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INLEIDING

Kleur speel m baie belangrike rol in die kwaliteits-
bepaling van druiwe vir tafel-doeleindes. M Groot probleem

by Barlinka (Vitig vinifera) druiwe is dat die kleurontwik-

keling dikwels onféélmatig en wisselvallig is, al word die
druif in alle ander opsigte behoorlik ryp. Aangesien kleur
.80 n belangrike rol by die aanneemlikheid van voedsel speel,
is m goeie kleurontwikkeling 'n noodsaaklike vereiste vir m
goeie kwaliteit produk. Douglas (1951) en Le Roux (1960)
>meld bv. dat die onvermoé van die Barlinka cultivar om onder
sekere omsgtandighede ﬁen volle swart te kleur ' beperkende
faktor in‘die verbouing daarvan ig. 'As in aanmerking geneen
word dat. Barlinka gedurende die 1962-63 seisoen vyftig per-
sent van die Suid-Afrikaanse druiwe-uitvoer behels het
(Anoniem, 1963), blyk die belangrlke flnan51ele implikasies
duldellk wat hlerdle swak kleurontw1kke11ng vir die Republiek
se ultvoermarkte inhou. Die probleem van swak kleur kom ook
by ander éultivars, soos bv. Red Emperor en Flaming Tokay
voor (Douglas, 1951). |

Ten einde die faktore wat 'n rol speel by die kleuront-
wikkeling in Barlinka druiwe wetenskaplik te bestudeer en te
verstaan, is m kennis van die megénisme van kleurstofbiosin-
tese essensieel.  Alvorens hierdie-meganisme egter ondersoek
kan word, is m deeglike kénnis nodig vén die aard en soort

pigmente wat in die normaalgekleurde, ryp Barlinkadruifkorrel

voorkom.
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Van die mooiste en mees uitstaande kleure in die natuur
word teweeggebring deur antosianiene waarvan die kleure oor
die hele gebied.van rooi, pers na blou strek. Die naam
antoSianvis vir die eerste keer deur Marquart (1835) voorge-
stel om élegs die blou pigment in die koringblou aan te dui.
Hierdie term is later in m wyer begrip aanvaar om die hele
groep soortgelyke pigmente in te sluit, omdat dit besef is
dat die rool en blou kleure deur m enkele pigmentsoort ver-
oorsaak word. Die chemiese Samestelling van antosianiene
het vir die eerste keer bekend geword na m ondersoek deﬁr~
Willsf&%ter & Everest (1913) i.v.m. die blou kleurstof in die
koringblom.,

In die laaste helfte van die vorige eeu het die kleur-
stof in druiwe ook groot belangstelling gewek, maar dit was
nie voor 1915 dat Willstdtter & Zollinger (1915) daarin kon
slaag om ™m kristallyne pigment uit die blou doppe van 'n Noord-

Italiasansge cultivar van V. vinifera te isoleer nie. Hierdie

verbinding wat oor die pikraat as 'n kristallyne chloried ver-

kry is, is oenien genoem en is gevind om die monoglukosied

van m dimetoksidelfinidien te wees (I). Verdere navorsing

ot ' 1

@, 23 3 —ocn
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Malvidien (3', 5'- dimetoksidelfinidien of oenidien)

I
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het bevestig dat die hoofkleurstof van ander pers-swart culti-

vars van Buropese druiwe (V. vinifera) uit oenien bestaan.

Die woord oenien is afgelei van die Griekse woord ,Oenos" wat
wyn beteken. Die pigment is later deur Levy, Pasternak &
Robinson (1931) gesintetiseer, wat bewys het dat dit bestaan
uit 3-/3 -D-glukosieldelfinidien-3', 5'-dimetiel-eter (malvi-
dien-3-3 -D-monoglukosied) wat identies was met die natuurlike

produk wat uit V. vinifera (cultivar Fogarina) geisoleer is.

Na m ondersoek vah verskeie species van die genus Vitis,
het Anderson & Nabenhauer (1926) tot die gevolgtrekking gekom
dat die kleurstof in die donkerblou cultivars, soos bv. Concord
(V. _labrugca), hoofsaaklik uit die monoglukosiede van mono-

metieldelfinidien (petunidien) (II) bestaan, terwyl V. vinifera

Petunidien (3'-metoksidelfinidien)

en basters van Amerikaanse druifsocorte met V. vinifera oenien

as die hoofpigment sou besit.

Na die daarstelling van papierchromatografie in hierdie
veld deur Béte—Smith (1948), wat m baie noukeurige metode van
analise meegebring het, kon Ribereau-Gayon & Ribéreau-Gayon

(1958) toon dat bogenoemde stelling n te groot vereenvoudiging
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van die feite was. Hierdie werkers beskou die toestand van
metilering van die antosianien as van aansienlike minder
belang as die toestand van glikosidasie, Nadat hulle die
pigmentagie van tagtig basters, dertig cultivars van V. vini-
fera en m reeks van Amerikaanse species ondersoek het, het
hulle tot die volgende slotsom geraak:

1. In geen geval word diglikosiede in V. vinifera gevind

nie, maar sekere Amerikaanse species (V. berlandieri) bevat

ook geen diglikosiede nie.
2.. Die teenwoordigheid van diglikosiede is kenmerkend

vir V. riparia en V. rugestri .

3. Uit m genetiese oogpunt is die diglikosiediese aard

dominant, d.w.s. kruisings van V. vinifera met V. riparia of

V. rupestris bevat die diglikosidiese aard. Volgens die
genetiese wette sal die resessiewe monoglikosidiese aard van
die vinifera egter weer te voorskyn tree as die baster self

-weer met V. vinifera gekruis word.

Die toestand by wyne wat chromatografies ondersoek word,
kan dus as volg opgesom word:

l. Indien die chromatogram die teenwoordigheid van m
diglikosied aantoon, is dit seker dat dit m basterwyn is.

2. Indien die chromatogram die afwesigheid van digliko-
siede toon, dan is dit hoogs waarskynlik 'n vinifera wyn.

Die oorsprong van Barlinka druiwe is onseker. bDie cul-

tivar is in 1910 vir die eerste maal deur Professor A.I. Perold
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na Suid-Afrika gebring. Hy het die druifsoort in Noord-
Afpika te Novi, sowat vyftig myl van Algiers:, gevind. Alhoe-
wel dit gou geblyk het dat Barlinka m uitstekende tafeldruif
is, kon Perold (1926) geen beskrywing daarvan in die litera-
tuur vind nie. Dit is interessant dat selfs vandag nog,
Suid-Afrika die enigste land in die wéreld is waar hierdie
druif kommersie®dl verboﬁ word.

Taksonomies skyn .dit asof Barlinka m cultivar van V. vini-
fera kan wees, maar die moontlikheid dat dit m baster is, kan
nie uitgesluit word nie. In die 1lig van bostaande is die
folgende studie fenﬂopsigte van die kleurstof in die doppe van

Barlinka gedoen.

1. EKSPERIMENTEEL

1,1 Isolasie van die antosianienpigmente uit die druiwedoppe.

l1.1.1 Apparaat en materiaal gebruik.

(a) Apparaat

Preparatiewe chromatografie is uitgevoer in geinsuleerde
vliekvrye staal chromatografie kabinette (Reco A 300 en A 125,
Research Specialities Co., Berkelsy, Kalifornig). Whatman
3 MM (46 X 57 cm.) chromatografie papiere is vir hierdie doel
gebruik en Whatman no. 1 vir chromatografiese vergelyking met
standaard merkers. Laasgenoemde proses is in Shandon glas-~
kabinette uitgevoer. Deurgaans is van afwaartse chromatogra-

fie gebruik gemaak.
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b. Oplosmiddelslsteme

Die oplosmiddelsisteme wat gebrulk is by die
chromatografiese ondersoek en skeiding van die pigmente word

in tabel 1 opgesom.

TABEL 1.

Samestelling en afkortings van die oplosmiddelsisteme

Verhouding
Samestelling (volgens Afkorting
volume)

n-Butanol-asynsuur-water 4:1:2.,2 BAW
n-Butanol-2N soutsuur 1:1 BuHC1l
Bensien-asynsuur-water 125:72:3 Bens.
Saig:anol bensien-piridien 5:1:3:3 Bu-BPW
Asynsuur-soutsuur-water 30:3:10 Forestal
Mieresuur-soutsuur-water 5:2:3 HCOOH
Asynsuur-water 2:98 2% HOAC
Asynsuur-water 15:85 15% HOAC

Fenol-water 75:25 PhOH

Al hierdie oplosmiddels se komponente is mengbaar met
mekaar, behalwe in geval van Bu-BPW waar die boonste (orga-

niese) laag gebruik is.

¢. Spreireagense.

Bis~gediasoteerde bensidien (Koch & Krieg, 1938)

Die reagens bestaan uit twee oplossings, A en B wat net
voor gebruik gemeng word. Oplossing A bestaan uit m suspen-

sie van bensidien (5 g.) in gekonsentreerde soutsuur (14 ml.)
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wat opgelos word_in gedistilleerde water (980 ml.). Oplossing
B bestaan uit m 10% (g/v) oplossing van natriumnitriet in
water.  Drie dele‘van A word by twee dele van B gevoeg en
die mengsel gebruik net sodra dit helder word en n liggeel

kleur aanneen.

Anilienwaterstofoksalaat (Horrocks & Manning, 1949)

Die reagens word berei deur anilien (0.9 ml.) met 0.IN
oksaalsuur (100 ml.) onmiddellik voor gebruik te méng en die
chromafogramme word na dit gesprei is, vir agt minute by 100°

verhit.

1:1:2 Voorbereiding en opberging van die druiwedoppe

Nadat die trosse van swartryp Barlinka druiwe deeglik
onder kraanwater gewaé is om stof en ander vulilheid te ver-
wyder, is die dbppe met die hand van die korrels afgetrek.
Die vleisgedeelte.ﬁan die korrels bevat geen antosianien-
pigmente nie. Die doppe is vervolgens_herhaaldélik met
kraanwater en uiteindelik met gedistilleerde water gewas om
alle vry suikers te verwyder. Daarna 1s die doppe drooggeklad
tussen twee groot chromatografie papiere, in n polietileen-
sakkie geplaas en by -15° opgeberg. Chromatografiése analise
het bewys dat die kleurstof in die doppe na verskele maande

nog identies met dié van die vars materiaal was.

1:1:3 Ekstraksie van die kleurstowwe

Die doppe (300 g.) is met metanoliese 1% (V/V) soutsuur
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(1,200 ml,) vir 5 minute in n Waring Blendor opgemaal. Die
ekstrak is afgefiitreer en die ekstraksieproses in die Waring
| Blendor is ﬁyf maal met sulwer metanol (900-1200 ml.) herhaal.
Na die laaste ekstraksié was die flltraat prakties kleurloos
en die fyngémaalde doppe’was slegs ligpienk gekleurd. Die
gesamentlike ekstrak (6 liter) is onder verminderde druk in 'n
roterende verdamper by 30-35° ingedamp tot dngeveer 460 ml.
Omdat antoSianiené onstabiel is ten opsigte van ho& tempera-
tuur, is metanol 'n besonder geskikte’ekstraheexnﬁddel. Behalwe
dat dit n baie goéie dplosmiddel vir die pigmente is, kan dit
maklik by lae tempqratuur ingedamp word. ' Biletjie soutsuur
is bygevoeg om te verseker dat die pigmente volledig in die
katioonvorm vefkeefien dat die pH‘aan die suurkant bly, want

antosianiene’is ook onstabieler by ho& pH.

1: 1:k Chromatografiese reiniging van die kleurstofekstrak

Dié gekonéentreerde ekstrak (460 ml.) is in gelyke hoe-
veelhede (7 ml, per papier) met behulp van n pipet in strepe
oor die breedte, ongéveer 5 ecm. vanaf die kant, op Whatman 3MM
papiere’(66) geplaas en met waterige 1% soutsuur gechromatogra-
feer. Die kleurstofkonsentrasie op die chromatogramme is hier
te hoog om die komponente in individuele bande te laat skei en
die doel vén hierdie proses was siegs om alle vry suikers en
»ander water-oplosbare onsuiwerhede uit te was. Die oplos-
middel is toegelaat om.van die papier af te drup en daar is

voortgegaan totdat die voorste rand van die kleurstofband oor
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ongeveer m kwart tot 'n derde van die papier se lengte beweeg
het (18-24% uur). Op die beginlyn van die papiere het mn was-
agtige grys-groen onsuiwerheid agtergebly.

Die bre¥ kleurstofband is met waterige 70-80% metanol
ge8lueer en die eluaat onder verminderde druk by 30-350 tot
25 ml. ingedamp.

1:1:5 Chromatografiese isolasie van die pigmente

Dié donkerrool konsentraat (seksie 1l:1l:4) is in gelyke
hoeveelhede (2.5 ml, per papier) op 132 Whatman 3MM papiere
geplaas en in BAW gechromatografeer totdat die oplosmiddel~
front oor die lengte van die hele papier beweeg het (17-20 uur).
Die kleurstof het hier in vyf duidelike bande geskei wat genom-
mer is A, B, Cy, D en E in volgorde van afnemehde Re-waarde.

Die benaderdéin—waardes, kleure en relatiewe hoeveelhede

waarin die bande voorkom, word in tabel 2 opgesom.

TABEL 2

Re-waardes in BAW, kleure en hoeveelheld
waarin Barlinka pigmente voorkom.

Pigment Rye-waarde Kleur Hoeveelheid*
A 0.69 Pers-rooi 5
B 0.45 Oranje-rooi 5
C 0.42 Pers~-rooi 10
D 0.38 Blou 2
E 0.35 Blou 2

p————— ]

* Die hoeveelhede is relatief soos met die oog
%eskat volgens die breedte en kleurintensi-
,elt van dle bande.
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Ander 6plosmiddels soos BuHCl en waterige 1% soutsuur is
ook vir dievisolaéieproses uitgetOets, maar geeneen het sulke
goeie»résultaté soos BAW gelewer nie. Kolomchromatografie
vir preparatiewe dbeleindes is ook uitgetoets. Sellulose wat
as die beste draermateriaal vir hierdie doel beskou word
(Séikel,'1962), met BAW en BulHCl as oplosmiddelsisteme (Endo,
1957), is gebruik. Behalwe dat geen bevredigende skeiding
verkry kon word nie, was dit ook moeilik om die butanoliese

eluaat verder te verwerk.

1:1:6 Kristallisasie van die individuele pigmente

Die vyf bande A,.B, Cy DenE (seksie 1:1:5) is apart
geblueer met waterige 80% metanol. Die eluate is onder ver-
minderde druk_By.30;35° ingedamﬁltotdat dit heeltemal waterig
~was (20-25 ml.) en gefiltreer. Die verdere behandelings ié

deur die aard van die individuele komponente bepaal.

Komponent AQf’

Die geéamentlike‘konsentraat ult twee eksperimente 1is
gekombineer en onder verminderde druk oor watervrye kalsium-
chloried in 'n vakuumdésikkator‘ingedamp totdat n dik afsaksel
gevorm het. 'Hierdié afsaksel'is afgefiltreer, opgelos in
absolute>etanol én-met gekphsentreerde soutsuur aangesuur tot
n suurkonsentrasiéIVan 5-6%. Die suur oplossing is weer in
die vakuumdesikkator geplaas en na twee dae het fyn, donkerrooi
naald jies begin uitsak. Die kristalle is afgefiltreer, met
absolute etanol gewas, in die desikkator gedroog en by -15°C
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gebére. In een geval»was dit nodig dat die eluaat van A nogn

keer met BAW op papier gechromatografeer moes word voordat die

kleurstofkomponent rein genoeg was om onder bogenoemde kondisies

te kristalliseer. |

Opbrengs: 16 mg. chromatografies rein kristalle uit 600 é.
doppe.

Komponent B.

Die gesamentlike konsentraat uit twee eksperimente is
gekombineer en oornag in die koelkas gelaat, waarna dik, donker,
bruin-rooi naalde uitgesak het. By verdere konsentrasie onder
verminderde druk in die desikkator het nog meer naalde uitgesak.
Toe die konsentraat in baie klein volume bestaan het, is n
biet jie absolute etanol bygevoeg en is dit verder in die desik-
kator ingedamp. Hierop het nog naalde, fyner en rooier as die
eerstes, ultgesak. Na 'm paar dae het die naalde dikker en don-
kerder van kleur geword. Chromatografies was die fyner naald-
jles identies met die dikker naalde wat eerste ultgesak het.
Die kristalle was besonder maklik oplosbaar in water, selfs in
water by 0°. Hulle isvafgefiltreer, met m minimum hoeveelheid
absolute etanol gewas, by kamertemperatuur in 'n desikkator
gedroog en by -15° gebére.

Opbrengs: 14 mg. chromatografies rein kristalle uit 600 g.
doppe.

Komponent C.

Die konsentraat is op dieselfde wyse as die van komponent A
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behandel en.die kristallyne materiaal wat uitgesak het, is
twee_maaliomgekristalliseer uit etanoliese 5% soutsuur. Die
donkerrooi fyh naaldjiés het baie soos die kristalle van kom-
ponent A.gelyk. Die kristalle is afgefiltreer, met absolute
etanol géwas,}onder verminderde druk in m desikkator gedroog
en by -15° gebéfe.
Opbrengs: 154-mg,'chromatografies rein kristalle uit 300 g.
doppe. |

Kompongnt D.

Hierdie komponent was in baie klein hoeveelhede teenwoor-
dig en die konsentraat van die eluaat afkomstig uit drie
eksperimente is onder verminderde druk in die vakuum-desikkator
tot byna droog ingedamp. Klein bietjie waterige 1% sout-
suur is bygevdeg en_die oplossing by —50 gelaat. Na verskeie
dae het kléin'donke:blou Korrels kristallyne materiaal, wat
min‘oplosbaar was in water, uitgeéak. Dit is afgefiltreer,
met water.gewas; onder verminderde druk in die desikkator
gedroog en by —15° gebére.

Opbrengs: 2 mg. chroﬁatografies rein kristalle uit 900 g.
doppe. | |

Komponent E.

Dit was in net sulke klein hoeveelhede as komponent D
teenwoordig. Dit is op dieselfde wyse as komponent D behan-

del en het identiese resultate gelewer.
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Opbrengs: 2 mg. chromatografies rein kristalle uit 900 g.

| doppe.

In a1 die gevalle het wit kristallyne materiaal in die
desikkator uitgesék sodra die volume van die konsentraat baie
klein geword het. Dit het die kristallisasie van die pig-
mente baie bemoeilik want waar dit saam met die kristallyne
pigménte uitgesak het, kon die materiaal nie van die kleur-
étowwe afgeskei word nie. Om daarvan ontslae te raak, moes
dit herhaaldelik afgefiltreer word. Aan die begin het die
stofvuitgesak in die vorm van fyn wit naalde en later as vier-
kantige plaatjies, tipies soos vir gewone tafelsout.

Toetse vir m tartraat volgens Feigl (1960) op die fyn
naalde het positiewe resultate gelewer.  Aangesien daar heel-
wat kaliumbitartraat in druiwe voorkom, kan dit wees dat wyn-
steensuur as gevolg van die relatief ho€& soutsuurkonsentrasie
daaruit vrygestel word en dit dan as naaldvormige kristalle
uitsak. Omdat kaliumione ook in die proses vrygestel word en
die chloriedioonkonsentrasie in die oplossing relatief hoog
is; was dig plaatjies wat later uitgesak het, waarskynlik
kaljumchloried, want toetse vir dié teenwoordigheid van m

chloried in hierdie kristalle was sterk positief.

1.2 Identifikasie van die pigmente.

1.2.1 Hidrolise-studies.

l.2.1.1 Gekontroleerde suurhidrolise.

Vir hierdie ondersoek is die metode van Chandler & Harper
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(1961) met klein wysigiﬁgs gebruik. Kristallyne pigmente A,
Ben C (l;é.mg.) is in absolute etanol (2 ml.) opgelos en die
oplossing met soutsuur aangesuur totdat dit 2 N ten opsigte
van hierdie suur wés, Die oplossing is gekook in m apparaat
wat met m terugvloeikoeler voorsien was. Laasgenoemde is met
n prop afgesluit sodaﬁ die kokende oplossing nie onnodig aan
lugsuurstof blootgestel is nie. Na 5 en ook na 20 minute is
monsters.van die hidrolisaat geneem en chromatografies onder-
soek ih Foreétal, Mieresuur‘en BAW. By pigmente D en E is
- van die moederloog (1 ml.) gebruik gemaak in plaas van kris-
tallyne matefiaal en dit is verder net soos hierbo behandel.
Oﬁdat'dit bekend is-dat die teenwoordigheid van soutsuur
m effek op die Rf-waarde-van antosianiene het (Bate-Smith,
1948), is die aglikone-éan die einde van die proses met iso-
amielalkohol (3 X, 2 ml.) geékstraheer. Die gekombineerde
alkoholiéSe'ekStrakte is met verskeie volumes bensien verdun,
die antpéianidiene met watebigé 1% soutsuur (2 ml.) gedkstra-
heer (Robingon & Robinson, 1932) en chromatografies ontleed.
'Aangesieh pigment C in soveel groter konsentrasie as die
ande::kOmponente voorgekom het, was dit in hierdie geval ook
mdontlik om dit op groter skaal te hidroliseer. Die pigment
(15 mg.) in absolute etanol (& ml.)'is aangesuur tot 5 N ten
opsigte van soutsuur en vir 20 minute onder m terugvloeikoeler
gekook. - Fyn donkerbruin-rooi naaldjies (7 mg.) ?an die anto-
sianidién het uitgesak na afkoeling van die hidrolisaat in die

koelkas.
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l.2.1.2 Alkal;hidroliSe._

Kristallyne matériaal van pigmente A, B en C (1 mg.) en
moederloog (1 ml.) van D en E is afsonderlik opgelos in 2 N
bytsoda opldssings (2 ml.) en die reaksiemengsels vir 2 tot 3
: uur by kamertemperatuur gehou; In al die gevalle het die
oplossing dadelik h.donkerblou kleur aangeneem en na 2 uur
was dit geei tot geel-bruin. Dit is daarna met gekonsen-
treerde soutsuur aangesuur, die antosianiene met iso-amiel-
alkohol geékstraheer en oorgedra in waterige 1% soutsuur
(seksie.l.2,l,l). Die waterige oplossing is toe chromato-
grafies in BAW met ongehidroliseerde pigmente A, B, C, D en E
vergelyk,

Omdat slegs pigment A 'n nuwe pigment met m ander Rf—waarde
na alkalihidrolise gelewer het, is die hidrolise op pigment A
herhaal en die aangesuurde hidrolisaat met eter ge8kstraheer
(5 X). Die eterlaag is oor watervrye natriumsulfaat gedroog,
gefiltreer en onder verminderde druk by 50-60° ingedamp tot
"~ dit net droog was. Die residu is in m paar druppels metanol
opgelos enféhromafografies in BAW en 2% HOAc met p-kumaarsuur
vergelyk. Die antosianien is met iso-amielalkohol ge®Bkstra-
heer en iﬁ dieselfde oplosmiddels chromatografies met pigment

~ C vergelyk.
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l.2.2 Bepaling van die posisie van substitusie en die tipe

suikers teenwoordig.,

l1.2.2.1 Konvensionele suurhidrolise.

Suurhidrolise is uitgevoer op 'n mengsel van die moederloog
oplossings van pigmente A, B, C, D en E (0.25 ml. elk) wat met
sout suur aangesuur is tot 'n konsentrasie van ongeveer 5 N ten
opsigte van laasgenoemde. Die suuroplossing is vir 15 minute
onder m terugvloeikoeler gekook, met water (0.5 ml.) verdun en
. met iso-amielalkohol (3 X, 2 ml.) opgeskud totdat die waterige
| laag kleurloos was. Om die soutsuur uit die waterige laag te
verwyder, is dit opgeskud (3 X) met m 10% (V/V) oplossing van
‘di-n-oktielmetielamien in chloroform (2 ml.) (Harborne & Sher-
ratt, l957b){ | Hierdie stap is nodig aangesien die suikers in
die teenwoordigheid van suur geneig is om strepe in plaas van
kolle tydens die chromatografie daarvan te vorm (Lederer &
Lederer, 1957); Spore van die amien is uit die waterige laag
verwyder deur dit met chloroform (2 ml.) op te skud (3 X)o
Die heldér waterige oplossing is gebruik om chromatografies
vir suikers te toets in die oplosmiddels BAW, PhOH en BuBPW
met glukose, galaktose, rhamnose, xilose, en arabinose as
standaard'merkers. Die chromatogramme is almal vir ten minste
- 24 uur ontwikkel en die oplosmiddel het van die onderpunt van
die papier afgedrup. Hierna is dit deeglik gedroog, met die
spreireagens anilienwaterstofoksalaat bespuit en by 100° ver-

hit totdat die suikerkolle sigbaar geword het.
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1.2.2.2 OQksgidasie met waterstofperoksied.

Die metode van Karrer & de Meuron (1932), soos gewysig
deur Chandler & Harper (1961), is toegepas. Die kleurstof
~ (1-2 mg.) is opgelos in metanol (0.3 ml.) en 30% waterstof-
peroksied (40‘p1) is bygevoeg. Na 4 uur by kamertemperatuur
is palladium katalis (n paar grein) bygevoeg en die reaksie-
mengsel vir hOg 20 ﬁur gelaat. Gekonsentreerde (0.880)
ammoniumnidpokéiedoplossing (504»1) is toe bygevoeg en die
oplossing'vir 1 minuut in n kokende waterbad verhit. Die
reaksiémengsel igs direk op papier geplaas en chromatografies
vir sulkers ondersoek.

As kontrole is hesperetin-7-glukosied (1 mg.) in 0.005 N
ammqniumhidroksiéd gesuspendeer. Dit is verder netsoos die
pigménte met waterstofperoksied geoksideer, die oortollige
oksideermiddelxontbind en die 6ksidasieproduk met ammonium-
‘hidroksied gehidroliseer. Omdat glukose 0ok in hierdie geval
gevind is és m reaksieproduk, isg besluit om die verhittingstyd
van 5 minute, soos deur Chandler & Harper (1961) aangegee, na
1 minuut te verkort. Onder hierdie kondisies het geen glukose
v‘by die 7-glukosied vrygekom nie, maar die reaksie het nog goeie

resultate met die pigmente gelewer.

,1.2.3' - Konfiguragie van die\A— en B-ringe.

1.2.3.1 Alkalismelt.

Die mikrometode, soos deur Roux (1958) ontwikkel, is toe-

gepas. Die kleurstof (1-2 mg.) is in die bol van 'n smeltbuis
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15 cm. lank en 0.8 cm. interne deursnit, geplaas. Die buis
is horisontaal gehou en een kaliumhidroksiedpilletjie op ™
j posisie sowat 2 cm. vanaf die onderent van die buis geplaas.
Die piilétjie is versigtig met m klein vlammetjie verhit tot-
dat dit gesmelt het terwyl sorg gedra is dat die antosianiene
éelf nie verhit is nie. Sodfa die pilletjie tot m helder
vloeistqf_gesmelt het, is die buis vertikaal gedraai sodat die
gesmelte materiaal op die pigment gevloei het. Die oplossing
isinm videistofvorm behou deur nog te verhit, maar sorg is
gedra dat die vioeistof nie kook nie. Na.90 sekondes is die
buis vinnig in m stroom koue lug afgekoel.

Die vaste materiaal is daarna in 5 N swawelsuur opgelos
terwyl die bol van die buis in water verkoel is. Hierdie suur
oplossing is met vaste natriumbikarbonaat geneutraliseer tot
dit alkalies teenoor lakmoes was. Die fenole is met verskeie
porsies eter gedkstraheer en die gekombineerde eter-ekstrakte
oor watervrye natriumsulfaat gedroog.

Die_waterige oplossing is weer met 5 N swawelsuur aange-
suur en die fenoliese karboksielsure is met verskeie porsies
eter'segkstraheerQ»' Die éterekstrakte is gekombineer en oor
watervrye'natriumsulfaat gedroog.

Die eter-ekstrakte van die fenole en die fenoliese karbok-
sieléure is gefiltreer, onder verminderde druk by 50—60o droog-
gedamp en.dieiresidu's is in metanol (3-5 druppels) opgelos.
Hierdie oploséings is chromatografies ontleed in BAW, Bens. en

- 15% HOAc met floroglusinol, gallussuur, protokatesjogdsuur en
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p-hidroksibensodsuur as standaard merkers.

11.2.3.2 Oksidasie met waterstofperoksied.

:_ Chandler & Harper,(l961) se metode om suikerreste in die
.3-posisie te bépaal is aangepas om die konfigurasie van die
B-ring vas te stel. Die prosedure (seksie 1.2.2.2) is uitge-
voer maar na die verhitting met ammoniumhidroksied is die
éplossihg met soutsuur aangesuur om te verseker dat die feno-
1ieée.karbqksielsure in hul vry vorm verkeer. Die oplossing
- 1s met eter,geékstraheer en die eterekstrak is gedroog, gekon-
sentreer, op papier geplaas en chromatografies in BAW, Bens.
en 15% HOAc Ontleéd met séringsuur, vanilliensuur en p-hidrok-

sibenso&suur as standaard merkers.

1.2.3.3 QOksidasie met‘verdunde bytsoda-oplossing.
 Bytsoda-oksidasie, soos beskryf deur Karrer & de Meuron
(19275,'15 aangepas om Op mikrbskaal‘uitgevoer te kan word.
Die kleurstof (1-2 mg.) is in 2 N bytsodaoplossing (1,5 ml.)
opgelbé en die oplossing vir 1 uur met uitsluiting van lug in
n quénde waterbad.verhit. Die oplossing is afgekoel, aange-
suur met soutsuur en met eter gedkstraheer. Die eter 1s
afgedamp.én die residu in m minimum metanol opgelos en chroma-
tografies in BAW, Bens. en 15% HOAc met standaard gallussuur,
3-metoksigaliu35uur, protokates jo&suur en vanilliensuur ver-

gelyk.
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1l.2.+ Ultravioletabsorpsiespektra bepalings.

) Zéiss model PM Qll spektrofotometer is vir hierdie
bepalings gebrﬁik. "Blanko's is 1n elke geval berel om presies
identies te wees met die oplosmiddel waarin die pigmente en p-

kumaarsuur, opgelos was.

1.2.4,1 §pektra;vah die antosianiene.

- Oplossings van omtrent 3;3,p-M van die pigmente in metano-
liese 0.1% (g./v.) soutsuur is gebruik vir die bepaling van die
ultravioietabsorpSiespektra oor die gebied 230-600 m p. In
geval van pigmente A en C asook van malvidien en p-kumaarsuur,
lwaér genoeg sulwer-kristallyne materiaal beskikbaar was, is die
‘materiaal eers onder verminderde druk oor fosforpentoksied in 'n
Abderhalden drobgapparaat vir 2 uur by 100° en 12 uur by kamer-
temperatuur gedroog voordat standaard oplossings'in metanoliese
0.1% (g./v.) soutsﬁﬁr opgemaak is. Vanaf die ekstinksiewaardes
by die.hOEr gblflengte absorpsiemaksimum is die molafe ekstink-
sieko&ffisi¥nte bereken. In geval van malvidien en p-kumaar-
suﬁr'was dit nodig om die oplpssings verder te verdun om geriefé

like absorpsie 1esings te verkry.

1.2.4.2 Spektrawvan die aglikone.

| Die pigmente (1 mg.) is met 5 N etanoliese soutsuur (1-2
ml}) vir 20 minute by 100° gehidroliseer. Die hidrolisaat is
oofnag in n vakuum desikkator onder Verminderde druk oor water-

vrye kalsiumchloried drooggedamp. m Geskikte verdunning van

die residu in metanoliese 0.1% (g./v.) soutsuur is gemaak en
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die absorpsiéspektrum oor die gebied 230-600 m pu is bepaal.

1.2;#.3  Spektralvan die aluminiumchloriedchelate.

v.'Na die bepaling van die spektra van die aglikone en anto-
sianiene:in metaholiese 0.1% (g./v.) soutsuur, is mn 5% (g./v.)
oplossing van aluminiumchloried in etanol (4% druppels) by die
pigment in dié.kwartssél gevoeg. Die inhoud van die sel is
goed gemeng en na 5 minute is die spektrum oor die gebied 500-
600 m 1 bepaal.

1.2.4%.% Bepaling van die molare verhouding aglikoon: suiker
" in pigment C.

_‘h-Bekende gewig (#.62 mg.) dro8 kristallyne pigment C is
'onﬁer uitsluiting van lug met 5 N etanoliese soutsuur (2 ml.)
gehidroliseer deur die oplossing vir 20 minute onder ' terug-
vloeikoeler te kook. Die oplbssing is met suiwer metanol na
n geskikte volumé.(ZSO ml.) verdun sodat die gewigskonsentrasie
vanvdié soutsuuf}ongeVeervO.l% was. Die absorpsie van die
'opioSSing by 5%7 mu is gemeet en die konsentrasie malvidien
deur middel van die molare ekstinksieko&ffisi&nt by 547 ma is
bereken. Hieruit en ﬁit die oorspronklike gewlg antosianien

genéem, kon die moiare verhouding aglikoon: suiker bepaal word.

1.2.4.5 Bepaling van die molare verhouding antosianien: asiel-

" res in pigment A.
}Pigment A is met bytsoda gehidroliseer (seksie 1.2.1.2) en

die absorﬁéiéspektrum van die aangesuurde hidrolisaat is in
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metanoliése 0,1% soutsuur oor die gebied 230-600 mu bepaal.
T Tweede hbeveelheid van pigment A (5.09 mg.,) is met byt-
soda gehidroliseer (seksie 1.2.1.2), aangesuur met soutsuur en
die hidrolisaat met natriumchloried versadig om die oplosbaar-
heid van die vrygestelde suurres in dievwaterige laag te ver-
minder. Die oplossing is met eter (3 X, 3 ml.) ge&kstraheer
en die eterekstrak is onder verminderde druk by 50~60° droog-
gedamp. ‘Die residu is opgelos in metanoliese 0.1% soutsuur
(2oofm1.) en die absorpsiespektrum oor die gebied 230-600 m}l-
is bépaéle'“ Die waterige laag wat die antosianien bévat het,
is oornag onder verminderde druk oor watervrye kalsiumchloried
~inhmn Vakuum desikkator gelaat om enige spore van eter wat n
invioed op die abSorpsiespektrum van die antosianien kon hé,
te verwyder. Daarna is dit met metanoliese 0.1% (g./v.) sout-
suur na n geskikte volume (250 ml.) verdun en die absorpsie-

spektrum oor die gebied 230-600 m 1 bepaal.

1.2.5 Infraroolabsorpsiespektra bepalingg.
- hn Perkin Elmer Model 21 infrarooispektrofotometer, toege-

rus met natriumchloried prismas is vir hierdie bepalings gebruik.
Die-tegniek,‘soos beskryf deur Ribéreau-Gayon & Josien (1960),
waar van ka11umbromiedskyfies gebruik gemaak word, is toegepas.
Dro& kristallyne materiaal is in al die gevalle gebruik. Mm
Konsentraéie van 1 mg./250 mg. kaliumbromied is vir pigmente A,
B en E gebruik, terwyl n konsentrasie van 0.6 mg./250 mg. vir
pigmente C, D en malvidien en 0.3 mg./250 mg. vir p-kumaarsuur
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beter resultate gelewer het. Die spektra van al die verbin-
dings is oor die gebied 5-15 mikron (2,000-700 cm'l) bepaal.
Die spektrum van n nujol emulsie van pigment C is ook oor die-

selfde gebied bepaal.

1.2.6 Die bereiding van standaard merkers.

Al die standaard merkers was van kommersi®le oorsprong,
beha lwe petunidienchloried,'peonidienchloried,_p:kumaarsuur en
3-metoksigallussuur wat plaaslik onverkrygbaar was en dus as

volg berei is.

1.2.6.,1 Antosianidiene.
(1) Petunidienchloried.

Droé fyngemaalde doppe (3 g.) van Cabernet Sauvignon (V.
'vinifera) (goedgunstiglik geskenk deur mnr. H. Malan, Departe-
~meﬁt van Chemie, Universiteit van Stellenbosch) wat vooraf met
eter geékstrahéer is om wasse te verwyder, is geskstraheer met
metanoliese 1% (V/V) soutsuur (100 ml.) en daarna met suiwer
metanol (4% X, 100 ml.). Die ekstrak is onder.verminderde druk
Igekonsentreer en preparatief op Whatman 3 MM papiere (10) in
BAW geéhromatografeer. Ses bande het ontstaan en die een wat
Malan (1963) as petunidien-3-monoglukosied geidentifiseer het,
is met waterige 80% (V/V) metanol ge&lueer en gekonsentreer. hn
Deelvolume (2 ml,) van hierdie konsentraat is met 5 N etanoliese
soutsuur gehidroliseer en die vrygestelde petunidienchloried as

merker gebruilk.
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(1i) Peonidienchloried.

'Peonidien.is deur reduktiewe asetilasie, uit isorhamnetien
(Goedgunstiglik geskenk deur dr. B.K. Nortje, N.I.V.V., Stellen-
bosch) berei'Volgens>die metode van Krishnamurthy, Krishnamoor-
.thy & Sgshadri (1963).  Isorhamnetien (15 mg.), sinkpoeier
(15 mg;)_en vérs gesﬁelﬁe natriumasetaat (8 mg.) is in water-
ﬁfye asynsuuranhidried (1 m}.) gesuspendeer en gekook in'mn
apparaat waarvan die terungoeikoeler met m watervrye kalsium-
dhloried{buis afgesluit is om waterdamp uit te sluit. Na 1 uur
is nog sinkpoeier (15 mg.)'bygevoeg en vir n verdere uur gere-
fluks.":By'hierdie mengsel is n 10% oplossing van soutsuur in
n-propanol (2 ml.) gevoeg en geblaas in m proefbuis wat met
geslypté prop dig afgesluilt is. Die prop is met twee spiraal-
veertjies 1in posisie gehou. Die buls is vir 2 uur in ' kokende
waterbadfﬁerhit totdat_h_dieprooi oplossing ontstaan het. Die
oplossiné,is afgékoel en water is-bygevoeg totdat ! troebelheid
as gevolg van die neerslag van flobavene ontstaan het. Die
oplossing is-gefiitreer en die filtraat as sulks is vir chroma-
tografiese vergelyking gebruik. | |

Die hidrolise is ondér druk in n-propanol gedoen om die
'ontstaan'vaﬁ flobavené teen te werk (Pigman, Anderson, Fisher,

Buchanan & Browning, 1953),_

1;2.6.2‘.Q-Kﬁmaarsugg.
Dit is gesintetiseer volgens m modifikasie van Sonn (1913)

se metode. By_Brhidroksibensaldehied (5 g.) is vars gesmelte
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'Raliumasetaat'(S g.) en_watervrye'asynsuuranhidried (12.5 ml.)
gevoeg.vvaie mengsél is gekook onder h lugterugvloeikoeler wat
afgesiuit isfmet*Watervrye kalsiumchloried; eers vir 1 uur by
160° en daarna vir 3 uur by 170-180°. Die rooi-bruin massa
wat ontstaan het is effens afgekoel (ongeVeer 100°) en in
kokende water-(lOO_ml,) geglet. Geel asetiel-p-kumaarsuur het
uitgesak. Om die ésetaat te hidroliseer, is verdunde bytsoda-
.oplossing‘by die warm mengsel gevoeg totdat al die geel asetaat
opgeloé‘het. Die'harsagtige reste 1s warm afgefiltreer en die
alkalieéevfiltraat 1s'afgekoe1. . By aansuring met gekonsen-
treerde»soutsuur het lang geel naalde van p~kumaarsuur uitgesak.

Die kristalle is uit warm water omgekristalliseer.
Opbrengs. l,5_g.- »

Kaliumasetaat is in plaas van natriumasetaat in hierdie
bereiding gebruik aangesien die reflukstyd daardeur met ongeveer
die helfte.ingequt word. Bytsoda kon gebrulk word om die
asetlelderivaat te hidroliseer, maar dit is nie die geval by
dle bereiding van kaneelsuur nie, want hier sal enige oormaat
bensaldehied en bytsoda Canizzaro se reaksie ondergaan om ben~-
so&suur te vo:m. Dit is moeilik om kaneelsuur van benso&suur
te reinig. |

Van dié gee1 kristallyne p-kumaarsuur is verder gereinig
deur dit onder vermindérde druk te sublimeer‘in n sublimeerbuis
wat met n watervefkoelde koue yvinger" toegerus was. Die tem-

peratuur is stadig van 180° tot 210° verhoog. Die heeltemal
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wit gesubliméerde materiaal wat op die koue vinger neergeslaan
het, is omgekristalliseer uit warm water waarop dit wit naald-

| jies gelewer het.

Smeltpunt: 205° (Swaar sublimasie)
sme.lipunt

1.2.6.3 3-Metoksigallussuur.

Die suur is berei volgens die metode van Fischer & Freuden-
berg (1913). Gallussuur (20 g.) is opgelos in asetoon (100 ml.)
en met uitsluiting van lug, in 'n stikstofatmosfeer, is 2 N byt-
soda-oplossing'(160 ml.) bygevoeg. Die rooibruin mengsel is
afgekoel tot -50 C en terwyl deeglik geroer is, is m 12% fosgeen-
oploésing_in tolueen (120 ml.) vinnig.bygevoeg. n Emulsie en
n ligbruin neerslag wat nie meer baie gevoelig vir lugoksidasie
was nie, het ontstaan. Die mengsel 1is dadelik met petroleum-
eter (3 X, 100 ml.) ge&kstraheer om die tolueen en asetoon te
verwyder. Die mengsel is daarna met gekonsentreerde soutsuur
(13.5 mi.) éangesuur en afgekoel in m vriesmengsel. Wit gal-
lussuurkarbonaat het uitgesak en na 1 uur is dit afgefiltreer
en versigtig met‘water gewas. Die materiaal is dadelik onder
verminderde druk oor fosforpentoksied in n vakuumdesikkator
gedroog aangesieﬁ§$érbinding nie baie stabiel in die teenwoor-
digheid van water is nie. Die produk is verder gereinig deur
dit om te kristalliseer uit n oplossing van asetoon (40 ml.)
in water (2 ml.). Die kristalle is afgefiltreer, met asetoon
gewas en onder verminderde druk oor watervrye kalsiumchloried

in m vakuumdesikkator gedroog.
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Opbrengs: 4.5 g. Smeltpunt:  250°

Die derivaat (4.2 g.)vis gemetileer deur dit te suspendeer
in koolstoftetrachloried (140 ml.) en oormaat eteriese diaso-
metaan by te voeg. Die dro& eteroplossing van diasometaan
is volgens die metode van Koeppen (1961) berei. Gasborrels
het vinnig afgekom en wit naalde het begin uitsak. Na 15
minute by kamertemperatuur is die mengsel onder verminderde
druk by 25° ingedamp. Die konsentraat is vir m paar uur by
=50 afgekoel en die kristalle wat gevorm het, is afgefiltreer,

met asetoon gewas en in 'n vakuumdesikkator gedroog.

Opbrengs§ 3.9% g. Smeltpunt: 131-132°

Die gemetileerde derivaat (3.9 g.) is gehidroliseer deur
dit in kokende water (60 ml.) op te los en verder te kook tot-
dat die volume ongeveer 'n derde van die oorspronklike was.
Gasevolusie het tydens die proses plaasgevind. Die oplossing
is toe verder met 2 N bytsoda-oplossing (20 ml.) in 'n geslote
houer by kamertemperatuur behandel om die metielestergroep te
hidroliseer. h lagie petroleumeter is op die oppervlakte van
die oplossing gegiet om oksidasie deur lugsuurstof te beperk.
Na 2% uur is die oplossing aangesuur met 5 N soutsuur en na
1-2 uur by -5° C is die wit naalde van 3-metoksigallussuur

afgefiltreer, met water gewas en in 'n vakuumdesikkator gedroog.

Opbrengs: 1.8 g. Smeltpunt: 215° (Met swaar sublimasie)
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2. RESULTATE EN BESPREKING.

2,1 Algemene opmerkings ten opsigte van die chromatografiese

gedrag van antosianiene.

Om n antosianien noukeurig te bestudeer, is die eerste
verelste dat dit in m baie rein toestand verkry moet word.

Die ou metodes wat kortliks bestaan uit ekstraksie met metano-
liese 1% soutsuur, herhaaldelik neerslaan met eter of loodsoute,
oplossing in 5% soutsuur en dan kristallisasie oor die pikraat
is omslagtig. Baie kleurstof kan verlore gaan en dit is ver-
der baie moeilik om komponente wat slegs in klein konsentrasie
voorkom volgens hlerdie metode te skei. In geval van druiwe
byvoorbeeld, waar daar drie of meer antosianiene teenwoordig
ié, is hierdie soort isolasie baie moeilik, indien nie onmoont-
lik nie. Brown (1940) het tog daarin geslaag om hierdie teg-
niek te gebruik by die isolasie van kristallyne muskadinien
(petunidien-3, 5-diglukosied), die hoofpigment van Muscadine
druive.

Vroeére pogings om antosianiene met behulp van adsorpsie-
chromatografie op kolomme te skel, wat so suksesvol met karote-
noiddpigmente is, was nie baie geslaagd nie (Li & Wagenknecht,
1956). Dit was nie voor die daarstelling van papierverdelings-
chromatografie deur Bate-Smith (1948) in hierdie veld dat bevre-
digende chromatografiese metodes vir die skeiding van die anto-
sianiene en verwante flavono%fédverbindings beskikbaar was nie.
Hierdie tipe papierchromatografie is I logiese uitbreiding van
die toetse wat deur Robinson & Robinson (1931, 1932) gebruik is
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om tussen die verskillende grqépe glikosiede te onderskei vol-
gens hulle verdeling tussen water en amielalkohol.
| Omdat antosianiene in die vorm van katione in suur medium
verkeer en slegs stabiel is by n lae pH, word chromatografie
normaalweg uitgevoer in sisteme wat suur bevat. As die oplos-
middelsisteem nie minerale suur bevat nie, soos bv. BAW, is dit
belangrik dat genoeg suur in die oorspronklike ekstrak teenwoor-
dig moet wees om die pigment in sy katioon-vorm te behou soos
dit op die papier afbeweeg (Bate-Smith, 1948).

Die oplosmiddelsisteme wat vir antosianiene gebruik word,
is hoofsaaklik op twee tipes.chromatografiése prosesse gebaseer

(Harborne, 1958a):

1. Verdelingschromatografie. Die oplosmiddelsisteme is orga-
nies en die bewegende fase is swak polér van aard. Vir
antosianiene bevat hiérdie sisteme gewoonlik m alkohol, bv.
butanol, as die hoofkomponent.

2. Adsorpsiechromatografie. Die oplosmiddelsisteme is sterk

polér en waterig van aard.

Goeie voorbeelde van oplosmiddelsisteme vir (i) is BAW en .
BuHCl en vir (ii) waterige soutsuur of ook water-aSynsuur—lON:
soutsuur. (82:15:3)

Konstante verhoudings tussen Rf;waarde en die struktuur
van antosianiene is al beskryf deur werkers soos Abe & ééashi
(1956) en Harborne (l958a). Die verwantskap sou die beste

ingesien word indien dit in verhouding tot spesiale struktuur-

modifikasies beskou word:
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(a) Hidroksilasie.

Hoe meer fenoliese hidroksielgroepe, hoe laer is die Re-
waardes in beide tipes oplosmiddelsisteme. Die Rp-waardes
neem dus af soos die polariteit van die aglikoon toeneen. Dit
is volgens verwagting, want by Verdelingschromatografie sal die
meer polére verbinding minder oplosbaar wees in die bewegende
swakupolére‘fase en dus nile SO-ver beweeg nie. By adsorpsie-
chromatografie speel steréochemiese effgkte blykbaar die hoof-
rol. Dit is bekend dat plat strukture sterk geadsorbeer word
op sellulose. Dus hoe meer polér die aglikoon, deste sterker

word dit op die papier geadsorbeer en hoe laer is die Rg-waarde.

(b) Metilering.

Hoe meer hidroksilelgroepe in die aglikoon gemetileer is,
hoe ho&r is die Re-waarde daarvan in beide tipes oplosmiddel-
sisteme. Metilering van n hidroksielgroep verlaag die pola-
riteitvandié verbinding, dit word meer oplosbaar in die swak-
polére bewegende fase en beweeg dus verder op die éhromatogram.
By adsorpsiechromatografie adsorbeer die minder polére verbin-
ding minder sterk aah die stasionére fase en beweeg verder,
maar soos reeds bespreek is die platheild van die struktuur die
vernaamste faktor wat die mobiliteit daarvan in waterige oplos-
middelsisteme bepaal. Die toename in Ry-waarde wat deur meti-
lering teweeggebring word, is effens minder as die afname wat
deur hidroksilasie veroorsaak word. Dus het dieselfde gliko-

siede van malvidien en sianidien ongeveer dieselfde Rp~waardes.
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' baie meer oplosbaar in die organiese fase sodat asilering m

toename in Re-waarde by partisiechromatografie tot gevolg hetg
Omdat die verbinding minder polér is, sal dit minder oplosbaar
wees in die meer polére waterige oplosmiddelsisteme van adsorp-
siechromatografie en dus hier 'n afname in Re-waarde tot gevolg

hé.

2.2 Hidrolise-studies.

2.2.1 Gekontroleerde suurhldrolilse.

Deur gekontroleerde suurhidrolise kan die aantal glikosi=~
diese reste wat teenwoordig is, vasgestel word deur na te gaan
hoeveel eenvoudigerzglikosiede tydens die hidrolise vrygestel
word (Harborne, 1957). So kan 3-diglikosiede byvoorbeeld van
345-diglikosiede onderskei word deurdat hulle tydens gekontro-
leerde suurhidrolise een en twee eenvoudiger glikosiede respek-
tiewelik lewer. vAntosianiene wat drie suikerreste bevat, gee
weer twee of vier eenvoudiger glikosiede op hierdie manier.
Chandler & Harper (1962) het verskeie sure, byvoorbeeld fosfor-
suur, swawelsuur, asynsuur ens. vir hierdie doel uitgetoets en
gevind dat verdunde soutsuur die beste resultate lewer. Hier-
die reagens is derhalwe ook vir die huidige ondersoek gekies.
Die hidrolise proses van die pigmente is voortgésit totdat geen
eenvdudiger glikosiede gevorm is nie; d.w.s. totdat net een kol
op die papierchromatogram waargeneem kon word. Hierdie kol
verteenwoordig die aglikoon van die betrokke antoslanien. In

tabel 3 word die aantal intermediére glikosiede aangetoon wat
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‘gevind is in die reaksiemengsels nadat die proses vyf minute
verloop het.

Uit tabel 3 kan‘gesien word dat malvidien-3,5-diglukosied
slegs in BAW die verwagte vier kolle gelewer het. Die kol met
Rf-waarde 0.31 was baie dof. Die twee kolle met Re-waarde 0.41
" en 0,43 verteenwoordig waarskynlik die intermediére 3- en 5-
monoglukosiede, terwyl die kol met Re-waarde O.6Q die aglikoon
aandui. In Forestal kon net twee kolle, met byﬁa dieselfde
Rp-waarde, behalwe die aglikoon aangedui word. Omdat hulle
Re-waardes so na aan mekaar geleé is, skyn dit asof hulle die
twee intermediére monoglukosiede kan wees, terwyl die digliko-~
sied waarskynlik tot so n mate deur die erg suur oplosmiddel-
sisteem gehidroliseer is dat dit nie aangetoon kon word nie.

In HCOOH kon daar net een tussenproduk aangetoon word, waarskyn-
lik omdat dié sisteem nie dié tﬁee monoglukosiede goed van
mekaar kon skei nie. i

In BAW toon ook pigment A drie kolle, nl. dié van die
ongehidroliseerde pigment, een kol wat met pigment C en nog'n
kol wat met malvidien ooreenstem. Pigment A is dus hoogs
waarskynlik m geasileerde antosianien, want indien dit meer
glikosielreste as pigment C sou hé, sou sy Re-waarde laer en
nie ho&r as die van pigment C gewees het nie.

Die resultate in tabel 3 dul daarop dat pigmente B, C, D
en I waarskynlik monoglikosiede 1s, want slegs twee komponente
was na 5 minute in die hidrolisaat aanwesig en een van hierdie

komponente se Re-waardes het altyd ooreengestem met die
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Rf—waarde_yan die ongehidroliseerde pig@ent. Nadat 20 minute
gehidrqiiseer is, was slegs die tweede gpmponent teenwoordig,
sodat aangeneem kan word dat dit die aglikoon Verteenwoordig.
Die feit dat ook geen nuwe komponente ontstaan het as langer
as 20Vminute gehidroliseer is nie, ondersteun hierdie stelling.
Die onwaarskynlikheid wvan die voorkoms van 3,5-digliko-
siede word bevestig deurdat geeneen van die pigmente op die
papier onder ultravioletlig gefluoresseer het nie. Volgens
Harborne & Sherratt (1957a) toon 5- en 3,5-diglikosiede, veral
van die peqnidien en pelargonidien derivate, sterk fluoressensie
onder ultravioletlig.

Uit tabel 3 blyk dit ook dat die aglikone van pigmente A
en C met malvidien, B met peonidien, D met petunidien en E met
delfinidien ooreenstem. Dit is gevind dat die aglikone baie
gou, veral in BAW, verdof en daar is dus sorg gedra om die

chromatogramme so min as moontlik aan lig bloot te stel.

2.2.2 Alkalihidrolise

As 'n piément na versigtige hidrolise met verdunde alkali
'n ander pigment met 'n ander Rf—waarde lewer, is dit 'n goeie
aénduiding dat die oorspronklike pigment geasileer is. Slegs
- pigment A het op alkalihidrolise 'n nuwe pigment gelewer en
laasgenoemde is identies met pigment C bevind. Chromatogra-
fiese ondersoek van 'n eterekstrak van pigment A na alkali-
hidrolise het die teenwoordigheid van p-kumaarsuur getoon.

Behalwe dat die Rp-waarde van die asielres in verskillende
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oplosmiddels met dié van p-kumaarsuur ooreengestem het, toon

dit net soos die standaard merker 'n violet-blou fluoressensie

by blootstelling aan ammoniakdampe onder ultravioletlig (Har-

borne, 1963 Swain, 1953). Die—asielres is verder deur sy

ultravioletabsorpsiespektrum in metanoliese 0.10% soutsuur
(seksie 2.5.5) as p-kumaarsuur geidentifiseer.

Die antosianién wat uit die hidrolisaat met iso-amielalko~-
hol geé&kstraheer is, is onderwérp aan gekoﬁtrqleerde suurhidfo-
‘lise. Dit het resultate identies met:dié van pigment C gelewer.

Die hoé& Rf-waarde wat pigment A in BAW getoon het, was
reeds 'n goeie aanduiding dat dit wit 'n geasileerde pigment'
bestaan, want geen beskrywing van 'n nie-geasileerde antosia-
nien met so 'n hoé& Rf—Waarde in BAW kon in die literatuur
gevind word nie (Basson, 1963). 'n Kenmerk van hierdie tipe
pigment is dat dit gewoonlik twee kolle op 'n chromatogram
toon, al word dit herhaaldelik gereinig. Dit is te wyte daar-
aan dat die asiel-antosidnienband relatief onstabiel is en dat
die suurres dus tydens die chromatografiese proses vry kom
(Harborne, 1958). 'n Monster suiwer, kristallyne pigment A

het ook hierdie chromatografiese gedrag vertoon.

2.3 Bepaling van die tipe en posisie van substitusie wvan

die suikers teenwoordig-.

2.3.1 Konvensionele suurhidrolise

Die suurhidrolisaat van 'n mengsel van die vyf pigmente

teenwoordig, het slegs een tipe suiker, nl. glukose bevat.
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Hierdie resultaat is nie onverwags nie, want volgens Ribéreau-
Gayon (1959) is nog geen ander tipe suiker in antosianiene uit
druiwedoppe gevind nie. In die literatuur kon nérens 'n geval
van.m ander tipe suiker by druifantosianiene geVind word nie.
In die 1lig van die resultate wat by gekontroleerde suur-
hidrolise (seksie 2.2.1) verkry is, skyn dit dus asof al die
pigmente in Barlinka druiwe uit monoglukosiede bestaan. In
die natuur is nog geen monoglikosidiese antosianien gevind wat
die suikerres op n ander plek as in die 3-pogisie bevat nie,
behalwe by die buitengewone antosianidiene, luteolinidin en
apigeninidin, wat geen 5—hidroksigroe§ bevat nie (Hdarborne,
(1963). Dus kan op hierdie stadium al aanvaar word dat al die
pigmente in Barlinka druiwe uit 3-monoglukosiede bestaan.

Direkte bewys vir hierdie stelling is egter ook voor hande.

2.3.2 Oksidasie met waterstofperoksied.

Hierdie prosedure, soos beskryf deur Chandler & Harper

(1961), splits slegs die suikerres teenwoordig in die 3-posisie

af. Volgens Karrer & de Meuron (1932) verloop die reaksie
s00s volg met malvidien-%,5-diglukosied: // Oqu
PPN /
HO
. ;,\
N YT 0CgH11 05
Og-Hyfg0 v OgH17Cg0 (Hof OH)
’ : malvoon
malvien
OCH3z
-g%%%&IeHOOO CH + CgH120¢ +
OCH3 :

| |
seringsuur glukose OgH)1C60 (H of OH)
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Malvoon is al in kristallyne vorm verkry, maar die presiese
" struktuur van die verbinding is nog onseker. Dus is die struk-
tuur van die afbouproduk van die A-ring ook onbekend want dit
kon nog nie geiIsoleer of gesintetiseer word nie.

Omdat die pigmente in Barlinka druiwe op hierdie behande-
ling almal glukose gelewer hef, kan dus met groot sekerheid
aanvaar wqrd dat hulle almal uit 3-monoglukosiede bestaan.

Toe die eksperiment met 'n groter konsentrasie van pigment
A (3 mg.) uitgevoer is (seksie 1.2.2.2), is 'n komponent met
'n heelwat hoér Rf—waarde as dié van glukose in al drie oplos-
middelsisteme gevind. Hierdie produk het met die anilienwater-
stofoksalaat spreireagens net soos 'n suiker gereageer, maar
die kol het ook by blootstelling aan ammoniakdampe onder ultra-
violetlig gefluoresseer. Volgens Harborne (1964) en Birkofer
& Kaiser (1963) bestaan hierdie komponent uit glukose verester
met p-kumaarsuur, wat beteken dat die suur in die antosianien
met die glikosielres verester is.

In die geval van pigment A was dit opvallend dat dit heel-
wat langer as die ander pigmente geneem het om in teenwoordig-
heid van waterstofperoksied te ontkleur. Dit is moeilik om te
verklaar hoe die asielres hierdie stabiliteit aan die molekule
kan verleen as dit aan die suikerres en nie aan die aglikoon
self gekoppel is nie. Ook sou verwag word dat die esterband
tuséen die suiker en asielres tydens hidrolise met ammonium-
hidroksied gebreek sal word aangeéien die vrystelling van glu-

kose vanaf die geoksideerde antosianien ook deur alkaliese
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hidrolise van 'n esterband veroorsaak word. Die esterband
tussen die asielres en die antosianien was egter onder hierdie
kondisies stabiel teenoor ammoniak aangesien die kleurstof nie
na pigment C afgebreek het toe die ammoniak behandeling direk
op pigment A uitgevoer is nie. Dit skyn dus asof hierdie ester-

band stabiel teenoor verdunde ammoniumhidroksiedbehandeling is.

2.3 Konfigurasie van die A- en B-ringe.

2.4.1 Alkalismelt

Hierdie metode is deur Willstitter & Mallison (1915)
ontwikkel om die konfigurasie van die A- en B-ringe in flavon-
oifede te bepaal. Al die metoksielgroepe, indien teenwoordig,
word afgesplits tydens die proses waar die A- en B-ring van
mekaar geskeur word. By die 5,7-dioksi-antosianiene sal die
A-ring aanleiding gee tot floroglusinol as dit aan alkalismelt
onderwerp word. Hierdie produk word chromatografies maklik
uitgeken want dit gee 'n kenmerkende rooci-pers kleur met
gediasoteerde bensidien spreireagens. By blootstelling aan
ammonisgkdampe fluoresseer floroglusinol op papier met 'n blou-
violet kleur.

Die B-ring sal aanleiding gee tot E-hidrokéibensoésuur,
protokatesjoé€suur en gallussuur waar die pigmente aan die
pelargonidien-, sianidien- en delfinidiengroep respektiewelik
behoort. Met gediasoteerde bensidien spreireagens het gallus-
suur geel, protokatesjo&suur bruin-geel en p-hidroksibensoé-

suur helder geel op chromatogramme vertoon. Kenmerkend van
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p-hidroksibenso€suur is dat sy kleur met die spreireagens onge-
veer 5 minute geneem het om te ontwikkel, terwyl die ander sure
onmiddellik 'n kleur getoon het.

Al die pigmente wat uit Barlinka druiwe geIisoleer is, het
na alkalismelt floroglusinol gelewer wat beteken het dat almal
5,7—dioksi-antosianiene is. Almal het aanleiding gegee tot
gallussuur, behalwe pigment B wat protokatesjoé€suur gelewer
het en dus aan die sianidienreeks behoort. In hierdie reeks
is slegs twee antosianiene, nl. sianidien en peonidien bekend.
Pigment B kan dus moontlik 'n glukosied van peonidien wees,
veral aangesien sy aglikoon met peonidien ooreenstem (tabel 3).

In die delfinidienreeks, waaraan pigmente A, C, D en E
volgens die resultate van alkalismelt behoort is drie antosia-
nidiene nl. delfinidien, petunidien en malvidien bekend. Dit
is reeds getoon dat al die pigmente in Barlinka druiwe uit
3-monoglukosiede bestaan en dat slegs pigment A geasileer is.
Omdat pigmente C, D en E aan dieselfde reeks behoort, verskil
hulle dus hoogs waarskynlik net in graad van metilering. In
BAW het pigment C die hoogste en pigment E die laagste Rf_waarde,
dus blyk dit dat pigment C die meeste en pigment T die minste
metoksielgroepe bevat. Dit dui dus daarop dat pigment C van
malvidien, pigment E van delfinidien en pigment D van petuni-
dien afgelei is. Dit is in ooreenstemming met die resultate
wat by gekontroleerde suurhidrolise gevind is. Dit is reeds
getoon (seksie 2.2.2) dat pigment A uit pigment C geasileer

met p-kumaarsuur bestaan. Die identifikasie van gallussuur in
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'die alkalismelt van komponent A was dus heeltemal volgens ver-

wagting.

2.4.,2 OQksidasie met waterstofperoksied.

Dit is bekend (@;aShi,_l962) dat 30% waterstofperoksied
met antoslaniene reageer wat geen visinale hidroksielgroepe
bevat nie om die ooreenstemmende benso&suur derivate uilt die
B-ring te lewer sonder om die metoksielgroepe af}te splits.

Die mikrometode van Chandler & Harper (1961) om die suikerres
in die 3=-posisie deur oksidasie met waterstofperoksied vas te
stel, is in hierdie werk aangepas om die konfigurasie van die
B-ring te bepaal. Sover uit die literatuur vasgestel kon word,
is hierdie mikrometode nog nie deur ander werkers vir hierdie
doel gebruik nie. Om goeie resultate te kry, was dit nodig

om ten minste 3 mg. van die antosianien te oksideer.

Volgens hierdie tegniek het pigmente A en C seringsuur en
pigment B vanilliensuur gelewer. Dit dui dus baie sterk daarop
dat pigmente A en C derivate van malvidien en pigment B n deri-
vaat van peonidien is. Dit bevestig ook die resultate wat by
alkalismelt (seksie 2.4.l) en by suurhidrolise (seksie 2.2.1)
gevind is, Volgens die resultate wat by alkalismelt verkry is,
was dit ook moontlik dat pigment B n sianidienderivaat kon wees.
Hierdie antosianidien bevat egter visinale hidroksielgroepe en
sal dus nie na oksidasie met waterstofperoksied benso&suur deri-
vate lewer nie.

Die feit dat pigmente D en E by hierdie behandeling geen
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bensoésuurderivate gelewer het nie, dui aah dat hulle heel waar-
skynlik visinale hidroksielgroepe in die B-ring bevat. Omdat
beide pigmente aan die delfinidiehreeks behoort en slegs in
graad van metilering verskil (seksie 2.4.l1), kan een van hulle
slegs een metoksielgroep in &f die 3’- 6f die 5’- posisie bevat,
maar nie die 4’-posisié nie, terwyl die ander geen metoksiel-
groepe kan bevat nie. Volgens hul Re-waardes in BAW is pig-
ment D waarskynlik die monometiel=derivaat en pigment E die
derivaat sonder metoksielgroepe. Dit steun dus die gevolgtrek-~
kings in seksie 2.4.1 en die resultate by suurhidrolise (seksie
2.,2,1) waar afgelei is dat pigment D n derivaat van petunidien

en pigment E n derivaat van delfinidien is.

2.4.3 Oksidasie met verdunde bytsoda-oplossing.

In die literatuur is slegs gevalle gevind waar hierdie tipe
reaksie op makro- of semi-mikroskaal gedoen is. Akiyoshi, Webb
& Kepner (1963) het bv. 45 mg. kleurstof per behandeling gebruik.
In die huidige ondersoek is die metode egter gemodifiseer vir
gebruik op mikroskaal.

Soos reeds bespreek (seksie 2.4.2) kon geen benso8suurreste
as produkte van peroksied-oksidasie van pigmente D en E geiden-
tifiseer word nie en die konfigurasie van die B-ringe van hier-
die pigmente is dus volgens die bytsoda-oksidasietegniek onder-
soek., Pigment B is as kontrole op ' soortgelyke wyse behandel.
Pigment D het 3-metoksigallussuur, pigment E gallussuur en pig-

ment B vanilliensuur gelewer. Dit bevestig dus die resultate
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in seksies 2.2.1, 2.4.1 en 2.4.2 waar afgelei is dat pigmente
B, D en E waarskynlik derivate van peonidien, petunidien en

delfinidien respektiewelik is.

2.5 Bepaling van die ultravioletabsorpsiespektra.

Alhoewel antosianiene 'n kenmerkende intense absorpsie in
die gebied 500-550 mpy toon, is die verskille in die spektra
van die individuele pigmente relatief klein (Jurd, 1962). Hier-
die spektra is dus van minder belang by die identifikasie van
individuele antosianiene, veral as hulle in n minder suiwer vorm
verkeer (ESashi, 1962). Die intensiteit en posisie van die
maksima in die sigbare gebied verskuif aansienlik met verande-
rings in pH (Sondheimer & Kertesz, 1948) en oplosmiddel (Brad-
field & Flood, 1952). So byvoorbeeld neem die golflengtes van
maksimum absorpsie agtereenvolgens af in etanol, metanol en
water, d.w.s. soos die polariteit van die oplosmiddel toeneem.
Die kondisies waaronder die spektra bepaal word, moet dus nou-
keurig gespesifiseer word.

Uit die golflengte van maksimum absorpsie kan 'n aanduiding
verkry word van die groep waaraan die pigment behoort. Volgens
die waardes wat Harborne (1958b) gepubliseer het, 1€ die gebied
van maksimum absorpsie vir die pelargonidienreeks by 498-520 m n,
vir die sianidienreeks by 522-535 mu en vir die delfinidienreeks
by 533-544 m u, soos bepaal in metanoliese 0.0l% soutsuur.

In hierdie ondersoek is gebruik gemaak van metanoliese

0.1% (g./v.) in plaas van metanoliese 0.0l% soutsuur omdat ™
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waar afgelei is dat pigmente D en E visinale hidroksielgroepe
bevat. Dit feit dat die absorpsiemaksimum van pigment E
groter batochromiese verskuiwing as dié van pigment D ondergaan
het, bevestig ook die afleiding dat pigmeht D h derivaat van
petunidien en pigment E 'n derivaat van delfinidien is, want del-
finidien besit drie visinale hidroksielgroepe teenoor die twee
van petunidien. Die feit dat die spektra van pigmente A en C
geen verandering by die byvoeging van aluminiumchloried onder-
gaan het nie, pas in by die afleidings in seksies 2.4%.1 en 2.4.2
dat hulle waarskynlik uit derivate van malvidien bestaan. Die
spektra van die aglikone ondersteun hierdie gevolgtrekkings,
want soortgelyke resultate as met die glikosiede is ook hier
gevind.,

Dit is reeds tydens alkalismelt (seksie 2.4t.1) getoon dat
pigment B aan die sianidienreeks behoort en by oksidasie met
peroksied en verdunde bytsoda (seksies 2.4.1 en 2.4.3) is gevind
dat pigment B waarskynlik van peonidien afgelei is. Omdat geen
verandering in spektrum van pigment B na byvoeging van aluminium-
chloried plaasvind nie, pas dit in by hierdie feite, want deri-
vate van sianidien self sou wel m batochromiese verskuiwing

getoon het.

2.5.2 Afleidings vanaf die spektra aangaande.die aantal en posi-

sie van substitusie van die suikerreste teenwoordig in

die pigment.

Volgens Harborne (1958b, 1963) kan op die volgende drie

maniere afleidings ten opsigte van die posisie van substitusie
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van die suikerreste in antosianiene vanaf hulle absorpsiespektra
gemaak word:

(1) Die algemene effek van glikosidasie op die sigbaré:
spektrum van die antosianidien is om dit na korter golflengtes
te verskuif. Die grootte van hierdie hipsochromiese verskuiwing
hang af van watter en hoeveel hidroksielgroepe geglikosideer is.
Die grootste verskuiwing vind plaas by die invoeging van 'n suiker-
res by die 3-posisie en die invoeging van m suikerres by die 5-
posisie gee m verskuiwing van slegs die helfte so groot. Slegs
baie klein verskille kan waargeneem word tussen die posisie van
die maksima van pigmente met suikerreste in beide die 3« en 5-
posisies en die maksime van antosianiene wat m suikerres net in
die 3-posisie bhevat. Volgens Harborne (1958b) toon die spektra
van antosianiene met m vry 5-hidroksielgroep n duidelike skouer
in die gebied 410-450 m ;m, net voor die hoofpiek. |

Die spektra van die pigmente A, B, C, D en E het geeneen
hierdie skouer baie duldelik getoon onder die kondisies wat in
die huidige ondersoek gebrulk is nie (fig. I en 1I), maar al die.
vroesre resultate (seksies 2.2,1 en 2.3.2) dui tog’duidelik.
daarop dat die nigmente ult slegs 3-monoglukosiede béstaan,
d.w.s. hulle het almal die 5-hidroksielgroep vry. Die spektra
van die aglikone van die pigmente toon aan die ander kant hier-
die skouer wel duidelik (malvidin en die aglikoon uit pigment B,
fig. I en II). Die gevolgtrekking wat gemaak kan word, is dat
gliKosidasie in beide die 5~ en die 3=-posisie neilg om hierdie

skouer uit te stryk.
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(ii) Die beste manier om die verskille tussen die spektra
van antosianiene met m vry 5-~hidroksielgroep en dié met m gesub-
stitueerde 5-hidroksielgroep uit te druk, is volgens Harborne
(1958b) om die verhouding ﬁan die optiese digtheid by m arbitrér
gekose golflengte (d.i. 440 mau) tot die optiese digtheid by die
hoér golflengte van maksimum absorpsie as ' persentasie uit te
druk. Die persentasie intensiteit by 440 m » van die antosia-
niene wat nie n vry 5-hidroksielgroep bevat nie, is ongeveer die
helfte van die ooreenstemmende waardes vir antosianiene waar die
5-hidroksielgroep vry is. Harborne (1958b) vind die volgende
gemiddelde persentasie vir hierdie verhoudings by derivate met
die 5-hidroksielgroep gesubstitueer: pelargonidienderivate 20%,
sianidienderivate 12% en delfinidienderivate 10%. Vir pigmenée
met n vry S-hidroksiélgroep is hierdie persentasies respektiewe-
lik 39%, 23% en 18%. Dit is gevind (tabel 5) dat hierdie waarde
vir pigmente A, C, D en E wat aan die delfinidienreeks behoort,
tussen 19 en 21% gele& is. Vir pigment B, n peonidienderivaat,
is hierdie waarde 24%. Dit is dus in goeie ooreenstemming met
Harborne (1958b) se resultate vir die ooreenstemmende 3~gliko-
siede met vry 5-hidroksielgroepe.

(iii) Harborne (1963) het verder gevind dat die laer golf-
lengte absorpsiemaksimum.(265—280 mu, Band I) van 3,5-digliko-
siede konstant minder intens is as dié van die ooreenstemmende
3-mono- en -di-glikosiede, Hierdie werker het die optiese
déiheid van die laer golflengte absorpsiemaksimum (Band I) uit-

gedruk as 'n persentasie van die optiese digtheid van die ho&r
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golflengte absorpsiemaksimum (Band II) en beweer dat die gemid-
delde persentasié vir 3,5-diglikosiede by 42% (% 7) en vir 3-
‘di- en -mono-glikosiede by 63% (X 6) geled is.
Hierdie bewering het deurgaans gegeld vir pigment B (tabél
5) en tot ' mindere mate vir pigmente D en E, waar die‘peréenta-

8ie te hoog gevind is. Volgens Harborne (1964) se gegewens sou

TABEL 5.

Persentasie verhoudings van optiese digtheid by die
laer Amaks. (Band I): optiese digtheid by die
hos&r Amaks. (Band II) en optiese digtheid by 440
mpu: hodr Amaks. (Band II).

E Amaks. (Band I) E m
Plgment s —Fama ID) # fﬁgks :u(Band 17 #
A 87 20  »
B 60 . 24 (26)
c 49 19 (18)
D 77 21 (18)
E 70 20 (18)

* Die syfers tussen hakies is die waardes vir ooreen-
stemmende antosianiene, soos deur Harborne (1958b)
aangegee.

pigment C egter dan h 3,5-diglikosied wees en dit is heeltemal
strydig met die resultate van suurhidrolise, oksidasie met
waterstofperoksied (seksies 2.2.1 en 2.2.3) en met die chroma-
tografiese gedrag van die pigment. Harborne (1964) toon

syfers vir verskele 3=-diglikosiede wat hy ondersoek het maar gee
slegs die waardes van drie 3-monoglikosiede aan, nl. die van die
3~-monorhamnosiede van peonidien, petunidien en malvidien wat hy

vind om 60%, 54% en 54% respektiewelik te wees. Laasgenoemde
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twee syfers is reeds 3% onderkant die minimum grens wat die
skrywer self vir 3-glikosiede aantoon. Dit wil dus voorkom

asof hierdie verhouding nie baie betroubaar is nie.

2.5.3 Afleiding vanaf die spektrum van pigment A van die molare
verhouding van antosianien: asielres.

Harborne (1958b, 1964) beweer dat pigmente wat met E-kumaar-
suur geasiéleer is, maklik uitgekeﬁ kan word aan hulle absorpsie-
spektra weens die feit dat hulle twee absorpsiemaksima in die
ultravioletgebied by ongeveer 290 m n en 310 m u toon. Dit 1s
te wyte aan die super-ponering van die absorpsie van g-kumaér—
suur self ( Amaks.: 311 m u) op dié van die pigment. By pig-
ment A is egter net een piek ( Amaks.: 283mm) in hierdie gebied
gevind, alhoewel die pigment nog sterk by 310 m m absorbeer waar
die ander ongeasiileerde pigmente relatief swak absorpsie toon
(fig. I). Ook Malan (1963) het slegs een absorpsiemaksimum in
hierdie gebied gevind toe hy n pigment ondersoek het wat bestaan
uit malvidien-3-monoglikosied geasi¢leer met een molekule p-
kumaarsuur.

Harborne (1958b) het tot die gevolgtrekking gekom dat die
verhouding van die optiese digtheid by 310 m u tot die optiese
digtheid by die hodr golflengte absorpsiemaksimum, uitgedruk as
n pérsentasie, as n maatstaf kan dien vir die molare verhouding
antosianien: p-kumaarsuur in die geasigleerde pigment. Waar
laasgenoemde verhouding 1l:1 is, was eersgenoemde waarde 60-70%;

vir n verhouding van 2:1 was dit 31% en vir m verhouding van
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1:2, 91-107%. Die optiese digtheid by 310 m u irn die spektrum
van pigment A is uitgewerk as m persentasie van die optiese
digtheid by 536 mu (hoér golflengte absorpsiemaksimum) en dit
is gevind om 69% te wees, wat dus dui op n 1l:1 molare verhou-

ding van antosianien: p-kumaarsuur in hierdie pigment.

2.5.4 Bepaling van die molare verhouding antosianien: asielres
in pigment A. '

nm Direkte bepaling van hierdie verhouding kon gedoen word
deur gebruik te maak van die molare ekstinksiekoéffisidnte soos
aangetoon in tabel 6. Hierdie molare ekstinksiekodffigiénte

igs eksperimenteel bepaal aangesien dit nie in die literatuur te

TABEL 6.

Logaritme van die molare ekstinksie-
koéffisi¥nte (¢) van pigmente A en C,
malvidien en p-kumaarsuur by absorpsie-
maksima in metanoliese 0.1% soutsuur.

A maks. (ma) 1logé€

A R 526 4,48

C 538 4.47
Malvidien ' 547 4.50
p-kumaarsuur 311 4.32

vinde was nie. Malvidien se molare ekstinksiekoéffisgiént is
wel reeds deur Ribéreau-Gayon (1959) in m tesis gepubliseer

(Chandler & Harper, 1962), maar hierdie werk was onverkrygbaar.

Harborne (1960) het ook van molare ekstinksiekodffisiénte
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}gebruik gemaak by dievvaéstelling van die molare verhouding
aglikoon: suiker in antosianiene, maar die waardes is nie
gepubliseer nie.

Die absorpsiespektruﬁ #an die bytsoda-hidrolisaat van pig-
ment A is bepaal (seksie 1.2.4.6) en die konsentrasie is bere-~
ken as malvidien—5-monoglukdsied deur gebruik te maak van die
ekstinksie by 538 m n (loé €, 4.47). Hiervan kon bereken word
wat die absorpsie by 511.m)1-sou wees indien pigment C élleen
teenwoordig was. Die verskil tussen hierdie waarde en die
eksperimentele waarde is dus toe te gkryf aan die vry p-kumaar-
suur in die hidrolisaat. Aangesien die molare ekstinksiekoéf-
figiént van R-kuﬁaafsuur bekend was (Tabel 6), kon die konsen-
trasie:daarvan in die hidrolisaat bereken word. Hieruit is
die molare verhouding van pigment C: p-kumaarsuur bereken en
dit het op 1:1.17 te staan gekomo Die korrelasie is uitste-
kend want dit kan verwag word dat m klein verlies van die kleur-
stof onder die alkaliese hidrolitiese kondisies sou plaasvind.

Die resultaat bevestig die afleiding in seksie 2.5.% waar
volgens die metode van Harborne (l958b) bereken is dat pigment
A geasileer is met net een molekule p-kumaarsuur.

| Die verhouding kon op m ander wyse bevestig word. Byt-
soda—hi&rolise is weer op pigment A gedoen, maar die asielres
is kwantitatief met eter ge€kstraheer.: Die spektrum was iden-
tieg met dié van p-kumaarsuur (fig. I), Wat nog m bewys is vir
die identiteit van die asielres. Die konsentrasie p-kumaar-

suur in die eteroplossing kon bereken word vanaf die ekstinksie
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by 311 mu (log €, 432). Op soortgelyke wyse is die hoeveel-
heid antosianien in die hidrolisaat bépaal en die molare ver-
houding antosianien: p-kumaarsuur bereken. Dit het.té staan
gekom op 1l:1.11. |

Dit is dus duidelik dat pigment A-Bestaan uit een mole-
kule pigment C (malvidien-3-monoglukosied) geasileer met een

molekule p-kumaarsuur.

2.5.5 Bepaling van die molafe verhouding aglikoon: glukose

in pigment C.

m Bekende gewig van pigment C is aan'suurhidrolisé onder-
werp en die absorpsiespektrﬁm van n standaard verdunning van
aie hidrolisaat is bepaal. Deur van die molare ekstinksie-
koéffigiént van malvidien by 547 m u gebruik te maak, kon die
hoeveelheid malvidien vrygestel in die hidrolisaat bereken word.
Hieruit kon die gewig malvidien ekwivalent aan die oorspronklike
gewig antosianien bereken word en dus ook die suiker: aglikoon
verhouding in die antosianien. Hierdie verhouding is gevind om
1.18:1 te wees en dien as m direkte bewys dat pigment C m mono-
glikosied is. |

Die effens hoé suiker: aglikoon verhouding is te verwagte.
Dit kan toegeskryf word aan m gedeeitelike ontbinding van die
aglikoon onder die eksperimentele kondisies aangesien dit goed
bekend 1is dat antosianidiene neig om onstabiel te wees as dit
aan hitte en lig blootgestel word. Daar is dus gepoog om die

kookproses tydens hidrolise so kort as moontlik te maak deur m
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hoér suurkonsentrasie te gebruik en die hidrolisaat so min as
moontlik aan direkte lig bloot te stel. Nogtans is daar binne
m uur nadat die spektrum op die hidrolisaat bepaal is, reeds

al m klein afname in die konsentrasie van malvidien waargeneem.

2.6 Bepaling van die infrarooiabsorpsiespektra.

Omdat antosianiene onoplosbaar is in nie-polére oplosmid-
dels soos koolstofbisulfied en koolstoftetrachloried wat gewoon-
lik gebruik word by die bepaling van infrarooispektra, is gebruik
gemaak van die kaliumbromiedskyfie tegniek. Die metode waar m
emulsie van die verbinding met nﬁjol gemaak word en die spektrum
bepaal word deur die emulsie tussen twee natriumchloriedskyfies
te plaasg, is ook uitgetoets. Omdat daar egter m relatief groot
hoeveelheid (5 mg.) antosianien vir hierdie tegniek nodig was en
die nujol ook absorpsie pieke gee iﬁ die gebied waar die anto-
sianiene absorbeer, is hierdie tegniek nie verder gebruik nie.
Die konsentrasie van die pigmente in die kaliumbromiedskyfies
was sodanig dat dit soms nodig was om die spektrofotometer se
sengitiwiteit te verminder in die omgewing van 1200-1000 cm"l
(9-10 u), vandaar die gebroke lyn in die spektra van pigmente
A, B, C en D (fig. III, IV en V). Geen duidelike pieke, maar
slegs m algemene ho& absorpsie, kon in die gebied 4,000-2,000
cm™t (2.5-5.0 n) verkry word, dus is die spektra slegs in die
gebied 2,000-700 cm™l (5-14 u) bepaal.

Die enigste gepubliseerde gegewens oor die infrarooispek-

tra van antosianiene is die van Ribereau-Gayon & Josien (1960)
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wat die spektra oor die gebied 1800-700 cm-1 (5.5-14 n) ﬁan die
ses bekendste antosianidiene, nl. pelargonidien, sianidien,
delfinidien, peonidien, petunidien en malvidien gepubliseer
het. Volgens hierdie werkers toon al.ses antosianidiene n

1 wat te ﬁyte ig aan =

kenmerkende absorpsiepiek by 1637 X 2 cm”
die oksoniumsuurstof wat met h'aromatiese ring gekonjugeer is.
In die omgewing van 1590 cm-1 is ™ piék gevind wat te wyte is

aan aromatiese C~-C rekking. ‘By peonidien, petunidien en mal-

vidien is kenmerkende klein piekies by 1462 % 2 cm™t

en 1428
*3 ent gevind wat dié navorsers toegeskryf het aan die teen-
woordigheid wvan metoksiefgroepe. Verder het al die aglikone
sterk absorpsie in die gebied 1170-1350 en™t getoon waar feno-
liese hidroksielgroepe en metielgroepe absorbeer.

Dit is moeilik om die spektra van die pigmente A, B, C,
D en E (fig. III, IV en V) met hierdie gepubliseerde spektra
van die aglikone te vergelyk, want soos Ribéreau-Gayon & Josien
(1960) gevind het, word die pieke afgeplat, veral in die gebied
1350-1500 cm™L, indien m glikosielres teenwoordig is. Die
spektrum van malvidien (fig. IV) het egter m baie_goeie ooreen-
koms getoon met dié wat Ribéreau-Gayon & Josien (1960) vir hier-
die anteogianidien gepubliseér het. In.die huidige studie was
die resolusie van die spektrum ook heelwat beter.

Die kenmerkende piek te wyte aan die oksoniumioon is deur
al die glikosiede A, B, C, D en E duidelik in die omgewing van

1655 cm_1 getoon. Die spektrum van p-kumaarsuur (fig. III)
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toon ook m piek in hierdie posisie, te wyte aan m C=C sisteem
gekonjugeer met m aromatiese ring (Bellamy, 1958). Hierdie
spektrun het ook m groot afgeplatte piek by 1675-1695 cu
getoon te wyte aan die C=0 groep inn «,B3 -onversadigde aro-
matiese suur (Bellamy 1958). 'm-Soortgelyke'piek is ook teen-
woordig in die spektrum van pigmént A (fig. II1), te wyte aan
die C=0 groep in die ésterband tussen p-kumaarsuur en halvidien~
3—monoglukosied. Verdere pieke wat deur die spektra van pig-
ment A en p-kumaarsuur getoon word en nie deur die ander nie,
is gevind by 1115 en 830 cm™*. Beide hierdie pieke is te wyte
aan CH-absorpsie ih aromatiese verbindings en hulle posisies is
kenmerkend vir p-gesubstitueerde aromatiese verbindings (Bellsny,
1958).

Die klein piek in die omgewing van 1460 en™t wat deur
Ribereau-Gayon & Josien (1960) aan die teenwoordigheid van
metoksielgroepe toegeskryf word, is egter in die spektra van
al die pigmente van Barlinka gevind, ook by pigment E wat geen
metoksielgroepe bevat nie. Dit skyn dus asof hierdie piek
eerder te wyte kan wees aan aromatiese C-C rekking (Bellamy,
1958) want selfs die spektrum van p-kumaarsuur toon hierdie
piek. Die ander klein piek by 1430 cm"l wat aan metoksielgroepe
toegeskryf word, kon slegs in die gpektra van pigment B en mal-
vidien aangetoon word. |

Alhoewel Ribéreau-Gayon & Josien (1960) beweer dat die
infrarooispektra van die aglikone m definitiewe metodé van

identifikasie bied,wil dit voorkom asof hierdie gpektra in geval



Stellenbosch University http://scholar.sun.ac:za
- 57 -
van die glikosiede net as m identifikasie hulpmiddel kan dien.
By geasileerde verbindings, soos A, blyk dit egter van spesiale
belang te wees, want hier word duidelike pieke in die spektrum

gevind wat nie by die spektra van ongeasileerde antosianiene

voorkom nie.

2.7 Algemene opmerkings ten opsigte van die voorkoms van pig-
mente A, B, C, D en E.

Pigment A.

C-CH=CH OH

i e

Malvidien-3-monoglukosied geasileer met een molekule

p-kumaarsuur '

Hierdie tipe geasileerde antosianiene kom dikwels in
druiwe voor. Ingalsbe, Neubert & Carter (19653 het byvoor-
-bee,ld gevind dat die hoofpigment in Concord druiwe bestaan uit
delfinidien- en sianidien-3-monoglukosied geasileer met p-
kumaarsuur. In blomme, bv. petunias (Birkofer, Kaiser, Koch,
Donike & Wolf, 1963) kom die tipe pigment baie algemeen voor.
Alhoewel verskeie derivate van malvidien geasileer met p-kumaar-

suur in die literatuur beskryf is, soos bv. geasileerde malvidien
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-3-diglukosied (Ensatien) in die Iris (Willstdtter & Weil, 1916)
eﬁ geasileerde malvidien-3-isorhodeosoglukosied (Negretéin) in
Solanum (H%ashi, 1962), is die voorkoms van malvidien~3-mono-
glukosied geasileer met een molekule p-kumaarsuur minder bekend.
‘Malan (1963), Drawert (1961) en Colagrande & Grandi (1960) maak
wel melding van die teenwoordigheid van hierdie pigment in V.
vinifera, maar geen geval kon in die literatuur gevind word waar
die pigment in kristallyne vdrm gelsoleer is nie. Dit blyk

dus dat hierdie antosianien tydens die huidige ondersoek vir

die eerste keer in chromatografies rein kristallyne vorm uit

pPlantaardige materiaal geIsoleer is.

Pigment B.

Peonidien-3=-monoglukosied

Derivate van peonidien kom algemeen en in groot hoeveel-
hede in verskillende druifsoorte voor. Drawert (1961) het

byvoorbeeld gevind dat peonidien-3-monoglukosied 45% van die
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totale antosianieninhoud in Muscat de Hamburg (V. vinifera)

uitmaak. In al agt cultivars van V. vinifera wat die skrywer

ondersoek het, was die konsgentragie van die pigment ho¥r as 10%
van die totale antosianieninhoud. Derivate van peonidien kom
ook in ander vrugte voor, bv. peonidien-3-monoglukosied (,oxy-

. a
coccisianien") in Oxycoccus macrocarpus (Eyashi, 1962). Die-

selfde antosianien kom ook in blomme, bv. in petunias (Birkofer,
Kaiger, Koch & Lange, 1963%) voor.

Omdat peonidien 'n gemetileerde derivaat van sianidien is,
.kan:werwag-word.dat wagr?éersgenoemdeZ;egnwoordig]is,'1aasge-
noemde ook gevind sal word, veral'as die biosintese skema (fig.
VI) van Harborne (1962) in gedagte gehou word. Volgens hier-
die skema wo:d peonidien uit sianidien gevorm. Pigmente afge-

lei van sianidien kom egter selde in V. vinifera voor, alhoewel

Drawert (1961) die voorkoms van die 3-monoglukosied daarvan in

V. vinifera beskryf het. Robinson & Robinson (193%2) het ook

die voorkoms van hierdie pigment in Suid-Afrikaanse rooi Hane-

pootdruiwe (V. vinifera) beskryf. Ribéreau-Gayon & Ribereau-

Gayon (1958) beweer egter dat waar sianidien in die suurhidro-
lisaat van die pigmente van m Vinifera cultivar gevind word,
die waarskynlikheid baie.groot is dat dit mn neweproduk is as
gevolg van die Werking van die soutsuur op m leﬁko—derivaat wat
teenwoordig is. Die afwesigheid van n sianidien-glukosied by
Barlinka is dus in oOreenstgmming met die algemene pigmentasie
in Buropese druiwe. |

Indien die biosintese skema van Harborne (1962) dus korrek
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3-02—H>3—03As

C6 Pelargonidien——>3—Gl \‘93—03
Cls-voorloper—~>4'—OH—+>S—OH ¥33—02
C9 Apigenien Kaempferol—%>Gl
Gl

Sianidien~e>Peoqidien—e>3—Gl ens.
i

3', 4'-OH—+>3-0OH ' Rosinidien
Luteolien Kwersetien

Delfinidien-+>Petunidien

3*, 4', 5'-triOH—> 3-OH Malvidien

v
—— > Stap of stappe na gewone pigment Mirisetien Hirsutidien

—+—3> Geen-mutasie is bekend om hierdie
stap in die sintese te blokkeer

-~-—-3> Stap of stappe na m ongewone pigment

i, 97 63 = mono-, di- en triglikosiede

As = asilering

G G

m Pad van flavonoiéd-biosintese gebaseer op genetiese studies (Harborné, 1962).

Figuur V1
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is, beteken dit dat peonidien onmiddellik uit sianidien gevorm

word sodra laasgenoemde ontstaan.

Pigment C.

Malvidien-3-monoglukosied

Pigmente afgelei van malvidien kom baie algemeen en in
die meeste druifgoorte voor. Die eerste antosianien wat in
kristallyne vorm uit druiwe berei_is,‘%as dan ook malvidien-
3-monoglukosied (Willstdtter &,Zollingér, 1915). In EBuropese
druifsoorte besléan malvidign~5emonoglukosied gewoonlik 30-40%
vah'die totale hoeveelheid antosianiene wat teenwoordig is
(Drawert, 1961) en dit is verreweg ook die hoofpigment in Bar-

linka druiwe.

Pigment D.

Veral in V. vinifera kom petunidienderivate in klein hoe-

veelhede en minder algemeen vd} (Drawert 1961). 1In blomme,

bv. in petunias (Birkofer, Kaisef; Koch & Lange, 1963) vanwaar
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dit ook sy naam ontleen, kom hierdie tipe pigment algemeen

voorT,
OCH;
HO 0X 7\ OH
® — /oH
— _
OH o)
HO H
H HéDH
HX
01:14§ H
.0
Petunidien—B—monoglﬁkosied
Pigment E.

Delfinidien-3%-monoglukosied

Delfinidien-glikosiede kom meer algemeen as dié van petu-
nidien in druiwe voor (Drawert, 1961). In blomsoorte, bv. del-

finidien-3-monoglukosied in Viola tricolar (Hyashl, 1962) is
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dit een van die algemeenste pigmente.

Volgens'die biosintese skema van Harborne (1962) béhoort
malvidien uit petunidien en petunidien uit delfinidien gevorm
te word. As die skema korrek is, géskied die metileringspro-
ses ook in die geval van Barlinka baie vinnig. Die gesament-
likedvoorkoms van pigmente A, C, D en E is-dus heeltemal vol-
gens verwagting. Die voorkoms van pigment B, m’peonidienQ
glukosied, pas nie mooi by die patroon in nie. Moontlik 128
die ewewig by die vorming van peonidien uit sianidien éo ver
aan die kant van peonidien dat die voorkoms van sianidien in
die druiwe nie mef papierchromatografie‘vasgestel kan word nie.

Die indentifikasie van pigment A as malvidien-5-monoglu-
kosied geasileer met een molekule p-kumaarsuur en pigmente B,
C, D en B as die 3-monoglukosiede van peonidien, malvidien,
petunidien en delfinidien respektiewelik, pas mooi in by hulle
chromatografiese gedrag in BAW. Omdat pigmente C, D en E
‘'slegs in graad van metilering verskil en in alle ander opsigte
identies is, kan verwag word dat hulle R.-waardes in BAW min
van mekaar sal verskil. Pigment C bevat twee, pigmént D een
en pigment E geen metoksielgroepe. Pigment C sal dus m effens
ho®&r Rf—waarde as pigment D h&, terwyl die Rf-Waarde van laas-
genoemde weer effens hoér as die van pigment E sai wees (seksie
2.1). In die praktyk is dit ook so gevind (tabel 2). Volgens
Harborne (1958a) het dieselfde glikosiede van sianidien en mal-
vidien ongeveer dieselfde Rf-—waardes° Dit beteken dat peoni-

dien-glikosiede, m.a.w. mono-gemetileerde sianidien-glikosiede,
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m effens hoér Rf~waarde as die ooreenstemmende sianidien- en
malvidien-glikosiede sal hé. Pigment B se Rf—waarde was dan
ook effens ho®r as dié van pigment C (tabel 2). Die buiten-
gewoon ho#d Rf—waarde van pigment A in BAW word verklaar deur-
dat dit in geasileerde verbinding is.

Omdat dit gevind is dat al die pigmente in Barlinka--druiwe
uit 3-monoglukosiede bestaan, ondersteun dit die gedagte baie

sterk dat Barlinka m cultivar van V. vinifera is, want soos

reeds genoem, is die voorkoms van slegs 3-monoglukosiede m ken-

merk van die BEuropese druifsoorte.

3. SLOTSOM.

(i) Vyf antosianienpigmente A, B, C, D en E in volgorde van
afnemende Rf-Waarde in BAW, is uit die ddppe van Barlinka druiwe

geIsoleer en gekristalliseer.

(ii) Die aglikone van die pigmente is geTfdentifiseer deur suur-
hidrolise en chromatografiese vergelyking van die hidrolise pro-
dukte met standaard merkers in verskeie oplosmiddelsisteme.
(iii) Die aantal, identiteit en posisie van substitusie van die
suikerreste in elke pigment is met behulp van gekontroleerde
suurhidrolise en oksidasie met waterstofperoksied vasgestei.
(iv) Die konfigurasie van die aglikoon in elke pigment is vas-
gestel met behulp van alkalismelte, oksidasie met waterstof-
peroksied en oksidasie met verdunde bytsoda-oplossing. Laasge-

noemde twee metodes is tydens hierdie ondersoek as mikrotegnieke
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ontwikkel.

(v) Deur die ultravioletabsorpsiespektra van hierdie pigmente
te bestudeer, is die identiteit van die pigmente verder beves-
tig. Die molare ekstinksiekoéffisi¥nte vir pigmente A en C,
vir malvidien en vir p-kumaarsuur is bepaal sodat die molare
verhouding aglikoon: glukose in pigment C bepaal kon word. So
kon ook die molare verhouding antosianien: p-kumaarsuur in

pigment A op twee verskillende maniere vasgestel word.

(vi) Die infrarooiabsorpsiespektra van die vyf pigmente en van

malvidien is bepaal.

(vii) Peonidien, 3- metZoksigallussuur en p-kumaarsuur is vol-
gens modifikasies van bestaande tegnieke sinteties berei om as

vergelykings-substanse te dien.
(viii) Die finale identiteit van die pigmente is soos volg:

Pigment A: malvidien-%-monoglukosied geasileer met een.
molekule p-kumaarsuur. Hierdie pigment is sover vasgeétel kon
word vir die eerste keer in rein kristallyne vorm uit 'n natuur-
like bron geisoleer.

Pigment B: peonidien-%-monoglukosied.

Pigment C: malvidien-3-monoglukosied.

Pigment D: petunidien-3-monoglukosied.

Pigment E: delfinidien-3-monoglukosied.

(ix) Pigment C kom in die grootste konsentrasie as hoofpigment

voor, terwyl pigment A en B in heelwat kleiner hoeveelhede
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voorkom. Pigmente D en E kom slegs in spoorhoeveelhede voor.
(x) Omdat al die pigmente uit 3-monoglukosiede bestaan kan
Barlinka met m groot mate van sekerheid as m cultivar van

Vitis vinifera beskryf word.
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