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Flavonol compounds in some members of the genus Vitis

Summary. — The flavonoid compounds of four vines (Vitis riparia, Vitis vini-
fera cvs. Riesling and Sylvaner, hybrid Sbl. 5-24-20) have been investigated. Beyond the
known main aglycons quercetin and kaempferol we identified myricetin as a third com-
ponent and showed the presence of two additional minor aglycons, which are not yet
identified.

All aglycons are present as glycosides. The glucosides and rhamnoglucosides of
guercetin and kaempferol, described by other authors, and of myricetin are present, but
only as minor components. The major amount of the flavonoids has been found as 3-
glucuronides. The investigations will be continued.

Einleitung

Die meisten Untersuchungen liber Flavonoide in der Gattung Vitis wurden an
Trauben und am Wein vorgenommen (7, 8, 9); nur wenige beziehen sich auf die
Blatter. Uber den Flavonoidgehalt in Rebbldttern berichtet Henxe (4) im Zusammen-
hang mit seinen biochemischen Untersuchungen zur Reblausresistenz. Er fand im
Rahmen dieser Arbeit Quercetin und Kaffee- bzw. Chlorogensdure. Spater (5, 6)
konnte er die Flavonolglykoside Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) und Querce-
tin-3-rhamnoglucosid (Rutin) nachweisen. Er fand dariiber hinaus innerhalb der
Gattung Vitis bei allen Arten ein Hauptflavonoid, von dem er annahm, daf3 es sich
um Quercetin-3-glucosid handelte. In den folgenden Jahren konnten Yap und
ReicHarpT (18) die Substanzen Quercitrin, Rutin und Isoquercitrin in Vitis-Sorten
identifizieren. Danach tiibertrifft Quercetin-3-glucosid mengenméifig alle anderen
gefundenen Substanzen. Etwa zur selben Zeit wurden von Nurtsusipse und GULBANI
(12) in Georgien Untersuchungen tiber Flavonole wihrend der Entwicklung der Re-
be bzw. liber Flavonverbindungen in Blatt, Spro3 und Beere angestellt. Sie iden-
tifizierten als Inhaltsstoffe des Blattes Rutin sowie nach der Hydrolyse zusidtzlich
die Aglyka Kéampferol und Luteolin. Sasajgw (13) verglich Sorten von Vitis
amurensis und Vitis vinifera im Hinblick auf ihr Flavonolmuster miteinander und
fand, dafl sich Vitis vinifera durch ihren Gehalt an Quercetin-3-rhamnoglucosid
auszeichnet. Wacner et al. (17) untersuchten die Blatter der Rebe Vitis cinerea
Darwin. Mit Hilfe moderner analytischer Verfahren (UV-, IR-, NMR-Spektren)
konnten sie einige weitere Substanzen — Vitexin, Isovitexin, Orientin und Isoorien-
tin — nachweisen und das Vorkommen des Flavonolglykosids Quercetin-3-glucosid
bestdtigen. Scuaerer (15), der bei vergleichenden biochemischen Untersuchungen an
Reblausgallen auch die phenolischen Inhaltsstoffe von Rebenbldttern bearbeitete,
konnte neben einer Reihe nicht identifizierter Verbindungen ebenfalls Isoquercitrin,
Quercitrin, Quercetin und Rutin nachweisen.

Die vorliegende Untersuchung galt der Frage, ob sich bei verschiedenen Reben-
formen charakteristische Muster der Flavonoidglykoside und -aglyka aufzeigen
lassen.
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Material und Methoden

Pflanzenmaterial: Untersucht wurden im Mai/Juni und im August
gesammelte, voll ausgewachsene Bladtter von vier Rebenformen, die uns freundli-
cherweise von der Bundesforschungsanstalt flir Rebenziichtung Geilweilerhof zur
Verfliigung gestellt wurden: die Vitis-vinifera-Sorten Riesling und Silvaner, die
interspezifische Kreuzung Sbl. 5-24-20 und die amerikanische Wildart Vitis riparia
1 G. Encers; simtliche Reben waren wurzelecht im Freiland gepflanzt.

Die Aufarbeitung und Extraktion der Blattproben erfolgte nach Eccer und
Reznik (2); die Perlonsdulenchromatographie der Flavonole wurde nach ScHONSIEGEL
und EcGer (16) vorgenommen.

Polyamid-Dinnschichtplatten: 10 g Polyamid-DC 6.6 (Macherey,
Nagel & Co.) wurden mit 1 g Cellulose (Cellulosepulver MN 300 fiir DC) gemischt
und in 60 ml Wasser aufgeschlammt. AnschlieBend wurde die Suspension ungefidhr
eine halbe Stunde gut geriihrt und dann mit Hilfe eines Streichgeriates auf die
Glasplatten aufgetragen. Die angegebene Menge reicht fiir 5 Platten der GrofSle
20 X 20 cm.

Zur Sichtbarmachung der Flavonoide dienten 1%ige methanolische Diphenyl-
borsdure-f-aminodthylester-Losung oder 5%ige methanolische ZrOCIl,-Loésung.

Bestimmung der Zucker: Dienach der sauren Hydrolyse gewonne-
nen Zuckerkomponenten wurden auf Celluloseplatten mit Testzuckern verglichen.
Ein Enzymtest mit f-Glucuronidase wurde in Anlehnung an KeiL (10) und HARBORNE
(3) durchgefiihrt.

Ergebnisse

Ein dinnschichtchromatographischer Vergleich auf Polyamid-DC 6.6 zeigt, daB3
die vier Rebenformen hinsichtlich der Hauptglykoside und deren Aglyka weitgehend
miteinander libereinstimmen, sich jedoch in der mengenmaifBliigen Zusammensetzung
unterscheiden. Qualitative Unterschiede zwischen den einzelnen Rebsorten zeigen
sich erst bei den zahlreichen Nebenkomponenten. Unsere Aufmerksamkeit galt da-
her zunichst den in allen vier Rebenformen vertretenen Hauptflavonolen.

1. Aglyka. Nach saurer Hydrolyse und mehrmaligem Auswaschen des
Hydrolysates mit Didthyldther konnten die Aglyka mit Hilfe der Polyamid-DC auf-
getrennt werden. Abb. 1 zeigt die Lage der fiinf Hauptaglyka, die in allen vier Re-
benformen gefunden wurden.

Mit Hilfe der vergleichenden Polyamid-DC, der Farbreaktion mit Diphenylbor-
sdure-f-aminodthylester und UV-Spektren konnten die Hauptaglyka 1, 2, 3 auf
der DC-Platte als Kampferol, Quercetin und Myricetin identifiziert werden. Quer-
cetin (Fleck 2) ist von allen Aglyka am stdrksten vertreten. Quercetin und Kiamp-
ferol (Fleck 1) wurden schon von anderen Autoren (vgl. 4, 5, 6, 12, 14, 15, 17, 18) fiur
die vegetativen Organe von Vitis vinifera L. beschrieben. Myricetin (Fleck 3) wurde
dagegen in vegetativen Organen von Vitis-Formen noch nicht gefunden. Die beiden
anderen Aglyka konnten aufgrund ihrer geringen Menge noch nicht bestimmt wer-
den. Sie liegen in der amerikanischen Wildart und in der interspezifischen Kreuzung
in groBerer Konzentration vor als in den beiden Vitis-vinifera-Sorten. Zu der nicht
sehr groBen Vielfalt der Aglyka in den vier Rebenformen (Ernte der Blatter im
August) ist zu bemerken, dal3 eine im Friihjahr (Mitte Mai) geerntete Probe von
einer amerikanischen Wildrebe ein weit grofleres Aglykon-Spektrum aufweist. Die-
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se Tatsache 148t auf jahreszeitlich verschiedene Muster der Flavonoide in Reben,
mit nur voribergehend auftretenden Komponenten, schlieBen. Solche jahreszeitli-
chen Abhédngigkeiten des Phenolmusters wurden bei verschiedenen Pflanzen beob-
achtet (1).
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Abb. 1: Lage der Hauptaglyka in einem zweidimensionalen Polyamid-Diinnschicht-
chromatogramm. FlieBmittel: 1. Dimension: Benzol/Petrolither/Methyl-dthyl-keton/Me-
thanol (40 : 15 :25 :15); 2. Dimension: Benzol/Methyl-dthyl-keton/Methanol (25 :17 : 25).

Abb. 2: Lage der Hauptglykoside in einem zweidimensionalen Polyamid-Diinnschicht-
chromatogramm. Laufmittel: 1. Dimension: H,O/Methanol/Methyl-4thyl-keton/Acethyl-
aceton (65 : 15 : 15 : 5); 2. Dimension: Benzol/Methyl-dthyl-keton/Methanol (50 : 25 : 30).

Fig. 1: The position of the main aglycons in a two dimension polyamid-TLC. Solvent:
1rst dimension: Benzene/petroleum ether/methyl-ethyl-ketone/methanol (40 : 15 : 25 : 15);
2nd dimension: Benzene/methyl-ethyl-ketone/methanol (25 : 17 : 25).

Fig. 2: The position of the main glycosides in a two dimension polyamid-TLC. Solvent:
Irst dimension: H,0/methanol/methyl-ethyl-ketone/acethylacetone (65 :15 : 15 : 5); 2nd
dimension: Benzene/methyl-ethyl-ketone/methanol (50 : 25 : 30).

2. Glykoside. — Um einen allgemeinen Uberblick liber die Glykosidierungs-
stufen bzw. ihre Unterschiede in den vier Rebenformen zu bekommen, wurden die
Rebenextrakte zusammen mit entsprechenden Vergleichssubstanzen in einem wafri-
gen Laufmittel entwickelt. Danach herrschen bei allen vier Rebenformen hauptséch-
lich drei Glykosidierungsstufen vor, ndmlich die Hexuronid-, die Hexosid- und die
Methylpentohexosid-Stufe. Bei Vitis riparia tritt die Methylpentohexosid-Stufe
stark zurlick. Ein zweidimensionales Chromatogramm gibt mehr Aufschliisse iliber
das Vorhandensein einzelner Glykoside, wobei das unpolare Laufmittel der 2. Di-
mension nun nach dem Aglykonanteil auftrennt (s. Abb. 2).

Aufler den Hauptglykosiden, die sich in allen vier Rebenformen wiederfinden,
tauchen nun unterschiedliche Nebenglykoside und Blaufluoreszenzen auf. In einer
ersten Untersuchung haben wir uns mit den Flecken 1, 2, 3, 4, 5, 6 ndher befafit. Am
Start verbleibt der grofie gelbe Fleck 1. Aufgrund dieses Verhaltens auf Polyamid-
DC 6.6 liegt die Vermutung nahe, dafi es sich hierbei um Flavonoid-Glucuronide
handeln konnte. Um dies nachzupriifen, trennten wir die vermutete Glucuronid-
Fraktion tiber eine Perlonséule von den anderen Glykosiden ab. Die reine Glucuro-
nid-Fraktion wurde einem Enzymtest unterworfen. Ein Test mit anderen Glyko-
siden ergab den Nachweis, dafl f-Glucuronidase streng specifisch nur die Glucoro-
nide spaltet. Der Testansatz filihrt zu zwei Aglyka, die entsprechend ihren Rf-
Werten und ihrer Farbreaktion mit Diphenylborsdure-f-aminodthylester mit den
authentischen Vergleichssubstanzen Kidmpferol und Quercetin libereinstimmen. My-
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ricetin konnte in der Glucuronid-Fraktion nicht festgestellt werden. Als Uronsiure
konnte diinnschichtchromatographisch D-Glucuronsidure nachgewiesen werden. Da-
mit ist die Vermutung bestétigt, daBl es sich um Kiampferol- und Quercetin-3-4-
glucuronid handelt. Das Vorkommen dieser Substanzgruppe in Rebblidttern wurde
bisher in der Literatur noch nicht erwdhnt. Die Glykosid-Flecken 2, 3, 4, 5 und 6
(vergl. Abb. 2) untersuchten wir mit Hilfe der DC mit authentischen Substanzen
und der Vermessung im Diinnschichtscanner. Hierbei entspricht der Fleck 2 der
Vergleichssubstanz Kdmpferol-3-glucosid, der Fleck 3 der Vergleichssubstanz Quer-
cetin-3-glucosid, und der Fleck 4 kdénnte aufgrund seiner Lage und Farbreaktion
mit Diphenylborsdure-f-aminodthylester dem Myricetin-3-glucosid entsprechen.
Bei den Glykosid-Flecken 5 und 6 diirfte es sich nach dem Rf-Vergleich mit authen-
tischer Substanz, der Farbreaktion mit dem oben angefiihrten Reagenz und der Ver-
messung mit dem DC-Scanner um Kampferol-3-rhamnoglucosid und Quercetin-3-
rhamnoglucosid handeln. Danach liegt Mpyricetin vorwiegend, wenn nicht aus-
schlieBlich, als 3-Glucosid vor.

Ein diinnschichtchromatographischer Vergleich der Zucker aus den sauren Hy-
drolysat zeigt neben der schon erwdhnten D-Glucuronsdure auch die beiden Zucker
Glucose und Rhamnose.

Zusammenfassung

In einem ersten Ansatz, dem weitere Absicherungen und Identifizierungen
durch Isolierung groflerer Substanzmengen folgen sollen, wurden die Blédtter von
vier Rebenformen auf ihren Flavonoidgehalt hin untersucht. Vergleichschromato-
gramme zeigen, dal3 einige Hauptflavonoide in allen vier Rebenformen vorkommen;
dartiber hinaus unterscheiden sie sich jedoch durch zahlreiche weitere Spurenver-
bindungen. In Bestiatigung bisheriger Arbeiten wurden als Hauptaglykone Quercetin
und das in geringerer Konzentration vorliegende Kidmpferol nachgewiesen. Bisher
fir die Reben nicht angegeben ist Myricetin, das in den von uns untersuchten Pro-
ben vorkommt. Zwei weitere Aglyka lassen sich derzeit noch nicht diinnschichtchro-
matographisch identifizieren.

Alle Aglyka liegen in glykosidischer Bindung vor. Wir konnten bestitigen, dal3
Glucoside und Rhamnoglucoside in der Rebe vorliegen. Jedoch machen diese Ver-
bindungen keineswegs die Hauptmasse der Glykoside in diesen Pflanzen aus. Die
Hauptmenge des Quercetins und Kdmpferols liegt in Form von Glucuroniden vor.
Myricetin scheint allerdings nicht an der Glucuronid-Fraktion beteiligt zu sein. Es
befindet sich im wesentlichen in der Glucosid-Fraktion. Die Untersuchungen zur
endgiiltigen Bestidtigung dieser Befunde und zur Analyse weitérer Begleitsubstan-
zen werden fortgesetzt.
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