung
durch Tiipfeln mit Diazobenzolsulfonsiure). Nach Zugabe von 6 ccm Wasser schied sich ein
hellbraunes Ol ab. Nach lingerem Stehenlassen im Eisschrank wurden 3 Tropfen Dimethyl-
formamid zugefiigt, worauf das Ol allmihlich erstarrte. Nach wiederholtem Umbkristalli-
sieren aus Methanol/Wasser und aus Athanol wurden bei erneuter Verwendung von Metha-
nol/Wasser kleine Prismen erhalten, die, aus Essigester/Methanol (5:1) umkristallisiert, bei
146 —147° schmolzen. Re-Wert in Gemisch I: 0.53.

C6H24N201; (540.5) Ber. C57.77 H4.48 N 5.18 OCH; 11.48
Gef. C57.71 H4.39 N 532 OCH;, 11.28

Oxydation des Dinitrophenylithers der Substanz C: Die Lsung von 0.2 g Dinitrophenyl-
dther der Substanz C (Schmp. 132—133.5° s. unten) in 75 ccm Aceton wurde bei Raumtempe-
ratur 11/, Stdn. mit 2 g 6 Stdn. bei 115° getrocknetem MnQ,9.17) gerilhrt. Die zentrifugierte
Flussigkeit wurde mitsamt dem zum Auswaschen benutzten Methanol i. Vak. eingedampft,
zuletzt nach Zugabe von 10 ccm Chloroform. Der Riickstand wurde mehrmals mit warmem
Chloroform extrahiert und ein geringer unltslicher Anteil entfernt. Die Chloroformltsung
wurde auf eine 50 cm hohe, 10 mm weite Aluminiumoxydsdule (Aluminiumoxyd Woelm
neutral, mit Chloroform eingeschlimmt) gebracht. Zur Elution ging man vom Chloroform
schrittweise zu Essigsduredthylester und von diesem zu Methanol/Essigsdureiithylester-
Mischungen 5:1 und 1 :1 Giber. Die Fraktionen mit der Substanz vom R;-Wert 0.53 (Gemisch
I) wurden gesammelt.

Aus Essigester/Methanol (5 : 1) wurden dicke, weiBgelbe Prismen erhalten, die bei 147 —149°
schmolzen. Kristallisiert man jedoch aus Methanol/Wasser um, so erhilt man Nadeln, die bei
136—138° schmelzen. Sie liefern, aus Essigester/Methanol umkristallisiert, die Kristalle vom
Schmp. 147 —149° zurlick. Diese wurden zur Analyse verwendet.

Ca6H24N201; (540.5) Ber. N 5.18 Gef. N 5.37
Der Misch-Schmp. mit dem aus dem Dehydrierungsgemisch gewonnenen Priiparat liegt
bei 146 —147°, Die IR-Spektren beider Substanzen sind identisch.

Substanz C wurde aus einem folgendermaBen hergestellten Gemisch der Dehydrierungs-
produkte gewonnen. 40 g Coniferylalkohol wurden durch Schiitteln in 6 / Wasser gelost und

17) 3, ATTENBURROW, A. F. B. CaMmteRroN, J. H. CHapmaN, R. M. Evans, B. A. Hewms,
A. B. A. JanSEN und T. WALKER, J. chem. Soc. [London] 1952, 1094.
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von Ungeldstem befreit. Hierzu wurden 1000 Enzymeinheiten$) in 6 / Wasser und 1/ Puffer-
18sung von pxu 5.5 gegeben. Nach 20 Min. Beliiftung begann die Triibung, nach 5 Stdn. wurde
die Reaktion mit 1 g NaCN unterbrochen; bei Einrlihren von 2.2 kg NaCl fiel ein hellgelbes
Material aus.

Das Reaktionsgemisch wurde mit 2 / Butanol in 12 Portionen extrahiert, wobei sich fast
alles im Butanol l6ste. Die Extrakte wurden — die letzten zuerst — bei 35° Wasserbadtempera-
tur unter Stickstoff i. Vak. auf etwa 30 ccm eingedampft, wobei sich NaCl abschied. Der hell-
gelbe Sirup wurde mit 80 ccm Dimethylformamid versetzt und vom NaCl abgesaugt. Aus
dieser Losung wurde das restliche Butanol i. Vak. abdestilliert, wodurch 60 ccm Konzentrat
erhalten wurden.

Eine Gegenstrom-Apparatur mit 200 Gefiien zu 50 ccm wurde folgendermaBen beschickt:
Die GefiBte 3 —13 erhielten je 5 ccm des Dimethylformamid-Konzentrates (etwa 35.5 g Sub-
stanzgemisch), 20 ccm Wasser und 25 ccm Ather; in die RShren 1 und 2 sowie 14 —200 wurden
je 5 ccm Dimethylformamid, 20 ccm Wasser und 25 ccm Ather gegeben. Man arbeitete nach
dem Durchlaufverfahren. Zunéchst wurde zur Sattigung der Phasen 15 Min. geschiittelt. Dann
folgte die erste Uberfithrung. Bis zur 30. Uberfihrung dauerte die Absitzzeit 30 Min., dann
10 und schlieBlich 5 Min. Die Auftrennung wurde durch Tiipfein mit diazotierter Sulfanilsdure
verfolgt. Sie erfolgte etwa in der Reihenfolge des Schemas fiir Gemisch 11 der Tab. S. 1358
und 1359. Durch Chromatographie der unteren Phase mit Gemisch I und II wurden die in der
Maschine verbliebenen Substanzen festgestellt. — Die zusammengehdrenden Fraktionen
wurden unter Stickstoff aus einem Bad von 55° bei 15 Torr auf etwa 150 —200 ccm abdestilliert.
Jetzt wurde bei 3 Torr weiter eingeengt. Da einige Substanzen (z. B. C) beim Eintrocknen Um-
wandlungen erleiden, wurden sie unmittelbar in den nicht zu konzentrierten Dimethylform-
amidldsungen verarbeitet.

Bei der 250. Uberfithrung kristallisierte in den GefdBen 20—35 Substanz A aus, die abge-
trennt wurde. In den GefdBen 125 — 132 schied sich die Substanz B ab, die ebenfalls herausge-
nommen wurde. Substanzen 1 bis 7 waren nach 340 Uberfithrungen, Substanz B bis G nach
800 Uberfihrungen und die groBe Menge der Substanz A nach etwa 1780 Uberfithrungen aus
der Maschine ausgetreten. Die restlichen Substanzen lagen vorgetrennt ilber die Maschine
ausgebreitet vor: Substanz C befand sich mit ihrem Begleiter, Substanz 20, in den GefidBen
42—85, die, wie oben beschrieben, zu einemm Dimethylformamid-Konzentrat von 10 ccm
aufgearbeitet wurden.

Feintrennung: Dieses Konzentrat wurde auf die gleiche Weise mit demselben Lsungsmittel-
gemisch behandelt. Nach 3500 Uberfithrungen lag Substanz C allein in den GeféBen 100—130
vor, in den GefdaBen 131 —180 die Substanzen C und 20. Die Fiillung der GefiBe 100—130
wurde entnommen und durch frisches Phasengemisch ersetzt. Nach 4100 Uberfithrungen
wurde aus den GefiaBen 140 — 160 nochmals reines C gewonnen.

Isolierung der Substanz C: Aus den Fraktionen 101 —130 (nach 3500 Uberfithrungen) wur-
de der Ather i. Vak. abdestilliert. Die verbleibende untere Phase wurde mit NaCl nicht ganz
gesdttigt und mit 800 ccm Methylenchlorid in 15 Portionen vollstindig extrahiert. Die mit
Natriumsulfat getrockneten Extrakte wurden i. Vak. unter Stickstoff eingedampft, bis etwa
100 ccm Dimethylformamidlosung zuriickblieben. Davon wurden an der Olpumpe unter
Stickstoff noch 10 ccm abdestilliert; ilber Nacht schied sich ein geringer Salzniederschlag ab,
der entfernt wurde; es verblieben 90 ccm erstes Konzentrat der Substanz C.

Auf die gleiche Weise wurden die GefiBe 140—160 (nach 4100 Uberfithrungen) aufgear-
beitet. So wurden 20 ccm zweites Konzentrat der Substanz C erhalten.

Dinitrophenyliither der Substanz C: Das zweite Konzentrat der Substanz C wurde mit reinem
Dimethylformamid auf 30 ccm verdilnnt und unter Riihten mit 600 mg Dinitrofluorbenzol
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versetzt; bei der Zugabe von 320 mg Natriumhydrogencarbonat in 10 ccm Wasser trat unter
Dunkelfirbung und Erwidrmung sogleich eine Trilbung ein. Nach 3 Stdn. wurde mit 30 ccm
Wasser versetzt und der Niederschlag durch Zusatz von 10 ccm Athanol teilweise geldst. Zur
Hydrolyse des iiberschiiss. Dinitrofluorbenzols blieb die Mischung 5 Stdn. stehen. Danach
wurde die filtrierte Ldsung mit weiteren 30 ccm Wasser versetzt, wobei ein weiBgelber Nieder-
schlag ausfiel, der langsam kristallinisch wurde. Nach 48 Stdn. hatten sich zusitzlich Nadeln
gebildet. Durch Umkristallisation aus 100 ccm warmem Methanol und folgendem Eindunsten
auf 60 ccm wurden 0.43 g lange, blaBgelbe Nadeln erhalten, die chromatographisch einheit-
lich waren. Weitere Umkristallisationen ergaben ein Produkt vom Schmp. 145—146°, jedoch
auch manchmal vom Schmp. 130—131°. Beide verhalten sich chromatographisch gleich und
sind ineinander Uberfithrbar.

Aus 30 ccm des ersten Dimethylformamid-Konzentrates der Substanz C wurden auf die
gleiche Weise nach einer Umkristallisation aus Methanol 0.15 g vom Schmp. 130—131° er-
halten. Zur Analyse diente das hochschmelzende Produkt, nachdem es 12 Stdn. i. Vak. tiber
P,0s—CaCl; bei 65° getrocknet worden war.

Ca6H26N2011 (542.5) Ber. C 57.56 H4.83 N 5.17 OCH; 11.44
Gef. C57.41 H4.80 N 5.37 OCHj; 11.34
R in Gemisch I 0.43.

Tetra-azobenzoylester der Substanz C: 20 ccm des ersten Dimethylformamid-Konzentrats
der Substanz C wurden bei 35° Wasserbadtemp. und 3 Torr unter Stickstoff auf 0.5 ccm ein-
geengt und mit 30 ccm trockenem Pyridin sowie mit 1.29 g Azo-benzoylchlorid !8 in kleinen
Portionen versetzt. Nach 1stdg. Aufbewahren bei Raumtemperatur wurde 48 Stdn. bei 50°
gehalten. Danach wurden zur Zerstdrung des Chlorids und etwa gebildeten Anhydrids 10 ccm
Wasser zugegeben. Nach 1 Stde. wurde bei 3 Torr auf wenige ccm eingedampft und mit 10ccm
Wasser versetzt, der ausgefallene Niederschlag zerkleinert und im Exsikkator getrocknet (1.31 g).
Die Masse wurde mit 35ccm Chloroform in Portionen behandelt und von der groBenteils unge-
18st gebliebenen, blaBrosa gefirbten Azobenzolcarbonsédure abfiltriert. Der dunkelrote Chloro-
formextrakt wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und auf eine Alumi-
niumoxydséule (Durchm. 15 mm, H8he 12 cm, Aluminiumoxyd Woelm neutral, mit Chloro-
form eingeschlimmt) gegeben. Zur Eluierung diente Chloroform. Die restliche Sdure blieb
als hellrote Zone am oberen Rand haften. Der Hauptteil wanderte rasch durch die Séule und
ergab 0.15 g reinen Tetra-azobenzoylester. Zur Umkristallisation wurden 60 mg in 7 ccm
Aceton kalt gelost, mit 7 ccm Athanol versetzt und bei 0° im offenen Kolben aufbewahrt;
zunichst bildeten sich Flocken, die nach Anreiben nach 5 Tagen kristallisierten. Wiederholung
der Umkristallisation auf dieselbe Weise lieferte rote Polyeder vom Schmp. 107 —109°. Sie
wurden 12 Stdn. bei 55° tiber P;0s—CaCl, i. Vak. getrocknet.

C12HsgNgOq; (1209.3) Ber. N 9.27 OCHj 5.13  Gef. N 9.29,9.33 OCHj 5.07

Rg-Werte (dunkle Flecke im langwelligen UV und dunkelgelbe Flecke im sichtbaren Licht):
in Gemisch I 0.84; in Cyclohexan, mit Dimethylformamid halb gesittigt, 0.30.

Dinitrophenylither des Coniferylaldehyds: Die gelbe L8sung von 0.2 g Coniferylaldehyd 19
in 3 ccm Aceton wurde mit einer L&sung von 0.15 g NaHCO; in 3.5 ccm Wasser versetzt,
wobei ein weiler Niederschlag entstand, Unter Kiithien und Umschiitteln lieB man eine Ldsung
von 0.32 g Dinitrofluorbenzol in 1.5 ccm Aceton zutropfen und rithrte die Mischung bei

18) M. P. FREUNDLER, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 142, 1153 [1906}; Bull. Soc. chim.
France [4] 1, 221 [1907]); K. LADENBURG, E. FERNHOLZ und E. S. WALLIS, J. org. Chemistry
3, 297 [1939]; W. S. REICH, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 208, 589 [1939]; K. FREUDENBERG
und E. PLANKENHORN, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 621 [1940].

19) K. FREUDENBERG und R. DILLENBURG, Chem. Ber. 84, 67 [1951].
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Raumtemperatur; nach 2 Stdn. wurde 1 ccm Aceton zugefiigt. Nach 10 Stdn. wurden noch
0.05 g festes NaHCO3 sowie 0.15 g Dinitrofluorbenzol in 1 ccm Aceton zugegeben und weitere
3 Stdn. gerilhrt.

Mit 7.0 ccm Wasser fiel das Produkt in blaBgelben Flocken aus. Es wurde abgesaugt und
mit 50-proz. Methanol und Wasser gewaschen, sodann 3 mal mit je 20 ccm heiSem Methanol
extrahiert; aus dem Filtrat wurden 0.29 g groBe blaBgelbe Rhomben erhalten. Schmp.
159 —160°.

Dieselbe Substanz wird durch Oxydation von Coniferylalkohol-dinitrophenyléther mit
Braunstein erhalten. 1.00 g Coniferylalkohol-dinitrophenyldther 200 wurde in 55 ccm trok-
kenem Aceton geldst und mit 70 ccm Tetrachlorkohlenstoff versetzt. Nach Zugabe von 10.0 g
MnO; wurde gerithrt. Wihrend der Oxydation wurden im Abstand von 15 Min. Proben ent-
nommen und im Gemisch I chromatographiert; sie zeigten, daB die Oxydation bereits nach
1/, Stde. vollstindig war. Nach 1 Stde. wurde von MnQO; abzentrifugiert, dieses mit Aceton/
Tetrachlorkohlenstoff gewaschen, die Losung filtriert und i. Vak. unter Stickstoff eingedampft.
Ausbeute 90%; d. Th. Anrithren mit wenig Methanol fithrte zur Kristallisation. Zweimalige
verlustreiche Umkristallisation aus 50 ccm warmem Methanol lieferte blaBgelbe Prismen vom
Schmp. 159—160° (Mischprobe).

CiH12N207 (344.3) Ber. C55.81 H3.51 OCH38.14 Gef. C55.72 H3.62 OCH;38.19

R;-Werte: In Gemisch I 0.71; in Cyclohexan, mit Dimethylformamid halb ges#ttigt, 0.73.
Die IR-Spektren der auf beiden Wegen gewonnenen Priiparate sind identisch.

20) K. FREUDENBERG und G. ACHTZEHN, Chem. Ber. 88, 13 [1955].

HERMANN STETTER und CLAUS WULFF
Uber Verbindungen mit Urotropin-Struktur, XVIIID
Uber die Bromierung des Adamantans

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Miinchen
(Eingegangen am 7. Mirz 1960)

Die Bromierung des Adamantans verliuft nach einem ionischen Chemismus.

Es wurde gefunden, daB Katalysatoren vom Friedel-Crafts-Typ diese Bromie-

rung sehr stark katalysieren. Je nach Wahl des Katalysators und der Reaktions-

bedingungen gelingt es, schrittweise alle tertiiren Wasserstoffatome des Ada-

mantans durch Brom zu substituieren, wobei 1.3.5.7-Tetrabrom-adamantan

die Endstufe der Bromierung darstellt. Die Stellung des Halogens konnte fir
alle bromierten Adamantane bewiesen werden.

Die Einwirkung von Brom auf Adamantan ergibt ein einheitliches Monobrom-
adamantan, fiir welches die Struktur eines I-Brom-adamantans (I) bewiesen werden
konnte2. Auch mit einem groBen UberschuB von Brom bei Temperaturen bis zu 150°
entsteht diese Verbindung als einziges Reaktionsprodukt.

1) XVII. Mitteil.: H. STerTeR und E. RAUSCHER, Chem. Ber. 93, 1161 [1960].
2) H. STETTER, M. SCHWARZ und A. HIRSCHHORN, Chem. Ber. 92, 1629 [1959].





