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Anthocyane von roten Trauben, Rotmosten und Rotweinen sind fiir Reben-
zlichtung, Weinforschung und Weinkontrolle in vielfacher Hinsicht von Inter-
esse. Wiahrend die Weinkontrolle eine Untersuchung von Rotweinen héufig
vornimmt, um Verschnitte von Weinen aus Vitis vinifera mit solchen aus roten
Hybriden*) zu erkennen, ist der Rebenziichter u.a. an einer chemischen Analyse
der Anthocyane von Sdmlingsnachkommenschaften interessiert. Es kommt dar-
auf an, eine hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse befriedigende
und mdglichst unkomplizierte Methode zum Hybridennachweis anzuwenden, die
es gestattet, unter den Rebensdmlingen Genotypen zu selektieren, welche die
typischen Hybridenmerkmale nicht aufweisen; sehr haufig ist mit diesen
Merkmalen ein fremdartiger Geschmack verbunden. Wie aus Tab.1 und 5 zu
ersehen ist, konnen im Rahmen der Kombinationszlichtung aus entsprechenden
Kreuzungsnachkommenschaften Samlinge ausgelesen werden, welche jene
Anthocyane, die dem Hybridencharakter zuzuordnen sind, kaum noch oder
nicht mehr haben. Uber den Erbgang der Anthocyane ist noch nichts endgiiltiges
bekannt, jedoch kann aus den bisherigen Ziichtungsarbeiten geschlossen wer-
den, daf3 die einzelnen Anthocyane auf einer Reihe von verschiedenen domi-
nanten Farb-Genen beruhen, die frei mendeln und daher eine gro8e Variations-
breite und gute Kombinationsmdglichkeiten geben**). Um in Verbindung mit
eigenen Ergebnissen eine Diskussion der verschiedenen Verfahren zum
Hybridennachweis zu erleichtern, werden zunéachst die einschldagigen Ergeb-
nisse des umfangreichen Schrifttums tiber Anthocyane dargestellt.

Anthocyane und deren Vorkommen in verschiedenen Rebensorten

Anthocyane, die blauen, violetten und roten Farbstoffe vieler Bliiten,
Friichte und Pflanzen, stehen in enger biochemischer und pflanzenphysiologi-
scher Beziehung zu den Flavonfarbstoffen. Sie liegen im Zellsaft hauptséchlich
als Glycoside vor und konnen als solche bei schonender Aufarbeitung isoliert
werden, Kenntnis iiber die chemische Konstitution der Anthocyane haben wir

*) Unter Hybriden werden Rebensdmlinge verstanden, die aus Kreuzungsnachkom-
menschaften amerikanischer Wildreben wie V. riparia, V. rupestris etc. mit euro-
paischen Kulturreben (V. vinifera) hervorgegangen sind.

**) Vgl B HusreLp: Rebenzlichtung. Handb. Pflanzenz. Bd. V, 152 — 197 (1950)

Reben. ebenda 2. Aufl. im Druck. Verlag P. Parey, Berlin 1961.
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vor allem durch die grundlegenden Arbeiten von R. WiLLSTATTER (1 — 7),
P. KaRreR (8 — 14) und R. Rosinson (15 — 24) erhalten. Im sauren Bereich des
Zellsaftes (um pH 5) liegen die Anthocyane als 2-Phenyl-benzopyriliumsalze
oder nach E. Bayer (25 — 27) als Protoanthocyane vor. Protocyanin, der blaue
Farbstoff der Kornblume (25) konnte inzwischen synthetisiert werden (27). Die
synthetischen Cyanin-Chelate (I) unterscheiden sich vom natiirlichen Komplex
nur dadurch, daffi an Stelle des Polysaccharides Anionen gebunden sind. Die
blaue Farbe wird durch Chelatbildung und Stabilisierung eines Anions der
chinoiden Form des Cyanins bedingt. Protoanthocyane werden beim Uber-
schreiten einer bestimmten H-Ionenkonzentration zerstért unter Bildung der
roten Anthocyan-Oxoniumsalze.

X
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In der deutschsprachigen und angelsdchsischen Literatur werden die Glycoside
(Mono- oder Heteroside) als Anthocyane (-ine), die nach Hydrolyse erhiltlichen
Aglykone als Anthocyanidine bezeichnet. Abweichend davon werden im franzosischen
Sprachgebrauch, in Anlehnung an die Genfer Nomenklatur, die Glycoside durch ein
angehingtes ,,oside“ und die Aglykone durch ,,idol“ bezeichnet.

Die in der Natur vorkommenden Anthocyane konnen hinsichtlich ihres
Aglykons fast ausnahmslos den Typen P, C und D zugeordnet werden.

JOR! OR!
—_— 7
RO\/\/Qw___..’-‘ ~ >-OH
H®l ——
\\i,/ “"OH OR"
OH
Typ P Typ C Typ D
Pelargonidin R=R'=H, Cyanidin R=R'=R'"'=H, Delphinidin
(3, 5, 7, 4'~tetrahydroxy- R=H, R'=CHs, Pionidin R=R"=H, R'=CH3s, Petunidin
2-phenyl-benzopyrylium- R=R'=CH3, Rosinidin R=H, R'=R"'=CH3, Malvidin,
chlorid) Onidin, Syringidin.

Die Mehrzahl aller Anthocyane kommt nach R. Rosinson (22a) als 3-mono-
glucosid, 3-monogalactosid, 3-rhamnoglucosid, 3-pentoseglycosid, 3-biosid,
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Tabelle 1 Anthocyane in den Beeren verschiedener Traubensorten (nach P.RiBEREaU-Gayon [29, 34])

Die Zahlen geben den Prozentanteil einzelner Anthocyane am Gesamtanthocyangehalt an.

OR’
_NO/W/ Jll ,Yo: RO 4\40/ \ﬂ/ OH
//,/ AN N oG OR”
on. oG

Typ C (Cyanin) Typ D (Delphinin)

Traubensorte R=R'—H R=H, R'=CH, —R'=R"=H R=R’=H,R'=CH, R-H, R'=R"=CH,

Cyanin Pdonin Delphinin Petunin Malvin, Onin,
7 Syringin
C C, D, D, | Dy
3-mono-  3,5-di- | 3-mono- w 5-di- |3-mono-| 3,5-di- 3-mono- 3,5-di-  3-mono-| 35-di-
mEoo!menOma glucosid | glucosid glucosid mEoOmE_mEnOm_a m_:ooma_m_cgwa WEoOmE
|
V. vinifera -Kultur-Sorten 4

1 Merlot 1958 . . . . . . . . . . . e 3 15 12 12 36
2 Muscat de Hamburg . . 20 45 6 9 20
3 Cabernet-Sauvignon Gwm Qunmasma Oonmw moammcxv 15 12 12 39*)

4 Merlot 1957 (Medoc) . . . . i ow 14 17 11 36%)

5 Merlot 1957 (Saint FD;::oE B dn . 10 21 15 37%)

6 Merlot 1957 (Graves) . . . 11 19 14 36%)

7 Merlot 1957 ﬁu.an:Qmm Ooﬂmm WO_dmmcxv 12 23 14 35%)

8 Merlot 1958 (Premiéres Cotes Bordeaux) . 9 18 12 37*)

Wildformen i ,

9 V. riparia e e e e e e e e e 2 5 2 14 12 10 17 6 21
10 V. rupestris SR i 2 8 I 34 3 22 2 8
11 V. labrusca - YR oA e oW s ow e & 5 10 1 21 15 1 34 2
12 V. arizonica ., . . . . . . . 4 o . . s 8 1 14 10 13 10 1 29 10
13 V. berlandieri t . i 8 16 2 23 20 1 25 2
14 V. monticola ., . . . . . . . . . 3 5 36 26 27
15 V. cordifolia . 10 11 2 15 18 | 2 30 5
16 V. rubra 4 @ -, @ w 20 1 5 1 30 1 20 2 16 2
17 V. lincecumii . . . . . 29 2 7 3 17 1 8 | 1 4 1
18 V. aestivalis . i % e p 31 3 11 4 31 10 7 6 2
19 V. coriacea . 58 4 6 | 4 20 4
20 V. rotundifolia , v Y 9 6 38 29 18
21 V. amurensis " oo 13 15 _ 5 27 40

Hybriden**) B n

22 Seyve-Villard 18315 (1958) . . . . . . . . + + + + + i v
23 Burdin 4503 (S 5455 x Gamay) . . B A+ + +) + (+)
24 Burdin 7061 (S 10878 x Gamay) . . | () + | h) + (+) +
25 Couderc 1 (V. lincecumii x V. riparia) X Pineau (+) + (+) 4- (+) +
26 Couderc 14 (V. lincecumit x >~.NBC~: x V. aestivalis | | (

x V. lincecumii x Aramon ., . . + (+) + ~ (+) + )
27 Oberlin 595 (Gamay x V. :?:EV +) e + (+) +

*) ¥ D; + C; — monoglucosid.

**) Interspezifische Kreuzungen zwischen V. vinifera und amerikanischen Wildformen.
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3,5-diglucosid oder acyliert mit Malonsiure, p-Hydroxy-benzoesiure, p-Hydro-
xyzimtsdure u. a. vor. [vgl. F. Brank (28)].

In der Weintraube treten vorwiegend die Anthocyane der Typen C und D
auf. Wahrend die Schalen roter oder blauer europdischer Trauben (V. vinifera)
nach P. RiBEREAU-GAYON (29) nur Monoglucoside (vgl. Tab. 1) enthalten, wurde
gelegentlich auch das Vorkommen von Diglucosiden beobachtet (30, 31, 32, 7).
P. RiBEREAU-GAYON hat die Ergebnisse vorwiegend chromatographischer Unter-
suchungen an verschiedenen Traubensorten zusammenfassend dargestellt.

Die sichere Aussage von P. RisEREaU-Gavon, dall reine V. vinifera-Sorten
nur Monoglucoside enthalten, wird durch Untersuchungen von A. Fouassin (33)
gestiitzt. Danach sind in dunklen européischen Trauben (Echantillons de raisin
noir de serre, Royal Frankentael, Colman) neben Delphinidin- und Petunidin-
monoglucosiden noch vier Malvidine, davon drei als Monoglucosid und ein
viertes als acyliertes Heterosid, vorhanden. Weitere Untersuchungen von
P. RiBEREAU-GAYON und Mitarb. (34) zeigen eindrucksvoll, wie bei interspezi-
fischen Kreuzungen zwischen européischen Kulturreben mit amerikanischen
Wildreben auch die Gehalte an Mono- und Diglucosiden dem Erscheinungsbild
der genetischen Aufspaltung folgen (Tab. 1, Nr. 22 — 27). Bei den interspezi-
fischen Hybriden V. riparia x V. vinifera, V. rupestris x V. vinifera V. riparia x
V. rupestris dominiert der Typ H (mengenméBiges Uberwiegen der Diglucoside
im 2-dimensionalen Chromatogramm). Von 71 untersuchten Hybriden gehoren

45 (63,3 %) zum Typ H
17 (23,9 %) zum Typ F
und 9 (12,6 %) zum Typ X

(Typ F: MengenmiBiges Uberwiegen von Monoglucosiden; Typ X: Nicht genau
zu definieren).

R. I. AnpErsoN und F. P. NaBeNHAUER (35) sowie R. L. SCHRINER und
R. 1. ANDERSON (36) haben schon friiher die Anthocyane der amerikanischen
Traubensorten V. aestivalis, V. riparia und V. labrusca sowie deren Bastarde
(35) untersucht. Danach soll Petunidin-monoglucosid charakteristisch fiir
rassenreine amerikanische blaue Traubensorten sein, wihrend Kreuzungen
mit V. wvinifera Malvidin-monoglucosid (Onin) enthalten. L. V. L. Sastry und
R. G. Tiscuer (37) fanden papierchromatographisch bei V. labrusca (Concord)
auBer Onin noch Malvidin-diglucosid sowie freies Anthocyanidin. V. rotundi-
folia soll Petunidin-3,5-diglucosid (Muscadinin) enthalten, kalifornische
Cabernet- und Carignanesorten auller Malvidin-3-glucosid noch Delphinidin-,
Petunidin- und Malvidin-3,5-diglucosid (31). In roten, siidafrikanischen
Hanefoot-Trauben wurde Cyanidin-3-glycosid (37a), in V. hypoglauca F. Mull.
(Austral.) neben wenig Delphinidin vorwiegend Onin nachgewiesen (38).
Weitere Angaben sind den Ubersichtsberichten von H. SuoMALAINEN und
Ch. Erikson (39), M. A. AMErINE (40), E. C. Batue-Syurs (41), F. Brank (28),
T. A. GeissMaN (42) und P. RiBEreau-Gayon (29) zu entnehmen.

Chromatographische Untersuchungen
Umfangreiche Untersuchungen iiber den Gehalt von Trauben, Weinen und

Mosten an den verschiedenen Anthocyanen bzw. Anthocyanidinen konnten erst
durchgefiihrt werden, als entsprechende chromatographische Methoden zur



292 F. DRAWERT

Verfiigung standen. E. C. Bate-Smira (43, 45) hat 1948 chromatographische
Verfahren bekanntgegeben, mit denen Flavonoide und Anthocyane gut auf-
getrennt werden konnen. In der Folgezeit wurde eine Reihe von Methoden be-
kannt, mit deren Hilfe es moglich ist, Extrakte bzw. Prefiséfte aus Pflanzen,
Bliiten oder Beerenhiilsen nach der ein- oder zweidimensionalen papierchroma-
tographischen Technik zu untersuchen. Eine Arbeit von J. B. HARBORNE (46) gibt
erschopfend Auskunft lber Ri-Werte von Anthocyanen, Anthocyanidinen,
acylierten Anthocyanen und Glycosidanteilen bei Verwendung verschiedener
FlieBmittel sowie tiber die Farben im Sichtbaren und UV-Licht. Die derzeit am
hdufigsten angewandten FlieBmittel sind:

ForestaL: Eisessig/HCI konz./H20 [30:3:10] (47, 48, 29).
PARTRIDGE: n-Butanol/Eisessig/H»0 [4:1:5] (46).
Pseudo-ParTrIDGE: n-Butanol/Eisessig/H20 [4:1:1] bzw. [4:1:2].
n-Butanol/2n-HCI [1:1] (47, 46, 29).
m-Kresol/12n-Essigsdure/6n-HCI [2:1:1] (33, 49).
iso-Propanol/2n-HCI [1:1] (46).

Weitere FlieBmittel sind der angegebenen Originalliteratur zu entnehmen. Es
handelt sich vorwiegend um saure Chromatographiegemische. Bei der zwei-
dimensionalen Methode wird bisweilen die Oberphase in der einen, die Unter-
phase in der anderen Richtung verwendet. In Tab. 2 sind die Ri-Werte einiger
Anthocyane zusammengestellt.

Wie aus Tab.2 zu ersehen ist, besteht eine Beziehung zwischen der Struktur
der Anthocyane und dem Ri-Wert (45, 46, 50, 51, 29). Fiir die Systeme n-Buta-
nol/Eisessig/Wasser (4:1:5) und m-Kresol/Eisessig/Wasser (48:2:50) gilt etwa,
daBl der R-Wert mit steigender Anzahl der OH-Gruppen sinkt, OCHg-Gruppen
den Ri-Wert erhdhen, Acylierung entweder Erhoéhung oder Verminderung
bewirkt und Glycoside eine Verminderung der Ri-Werte bedingen. Die Be-
ziehungen zwischen R{-Werten und Struktur wurden von Y. ABE und
K. Havascur (50) graphisch ausgewertet. Es ist auffallig, daB 3,5-Diglucoside
im UV-Licht intensiv aufleuchten, wofiir nach R. ResinsoN (52) Glycosid in
Position 5 verantwortlich ist. Diejenigen Anthocyane oder Anthocyanidine, die
zur Komplexbildung beféhigt sind (Cyanin, Delphinin, Petunin) erfahren nach
Versetzen mit Fe (III)- bzw. Al-Salzen eine Farbvertiefung. Besprithen der
Chromatogramme mit einer 5 proz. dthanolischen Losung von AICIl3 (53) bzw.
2 proz. wissriger Losung von FeCls (54) bewirkt eine Farbvertiefung. Uber die
Stabilitdt der Schwermetallkomplexe im sauren pH-Bereich wurde von
E. Bayer (25, 26, 27) berichtet. Zur priparativen Gewinnung von Anthocyanen
wurde die Sdulenchromatographie mit Erfolg angewandt. Neben S&dulenfiillun-
gen mit beschréanktem Anwendungsbereich (12, 13, 55, 56, 57) ist Zellulosepulver
in weiten Bereichen verwendbar (48, 56, 57, 58). Zur Gewinnung von Antho-
cyan-Extrakten wird hdufig Wasser oder Methanol mit 1 proz. HCI verwendet.
In vielen Fillen reichen die beschriebenen Verfahren in Verbindung mit
Referenzpréparaten zur Identifizierung chromatographisch aufgetrennter An-
thocyane oder Anthocyanidine aus. Héufig werden nach Sdure-Hydrolyse die
meist besser zu trennenden Anthocyanidine identifiziert.
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Ergebnisse

Wie eingangs erw#hnt, besteht aus den verschiedensten Griinden ein Be-
diirfnis nach einer raschen, zuverlassigen Methode zum Nachweis und moglichst
auch zur Bestimmung der Anthocyane von roten Trauben, Rotmosten und
Rotweinen. Aus der zitierten Literatur kann entnommen werden, daf3 dieses
Ziel grundsitzlich mit Hilfe der eindimensionalen papierchromatographischen
Methode erreicht wird. Abgesehen von einem viel groferen Zeit- und Material-
aufwand, der mit der zweidimensionalen Methode verbunden ist, schlief3t
diese Methode die Verwendung von Referenzsubstanzen aus. Ferner ist die
zweidimensionale Methode viel stdrker als die eindimensionale gegen eine
Inkonstanz der Chromatographiebedingungen und -voraussetzungen anféllig;
fiir den Hybridennachweis allein ist sie unangebracht und liberfliissig.

Zur chromatographischen Auftrennung von Farbkonzentraten ist die eindimen-

sionale Papierchromatographie, wie nachfolgend beschrieben, gut geeignet, wenn
einige Bedingungen weitgehend konstant gehalten werden:

1. Wurde in einem auf 20° C temperaturgeregelten Raum chromatographiert.

2. Das FlieBmittel mufl entweder immer zu gleichen Zeiten nach der Vermischung
verwandt oder gleichmifBig aquilibriert werden. Besonders Butanol/Saure-
gemische sind diesbeziiglich sehr empfindlich.

3. Die Chromatographiekammern sollen dicht schlieBen und mit Losungsmittel-
dampf gut geséttigt sein.

4. Hinsichtlich Papiersorte, Auftropfverfahren, Imprégnieren und Trocknen sind
Standardbedingungen einzuhalten.

Sind diese Voraussetzungen erfiillt, so konnen sogar, wie V. JirACex und Mitarb. (64)
gezeigt haben, ungereinigte, rohe Anthocyanextrakte auf langen Papierstreifen ein-
dimensional absteigend mit gutem Erfolg chromatographiert werden.

In einer Mitteilung (59) wurden die Grundlagen unseres Verfahrens zur
Anreicherung und Chromatographie von Anthocyanen kurz erdrtert. Wir
gingen dabei von der Voraussetzung aus, dafl die Gehalte an Anthocyanen und
Anthocyanidinen in Beerenextrakten, Mosten und Weinen grundsétzlich ver-
schieden sind. Wahrend bei schonender Aufarbeitung von Beerenhiilsen fast
vorwiegend Anthocyane anfallen, enthalten Weine erhebliche Anteile an freien
Anthocyanidinen. Unsere Befunde stimmen gut liberein mit Angaben von
M. A. AMERINE (40, vgl. Tabelle 3).

Tabelle 3
Gehalt an Onin und Onidin in Weinen in Abhéngigkeit von der Art der
Vorbehandlung
|[nach M. A. AMERINE (40)]

. Onin Onidin

Weine Behandlung mg/1 mg/l
Saperasi, 1946 keine 288 260
Saperasi, 1949 keine 317 300
Saperasi, 1949 1 h 95°C 245 190
Saperasi, 1949 Luft, 7 Tage 28°C — 165
Saperasi, 1949 3 Monate offene Lagerung 81 134
Saperasi, 1949 Luft, 15 Tage 48° C -— 39
Dneprooskoe, 1949 keine 115 50
Dneprooskoe, 1949 Luft, 7 Tage 28°C 101 44
Dneprooskoe, 1949 Luft, 15 Tage 48°C . 83 45




Uber Anthocyane in Trauben, Mosten und Weinen 295

Aus dem Zahlenvergleich wird auch deutlich, daf3 eine der chromatographi-
schen Analyse vorausgehende ungeeignete Behandlung (Konzentrieren unter
Luftzutritt, langes Erhitzen, Erwdrmen der Chromatogramme) zu falschen Er-
gebnissen fiihren kann. Da auch Extraktionen nicht hydrolysierter Weine mit
Alkoholen, wie Butanolen oder Pentanolen, lediglich eine nennenswerte An-
reicherung der vorliegenden freien Anthocyanidine bewirken, scheidet diese
Methode dann ebenfalls aus, wenn vor der Extraktion Erhitzen und Hydrolyse
vermieden werden soll. Das Verteilungsgleichgewicht von Anthocyanen zwi-
schen n-Butanol/Wasser oder n-Butanol/Wein ist so stark auf die Seite der
waéssrigen Phase verschoben, daf3 eine quantitative Extraktion der Anthocyane
in Praxi unmoglich ist. Dies wird, wie auch die Ri-Werte in FlieBmitteln unter-
schiedlichen Wassergehaltes zeigen, durch den hydrophilen Charakter des
Anthocyanmolekiils verstdndlich. Es ist daher nicht einzusehen, dafl G. REUTHER
(72), durch Papierchromatographie von Butanolextrakten liberhaupt zu repro-
duzierbaren Ergebnissen gelangt. Nachdem aus den erwdhnten Griinden weder
ein Konzentrieren noch Extrahieren mit einfachen Mitteln anzuraten ist, be-
faB3ten wir uns vorwiegend mit Fillungsreaktionen im neutralen bzw. sauren
Bereich.

Bekanntlich werden Verbindungen mit phenolischen OH-Gruppen durch
Schwermetallsalze innerhalb eines bestimmten pH-Bereiches geféllt. Versetzt
man Rotweine innerhalb ihres pH-Bereiches (~ 3,3-4.0) mit neutraler
Bleiacetatlosung, so entstehen tieffarbige Niederschldge, die innerhalb von
3 —5 Minuten (5000 U/min.) blank zu zentrifugieren sind. Die klaren Uber-
stdnde sind bei diesem Vorgehen noch blafirot gefdrbt. Wie schon beschrie-
ben (59), konnen die dichten Niederschldge mit HCI zerlegt und titriert werden.

Werden die Weine vor der Fallung auf pH 7,2 neutralisiert und dann mit
heil3 gesédttigter und bei Zimmertemperatur aufbewahrter basischer Blei-
acetatlosung versetzt*), so resultieren nach Zentrifugieren farblose, blanke
Uberstinde, die nach Ansduern kaum noch rot werden. Damit diirften die
Voraussetzungen fiir eine schonende Konzentrierung der Farbstoffe gegeben
sein.

Bei der Anwendung der Bleiacetatfdllung auf Rotmoste konnten innerhalb
verschiedener pH-Bereiche fraktionierte Farbstoff-Féallungen erhalten werden,
die mit dem Ziel weiterverarbeitet wurden, einzelne Anthocyane bzw. Antho-
cyanidine in pridparativen Mengen zu gewinnen. Hierliber wird nach Abschluf3
der Arbeiten andernorts berichtet (60).

Mit wissriger Quecksilberacetatlésung entsteht ebenfalls ein Niederschlag,
aus welchem indessen nach Zerlegen die Farbstoffe nur zu einem geringen Teil
unzerstort freigesetzt werden konnen.

Im einzelnen wird wie folgt verfahren:

50 ml Rotwein werden mit 2n-NaOH auf pH 7,2 neutralisiert und unmittel-
bar darauf 100 ml heil3 geséttigte, bei Zimmertemperatur aufbewahrte, basische
Bleiacetatlosung eingegossen. Wihrend sofort eine dichte Fallung entsteht, fallt
der pH zunichst auf 6,3 und stellt sich dann auf einen Endwert von 8,3 ein.
Damit ist die Fallung vollstdndig. Nach Zentrifugieren (5 Minuten bei

*) Herrn Ministerialrat Dr. F. WesiscH, Wien, danke ich fiir wertvolle experimentelle
Hinweise.
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Portugieser Rotwein (1959) zeigte vor allem bei R; 0.24 im Tageslicht
eine rote, im UV-Licht eine satt samtrote Farbe.

a b C d

Abb. 1: Papierchrematogramm eines Bleiacetatkonzentrates aus
einem Hybriden- (a) und einem Portugieser-Rotwein (b)

Z{ — Zg: Farbstoffzonen; c: Durchlicht-UV-Aufnahme von a
(H = ziegelrote Fluoreszenz der Hybridenzone); d: Durch-
licht-UV-Aufnahme von b (= blaue Fluoreszenz)

Aus Abb. 1 wird die Farbenauftrennung eines farbstarken Hybridenweines
(1a) im Vergleich zu einem mittelstark gefdrbten Portugieser Wein (1b) ersicht-
lich. Die Schwarz-Weil-Aufnahme gibt nur anndhernd die Brillanz der einzelnen
Farbzonen des Hybridenweines wieder (Tab. 4). Die Farbzonen sind klar von-
einander abgesetzt, so dall eine Elution der Farben zur nachfolgenden spektro-
skopischen Auswertung ohne weiteres moglich ist. Hiertiber wird in Kirze
berichtet (60). Die starke, helle Zone der UV-Durchlichtaufnahme (1c) 146t in
etwa die Farbintensitédt der ziegelroten Fluoreszenzzone erkennen, welche, wie
Abb. 1d zeigt, beim Portugieser fehlt.

Neben den Farbunterschieden im sichtbaren und UV-Bereich konnen zur weiteren
Unterscheidung der Farbzonen verschiedene, fiir den Nachweis von phenolischen Ver-
bindungen geeignete Reagenzien angewandt werden*), z. B.:

1. Aluminiumammoniumsulfat (2 proz. wissrig) bzw. AlCl3 (1 proz. wassrig).

2. PauLy-Reagens (nach Bgray): 25ml salzsaure Sulfanilsdure-Losung (300 mg
Sulfanilsdure in 100 ml 8 proz. HC!) + 1,5 ml 5 proz. NaNO-Lésung kurz vor
dem Bespruhen vermischen. Nach Trocknen des Chromatogramms Bespriihen
mit 20 proz. Nas CO3-Losung.

3. BeneEpicT-Reagens: 1.73 g Kupfersulfat (krist.) + 17.3 g Na-citrat + 10 g Naz CO3
(wasserfrei) mit HoO auf 100 ml auffiillen.

*) Vgl. L. M. Hais und K. Macex: Handb. der Papierchromatographie. Bd. I, 311 und 743.
Verlag G. Fischer, Jena 1958.
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4, Echtblausalz B: 500 mg in 100 ml Methanol. Nach Trocknen des Chromato-
gramms Bespriithen mit 1 proz. alkoholischer KOH.
5. Vanillin: 1 g in 100 ml konz. HCI.

Vor dem Besprithen der Chromatogramme mit den genannten Reagenzien
ist darauf zu achten, daB3 die Sdure des FlieBmittels weitgehend verdampft ist.
Beidseitiges Bespriihen ist vorzuziehen.

Aluminiumammonsulfat bzw. A1Cl; erlaubt eine Unterscheidung der Farb-
zonen nach der Struktur. Blaue Farbzonen werden verstidrkt, rote kaum be-
einfluB3t. Fluoreszenzen treten brillanter in Erscheinung.

Pavry-Reagens erlaubt eine Unterscheidung der stark ziegelrot fluoreszie-
renden Hybridenzone von den iibrigen Farbzonen. Sie fdrbt sich nach Be-
sprithen und Trocknen bei 60° C intensiv tiirkisgriin an, wogegen z.B. die
satt samtrot fluoreszierende Zone des Portugiesers einen Farbumschlag nach
olivgriin erfdhrt.

Mit BENEpIcT-Reagens nimmt die Hybridenzone eine tiirkisblaue Farbe an,
wogegen die anderen Farbzonen mehr blau gefédrbt sind (Abb. 2).

a b c a b c

Abb. 2: Papierchromatogramm eines Abb. 3: Papierchromatogramm eines
Farbkonzentrates aus Hybridenwein Farbkonzentrates aus Hybridenwein

a: unbeeinfluBlt; b: nach Besprithen mit a: unbeeinflu3t; b: nach Besprithen mit
Benedict-Reagens (H = Hybridenzone); Echtblausalz B (H = Hybridenzone);
c: Durchlicht-UV-Aufnahme von a ¢: Durchlicht-UV-Aufnahme von a

Echtblausalz B bewirkt ebenfalls einen Farbumschlag der Hybridenzone
nach tlirkisgriin.

Mit Vanillin, sowie mit weiteren Reagenzien wie z. B. Ammonvanadat und
FeCls, treten andere phenolische Verbindungen, die bei der Bleiacetatfdllung
zusammen mit den Farbstoffen niedergeschlagen werden, in Erscheinung. Hier-
tUber wird ebenfalls andernorts berichtet.
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Die Fallung der Rotweinanthocyane mit 1 proz. methanolischer CaCls-
Losung*) nach M. M. MaricHAL (61), wie sie auch von H.GrouManN und
E. GierT (62) bei hellfarbigen Weinen oder solchen mit mehr als 15 g/l Zucker
angewandt wird, fithrt nach unseren Versuchen zu einer unvollstdndigen Fal-
lung der Farbstoffe. Der optisch dichte, smaragdgriine Uberstand hat einen
pH-Wert von 9,7 und gibt mit HCI noch eine intensiv rote Farbung (nicht
gefillte Farbstoffanteile).

Besser geeignet scheint die von H. Bieser (63) angewandte Fillung mit
Carrez-LOsung**) zu sein. Nach Zentrifugieren verbleibt liber dem dichten,
intensiv gefidrbten Niederschlag ein fast wasserklarer Uberstand, der nach
Ansduern mit HCI nur eine schwache Rosatidrbung gibt. Zur Gewinnung eines
Farbkonzentrates kann der Niederschlag mit HCI] zerlegt und mit Isopropyl-
alkohol extrahiert werden.

Zum Hybridennachweis ist auch die Rundfiltermethode zwischen Glas-
platten geeignet wie sie z. B. von E. Bayer beschrieben wurde (65).

Eine interessante und ausbaufdhige Methode zur Untersuchung von Rot-
weinen wurde von F. WosiscH und J. SCHNEYDER (66) beschrieben. Sie beruht
auf der Messung von Farbverdnderungen nach Zusatz von basischen Puffern
(Glycin bzw. Borat).

Eine weitere Moglichkeit zur Anreicherung von Farbstoffen ergibt sich aus
den Experimenten von H. ReEnTscHLER und H. TanneR (67). Nach Adsorption der
Farbstoffe an Aktivkohle wird mit alkoholischer Ameisensdure bzw. alko-

holischer Ammoniakldsung eluiert und eingedampft.

Da Aktivkohle im allgemeinen Farbstoffe sehr stark festhélt, empfiehlt sich
nach unseren Erfahrungen zur Elution das Gemisch Methanol/Pyridin/H20
(1:1:1) bzw. Dimethylformamid. Zur Entfernung der Losungsmittel ist ein Ein-
engen bei Temperaturen unter 0° C.dem Eindampfen vorzuziehen (Oxydations-
und Lichtempfindlichkeit im alkalischen Bereich).

Was fiir die Desorption der Farbstoffe von Aktivkohle gilt, ist sinngemé&8
auf Adsorbate an Bentonit***), das sich, unseren Experimenten zufolge, eben-
falls gut zur Adsorption der Rotweinfarbstoffe eignet, zu libertragen.

SchluBBbetrachtung

Wie schon eingangs angedeutet wurde, erlaubt eine Untersuchung der
Beeren, Moste und Weine von Reben auf Anthocyane bzw. Anthocyanidine
anhand der geschilderten Erkenntnisse und Methoden eine Aussage sowohl
iber die Abstammung der untersuchten Sorten als auch liber den Erbgang der
Anthocyane, soweit dieser noch nicht bekannt ist.

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer Untersuchungsserie, die es sich zur
Aufgabe gemacht hat, Inhaltsstoffe durch exakte und reproduzierbare Ana-
lysenmethoden zu erfassen.

#*) 20 ml Wein + 20 ml 1 proz. methanolische CaClz-Losung + 1 ml Ammoniak (25 %).

*#*) 10 ml Wein + 0,5 ml Ammoniak (25 */s) + 5 ml Carrez-I-Losung (7,5 g Kaliumferro-
cyanid in 50 ml H20) + 5 ml Carrez-II-Losung (15 g Zinksulfat in 50 ml H»O).

*+¥) Bentonit der Fa. Boehringer & Sthne, Ingelheim/Rhein.
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Genaue Angaben liber den chemischen Charakter der bei Hybriden und
vinifera-Kreuzungen aufgefundenen Farbzonen bleiben weiteren Arbeiten
vorbehalten. Im Widerspruch zu der erwdhnten und in der Literatur weit
verbreiteten Auffassung, die ziegelrote Fluoreszenz der sog., Hybridenzone
rithre von 3,5-Diglucosiden her, wird diese Fluoreszenz von uns auch nach
Hydrolyse bzw. in Bleiacetatkonzentraten beobachtet. Dies gilt auch fiir
andere, ebenfalls fluoreszierende Farbzonen. Es wird Gegenstand weiterer Un-
tersuchungen sein, auf der Basis der beschriebenen Verfahren festzustellen, ob
noch weitere Farbzonen auf die Abstammung aus amerikanischen Wildformen
schliefen lassen und inwieweit sie auch in vinifera-Formen gefunden werden.

Diese Untersuchungen sind von einer gewissen Tragweite, weil mit dem
Begriff ,Hybride® bisher voreingenommene Ansichten verbunden waren. Diese
Ansichten resultieren aus den allgemein bekannten Eigenschaften der ,alten
Hybriden wie unzureichende Qualitdt, unglinstige ©kologische Anpassung
u.a.m. Die aus der konsequenten Weiterentwicklung der Ziichtungsarbeiten
auf Grund moderner genetischer Erkenntnisse hervorgegangenen Ertrags-
kreuzungen zeigen aber ausgeprigte Qualitdtsmerkmale. In diesem Zusammen-
hang sei an die Resistenzeigenschaften neuer Ertragskreuzungen gegeniiber
pilzlichen wie auch tierischen Schidlingen (Reblaus) erinnert. Durch Wahl
geeigneter Kreuzungspartner sind sowohl die Qualitdts- als auch die Er-
tragsleistungen europdischer Sorten durch interspezifische Neuzuchten zu
erreichen bzw. zu lbertreffen. Wie schon nachgewiesen werden konnte, ver-
fligen Weine von Neuzuchten iliber eine wesentlich reichhaltigere Folge von
Inhaltsstoffen z.B. Vitaminen (68, 69) und Bukettstoffen, wie sie sonst nur in be-
kannten Qualitdtsweinen bei guten Jahrgidngen oder in qualifizierten Lagen
gefunden werden (65, 70, 71).

Aus diesen Beispielen wird die Wichtigkeit der Untersuchungen fiir eine
Neubewertung des Begriffes , Hybride“ deutlich, den man unter Berticksichti-
gung der Genetik und Ziichtungsforschung unter verdnderten und neuen Ge-
sichtspunkten zu betrachten hat.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. B. HusreLp fiir viele, wertvolle An-
regungen und fiir sein stetes Interesse an dieser Arbeit. Herrn Dr. KoercHenN danke
ich sehr fur zahlreiche Diskussionen und Herrn G.Kvurrer fiir seine unermiidliche
Einsatzbereitschaft bei der Durchfiihrung von Experimenten.
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