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Résumé. — Dans des essais a court terme des raisins isolés, provenant des
variétés Optima, Morio-Muskat et Riesling, furent soumis quatre fois 4 une application
d’acide malique-4C. Au fur et & mesure de la maturation I’acide malique est respiré en
quantités considérables de CO,. Par analogie a cela on constate une formation renforcée
de sucres a partir de I’'acide malique.

Une augmentation de la température effectue une élévation du taux de respiration
de l'acide malique, qui est en effet plus forte que celle du glucose, testé parallélement,
tandis que la décomposition de l’acide tartrique-1“C ne s’avére pas dépendante de la
température. L’augmentation de la température ne favorise pas la formation de sucres
a partir de I’acide malique. En conséquence l’intensité de la gluconéogenése ne dépend
pas de la température mais uniquement de I’état de maturité de la variété respective.
C’est au fur et & mesure de la maturation des baies que ’acide malique est transformé
en quantités plus grandes d’acide aspartique que d’acide glutamique.

Einleitung

Zur Charakterisierung von Rebsorten werden aufler morphologischen auch phy-
siologische Eigenschaften herangezogen. Dabei ist der Verlauf der Beerenreifung ein
entscheidender Faktor der Mostqualitat. Das Wachstum der Beere von der Anthese
bis zur Reife erfolgt in Form einer doppelsigmoiden Kurve und ist durch vier Pha-
sen gekennzeichnet (1, 23, 30), die bei den einzelnen Sorten von unterschiedlicher
Dauer sind (1, 6); dies gilt vor allem fiir die Phase III. Phase III und IV sind phy-
siologisch besonders interessant, weil die Zellteilung abgeschlossen ist (Phase III)
und die Zuckereinlagerung beginnt (Phase IV). Korrespondierend dazu nimmt die
Saure ab, die bis dahin auf einen Maximalwert (S&uremaximum) angewachsen ist
(4, 5, 6, 11, 23). In dieser letzten Phase spielen sich die eigentlichen Reifungsvorgin-
ge in der Beere ab, und sie ist somit der interessanteste Ansatzpunkt flir die bio-
chemische Untersuchung des S&ure-Zucker-Metabolismus. Im Reifungsverlauf
nimmt die Apfelsdure viel starker ab als die Weinsdure (4, 5, 11, 25, 31, 34). KLiEwER
(11) konnte an acht Sorten zeigen, dal die Apfelsdure eine griofere Sortenvariabili-
tat zeigt als die Weinsdure; auf die Sortenabhingigkeit des Apfelsiureabbaus wie-
sen auch Burer und Franzy (2) hin.

Material und Methoden

Die analytischen Daten fiir die Aufstellung der Reifungskurven werden an
Freilandreben der Sorte Riesling und der beiden Neuziichtungen Morio-Muskat und
Optima gewonnen. Fiir den Tracerversuch mit "C-markierten Substanzen (L-Apfel-
sdure-[U-"C], DL-Weinsdure-[1,4-1C], D-Glucose-[U-!*C]) werden die Trauben nach
dem Abschneiden in einen Glastopf mit Deckel eingebracht; dieser Behélter ist mit
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einer Waschflasche mit 10%iger KOH (zur Absorption des Atmungs-CO,) und einer
Membranpumpe im Kreislauf geschaltet. Die gesamte Versuchsanordnung befindet
sich in einem Thermostatenschrank. Nach Versuchsende werden die Beeren abge-
schnitten, in 80%igem Methanol homogenisiert, zentrifugiert und gefriergetrocknet.
Der anschlieflend in Wasser aufgenommene Beerenextrakt wird mit dem Kationen-
austauscher Dowex 50 (H*-Form) behandelt, der die Aminosduren bindet. Diese
werden mit 2 n NH,OH eluiert. Die im Folgeschritt an Dowex 1 (Karbonatform)
fixierten organischen Sduren werden mit 2 n (NH,),CO, abgeldst. Alle Neutralstoffe,
vornehmlich die Zucker, befinden sich im Auslauf der beiden Austauschersdulen.
Die getrennten Substanzgruppen Aminosduren (AS), organische Sduren (OS) und
Neutralstoffe (N) werden nach Entfernen der Elutionsmittel im Rotationsverdamp-
fer in wéaflirigem Methanol aufgenommen.

Die Messung der Radioaktivitdt geschieht in einem Fliissigkeits-Szintillations-
zdhler (Mark II, Nuclear Chicago). Verwendeter Szintillations-Cocktail: 10 ml einer
Losung von 5 g NEN Omniflour (98% PPO + 2% bis-MSB) in 1 1 Toluol und 5 ml
dest. Methanol.

Die Aminosiduren werden nach Auftrennung an einem Aminosdurenanalysator
in einem Durchflu3-Szintillationszdhler LS 20 (Intertechnik), kombiniert mit einem
Berthold-Frieseke-Zihler-Timer und mit einem Drucker, automatisch ausgewertet.

Ergebnisse und Diskussion

In der Abb. sind die Reifungskurven (Sdure-Zuckerwerte in mg/Beere) fir die
Sorten Optima (Neuzlichtung Gf. 33-13-113), Morio-Muskat und Riesling Klon 90
dargestellt.
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Abb.: Reifungskurven der Sorten Optima, Morio-Muskat und Riesling
Courbes de la maturation des variétés Optima, Morio-Muskat et Riesling
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Hierbei ist der Apfelsiduregehalt durch einen steilen Anstieg in Phase III, ein
Maximum zu Beginn der Phase IV und anschlieBenden Abfall gekennzeichnet, wiah-
rend die Weinsdurekonzentration meistens schon in Phase IIT ihren Hochstwert er-
reicht und sich dann nur noch wenig verandert. Gleichzeitig mit dem Beginn der
Apfelsdureabnahme setzt die Phase der intensiven Zuckereinlagerung ein.

Ursachen der Sdureverminderung

Die Abnahme der Apfelsdure wird von mehreren Faktoren beeinfluf3t:

1. Das Nachlassen der Sdurezulieferung aus den Bldttern (24), verbunden mit einer
verminderten Fahigkeit zur CO,-Fixierung (8, 16, 27), erniedrigt den Apfelsiure-
gehalt. Dabei wirkt zusétzlich ein Feedback-Mechanismus durch akkumuliertes
Malat, der die Enzymsysteme fiir die Apfelsduresynthese beeinfluf3t (20).

2. Der Anstieg des Kaliumgehaltes in den Beeren bewirkt in geringem Umfang eine
Bindung der freien S&ure als Mono- und Doppelsalze (15).

3. RQ-Werte tliber 1,0 weisen auf die Veratmung sauerstoffreicherer Verhindungen,
wie z. B. Apfelsédure, hin (19, 29). Diese Hypothese konnte durch die Versuche von
Drawert, STEFFAN und RiBEreau-GavyoN (4, 5, 27, 31) mittels Verfiitterung von “C-
Apfelsdure gesichert werden.

4. Die Umwandlung von Siure in Kohlenhydrate (Gluconeogenese) vermindert
ebenfalls deren Konzentration, wie die gleichen Autoren (4, 5, 27, 31) sowie RuUFF-
Ner, KosrLer und Rast (28) mit 'C-markierten Verbindungen feststellen konnten.

5. Die Anderungen der Enzymaktivitit von Malatdehydrogenase, Malic Enzyme,
Pyruvat-Decarboxylase, PEP-Carboxylase und PEP-Carboxykinase sind fiir den
Apfelsdureabbau verantwortlich (8, 20, 22). Im Zusammenhang damit wurden
Permeabilitiatsdnderungen, bedingt durch das Weichwerden der Beeren, disku-
tiert.

6. Der Einflu3 der Tagestemperatur und des Tageslichtes wurde von mehreren Au-
toren (9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 32, 33) eingehend untersucht.

7. Rarp und KrenerT (26) stellten auch eine Beziehung zwischen der Samenzahl und
dem Apfelsduregehalt der Beeren fest.

Versuche mit '*C-Apfelsdure

Da wir in der Veratmung und in der Gluconeogenese die wichtigsten physiolo-
gischen Faktoren fiir die Sdureabnahme sehen, haben wir mit 4C-Apfelsidure den
reifeabhéngigen Abbau dieser Sadure studiert. Die Versuche wurden mit isolierten
Trauben durchgefiihrt, um Austauschvorginge mit dem Sprof3 zu unterbinden und
ausschlieB3lich die Eigenleistung der Trauben zu erfassen. Bei den angefiihrten drei
Sorten wurde jeweils an 4 verschiedenen Terminen wahrend der Phasen III und IV
uniform markierte #C-Apfelsdure durch die Schnittstellen der Traubenstiele einge-
geben.

Wie die in Tabelle 1 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, ist bereits 31 oder 32 Tage
nach der Blite (frithes Stadium der Phase III) bei allen Sorten schon eine relativ
starke Veratmung der Apfelsdure festzustellen, reprasentiert durch die Aktivitdat im
Atmungs-CO, (62% bei Riesling, 73% bei Optima). Nach dem Sduremaximum setzt
eine verstdrkte Veratmung ein, die fiir die untersuchten Sorten bei 87—98% liegt.
Diese Ergebnisse stehen in teilweiser Ubereinstimmung mit Kriepesmann (19), der
durch Zusatz von Apfelsdure zu reifen Beeren eine Erhohung der CO,-Produktion
um 50%, bei griinen Beeren jedoch keine Steigerung fand. Dafl wir auch bei un-
reifen Beeren eine Veratmung der Apfelsdure finden, widerspricht jedoch nicht die-
sen Ergebnissen. Im Tracerversuch, d. h. bei Zufuhr minimaler, quantitativ nicht ins



Tabelle 1

Prozentuale Verteilung der Radioaktivitdt nach Zufihrung von “4C-Apfelsdure in Beeren verschiedener Sorten
Dunkelversuch, 20 °C)
Pourcentage de distribution de la radioactivité aprés introduction d’acide malique-14C dans les baies de variété différentes (essai dans
le noir, 20 "C)

Optima Morio-Muskat Riesling
Termin 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Tage nach der Blite 32 61 72 79 31 63 71 79 31 64 71 79
Phase 1II v v v 111 111 v v 111 111 111 v
Apfelsduregehalt 320 1180 1030 965 250 2100 1975 1895 96 9
me/100 g Beeren 1395 1840 1975
Gesamtradioaktivitdt
% im: Beerenrlckstand 8 1 - - - 9 2 1 1 10 3 1 1
Beerenextrakt 19 4 2 2 25 19 3 3 28 28 22 12
Atmungs-CO, 73 95 98 98 66 79 96 96 62 69 77 87
Aktivitdt im Beerenextrakt
% in: Aminosduren 23 19 22 20 28 22 28 25 34 10 18 12
organischen Sduren 62 60 50 47 59 58 45 46 54 70 65 62

Neutralstoffen 15 21 28 34 13 20 17 29 12 20 17 26
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Gewicht fallender Substanzmengen des radioaktiven Prédparates, mi3t man die nor-
mal vorhandene Malatdissimilation. Diese wird im unreifen Stadium noch nicht
durch eine Zugabe von Apfelsdure stimuliert, da Synthese- und Einlagerungsvor-
gdnge dominieren. Erst im Reifestadium, wo durch die Anderung der Permeabilitdts-
verhaltnisse und der Enzymaktivitat (8) die Sdureverminderung eintritt, wird auch
durch zugesetzte Apfelsdure eine Erhdhung der Veratmungsrate erreicht.

Die Umwandlung der Apfelsdure in andere Inhaltsstoffe wird durch die Akti-
vitdtsverteilung im Beerenextrakt angegeben. Zum ersten Termin werden bei allen
drei Sorten viel Aminosduren gebildet (23, 28, 34%). Zu spiteren Zeitpunkten zeigt
sich bei Optima eine geringere, aber ziemlich konstante Markierung (19, 22, 20%),
ebenso wie Morio-Muskat liber den ganzen Zeitraum ein gleiches Markierungsmu-
ster aufweist (28, 22, 28, 256%). Beim Riesling wird spidter die geringste Aktivitat
in den Aminosiduren gefunden (10, 18, 12%).

Tabelle 2

Verteilung der Radioaktivitdt in den Hauptaminosduren nach Verfilitterung von 1C-
Apfelsidure (Morio-Muskat: Dunkelversuch, 30 °C)
Pourcentage de distribution de la radioactivité dans les amino-acides principaux aprés
introduction d’acide malique-*C (Morio-Muskat, essai dans le noir, 30 °C)

Tage nach spezifische Aktivitdt (imp/mg) Aktivitdtsverhidltnis
der Blite Glu Asp Glu : Asp

31 73 800 46 400 1:0,6

63 10100 7000 1:0,7

79 24 050 24 450 1:1,0

Die Hauptmenge der Radioaktivitdt innerhalbh der Aminosdurenfraktion ist in
Glutaminsdure (Glu) und Asparaginsidure (Asp) inkorporiert. Die spezifische Akti-
vitdt gibt eine Auskunft lUber die je mg Aminosduren eingebauten “C-Atome aus
dem Apfelsduregeriist. Bringt man die in Tabelle 2 angegebenen Werte zueinander
in Beziehung (Glutaminsdure = 1 gesetzt), so zeigt sich wéhrend der Reifungsperiode
eine vermehrte Bildung von Asparaginsdure aus Apfelsidure, was allen drei Sorten
gemeinsam ist. Dies 148t den SchluB3 zu, daBl Apfelsidure verstiarkt unter Mitwir-
kung der Malatdehydrogenase zu Oxalacetat abgebaut wird, woraus durch Trans-
aminierung dann Aspartat entsteht. Der durch das Malatenzym katalysierte Abbau
hingegen fihrt von Apfelsdure direkt zu Pyruvat und CO,. Der verstdrkte Abbau
der Apfelsdure bewirkt, dal mit fortschreitender Reife mehr Radioaktivitdt in der
Zuckerfraktion erscheint — ein Zeichen fiir den vermehrten Anteil der Gluconeo-
genese aus der Apfelsdure. Obwohl der 3. Termin in Tabelle 1 etwas abweichende
Werte zeigt, ist bei allen drei Sorten die Tendenz ersichtlich, dal3 die Metabolisie-
rung von Malat zu Kohlenhydraten mit fortschreitender Reife zunimmt. Bei Optima
nimmt der Zuckeranteil im Beerensaft von 15% iiber 21 und 28 auf 34% zu.

Um die Menge des umgewandelten Malats zu errechnen, setzt man den gefun-
denen Anteil an Radioaktivitdt mit der bei Versuchsanfang vorhandenen Menge
Apfelsdure in Beziehung. In Tabelle 3 sind die fiir die Sorten Riesling und Morio-
Muskat errechneten Werte angegeben. Danach werden im Beispiel des Rieslings
jeweils 60, 270, und 410 mg Apfelsdure/1000 g Beeren in Aminosduren und zu den
gleichen Zeitpunkten jeweils 20, 550 und 880 mg Apfelsdure in Zucker umgewandelt.
Der Anteil in der Fraktion der organischen Sduren ist mit nicht dissimilierter Ap-
felsdure gleichzusetzen, da in den radioaktiven Versuchen nur wenig andere mar-
kierte Sduren (Spuren von Bernsteinsdure und Citronensaure) gefunden wurden.
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Tabelle 3

Umwandlung von Apfelsidure zu Aminosduren und Neutralstoffen wdhrend der Reife-
periode (Dunkelversuch, 30 "C, 15 h)
Transformation d’acide malique en amino-acides et constituants neutres au cours de la
maturation (essai dans le noir, 30 °C, 15 h)

Morio-Muskat Riesling 90
24, 7. 69 25. 8. 69 10. 9. 69 24, 7. 69 25. 8. 69 9.9.69
Tage n. d. Bliite 31 63 9 31 63 8

mg Apfelsdure/1000 g Beeren

in Aminosduren 180 880 140 60 270 410
in Neutralstoffen 80 800 170 20 550 880

Wie bereits angeflihrt, wirkt sich auch die Temperatur auf die Verminderung
der Sduren in Weinbeeren aus. So konnten Kuiewer und Liper (13, 15) feststellen,
dafBl bei den wihrend der Vegetationsperiode im Phytotron unter kontrollierten
Temperatur- und Lichtbedingungen stehenden Topfreben die Apfelsdure bei ho-
heren Temperaturen (30 °C) stdrker abnahm als bei niedrigen (15 °C). Das Licht ist
von weit geringerem Einflufl, obwohl natiirlich durch die absorbierte Strahlung ei-
ne Erwdrmung in den Beeren eintritt (9, 14). Um den Einflu3 der Temperatur auf
die unter unseren Bedingungen gemachten Versuche zu studieren, wurden isolierte
Trauben 15 Stunden lang bei 10, 20 und 30 °C mit radioaktiver Apfelsiure und par-
allel dazu mit Glucose und Weinsdure gefiittert. Die Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse,
wonach eine eindeutige Steigerung der Veratmungsrate, dokumentiert durch die
Radioaktivitdt im aufgefangenen Atmungs-CO,, mit der Erhéhung der Temperatur
eintritt.

Tabelle 4

Prozentuale Verteilung der Radioaktivitédt bei isolierten Trauben (Morio-Muskat; Dun-
kelversuch, 15 h)
Pourcentage de distribution de la radioactivité chez des raisins isolés (Morio-Muskat,
essai dans le noir, 15 h)

Versuchstemperatur Beeren- Beeren- Beeren- Atmungs-
°C stiel riickstand extrakt CO,

HC-Glucose

10 60 2 33 5
20 66 2 10 22
30 52 2 10 36

HC-Apfelsidure

10 76,5 0,5 4 19
20 57,1 0,3 2 40

30 36,0 1,0 4 59

HC-Weinsdure
10 93 0,5 3,0 3,5
20 95 0,2 0,8 4,0
30 90 1,0 5,0 4,0
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Davon ist die zugefiihrte Apfelsdure stirker betroffen als die zugefiihrte Glu-
cose. Die Apfelsdureveratmung nimmt linear mit dem Temperaturgradienten zu
(bis gegen 60%), wahrend Glucose nur bis zu maximal 36% Atmungs-CO, ergibt.
Dies steht in Ubereinstimmung mit den analytischen Daten, da die Zucker ja bevor-
zugt eingelagert und nicht veratmet werden. Lerisvre und RiBEreau-Gavon (21)
konnten in einem Versuch mit *C-Glucose zeigen, dal3 die spezifische Aktivitat im At-
mungs-CO, abnimmt — ein Zeichen dafiir, da3 mit steigender Temperatur andere
Atmungssubstrate bevorzugt angegriffen werden. Die in Tabelle 4 dargestellten
Ergebnisse zeigen, daf3 die Weinsdure nur geringfiigig und unabhéngig von der
Temperaturhohe zu CO, dissimiliert wird. Der hohe Aktivitdtsanteil im Beerenstiel
spricht filir einen schlechteren Transport, eventuell bereits eine stirkere Bindung
als Salz (3). Wie wir in fritheren Arbeiten erwidhnten (4, 5, 31), ist erst bei langerer
Versuchszeit (20—60 h) eine deutlichere Aktivitdt durch Veratmung der Weinsdure
nachweisbar. Auch in Temperaturversuchen, die sich tiber 24 h erstreckten, lieB3 sich
ebenfalls keine sichere Beziehung feststellen, trotz hoherer Ausbeute an aktivem
CO,. Die Ergebnisse waren schwankend, und in einigen Fallen wurde sogar bei er-
hohter Temperatur weniger Weinsidure veratmet. Die gleiche Beobachtung konnten
auch KrLiewer und Liper (15) bei Topfreben im Phytotron machen, wonach fiir Wein-
sdure eine, wenn auch ungentiigend gesicherte, negative Korrelation zur Temperatur-
steigerung besteht. Wahrscheinlich spielt die beobachtete Translokationsschwierig-
keit der Weinsdure eine Rolle, so dali die Dissimilation auch von der Geschwindig-
keit abhédngt, mit der das Substrat nachgeliefert wird.

In Tabelle 5 ist die Verteilung der Radioaktivitdt im Beerenextrakt auf die
Fraktionen Aminosduren (AS), organische Sduren (OS) und Neutralstoffe (N) ange-
geben. Entsprechend der niedrigeren Veratmungsrate von zugefiihrter Glucose ist

Tabelle 5

Prozentuale Verteilung der Radioaktivitdt im Beerenextrakt von isolierten Trauben (Mo-
rio-Muskat; Dunkelversuch, 15 h)
Pourcentage de distribution de la radioactivité dans I’extrait provenant de raisins isolés
(Morio-Muskat, essai dans le noir, 15 h)

Versuchstemperatur uc-Apfelsdure HC-Glucose
°Cc AS oS N AS oS N
10 14 64 22 3 24 73
20 20 62 18 5 30 65
30 15 68 17 5 20 75

auch der in der Beere verbleibende Anteil hoch (65—75% in N). Die Aktivitdt inner-
halb der Fraktion organische Sduren findet sich zu tiber 90% in der Apfelsiure, als
Folge des Abbaues iliber den Krebszyklus. Dabei erhidlt man eine erhéhte Einbau-
rate bei 20 "C. Offensichtlich ist bei dieser Temperatur die Sdurebildung aus Glucose,
die sowohl von der Intensitét der Glykolyse als auch von der CO,-Refixierung ab-
hingt, gegeniiber héherer und niedrigerer Temperatur beglinstigt.

An Enzymextrakten aus griinen Beeren wurde von Lakso (20) die Temperatur-
abhdngigkeit der CO,-Fixierung studiert; dieser Autor findet unterhalb 30 °C eine
hoéhere Nettosynthese von Apfelsdure als oberhalb dieser Temperatur. Fir reifende
Beeren kann daraus jedoch kein Analogieschluf gezogen werden, da vom S&ure-
maximum an die Dissimilation der Apfelsdure generell bevorzugt ist.

Eine Temperaturerhéhung férdert die Umwandlung der zugefiihrten C-Apfel-
sdure in Zucker nicht, sondern es zeigt sich sogar eine gering fallende Tendenz. Bei
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10 °C sind 22% und bei 30 °C 17% der Radioaktivitit des Beerenextraktes in der
Neutralfraktion enthalten, wobei Glucose starker markiert ist als Fructose, etwa im
Verhéltnis 5 : 4 (31). Somit hat sich gezeigt, daB3 fiir die Gluconeogenese aus Apfel-
sdure bei den in-vitro-Versuchen nicht die Temperaturerhohung, sondern das je-
weilige Reifestadium von entscheidender Bedeutung ist (Tabelle 1).

Bei den geschilderten Versuchen handelt es sich um Untersuchungen der durch
die Schnittstelle des Traubenstieles zugefiihrten Apfelsdure. Da es Anzeichen dafir
gibt, daB S&ure und Zucker in den verschiedenen Teilen der Traubenbeere unter-
schiedlich metabolisiert werden koénnen (7, 8), haben wir unsere Untersuchungen
dem Vorhandensein unterschiedlicher Malatpools zugewandt, womit sich eine in
Vorbereitung befindliche Arbeit befaf3t.

Zusammenfassung

In Kurzzeitversuchen wurde an isolierten Trauben der Sorten Optima, Morio-
Muskat und Riesling zu 4 Terminen "C-Apfelsdure appliziert. Die Apfelsdure wird
mit fortschreitender Reife stérker zu CO, veratmet. Analog dazu werden aus der
Apfelsdure in verstiarktem MafBe Zucker gebildet.

Die Veratmungsrate von Apfelsdure erhdht sich auch mit steigender Tempera-
tur, und zwar stédrker als bei der parallel dazu eingesetzten C-Glucose, wahrend
der Abbau von "“C-Weinsdure keine Temperaturabhingigkeit zeigt. Die Bildung
von Zuckern aus Apfelsdure wird durch die Temperaturerhhung nicht geférdert.
Somit ist die Intensitdt der Gluconeogenese nicht von der Temperatur, sondern nur
vom Reifegrad der jeweiligen Sorte abhingig. Mit fortschreitender Beerenreife ent-
steht aus Apfelsdure mehr Asparaginsidure als Glutaminsiure.
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