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Distribution of phenolic acids and flavonoides in Vitaceae

Summary. — Phenolic compounds of 90 varieties of Vitaceae were analyzed.
The main constituents are flavonol-O-glycosides, predominantly quercetin-3-glycoside
and the analogous constituents kaempferol- and myricetin-glycoside. The corresponding
glucuronides of quercetin and kaempferol were sometimes present, but myricetin-
glucuronides could not be found.

Derivatives of cinnamic acid are contained as depsides, monocaffeoyl tartrate being
the main compound. Derivatives of benzoic acid were found only at certain times.

In the genus Ampelopsis the distribution of the phenolics allows a chemical char-
acterization. An inhibition of fungal parasites of the vine with biological concentrations
of the phenolics analyzed could not be attained.

Einleitung

Bei der Parasitenresistenz von Pflanzen spielen phenolische Verbindungen eine
bedeutende Rolle (WhneeLEr 1975). Auch bei Rebsorten wurde hin und wieder ver-
sucht, deren unterschiedliche Resistenz auf Differenzen im Phenolgehalt zuriickzu-
fiihren (RiBEreau-Gavon 1968, SincLetoNn und Esau 1969). Eindeutige Beziehungen
zwischen biologischen Wirkungen und identifizierten Substanzen konnten allerdings
nie aufgezeigt werden, da zumeist die eindeutige Identifizierung der Substanzen
Schwierigkeiten bereitete (Yar und Reicuarpt 1964). Diese wurde erst durch mo-
derne Methoden méglich, welche in der vorliegenden Arbeit bei 90 Arten und Sor-
ten der Vitaceen — zunichst an Flavonoiden und Phenolcarbonsiuren — angewandt
wurden.

Material und Methoden

1. Untersuchungsmaterial

1. Probenahme

Das Ausgangsmaterial fiir diese Untersuchungen wurde der ampelographischen
Sammlung der BFA fiir Rebenzlichtung in Siebeldingen entnommen. In den Jahren
1974 und 1975 wurden zu verschiedenen Terminen, jeweils vormittags, 2—3 Bléitter
gleicher Insertionshohe (3.—5. Blatt, von basal aus gezihlt) gesammelt und die Blit-
ter halbiert. Eine Hilfte wurde als Kontrolle bei —40 °C eingefroren.

1) Teill einer Dissertation, Universitéit Karisruhe 1978,
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2. Herstellung der Pflanzenextrakte fiir analytische

Zwecke

Eine Blatthilfte (Frischgewicht von 3—5 g) wird mit ca. 50 ml abs. Methanol —
hierdurch werden die enzymatischen Aktivititen unterbrochen — im Ulfra-Turrax
(Janke & Kunkel) zerschlagen. Die methanolldslichen Bestandteile werden 1 h im
Wasserbad bei 60 °C extrahiert, und der diinnfliissige Pflanzenbrei wird tliber eine
G II-Fritte abgesaugt. Der Filterriickstand wird so lange mit Methanol gewaschen,
bis das Filtrat farblos abliduft. Hierzu sind ca. 100 ml Methanol fiir 5 g frisches
Blattmaterial notwendig. Die vereinigten Filtrate werden am Rotavapor (Biici) ge-
trocknet; der griine schmierige Riickstand wird gewogen und in Methanol aufgenom-
men (1 g/ml). Die triibe gelbgriine Losung wird anschlieSend tiber Glaswattefilter in
kleine Schraubdeckelflaschen filtriert. Sie verdndert sich auch nach lingerem La-
gern bei —5 °C nicht. Bei manchen Proben fielen nach 2jidhriger Lagerung schmutzig
weifligraue Kristalle aus. Dem Kristallhabitus nach handelte es sich um Weinstein.

3. Gewinnung von Pflanzenphenolen zu prédparativen
Zwecken

In 31 kochendes H,O werden langsam 300 g Rebenblitter eingebracht. Enzyma-
tische Aktivititen werden dadurch sofort blockiert. Mit einem Ulira-Turrax wird
die Blattmasse zerschlagen, nach Zusatz von 3 g Na,SO; nochmals kurz aufgekocht,
iiber ein Leinentuch abgesaugt, und das Filtrat moglichst noch hei3 30 min bei
15-10%° Upm zentrifugiert. Der fast blanke Uberstand, der alle H,0-l8slichen In-
haltsstoffe enthilt, wird am Rotavapor bei 40 °C zu einem Sirup eingeengt. Diesen
(ca. 300 g) 1483t man unter starkem Riihren in 50 °C heiles Methanol eintropfen, an-
schlieBend wird auf —5 °C gekiihlt. Uber Nacht fillt ein grauer, teilweise kristalli-
ner Schlamm aus, der abgesaugt wird. Das Filtrat ist dann weitgehend eiweiBfrei
und enthilt kein Chlorophyll oder andere lipophile Stoffe. Die Methanollésung wird
nochmals eingedampft, mit der 10fachen Menge heiBlen Methanols aufgenommen
und nach ausreichender Kiihlung von der zweiten Fillung abgetrennt. Hierbei wird
ein groflier Teil der organischen Siuren als saure Salze abgetrennt. Versetzt man den
eingedampften Methanolauszug jetzt in der Hitze mit H,0, so erhilt man zu be-
stimmten Jahreszeiten eine erste rohe Féllung von Flavonoiden, die nach zweimali-
gem Umbkristallisieren aus Wasser/Methanol-Mischungen fast frei von Phenolcar-
bonsiuren ist. Das hier geschilderte Verfahren bietet gegentiber der Extraktion mit
reinem Methanol oder Athanol den Vorteil, daB lipophile Pflanzeninhaltsstoffe nicht
anschlieBend mit Petrolither entfernt werden miissen. Die Phenolausbeuten sind so
meist besser als mit rein organischen Losungsmitteln. Will man eine quantitative
Extraktion mit H,O erreichen, so ist es notwendig, den Pflanzenbrei mehrfach aus-
zukochen.

Mit der von HrerrmanN (1966) vorgeschlagenen Acetonfillung ist es weiterhin
moglich, hochmolekulare Gerbstoffe abzuscheiden. Die so gewonnenen Rohflavonoi-
de dienten zur pridparativen Chromatographie an PVPP bzw. Amberlite XAD-2.

I1. Analysenmethoden

1. Analytische Chromatographie
a) DC an Kieselgel

Dijeses Verfahren wurde nach den bei SranL (1967) beschriebenen Methoden
durchgefiihrt, fand jedoch nur bei der Trennung radioaktiver Metaboliten Verwen-
dung.
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Zur Trennung der Biosynthesezwischenprodukte von Phenolcarbonsiuren er-
folgt eine zweidimensionale Trennung an Merck Fertigplatten Nr. 5717. Laufmittel:
1. Benzol/Dioxan/Eisessig (90/25/4). 2. Tetrachlorkohlenstoff/Heptan/Essigester (81/
16/8). Zur Ermittlung der giinstigsten Aktivititsmenge wird die aufgetragene Probe
mit Hilfe einer Beta-Kamera (Birchover Instruments Ltd.) fotografiert. Bei 15 min
Belichtung des Polaroidfilmes mufl der Startfleck ausreichend sichtbar sein. Nach
der ersten Entwicklung des Chromatogramms wird eine weitere Polaroidaufnahme
hergestellt. Der Nachweis radioaktiver Flecken in der zweiten Dimension erfolgt
besser mit Hilfe eines Rontgenfilms (Agfa-Gevaert RP-1), dessen héhere Empfind-
lichkeit und besseres Auflésungsvermogen allerdings durch eine lange Expositions-
dauer erkauft werden miissen.

b) DC an Mikropolyamid

Die Trennung von Phenolcarbonsiiuren erfolgte nach Rarr und ZiscLer (1973),
die der Flavonolglycoside nach Eceer und Kei. (1965).

Polyamid bietet allgemein den Vorteil einer guten Haftfestigkeit an der Platte;
glinstige KorngréBenbereiche sind leicht erhiltlich. Als hochmolekularer Kunststoff
ist es in nahezu allen Lésungsmitteln unloslich, jedoch gut quellfihig. Die stationiire
Phase des gequollenen Polyamids hat bei hohen Phenolkonzentrationen noch einen
konstanten Verteilungskoeffizienten, und zwar, bis 1/3 der Peptidbindungen abge-
sattigt sind. Die Kapazitdt ist hierdurch sehr hoch. Besonders bei priparativen
Trennungen in Sdulen macht sich der Effekt gilinstig bemerkbar. Nachteilig ist die
irreversible Bindung von Chinonen, die sich durch Acetylieren des Polyamids ver-
meiden 148t.

Die Besonderheit des Mikropolyamids liegt in der geringen Schichtdicke, ver-
bunden mit einer gréBleren Homogenitit. Da die 5- bis 10fache Empfindlichkeit ge-
geniiber normalen handgefertigten Platten erreicht wird, spielt das kleine Probe-
volumen (0,1—0,5 ul) keine entscheidende Rolle, jedoch ist die genaue Dosierung
entsprechend kritisch. Die feuchte Schicht ist gegen mechanische Verletzungen sehr
empfindlich, eine Zwischenfrocknung ist beim Aufbringen verdiinnter Losungen
nicht méglich. Die Laufzeit der Viertelplatten (75 X 75 mm) betrégt je nach FlieB-
mittel 1540 min.

Die Trennung in hydrophilen FlieBmitteln basiert im wesentlichen auf den un-
terschiedlichen Zuckersubstituenten der Flavone, sie ist besonders als erste Dimen-
sion einer zweistufigen Trennung geeignet. Als giinstiges Laufmittel hat sich hier-
fiir Wasser/Athanol/Methylithylketon/Acetylaceton (65/15/15/5) bewihrt. Die Aglu-
kone verbleiben unter diesen Bedingungen zusammen mit den Glucuroniden am Start.
Sie werden in der zweiten Dimension mit mehr oder weniger lipophilen Mischungen
getrennt. Auch hier wird die Adsorption am Polyamid durch Verteilungsvorgiinge
Uberlagert. Bei unpolaren lipophilen FlieBmitteln ist das Polyamid eine quasi-sta-
tionére polare Phase. Eine Gruppenbildung gleichartig glykosidierter Verbindungen
tritt nicht mehr auf, da die Verschiedenartigkeit der Aglukone entscheidend ist. Als
bestes FlieBmittel erwies sich die Mischung Benzol/Methylithylketon/Methanol (50/
25/30). Die Fleckenform der Glykoside wird verbessert, wenn dem Fliefmittel Was-
ser bis zur Sattigung zugesetzt wird. Das FlieBmittel wird dann aber sehr empfind-
lich gegen Temperaturschwankungen.

¢) Nachweis der Flavonoide auf der DC-Platte

Der empfindlichste Nachweis, die Diazotierung von Phenolen, ist bei den Fla-
vonolen unbrauchbar, da nur schwach differenzierte Firbungen entstehen. Mit dem
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Phosphormolybdidnsiurereagenz erhilt man aus phenolischen und anderen Verbin-
dungen blaue Flecke auf gelbem Grund. Das Mikropolyamid ist flir diese Reaktion
jedoch wenig geeignet. Eisen-III-Salze geben ebenfalls unspezifische blaue bis grii-
ne Firbungen. Andere chelatbildende Metallsalze wie Aluminiumchlorid oder Zir-
konoxychlorid und Bleiacetat geben mit Flavonverbindungen gelb bis orange ge-
firbte Flecken, die besonders im langwelligen UV-Licht eine intensive Fluoreszenz
zeigen. Diphenylborsiure-f-Aminoéthylester (Neu 1957) ergibt in 0,1%iger Losung
in Methanol das differenzierteste Farbmuster, besonders, mit Polyamidunterlage,
Auf Kieselgel wird bei geringer Farbdifferenzierung nur eiqe miéifBige Empfindlich-
keit erreicht.

Die erhaltenen Farbtone sind bei Kiémpferol gelbgriin, bei Quercetin gelb (gelb-
orange), bei Myricetin orange (orangerot). Fiir diese Farbvertiefung ist der Substitu-
tionsort der Hydroxylgruppe im Benz-y-Pyron-Ring und im Seitenphenylring ent-
scheidend (Nsu 1957). Phenolcarbonsiuren ergeben helle blaue Farbitne, die keine
allgemeingiiltigen Aussagen zur Konstitution zulassen. Abkémmlinge der Chlorogen-~
siure-Familie fluoreszieren weiBblau. Bei Lagerung in der Dunkelheit sind die Fir-
bungen tiber lidngere Zeit haltbar. Bei der Betrachtung der Platten ist es jedoch
wichtig, die UV-Bestrahlung so kurz wie nur moéglich zu halten.

d) Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC)

Fiir die HPLC-Untersuchungen standen zwei Gerite zur Verfiigung (Siemens
S 200 und Du Pont 840), die mit verschiedenen Pumpsystemen arbeiten. Die Siule
hat bei beiden Systemen den gleichen Durchmesser von 3 mm und Lingen von 20
bis 50 cm. Bei der Apparatur von Siemens wurden vorwiegend Tantalsiiulen einge-
setzt, da bei diesem Material katalytische Wandeffekte ausgeschlossen sein sollen.
Mit einfachen Edelstahlsiulen konnten jedoch die gleichen Ergebnisse erzielt wer-
den. Wegen katalytischer Einfliisse bei empfindlichen Substanzen wurde gelegent-
lich auf Glas iibergegangen. Die Du-Pont-Siule wurde mit einem Glasmantel verse-
hen, der es erlaubte, die Sdule zu thermostatisieren. Das Sdulensystem von Siemens
wurde am Sdulenausgang durch Einpassen einer 5 um Edelstahlfritte gegen das Fil-
terpapierplittchen und die Quarzwolle ausgetauscht.

Die Fiillung der Siulen geschah nach der ,balanced density slurry method®,
d. h. die stationiire Phase wird in einem Medium gleicher Dichte in die Sdule fil-
triert. Unterschiedlich groBe Partikel kénnen so nicht nach ihrer GroBe fraktioniert
sedimentieren, sondern man erhilt eine homogene Packung. Als stationiire Phase
wurden Kieselgel, Polyamid und Ionenaustauscher in ihrer Eignung fiir die HPLC
erprobt.

Zu Beginn der Untersuchungen waren keine geeigneten Polyamid-Fiillmateria-
lien auf dem Markt erhiltlich. Aus diesem Grunde muBten sie aus Polyvinylpoly-
pyrrolidon(PVPP)-Priparaten gewonnen werden, die zur Weinschonung verwen-
dung finden: In Wasser vorgequollenes PVPP von 40—50 um Partikelgrofie wird
mit Wasser naf3 gesiebt, so daB alle Feinanteile entfernt werden. Man erhilt eine
Fraktion, die zu ca. 80 % aus 40—50 um grof3en Teilchen besteht. Die 40-um-Partikel
lassen sich auch nach tagelangem Schlimmen mit H,0 nicht entfernen. Die Ausbeu-
te aus 1 kg Material betrigt ca. 2—5 g. Die Teilchen werden unter destilliertem H,O
aufbewahrt und nach der balanced-density-slurry-Methode in die Du Pont 50-cm-
Siule gefiillt. Als Siulenabschliisse dienen Teflonfritten mit 20 xzm Porenweite, die
man mit einem 3-mm-Korkbohrer leicht ausstanzen kann. Bis 100 atii sind diese
Fritten stabil. Mit PVPP sollte der Siulendruck 80 atii nicht ilibersteigen, da sonst
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die Partikel verformt und die Sdulenfiillung irreversibel verdichtet werden, so dafi
kein Fliefimittel mehr hindurchgeht.

Zuckermischungen aus der Hydrolyse von Flavonolglycosiden lassen sich an
Kationenaustauschern auf Polystyrolbasis gut auftrennen. Parmer und Branpks (1974)
haben erstmals ein System filir die HPLC beschrieben und zur Trennung von ionen-
freien Zuckerlosungen eingesetzt. Das in der Aminosiureanalytik so bewahrte
Harz Aminex A 7 erwies sich jedoch nach unseren Beobachtungen als besser, weil
es das Kkritische Zuckerpaar Glucose/Fructose besser trennt. AuBlerdem zeigte es
sich, da3 Athanol mit anderen Alkoholen die gréBte Retention an diesem Harz gibt.

{UV-Absarption

Abb. 1: HPLC-Trennung der wichtigsten Wein-~

inhaltsstoffe. Simultane Registrierung der Re-

fraktionséinderung und der UV-Absorption. 1 =

Saccharose, 2 = Glucose, 3 = Fructose, 4 = Gly-
zerin, 5 = Athanol.

Fig. 1: Separation by high pressure liquid chro-
matography of the main constituents of wine.
-i... 1 =sucrose, 2= glucose, 3 = fructose, 4 = gly-
. cerol, 5 = ethanol.

ERefqutionsindex

“tmin)

Der Nachweis der aufgetrennten Zucker erfolgt mit Hilfe eines Differential-
refraktometers. (Hierbei wird die Anderung des Brechungsindexes gegeniiber dem
reinen FlieBmittel gemessen und liber einen Schreiber registriert.) Bei Verwendung
eines Photometers lassen sich die durchtretenden Zucker — allerdings mit wesent-
lich geringerer Empfindlichkeit — infolge eines Dispersionseffektes nachweisen.
Wenn eine UV-Absorption von einer stark lichtbrechenden Substanz hervorgerufen
wird, ist diese Art Absorption mit einem Vorzeichenwechsel verbunden (Abb. 1).
In diesem Falle wird der MeB3wert fehlerhaft und stellt die der Absorptionsmessung
zugeschriebene hohe Spezifitit in Frage.

2, Prdparative Chromatographie an PVPP

Das flir die Weinschénung geeignete PVPP wird durch Sieben in einzelne Frak-
tionen zerlegt, die zusétzlich mit H,O auf den Sieben geschlimmt werden. Staub-
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partikel werden auf diese Weise entfernt, so daf3 die spitere S#ulenfiillung ein-
wandfreie FlieBeigenschaften zeigt. Eine PartikelgroBe von 80—100 mesh bei Sdulen
von 4 cm ¢ und einer Linge von 40—60 cm erméglicht mit hydrostatischem Uber-
druck einen verniinftigen Durchflu3. Die Elution wenig polarer Komponenten er-
folgt durch einen H,O/Methanol-Gradienten; stark polare Komponenten kiénnen
entweder durch Salzbildung oder durch Zusatz von Ameisensiure eluiert werden.
Da die Oxidationsempfindlichkeit die erste Methode ausschliefit, wurde der zweite
Weg beschritten, bei dem allerdings empfindliche Glycoside ihren Zucker verlieren.
Die hydrolyseempfindlichsten Glycoside wie Rutin etc. haben zu diesem Zeitpunki
schon die Siule verlassen. Beim Eindampfen der Fraktionen kommt es entsprechend
der unterschiedlichen Fliichtigkeit des Ldsungsmittels zu einer Anreicherung der
Ameisensiure. Glucuronide des Quercetins und Kimpferols erweisen sich zum
Gliick als recht siurestabil, doch 1iBt es sich nicht vermeiden, dafl die glucuronid-
reiche Fraktion auch betrdchtliche Mengen Aglukon enthilt. Dies gibt vielleicht auch
eine Erklirung, warum es nicht gelang, die Glucuronide zu kristallisieren. Durch
andere Autoren ist ebenfalls bekannt, wie schwierig es ist, Flavonglucuronide zur
Kristallisation zu bringen.

3. Photometrische Bestimmungen
a) Flavonoide

Ortho-Dihydroxyphenole bilden mit Aluminiumsalzen gelb gefirbte Komplexe,
die sich photometrisch (420 nm) leicht bestimmen lassen. Vorversuche hatten erge-
ben, daB es sich bei den phenolischen Verbindungen der Rebe vorwiegend um Fla-
vonolglycoside des Quercetins, Kdmpferols und Myricetins handelte (Eccer et al.
1976). Da die Quercetinglycoside schitzungsweise mehr als 80 % ausmachen, dane-
ben Kimpferol und noch weniger Myricetinglycoside vorkommen, darf man anneh-
men, daB bei einer solchen colorimetrischen Bestimmung der ortho-Diphenole die
Firbung vorwiegend von den Quercetinderivaten stammt.

Ausgehend von der Arbeit von WacensretH (1963) wurde die auf Decuene (1951)
zurtickgehende Vorschrift zur Gesamtflavonolbestimmung ausprobiert. In einer Lo~
sung aus 1 M Kaliumacetat und 0,1 m AICl; in Methanol unter Zusatz von H,O und
Probe soll innerhalb 15—30 min der Aluminiumkomplex erhalten werden. Unter
den angegebenen Versuchsbedingungen war die Extinktion jedoch nach 60 min noch
nicht stabil. Die Ursache hierfiir ist der Wassergehalt des Reaktionsmediums. Es
wurde deshalb auf rein methanolische Lésung {ibergegangen, bei der binnen 60 min
eine stabile Extinktion erhalten wurde. Das Kaliumacetat kann unmittelbar im
Methanol gelost werden.,

Mit Quercetin-7-glucosid (Quercitrin), einem nativen Rebflavonol untergeord-
neter Bedeutung, wird eine Eichkurve aufgestellt; die ermittelten Extinktionswerte
werden als Quercitrin berechnet. Diese Grofie kann lediglich als Anhaltswert gelten,
da es sehr viele interferierende Substanzen gibt. Die Bestimmung wird jeweils mit
5 ml Blindlésung (0,1 m K-Acetat in CH;OH + 10 u] Probe gegen 5 ml Reaktions-
losung (0,1 m K~Acetat; 0,1 m AIC]; in Cl;0H) + 10 x4l Probe durchgefiihrt. Nach 60
min wird bei 420 nm die Extinktion der Reaktionslésung gegen die Blindlésung be-
stimmt,

b) UV-Spektroskopie

Hierfiir stand ein selbstregistrierendes Spektralphotometer, Modell DB von
Beckman, zur Verfiigung. Fiir die Identifizierung von UV-Spektren der Flavonoide
wurde auf das Werk von Masry et al. (1970) zuriickgegriffen. Dort sind von nahezu
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allen bis 1970 beschriebenen Flavonoiden UV- und NMR-Spektren abgebildet. Wenn
irgend moéglich, werden die Spektren in reinem Methanol, z. B. Uvasol Merck, mit
50 nm/min registriert. Der Zusatz z. B. von Na-Methylat bzw. AIC]; oder Na-Acetat,
in Methanol gelGst, bewirkt bei vielen Substanzen eine Verschiebung der Maxima
von Absorptionsspektren in eine bestimmte Richtung, je nachdem, ob eine Salzbil-
dung beim Methylatzusatz oder eine Chelatbildung mit AICl, bei ortho-di-Hydroxy-
gruppen stattfindet. Dies 1dt Schliisse iiber die Stellung von freien OH-Gruppen am
aromatjschen Ring zu. Bei Na-Acetat ist zu beachten, da3 eine Verunreinigung mit
freier Essigs.’iure vermieden wird. Zu diesem Zweck mull das Acetat in einem Tie-
gel geschmolzen und sofort in Methanol gel6st werden.

11,10 9

Ldsungsmittel

START

30 20 10 t(min)
1 1 1 1

Abb. 2: Phenolcarbonséduren aus Reben; GC von Silylidthern. 1 = Salicylsédure, 2 = p-Hy-

droxybenzoesiure, 3 = Gentisinsidure, 4 = Vanillinsdure, 5 = Protocatechusiure, 6 = p-

Cumarsiure, 7 = Gallussiure, 8 = Ferula- und p-Cumarsiure, 9 = Kaffeesdure, 10 = Fe-
rulaséure, 11 = Kaffeesiure.

Fig. 2: Phenolic acids of Vitaceae. Gas chromatogram of silylethers. 1 = salicylic acid,

2 = p-hydroxybenzoic acid, 3 = gentisic acid, 4 = vanillic acid, 5 = protocatechuic acid,

6 = p~cumaric acid, 7 = gallic acid, 8 = ferulic and p-cumaric acid, 9 = caffeic acid, 10 =
ferulic acid, 11 = caffeic acid.

4. Hydrolyse von Flavonglycosiden
a) Spaltung mit HCI1

Das Glycosid wird in einem verschraubbaren Reagenzglas mit einer Mischung
von 2 n HCl/Athanol (1/1) 2 h im Wasserbad bei 100 °C behandelt und das Aglukon
nach AbschluB8 der Hydrolyse mit Hilfe von PVPP aus der stark salzsauren Lésung
entfernt. Der Losungsvermittler Athanol sollte hierbei abwesend sein. Mit Hilfe der
HPLC nach Rarr et al. (1975) wird das Monosaccharid bestimmt. Zur Ermittlung der
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Reaktionskinetik werden in regelmiBigen Abstinden, der Geschwindigkeit des Ana-
lysensystems entsprechend, 5 x4l entnommen und mit Hilfe der HPL.C an einer 30 cm
langen XAD-2-S#dule mit Wasser/Methanol (7/3) aufgetrennt. Die Halbwertszeit des
eingesetzten Glycosides wurde mit wenigstens 5 Punkten ermittelt.

b) Enzymatische Spaltungen

Dazu fanden Pré#parate der Firma Serva (22859, f-Glucuronidase 3.2.1.31 aus
Rinderleber; 22830, #-Glucosidase 3.2.1.21 reinst aus Mandeln, 4,5 EU/mg) Verwen-
dung. Die Flavone werden in einer Mischung aus 0,1 ml Enzymldsung (0,1 %, wiss-
rig) 0,1 ml Acetatpuffer (1 M, pH 5,0) und 0,1 ml Flavonlésung (moglichst in Wasser)
bei 36 °C 2 h inkubiert.

5. Gaschromatographie von Silyldthern

Zur Silylierung von hydroxyltragenden Verbindungen wird die in Methanol
geldste Probe zuniichst in einem 5-ml-Probeflidschchen im N,-Strom von Ldsungs-
mittel befreit, danach in einer Trockenpistole {iber P,O; bei 40 °C {iber Nacht ge-
trocknet und bis zur Umsetzung in einem Exsikkatoy {iber P,O; gelagert. Das Sily-
lierungs-Reagenz besteht in Anlehnung an SweeLey et al. (1963) aus 19,5 ml Pyridin,
5,0 ml HMDS (Hexamethyldisilazan) und 0,5 ml TCMS (Trimethylchlorsilan). Das
frisch im N,-Strom destillierte Pyridin wird an Al,0, (basisch, Merck) getrocknet
und in Ampullen eingeschmolzen. Die getrockneten Proben werden in 500 1 des
Silylierungs-Reagenzes aufgenommen und nach ca. 30 min gaschromatographisch
untersucht. Bei dieser Reaktion ist es wichtig, daB alle verwendeten L&sungsmittel
und Proben vollig wasserfrei sind. Die umgesetzten Proben sind in dicht verschlos-
senen Glischen bei 4 °C ca. 1 Woche haltbar.

Das gaschromatographische System bestand aus einem Siemens-Gerit 350. Die
ersten Versuche zur GC-Trennung fanden mit Metallsiulen statt. Diese sind jedoch
vollig unzuldnglich, da das Pyridin ein starkes Tailing zeigt und vollig unmotivierte
,Geisterpeaks“ auftreten. Erst eine 3 m lange Glassiule, von 3 mm ¢ mit 3%
OV-17 auf Chromosorb W/DMCS 80/100 mesh, brachte das gewlinschte Ergebnis
(Abb. 2). 0,5 ul Probenlésung wurden aufgebracht und von 130—260 °C mit einer
Heizleistung von 5 °C/min und 30 ml H,/min als Trigergas getrennt. Die Detektion
geschah mit einem Flammenionisations-Detektor.

Ergebnisse

Aus 3 kg Blittern erhdlt man je nach Sorte zwischen 2 und 5 g Rohphenole.
Die besten Ausbeuten werden bei der Sorte Sbl. 5-25-20 von Juni bis Juli erzielt.
Aus kurz vor dem Blattfall geernteten Blittern 148t sich kein Rohkristallisat mehr
gewinnen.

Nach ihrem chemischen Aufbau und ihrer wahrscheinlichen Biogenese lassen
sich Blattphenole in zwei groBe Gruppen einteilen, die sich weiter untergliedern
lassen:

1. Einfache Phenolcarbonsiuren

a) Zimtsdure-Derivate

b) Benzoesiure-Derivate
2. Flavonoide Verbindungen

a) Flavonole

b) Anthocyanidine
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Tabelle 1a

Einige Eigenschaften wichtiger Phenolcarbonsiuren aus Reben
Some properties of important phenolic acids in \\/ines

NT. nach Fp.—°C UV-Spektrum
KARRER Lit aus Misch- nach Hepin  eigene
(1958) ) Reben Fp. et al. (1967)  Werte
Protokatechusiure 895 195 194 194— 258 256
196 293 292
Salicylsdure 885 155 154 235 236
302 304
p-Hydroxy-Benzoe- 889 210— 208— 235 236
séure 212 212 302 304
Gentisinsdure 889 196— 194— 237 235
200 198 332 330
Gallussiure 903 240 235 272 270
Zers. Zers.
Vanillinsédure 896 196— 257 255
200 293 290
Syringasidure 909 198— 196— 271 270
206 200
p-Cumarsiure 951 202— 204— 202— 233 231
210 212 210 274 272
311 sh 310 sh
Kaffeesidure 957 195 190 k.A. 243
Zers. Zers. 326
Ferulasidure 959 158— 237 235
160 288 sh
318 320
Monokaffeoyltartrat n.a. k.A. 243
300
330
Chlorogensiure 990 k.A. 245
300
330

k.A. = keine Angabe, Lit. = Literaturwert, n.a. = nicht aufgefiihrt, sh = Schulter, Zers. = Zer-
setzung.

Unter Anthocyanidinen versteht man eine kiinstliche Gruppierung von Reak-
tionsprodukten aus der Sidurebehandlung nicht hydrolysierbarer Gerbstoffe; sie sol-
len an anderer Stelle behandelt werden.

1. Phenolcarbonsiuren

Die Phenolcarbonsiuren der Rebenblatter sind von Rarp und ZiecrLer (1973) aus-
fihrlich behandelt worden. Die dort gezeigten Ergebnisse werden bestitigt und fur
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Tabelle 1b

Einige Eigenschaften wichtiger Phenolcarbonsiuren aus Reben
Some properties of important phenolic acids in vines

Farbreaktionen
Nitr.an. DBr.- UVggs Nreu Neu
FeCls piazot. chcr. YV ynm, N Lyv o+ Nm,
Protokatechusidure grin  gelb griin- — — _— blau —
gelb
Salicylsdure rot- gelb blau blau blau — blau —
viol.
p-Hydroxy-Benzoe- griin rot- blau — — — blau —
sdure viol.
Gentisinsiure — — — blau blau- gelb — gelb-
griin griin
Gallussdure blau _ gelb —_ — — blau
Vanillinsdure griin  blau- blau — — — —_ —
viol.
Syringasédure — blau — — — —_ — blau
p-Cumarsiure griin  oliv- blau — blau- —_ — blau-
grin viol. viol.
Kaffeesiure blau _ griin- blau blau- griin- — grin-
blau grin  gelb gelb
Ferulasdure blau oliv- blau blau blau- gelb —_— gelb-
griin griin grin
Monokaffeoyltartrat griin- — griin  blau blau- gelb- — blau-
gelb grin grin grin
Chlorogensiure blau gelb griin blau griin gelb- — grin-
griin gelb

Diazot. Nitr. an. = diazotiertes Nitroanilin, DBr.-ChCl. = Dibromchinonchiorimid.

einige Kaffeesiureverbindungen erginzt. Da zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Probennahme stark schwankende Phenolcarbonsduregehalte beobachtet werden, sind
bei den weiteren Beobachtungen nur die Kaffeesdure-Derivate beriicksichtigt, die
zu allen Sammelzeiten zu beobachten sind. Die physikalischen und chemischen Ei-
genschaften der aus Reben isolierten Phenolcarbonséiuren sind in Tabelle 1 zusam-
mengefaBt und mit Literaturwerten verglichen. Nur auf das wenig bekannte Kaffee-
sduredepsid der Weinsédure sei im folgenden niher eingegangen.

Monokaffeoyltartrat ist polarer als die anderen Kaffesduredepside und bleibt
bei der DC auf Mikropolyamid in Startnihe. Sein UV-Spektrum wird im wesentli-
chen von den ortho-Dihydroxygruppen der Kaffeesiure bestimmt und &hnelt dem
der Kaffeesiure und der Chlorogensiure. Der Kurvenverlauf im kurzwelligen Be-
reich ist charakteristisch (Abb. 3). Auch gaschromatographisch konnte das Vorliegen
der Kaffeesidure bestiitigt werden (Abb. 4). Mit den hier angewandten Methoden
148t sich nicht schliissig beweisen, da3 tatsichlich die Monokaffeoylverbindung vor-
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liegt; indessen ist es sehr unwahrscheinlich, daf3 es sich um die entsprechende zwei-
fach substituierte Verbindung (Rosmarinsiure) handelt, da diese Substanz auf Labia-
ten und Compositen beschrénkt zu sein scheint.

Die durch Ringschlufl aus ortho-Hydroxy-Zimtsiuren entstehenden Lactone (die
Cumarine) wurden bei den Reben bislang nicht nachgewiesen. Zimtsduren und
Benzoesduren liegen In Form zweier in ihrem Substitutionsmuster weitgehend {iiber-
einstimmender Serien vor. In der Reihe der Zimtsiuren fehlt die der Gallussiure
analoge Verbindung, die aus Pflanzen jedoch anscheinend iiberhaupt noch nicht
isoliert worden ist. Die der Salicylsidure analoge ortho-Cumarsiure lie sich ledig-
lich bei der Rebe nicht nachweisen, wihrend andere Pflanzenarten dieses Paar sehr
wohl enthalten konnen. Die 2,4-Dihydroxy-Verbindung in der Benzoesiiure-Serie
hat in der Zimtsdure-Reihe ebenfalls keine Entsprechung. Aus dem chemischen
Aufbau der Verbindungen erhélt man zwar einen Hinweis auf biogenetische Zu-
sammenhinge, kann aber nicht die Oxidation der Zimtsduren allgemein beweisen.

II. Flavonolglycoside

Die Flavonoide sind Cy-C,-C4-Korper mit zwei oder drei aromatischen Systemen,
die in ihrem B-Kern zum Teil ebenfalls die Substitutionsmuster der Zimtséuren
reprisentieren. Es scheint also bei allen bisher aufgezeigten Verbindungsklassen
gleichartige Substitutionsreaktionen zu geben. In Tabelle 2 sind einige spektrosko-
pische Daten der analysierten Verbindungen aufgefiihrt.

1. Quercetin-3-glucuronid (Quercituron)

Von den Flavonolen stehen in bezug auf Menge und Verbreitung die Quercetin-
glycoside eindeutig im Vordergrund. Das Quercetin-3-glucurecnid ist die Hauptkom-
ponente, wie schon RiBireau-Gayon (1968) fiir die Beerenhaut-Flavonolglycoside
zeigen konnte. Diese Verbindung ist von Eccer et al. (1976) fiir das Rebenblatt nach-
gewiesen worden.

Bei der priparativen Aufarbeitung wurde eine Fraktion erhalten, die auf Grund
der DC-Analyse an Mikropolyamid ausschlieBlich aus Quercetin-3-Glucuronid und
Kimpferol-3-Glucuronid bestand. Versuche, diese mit 30 %iger Schwefelsidure um-
zukristallisieren, lieferten immer wieder durch Aglukon verunreinigte Pridparate.

Tabelle 2

UV-Absorptionsmaxima einiger Rebphenole
Spectral maxima of some phenolics in vines

Nach Masry et al. (1970) Eigene Werte
Kimpferol 353 sh, 266, 294 sh, 322, 367 265, 295 sh, 325, 370
Kimpferol-3-glucosid k. A. 266, 325, 365
Kimpferol-3-rhamnoglucosid k. A. 260, 360
Kédmpferol-3-glucuronyl k. A, 258, 360
Quercetin 255, 269 sh, 301 sh, 370 255, 300 sh, 272
Quercetin-3-glucosid k. A. 288, 360
Quercetin-3-rhamnoglucosid 259, 266 sh, 299 sh, 359 260, 300 sh, 360
Quercetin-3-glucuronid . k. A, 255, 362
Myricetin 254, 272 sh, 301, 374 255, 273 sh, 375
Myricetin-3-glucosid k. A. 250, 374

k. A. = keine Angaben, sh = Schulter.



Phenolcarbonséuren und Flavonoide bei Vitaceen 245
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Abb. 3: UV-Spektiren von Kaffeesidure
(1), Chlorogenséure (2) und Monokaffe- 3
oyltartrat (3).
Fig. 3: UV-spectra of caffeic acid (1),
chlorogenic acid (2) and monocaffeoyl
. tartrate (3).
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Abb. 4: Gaschromatographische Trennung des Hydrolysates von Kaffeoyltartrat (cis-
und trans-Isomere von Silyldthern). 1 = Weinsiure, 2 und 3 = Kaffeesduren.

Fig. 4: Separation of the hydrolysate of caffeoyl tartrate by gas chromatography (cis-
and trans isomers of silyl ethers). 1 = tartaric acid, 2 and 3 = caffeic acids.
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Diese Fraktion, welche in der DC die Glucuronidflecken lieferte, wurde fiir die en-
zymatischen und salzsauren Hydrolysen verwendet. Als Stmkturbeweise sind die
folgenden Eigenschaften zu werten:
1. die Stabilitdt gegeniiber Sduren,
2. das Verhalten gegeniiber spezifischen Hydrolasen,
3. die UV-spektroskopischen Daten, die mit den von RiBireau-Gavon (1968) ver-
offentlichten iibereinstimmen (Abb. 5).

2. Quercetin-3-rhamnosid

Ordnet man die Flavonolglycoside in dem chromatographischen System nach
Eccer und Ken. (1965) auf der Polyamidplatte an, dann folgt mit steigendem R;~Wert
auf das 3-Glucuronid das 3-Rhamnosid (Abb. 6). Dieses ist eine weitverbreitete Ver-
bindung, die von allen Untersuchern beobachtet wurde. Die salzsaure Hydrolyse
lieferte auBler dem Aglukon Quercetin ein Monosaccharid, welches sich mit der
HPLC als Rhamnose identifizieren lie8. Der niedrige Ri-Wert schlie3t ein Diglucosid
aus, zumal Diglucoside aus Rhamnose bisher nicht bekannt wurden. Die Rhamnosid-
stufe wird auf dem Mikropolyamid nicht ganz so idefil von der 2-Glucosidstufe ab-
getrennt, wie von Eccer und K= (1965) beschriebeh. Die Flecken lassen sich auf
dem Mikropolyamid als angetrennte Doppelflecke erkennen, die sich mit Farbrea-
gentien leider nicht farblich differenzieren lassen.

Das Quercetin-3-rhamnosid wurde auBlerdem mit f-Glucosidase (3.2.1.21) und
Glucuronidase (3.2.1.31) 24 h behandelt; beides blieb véllig wirkungslos.

E
225
362
Abb. 5: UV-Spektrum von Quercetin-3-glucuro-
nid aus Reben in Methanol.
Fig. 5: UV-spectrum of a methanolic solution of
quercetin-3-glucuronide of Vitaceae.
| | | |
2.0 280 320 360 400 nm

3. Quercetin-3-glucosid (Isoquercitrin)

Dieses wird durch HCI so schnell hydrolysiert, da3 eine Untersuchung der Hy-
drolysekinetik nicht moglich ist. Die HPLC-Analyse dauert ca. 10 min. In der zwei-
ten Analysenprobe 148t sich schon kein Glycosid mehr nachweisen.

Quercetin-3-glucosid wird von f-Glucosidase (3.2.1.21) innerhalb einer Stunde
vollstindig gespalten.

4. Quercetin-3-rhamnoglucosid (Rutin)

Die Rhamnoglucosidstufe ist in Pflanzen wahrscheinlich das am hiufigsten
nachgewiesene Flavonolglycosid, bei den Rebblattflavonolglycosiden jedoch nicht
immer nachweisbar. Hierfiir gibt es zwei Erkldrungen: Entweder kommt die Sub-
stanz wirklich nicht vor. Oder es kommt infolge der Saurelabilitit bei der Aufar-
beitung durch die pflanzeneigenen Sduren zur hydrolytischen Spaltung. Da vorzugs-
weise Rhamnose abgespalten wird, entsteht das bereits beschriebene Quercetin-3-
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glucosid. Das Fehlen des Rutins ist also nur bei Abwesenheit von Quercetin-3-
glucosid zu beweisen.

5. Kimpferol-Glycoside

In biogenetischer Hinsicht stehen die Kidmpferol-Glycoside als im B-Ring mono-
hydroxylierte Verbindungen vor den ortho-Dihydroxy-Derivaten des Quercetins.
Sie sind quantitativ jedoch von untergeordneter Bedeutung, so dal3 die isolierten
Mengen fiir eine Zuckeranalyse nicht ausreichend waren und nur UV-spektroskopi-
sche Daten ermittelt werden konnten.

Von den Kiampferol-Derivaten kommt bei vielen Rebenarten die Diglucosid-
stufe vor, die dem Rutin entspricht. Mit Nrus Reagenz (1957) 1483t sich unter dem
langwelligen UV die griinliche Fiarbung des Flecks sehr gut beobachten.

Kémpferol-3-glucuronid konnte nicht von dem strukturanalogen Quercetin-
Derivat getrennt werden, dessen UV-Spektrum aus diesem Grund nicht ganz mit

100 R¢x100

Abb. 6: DC-Chromatogramm von Rebenflavonoiden auf Mikro-
polyamid-Laufmittel: Wasser/Athanol/Methylithylketon/Acetyl-
60 aceton (65/15/15/5). 3-rhgl = 3-Rhamnoglucosid, 3-gl = 3-Glucosid,
3-rh = 3-Rhamnosid, 3-glur = 3-Glucuronid.

Fig. 6: DC chromatogram of Vitis flavonoids on micropolyamide.

= 3-rhgl Eluent: water/ethanol/methylethylketone/acetylacetone (65/15/15/5).
3-rhgl = 3-rhamnoglucoside, 3-gl = 3-glucoside, 3-rh = 3-rhamno-
20| 3-gl side, 3-glur = 3-glucuronide.

3-rh
_L 3-glur

den Literaturwerten in Ubereinstimmung zu bringen ist. Auf Papier lassen sich mit
wassergesittigtemm Phenol die beiden Substanzen zwar trennen, nicht aber mit Me-
thanol wieder von dem Papier herunterlosen.

Als weiteres Glycosid, welches ein Analogon in der Quercetin-Reihe hat, konn-
te das Kidmpferol-3-glucosid auf Grund seiner UV-spektroskopischen und Firbe-
eigenttimlichkeiten sicher erkannt werden.

6. Myricetin-Glycoside

Das am stirksten hydroxylierte System am B-Ring ist das Myricetin, welches
glykosidiert als 3-Rhamnoglucosid vorliegt. Myricetin-Glycoside konnten in Reben
nur selten nachgewiesen werden. Sie miissen jedoch weiter verbreitet sein; denn
nach der Hydrolyse einiger Rebenblattextrakte findet sich Myricetin als Aglukon,
wihrend vorher kein Glycosid auffindbar war. Es lag demnach eine Uberlagerung
durch die stirker hervortretenden Quercetinverbindungen vor. Myricetin-Rhamno-
glycosid diirfte vorkommen, da an der entsprechenden Stelle des Chromatogramms
nach Zumischen von Myricetin-3-Rhamnoglucosid kein weiterer Fleck aufirat, son-
dern nur der vorhandene stirker sichtbar wurde. Die rotliche Farbung, die mit
Neus Reagenz erhalten wird, ist gut sichtbar. Die unterschiedlich glykosidierten
Myricetin-Glycoside miissen demnach als bislang ungeklirte Stoffgruppe der Re-
benflavonolglycoside gelten.
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7. Vorkommen freier Aglukone

Abschliefend muf3 noch auf die freien Aguklone eingegangen werden, die sich
in manchen Rebenextrakten finden. Das genuine Vorkommen 148t sich mit den der-
zeitigen Methoden nicht beweisen. Es ist sehr wahrscheinlich, da3 die beobachteten
Aglukone wenigstens teilweise durch Hydrolyse von Glycosiden bei der Aufarbei-
tung entstanden sind. Dem Vorkommen dieser Verbindungen darf aus diesem Grund
keine systematische Bedeutung beigemessen werden.

a) Unterscheidbarkeit der Aglukone auf Grund ihrer Farb-
barkeit
Kampferol-, Quercetin- und Myricetin-Glycoside sind in ihrem Férbeverhal-
ten doch so dhnlich, daB kaum differenzierte Farbtone (siehe S. 243) erhalten wer-
den konnten. Zu der Farbbestimmung auf Chromatogrammen seien aus diesem
Grund hier einige kritische Bemerkungen angefiigt.

Tabelle 3
Farbreaktionen von Aglukonen. Farbwerte nach Kom‘mf\ur und WansceHER (1963). Siehe
auch Tabelle 1

Colour reactions of aglucones. Colour values after Kornerue and WanscHErR (1963). See
also table 1

Kampferol Quercetin Myricetin
Diazo-p-Nitroanilin 4B6 4 B3 4B3
Fast Red 2 A4 2B4 4B6
2,6-Dibromchinonchlorimid 4C4 4C 4 4C4
Neus Naturstoffreagenz 1 A4 4 A4 5A5
Na,CO; 5 %, nach2d 1B2 3B 2 8 B2

Von der Konzentrationsabhingigkeit des Farbeindruckes abgesehen, ist dem
Farb-Vorstellungsvermégen des Beobachters auch bei der detailliertesten Farbbe-
schreibung eine enge Grenze gesetzt. Die giinstigsten Bedingungen erhilt man mit
einer Farbtafel, die einen Vergleich mit einem bestimmten Farbmuster erlaubt. Zur
Farbbeschreibung und Bestimmung geeignet sind die Farbmefitafeln von OstwaLD
(1939) oder die Horticultural Color Chart (1938). Das fiir chromatographische Zwek-
ke geeignetste Werk ist das von Kornerur und WanscHer (1963). Die auftretenden
Farben lassen sich als eine Kombination von zwei Zahlen und einem Buchstaben
weitgehend nach Farbton und Grauwert ermitteln (Tab. 3). Bei den unterschiedlich-
sten Farbungen ist kein Farbton aufgetreten, der mit der Farbtafel nicht bestimm-
bar gewesen wire. Schwierigkeiten machen lediglich kréftige Grautone mit einem
Farbstich. Dort versagt das menschliche Auge meistens. Es ist auch moglich, einiger-~
mafBen sicher bei geddmpftem Licht eine Chromatogrammplatte im UV-Licht zu be-
obachten und die Fluoreszenzfarben mit Hilfe der Farbtafel zu bestimmen. Das Ver-
fahren hat den Vorteil, dal einem zweiten Beobachter leicht mitgeteilt werden kann,
welche Farbe man selbst gesehen hat. Die verbale Farbbeschreibung ist nur fir
reine Spektralfarben sicher moéglich. Bei den Fiarbungen auf der DC handelt es sich
aber meistens um sehr fein abgestufte Farbtone mit unterschiedlichen Grauwerten.

Die Kupplung mit Diazoniumsalzen (Fast Red) ist in der normalen Weise nur in
8-Stellung des A-Ringes als para-Substitution moglich. Reaktionen in der ortho-
Stellung sind am B-Ring bei Kdmpferol und Quercetin moglich, wihrend Myricetin
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am B-Ring keinen Angriffspunkt mehr fir einen elektrophilen Angriff des Dia-
zoniumkations bietet. Die Farbung von Gallussidure mit Diazoniumverbindungen
entspricht etwa dem Myricetin. Die Gelbfiarbung der Diazoverbindungen mit den
Flavonolen wird in erster Linie durch das Substitutionsmuster am A-Ring be-
stimmt. Da es bei den Rebflavonolen keine Variabilitit am A-Ring gibt, lassen die
entstandenen Farbtone bei der Diazotierungsreaktion keine hinreichende Differen-
zierung zu. Die Farblacke mit Metallen sind ebenfalls kaum zur Unterscheidung ge-
eignet. Am verléBlichsten ist noch die Reaktion mit Alkali, die mit Myricetin eine
griine Farbung liefert, welche nach einigen Tagen in einen unverwechselbaren grau-
roten Ton libergeht. Hierbei lassen sich Quercetin und Kémpferol schlecht unter-
scheiden. Der Borkomplex mit Neus Reagenz erlaubt aber eine gute Differenzierung
des Kidmpferols von dem Paar Quercetin und Myricetin. Der Unterschied zwischen
Quercetin und Myricetin ist meistens nicht zu beobachten. Die Glycosidierung in 3-
Stellung verbessert die Unterscheidbarkeit etwas zugunsten des Myricetin-Glyco-
sides, welches gegeniiber dem Aglukon deutlich rot gefirbt ist. Eine Erklarung fiir
dieses Phinomen kann nicht gegeben werden.

Tabelle 4
Umwandlung von Flavonolen in die entsprechenden Anthocyanidine. Verschiebung der
UV-Spektren und der R;-Werte auf Celluloseplatten mit ForestaL-FlieBmittel

Conversion of flavonols to corresponding anthocyanidins. Shift of UV-spectra and Ry
values on cellulose plates with FonestaL solvent

. Verschiebung der Verschiebung der
Flavonoidpaar Absorptionsbande I R,-Werte X 100
Kampferol/Pelargonidin 367/518 nm 55/68
Quercetin/Cyanidin 370/535 nm 41/49
Myricetin/Delphinidin 374/546 nm 28/32

b) Reduktion von Flavonolen zu Anthocyanidinen

Da es sehr leicht moglich ist, die Flavonole in saurer Losung zu Anthocyanidi-
nen zu reduzieren, wurde versucht, liber die entstehenden Anthocyanidine eine Dif-
ferenzierung zu erreichen. Die im UV-Spektrum nach rot verschobene Bande I zeigt
bei den Anthocyanidinanalogen grofiere Unterschiede als bei den Flavonolen (Ta-
belle 4). Die Reduktionsreaktion erfordert allerdings relativ hohe Flavonolkonzen-
trationen,

II1. Verbreitung identifizierter Verbindungen bei Arten der Vitaceen

1. Die Gattung Vitis

In der Folge sollen nur solche Verbindungen betrachtet werden, die ilber die
ganze Vegetationsperiode vorhanden bzw. eindeutig abwesend sind.

Fiir die Gruppe der Phenolcarbonsiuren gilt generell, daB3 die Mengenverhilt-
nisse in den Blittern je nach dem Termin der Probenahme starken Schwankungen
unterworfen sind. Fiir eine Sortencharakterisierung kommen sie also weniger in
Frage. Im Gegensatz dazu bleiben die Flavonoidmuster der untersuchten Pflanzen
mehr oder weniger konstant.
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Tabelle 5

Verteilung von Flavonolglycosiden bzw. deren Agluconen (1—13) und einigen Phenol-
carbonsiuren (14—16) bei Vitaceen (systematische Gliederung nach Garer 1967). In der
Spalte 17 ist der Gesamtgehalt an Flavonolen angegeben

Distribution of flavonol O-glycosides and their aglucones (1—13) and some phenolic
acids (14—16) in Vitaceae (arrangement according to the sytem of Garer 1976). Column 17
indicates the total amount of flavonols

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Vitis
I. Sektion Vitis
Serie 1 — Candicansoideae
+ 4+ + - - = = = — - + + —
V. candicans (45) + + + + + 95
. + + o — = = = = = = + + —
V. longii (51) + + + + + + o+ 145
o+ — — b = = = = — + + —
V. simpsonii (81) + + + + 184
Serie 2 — Labruscae
+ 4+ + + = — — =+ = — — 4+ 4+ —
V. labrusca (48) + + + + 94
+ + = = = - - = = = + + —
(49) + + + + 152
Serie 3 — Caribaeae
+ + + + — + — — — + — — - 4+ + =
V. caribaea (82) + + + + +
+ 4+ + - F — — =+ = = — 4+ + —
(83) + + + + +
Serie 4 — Arizonae
+ + + - — - - — — — — + =+
V. arizonica (40) + + + + 113
+ + + - - = = - = — + — +
V. californica (44) + + + + + + 173
Serie 5 — Cinereae
+ - - = - = -~ = — + —
V. cinerea AnrnoLp (88) + i 180
+ + + - - - — - — — — + —
V. berlandieri (42) + + i 183
+ + - — — + - - - = — - — + — —
(43) + + 126
. + 4+ — = = = = = + +
V. baileyana (87) + + + + 201
Serie 6 — Aestivalae
+ + + - = = - = -~ = + -
V. aestivalis (38) + + + + + + i 209
+ + - - = - = = — = + —
(39) + + 109
+ 4+ -+ — - - - = - — —_
V. lincecumii (50) - * i1 198
Serie 7 — Cordifoliae
V. cordifolia (47) F — - - - - - - = = + — — 144
Serie 8 — Flexuosae
+ o+ - - - - - = - - — - -
V. amurensis (89) + + + 142
F - — — = — =~ = — — S
V. piasezkii (80) I3 * 86

Erlduterungen am Ende der Tabelle,
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(noch Tabelle 5) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Serie 9 — Spinosae
+ + + - = - - -~ - = + — —
V. armata (41) + + + 133
Serie 10 — Ripariae
o + 4+ + - = - = - - - = + + —
V. riparia (53) + + 97
+ 0+ o+ = - - - + — +
(54 + 4+ + 218
+ + = = = - = — — + —
(55) HE M U}
+ 4+ = = = - - — - + 4+ o+
(56) + + + 124
+ + - - - - - - - + o+ o+
(57 + + 133
+ + + - — — - — - — — — — + + —
(58) + + 13
+ 4+ + -+ - - — - — + + —
(59 + + 146
+ + + o+ — - — - — + o+ —
(60) + + 108
+ + + - — - — - — — — + — —
(61) + + 5
+ + + o+ - - — — = — — + +
(62) + + 107
+ o+ + o+ — - - = = = — + +
(63) + + 109
+ 4+ + + - — - — - - - — + — +
(64) + + 105
+ o+ o+ - - - - -~ = = + + —
(65) + + 70
+ 4+ + = = — + — — — + —
(66) + + 198
+ + + - - — - - — = + — —
(67) + + 205
+ 4+t -+ — - — - - — — + — —
(69) + + 167
+ + - - - - - - = = + o+ —
(70) + + 215
. + 4+ + + - = = - -~ - = — + +
V. rupestris (74) + 4+ + 91
+ + + + + - - - - — — = + o+
{75) + o+ 110
+ + + = = - - = = + + =
(76) + + n
B i e S S S + +
(77) + + 77
+ + + -+ = - — — — — + + —
(78) + + o+ 85
+ 4+ + o+ o+ - — - - — — + + +
(79) + + + 86
Serie 11 — Viniferae
+ + + + + = = _ — - — 4+ o+ —
V. vinifera (36) I +
+ + - o — - - - - = = + + —
(37 + + + 1m
+ + =+ - - - - =~ - = + + =
(84) + + 103
+ o+ = = = - . — - = + — —
(85) + + 198

Erlduterungen am Ende der Tabelle,
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17

10 11 12 13 14 15 16

7 8 9

(noch Tabelle 5)

AP Y

++
++

(86)

195

V. silvestris (1)

95

2
()]
@
©
()]
®

+ + —
+

174

++

+ + +

++
++

oA+ — = — = — =

+
+

155

119

129

+ +

195

173

++ ++
++ ++
It
I
[
[
[
o
[
+ +
+ o+
+ +
+
++ ++
++ ++
5 8

104

++
++

+ o+

(11)

104

+

++

(13)

64

(14)

+ 4+ - - = - = — =+
+

115

+ + +
+ +

(15)

+ + + - - — + = — — — =
+ + 94

(16)

—_—— - — — o+
* 144

+ o+ o+ 4+ + o+

am

114

+ o+ —

— + - - - — —

+ + + + +

+ +

(18)

—_— - — 4+ o+
* 200

+ + + +

++

(19

(20)

e S

(21)

+ o+ 4+ 4+

++

(22)

+ o+ + 4+

++

(23)

@9

+ o+

o+ttt = = - =

+ +
+ +

(25)

+ - - — = —

+ o+ o+ o+ —

++

27

(29)

161

+

+

(30)

Erliduterungen am Ende der Tabelle.
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(noch Tabelle 5) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

II. Sektion Muscadinia

V.-rotundifolia-

Kreuzungen .
- — = = = + + —
T 6-38 OLwmo (71) I 304
+ 4+ + - - - = - - = = = + + —
T 6-42 OLmo (72) + + 300
Ampelopsis
Sektion Vitifoliae
Serie 1 — Reniformae
+ + = = = - —- - = = = = — —
,A' aegirophylla (35) + + 66
Serie 2 — Cordiformae
A, cordata (33) o e e e e — 68
Serie 3 — Cuneiformae
A. brevipedunculata(32) + — — + — — — _— _ + — — — — + — 101
+ + - =t — — — + - — — = = +
A. heterophylla (31) + + 128
+ — + + — + — + — + — + — + — —
A, aconitifolia (80) + + + + 160

1 = Quercetin-3-glucosid, 2 = Quercetin-3-glucuronid, 3 = Quercetin-3-rhamnosid, 4 = Kimp-
ferol-3-glucosld, 5 = Myricetin-3-glucosid, 6 = Quercetin-3-rhamnodiglucosid, 7 = Kimpferol-3-
glucuronid, 8 = Quercetinderivate héherer Glycosidierungsstufen, 9 = Kimpferol-3-rhamnodi-
glucosid, 10 = Quercetin, 11 = Kiimpferol-3-rhamnosid, 12 = Kimpferolderivate hbherer Glyco-
sidierungsstufen, 13 = Myricetin, 14 = Monokaffeoyltartrat, 15 = Chlorogensiure, 16 = Kaffee-
siurederivat unbekannter Konstitution, 17 = Gesamtflavonole, als Quercitrin-Aquivalente (in
mg/10 g Blattfrischgewicht) bestitnmt.

In Tabelle 5 ist das Vorkommen der wichtigsten Verbindungen zusammenge-
stellt. Quantitative Angaben kénnen nur fiir die Summe der Flavonoide gemacht
werden, die als Quercetin-3-rhamnosid-Aquivalente bestimmt wurden. Es ist zu be-
achten, da3 Tabelle 5 nur Aussagen Uber identifizierte Verbindungen macht, nicht
jedoch iiber deren Gesamtzahl. Oft enthalten die Chromatogramme weitere Flecken,
die nicht eindeutig zu identifizieren sind.

Allgemein 148t sich fir die Flavonolglykoside der Gattung Vitis sagen, daf} in
3-Stellung glykosidierte Flavonole vorherrschend sind, und dal neben dem Gluko-
sid des Quercetins das 3-Glucuronid ein sehr konstantes Merkmal ist. Auch das
Kimpferol-3-glucosid kommt relativ oft vor. Von den Mpyricetin-Glykosiden ist
Myricetin-3-glucosid bei mehr als der Hilfte aller Vitis-Arten vertreten. Hoher
glykosidierte Verbindungen des Quercetins sind nur bei 14 % der untersuchten Ar-
ten Arten vorhanden, wihrend die analogen Kimpferolderivate als selten bezeich-
net werden miissen.

Die Depside der Kaffeesdure sind mit Wein- und Chinasidure vertreten, wobei es
bisher noch nicht gelungen ist, ein potentielles Apfelsdurederivat zu entdecken. Das
unbekannte Depsid (Kaffeesdurederivat unbekannter Konstitution) ist aller Wahr-
scheinlichkeit nach ein Zuckerester der Kaffeesiure, jedoch sicher kein Depsid der
Apfelsiure.

Die Sektion Vitis hat mit Quercetin-3-glucosid und Quercetin-3-glucuronid ein
konstantes Merkmal. Lediglich V. cordifolia (47) ist nicht in der Lage, Quercetin-3-
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glucuronid zu synthetisieren. Vergleicht man die einzelnen Serien der systemati-
schen Anordnung entsprechend, dann ergeben sich jedoch einige Besonderheiten:
Die Candicansoideae erzeugen mit Ausnahme von V. simpsonii (81) sehr viel Kimp-
ferol-3-glucuronid. Ahnlich verhilt sich V. californica (44) aus der Serie der Ari-
zonae, deren Kaffeesiuredepside jedoch unterschiedlich sind. Die Serie 2 146t sich
von 3 chemisch nicht unterscheiden. Die Arizonae sind wie die Cinereae durch
wenig ‘Quercetin-3-glucuronid charakterisiert. Dafiir treten bei dieser Gruppe C-
Glykoside auf, die nicht isoliert wurden. Bei Serie 6 und 7 kommen derartige
Verbindungen wahrscheinlich ebenfalls vor. Die einzige untersuchte Art der Serie
Cordifoliae, V. cordifolia (47), ist in bezug auf bekannte Flavonolglykoside vdllig
verarmt. Die Darstellung in Tabelle 5 konnte den Anschein erwecken, als enthielte
diese Art lediglich zwei Verbindungen. Die DC-Platte ist jedoch voller Flecken, die
nicht identifiziert werden konnten. Fiir eine priparative Aufarbeitung stand nicht
geniigend Blattmaterial zur Verfligung, da die Pflanzen in unserem Klima schlecht
wachsen. Die Serien 7, 8 und 9 (Cordifoliae, Flexuosae, Spinosae) zeigen einge-
schrinkte Depsidsynthese.

Serie 10 (Ripariae) lag in 2 Arten verschiedener Herkiinfte vor. Bei V. riparia
mit 17 Herkiinften (Nr. 53—70) 146t sich die artspezifische Variabilitit des Stoffmu-
sters aufzeigen. Es konnten zwischen 6 und 8 verschiedene Substanzen identifiziert
werden. Zweimal kamen 6, sonst 7—8 Verbindungen vor. Es besteht jedoch keine
Korrelation zwischen der betrédchtlich streuenden Gesamtmenge der Flavonolglyko-
side und deren unterschiedlicher Anzahl. Hier muBl auch erwidhnt werden, dafl bei
den unterschiedlichen Herkiinften betrédchtliche morphologische Unterschiede zu
beobachten sind.

Bei V. riparia sind Nr. 53, 60, 65 und 70 chemisch nahezu vo6llig identisch. An-
zahl und Art der Flecken sind gleich, es bestehen lediglich Unterschiede in der Ge-
samtflavonolglykosidmenge. Dariiber hinaus sind zwei gro3e Gruppen durch Kdmp-
ferol-3-glucuronid unterscheidbar: Bei 53, 54, 57, 58, 60, 65 und 70 (Gruppe I) fehlt
es, wihrend es bei 55, 56, 59, 62, 63, 66, 67 und 69 (Gruppe II) gebildet wird. In Ta-
belle 5 sind die Formen der Gruppe II durch Unterstreichung hervorgehoben. Ledig-
lich bei 58 scheint die Synthese von Kidmpferol ganz zu unterbleiben, da dort auch
kein Kémpferol-3-glucosid zu finden ist. Auffallend ist die groBe Konstanz von
Monokaffeoyltartrat, wie sie bei keiner zweiten Gruppe mehr vorkommt.

Chlorogensdure wird von immerhin 10 der 17 Arten gebildet. Das unbekannte
Kaffeesduredepsid ist relativ selten (5 von 17 Arten). An Flavonolglykosiden arme
Formen kommen nur wenige vor.

V. rupestris ist der V.-riparia-Gruppe II sehr &hnlich. Kdmpferol-3-glucuronid
kommt durchgéngig vor, wihrend Monokaffeoyltartrat nur in 3 der 5 Proben vor-
handen ist. Chlorogenséiure ist artkonstant. In 3 Proben tritt das unbekannte Kaf-
feesdurederivat auf. Die Gesamtflavonolglykosidmenge ist gering.

Die Serie 11 (Viniferae) schlieBt sich mit ihrer urspriinglichsten Form (V. sil-
vestris) eng an die Serie 10 (Ripariae) an. Die 26 Proben kénnten eventuell auf der
Basis von Kdmpferol-3-glucuronid oder der verstiarkten Synthese von Kaffeesiure-
depsiden in zwei Gruppen unterteilt werden.

Von den V.-vinifera-Formen wurden nur wenige untersucht. Quercetin-3-
rhamnodiglucosid war meist vorhanden; Monokaffeoyltartrat wird von allen Arten
gebildet, wihrend Chlorogensédure bei zweien fehlt. Das unbekannte Kaffeesdure-
derivat ist nicht nachzuweisen; im ganzen zeigt sich die nahe Verwandtschaft zu V.
silvestris.
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Nach dem System von GaLer (1967) steht die Sektion Muscadinia am Ende. Sie
ist sowohl morphologisch wie cytologisch gut von der Sektion Vitis abgegrenzt. Ge-
meinsame Merkmale mit der Gattung Ampelopsis sind nicht zu libersehen. Die vor-
liegenden Kreuzungen 71 und 72 zeigen ein verarmtes Muster an Flavonolglykosi-
den, jedoch eine aufBlerordentlich hohe Phenolbiosynthese. Diese Leistung haben die
Pflanzen mit der Elternart V. rotundifolia gemeinsam.

2.Die Gattung Ampelopsis

Bei den untersuchten Ampelopsis-Arten ist Quercetin-3-glucuronid zwar vor-
handen, aber in deutlich geringerer Konzentration. Auf der Basis einer Schitzung
der Flavonolglykosidmenge 148t sich ein differenziertes Bild erstellen. Die biochemi-
sche Gliederung der Gattung Ampelopsis stimmt mit der morphologischen weitge-
hend tiberein. Die einzelnen Serien sind gut voneinander abgegrenzt. A. aegirophyl-
la (35) als asiatische Art steht chemisch den Arten der Serie Cuneiformae durch das
Fehlen der Kaffeesidurederivate nahe. Bei der nordamerikanischen Art aus der Se-
rie Cordiformae, A. cordata (33), werden keine Kaffeesduredepside gebildet. Auffal-
lend bei den Cuneiformae ist das generelle Vorkommen von Quercetin, welches nur
bei heterophylla (31) aus Rutin hitte entstehen kénnen; bei brevipedunculata (32)
ist keine hydrolysierbare Vorstufe des Aglukons vorhanden. Innerhalb der Gattung
kommen mit Sicherheit noch andere phenolische Verbindungen vor, da auf den DC-
Platten sich einige Flecken mit dem Borsidurereagenz anfirben, die nicht mit den
hier beschriebenen Substanzen identisch sind.

Der Gattung Vitis am dhnlichsten ist A. heterophylla (31). Diese Art enthilt viel
Quercetin-3-glucosid und Quercetin-3-glucuronid. Ob das Fehlen von Mpyricetin-
derivaten charakteristisch ist, 148t sich bei der geringen Anzahl untersuchter Arten
nicht sicher sagen.

Gemeinsam ist allen untersuchten Arten, daf3 sie relativ geringe Mengen Fla-
vonolglykoside produzieren.

Diskussion

Alle Versuche, Pilzparasiten der Rebe mit physiologisch vertretbaren Konzen-
trationen der untersuchten Stoffe zu hemmen, gingen negativ aus. Desgleichen war
keine Korrelation der bekannten Resistenzeigenschaften der untersuchten Arten mit
Art und Menge der enthaltenen Phenolcarbonsiuren oder Flavonole festzustellen.
Vorab darf jedoch erwihnt werden, da3 eine andere Stoffgruppe mit stark hem-
menden Eigenschaften nachgewiesen werden konnte (BacumanN, in Vorbereitung).
An dieser Stelle sollen lediglich noch kurz die biogenetischen Zusammenhinge der
Rebphenole untereinander diskutiert werden.

Wie Versuche mit markierten Verbindungen zeigten (Bacumann, in Vorberei-
tung), entstehen erwartungsgemifl die Zimtsduren bei Reben aus L-Phenylalanin.
Unterschiedlich hydroxylierte Verbindungen wie p-Cumarsiure und Kaffeesiure
sind die wichtigsten Derivate. Die OH-Gruppe der p-Cumarsiure wird ausschlief3-
lich auf der Stufe der Zimtsdure eingefiihrt. Der zweite mogliche Weg liber die Des-
aminierung des Tyrosins wurde nicht gefunden.

Die Zimtsiurederivate werden entweder in den B-Ring der Flavonole einge-
baut oder sie bilden mit der Wein- bzw. der Chinasiure Depside. Die neuesten Er-
gebnisse von Castino und pr Sterrano (1976) zeigen, dal neben der Kaffeesdure auch
die librigen Zimtsduren, wie p-Cumar- und Ferulasiure als Tartrate vorkommen.,
Von den genannten Autoren wurde allerdings Wein analysiert. Die Phenole mégen
demnach schon unterschiedliche chemische Reaktionen erfahren haben.
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Die Existenz homologer Glieder der Benzoesdure erklidrt sich zwanglos aus ih-
rer Biosynthese: Die Startsubstanz der Flavonoidbiosynthese, das Cinnamoyl-S-
CoA, wird einer f-Oxydation unterworfen, und es entstehen die Benzoesiuren.
Durch Ankniipfen von Acetyl- oder Malonyl-CoA resultieren Flavonoide, deren A-
Ring keine Variabilitdt im Hydroxylierungsmuster zeigt. Sein Syntheseweg diirfte
demnach bei allen Formen gleich verlaufen. Die Variabilitéit ist ausschliefllich auf den
B-Ring beschriankt, der das Substitutionsmuster der Zimtsduren widerspiegelt. Die
f-Oxidation zu den Benzoesduren der Salicylsiure und der Gentisinsdure ist nicht
zu erkliren, denn als Vorstufen wiren o-Cumarsiure und 1,3-Dihydroxyzimtsiure
notwendig. Der Nachweis dieser Substanzen gelang aber nicht. Ebensowenig konn-
ten die als Vorstufen auch in Frage kommenden Cumarine gefunden werden.

Phenolcarbonsiuren mit Methoxylgruppen begegnen uns in der Ferulasdure/
Vanillinsdure bzw. der Syringasdure. Der A~Ring der Flavonole ist beim Kimpferol
p-Cumarsiure und beim Quercetin Kaffeesiure. Die symmetrische Trihydroxyzimt-
sdure aus dem A-Ring des Myricetins konnte bei Pflanzen noch nicht nachgewiesen
werden. Sollten bei der Gattung Vitis noch neue Aglukone aufgefunden werden,
dann wiére hier in erster Linie das Isorhamnetin, welches als A-Ring die Ferula-
sdure trigt, zu erwarten.

Auffallend ist, daB methoxylierte Verbindungen auf die einfachen Phenolcar-
bonsiuren bzw. bei den Flavonoiden auf die Anthocyanidine beschrinkt sind. Eine
biogenetische Beziehung zwischen Flavonolen und Anthocyanidinen 148t sich aus
dieser Beobachtung nicht ableiten. Bei den Rebenanthocyanidinen sind methoxylierte
Aglukone eher die Regel, wiahrend die analog gebauten Flavonole fehlen.

Zusammenfassung

An 90 Vitaceen-Formen wurden phenolische Blattinhaltsstoffe untersucht. Wild-
formen standen im Vordergrund des Interesses, da bei diesen Formen die grofiten
Unterschiede zu erwarten sind.

Flavonolglycoside stellen qualitativ und quantitativ die wichtigste Gruppe dar.
Neben Quercetin-3-0-Glycosiden kommen die analogen Kdmpferol- und Myricetin-
Glycoside vor.

Die analogen Glucuronide von Quercetin und Kimpferol konnten ebenfalls
identifiziert werden, nicht aber die entsprechende Myricetin-Verbindung.

Phenolcarbonsiuren der Zimtsdure-Reihe sind hauptséchlich in Form von Dep-
siden vorhanden. Besonders das Monokaffeoyltartrat ist sehr weit verbreitet. Ab-
kémmlinge der Benzoesdure-Reihe sind dynamische Komponenten, die nur temporéir
nachweisbar sind.

Die Verbreitung der identifizierten Flavonoide bei 78 Vitis- und 5 Ampelopsis-
Arten wurde untersucht. Allen Vitis-Arten gemeinsam ist das Quercetin-3-glucosid.
Fast ebenso hidufig ist Quercetin-3-glucuronid. Diese Verbindung wurde erstmals
fiir eine grofBlere Zahl von Vitis-Arten nachgewiesen. Das 3-Glucuronid wurde bis-
her hiufig fiir 3-Rhamnosid oder 3-Glucosid gehalten. Bei der salzsauren Hydrolyse
zeichnet sich das 3-Glucuronid durch groBe Stabilitdt aus, im Gegensatz zu den an-
deren Glycosiden. Mit zuckerspezifischen Glycosidasen ist eine saubere Unterschei-
dung der einzelnen Verbindungen moglich.

Die Phenolspektren der vikariierenden europiischen Art Vitis silvestris und der
nordamerikanischen Vitis riparia zeigen weitgehende Ubereinstimmung.

Eine Hemmung des Parasiten Botrytis cinerea durch Flavonolglycoside oder
Phenolcarbonsiduren konnte nicht erzielt werden.
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Die isolierten und identifizierten Phenole wurden in ihren physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften mit den entsprechenden Literaturwerten verglichen.

Den Mitarbeitern der Bundesforschungsanstalt fiir Rebenziichtung Geilweilerhof, welche
an dieser Arbeit mitgewirkt haben, danke ich herzlich,
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