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Eine wiBrige. Losung von Coniferin (3-14C) wurde durch
Infusion an zweijihrige Fichtendste verabreicht. Die Verteilung
der Radioaktivitdt in Holz, Rinde, Seitentrieben und den
Extrakten wurde gemessen. Die aus diesen Ergebnissen erstellte
Bilanz lieB 909% der eingesetzten Radioaktivitét erfassen.

Rinde und Holz wurden getrennt der Hibbertschen Athano-
lyse unterworfen. Aus den dabei anfallenden Ligninfraktionen
wurden aktive Reinsubstanzen (Vanillin und Vanilloylacetyl) ge-
wonnen. Die molaren Aktivitdten dieser Verbindungen ergaben
durch Vergleich mit der molaren Aktivitdt des Conifering die
,», Verdiinnungsgrade®; diese lassen Riickschliisse iiber den Einbau
des Coniferins in das Lignin zu. Die Ergebnisse zeigen, daf die
Infusionsmethode den biologischen Verhéltnissen eher gerecht
wird als die Implantationsmethode. '

In fritheren Arbeiten wurde der Beweis erbracht, daf die verholzende
Fichte aus implantiertem, aktivem Coniferin einen lignindhnlichen Kérper
aufbautl 2. Die angewandten Ligninnachweisreaktionen ergaben aller-
dings nur eine qualitative Ubereinstimmung des gebildeten radioaktiven
Polymeren mit dem natiirlichen Lignin. Als Ursachen dieser mangelnden
Ubereinstimmung wurden vermutet:

1 K. Kratzl, Q. Billek, E. Klein und K. Buchtela, Mh. Chem. 88, 721 (1957).
* K. Freudenberg und F. Bitiner, Chem. Ber. 86, 155 (1953).
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1. Die betrichtliche Gewebeverletzung bei der Implantation; die Sub-
stanz wurde in fester Form unter einen abgehobenen Rindenlappen
gebracht.

2. Die Anhdufung von kristallisiertem Coniferin an der Implantations-
stelle.

Diese unphysiologischen Bedingungen diirften zu bevorzugter Bildung
nicht-natiirlicher Coniferinpolymerisate gefithrt haben. Um den genann-
ten Schwierigkeiten zu entgehen, wurde in dieser Arbeit die von Brown
und Neish® beschriebene Infusionsmethode zur Applikation des Coni-
ferins verwendet. Diese Methode hat zudem den Vorteil, da die exakte
Aufstellung einer Aktivitdtsbilanz mdglich ist.

Aktivititsbilanz

Zweijahrige Fichtendstchen wurden unter Wasser abgeschnitten und
einzeln in Glasbecher gestellt, welche eine waBrige Losung von Coniferin
(3-11C) enthielten. Nach 24 Stdn. war bis auf einen sehr geringen Rest
alles aufgesaugt. Die Seitentriebe und Nadeln wurden daraufhin entfernt
und die Rinde der zweijihrigen Astteile vom Holz abgezogen. Durch
Extraktion mit Benzol-Aceton (1:1), Athanol und Wasser wurden — nebst

Tabelle 1
G : dpm/mg Gesamt-dpm % der
esamtgewioht der Substanz | der Substanz Ali’{ﬂ’i?&t

Coniferin . .............  250mg | 1388000 . 34700000 | 100,0
Holz extrahiert........ 138286 mg 628 8 700 000 25,0
Benzol-Aceton-Extrakt |

von Holz............ 236 mg 1150 270 000 0,8
Athanolextrakt von

Holz ................ 193 mg 16 000 3090 000 8.9
Wasserextrakt von Holz 223,56 mg 19100 ‘ 4270000 12,3
Rinde extrahiert. ... ... 10342 mg 98 ' 1020000 2,9
Benzol-Aceton-Extrakt |

von Rinde........... 754 mg 830 625 000 1,8
Athanolextrakt von

Rinde ............... 1539 mg 445 } 685 000 2,0
‘Wasserextrakt von . !

Rinde............... 1643 mg 473 [ 775 000 2,2
Seitentriecbe und Nadeln | 160000 mg 74 " 11840 000 34,1

e Summe: 31275000 90,0

3 §.A. Brown und A.C. Neish, Canad.J. Biochem. Physiol. 32, 170
(1954); 33, 948 (1955); Nature [London] 175, 688 (1955).
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I6slichen Holzstoffen — die Reste von Coniferin bzw. dessen losliche
Umwandlungsprodukte entfernt. Das Autoradiogramm von extrahier-
tem Holz bzw. extrahierter Rinde 148t den Einbau des aktiven Lignin-
progenitors erkennen:

s

R T

Abb. 1. Autoradiogramm von extrahiertema Holz (links) und extrahierter Rinde {rechts)

Zur Erfassung der gesamten Radioaktivitdt muBten Holz- und Rinden-
teil, simtliche Extrakte sowie die Seitentriebe und Nadeln der Messung
unterworfen werden.

Die Tabelle zeigt die Aktivititen dieser Fraktionen im Vergleich zur
eingesetzten Aktivitit.

Bei den Extrakten ist unter Gesamtgewicht das Gewicht des Trocken-
riickstandes zu verstehen.

Die Aktivitdtsbilanz weist ein Defizit von nur 109 der eingesetzten
Aktivitdt auf. Substanzverluste beim Aufarbeiten der Proben diirften
zur Hauptsache dafiir verantwortlich sein. Das angebotene radioaktive
Coniferin wurde zu 25%, in das Holz und zu 3%, in die Rinde der zwei-
jahrigen Astteile eingebaut. Die hohen Aktivitidten der Extrakte weisen
darauf hin, daB ein ziemlich groBer Teil des Coniferins zunéichst entweder
als solches oder in Form niedrigmolekularer Umwandlungsprodukte in der
Pflanze deponiert wird. Moglicherweise war zur Jahreszeit der Infusion
(Mitte Juli) die Verholzungsfihigkeit der Pflanze bereits zu gering, um
in einer Versuchsdauer von nur 24 Stdn. einen héheren Anteil des ange-
botenen Ligninprogenitors einzubauen.

Lignin-Kriterien

Extrahierte, getrocknete und gemahlene Proben von Holz bzw. Rinde
wurden nach Hibbert mit 3-proz. absol.-dthanol. Salzsidure aufgeschlos-
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sen® 5. Dabei fielen folgende Ligninfraktionen an: ,Holzrickstand*
(unléslich, hochpolymer), ,,Athanollignin® (alkoholldslich, polymer),
", Hibbert-O1“  (Phenylpropankérper und Vanillin). Um eine Aussage
iber den Einbau des markierten Coniferins in die drei Fraktionen machen
zu kénnen, wurden diese zu definierten Verbindungen abgebaut: Aus
,,Holzriickstand® und ,,Athanollignin® wurde nach Freudenberg, Lautsch
und Engler®, durch Oxydation mit Natrium-m-nitrobenzolsulfonat im
Autoklaven Vanillin hergestellt; dieses konnte als m-Nitrobenzhydrazon
gefdllt und als solches der Aktivitdtsmessung unterzogen werden?. Da
bei der Umwandlung von Coniferin in Lignin keine Umlagerung der Seiten-
kette stattfindet!, représentiert das Carbonyl-C-Atom des Vanillins das
markierte (kernnahe) 3-14C-Atom des verabreichten Coniferins.

Die wasserlgsliche Fraktion umfafit die sogenannten Hibbert-Bausteine:

I: a-Athoxypropioguajacon, IT: Vanilloylacetyl, ITI: Guajacylaceton,
IV: Vanillin.

Durch Oxydation des Gemisches mit Eisen(III)-chlorid, kann der
Hauptbestandteil, «-Athoxypropioguajacon (I), quantitativ in Vanilloyl-
acetyl (IT) éibergefithrt werden!. Dieses Diketon fillt dadurch in aus-
reichender Menge an; es eignet sich in Form des Nickelsalzes seines Di-
oxims zur Abtrennung und Aktivitdtsmessung.

Die molaren Aktivititen der gewonnenen Reinstoffe Vanillin bzw.
Vanilloylacetyl ergeben im Vergleich zur molaren Aktivitit des einge-
setzten Coniferins die

mol. Akt. vom Coniferin
,,Verdiinnungsgrade* | =

mol. Akt. vom Reinstoff

Tabelle 2
Spezifische Aktivitdt Molare Aktivitdt
dpm/mg . C/m Mol

Vanillin (als m-Nitrobenzhydrazon) J

aus ,,Holzrackstand“ von Holz ... 1087 | 0,1542

aus ,,Athanollignin® von Holz.... 1 060 ‘ 0,1504
Vanilloylacetyl (als Ni-Salz des Di-

oxims) aus ,,Hibbert-O1“ von Holz | 2000 0,1748
Vanillin (als m-Nitrobenzhydrazon)

aus ,,Holzriickstand® von Rinde .. 638 0,0905

aus ,,Athanollignin® von Rinde. .. 526 0,0746
Vanilloylacetyl (als Ni-Salz des Di- ;

oxims) aus ,,Hibberi-Ol* von Rinde nicht erhalten

¢ A. B. Oramer, M.J. Hunter und H. Hibbert, J. Amer. Chem. Soc. 61,
509 (1939).

5 K. Kratzl und W. Schweers, Mh. Chem. 85, 1046 (1954).

6 K. Freudenberg, W. Lautsch und K. Engler, Chem. Ber. 73, 167 (1940).

7 H. Silbernagel, Mh. Cher. 86, 256 (1955).

arx
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Tabelle 2 gibt fiir die verschiedenen Fraktionen die spszifischen und
molaren Aktivititen der zugehorigen Vanillin-m-nitrobenzhydrazone bzw.
der Ni-Salze von Vanilloylacetyl an. Es handelt sich um Mefiwerte von
Verbindungen, die bis zur Konstanz der spezifischen Aktivitit gereinigt
worden waren (Mittelwerte aus 4—6 Messungen).

Mit Hilfe der molaren Aktivitit des Conifering (= 213,83 . C/m Mol)
errechnen sich folgende Verdinnungsgrade:

Tabelle 3
Coniferin (3-14C)
D] llnfusion

Fichtenholz
/ AN
/ AN
/ AN
s \
/ AN
e N
Holz Rinde
! |
- Athanolyse [ Athanolyse
T ] [ l
,,Holz- »Athanol- , Hibbert- ,,Holz- »»Athanol- ,,Hibbert-
rickstand*  lignin® 0l rickstand  lignin“ o1«
| | | l ! |
Vanillin Vanillin ~ Vanilloyl- Vanillin Vanillin ~ Vanilloyl-
acetyl acetyl

[i386]  [1432]  [izes]  [2se2]  [sses] ikt

Es zeigt sich, daB die ,,Verdinnungsgrade™ des Coniferins fir alle
drei Ligninfraktionen des Holzes praktisch gleich groB sind. Die Ver-
hiltnisse beim Rindenlignin sind &hnlich, allerdings konnte kein Vanilloyl-
acetyl erhalten werden. Die Verdiinnung ist hier ungefihr doppelt so
grof wie beim Holz.

Zusammenfassend kann ausgesagt werden:

Der Fichte (Mitte Juli) durch Infusion zugefiihrtes Coniferin wird
innerhalb von 24 Stdn. zu etwa einem Drittel in das Lignin der zweijih-
rigen Astteile eingebaut. Je ein weiteres Drittel des Coniferins bzw. seiner
Umwandlungsprodukte liegt in den Extrakten und in den Seitentrieben
samt Nadeln vor. Als wesentlichstes Ergebnis ist zu vermerken, daf die
,,Verdiinnung*‘ des markierten Coniferins in allen Ligninfraktionen prak-
tisch gleich ist. Das heifit, der Progenitor ergibt einen polymeren Kérper,
welcher in qualitativer und quantitativer Hinsicht durch die angewandten
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Nachweisreaktionen praktisch nicht vom natirlichen Lignin zu unter-
scheiden ist.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen fiir implantiertes
Coniferin': Der Progenitor wurde bei dieser Methode nur in sehr geringem
AusmaB in die dthanolysierbare Seitenkettenstruktur eingebaut, wohin-
gegen er in etwa Tfach stirkerem Ausmal in der unloslichen Fraktion
(,,Holzriickstand“) aufschien. Dies berechtigt zu dem Schluf, dal der
Coniferin-,,StoB“ bei der Implantation zumindest teilweise zu Polymeri-
sationen fihrte, die bei. der normalen Verholzung nicht stattfinden.

In diesem Zusammenhang sei auf das Freudenbergsche Tauchtrieb-
verfahren hingewiesen®, welches eine Verabreichung aktiver Substanzen
iiber lingere Zeitrdume zuldft und Gewebeverletzungen sowie Anhgufun-
gen aktiver Substanz weitgehend vermeiden lift. Diese Applikations-
methode kommt daher den natiirlichen Bedingungén sicher am néchsten.
Die quantitative Bearbeitung ist mit Hilfe der Infusion allerdings leichter
durchzufiihren.

Wir danken der Osterreichischen Gesellschaft fir Holzforschung fiir
die grofiztigige Hilfe, die sie dieser Arbeit angedeihen lief.

Experimenteller Teil

1. Infusion von Coniferin (3-14C)

13 mg Coniferin (spez. Aktivitdt 1 388 000 dpm/mg) wurden in 13 ml
Knopscher Nahrlosung aufgelost. 13 zweijahrige Fichtendstchen wurden
unter Wasser abgeschnitten und einzeln in kleine Glasbecher gestellt, die je 1 ml
der Coniferinlésung enthielten. Der Flissigkeitsstand wurde durch Zugabe
reiner Knop-Lésung ungefahr konstant gehalten, nach 24 Stdn. wurde das
Aufsaugen unterbrochen. Die in den Bechern zuriickgebliebene Aktivitdt
betrug nur 1 Promille der eingesetzten Gesamtaktivitdt. Die Seitentriebe
und Nadeln wurden entfernt und die Aste der Lénge nach halbiert; die Rinde
wurde, noch in feuchtem Zustande vom Holz abgezogen.

2. Extraktion, Aktivitdtsmessung

Die Entharzung von Rinde und Holz erfolgte getrennt, durch jeweils
8stdg. Extraktion mit Benzol-Aceton (1:1), Athanol und Wasser. Zur Mes-
sung der Radioaktivitdt der Extrakte wurden aliquote Anteile in dem von
Calvin® angegebenen Gerdt auf Aluminiumplittchen eingedampft, Gewicht
und Aktivitat der Trockenriickstdnde wurden bestimmt. Zur Messung diente
ein Geiger-Gerdt mit Endfenster-Zahlrohr. Die Selbstabsorption. der Trocken-
riicksténde. wurde durch Aufnahme von Absorptionskurven bestimmt.

8 K. Freudenberg, H. Reznik, W. Fuchs und M. Reichert, Naturwiss. 42,
29 (1955).
® M. Calvin, Isotopic Carbon, New York 1949, S. 118.
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Die Messung der Radioaktivititen von Holz und Rinde (beides extrahiert)
sowie von Seitentrieben und Nadeln erfolgte durch nasse Oxydation der fein-
gemahlenen und getrockneten Proben nach Schmid und van Slyke und Messung
des anfallenden Bariumecarbonats in ,,unendlich‘* dicker Schicht19 11,

3. Athanolyse?

a) Holz: 13,51 g Holzpulver, hergestellt aus extrahiertem, getrocknetem
Holz, wurden im COgz-Strom mit 90 ml 3-proz. absol.-dthanol. HCl 48 Stdn.
unter Rithren unter Riickflufl gekocht. Nach Erkalten wurde filtriert und mit
125 ml absol. Athanol gewaschen. Ks hinterblieb der ,,Holzriickstand,
Trockengewicht 7,18 g. Das auf 60 ml eingeengte Filtrat wurde mit 500 ml
Wasser versetzt, das dabei ausgefallene ,,Athanollignin® wurde abfiltriert,
in 60 ml Athanol gelést und wieder mit 500 ml Wasser gefillt. Trockengewicht
des ,,Athanollignins‘‘: 0,85 g. Die vereinigten, wifirigen Filtrate wurden
48 Stdn. mit Ather extrahiert. Als Riickstand der Atherldsung fielen beim
Eindampfen 0,97 g gelbbraunes Ol (,,crude 0il*‘) an. Die wiBrige Phase ergab
als Trockenriickstand 3,61 g eines graubraunen Pulvers (nicht-radioaktive
Kohlehydratabbauprodukte). Das ,,crude oil** wurde bei 103 Torr und 120
bis 140° C im Kugelrohr destilliert, das Destillat bestand aus 0,64 g gelbem
Ol (,.distillable oil*).

Oxydation: Das ,,distillable oil* wurde in 50 ml Athanol geldst, mit 0,48 g
FeCl; - 6 H20 versetzt und 4 Stdn. unter Riickflull gekocht. Nach Beendigung
wurden 150 ml Wasser und etwa 15 ml konz. Ammoniak zugesetzt; die Eisen-
hydroxydniederschlige wurden heifl abfiltriert. Das auf pH 1 eingestellte
Filtrat wurde 24 Stdn. mit Ather extrahiert; nach Abdampfen des Athers
fielen 0,37 g ,,oxydiertes O an. :

Fillung des Vanilloylacetyls: 0,37 g ,,oxydiertes Ol wurden in 75 ml
acetatgepuffertemn Wasser gelost, die Losung mit 0,30 g NiCl - 6 HoO und
0,30 g NH2OH - HCl versetzt und 4 Tage bei 95—100° C belassen. Das ent-
standene Ni-Salz des Vanilloylacetyldioxims mufite zwecks Reinigung wieder
gespalten werden (24stdg. Behandlung mit 45 ml 12 n H2S804 bei 30° C). Nach
Abtrennung geringer Riickstinde wurde das saure Filtrat mit Ather extra-
hiert und das gereinigte Vanilloylacetyl, wie beschrieben, als ,,Nickelsalz
gefillt.

b) Rinde: Die Aufarbeitung erfolgte analog; 10,02 g Rinde ergaben:
4,35 g ,,Holzriickstand*‘, 1,77 g ,,Athanollignin®, 0,33 g ,,crude oil*.

Infolge der geringen Menge an ,,crude oil** wurde dieses ohne Destillation
direkt der Oxydation unterzogen. Es fielen 0,12 g ,,oxydiertes Ol an, welches
jedoch sehr unrein war und bei der Behandlung mit Nickelchlorid und Hydro-
xylamin-hydrochlorid kein ,,Nickelsalz‘ ergab.

4. Oxydativer Abbau der Ligninprédparate

Die Mengenverhiltnisse fiir den Abbau der Fraktionen ,,Holzriickstand‘
und ,,Athanollignin® von Holz und Rinde waren: 1 g Ligninpréparat, trocken;
2,5 g Natrium-m-nitrobenzolsulfonat, 60 ml 2 n Natronlauge. Das Gemisch
wurde jeweils 31, Stunden bei 165° C im Autoklaven behandelt. Das Vanillin

10 . Schmid und K. Schmid, Helv. Chim. Acta 36, 498 (1953).
11 D. D.van Slyke, J. Plazin und J.R. Weisiger, J. Biol. Chem. 191,
299 (1951).
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wurde aus dem neutralisierten Reaktionsgemisch mittels Atherextraktion
abgetrennt und als m-Nitrobenzhydrazon gefillt. Die Reinigung erfolgte
durch mehrmalige Spaltung dieser Verbindung mit HgClz und neuerliches:
Ausféllen?.

Sowohl das ,Nickelsalz*, als auch die Vanillin-m-nitrobenzhydrazone
wurden in ,,endlich” dicker Schicht auf Aluminiumplattchen gemessen. Zur
Herstellung der Plattchen wurde eine Athersuspension des ,,Nickelsalzes
bzw. eine Petroldthersuspension von Vanillin-m-nitrobenzhydrazon i oben
beschriebenen Ger#t® eingedampft. Die Korrektur der MeBwerte erfolgte
mit Hilfe von Selbstabsorptionskurven der beiden Verbindungen?'? 12,

12 K. Klein, Dissertation Univ. Wien (1956).
13 Q. Hofbauer, Dissertation Univ. Wien (1957).



