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Vitis vinifera L., Vitaceae, Tannins, Fast-Atom-Bombardement-MS.

From methanolic extracts of dried leaves of Vitis vinifera 3 ellagitannins were isolated: brevila-
gin 1, 1,3-digalloyl-4,6-dehydrohexahydroxydiphenoylglucose (= vitilagin), 3,4-digalloyl-1,6-de-

hydrohexahydroxydiphenoylglucose (= iso-vitilagin).

Bei diinnschichtchromatographischen Untersu-
chungen der Blatter von Vitis vinifera waren drei
gelb gefarbte Flecke aufgefallen, die zunéchst fir
Flavonoide angesehen wurden. Ziel dieser Arbeit
war, diese Stoffe zu isolieren und aufzuklaren.

Die zahlreichen Untersuchungen der Blitter hat-
ten vor allem die priméren Inhaltsstoffe zum Gegen-
stand. Es liegen aber auch einige Untersuchungen
iiber phenolische Substanzen vor. Gefunden wurden
Catechine [1], kondensierte Gerbstoffe und Procya-
nidine [2], Phenolcarbonsiuren [3, 4], Monocaffeyl-
weinsdure [5] und Flavonoide [4, 6].

Ergebnisse und Diskussion

Aus den getrockneten Blédttern (Sorte WeiBer
Riesling) wurden die den DC-Flecken entsprechen-
den Substanzen A, B und C als intensiv dunkelgelbe
kristalline Stoffe isoliert. Bei der sauren Hydrolyse
lieBen sich Glucose und Ellagsdure, bei B und C
dazu noch Gallussdure nachweisen.

Ellagsiaure liegt in den Ellagitanninen nicht als sol-
che sondern als Hexahydroxydiphensdure [Ia] oder
als Dehydrohexahydroxydiphensdure [Ib] vor [7].
Letztere bedingt die Farbigkeit der entsprechenden
Ellagitannine und bildet bei saurer Hydrolyse neben
Ellagsdaure noch Brevifolincarbonsidure [8]. Diese
lieB sich bei allen drei Substanzen nachweisen.

Schmidt und Mitarbeiter hatten die Existenz einer
dritten Form der gebundenen Diphensiure, nimlich
Isohexahydroxydiphensdure [Ic], in Ellagitanninen
wie Terchebin [II] [9] und Isoterchebin [III] [10] an-
genommen. Nach neueren Untersuchungen japani-
scher Autoren liegt jedoch auch in diesen Gerbstof-
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fen die Dehydrodiphensdure vor [11, 12], fiir die sie
eine Struktur mit Phenoletherbindung vorschlagen,
die beim Terchebin in waBriger Losung in zwei iso-
meren Formen vorliegt (IVa—b). Im Isoterchebin
soll eines der entsprechenden Isomeren (IV ¢) enthal-
ten sein [12].

Substanz A ergab eine negative Reaktion auf ge-
bundene und freie Ellagsdure, bildete Chlorellagsdu-
re und Phenazinderivate wie Brevilagin 1 [7]. Ein di-
rekter Vergleich mit authentischer Substanz besta-
tigte die Identitit. Die PMR-Daten waren in Uber-
einstimmung mit den Angaben fiir Brevilagin 1, fir
dessen Diphensdure die Teilstruktur Ib angegeben
wurde [16], aber auch mit denen fiir die Teilstruktur
IV [12]. Die Struktur Ib muB allerdings als unvoll-
standig angesehen werden. Gleichzeitig erklaren die
Strukturen IV die Unterschiede der chemischen Ver-
schiebungen und der Kopplungen der allylischen
Protonen, so daf3 angenommen werden darf, daB3 es
sich bei der Dehydrodiphensiure immer um eine
dieser Strukturen handelt. Da IVb im Gegensatz zu
IVa eine allylische Kopplung zeigt [15], weisen die
Singletts bei A auf die Strukturen IVa bzw. IVe
hin.

Bei B und C sollte durch MS geklart werden, wie-
viel Galloylreste im Molekiil enthalten waren und
ob die Iso- (Ic) oder eine Dehydrodiphensédure (Ib)
oder IV vorlag. Eine Bestimmung der Molmasse ge-
lang erst mit der noch relativ neuen Methode der
FAB-MS (FAB = Fast Atom Bombarding), bei der
die Probenoberfliche mit einem Strahl neutraler
Atome (Argon, Xenon) beschossen und ionisiert
wird [13, 14]. Substanz C zeigte im positiv-ion-
FAB-MS einen (M + H)*-Peak bei m/e 803, Sub-
stanz B im negativ-ion-FAB-MS einen (M —H)~-Peak
bei m/e 801,7. Demnach besitzen beide die mola-
re Masse von 802 bzw. 802,7 (Genauigkeit der Me-
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thode * 0,3 m/e). Dies stimmt sehr gut mit dem fiir
eine Digalloyldiphenoylglucose mit Teilstruktur Ib
oder 1V, C,H,0,,, berechneten Wert von 802,6
iberein.

Parallel dazu versuchten wir, durch vorsichtige
Hydrolyse nur mit Wasser Zwischenprodukte zu er-
halten, die weiteren Aufschluf iiber die Konstitution
geben konnten. Durch Schichtchromatographie
konnte aus B und C eine Substanz a und aus B noch
eine Substanz b isoliert werden. Substanz a lieB sich
zu je 1 mol Glucose und Gallussdure hydrolysieren.
Substanz b ging bei der Hydrolyse unter Abspaltung
von Gallussdure in Substanz a iiber. Aus der Tatsa-
che, daf sich nur B zu einer Digalloylglucose abbau-
en lieB, wurde gefolgert, dal in C ein Galloylrest
glykosidisch in 1-Stellung der Glucose gebunden
sein mufite.

Das PMR-Spektrum von B zeigte im aromatischen
Bereich (6 7,19 und 7,09 ppm) Singletts, 4 Protonen
bzw. 2 Galloylresten entsprechend. Nach Einstrah-
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VII

lungsversuchen, wie von Fiirstenwerth und Schild-
knecht [10] durchgefiihrt, wurden die Signale der
Zuckerprotonen zugeordnet: H-1 bei ¢ 5,97 ppm
(Dublett), H-2 bei ¢ 3,90 ppm (Multiplett), H-3 bei
04,94 ppm  (perturbiertes Dublett), H-4 bei
04,13 ppm (Multiplett), H-5 bei 05,46 ppm (Dop-
peldublett). Die Signale der C-6-Methylengruppe
waren im Bereich §4,2 — 3,6 ppm vorhanden. Ubrig
blieben 3 Singletts (je 1 H) bei 66,70, 6,18 und
4,45 ppm, die der Diphensdure zuzuordnen waren.
Die chemischen Verschiebungen stimmen mit den
Literaturangaben fiir die Diphensdure des Isoterche-
bins, (Ic), [10] gut iiberein, stehen aber auch nicht
im Widerspruch mit denen fiir IVe [12] und Ib [16].
Da aber [I¢] wegen seiner Molmasse als Moglichkeit
ausscheidet und auBerdem die PMR-Daten des Iso-
terchebins [10] nicht mit den frither veroffentlichten
Daten fiir Ic iibereinstimmen [16], enthdlt die Sub-
stanz B eine der Strukturen IV und zwar IVa oder
IV ¢ wegen des Fehlens allylischer Kopplungen.
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Bei Deuterierung verschwand ein Signal bei
09,4 ppm (phenolische Protonen) und ein Signal bei
03,6 ppm (ein Zucker-Hydroxyl-Proton). Vergleicht
man die chemischen Verschiebungen der Glucose-
Protonen mit den bisher veroffentlichten Daten
[10—12, 15, 16], so zeigen sie die beste Ubereinstim-
mung mit einer 1.3.4.6-Substitution.

Das PMR-Spektrum von C unterschied sich wenig
von B. Auch hier waren 2 Singletts mit 4 Protonen
im aromatischen Bereich vorhanden. Die Zuckerpro-
tonen wurden wie folgt zugeordnet: H-1 65,73 ppm
(Dublett), H-2 6 3,50 ppm (Multiplett), H-3 65,10
ppm (Multiplett), H-4 64,88 ppm (Multiplett), H-5
0391 ppm (perturbiertes Dublett). Die Protonen
der C-6-Methylengruppe lagen im Bereich §5,2—
3,6 ppm. Bei Deuterierung verschwanden wie bei B
Signale bei 69,2 ppm und 5,7 ppm.

3 Singletts (zusammen 2H) bei 06,73, 6,69 und
6,67 ppm sowie eines bei 44,54 ppm (1H) wurden
der Diphensdure zugeordnet, die wie in A und B als
IVa oder IVc vorlag, da keine allylischen Kopp-
lungen auftraten. Auch bei Substanz C stimmen die
chemischen Verschiebungen der Glucose-Protonen
mit einer 1.3.4.6-Substitution iiberein.

Demnach war anzunehmen, daf3 die beiden Sub-
stanzen sich nur in der Art der ,,Verklammerung™
der Glucose mit der Dehydrodiphensdure unter-
schieden. Da die Verklammerung die Konformation
der Glucose und damit nach der Karplus-Gleichung
— wenn auch mit Einschrinkungen — die 4 Kopp-
lungskonstanten der Protonen H-1 bis H-5 beein-
fluBt, lassen sich aus letzteren unter Umstanden die
entsprechenden Riickschliisse ziehen [16]. Bei Sub-
stanz C betrugen diese Kopplungskonstanten etwa
7 Hz. Dies lieB auf eine C1-Konformation schlief3en,
in welcher nur eine 4.6-diequatoriale Verklamme-
rung moglich ist. Substanz C war also 1.3-Digalloyl-
4.6-dehydrohexahydroxy-diphenoylglucose (VI), fiir
die wir den Namen Vitilagin vorschlagen. Sub-
stanz B hatte die Kopplungskonstante Jy; =
7,9 Hz und Jy; g3 = 6,5 Hz, die beiden anderen Kopp-
lungskonstanten konnten nicht genau ausgemessen
werden, sie liegen aber mit Sicherheit unter 3 Hz.
Diese Daten sprechen fiir eine B2-Konformation, bei
der — wie Stereomodelle zeigen — eine 1.6- oder
3.6-Verklammerung denkbar ist. Da sich aus B eine
Digalloylglucose hatte isolieren lassen, konnte die
3.6-Verklammerung ausgeschlossen werden. Sub-
stanz B war damit 3.4-Digalloyl-1.6-dehydrohexa-
hydroxydiphenoylglucose (VII), die wir Isovitilagin

nennen. Ungeklart bleibt bei beiden Substanzen,
welche Sduregruppe der Diphensdure mit welcher
Alkoholgruppe der Glucose verestert ist.

AbschlieBend scheint es uns bemerkenswert, daf3
unseres Wissens damit zum ersten Mal in der Ord-
nung Rhamnales Ellagitannine gefunden wurden
[17].

Experimentelles

Gerdte: UV-Spektren Perkin-Elmer Lambda 3.
PMR-Spektren wurden auf einem Jeol FX 90 Q mit
TMS als innerem Standard in DMSO als Losungs-
mittel aufgenommen. Die FAB-Massenspektren
wurden von der Fa. LAB-MS, D-7910 Neu-Ulm/
Gerlenhofen auf einem VG Micromass 7035 unter
folgenden Bedingungen registriert: Bombarding Gas
Argon, Druck in der Ionenquelle 3 x 10~ bar, Ener-
gie der Argonatome 8 keV, Losungsmittel Glycerol.

Pflanzenmaterial: Getrocknete Blatter aus Ver-
tragsanbau der Fa. Rittlinger, Sinsheim/Kraichgau
(BRD), geerntet September 1977.

Isolierung: 3 kg getrocknete Blatter wurden mit
21 kg Methanol 14 Tage mazeriert. Das Mazerat
wurde i1.vac. zur Sirupdicke eingeengt. Chlorophyll
wurde durch Filtration und Extraktion mit CCl, ent-
fernt, danach wurde mit Losungsmitteln steigender
Polaritit (Ethylether bis n-BuOH) fraktioniert extra-
hiert. Der Ethylacetat- und der n-BuOH-Extrakt
(zusammen 28,2 g) wurden iiber Sephadex LH 20 mit
EtOH 95% sc vorgetrennt, dann die einzelnen Frak-
tionen mit Ethylacetat/MeOH (8:2 (v/v))- und
CHCI,/MeOH (9: 1 bis 7: 3 (v/v))-Gemischen wei-
ter gereinigt und aufgetrennt. Neben Flavonglykosi-
den wurden 1600 mg Substanz A, 488 mg Substanz B
und 266 mg Substanz C rein gewonnen.

Hydrolysen

a) sauer: | mg Substanz wurde in 1 ml N HCI gel&st
und 2 Stunden im geschlossenen Gefdaf3 im Trok-
kenschrank bei 100 ° aufbewahrt.

b) widBrig: 1 mg Substanz wurde in 1 ml Wasser ge-
16st und bei Zimmertemperatur unter stindiger
dc Kontrolle 40 Tage aufbewahrt.

Chromatographie (DC): System 1 Cellulose,
HOACc/H,O 60 : 40; System II Kieselgel, Ethylacetat/
HCOOH/H,0 70:14:21; System III Cellulose,
HOAc/HCI 37%/H,O 8:2:2; System IV Cellulose,
HOAc/H,0 6: 94.
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Brevilagin 1 (A): DC (Ri-Werte): 1 0,49; 11 0,57; 11T
0.47. Hydrolyse, sauer: Glucose, Ellagsaure, Brevifo-
lincarbonsdure. [2]°° bei 589 nm: +131° (Lit.
[7]+159.5°, getrocknete Substanz), bei 578 nm
+142°, bei 546 nm: + 188° (EtOH, ¢ = 1, nicht ge-
trocknet). UV /max nm (MeOH): 253. PMR (6 ppm):
9.5; 7.6 (breite Signale, Hydroxylprotonen); 6,95;
6.71; 6.56; 6,50; 4,65; 4,39 (Singletts der beiden Di-
phensduren); 6,21; 5,6; 5,0; 4,4; 3,5 (Multipletts der
Zuckerprotonen). Derivatisierung: Chlorellagsdure
und Phenazinderivate wie in [7].

3.4-Digalloyl-1.6-dehydrohexahydroxydiphenoylglu-
cose, Isovitilagin (B): Schmp.: ca. 235° unter Zerset-
zung. DC (R¢-Werte): 10,50; I 0,66; I1I 0,49; IV 0,20.
Hydrolyse, sauer: Glucose, Ellagsdure, Brevifolincar-
bonsdure, Gallussdure. Hydrolyse mit Wasser: Di-
galloylglucose, Monogalloylglucose, Glucose, Gal-
lussiiure, Ellagsdure. [2]° bei 589 nm: + 82°, bei
578 nm: +90°, bei 546 nm: +119° (MeOH,
c¢=0,36). UVnm (MeOH): 279 (max), 255 (sh).
FAB-MS m/e: 801,7 (M—H)".
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