
~ber das Yerhalten 
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Von 
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Aus dem I. Chemisehen Institu~ der Universiti~t Wien 

(Eingegangen am 8. November 1957) 

Dutch Infusion yon Coniferin-(3-14C) bzw. Coniferin-(2-14C) 
in Fichten~stchen wurde naoh Sulfitierung und alk~lischer 
t tydrolyse bei (3-14C)-Markierlmg aktives Vanillin und weit- 
gehend inaktiver Aeetaldehyd erhalten, bei (2-14C)-~r 
inak~ives Vanillin mid aktiver Acetaldehyd. Damit ist be- 
wiesen, dai} die Zimtatkoholseitenket~e in  vivo zu der des 
konjugierten Aldehydes oxydiert wird, wodureh sie nach 
Sulfitierung such der ,,reversiblen Aldolspaltung" zug~nglich 
ist. Die beiden Spaltproduk~e Vanfllin und Acetaldehyd stammen 
aus demselben Phenylpropansystem (polymere Coniferyl- 
aldehyd-hydrosulfos~ure). 

Nachdem die Umwandlung  der Seitenkette des Coniferins unter  
biologischen Bedingungen in ~thanolysierbare Strukturelemente  (Guajaeyl- 
glycerin bzw. /5-Arylather 1) du tch  ~ thano lyse  yon  Coniferin-(3-14C)- 
f lnplantaten 2 bewiesen war, zogen wir als weiteres Ligninkri ter ium ~ die 
Spal tung der akt iven Ligninsulfos~ture zu Vanillin und  Aceta ldehyd 
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heran. Diese von uns gefundene Reaktion ~ seheint fiir Lignin bzw. 
Ligninsulfos/~ure spezifisch zu sein: ihr Reaktionsmechanismus ist abet 
weniger gekl~rt 5 als jener der Nthanolyse. Es diirfte sich um die t tydrolyse 
eines sulfitierten polymeren Coniferylaldehydsystems handeln ~. Freie 
Coniferylaldehydseitenketten konnten im Lignin nut  in geringen lV[engen 
festgestellt werden 5. Freudenberg G fand in neuester Zeit, dab in den 
,,Dimeren" der enzymatischen Dehydrierungslorodukte des Coniferyl- 
alkohols ein Aldehyd des Dehydro-diconiferylalkohols enthalten ist. 

In einer friiheren Arbeit haben wir die experimentelle Methodik der 
anaeroben alkalischen t tydrolyse anl~Blich einer Untersuehung yon 
B r a u n s  Nativlignin (Original) und Preudenbergschem DIIP 7 weiter aus- 
gebaut. Die Spal~ung der Sulfos~uren dieser Pr~lo~ra~e ergab V~nillin 
und Acetaldehyd und in sehr kleinen 1Kengen Ace~ovanillon und Form- 
aldehyd s. 

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Applikation yon 
Coniferin-(3-1~C) 9 (spez. Akt.: 1,4. 106dpm/mg) bzw. Coniferin-(2-14C)10 
(7,55-10~dpm/mg) in der Pflanze ein enzymatischer Polymerisations- 
vorgang eingeleitet, yon dem vermutet  wird, dab er einen der Dt tP-  
Bildung in vitro ~hnlichen Verlauf nimmt und zu Ligninbildung fiihrt. 
Zum Einbringen des aktiven Materials wurde diesmal die Aufsaug- 
methode n verwendet, weft hier keine schwere traumatische Verletzung 
des Holzgewebes eintritt bzw. keine lokalen Anh~ufungen des markierten 
Coniferins stattfinden kSnnen. Auf die Isolierung des Lignins dieser 
_~stchen (etwa als HC1-Lignin) wurde wegen der manehmal schlechten 
Sulfitierbarkeit der Salzs/~urelignine verzichtet. Das tIolz wurde nach 
entsprechender Extraktion rein gemahlen und direkt dem SulfitaufschluB 
(NailS03, H~S03) unterworfen. Nach Entfernen des Zellstoffes und 
SO~-Ubersehusses wurde die LSsung anaerob alkaliseh hydrolysiert, 
die fliichtige Aldehydkoml0onente in 2,4-Dinitrolohenylhydrazin-LSsung 
aufgefangen und der Niederschlag durch Umkristallisieren bis zu kon- 
stanter Aktivit~t gereinigt. Im alkalischen Riickstand wurde das Vanillin 
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bacher, Mh. Chem. 80, 622 (1949). 
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und S. Haggroth, Acta Chem. Scand. II, 86 (1949). 
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(1954); 33, 948 (1955); lgature 175, 688 (1955). 
l~Ionatshefte far Chemie. Bd. 89/1 7 



98 K. Kra tz l  und G. Hofbauer:  [Mh. Chem., Bd. 89 

mi t  m - N i t r o b e n z h y d r a z i d  gefi~llt und  nach  bewi~hrter Spa l tungsme thode  
mi t  ttgC19, und  Alka l i  1~ auf  kons t an t e  spezifische Akt iv i t i i t  geb rach t  
(m-Ni t robenzhydraz id  f~llt die an  sich sehr geringen ?r Aceto-  
vanil lon,  die in dem t I y d r o l y s e n r i i c k s t a n d  en tha l t en  sind, nicht) .  

Die Tabel le  1 g ib t  die Ergebnisse  der  g rav imet r i schen  B e s t i m m u n g  
dieser A l d e h y d e  wieder.  

T a b e l l e  1 

Bezeichnung der $-stchen ~ I X II ~- III  X IV X u 

Aktive Stelle am Coniferin 
Holzeinwaage, g . . . . . . . .  
Zellstoff, mg . . . . . . . . . . . .  
Acetaldehyd,  mg . . . . . . . .  

,, % der Holz- 
einwaage . . . . . . . . . . . . .  

Vanfllin, mg . . . . . . . . . . . .  
,, % der Holzein- 

waage . . . . . . . . . . . . . . . .  

2-146 

2,50 
920 

10,84 

0,43 
48,01 

1,92 

2.146 

2,25 
830 

9,76 

0,43 
43,24 

1,92 

3_14C 

2,10 
767 

9,03 

0,43 
39,67 

1,89 

3-14 C 

2,00 
718 

8,39 

0,42 
37,11 

1,86 

T a b e l l e  2 

3.14C 

1,36 
510 

5,74 

0,42 
24,52 

1,80 

Bezeichnung der -~stchen X I X II  i X l I I  ~- IV X V 

Aktive Stelle am Coniferin 
Inftmd. Aktivi t~t ,  10 e dpm 
dpm des Ext r . /mg I-tolz : 

Benzo]-Aceton . . . . . . . .  
J~thanol . . . . . . . . . . . . . .  
Wasser . . . . . . . . . . . . . . .  

dpm/mg Zellstoff . . . . . . . .  
,, Acetaldehyd . . . .  
,, Vanillin . . . . . . . .  

2_14C 

0,755 

],40 
0,57 
5fl9 

34,7 
909,2 

14,3 

2.14C 

0,755 

1,34 
0,58 
5,78 

28,4 
811,9 

6,8 

3.14C 

14,0 

13,74 
12,04 
61,15 

452,0 
124,2 

3960,0 

3.14 C 

14,0 

9,36 
4,75 

27,89 
325,7 

81,5 
4237,0 

3.14C 

5,6 

3,07 
2,29 

12,84 
71,7 
55,2 

801,0 

I n  Tabel le  2 is t  zun~chst  die A k t i v i t ~ t  des Coniferins in Zerf/~llen 
pro Minute  (---= Des in tegra t ionen  pro  Minute  = dpm) angegeben,  das  
den  ~ s t c h e n  bei  der  Infus ion  angebo ten  und  yon  ihnen p rak t i s ch  rest los  
aufgenommen wurde.  D a  die ~ s t c h e n  aber  erst  nach  En t fe rnen  der  
ebenfalls  ak t iv  gewordenen Nade]n  und  Mai t r iebe  wel ter  ve rwende t  
wurden,  s ind die angegebenen Zahlen n ich t  g le ichbedeutend  mi t  der  
A k t i v i t ~ t  des ver~rbe i te ten  t[olzes.  

Die Messung der  E x t r a k t e  zeigte, dab  nur  ein sehr geringffigiger Teil 
der  Aktivit /~t wieder ausgewaschen werden kann.  

Die Ak t iv i t~ t  des Zellstoffes dt irf te  yon  n ich t  aufgeschlossenen Lignin-  
r es ten  s t ammen,  d a  das  P r o d u k t  durchsehni t~l ich 1,5% OCH~ en~hielt. 

Die in der  Tabel le  2 fiir A c e t a l d e h y d  und  Vani l l in  angegebenen 
W e r t e  beziehen sich auf die berei ts  his zu kons t a n t e r  spezifischer Akt iv i tKt  

13 H .  S i l b e r n a g e l ,  Mh. Chem. 86, 256 (1955). 
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gereinigten Produkte. In der angefiigten fibersichtlichen Darstellung 
wird deutlich, dab die lokale Verteilung der Aktivit~t in den Spalt- 
produkten so vorliegt, wie sie nach dem vermuteten Reaktionsweg 
(Conifer in . . .  Coniferylalkohol . . .  Lignin mit polymerer Hydroconiferyl- 
aldehydsulfosaure- Seitenkette nach Sul f i t ie rung. . .  Vanfllin-Acetaldehyd) 
zu erwarten ist. 

Coniferin- (2-1a C) 

O]O_~-- \_C~=i~_C~OH 
\ ~ _ _ _ /  _ _ _  

; C H  3 ! 7'5 " 10'dpm/mg 

I 

~o ~ - - \  i CliO - - \ V / -  i- C~--C~0 

0CH 8 

I. Ast 14 
II. Ast 6 

909 
1811 

dpm/mg 

Coniferin- (3 J4 C) 

Joo  l 1,4.100 dpm/mg 

H O - - ~ - - - - C H O  

0CH3 
III. Ast 3960 124 
IV. Ast 4237 82 
V. Ast 801 55 

CHa--CttO 

dpm/mg 

Im Falle der Spaltung Coni/erin-(2-14C)-markierter ~stchen is~ nur 
der Acetaldehyd aktiv, w~hrend die am Vanfllin gemessenen Werte 
kaum yon Schwankungen des Blindwertes unterschieden werden k6nnen. 

Das bei der Spaltung Coniferin-(3-14C)-markierter Astchen anfallende 
Va~illin ist stark aktiv. Die beim Acetaldehyd (der hier inaktiv sein 
soil) verbleibende geringe Aktiviti~t ist vermu~lich auf Verunreinigungen 
zurfickzufiihren; es kann sich aber bei diesen nicht um Formaldehyd oder 

7t 
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ZuckerspMtprodukte ~a handeln,  die beide jedenfalls in~kt iv  sein miiBten. 
Die Reinigung des Aceta ldehyd-2,4-dini t rophenylhydrazons  ist bedeu tend  
schlechter durchf i ihrbar  als die des Vani l l in-m-ni t robenzhydrazons .  

Die ~Sgl ichkei t  yon  Umlagerungen  innerhalb  einer Ca-Seitenkette 
vom reversiblen Aldol typ bei der alkalischen Spal tung wurde dadurch  
ausgeschlossen, dab Coniferin-(3-I4C) mi t  P l~ t inmohr  zu Glneoconiferyt- 
aldehyd oxydiert  und  nach Alkal ibehandlung 14 die Radioakt iv i t~ t  der 
Spaltstiicke un te rsucht  wurde;  die Acetaldehydf~llung war inakt iv ,  
wi~hrend die Vani l l infrakt ion s~arke Aktiviti~t zeigte. 

An H a n d  der Ergebnisse k a n n  die ZusammengehSrigkei t  der bei 
anaerober  alkalischer I-Iydrolyse auf t re tenden Spal tprodukte  Vanfll in 
und  Acetaldehyd als bewiesen angesehen werden. 

Exper imente l l er  Teil  

1. ln]usion yon Coni]erin-(2-1~C). Die Substanz hatte 7,55. 10 ~ dpm]mg 
(=  Zerf~]]e pro Minute und  rag). 20 rag wurden in 10 ml Knopseher N~thr- 
16sung gelSst. Zehn zweij~hrige Fichten~stehen wurden unter  Wasser ab- 
gesehnitten und  in je 1 ral der obigen L6sung eingetaucht. Die Flfissigkeit 
wurde naeh Bedarf mehrmals mit  Knopseher N~hrl6sung erg~nzt. Nach 
24 Stdn. wurde des Aufsaugen beendet. Die nicht eingesaugten Reste zeigten 
praktisch keine Aktivit~t. Zur weiteren Verarbeitung wurden je 5 /~stchen 
zusammengefag~ : 

5 Nstehen (s 2 mg Coniferin-(2-1~C)) = 7,55. 10 ~ dpm J( I, 
5 ,, (,, 2 . . . .  ) = 7,55. 105 ,, 2[ II .  

2. In]usion yon Coni]erin-(3AaC). Diese Substanz hatte 1,4 �9 106 dpm/mg. 
Die Infusion erfolgte analog: 

5 _~stehen (~ 2 mg Coniferin-(3-14C)) = 1,4 �9 l0 T dpm N I I I ,  
5 ,, (,, 2 . . . .  ) = 1,4 �9 l0 T ,, ~_IV, 

2 ,, (,, 1 . . . .  ) t  = 5 , 6  .10~,, A V .  
1 ,, ( . 2  . . . .  ) l  

Die •stchengruppen ~ I b i s  X V wurden an der Luft getroeknet, die 
~adeln  abgestreift, Maitriebe entfernt und  die verbleibenden zweij~hrigen 
Astteile gespalten und  fiber P205 getrocknet. 

3. Die Extraktion. A I b i s  A V wurden je 6 Stdn. in einem Soxhlet-Apparat 
mit  Benzol-Aeeton (1:1),  Athanol mid Wasser extrahiert. Aliquote Teile 
des Extraktes wurden zur Messung der Radioaktivit/it vorbereitet, indem 
sie jeweils in ein kleines Stahlgef/~B pipettiert wurden, dessen ausweehselbarer 
Boden aus einem runden Aluminiumpl&ttehen bestand. Naeh Eindampfen 
des Extraktes wird die Aktivit/~t des Riiekstandes auf diesem Pl~ttehen mit  
I-Iflfe des Geigerz/~hlers gemessen. Die gez/ihlten Impulse pro Minute (ipm) 
warden in die effektiven Desintegrationen pro Minute (dpm) umgerechnet 1~. 

Tahelle 3 gibt die Aktivit/~t (in 10 z dpm) der gesamten Extraktmengen 
a n .  

la E. Adler, Svensk Papperstidn. 50, Nr. 11 B, 9 (1947). 
14 K.  Kratzl vmd I.  Keller, Mh. Chem. 88, 200 (1952). 
1~ Dissertation (7. He]bauer, Universit/i$ Wien (1957). 
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T a b e l l e  3 

Benzol -Ace ton-Ext rak t . . .  
~ thanolext rakt  . . . . . . . . . .  
Wasserextrakt . . . . . . . . . .  

I :{ II ~{ III :{ IV ~ V 

3,5 3,0 
1,4 1,3 

14,5 13,0 

28,8 
25,3 

128,4 

18,7 4,2 
9,5 3,1 

55,8 17,5 

4. Sul]itau]schlu/3. Die Astchen wurden getrocknet und gewogen. 
J~I  = 2,50g, ~ I I  = 2,25g, J~ I I I  ~ 2,10g, J ~ I V =  2,00g, ~ V =  1,36g. 
Sie wurden hierauf mit  einer Schlagkreuzmiihle rein gemahlen. Je  1 g 
wurde mit  100m] einer LSsung yon 1,4 g NaOH und 5 g SO 2 in 100ml 
Wasser in einem Bombenrohr eingeschlossen und am n~ichsten Tag in einem 
Luft thermostaten gedreht, der innerhalb von 5 Stdn. auf 130~ angeheizt 
wurde, b a c h  24 Stdn. wurde das Erhitzen beendet und vom ungel6sten 
Zellstoff abfiltriert. 

Die dpm/mg-Werte des Zellstoffes waxen bei ~ I 34,7, ~ I I  28,4, ~ I I I  
452,0, ~ I V  325,7, ~ V  71,7. 

Spaltung und Aldehydbestimmung. Das Fil t rat  des Zellstoffes wurde 
yore SO2-~bersehuB befreit, wie bereits beschrieben s bei 140 ~ C Badtempera- 
tur  unter reinem •2 mit  19,7~oiger IqaOH hydro]ysiert und der fliichtige 
Tell in 2,4-DinitrophenylhydrazinlSsung aufgefangen. Die Phenylhydrazone 
zeigten nach zweimaligem Umkrista]]isieren konstante Al~tivit~t. Das aus 
dem Hydrolysenriickstand gewonnene Vanillin (Tabelle 1) war - -  in Form 
seines m-Nitrobenzhydrazons - -  naeh zwei -b is  dreimaligem Spalten mad 
Ausf~illen konstant aktiv. Die Werte wurden in ,,endlicher" Schichtdieke 
gemessen 15 und naeh Aufnahme yon Selbstabsorptionskurven dutch Extra-  
polation gewonnen. Sie sind - -  auf Aldehyde umgereehnet - -  in Tabelle 2 
angegeben. 

Der  0s ter r .  Gesellschaft ffir Holzforschung sind wir ffir die Bereit-  

stel lung der Mit tel  zu grol~em D a n k  verpi l ichte t .  

Her rn  Prof.  J. Kisser (Hochschule fiir Bodenkul tur)  danken  wit  fiir 

die Diskussion botanischer  Fragen.  


