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N-Salicyloyl-Asparaginsiure:
Eine neue phenolische Verbindung aus Reben
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N-Salicyloyl-aspartic acid: a new phenolic compound in grapevines

Summary: A new phenolic compound was detected in wild vines (Vitis riparia and V.
rupestris) and some of their cross-breeding hybrids and identified as N-salicyloyl-aspartic acid. It
shows no effects on Botrytis, but causes a slight inhibition of Plasmopara growth. The substance
has never been found in nature hitherto.
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Einleitung

Phenolische Verbindungen sind von einer gewissen Bedeutung fur die geschmack-
liche Beurteilung von Mosten und Weinen. Besonders fir die Auspridgung der Rot-
weinfdrbung spielen sie, sowohl als Vorlaufer wie auch als Grundkoérper von Farbstof-
fen, eine entscheidende Rolle. Wie in einer fritheren Arbeit von RaPP und ZIEGLER
(1973) mitgeteilt wurde, zeigen sich bei den einzelnen Rebsorten Unterschiede im Phe-
nolmuster, was zur analytischen Sortendifferenzierung beitragen kann. Im Rahmen
jener Untersuchungen fanden sich in Blittern und Beeren von Wildreben (Vitis ripa-
ria, V. rupestris) und auch in deren Kreuzungsnachkommen (z.B. Sbl. 5-24-20, Oberlin
595) in der Phenolcarbonsédurenfraktion zwei unbekannte Komponenten, die in den
bisher untersuchten Européerreben nicht nachgewiesen werden konnten.

Diese Verbindungen zeichnen sich dadurch aus, dal} sie nach Bespriihen mit dia-
zotiertem p-Nitranilin durch ihre kirschrote Farbe hervortreten, wahrend die anderen
Phenole meist braune, gelbe, grine und violette Tonungen zeigen. Lediglich p-Hydro-
xybenzoes#ure wird noch zu einer violettroten Verbindung diazotiert.

Da Phenole nicht nur als Farb- und Geschmacksstoffe von Bedeutung sind, son-
dern auch mit Resistenzeigenschaften in Verbindung gebracht werden, war es von
Interesse, die unbekannten Substanzen zu isolieren, ihre Struktur aufzukldren und die
chemischen bzw. biologischen Eigenschaften kennenzulernen.

Material und Methoden

Aufarbeitung

Blatter der Wildrebenart V. riparia werden portionsweise in einem Gemisch von
80 % Methanol und 20 % Wasser mit einem Ultraturrax zerkleinert und zentrifugiert,
die iiberstehende Losung wird im Rotationsverdampfer bei 40 °C Wassertemperatur
eingeengt. Den Extrakt gibt man zur weiteren Reinigung und Anreicherung der unbe-
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kannten Substanzen auf Polyamidsdulen (Polyamid SC-6, Macherey und Nagel). Nach
Vorwaschen mit Methanol werden die Sdulen mit den jeweiligen FlieBmitteln equili-
briert und die Proben aufgetrennt mit den FlieBmitteln der Zusammensetzung Cyclo-
hexan : Essigsdureethylester : Ethanol (60 : 30 : 4, .. ., 20 : 50 : 30).

Die Kontrolle der im Rotationsverdampfer eingeengten Fraktion erfolgte durch
zweidimensionale DC auf Mikro-Polyamidfolien F 1700, Schleicher und Schiill (Abb. 1)
mit den FlieBmitteln (F 1) Pentanon-2 : n-Butylformiat : Ameisenséure (4 : 15 : 1) und
(F 2) Pentanon-2 : Ameisensdure : Wasser (2 : 12 : 6).

Diese Solventien werden auch zur weiteren sdulenchromatographischen Abtren-
nung der unbekannten Substanzen verwendet. Fir die HPLC-Endreinigung werden
Lichrospher C-8- und Si-60-Sdulen von Merck benutzt.
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Abb. 1: Chromatogramm der Phenolcarbonsédurenfraktion auf DC-Mikro-Polyamidfolien F 1700

7,5 x 7,5 (Schleicher und Schiill); die schraffierten Spots A, B, C sind die nach Bespriihen mit di-

azotiertem p-Nitranilin rot gefirbten Verbindungen. — 1 = Gallussiure, 2 = Protocatechusiure,

3 = Kaffeesdure, 4 = p-Cumarséure, 5 = Gentisinséure, 6 = p-Hydroxibenzoeséure, 7 = Ferula-
sédure, 8 = Vanillinsdure, 9 = Syringaséure, 10 = Salicylsdure.

TL chromatogram of the phenolic acid fraction on TLC micropolyamid plates F 1700 7.5 x 7.5
(Schleicher und Schiill); the shaded spots A, B, C are the substances coloured red by spraying with
diazotated p-nitranilin. — For explanation of spot numbers see above.

Identifizierung

Zur Strukturaufkldrung wurden ein Finnigan Massenspektrometer und ein Kern-
resonanzspektrometer der Firma Bruker verwendet. Als Vergleich dienten synthetisch
gewonnene Referenzproben.
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Abb. 2: Infrarotspektrum der synthetisierten N-Salicyloyl-Asparaginséure {Substanz A).
Infrared spectrum of the synthetic N-salicyloyl-aspartic-acid (compound A)
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Herstellung der Referenzproben

Acetyliertes  Salicylsdurechlorid wird nach MazoTtta etal (1975) mit
Asparaginsidurephenylester umgesetzt, anschlieBend wird durch Verseifung die N-Sali-
cyloyl-Asparaginsdure (NSA) gewonnen und séulenchromatographisch gereinigt.

NSA (C,,H;;NQO;) kristallisiert in weilen Nadeln, hat einen Schmelzpunkt von
172—173 °C und zeigt im UV-Spektrum zwei Absorptionsmaxima bei 238 und 305 nm.
Das IR-Spektrum ist in Abb. 2 dargestellt.
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Blattscheibentest

Ausgestanzte Blattscheiben (& 1 cm) werden in einer feuchten Kammer auf Fil-
terkarton ausgelegt, mit NSA-Losung in abgestuften Konzentrationen und der jeweili-
gen Pilzsporensuspension bespriiht und inkubiert.

fa)
— G
- (7
N4
Q
i, al_f
[81] —
o ¢TI
[~
}] I
j\l - —~~
Ig] L O
ru[_-_% g
U‘-[ Y )
T L O .
o i g o
o © PR
3] NI = 2
Im Nl '-\Jl._:_ :g %
Q o 21 Q
So N % E
\ 4 N i ¥ £
0 N B ~ -
< @
/n e g B
r T -® < 9
L{ o [ B = 2z
o] - ——- S i
T o 3 2 7}
-0 = 1 : E
o \E) El 3 3
" %] o]
z 2 ! S
o O=0 o 1 = 4
b [ g 2
Lo — 41 b
) = =
< - L & -
— = :C>>’
[ 3 %
— IV i & =
o NI. E 5 @
— Al 2l 8 Z
™ o 8
— -
™o T 5 S
] T ™ pe]
S5 5 g
S 2 &
pEE g =
y =
B )
)
e}
<
R e L B R L Ry e
I o o o] o ®
© o \[ T )

—



Eine neue phenolische Verbindung aus Reben 83

Ergebnisse und Diskussion

Im Verlauf der Aufarbeitung fand sich auller den beiden eingangs erwiahnten
Flecken noch ein dritter rotgefirbter Spot im Diinnschichtchromatogramm (DC-Spot
C, Abb. 1). Die Analyse dieser Substanz ergab im Massenspektrum (Abb.3) einen
Basispeak der Masse 121 (o-Hydroxy-Phenolcarbonséiurerest). Der Molpeak 281 wies
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Abb. 5: Protonen-NMR-Spektrum des Monomethylesters von N-Salicyloyl-Asparaginséure (DC-
Spot B).

H NMR spectrum of N-salicyloyl-aspartic-acid-monomethylester (TLC spot B).
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auf N-Salicyloyl-Asparaginsduredimethylester hin. Durch Kernresonanzspektrometrie
konnte das Ergebnis bestétigt werden.

Abb. 4 und 5 zeigen das 3C- und Protonen-NMR-Spektrum der Substanz B. Die
CH,0-Gruppe bei 52,29 ppm und der freie Carbonsdurerest (173,29 ppm) sowie die
Ring-C-Atome 3, 4, 5 und 6 der Salicylséure bei 118,6, 134,7, 118,9 und 125,9 ppm bele-
gen das Vorhandensein des N-Salicyloyl-Asparaginsduremonomethylesters.

Bei Verbindung A handelt es sich um die freie Saure, wie durch die Synthese der
Referenzverbindung bewiesen werden konnte (NMR-Vergleichsspektrum und DC). In
einer Aufarbeitung von Rebenbldttern ohne Methanolzusatz fand sich lediglich die
freie Sdaure (NSA), so daBB Mono- und Dimethylester als Artefakte anzusehen sind, die
beim Aufarbeiten mit 80 % Methanol entstehen. Mit der synthetisierten reinen Sub-
stanz war nachzuweisen, dall NSA sehr leicht Ester bildet. Bei der chromatographi-
schen Auftrennung des NSA-Monoethylesters konnten in den FlieBmitteln Essigséure-
butylester : Eisessig (18 : 2) und Hexan : Ameisensédureethylester : Methanol (10 : 8 : 2)
jeweils zwei eng beieinander liegende Spots beobachtet werden. Es diirfte sich hierbei
um die beiden unterschiedlichen Monoester handeln, die einmal durch Veresterung
der endsténdigen Carboxylgruppe (C-10), zum anderen durch Reaktion der Carboxyl-
gruppe C-12 entstanden.

NSA wurde bisher in der Natur nicht aufgefunden. Die Substanz ist lediglich als
Syntheseprodukt bekannt. Neben anderen Salicyloyl-Aminoséuren ist sie fiir pharma-
kologische Zwecke hergestellt worden (MazoTTA et al. 1975).

Bei ersten biologischen Untersuchungen zeigte NSA im Blattscheibentest keine
fungizide Wirkung gegeniiber Botrytis cinerea; dagegen wird das Wachstum von Plas-
mopara viticola gehemmt.

Ein dhnliches Peptid (N-p-Hydroxybenzol-5-Hydroxyanthranilat) isolierten Woo
und Cnor (1987) aus Melandrium firmum (Caryophyllaceae) und nannten es Melandrin.
PONCHET et al. (1984) fanden in einer Species der gleichen Familie, Dianthus caryophyl-
lus, zwei Verbindungen, die sie Dianthramid A und B benannten und als N-Salicyloyl-
4-Methoxyanthranilsdure und  N-Salicyloyl-4-Hydroxyanthranilsduremethylester
identifizierten. Nach unseren Erfahrungen erlauben wir uns die Bemerkung, daB3 der
Methylester eventuell erst bei der Aufarbeitung entstanden sein kdnnte. Diesen Ver-
bindungen wird eine den Phythoalexinen analoge Wirkung zugeschrieben, da sie nach
Infektion mit Phytophthora parasitica verstarkt gebildet werden. Daf3 Phenolcarbon-
sdureamide, insbesondere aromatische Amide, einen antiviralen Effekt zeigen, berich-
ten MARTIN-TANGUY et al. (1978). Somit scheint diese Gruppe von Verbindungen bei
Resistenzreaktionen eine Rolle zu spielen.

Von Azotobacter vinelandii ist die Verbindung N,N’-bis-(2,3-Dihydroxybenzoyl)-2-
Lysin (,,Azotochelin®) bekannt, fir die eine siderophore Wirkung beim Eisenstoffwech-
sel nachgewiesen wurde (KnNosP et al. 1984; PAGE und HUYER 1984).

Es ist zu erwarten, da3 noch weitere peptidisch gebundene Phenolcarbonsaurede-
rivate existieren. Die Untersuchungen dariiber werden weitergefiihrt.

Zusammenfassung

In Wildreben (Vitis riparia und V. rupestris) und einigen ihrer Kreuzungsnach-
kommen wurde ein neuer Naturstoff entdeckt und als N-Salicyloyl-Asparaginsdure
[N-(o-Hydroxybenzoyl)-Asparaginsdure] identifiziert. Die Substanz zeigt im Blatt-
scheibentest keine Wirkung auf Botrytis cinerea, bewirkt jedoch eine leichte Hem-
mung des Wachstums von Plasmopara viticola.
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Wir bedanken uns bei Herrn Dr. VoGeLER und Frau Dr. BRAUNER (Bayer AG), Herrn DvORCAK
(Bruker AG) fur die Erstellung der Spektren, ebenso bei Herrn Dr. KunzeLMaNN (Universitit Hei-
delberg) fiir die anfénglichen Strukturuntersuchungen. Herrn Dr. JAGER (Bayer AG) sei gedankt fir
die Priifung der Wirksamkeit von NSA auf verschiedene Schadpilze. Frau H. BENNEK sagen wir
Dank fiir ihre technische Mithilfe und Herrn Prof. MazorTa fiir die freundliche Uberlassung von
synthetisierter NSA.
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