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Eine w~grige L6sung yon Coniferin (3-14C) wurde dutch 
Infusion an zweij/ihrige Fichten~Lste verabreicht.  Die Verteilung 
der Radioakt ivi t / i t  in Holz, Rinde, Seitentrieben mid den 
Ex t rak ten  wurde gemessen. Die aus diesen Ergebnissen erstGellte 
Bilanz lieB 90% der eingesetz~en Radioakt ivi t~t  erfassen. 

Rinde und Holz wurden getrennt  der Hibbertschen J~thano- 
lyse unterworfen. Aus den dabei anfallenden Ligninfrak~ionen 
wurden akt ive Reinsubstanzen (Vanillin und Vanilloylacetyl) ge- 
wonnen. Die molaren Aktivit/~ten dieser Verbindungen ergaben 
dutch Vergleieh mit  der molaren Aktivit/~t des Coniferins die 
,,Verd/illnungsgrade" ; diese lassen gfickschliisse fiber den Einbau 
des Coniferins in das Lignin zu. Die Ergebnisse zeigen, dab die 
Infusionsmethode den bio!ogischen Verh~Lltnissen eher gereeht~ 
wird als die Implanmtionsmethode.  

I n  fr t iheren Arbe i t en  wurde  der  Beweis erbrachg, dab  die verholzende  
F i ch t e  aus implan t ie r t em,  ak t i vem Coniferin einen lignini~hnlichen K S r p e r  
a u f b a u t  i, 2. Die angewandten  Ligninnaehweis reak t ionen  e rgaben  aller- 
dings nur  eine qua l i t a t ive  Ubere ins t immung  des gebi lde ten  r a d i o a k t i v e n  
Po]ymeren  mi t  dem natf i r l iehen Lignin.  Als Ursachen dieser ma nge lnde n  
Ubere ins t immung  wurden  v e r m u t e t :  

1 K .  Kratzl,  G. Billek, E.  Kle in  und K .  Buchtela, Mh. Chem. 88, 721 (1957). 
2 K .  JFreudenberg und F.  Bittner, Chem. Ber. 86, 155 (1953). 
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1. Die betrgehtliehe Gewebeverletzung bei der I m p l a n t a t i o n ;  die Sub- 
stanz wurde in  fester Form un te r  einen abgehobenen Rinden lappen  

gebracht.  
2. Die Anhgufung  yon  kristall isiertem Coniferin an der Implan ta t ions -  

stelle. 
Diese unphysiologischen Bedingungen diirf ten zu bevorzugter  Bi ldung 

nieht-nat i i r l ieher  Coniferinpolymerisate geffihrt haben.  U m  den genann-  
t en  Sehwierigkeiten zu entgehen, wurde in  dieser Arbeit  die yon  B r o w n  

und  N e i s h  a besehriebene Infus ionsmethode zur Appl ikat ion des Coni- 
ferins verwendet.  Diese 3/Iethode hat  zudem den Vorteil, dab die exakte  
Aufste]lung einer Akt ivi tgtsbi lanz m6glieh ist. 

A k t i v i t g t s b i l a n z  

Zweijghrige Fiehtengstehen wurden unter  Wasser abgesehni t ten u n d  
einzeln in Glasbeeher geste]lt, welche eine wgl3rige LSsung yon  Coniferin 
(3-14C) enthiel ten.  Nach 24 Stdn. war "bis auf  einen sehr geringen Rest  
alles aufgesaugt. Die Seitentriebe und  Nadeln  wurden daraufh in  ent fernt  
und  die t~inde der zweijghrigen Astteile vom Holz abgezogen. Dureh 
Ex t r ak t i on  mi t  Benzol-Aceton (1 : 1), Athanol  und  Wasser wurden - -  nebs t  

Tabelle 1 

d p m / m g  Gesamt -dpm % der  
infund.  Gesamtgewicht  der  Substanz der  Substanz Ak~ivitg~ 

Coniferin . . . . . . . . . . . . . .  25,0 mg 1 388 000 34 700 000 100,0 

Holz extrahiert . . . . . . . .  

Benzol-Aceton-Extrakt 
v o n  H o l z  . . . . . . . . . . . .  

~thanolextrakt  yon 
Holz . . . . . . . . . . . . . . . .  

Wasserextrakt yon Holz 

l%inde extrahiert . . . . . . .  

Benzol-Aceton-Extrakt 
ven Rinde . . . . . . . . . . .  

Nthanolextrakt yon 
t~inde . . . . . . . . . . . . . . .  

Wasserextrakt von 
Rinde . . . . . . . . . . . . . . . .  

Seitentriebe und Nadeln 

13826 mg 

236 mg 

193 nag 

223,5mg 

10 342 rng 

754 mg 

1539 mg 

1 643 mg 

160 000 mg 

628 

1150 

16 000 

19 100 

98 

83O 

445 

473 

74 

Summe : 

8 700 000 

270 000 

3 09O 000 

4 270 000 

1020 000 

625 000 

685 000 

775 000 

11 840 000 

31 275 000 

a S.  A .  Bro wn  und A . C .  Neish ,  Canad. J. Biochem. Physiol. 
(1954); 33, 948 (1955); Nature [London] 175, 688 (1955). 
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25,0 

0,8 

8,9 

12,3 

2,9 

1,8 

2,0 

2,2 

34,1 

90,0 

32, 170 

47 
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15slichen Holzstoffen - -  die Reste yon Coniferin bzw. dessen 15sliehe 
Umwandlungsprodukte entfernt. Das Autoradiogramm yon extrahier- 
tern Holz bzw. extrahierter t~inde ]~gt den Einbau des aktiven Lignin- 
progenitors erkennen : 

Abb. i .  Autorad~ogramm yon ex6rahier tem Itolz (links) and  extrah~erter t~tnde (rechts)  

Zur Erfassung der gesamten Radioaktivit~t muBten ttolz- und Rinden- 
teil, s~mtliche Extrakte sowie die Seitentriebe und Nadeln der Messung 
unterworfen werden. 

Die Tabelle zeigt die Aktivit~ten dieser Fraktionen im Vergleich zur 
eingesetzten Aktivit~t. 

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

Die Aktivit~tsbilanz weist ein Defizit yon nur 10% der eingesetzten 
Aktivit~t auf. Substanzverluste beim Aufarbeiten der Proben diirften 
zur Hauptsache daffir verantwortlich sein. Das angebotene radioaktive 
Coniferin wurde zu 25% in das Holz und zu 3% in die Rinde der zwei- 
j/~hrigen Astteile eingebaut. Die hohen Aktivit~ten der Extrakte weisen 
darauf hin, dab ein ziemlich groBer Tei] des Coniferins zun~tchst entweder 
als solehes oder in Form niedrigmo]ekularer Umwandlungsprodukte in der 
Pflanze deponiert wird. MSglieherweise war zur Jahreszeit der Infusion 
(Mitte Juli) die Verholzungsf~higkeit der Pflanze bereits zu gering, um 
in einer Versuehsdauer yon nur 24 Stdn. einen h5heren Anteil des ange- 
botenen Ligninprogenitors einzubauen. 

L i g n i n - K r i t e r i e n  

Extrahierte, getrocknete und gemahlene Proben yon Holz bzw. Rinde 
wurden nach Hibbert mit 3-proz. absol.-~thanol. Salzs/iure aufgeschlos- 
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sen 4, s. Dabei fielen folgende Ligninfraktionen an:  , ,Holzri ickstand" 
(unlSslich, hochpolymer),  , ,}:thanoltignin" (alkohollSslich, polymer),  

, ,Hibber t -Ol"  (PhenylpropankSrper  und  Vanillin). Um eine Aussage 
fiber den Einbau des markier ten Coniferins in die drei Frakt ionen maehen 
zu kSnnen, wurden diese zu definierten Verbindungen abgebaut :  Ans 
, , t tolzri ickstand" und , ,~th~nollignin" wurde nach Freudenberg, Lautsch 
und Engler 6, dutch  Oxydat ion  mit  Natr ium-m-ni t robenzolsulfonat  im 
Antoklaven Vanillin hergesteIlt; dieses konnte  als m-Ni t robenzhydrazon  
gef~l]t und als solehes der Akt ivi t~tsmessung unterzogen werdenL Da 
bei der Umwandlung  yon  Coniferin in Lignin keine Um]agerung der Seiten- 
ket te  stat tf indet  1, repri~sentiert das Carbonyl-C-Atom des Vanfllins das 
markierte (kernnahe) 3-14C-Atom des verabreichten Coniferins. 

Die wasserlSsliche Frakt ion  umfag t  die sogenannten Hibbert-Bausteine : 
I : ~-Athoxypropioguajacon,  I I  : Vanilloylaeetyl, I I I :  Guajacylaceton,  

IV : Vanillin. 
Durch Oxydat ion  des Gemisches mit  Eisen(III)-chlorid,  kann  der 

Hauptbestandtei l ,  ~-Athoxypropioguajacon (I), quant i ta t iv  in Vanilloyl- 
acetyl (II) fibergeffihrt werden 1. Dieses Diketon f~llt d~dureh in aus- 
reichender Menge an;  es eignet sieh in F o r m  des Nickelsalzes seines I)i- 
oxims zur Abt rennung und Aktivit~tsmessung. 

Die molaren Aktivi t~ten der gewonnenen Reinstoffe Vanillin bzw. 
Vanilloylacetyl ergeben im  Vergleieh zur molaren Aktivi t~t  des einge- 
setzten Coniferins die 

mol. Akt. vom Coniferin t 
, ,Verdfinnungsgrade" = tool. Akt.  yore Reinstoff] 

Tabelle 2 

Spezifische Aktivit~t Molare Aktivit~tt 
dpm/mg ~ C/m ~o l  

Vanillin (als m-Nitrobenzhydrazon) 
aus ,,Holzriickstand" yon H o l z . . .  
aus ,,J~thanollignin" von ttolz . . . .  

Vanilloylacetyl {als Ni-Salz des Di- 
oxims) aus ,,Hibbert-O1 von Holz 

Vanitlin (als m-Nitrobenzhydrazon) 
aus ,,Holzriickstand" von l~inde.. 
aus ,,~_thanollignin" yon R inde . . .  

Vanilloylacetyl (als Ni-Salz des Di- 
oxims) aus ,,Hibbert- 01" yon Rinde 

1 087 
1 060 

2000 

638 
526 

0,1542 
0,1504 

0,1748 

0,0905 
0,0746 

nicht erhalten 

4 A.  B. Cramer, M . J .  Hunter und H. Hibbert, J. Amer. Chem. Soc. bl, 
509 (1939). 

5 K.  Kratzl und W. Schweer8, Mh. Chem. 85, 1046 (1954). 
K.  Freudenberg, W. Lautseh und K. Engler, Chem. Ber. 73, 167 (1940). 
H. Silbernagel, Mh. Chem. 80, 256 (1955). 

47* 
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Tabelle 2 gibt ffir die versehiedenen Fraktionen die sp~zifisehen und 
molaren Aktivit/~ten der zugehSrigen Vanillin-m-nitrobenzhydrazone bzw. 
der Ni-Salze yon Vanilloylaeetyl an. Es handelt sich um MeBwerte v0n 
Verbindungen, die bis zur Konstanz der spezifischen Aktivit~t gereinigt 
worden waren (Mitte]werte aus 4--6 Messungen). 

'Mit Hilfe der molaren Aktivit~tt des Coniferins ( =  213,83 ~z C/m Mol) 
errechnen sich folgende Verdiinnungsgrade: 

Tabelle 3 

Coniferin (3-14C) 

]Infusion 

Fichtenholz 

// \\ 
/ \ 

/ /  
J 

Holz 

i J~thanolyse 
i 

\ 
\ 

Xa 
l:tinde 

I 
J~thanolyse 

,,Holz- ,,~_thanol- ,,Hibbert- ,,Holz- ,,~thanol- ,,Hibbert- 
rfickstand" lignin" 01" riickstand" lignin" 01" 

Vanillin Vanillin Vanilloyl- Vanillin Vanillin Vanilloyl- 
aeetyl aeetyl 

;1386 ] 1~142~ [1223 ] ~ ~ 6 ~  nichV .- erhalten 

Es zeigt sich, dab die ,,Verdiinnungsgrade" des Coniferins fiir alle 
drei Ligninfraktionen des Holzes praktisch gleich groB sind. Die Ver- 
hi~ltnisse beim Rindenlignin sind ~hnlich, allerdings konnte kein Vanilloyl- 
aeetyl erhalten werden. Die Verdiinnung ist hier ungef~hr doppelt so 
grog wie beim Holz. 

Zusammenfassend kann ausgesagt werden: 
Der Fiehte (Mitre Jnli) dureh I n f u s i o n  zugefiihrtes Coniferin wird 

innerhalb yon 24 Stdn. zu etwa einem Drittel in das Lignin der zweij~h- 
rigen Astteile eingebaut. Je ein weiteres Drittel des Coniferins bzw. seiner 
Umwandlungsprodukte liegt in den Extrakten und in den Seitentrieben 
saint Nadeln vor. Als wesentliehstes Ergebnis ist zu vermerken, dag die 
,,Verd/innung" des markierten Coniferins in allen Ligninfraktionen prak- 
tisch gleieh ist. Das heigt, der Progenitor ergibt einen polymeren K6rper, 
welcher in qua]itativer und quantitativer Hinsieht dureh die angewandten 



H. 6/1958] l~ber das Verhalten yon markier tem Coniferin 713 

Nachweis reak t ionen  p rak t i sch  n ich t  vom natf i r l ichen Lignin zu unter -  
scheiden ist. 

Dies s teh t  im Gegensatz zu den  Ergebnissen  ffir i m p l a n t i e r t e s  
Conifer inl  : Der Progeni tor  wurde  bei  dieser Methode  nur  in sehr ger ingem 
AusmaB in die / i thanolys ierbare  Se i t enke t t ens t ruk tu r  e ingebaut ,  wohin- 
gegen er in e twa 7fach st/~rkerem AusmaB in der  unlSslichen F r a k t i o n  
( , ,Holzrf ickstand")  aufschien. Dies berech t ig t  zu dem SchluB, dab  der  
Coniferin-,,StoB" bei  der  I m p l a n t a t i o n  zumindes t  teilweise zu Polymer i -  
sa t ionen ffihrte, die b e i  der  normalen  Verholzung n icht  s ta t t f inden.  

I n  diesem Zusammenhang  sei auf  das  Freudenbergsche Taueht r ieb-  
ver fahren  hingewiesen s, we]ches eine Verabre ichung ak t ive r  Subs tanzen  
fiber ]~ngere Zei t r~ume zul~Bt und  Gewebever le tzungen sowie Anh/~ufun- 
gen ~kt iver  Snbs tanz  wei tgehend vermeiden  lg~t.  Diese Appl ika t i0ns-  
me thode  k o m m t  daher  den natf i r l iehen Bedingungen  sicher am n~tchsten. 
Die quan t i t a t i ve  Bearbe i tung  ist  m i t  Hilfe der  Infus ion  al lerdings ]eiehter 
durchzuffihren.  

Wir  danken  der  0s ter re iehischen Gesel lschaf t  ffir I to lzforsehung ffir 
d ie  grogzfigige Hilfe, die sie dieser Arbe i t  angedeihen liei]. 

Experimenteller Teil 

1. I n f u s i o n  v o n  C o n i f e r i n  (3-14C) 

13 mg Coniferin (spez. Akt iv i t~ t  1 388 000 dpm/mg) wurden in 13 ml 
Knopscher N~ihrl6sung aufgel6st. 13 zweij~hrige Fichten/~stchen wurden 
unter  Wasser abgeschnit ten und einzeln in kleine Glasbecher gestellt, die je 1 ml 
der Coniferinl6sung enthielten. Der Fliissigkeitss~and wurde durch Zugabe 
reiner Knop-LSsung ungefiihr konstant  gehalten, nach 24 Stdn. wurde das 
Aufsaugen unterbrochen. Die in den Bechern zuriickgebliebene Aktivit/~t 
betrug~ nur 1 Promille der eingesetzten Gesamtaktivi t~t .  Die Seitentriebe 
und Nadeln wurden entfernt und die J~ste der L~nge nach  halbier t ;  die t~inde 
wurde~ noch in feuchtem Zustande yore t tolz  abgezogen. 

2. E x t r a k t i o n ,  A k t i v i t ~ t s m e s s u n g  

Die EntharzLmg von Rinde und Holz erfolgte getrennt,  durch jeweils 
8stdg. Ext rak t ion  mit  Benzol-Aceton (1:1), Nthanol und Wasser. Zur Mes- 
sung der t~adioaktivit~t der Ext rak te  wurden aliquote Anteile in dem yon 
Calvin 9 angegebenen Ger/~t auf  Aluminiumpl/i t tchen eingedampft,  Gewicht 
und Ak~ivit~tt der Trockenriickst~inde wurden best immt.  Zur Messung diente 
ein Geiger-Ger~t mit  Endfenster-Z~hlrohr. Die Selbstabsorption der Trocken- 
riickst~tnde wurde durch Aufnahme von Absorptionskurven best immt.  

s K. Freudenberg,_ H. Reznilc, W. Fuchs und M. Reichert, Naturwiss. 42, 
29 (1955). 

9 M. Calvin, Isotopic Carbon, New York 1949, S. 118. 
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Die Messung dcr ~adioaktiviti~ten yon Holz und Rinde (beides extrahiert) 
sowie yon Seitentrieben und Nadeln erfolgte durch nasse Oxydation der fein- 
gemahlenen und getrockneten Proben nach Schmid  und van Slylce und Messung 
des anfallenden Bariumcarbonats in ,,unendlich" dicker Schicht, 1~ ~ 

3. ~ _ t h a n o l y s e  4 

a) Holz:  13,51 g Holzpulver, hergestellt aus extrahiertem, getrocknetem 
Itolz, wurden im CO2-Strom mit 90 ml 3-proz. absol.-~thanol. HC1 48 Stdn. 
unter ]~iihren unter Rfickflu[~ gekocht. Nach Erkalten wurde filtriert und mit 
125ml ahsol. ~ thanol  gewaschen. Es hinterblieb der ,,Hotzrfickstalad", 
Trockengewicht 7,18 g. Das auf 60 ml eingeengte Fil trat  wurde mit  500 ml 
Wasser versetzt, das dabei ausgefallene , ,~thanollignin" wurde abfiltriert, 
in 60 ml J(thanol gelSst und wieder mit 500 ml Wasser gef~llt. Trockengewicht 
des , ,~thanollignins":  0,85 g. Die vereinigten, w~i~rigen Filtrate wurden 
48 Stdn. mit  J~ther extrahiert. Als Riickstand der J~therl6sung fielen beim 
Eindampfen 0,97 g gelbbraunes 01 (,,crude oil") an. Die w~l~rige Phase ergab 
als Trockenriickstand 3,61 g eines graubraunen Pulvers (nicht-radioaktive 
Kohlehydratabbauprodukte).  Das ,,crude oil" wurde bei 10 -3 Torr und 120 
his 140~ im Kugelrohr destilliert, das Destillat bestand aus 0,64 g gelbem 
()1 (,,distillable oil"). 

Oxydation : Das ,,distillable oil" wurde in 50 ml ~thanol  gel6st, mit  0,48 g 
FeC13 �9 6 H20 versetzt und 4 Stdn. unter RiickfluI3 gekocht. Nach Beendigung 
wurden 150 ml Wasser und etwa 15 ml konz. Ammoniak zugesctzt; die Eisen- 
hydroxydniederschliige wurden heiB abfiltriert. Das auf pH 1 eingestellte 
Fil trat  wurde 24 Stdn. mit  J(ther extrahiert; nach Abdampfen des J~thers 
fielen 0,37 g ,,oxydiertes (}1" an. 

Fiillung des Vanilloylacetyls: 0,37 g ,,oxydiertes O1" wurden in 75 ml 
acetatgepuffertem Wasser gelSst, die L6sung mit  0,30 g NiClu �9 6 H20 und 
0,30 g NI-I2OH �9 HC1 versetzt und 4 Tage bei 95--100 ~ C belassen. Das ent- 
standene Ni-Salz des Vanilloylacetyldioxims muBte zwecks Reinigung wieder 
gespalten werden (24stdg. Behandlung mit  45 ml 12 n I-I2SO4 bei 30 ~ C). l~ach 
Abtrennung geringer Riickst~nde wurde das saure Fil trat  mit  ~_ther extra- 
hiert und das gereinigte Vanilloylacetyl, wie beschrieben, als ,,Nickelsalz" 
gefiillt. 

b) R inde :  Die Aufarbeitung erfolgte analog; 10,02g Rinde ergaben: 
4,35 g ,,Holzriickstand", 1,77 g , ,~thanollignin", 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 01" an, welches 
jedoch sehr unrein war und bei der Behandlung mit  Nickelchlorid und ttydro- 
xylamin-hydroehlorid kein ,,Nickelsalz" ergab. 

4. O x y d a t i v e r  A b b a u  de r  L i g n i n p r ~ p a r a t e  

Die Mengenverh~ltnisse fiir den Abbau der Frak~ionen ,,Holzriickstand" 
und , ,~thanollignin" von Holz und Rinde waren: 1 g Ligninpr~parat, trocken; 
2,5 g Natrium-m-nitrobenzolsulfonat, 60 ml 2 n Natronlauge. Das Gemisch 
wurde jeweils 31/2 Stunden bei 165 ~ C im Autoklaven behandelt. Das Vanillin 

lo H.  Schmid  und K ,  Schmid,  Helv. Chim. Acta 36, 498 (1953). 
n D. D. van Slyke,  J .  P l a z i n  und J . R .  Weisiger, J .  Biol. Chem. 191, 

299 (1951). 
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wurde aus dem neutralisierten Reaktionsgemisch mittels _~therextraktion 
abgetrennt und als m-Nitrobenzhydrazon gef/~llt. Die Reinigung erfolgte 
dureh mehrmalige Spaltung dieser Verbindung mit HgC12 und neuerliches, 
Ausf~llen 7. 

Sowohl das ,,Nickelsalz", als aueh die Vanillin-m-nitrobenzhydrazone 
wurden in ,,endtieh" dicker Schicht auf Aluminiumpl/itt, ehen gemessen. Zur 
t-Ierstellung der Pl~ttchen wurdc eine ~thersusloension des ,,Niekelsalzes" 
bzw. eine PetroI~thersuspension yon Vanitlin-m-nitrobenzhydrazon im oben 
beschriebenen Ger~t 9 eingedampft. Die Korrektur der MeBwcrte erfolgte 
mit  Hilfe yon Selbstabsorptionskurven der beiden Verbindungen 12, t~ 

12 E.  K le in ,  Dissertation Univ. Wien (1956}. 
1~ G. Ho]bauer, Dissertation Univ. Wien (1957). 


