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Summary

In the course of wilting of peppermint leaves variations were noticed in essen-
tial oil, protein, soluble nitrogen, and free amino acids. The increase of essential
oil in wilting leaves of Mentha piperita is caused by leucin catabolism probably:
After I-leucin-**C(U) incorporation into peppermint leaves and following wilting,
the essential oil was radioactive labelled much more than oil of non-wilted
leaves.

Einleitung und Problemstellung

Im Vergleich zu pflanzlichen Nahrungsmitteln (Drawert u. Mitarb., 1969;
Weichmann, 1972) oder einigen Drogen wie Digitalis, Solanaceen und Tee
(Stahl, 1962) sind iiber die Nach-Ernte Physiologie (,,post-harvest-physiology*)
der Pfefferminze nur sehr wenig Untersuchungen bekannt. Die Arbeiten von
Esdorn (1950), Kalitzki (1954) und Hefendehl (1964) zu diesem Problem-
kreis beschrinkten sich darauf, nur Verinderungen in Menge und Zusammen-
setzung des dtherischen Ols welkender Pfefferminzblitter festzustellen, ohne auf
andere gleichzeitig ablaufende Stoffwechselvorginge einzugehen.

Wir konnten bereits frither auf die Beobachtung hinweisen, daf§ in welkenden
Blittern von Mentha piperita nicht nur der Gehalt an dtherischem Ol zunimmt,

1 Vorgetragen auf der Tagung der Gesellschaft fiir Arzneipflanzenforschung in Helsinki,
20.-29.7.1972,
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sondern auch der Anteil 16slicher Stickstoffverbindungen am Gesamtstickstoff steigt
(Fritz und Franz, 1970; Franz und Wiinsch, 1972). In Fortsetzung dieser
Arbeiten sollten von den 1&slichen-N-Verbindungen die freien Aminosduren ein-
gehender untersucht werden; Chichester et al. (1959) hatten nimlich beob-
achtet, daf§ gewisse niedere Pflanzen in der Lage sind, aus der Aminosiure Leucin
Isoprenoide zu bilden. Tressl, Drawert u. Mitarb. (1970) fanden verschiedene
Aminosduren, darunter Leucin, als Precursoren von pflanzlichen Aromastoffen.
Durch Einbauversuche mit radioaktiv markiertem Leucin sollte die Beteiligung
dieser Aminosdure an der Zunahme des Olgehalts wihrend der Welke von Pfeffer-
minzblittern offenkundig werden.

Experimenteller Teil )

Pflanzenmaterial und Probenahme

Die Versuchspflanzen stammten von dem schon friiher verwendeten Klon von Mentha
piperita L. (Franz und Wiinsch, 1972). Sie wurden im Gewichshaus bei 20° C Tagestemperatur
und 12° C bei Nacht sowie unter 16-Stunden-Langtag kultiviert. Die gleichmiRige 16-Stunden-
Belichtung wurde durch 2 HQL-Lampen (250 W) pro m? erreicht. Zum Zeitpunkt der Unter-
suchung hatten die Pflanzen eben die Bliitenknospen angesetzt.

Fiir die Anwelkversuche wurden aus den Triebspitzen und den obersten 3 Blaitpaaren gleich-
artige Proben von je 12-15 g Frischmasse hergestellt, in einfacher Schicht ausgelegt und bei
+22° C gehalten. Zu 5 Untersuchungszeitpunkten (sofort nach der Ernte bzw. 3, 8, 24 und 48
Stunden spiter) wurden in je einer Probe die Stickstoffraktionen (Gesamt-N, 16sl.-N-Verbindun-
gen, freie Aminosduren), in einer Parallelprobe Menge und Zusammensetzung des Atherischen Ols
bestimmt.

Stickstoff-Fraktionierung

Zur Trennung von Eiweiff und [6sl.-N-Verbindungen wurde wie schon bei den fritheren Unter-
suchungen Trichloressigsidure (TCE) benutzt. Das frische oder gefriergetrocknete Material wurde
mit $%iger TCE 30 sec in einem Ultramix zerkleinert, 10 min auf 70° C erwirmt und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert, der Niederschlag mit 1%iger TCE gewaschen und filtriert. In
den vereinigten Filtraten wurden die 18sl.-N-Verbindungen, in einer Parallelprobe der Ges1111t—
N-Gehalt nach Kjel d ahl bestimmt.

Freie Aminosduren (nach Schaller und Wiinsch)

Zur Extraktion wurde 1g gefriergetrocknete Pflanzensubstanz mit 100 ml Athanol in einem
500 ml Rundkolben 20 min unter Riickflufkiihlung gekocht, um proteolytische Enzyme zu
inaktivieren. Danach wurde das Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand
im Kolben mit 100 ml Aqua dest. versetzt und 2 Std im Wasserbad bei 65° C gehalten. Zur Unter-
stiitzung des Losungsvorganges wurde mehrmals im Abstand von 10 min umgeschwenkt. Die
Hilfte des Wassers 1d8t man hierauf im Rotationsverdampfer abdunsten; der verbleibende Rest
wurde zur Eiweiflfillung mit 20 ml Pikrinsiurelgsung (1,2%) versetzt und auf 100 ml mit Aqua
dest. erginzt. Nach kriftigem Umschiitteln wurde zentrifugiert, 5 ml des Uberstandes auf eine
Austauschersiule (Carotinrohrchen, gefiille mit Dowex 138, 200-400 mesh) pipettiert und ein-
sickern gelassen. Die Aminosduren wurden mit 20 ml 0,02 n HCI von der Siule eluiert, das Eluat
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gesammelt und eingeengt. Den Trockenriickstand nimmt man miF Puffer (pH 2,2) auf. Die Tren-
nung der Aminosiduren erfolgte anschliefend im Aminosdurenanalysator (Biocal 200, 80-cm-
Sédule, Ionenaustauscher BioRad Aminex A 6, Ninhydrinfirbung).

Atherisches Ol

Der Gehalt an dtherischem Ol wurde durch Riicklaufdestillation in modifizierten Neo-
Clevenger-Apparaten bestimmt. Die anschlieBende Auftrennung in die Einzelkomponentén er-
folgte gaschromatographisch (Packard GC 800, 25-m-Golay-Siule, Trennphase Polypropylen-
glykol, FID).

Fiitterung und Markierung mit 14C-L-Leucin (U)

Fiir diese Experimente* wurde L-Leucin-“C(U) der Fa. Amersham-Buchler eingesetzt. Die
spezifische Aktivitit betrug lt. Hersteller 342 mCi/mM, die radiochemische Reinheit (DC) 98%,
die optische Reinheit 99,9%. L-Leucin-14C(U) lag in 2%iger dthanolischer Lésung vor.

Unter Wasser geschnittene Triebspitzen und isolierte obere Blitter der Versuchspflanzen wur-

den in Fiolen mit einer wiSrigen Losung von L-Leucin-“C(U) gegeben (12,5 nCi in 1 ml) und

in einer Klimakammer unter den oben erwihnten Bedingungen aufgestellt. Nach Aufnahme der
markierten Substanz erhielten die Triebe und Bldtter nach Bedarf Leitungswasser. Zum vor-
bestimmten Untersuchungszeitpunkt (2 bis 4 Tage nach der Aufnahme) wurde von der Hilfte
der analogen Proben sofort, von der anderen Hilfte nach 24-stiindigem Anwelken das #therische
Ol destilliert und die *C-Einbaurate bestimmt. Die Aktivititsmessung des dtherischen Ols erfolgte
in einem ,,Packard-Tri-Carb® Liquid Scintillation Spectrometer, Scintillator Naphthalin-Dioxan-
Cocktail. Um die Verteilung der Aktivitit unter den Einzelkomponenten des #therischen Ols
zu beurteilen, wurden Diinnschichtchromatogramme und davon Autoradiogramme (Film: Agfa-
Gevaert Structurix D 10) angefertigt.

Ergebnisse und Diskussion

Gebhalt und Zusammensetzung des dtherischen Ols

Wie schon friiher berichtet (Franz und Wiinsch, 1972), konnte in Uberein-
stimmung mit dlteren Arbeiten (Esdorn, 1950; Kalitzki, 1954) wihrend 48-
stiindiger Welke der Pfefferminzblitter eine Zunahme des Gehalts an dtherischem
Ol gefunden werden. Ebenso verschob sich entsprechend den Ergebnissen von

"Hefendehl (1964) die Zusammensetzung des dtherischen Ols (Tab. I).

Stickstoff-Fraktionen

Wir beobachteten bereits 1970, daf§ gleichzeitig mit dem dtherischen Ol sich
auch ein Parameter des N-Stoffwechsels (16sl.-N: Eiweiff-N) beim Anwelken der
Blitter dndert (Abb. 1): Der Anteil 16sl.-N-Verbindungen am Gesamt-N nimmt

? Diese Versuche konnten im ,Isotopenlabor® des Instituts fiir Pharmazeutische Arznei-
mittellehre der Universitit Miinchen durchgefiihrt werden. Herrn Akad. Dir. J. Holzl sei
auch an dieser Stelle fiir Arbeitsméglichkeit und Unterstiitzung gedankt.
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withrend dieser Zeit deutlich zu. Es war daher naheliegend, bei welkenden Pfeffer-
minzblittern einen direkten Zusammenhang zwischen Verschiebungen in den N-
Fraktionen und Anderungen im Olgehalt zu vermuten. Diese Annahme wurde
durch die Befunde von Chichester et al. (1959) sowie Goodwin (1961) unter-
stitzt, wonach Leucin bei katabolischen Prozessen iiber Isovaleryl-CoA und B-
hydroxy-p-methyl-glutaryl-CoA (= HMG-CoA) in Isoprenoide umgewandelt wer-
den kann.

Tabelle I

Verdnderungen in Menge und Zusammensetzung des 4therischen Ols von Mentha pip. L.
innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Ernte

Zeit nach der Ernte ither, Ol Menthon Menthol
in Stunden %i. T™M % % ‘
sofort 3,19 54 20
3 3,30 51 21
8 3,35 49 23
24 3,48 48 25
48 3,65 48 29
./.“
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S Abb. 1. Anderung des Gehalts an
49 gt LR ,,/ dther. Ol und der Stickstoffraktionen
31 st wihrend der Welke von Pfefferminz-
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Std. nachder Ernte

Eine Untersuchung der freien Aminosiuren ergab, daff im Verlauf der

Welke durch Dissimilation des Proteins in den Bl

dttern die Summe freier Amino-

sduren im Durchschnitt auf das 2,7fache zunahm. Wihrend aber die urspriinglich
anteilsmifig vorherrschenden Substanzen Asparaginsdure und Glutaminsiure ab-
nahmen, stieg der Gehalt von L-Leucin um das Vielfache des Durchschnittswertes
an (Tab. II).
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« Tabelle II

Verdnderungen im Gehalt einiger freier Aminoséuren der Triebspitzen und obersten Blattpaare
von Mentha piperita wihrend 48stiindiger Welke

Anwelkzeit (Stdn.) 0 3 8 24 48
Summe freier Aminosiuren
uMol/g T™M 56,75 65,83 84,56 141,31 152,09
relativ (%) 100 116 149 249 268
Asparaginsdure
uMol/g TM 17,42 11,32 10,97 14,28 12,37
relativ (%) 100 65 63 82 71
‘Glutaminsiure
uMol/g TM 25,28 29,32 32,11 18,45 5,81
relativ (%) 100 116 127 73 23
eucin
uMol/g TM 0,74 1,64 3,96 8,78 9,48
relativ (%) 100 221 535 1186 1281
Anteil Leucin an der
Summe freier Aminosiuren (%) 1,3 255 4,7 6,0 6,0

Diese Tatsachen werden bei Kenntnis der normalen Zusammensetzung der
freien Aminosiduren und des Proteins frischer Pfefferminzblatter verstindlich.
Unter den freien Aminosiuren hat L-Leucin einen Anteil von etwa 0,7-1%, die
Proteinfraktion besteht jedoch zu ca. 25% aus Leucin (L-Leucin + Isoleucin)
(Crane and Steward, 1962). Bei der Dissimilation von Protein wird deshalb
in erheblichem MafSe Leucin freigesetzt. Trotzdem ist die gemessene Leucin-
zunahme verhiltnismifig zu gering, denn der Anteil des Leucins an der Summe
freier Aminosiuren stieg nur von 1,3 auf 6,0% (Tab. II). Daraus laf8t sich schlieflen,
dafs ein Teil des Uberschusses rasch metabolisiert wird.

Einbau von “C aus L-Leucin in das dtherische Ol

t\: Um zu iiberpriifen, ob Leucinabbau entsprechend den Ergebnissen von Gl

chester et al. (1959) unter anderem auch zur oben beschriebenen Zunahme des
Olgehalts welkender Pfefferminzblitter fiihrt, wurde versucht, die Aktivitdt des
verfiitterten und metabolisierten Leucins im Atherischen Ol nachzuweisen.
1C-Leucin wurde von den Triebspitzen und Blittern von Mentha aus der
wiiflrigen Losung rasch und innerhalb weniger Stunden bis zu 90% aufgenommen.
Nach 48- bis 96-stiindigem Einbau wurde aus einer Probe sofort das dtherische Ol
destilliert und dessen Aktivitit gemessen. Das dtherische Ol der frischen Blatter
hatte im Mittel eine spezifische Aktivitit um 900 dpm/1ul (ca. 0,45 nCi/ul), die
Einbaurate betrug etwa 0,04% (Tab.III). Die Parallelprobe wurde 24 Stunden bei
Zimmertemperatur angewelkt. Das aus den welken Blittern destillierte Ol wies
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durchschnittlich eine 2- bis 3-fache Aktivitit und Einbaurate des Ols der frischen
Blitter auf (Tab. IIT).

Tabelle III
1C-Markierung (aus Leucinabbau) des #therischen Ols frischer und angewelkter Blétter
von Mentha pip. L. (Mittel aus 3 Versuchen)

frisch welk
Blattmasse, g Frischsubst. 3 3
angebotene Aktivitdt, pCi 25 25
aufgenommene Aktivitdt, nCi 20 20
Gesamtaktivitdt im dther. Ol, dpm 13900 36300
Einbaurate ins dther. 01, % 0,04 0,10
spezif. Aktivitdt (dpm/1 pl dther. Ol) 910 2070

L
Daraus ist zu entnehmen, dafl wihrend der nur 24stiindigen Anwelkzeit das
itherische Ol durch Abbauprodukte des L-Leucin-"*C(U) wesentlich héher mar-
kiert wurde als wiahrend der 2—4 Tage vor dem Welken. Ein Versuch, bei dem die
eine Hilfte der Proben 3 Tage mit “C-Leucin gefiittert, die andere Hilfte nach
2tdgiger Aufnahme 24 Stunden angewelkt wurde, bestitigte dieses Verhalten.

Cront frisch  welk
Kohlenwasserst. O 222
Menthofuran & @D
Menthylacetat Zz 2
Menthon @) G
Pulegon (GRS (o)
Piperiton o e
'
Abb. 2. Markierung der Komponenten des dther. Ols
trans - nach “C-Leucin-Applikation und Welke (Autoradio-
Sabinenhydrat O 2 gramm eines Diinnschichtchromatogramms)
Start

Da mehrere Komponenten insbesondere des itherischen Ols welker Blitter
radioaktiv markiert waren (Abb. 2), ist anzunehmen, dafl die Aktivitdt zumindest
teilweise vom “C;-Grundkorper des L-Leucins stammte. Ob der von den Arbeits-
kreisen um Chichester und Goodwin fiir niedere Pflanzen postulierte Kata-
bolismus (Leucin = — Isovaleryl-CoA — f(-methyl-crotonyl-CoA — B-methyl-
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glutaconyl-CoA — HMG-CoA) unter bestimmten Voraussetzungen auch fiir
hohere Pflanzen (insbes. Pfefferminze) gilt, soll durch den Nachweis einiger mar-
kierter Zwischenstufen tiberpriift werden.

Zusammenfassung

Im Verlauf der Welke von Pfefferminzblittern konnten Verdnderungen in Ge-
halt und Zusammensetzung des #therischen Ols, im Anteil 18slicher Stickstoff-
verbindungen am Gesamtstickstoff und im Verhaltnis der freien Aminosduren zu-
einander beobachtet werden. Die Zunahme des Olgehalts in welkenden Bléttern
von Mentha piperita L. ist vermutlich auf Leucinabbau zuriickzufiihren, denn Ein-
bauversuche mit L-Leucin-1*C(U) zeigten, daf§ das itherische Ol wihrend des
Welkeprozesses wesentlich besser radioaktiv markiert wurde als vergleichsweise
das Ol ungewelkter Blitter.

Literatur

Chichester, C. O., Yokoyama, H, Nakayama, T. O. M,, Lukton, A, and Mac-
kinney, G.: J. Biol. Chem. 234, 598 (1959)

Crane, F. A,, and Steward, F. C.: Cornell Univ. Agric. Exp. Sta. Mem. 379, 68 (1962)

Drawert, F, Heimann, W., Emberger, R, und Tressl, R.: Chromatographia 2, 57;
77 (1969) :

Esdorn,lL: Pharmazie 5, 481 (1950)

Franz, Ch.,, und Wiinsch, A.: Angew. Botanik 46, 223 (1972)

Fritz, D., und Franz, Ch.: Dt. Apoth. Ztg. 110, 1111 (1970)

Goodwin, T. W.: Chemistry and Biochemistry of Plant Pigments, S. 143 ff., Academic Press
(1965)

Hefendehl, F. W.: Planta 62, 321 (1964)

Kalitzki, M.: Pharmazie 9, 61 (1954)

Schaller, K., und Wiinsch, A.: Die Nahrung (im Druck)

Stahl, E.: Karsten-Weber-Stahl, Lehrbuch der Pharmakognosie, 9. Aufl., Gustav-Fischer-Verlag
(1962)

Tressl, R, Emberger, R, Drawert, F., und Heimann, W.: Z. Naturforsch. 25b, 704
(1970)

Weichmann, J.: Dissertation Weihenstephan (1972)

Anschrift der Verfasser: Dr. Ch. Franz, Institut fiir Gemiisebau der Technischen Universitdt
Miinchen, D-8050 Freising-Weihenstephan

Dr. A. Wiinsch, Institut fiir Pflanzenernihrung der Technischen Universitat Miinchen,

: D-8050 Freising-Weihenstephan



