Uber das Verhalten
von markiertem Coniferin in der verholzenden Pflanze

II. Mitteilung: Die Vanillin-Acetaldehydspaltung der aktiven
Ligninsulfosduren

Von
K. Kratzl und G. Hofbhauer

Aus dem I. Chemischen Institut der Universitit Wien

(Eingegangen am §. November 1957)

Durch Infusion von Coniferin-(3-14C) bzw. Coniferin-(2-14C)
in Fichtendstchen wurde nach Sulfitierung und alkalischer
Hydrolyse bei (3-4C)-Markierung aktives Vanillin und weit-
gehend inaktiver Acetaldehyd erhalten, bei (2-12C)-Markierung
inaktives Vanillin und aktiver Acetaldehyd. Damit ist be-
wiesen, daB die Zimtalkoholseitenkette 4w wivo zu der des
konjugierten Aldehydes oxydiert wird, wodurch sie nach
Sulfitierung auch der ,reversiblen Aldolspaltung® zuginglich
ist. Die beiden Spaltprodukte Vanillin und Acetaldehyd stammen
aus demselben Phenylpropansystem (polymere ' Coniferyl-
aldehyd-hydrosulfosdure).

Nachdem die Umwandlung der Seitenkette des Coniferins unter
biologischen Bedingungen in &thanolysierbare Strukturelemente (Guajacyl-
glycerin bzw. p-Arylither!) durch Athanolyse von Coniferin-(3-14C)-
implantaten? bewiesen war, zogen wir als weiteres Ligninkriterium?® die
Spaltung der aktiven Ligninsulfosiure zu Vanillin und Acetaldehyd
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heran. Diese von uns gefundene Reaktion* scheint fiir Lignin bzw.
Ligninsulfosdure spezifisch zu sein: ihr Reaktionsmechanismus ist aber
weniger geklirts als jener der Athanolyse. Es diirfte sich um die Hydrolyse
eines sulfitierten polymeren Coniferylaldehydsystems handeln® Freie
Coniferylaldehydseitenketten konnten im Lignin nur in geringen Mengen
festgestellt werden®. Freudenberg® fand in neuester Zeit, daf in den
,Dimeren der enzymatischen Dehydrierungsprodukte des Coniferyl-
alkohols ein Aldehyd des Dehydro-diconiferylalkohols enthalten ist.

In einer fritheren Arbeit haben wir die experimentelle Methodik der
anaeroben alkalischen Hydrolyse anliflich einer Untersuchung von
Brauns Nativlignin (Original) und Freudenbergschem DHP? weiter aus-
gebaut. Die Spaltung der Sulfosfiuren dieser Préparate ergab Vanillin
und Acetaldehyd und in sehr kleinen Mengen Acetovanillon und Form-
aldehyds®.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Applikation von
Coniferin-(3-14C)° (spez. Akt.: 1,4 108 dpm/mg) bzw. Coniferin-{2-14C)10
(7,65 - 10*dpm/mg) in der Pflanze ein enzymatischer Polymerisations-
vorgang eingeleitet, von dem vermutet wird, daf er einen der DHP-
Bildung in vitro #hnlichen Verlauf nimmt und zu Ligninbildung fiihrt.
Zum FKinbringen des aktiven Materials wurde diesmal die Aufsaug-
methode! verwendet, weil hier keine schwere traumatische Verletzung
des Holzgewebes eintritt bzw. keine lokalen Anhdufungen des markierten
Coniferins stattfinden konnen. Auf die Isolierung des Lignins dieser
Astchen (etwa als HCl-Lignin) wurde wegen der manchmal schlechten
Sulfitierbarkeit der Salzgdurelignine verzichtet. Das Holz wurde nach
entsprechender Extraktion fein gemahlen und direkt dem SulfitaufschluB
(NaHSO,;, H,S80,) unterworfen. Nach Entfernen des Zellstoffes und
S0,-Uberschusses wurde die Lisung anaerob alkalisch hydrolysiert,
die fliichtige Aldehydkomponente in 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Losung
aufgefangen und der Niederschlag durch Umkristallisieren bis zu kon-
stanter Aktivitét gereinigt. Im alkalischen Riickstand wurde das Vanillin
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mit m-Nitrobenzhydrazid gefallt und nach bewihrter Spaltungsmethode
mit HgCl, und Alkali’* auf konstante spezifische Aktivitit gebracht
(m-Nitrobenzhydrazid fillt die an sich sehr geringen Mengen Aceto-
vanillon, die in dem Hydrolysenriickstand enthalten sind, nicht).

Die Tabelle 1 gibt die Ergebnisse der gravimetrischen Bestimmung
dieser Aldehyde wieder.

Tabelle 1
Bezeichnung der Astchen A1 A11 A 111 A1V ‘ Av
Aktive Stelle am Coniferin 2140 2-14C 3-14C 3-14C 3-14C
Holzeinwaage, g ........ 2,50 2,25 2,10 2,00 1,36
Zellstoff, mg............ 920 830 767 718 510
Acetaldehyd, mg........ 10,84 9,76 9,03 8,39 | 5,74
v 9, der Holz- ‘
eINwaage .. ........... 0,43 0,43 0,43 0,42 | 0,42
Vanillin, mg............ 48,01 43,24 39,67 37,11 24,52
. % der Holzein-
WABZE . v v i 1,92 1,92 1,89 1,86 1,80
Tabelle 2
Bezeichnung der Astchen X1 AT1L ; A 111 A1V Av
Aktive Stelle am Coniferin 2-14C 2-14C 3-14C 3-14C 3-14C
Infund. Aktivitét, 108 dpm 0,755 0,755 14,0 14,0 5,6
dpm des Extr./mg Holz:
Benzol-Aceton ........ 1,40 1,34 13,74 9,36 3,07
Athanol .............. 0,57 0,58 12,04 4,75 2,29
Wasser . .oveevnnen... 5,79 5,78 61,15 27,89 12,84
dpm/mg Zellstoff........ 34,7 28,4 452,0 325,7 71,7
. Acetaldehyd .... | 909,2 811,9 124,2 81,5 55,2
. Vanillin ........ 14,3 6,8 3960,0 | 4237,0 801,0

In Tabelle 2 ist zunichst die Aktivitdt des Conifering in Zerfillen
pro Minute (= Desintegrationen pro Minute — dpm) angegeben, das
den Astchen bei der Infusion angeboten und von ihnen praktisch restlos
aufgenommen wurde. Da die Astchen aber erst nach Entfernen der
ebenfalls aktiv gewordenen Nadeln und Maitriebe weiter verwendet
wurden, sind die angegebenen Zahlen nicht gleichbedeutend mit der
Aktivitdt des verarbeiteten Holzes.

Die Messung der Extrakte zeigte, daBl nur ein sehr geringfiigiger Teil
der Aktivitdt wieder ausgewaschen werden kann.

Die Aktivitdt des Zellstoffes diirfte von nicht aufgeschlossenen Lignin-
resten stammen, da das Produkt durchschnittlich 1,5%, OCH, enthielt.

Die in der Tabelle 2 fiir Acetaldehyd und Vanillin angegebenen
Werte bezichen sich auf die bereits bis zu konstanter spezifischer Aktivitit

12 H. Silbernagel, Mh. Chem. 86, 256 (1955).
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gereinigten Produkte. In der angefiigten tibersichtlichen Darstellung
wird deutlich, daB die lokale Verteilung der Aktivitit in den Spalt-
produkten so vorliegt, wie sie nach dem vermuteten Reaktionsweg
(Coniferin . . . Coniferylalkohol . . . Lignin mit polymerer Hydroconiferyl-
aldehydsulfosdure-Seitenkette nach Sulfitierung . . . Vanillin- Acetaldehyd)
zu erwarten ist.

Coniferin-(2-14C)

@o—_ N CH= CH]—-—CHon

OCH, 7,5 10t dpm/mg
|
i
HO— X—CHO ]CHs—CHO '
N } 1 ‘i
OCH, ‘ }
L Ast | | 909 |
I Ast | 6 | 811 ’
i
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Coniferin-(3-14 C)
*
GIO_/ >-CH*;CH-—CH20H
OCH, lf* losdpm/mg‘

l

7N _crol | om_ [
HO—( _)--CHO, | CH, CI—IO!
|

|

OCH,
TIL. Ast ° 3960 124
IV. Ast | 4237 82

V. Ast ‘ 801 ‘ 55

dpm/mg

Im Falle der Spaltung Coniferin-(2-14C)-markierter Astchen ist nur
der Acetaldehyd aktiv, wihrend die am Vanillin gemessenen Werte
kaum von Schwankungen des Blindwertes unterschieden werden kénnen.

Das bei der Spaltung Coniferin-(3-14C)-markierter Astchen anfallende
Vanillin ist stark aktiv. Die beim Acetaldehyd (der hier inaktiv sein
soll) verbleibende geringe Aktivitit ist vermutlich auf Verunreinigungen
zuriickzufithren ; es kann sich aber bei diesen nicht um Formaldehyd oder

id
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Zuckerspaltprodukte!® handeln, die beide jedenfalls inaktiv sein muBten.
Die Reinigung des Acetaldehyd-2,4-dinitrophenylhydrazons ist bedeutend
schlechter .durchfithrbar als die des Vanillin-m-nitrobenzhydrazons.

Die Moglichkeit von Umlagerungen innerhalb einer Cg-Seitenkette
vom reversiblen Aldoltyp bei der alkalischen Spaltung wurde dadurch
ausgeschlossen, dafl Coniferin-(3-*4C) mit Platinmohr zu Glucoconiferyl-
aldehyd oxydiert und nach Alkalibehandlungt die Radioaktivitét der
Spaltstiicke untersucht wurde; die Acetaldehydfdllung war inaktiv,
wihrend die Vanillinfraktion starke Aktivitit zeigte.

An Hand der Ergebnisse kann die Zusammengehorigkeit der bei
anaerober alkalischer Hydrolyse auftretenden Spaltprodukte Vanillin
und Acetaldehyd als bewiesen angesehen werden.

Experimenteller Teil

1. Infusion von Coniferin-(2-1%C). Die Substanz hatte 7,55 - 10* dpm/mg
(= Zerfalle pro Minute und mg). 20 mg wurden in 10 ml Knopscher Néhr-
losung geldst. Zehn zweijdhrige Fichtendstchen wurden unter Wasser ab-
geschnitten und in je 1 ml der obigen Losung eingetaucht. Die Fliissigkeit
wurde nach Bedarf mehrmals mit Knopscher Nahrlosung ergénzt. Nach
24 Stdn. wurde das Aufsaugen beendet. Die nicht eingesaugten Reste zeigten
praktisch keine Aktivitat. Zur weiteren Verarbeitung wurden je 5 Astchen
zusammengefat:

5 Astchen (& 2 mg Coniferin-(2-4C)) = 7,65 105 dpm A I,

5 3 (n 2 ’ 13 ) = 7,55 - 108 » AII

2. Infusion von Coniferin-(3-4C). Diese Substanz hatte 1,4 - 10% dpm/mg.
Die Infusion erfolgte analog:

5 Astchen (4 2 mg Coniferin-(3-14C)) = 1,4 - 107 dpm A ITI,
5 14 (53 2 2 2] ) = 1,4: - 107 ) A_IV,
)

2 (, 1 .
2 bk 3 3 1 — 5,6 . 106 . A A
1 . 62, N ) v

Die Astchengruppen A I bis A V wurden an der Luft getrocknet, die
Nadeln abgestreift, Maitriebe entfernt und die verbleibenden zweijéhrigen
Astteile gespalten und tber P,0, getrocknet.

—

3. Die Extraktion. A I bis A V wurden je 6 Stdn. in einem Soxhlet-Apparat
mit Benzol-Aceton (1:1), Athanol und Wasser extrahiert. Aliquote Teile
des Extraktes wurden zur Messung der Radioaktivitét vorbereitet, indem
sie jeweils in ein kleines Stahlgefif} pipettiert wurden, dessen auswechselbarer
Boden aus einem runden Aluminiumplittchen bestand. Nach Eindampfen
des Extraktes wird die Aktivitdt des Riickstandes auf diesem Plattchen mit
Hilfe des Geigerzihlers gemessen. Die gezdhlten Impulse pro Minute (ipm)
wurden in die effektiven Desintegrationen pro Minute (dpm) umgerechnet?s.

Tabelle 3 gibt die Aktivitdt (in 10° dpm) der gesamten Extraktmengen
an.

18 F. Adler, Svensk Papperstidn. 50, Nr. 11 B, 9 (1947).
1 K, Kratzl und I. Keller, Mh. Chem. 83, 200 (1952).
15 Dissertation @. Hofbauer, Universitdt Wien (1957).
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Tabelle 3
i1 ‘ in Amr ‘ A1v AV
‘ 3 ‘
Benzol-Aceton-Extrakt . .. 3,5 3,0 28,8 . 18,7 4,2
Athanolextrakt.......... 1,4 1,3 25,3 9,5 3,1
‘Wasserextrakt ......... 14,5 13,0 ° 1284 ' 55,8 17,5

4. Sulfitaujschiuff. Die Astchen wurden getrocknet und gewogen.
AT=250g, AIl=225g, ATl =210g, AIV=200g AV =136g.
Sie wurden hierauf mit einer Schlagkreuzmiihle fein gemahlen. Je 1g
wurde mit 100 ml einer Lésung von 1,4 g NaOH und 5g SO, in 100 ml
Wasser in einem Bombenrohr eingeschlossen und am néchsten Tag in einem
Luftthermostaten gedreht, der innerhalb von 5 Stdn. auf 130° C angeheizt
wurde. Nach 24 Stdn. wurde das FErhitzen beendet und vom ungeldsten
Zellstoff abfiltriert.

Die dpm/mg-Werte des Zellstoffes waren bei AT 34,7, A IT 28,4, A IIT
452,0, AIV 3257, AV 71,7.

Spaltung und Aldehydbestimmung. Das TFiltrat des Zellstoffes wurde
vom 80,-UberschuB befreit, wie bereits beschrieben® bei 140° C Badtempera-
tur unter reinem N, mit 19,7%iger NaOH hydrolysiert und der fliichtige
Teil in 2,4-Dinitrophenylhydrazinlésung aufgefangen. Die Phenylhydrazone
zeigten nach zweimaligem Umkristallisieren konstante Aktivitét. Das aus
dem Hydrolysenriickstand gewonnene Vanillin (Tabelle 1) war — in Form
seines m-Nitrobenzhydrazons — mnach zwei- bis dreimaligem Spalten und
Ausfillen konstant aktiv. Die Werte wurden in ,,endlicher* Schichtdicke
gemessen!® und nach Aufnahme von Selbstabsorptionskurven durch Extra-
polation gewonnen. Sie sind — auf Aldehyde umgerechnet — in Tabelle 2
angegeben.

Der Osterr. Gesellschaft fiir Holzforschung sind wir fiir die Bereit-
stellung der Mittel zu groBem Dank verpflichtet.

Herrn Prof. J. Kisser (Hochschule fir Bodenkultur) danken wir fir
die Diskussion botanischer Fragen.



