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Abstract-5,7-Dihydroxychromone 7-rutinoside isolated from Mentha low@a must be considered to be a product 
of postmortem processes. It is only formed after heating fresh plant material and its production is connected 
with the degradation of llavonoids, and particularly of eriodictyol7-rutinoside. Investigations with four other Mentha 
species confirm these results. Eriodictyol ‘I-rutinoside and eriodictyol are degraded up to 5t& by horseradish peroxi- 
dase but 5,7-dihydroxychromone-7-rutinoside cannot be detected. 

Bei der Analyse der Flavonoide von Mentha longijblia 
Huds. isolierten wie ein Glykosid, das als 5,7Dihydroxy- 
chromon-7-rutinosid identifiziert wurde [l-3]. Da die fti 
natiirliche Chromone iibliche Substitution in Position 2 
und/oder 3 fehlt, richtete sich unser Interesse neben der 
Synthese [4] vor allen Dingen auf die Aulkharung der 
Genese dieses seltenen Chromons. 

Fukushima et al. [S] berichteten zuerst tiber ein im 
Heterocyclus unsubstituiertes, natiirliches Chromon 
(5,7-Dihydroxy-6,8-dimethylchromon-7-glucosid) aus- 
Leptorumohra miqueliana. Das Aglykon des von uns aus 
Menth longi$?ia-Bliittem gewonnenen 5,7Dihydroxy- 
chromon-7-rutinosids wurde von Pendse et al. [6] in 
Arachis hypogaea-Schalen und von Romussi et al. [7] 
in Polygonum persicaria-Samen aufgefunden. Die 
genannten Species fiihren daneben noch eine Reihe von 
Flavonoiden, insbesondere Flavone und Flavonole. Hin- 
weise zur AulklXrung der Biogenese dieser Chromone 
sind au&r von Birch et al. [S] in der Literatur bisher 
nicht beschrieben worden. Birch et al. [S] vermuteten, 
da13 diese seltenen Chromonderivate aus Flavanonen 
durch Oxidation entstehen, da ihnen in vitro die Spaltung 
von 4’-Hydroxyflavanon in Chromon und Hydrochinon 
gehng 

Die von uns untersuchte M. longijblia enthiilt ua. das 
Flavanon Eriodictyol-7-rutinosid [l]. Untersuchungen 
an den Blattern hinsichtlich des Auftretens von Eriodic- 
tyol-7-rutinosid .und 5,7-Dihydroxychromon-7-rutinosid 
brachten folgende Ergebnisse: in einem Zeitraum von 2 
Jahren wurden an verschiedenen Standorten und zu ver- 
schiedenen Jahreszeiten in fliissigem Stickstoff gesam-’ 
melte Blatter nach einem vereinfachten Extraktions- 
schema aufgearbeitet. 5,7-Dihydroxychromon-7-rutinosid 
war in keinei dieser Proben nachweisbar. Wurde das 
Pflanzenmaterial vor dem Aufarbeitungsprozess einer 
mehrstiindigen Trocknung bei 80” unterzogen, wie 
bei [9], konnte diinnschichtelektrophoretisch [3] $7~Di- 
hydroxychromon-7-rutinosid nachgewiesen werden (ca 
1 mg/lOOg Trockengewicht). Der Gehalt an Eriodic- 
tyol-7-rutinosid erfuhr eine deutliche Minderung (von ca 
6 mg/lOO g Trockengewicht auf unter 0,5 mg/lOO g Trock- 
engewicht). Untersuchungen an weiteren Mentha species 
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(M. spicata, M. aquatica, M. rotundijblia, M. piperita) 
brachten iihnliche Ergebnisse. Dabei be&hen bei diesen 
Arten keine qualitativen Unterschiede in ihrem Fla- 
vonoidspektrum, wohl aber quantitative [lo]. Gefrierge- 
trocknetes Material von M. spicata und M. rotundijblia 
enthiilt Eriodictyol-7-rutinosid unter 0,l mg/lOO g Trock- 
engewicht. Nach dem oben angegebenen Aufarbei- 
tungsschema konnte in beiden Arten diinnschichtelektro- 
phoretisch kein 5,7-Dihydroxychromon-7-rutinosid 
nachgewiesen werden. 

Inkubiert man Eriodictyol-7-rutinosid bzw. sein 
Aglykon mit einem aus M. longijbliu gewonnenen 
Enzymrohsaft (5 pMol/O,3 ml; s. Experimentelles), so 1P13t 
sich das entsprechende Chromonderivat diinnschicht- 
elektrophoretisch [S] erstmals nach einer Inkubations- 
zeit von ca 14 Stunden nachweisen. Bei Versuchen mit 
geringerer Substratkonzentration, jedoch mit bis zum 
Sephadexfiltrat (s. Experimentelles) aufgereinigten 
Enzympriiparationen (5 pMo1/3 ml) konnte friihestens 
nach 24 Stunden bei 256 nm ( = &,axvon 5,7-Dihydroxy- 
chromon-7-rutinosid) eine schwache Bande im UV-Ge- 
samtpektrum aufgezeigt werden. Die langen Reaktions- 
zeiten legen den Verdacht nahe, da.8 die Bildung des 
Chromons iiber eine oder mehrere Zwischenstufen ver- 
liiuft und nicht nur enzymatischer Natur zu sein braucht. 

Eine groBe Anzahl phenolischer Substrate geht mit 
Peroxidase anabole, metabole oder Polymerisations- 
Reaktionen em [ll]. Wir haben deshalb die Umwan- 
dlung von Eriodictyol und Eriodictyol-7-rutinosid mit 
Meerrettichperoxidase iiberpriift. Diese Untersuchungen 
bestitigen die Beobachtungen von Schreiber [12,13], dal3 
fur die Reaktion mit Peroxidase gewisse strukturelle Vor- 
aussetzungen notwendig sind (3-OH; A 2,3Doppelbin- 
dung; 4’-OH). Sowohl Eriodictyol als such Eriodictyol-7- 
rutinosid wurden durch Meerrettichperoxidase bis zu 
maximal 500/, abgebaut; eine neue Bande im UV-Spek- 
trum konnte dagegen nicht festgestellt werden. Der 
Abbau des Glykosids verlief langsamer als der des 
Aglykons. Das erwartete Abbauprodukt 5,7-Dihydroxy- 
chromon-7-rutinosid bzw. 5,7-Dihydroxychromon war 
nicht nachweisbar. 

Aus diesen Untersuchungen mu13 der Schlul3 gezogen 
werden, dag das aus Mentha longifolia-Bhittern isolierte 
5,7-Dihydroxychromon-7-rutinosid ein Artefakt ist. Aus- 
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gel&t durch die Hitzebehandhmg des Pflanzenmaterials 
we&en postmurtale Prozease eingeleitet, die zur Bildung 
diesear seltenen Chromonderivates fiihren. Dabei mu8 die 
Genese von 5,7-Dihydroxychromon-7-rutinosid in engen 
Zusammenhang mit einem Flavonoidabbau gebracht 
werden, wobei nach dem augenblicklichen Stand [3,7] 
wahrscheinlich Flavanonen und Flavonolen die Precur- 
sor-Funktion zukommt. Die Frage nach dem Chemismus 
der Abbaureaionen und ob ausschliel3lich enzyma- 
tische Reaktionsabllufe oder such nichtenzymatische 
Folgereaktionen stattfinden sind Gegenstand weiterer 
Untersuchungen. 

EXPERIMENTELLES 

Chemikalien und Geriite. Die Isolierungsmethoden von Erio- 
dictyol und Eriodictyol-7-rutinosid wurden bereits besch- 
rieben [9]. Meerrettichperoxidase (E.C.1.11.1.7) Reinheitsgrad 
II stammte von der Fa. Boehringer, Maonheim. Die Enzy- 
mumsetzungen wurden in einem Beckman DB Spektralphot- 
ometer ode;im Zeiss Spektralphotometer PMQ Ii unter ‘?her- 
mostatisierunx bei 30” durchtihrt. Die Durchfiihrung der 
Diinnschichteiektrophorese eriolgte in einem ElphorGer& der 
Fa. Bender u. Hohbein Miinchen mit Polyamid als Sorbens 
und 6 mM Phosphatpuffer pH 7,s als Elektrolytliisung (Span- 
nung 120 V). 

PjIanzenmaterial. Das Pflanzenmaterial von M. bngifolia 
Huds. stammte von einem wildwachsenden Standort bei Ais- 
perg (Kreis Waldshut) im Siidschwarzwald; die tibrigen Men- 
thaspecies sind aus Kulturen des institutseigenen Versuchs- 
feldes. 

Extraktion des Pj7anzenmateriaZs. 10 g Droge (gefriergetrock- 
net o&r hitzegetrocknet) wurde mit 2COml MeOH versetzt 
und 24 Std. am Soxhlet extrahiert. Der methanol&he Extrakt 
wurde 24 Std. bei -20” in &r Tiefkiihltruhe beiseite ge?tellt 
und anschlieBend 30 min bei 3000 g zentrifugiert. Der Uber- 
stand wurde am Vakuumrotationsverdampfer zur Sirupdicke 
eingeengt, 8 Std. mit heiDem H,O digeriert. Die wiissrige 
Phase wurde 30 min bei 3OOOa zentrifuniert. 30-50 rrl des 
w%ssrigen, mit PI,0 auf 25 ml gehrachten oberstandes &rden 
ieweils diinnschichtelektronhoretisch r3. 14. 151 auf Chromon- 
bzw. Eriodictyol-glykosidgetestet. - _ 

Herstellung der Enzympriiparationen. 5 g Frischpfianzen 
wurden mit 10x Quarzsand, 301nl K-phosphattiuffer (0,l M 
pH 7.5) und 204-Mercapttithanol lornin im_MGrser zer- 
rieben und das Homogenat 30 min bei 100000 g zentrifugiert 
(= Robsaft). AnscblieBend wurde mit gereinigtem Dowex 
1 x 2 (20&400 mesh, Cl--Form. PO:--iiquilibriert) 30min 

geriihrt (I g Dowex/lO g Frischgewicht) und durch Glaswolle 
filtriert. Dann erfolgte eine Ammonsulfatflillung bei 80% Slitti- 
gung, Der Niederschlag wurde in Pi-purer atifgen~mmcn und 
iiber Sephadex G-25 medium filtrien ( = .Sephadc\hhrat) Alle 
Arbeitsange wurden bei 4” ausgetihk. 

Enzwntests. 0.5 uMo1 Eriodictvol- bzw. Eriodictyol-7-rutino- 
sid w&den in 0,i5 ml .&thylen~lykolmonomethy~ther gel&t 
und nach Zusatz van 5 ml K Pi-puffer (0,l M pH 7,5) und 
3 ml Sephadexfiltrat bei 30” inkubiert. Die Reaktion wurde 
durch Aufnahrne der UV-Spektren im Bereich von 500-220 nm 
in bestimmten zeitlichen Abstlnden verfolgt. Die Ver- 
gleichskiivetten enthielten den gleichen Ansatz wie die MeBkii- 
vette, mit Ausnahme des Substrates. Fiir den diinnschichtelek- 
trophoretischen Nachweis der Chromonbildung wurden 
5pMoI Sub&at und 0,3ml Rohsaft in den obigen Ansatz 
eingebracht. In bestimmten zeitlichen Abstiinden wurden 
30-M ~1 dem Reaktionsansatz entnommen und das Auftreten 
von 5,7-Dihydroxy chromon-7-rutinosid verfolgt. Der Enzym- 
test mit Meerrettichperoxidase erfolgte nach der Methode von 
Bergmeyer [16]. 
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Plant. Ada rijwiu (Nees) Mez (lauweae), trivial collected at Ducke Forest Reserve, Manaus, Amazonas. 
name touro, voucher specimen INPA, Manaus, 46.799, l?unk wood. Vapour entrainment gave essential oil 

* Part 33 in the series “The Chemistry of Brazilian Laura- (O.@A), shown to contain benzyl benzoate (74Y& a wm- 
ceae”. For Part 32 see ref. Cl]. Sponsored by MinistCrio do man constituent of Anibu speck [2], benzaldehyde 
Planejamento through Academia Brasileira de Ci$ncias and (10%) and terpenes by GLG and qectra. Benzene extrac- 
by FundaGo de Amparo B Pequisa do E&ado de SZo Paulo. tion gave a partly crystalline mass (1%) which, upon filt- 


