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Abkürzungsverzeichnis 

CD    Zirkulardichroismus 

ES   Entwicklungsstadium 

F3ALA   2-Amino-3,3,3-trifluoro-2-methylpropansäure 

FFT   schnelle Fourier-Transformation 

HEPES  Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure 

HPLC-DAD   Hochdruckflüssigchromatografie-Diodenarray-Detektion  

IS   interner Standard 

MES   2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

NMR    Kernspinresonanz 

P   statistische Sicherheit 

PP   Protoplasten 

PURGE  Presaturation utilizing relaxation gradients and echoes 

SCX   starke Kationenaustauschchromatographie 

SPE   Festphasenextraktion 

tR   Retentionszeit 

Tris    2-Amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
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1. Einleitung 

Blütenpflanzen sind häufig auf die Bestäubung durch Insekten angewiesen und bedienen sich 

verschiedener Mechanismen wie Duft, Färbung, Musterung sowie Bereitstellung von Nektar 

und Pollen, um diese anzulocken. Vielfach existieren spezielle Anpassungen auf ganz be-

stimmte Pollinatoren und es wurden Merkmale herausgebildet, die die Pflanze von ihren 

Konkurrenten unterscheidet und den Fortpflanzungserfolg garantieren soll.
[26]

 Beispielsweise 

eignet sich eine gelbe Blütenfarbe besonders für die Attraktion von Bienen und Hummeln.
[25]

 

Sie entsteht meist aufgrund der Anwesenheit von Carotenoiden, Auronen und Chalconen so-

wie Flavonolen.
[23]

 Einen speziellen Fall stellen die Nudicauline dar, gelbe Farbstoffe, die 

1939 erstmals in der Mohnspezies Papaver nudicaule gefunden wurden und zu keiner der 

bisher genannten Substanzklassen gehören.
[58]

 Erst im Jahr 2013 gelang die Strukturaufklä-

rung: Die beiden enantiomeren Aglykone bestehen aus einem indol- und einem poly-

phenolähnlichen Molekülteil, sind mit mehreren Zucker- sowie Acylsubstituenten versehen 

und treten gemeinsam mit verschiedenen Flavonoiden auf.
[75]; [68]

 Untersuchungen zum Meta-

bolitenprofil der Pflanze zeigten außerdem unter bestimmten Bedingungen die Bildung rever-

sibler Transformationsprodukte der Nudicauline, welche keine gelbe Färbung besaßen.
[75]; [68]

 

Dies verhinderte eine Quantifizierung und warf die Frage nach möglichen Stabilisierungsme-

chanismen der Farbstoffe in der Pflanze auf. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden – in Anlehnung an vergleichbare Studien zu 

Anthocyanen – verschiedene Einflussfaktoren auf das Chromophor der Nudicauline unter-

sucht. Dazu zählten Konzentration, pH-Wert und Wechselwirkungen mit anderen Sekundär-

metaboliten. Ziel war die Aufklärung der chemischen Bedingungen in gelben Papaver nudi-

caule-Blüten sowie die Erlangung eines besseren Verständnisses der Mechanismen zur 

Farberzeugung. Neben den Nudicaulinen standen dabei die Kaempferolderivate als zweite 

dominante Verbindungsklasse im Fokus. Es erfolgten sowohl qualitative als auch quantitative 

Analysen von aus Kronblättern isolierten Substanzen und deren Mischungen sowie in vivo-

Untersuchungen an Protoplasten mittels HPLC-DAD, UV/ Vis- und NMR-Spektroskopie. 

Einen Nebenaspekt stellte die Untersuchung zum Metabolitenprofil während der Blütenent-

wicklung dar.  
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2. Theoretische Grundlagen 

2.1 Papaver nudicaule 

Papaver nudicaule gehört innerhalb der Familie der Mohngewächse (Papaveraceae) zur Gat-

tung Papaver L.
[27]

 Die Pflanze entstammt den alpinen Gesellschaften Sibiriens
[72]

 und tritt 

dort meist mit blassgelben und weißen Blüten auf (Papaver nudicaule L.). Seit dem 

18. Jahrhundert wird sie außerdem als Zierpflanze in europäischen Gärten genutzt
[68]

, weshalb 

weiß, rot, orange und intensiv gelb blühende Züchtungen existieren
[74]

 (vgl. Abbildung 1).  

          

Abbildung 1: P. nudicaule-Blüten 

Irreführend sind die abweichende Benennung als Papaver nudicaule hort. non L. und Papaver 

croceum
[21]

 sowie der weit verbreitete Name Islandmohn. Das auf Island beheimatete Papaver 

radicatum weist zwar morphologische Ähnlichkeiten zu Papaver nudicaule auf
[27]; [28]

, die 

gelbe Färbung erzeugen hier jedoch die Flavonoide Gossypitrin und Herbacitrin (vgl. Abbil-

dung 2).[84]
 

 

Abbildung 2: Struktur der farbgebenden Flavonoide in P. radicatum 

Die hauptsächlich für die Farbe der gelben Papaver nudicaule-Blüten verantwortliche Sub-

stanz wurde erstmals 1939 durch Scott-Moncrieff isoliert und als Nudicaulin bezeichnet. Sie 

ähnelt den Anthocyanen und besitzt glycosidische Bindungen.
[58]

 Harborne et al. stellten 1965 

fest, dass der Farbstoff wegen seiner spektralen und Löslichkeitseigenschaften weder den 

Flavonoiden noch den Carotenoiden oder Betaxanthinen zuzurechnen ist.
[22]

  

Durch Schliemann et al. erfolgte 2006 eine detailliertere Untersuchung des Sekundärmetabo-

litmusters in gelben Papaver nudicaule-Blüten: Es wurden neben Gossypitrin und vier ver-

schieden glycosylierten Kaempferolderivaten vier Isomerenpaare unterschiedlich substituier-

ter Nudicauline gefunden. Der Grundkörper trat mit drei Hexoseeinheiten auf, die bis zu 

Gossypitrin R = -OH 

Herbacitrin R = -H 
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zweimal malonyliert waren. Durch Abspaltung der Malonylgruppen mittels alkalischer Hy-

drolyse konnten zwei Isomere erhalten werden (Nudicaulin I und II).
[68]

 Der erste Strukturvor-

schlag von 2006 wurde 2013 nochmals durch Tatsis et al. revidiert
[75]

 (vgl. Abbildung 3).  

 

Abbildung 3: Strukturvorschläge Nudicaulin I/ II von 2006 und 2013 (─ Polyphenol-; ─ Indolteilstruktur) 

Demnach gehören die Nudicauline einer neuen Substanzklasse mit Indol- und Polyphenolteil-

struktur an (in Abbildung 3 grün bzw. blau hervorgehoben). 

Eine erneute Untersuchung des Rohextraktes aus gelben Papaver nudicaule-Blüten mittels 

Hochdruckflüssigchromatografie-Diodenarray-Detektion (engl. high pressure liquid chroma-

tography diode array detection; HPLC-DAD) wies auf eine deutlich höhere Anzahl an Kaem-

pferol- und Gossypetin-Derivaten hin als von Schliemann et al. publiziert. Außerdem traten 

zwei Substanzen mit bis dahin nicht beschriebenen UV/ Vis-Spektren auf:
[15]

 Erstere besitzt 

Absorptionsmaxima bei 212 und 265 nm und ist polarer als die Nudicauline. Bei der zweiten 

Verbindung mit einer Absorption bei 563 nm handelt es sich hingegen wahrscheinlich um 

Reste einer Nudicaulin-Vorstufe (vgl. Kapitel 2.2). 

2.2 Stadien der Blütenentwicklung bei gelbem Papaver nudicaule 

Im Zuge von Biosyntheseuntersuchungen der Nudicauline gelang mit Hilfe von multivariat-

statistischen Methoden die Einteilung von fünf Entwicklungsstadien der Knospen.
[83]

 Die 

Diskriminierung erfolgte anhand der Peakflächen ausgewählter Metabolite des Rohextrakts 

nach Analyse mittels HPLC-DAD. 

Die Stadien unterscheiden sich auch durch ihre Färbung, die sich von weiß über rosa, rot und 

orange nach gelb verändert (vgl. Abbildung 4). 

 

 Abbildung 4: Entwicklungsstadien 1 bis 5 der gelben P. nudicaule-Blüten 
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Die Nudicaulinbildung beginnt in Stadium vier, ausgehend von einer Pelargonidinvorstufe. 

Jene ist für die erst zu-, dann wieder abnehmende rote Färbung der Knospen verantwortlich. 

Die nähere Charakterisierung des Metabolitenprofils der verschiedenen Entwicklungsstadien 

ist Bestandteil dieser Arbeit (vgl. Kapitel 3.4). 

 

2.3 Funktionen von Kaempferolderivaten in Pflanzen 

Die dominantesten Sekundärmetabolite in Papaver nudicaule-Kronblättern neben den Nudi-

caulinen sind die Kaempferolderivate. Ihre Funktion ist jedoch bisher nicht bekannt. Nachfol-

gend soll deshalb ein kurzer Überblick über Vorkommen und Aufgaben von Kaempferolver-

bindungen in Pflanzen allgemein gegeben werden.  

Das Kaempferolaglykon weist die für Flavonoide typische Grundstruktur aus zwei Phenylrin-

gen (A- und B-Ring) auf, welche durch eine in Ring C integrierte C3-Einheit verbunden sind. 

Aufgrund der Oxidation der 4-Position des C-Rings und der Hydroxylierung an C-3 zählt es 

zur Untergruppe der Flavonole (vgl. Abbildung 5). 

200 250 300 350 400 450

0

50

100

150

200

250

300

Wellenlänge (nm)

E
x
ti
n

k
ti
o

n
 (

m
A

U
)

 Kaempferol

 

Abbildung 5: Struktur (C6-C3-C6-Einheit) und Absorptionsspektrum von Kaempferol 

Flavonole sind in höheren Pflanzen sehr weit verbreitet. Es existieren allein etwa 

450 verschiedene Aglykone, die jedoch meist 3-, 7-, 3‘- oder 4‘-O-glycolysiert auftreten.
[32]

 

Kaempferol zählt neben Quercetin (mit einer zusätzlichen 3‘-OH-Substitution) zu den häu-

figsten Grundkörpern der Substanzklasse. 2006 listete Williams 350 verschiedene Kaem-

pferol-Glycoside auf
[3]

 und jährlich werden weitere identifiziert
[43]; [19]; [16]

. Ihr Vorkommen ist 

nicht nur auf die Blüten beschränkt, sondern für alle Pflanzenteile beschrieben (Blätter, Wur-

zeln, Samen, Zwiebeln, Früchte etc.).
[33]

 

Trotz der Vielzahl bekannter Kaempferolverbindungen sind deren Funktionen in der Pflan-

zenwelt vergleichsweise wenig erforscht. Eine der wichtigsten Aufgabe von Flavonoiden all-

gemein ist die Färbung von Blüten und Früchten. Zu den Bedingungen für die Eignung einer 
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Substanz als Farbstoff zählen ihre Akkumulation in den Vakuolen sowie eine ausreichende 

Stabilität.
[26]

 Außerdem muss die Absorption in dem für Menschen sichtbaren Bereich 

(> 380 nm
[66]

) liegen. Über die spektralen Eigenschaften bestimmt die Struktur des Aglykons, 

während Zuckersubstituenten keinen Einfluss auf das Chromophor haben. Wie aus Abbildung 

5 ersichtlich, weisen Kaempferolderivate lediglich eine geringe Extinktion im sichtbaren Be-

reich auf, weshalb sie nur in hoher Konzentration zur Färbung von weißen, cremefarbigen 

oder schwach gelben Blüten beitragen können. Als gelbe Farbstoffe sind sie nicht geeignet; 

dazu dienen meist Carotenoide, Betaxanthine, Chalcone und Aurone.
[26]

 

Aufgrund ihres Absorptionsmaximums bei 346 nm können Kaempferolderivate jedoch die 

Attraktivität der Blüte für Insekten erhöhen, die für den UV-Bereich Sehrezeptoren besit-

zen.
[26]

 Als Pollenpflanze ist Papaver nudicaule auf die Bestäubung, z. B. durch Bienen und 

Hummeln, angewiesen.
[72]

 Eine erhöhte Konzentration von Kaempferolverbindungen rund um 

das Nektarium konnte anhand von Fotos mit UV-Filter jedoch nicht festgestellt werden.
[46]

 

Ein solches Phänomen, das Insekten als Farbunterschied wahrnehmen, dient beispielsweise in 

Rudbeckia hirta und Brassica rapa als Nektar-Wegweiser.
[78]; [67]

 

Weitere Funktionen können Kaempferolderivate beim Schutz der Pflanze vor UV-Licht über-

nehmen. Trifft UV-Licht auf die Pflanze, treten Photoreaktionen mit DNA, Aminosäuren, 

Proteinen und Fetten auf. Dadurch kann es zu Mutationen, Inaktivierung von Enzymen, 

Wachstumshemmung sowie Schädigung des Photosyntheseapparates kommen.
[29]

 Zu den 

schützenden Strukturen (Wachsschichten, reflektierende Oberflächen) und Metaboliten gehö-

ren auch Flavonoide. Für ihre Wirkung sind mehrere Mechanismen beschrieben: Zum einen 

kann die Strahlung absorbiert und nach Keto-Enol-Tautomerie des Moleküls als ungefährliche 

Fluoreszenz im sichtbaren Bereich wieder abgegeben werden.
[70]

 Außerdem ist das Abfangen 

von durch UV-Licht produzierten Radikalen möglich (z. B. Singulett-Sauerstoff, Alkylper-

oxid-Radikale).
[79]; [34]

 Allerdings wurden Untersuchungen speziell zum antioxidativen Cha-

rakter der Kaempferole häufig mit dem Aglykon und nicht unter pflanzenphysiologischen 

Bedingungen durchgeführt, sodass die Reaktivität von mehrfach glycolysierten Metaboliten 

stark abweichen kann.  

Vielfach beschrieben ist die Funktion von farblosen Flavonolen als Copigmente für Antho-

cyane zur Erzeugung blauer, violetter und roter Farbschattierungen.
[24]

 Dies soll in Kapi-

tel 2.4.2 genauer betrachtet werden. 

Für einzelne Kaempferolglycoside wurden außerdem fraßstimulierende
[54]

 oder -abwehren-

de
[1]

, antimikrobielle, antibakterielle und antivirale Eigenschaften nachgewiesen
[7]; [51]

. Letzte-

re könnten von Nutzen für Insekten sein, die Flavonole über die Nahrung aufnehmen.
[26]
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2.4 Entstehung und Stabilisierung von Blütenfarben durch Anthocyane 

Die Färbung fast aller roten, violetten oder blauen Blüten, Früchte und Blätter basiert auf 

Anthocyanen, den Glycosiden der Anthocyanidine. Sie besitzen ein Flavonoidgrundgerüst 

(vgl. Abbildung 6); allerdings sind Farbe und Stabilität stark von Molekülstruktur, pH-Wert, 

Konzentration sowie dem Vorhandensein weiterer Substanzen (Metalle, Flavonoide, Zu-

cker etc.) abhängig.
[92]

 Im Folgenden sollen die verschiedenen Mechanismen kurz beschrie-

ben werden. 

 

Abbildung 6: Flavyliumkation – Grundstruktur der Anthocyane 

2.4.1 Molekülstruktur und pH-Wert 

Einen entscheidenden Einfluss auf die Färbung hat zum Ersten die Aglykonstruktur. Je mehr 

Hydroxylgruppen diese besitzt, desto stärker verschiebt sich der Farbton von pink nach blau 

und desto stabiler ist das Molekül. Eine Substitution durch Methoxygruppen hat den umge-

kehrten Effekt. Durch die Einführung einer Zuckereinheit an C-3 verlängert sich die Halb-

wertszeit der Anthocyanidine drastisch. Kommt jedoch eine zweite Glycosylierung an Positi-

on 5 hinzu, sinken Stabilität sowie Farbintensität.
[49]

 

Die Zuckereinheiten der Anthocyane tragen oft aliphatische oder aromatische Carbonsäu-

resubstituenten. Solche Acylierungen erhöhen die Stabilität durch intra- und intermolekulare 

Copigmentierung. Aromatische Substituierungen erzeugen außerdem eine Blauverschiebung 

des Spektrums.
[92] 

 

Abbildung 7: pH-Wert-Abhängigkeit der Anthocyanstruktur und -färbung
1
 
[92]

 

Eine besonders wichtige Rolle für die Absorption der Anthocyane spielt der pH-Wert. Aus 

der Flavylium-Primärstruktur entsteht bei pH-Wert 4-5 in wässriger Lösung eine farblose 

                                                 
1
 Abbildung modifiziert 
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Carbinol-Pseudobase. Um pH = 6 liegt eine blaue chinoide Form vor, die im Basischen durch 

Ringöffnung zum Chalcon umgewandelt wird (vgl. Abbildung 7).
[92]

 

2.4.2 Selbstassoziation, Stacking und Copigmentierung 

Da in pflanzlichen Vakuolen pH-Werte zwischen 4 und 6 vorliegen, müssen die Anthocyane 

vor Tautomerien und Hydratation geschützt werden, soll die Farbe erhalten bleiben. Dies ge-

schieht sowohl durch Selbstassoziation und das oben erwähnte intramolekulare Stacking als 

auch durch intermolekulare Copigmentierung mit anderen aromatischen Molekülen sowie 

Komplexbildung mit Metallionen.
[18]

 

Die ersten Hinweise auf eine Selbstassoziation von Anthocyanen in wässriger Lösung fanden 

Asen et al. 1972: Bei der Erhöhung der Konzentration von Cyanidin-3,5-diglucosid wurden 

eine Veränderung des Absorptionsmaximums sowie eine nicht lineare Intensitätssteigerung 

beobachtet.
[4]

 Wenige Jahre später folgten Beweise für eine vertikale, hydrophobe Assoziation 

der aromatischen Aglykone aus Zirkulardichroismus- (engl. circular dichroism, CD) und 

Kernspinresonanz- (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) Spektren von Hoshino 

et al.
[31]; [30]

 

Ein solcher Effekt des „vertikalen π-Stackings“ wird auch für die Stabilisierung von polyacy-

lierten Anthocyanen angenommen. Hier finden jedoch die hydrophoben Wechselwirkungen 

intramolekular zwischen den aromatischen Säuregruppen und dem Anthocyanidin statt, wel-

ches wie in einem „Sandwich“ umschlossen wird. Aufgrund der Wechselwirkungen zwischen 

den π-Systemen von Aglykon und Substituenten (charge transfer) erfolgt eine Blauverschie-

bung des Spektrums.
[90]

 Beispiele sind Gentiodelphin in Gentiana makinoi (Japanischer Gar-

tenenzian, vgl. Abbildung 8)
[20]

, Cyanodelphin in Delphinium hybridum (Rittersporn)
[37]

 und 

das „Heavenly blue anthocyanin” aus Ipomoea purpurea (Purpur-Prunkwinde)
[36]

. 

 

Abbildung 8: Gentiodelphin mit Delphinidin-Aglykon und zwei Kaffeesäuresubstituenten 
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Neben den beiden genannten existiert noch eine dritte Form der vertikalen Stabilisierung, die 

intermolekulare Copigmentierung. Als Copigmente dienen Flavonoide (oftmals Flavonole 

und Flavonone), andere Substanzen mit aromatischen Ringen (Alkaloide, Aminosäuren, Car-

bonsäuren), Nukleoside sowie Polysaccharide, die in der Regel selbst nicht gefärbt sind. Auch 

hier treten hyper- und bathochrome Veränderungen des Absorptionsmaximums im sichtbaren 

Bereich auf, die mit der Konzentration von Farbstoff und Copigment sowie dem molaren 

Verhältnis variieren. Die beste Stabilisierung wird bei einem pH-Wert von 3,6 erreicht, ob-

wohl Vakuolen meist pH = 5-6 aufweisen.
[50]

 Tests von Mazza et al. mit Chlorogensäure und 

Malvidin-3,5-diglucosid ergaben beispielsweise, dass eine dreifache Steigerung der Antho-

cyankonzentration bei gleichbleibender Copigmentmenge im molaren Verhältnis 1:5 die Farb-

intensität um mehr als das Fünffache erhöhte. Betrug das Anthocyan-zu-Copigmentverhältnis 

jedoch 1:20, stieg die Intensität auf das Achtfache. Auch die bathochrome Verschiebung fiel 

bei höherer Anthocyankonzentration größer aus.
[50]

  

Alle bisher beschriebenen Mechanismen treten auch in Kombination auf. So entsteht z. B. die 

intensive blaue Färbung von Ceanothus papillosus (Säckelblume) durch Bildung mehrerer 

gefärbter Spezies aus einem di- und einem monoacylierten Anthocyan und mehreren, ver-

schieden glycolysierten Kaempferolen. Stabilisierung geschieht sowohl durch intra- als auch 

durch intermolekulare Copigmentierung sowie durch Bildung eines supramolekularen Kom-

plexes.
[8]

 

2.4.3 Komplexbildung mit Metallionen 

Eine weitere Möglichkeit der Stabilisierung von Anthocyanen ist die Koordination mit Metal-

len. Dabei wird zwischen großen supramolekularen Komplexen, den Metalloanthocyanidinen, 

und kleineren, nichtstöchiometrischen, copigment-stabilisierten Komplexen unterschieden. 

Erstere sind extrem stabil und sehr selten, besitzen eine blaue Färbung und bestehen aus stö-

chiometrischen Mengen an Anthocyan, Flavon und Metall im Verhältnis 6:6:2. Beschrieben 

wurden bisher fünf Strukturen, darunter Commelinin aus Commelina communis (asiatische 

Tagblume) und Protocyanin aus Centaurea cyanus (Kornblume). Als koordinierende Metalle 

fungieren Magnesium und Eisen; die Anthocyane und Flavone weisen unterschiedliche Gly-

cosylierungen und Acylierungen auf, sodass auch intra- und intermolekulares Stacking zur 

Stabilisierung beitragen.
[90]

 

Aufgrund ihrer geringeren Beständigkeit ist die Untersuchung der nichtstöchiometrischen 

Anthocyan-Metall-Komplexe schwierig. Um eine Zersetzung während der Isolation zu ver-

meiden, wurden in vivo-Methoden angewandt, also die Analyse von pH-Wert und UV-

Spektrum der intakten Vakuole. Anschließend erfolgte die Reproduktion der Farbe durch Mi-
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schung aller Komponenten bei korrekter Konzentration und pH-Wert. So gelang beispielswei-

se die Aufklärung von Struktur und Zusammensetzung der Komplexe in Hydrangea macro-

phylla (Hortensie). Delphinidin-3-glucosid dient hier als Aglykon für sehr viele unterschiedli-

che Farbtöne von rosa bis blau. Dies kann durch Variation im pH-Wert und in den molaren 

Verhältnissen von Anthocyan, Co-Pigmenten sowie dem Metallzentrum Al
3+

 erreicht wer-

den.
[90]

 

2.5 pH-Wertbestimmung in Vakuolen 

Wie bereits erwähnt, werden Pflanzenfarbstoffe meist in den Vakuolen akkumuliert. Diese 

wassergefüllten Organellen nehmen bis zu 90 % des Zellvolumens ein und besitzen neben der 

Speicherung von Primär-, Sekundärmetaboliten und Xenobiotika noch viele andere Funktio-

nen wie Kontrolle von Zellgröße und -druck, Abbau zellulärer Bestandteile, Signalübermitt-

lung etc.
[73]; [47]

 Am Tonoplasten – der Membran, die die Vakuole umgibt – existiert ein Pro-

tonengradient, da in der Organelle pH-Werte zwischen 6 und 5 (in Ausnahmefällen sogar 

bis 1) herrschen, das Cytoplasma jedoch leicht basisch ist. Innerhalb einer Zellpopulation tritt 

häufig eine Variationsbreite von bis zu 2 pH-Einheiten auf.
[39]

 

Dies führt zu verschiedenen Schwierigkeiten, soll der pH-Wert in der Vakuole bestimmt wer-

den, um den Einfluss auf die enthaltenen Farbstoffe und das Aussehen der Pflanze zu untersu-

chen. Zum einen kommt es bei einer Zerstörung der Zelle zur Vermischung der Flüssigkeit in 

Vakuole und Cytoplasma, woraus eine Verschiebung des Puffergleichgewichts und chemi-

sche Reaktionen mit Enzymen etc. resultieren können. Weiterhin hat der Kontakt mit Zell-

wänden, die als Kationenaustauscher wirken, Einfluss auf den pH-Wert.
[40]

 Somit liefert eine 

einfache pH-Messung des ausgepressten Saftes verfälschte Ergebnisse, was die Anwendung 

von in vivo-Methoden notwendig macht. Hierfür existieren verschiedene Ansätze, die im Fol-

genden kurz vorgestellt werden sollen. 

2.5.1 Diffusion fluoreszierender oder radioaktiv markierter basischer Substrate 

Die erste Methode nutzt die Diffusion von fluoreszierenden oder radioaktiv markierten Basen 

in die Vakuole, wobei die Substanzen entsprechend des vorherrschenden pH-Werts dissoziie-

ren. Nach Einstellung eines Gleichgewichts zwischen den undissoziierten Molekülen werden 

mittels Fluoreszenzdetektor bzw. Szintillationszähler die internen sowie externen Konzentra-

tionen des Substrats bestimmt.
[40]

 Daraus und aus dem pKS-Wert der Base erfolgt die Berech-

nung des pH-Werts der Vakuole nach Waddell und Butler.
[82]

 Häufig verwendete Substanzen 

sind Fluoreszenzfarbstoffe wie 9-Aminoakridin
[44]

 und radioaktiv markiertes Nikotin
[5]

, Me-

thyl-
[38]

 oder Benzylamin
[5]

. Auf diese Weise wurden sowohl Zellpopulationen und ganze 
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Pflanzenorgane als auch, mittels Mikrofluorimetrie, einzelne Protoplasten oder Vakuolen un-

tersucht. Im Vergleich mit anderen Methoden weichen die erhaltenen pH-Werte jedoch meist 

nach unten ab, was auf eine Überakkumulation der Base hindeutet. Gründe dafür sind eine 

mögliche Metabolisierung, die Adsorption an der Oberfläche oder im Inneren der Zelle sowie 

die Bildung von Komplexen in der Vakuole, wodurch das Substrat aus dem Diffusionsgleich-

gewicht ausscheidet. Auch der Durchgang der protonierten Base durch die Zellwand sowie 

ein aktiver Transport an einer Membran können zur Anreicherung über das berechnete Maß 

hinaus führen.
[40] 

2.5.2 Proton-selektive Mikroelektroden 

Die zweite Möglichkeit zur Untersuchung einzelner Zellen oder Organellen besteht in der 

Nutzung von Proton-selektiven Mikroelektroden. Eine solche direkte Messung hat den Vor-

teil, dass keine zellfremden Substanzen von außen eingeführt werden müssen. Die Schwierig-

keit besteht jedoch in der Konstruktion ausreichend kleiner Elektroden. Erste pH-sensitive 

Glas- und Antimonelektroden von Caldwell
[12]

 bzw. Bicher und Ohki
[6]

 eigneten sich nur zur 

Messung sehr großer tierischer Zellen (Muskelfasern von Krabben, Riesenaxone von Kalma-

ren). Eine deutliche Verbesserung erreichte Thomas mit der Einführung von 1 µm dünnen 

Glaselektroden in einer Borosilikatmikropipette.
[77]

 Jedoch war ihre Herstellung schwierig 

und die Antwortzeit lang. Durch Nutzung von neutralen carrier-basierten Flüssigmembranen 

konnten diese Nachteile ausgeglichen werden. Hierbei erfolgte vor Füllung der Elektrode eine 

Beschichtung mit organischen Silikonen, die das Glas wasserabweisend machen.
[2]

 Kurkdjian 

und Barbier-Brygoo gelang schließlich die Übertragung auf Pflanzenvakuolen.
[41]

 Die ver-

wendeten Elektroden eigneten sich jedoch nicht für die Untersuchung von Zellen mit festen 

Wänden, da beim Einstechen die Gefahr einer Beschädigung der Spitze bestand und der Tur-

gordruck der Zelle die protonensensitive Flüssigkeit in den Schaft drückte. Eine Stabilisierung 

der Mikropipetten erreichten Felle und Bertl
[17]

 sowie Reid und Smith
[60]

 durch Vorbehand-

lung mit Polymerlösungen, wobei Nitrocellulose die besten Ergebnisse erzielte Außerdem 

wurden doppelläufige Elektroden eingeführt, wobei die zweite (Referenz-) Kapillare zur Mes-

sung des Membranpotentials dient. Die Details der Herstellung von Mikro-pH-Elektroden 

erfuhren noch vielfache Variationen und Anpassungen an die jeweils zu untersuchenden Ob-

jekte. So konnten schnelle Antwortzeiten erreicht werden, was eine kontinuierliche Messung 

von pH-Wert-Schwankungen bei der Variation der äußeren Bedingungen ermög-

licht.
[55]; [88]; [91]

 Nachteile von Mikroelektroden sind ihre schwierige Herstellung und Handha-

bung, die viel Übung erfordern sowie die Zerstörung der Zelle bei der Messung, sodass keine 

weiteren Untersuchungen folgen können. 
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2.5.3 NMR-Spektroskopie 

Die NMR-Spektroskopie ist eine nicht-destruktive Methode. Ihre Anwendung zur pH-Wert-

Messung beruht auf dem Einfluss desselben auf die chemischen Verschiebungen bestimmter 

Substanzen, wobei die resultierende Funktion einer Titrationskurve gleicht. Die höchste Ge-

nauigkeit wird im Bereich des pKS-Werts der untersuchten Verbindung erzielt.
[39]

 Zur in-vivo-

Anwendung kam dieses Prinzip zuerst bei Moon und Richards, die intrazelluläres, anorgani-

sches Phosphat sowie 2,3-Diphosphoglycerat in Erythrozyten mittels 
31

P-NMR untersuch-

ten.
[52]

 Erste Versuche in Pflanzen wurden 1980 durch Roberts et al. an Maiswurzeln durchge-

führt.
[63]

 

Phosphor-31 hat mehrere Vorteile gegenüber anderen Kernen, da das Isotop mit 100%iger 

natürlicher Abundanz auftritt und einzelne Verbindungen in ausreichender Konzentration in 

den meisten Zellen vorkommen. Die Spektren weisen nur relativ wenige Peaks auf und sind 

einfach interpretierbar.
[59]

 Außerdem bietet die NMR-Spektroskopie die Möglichkeit der pH-

Wert-Bestimmung in verschiedenen Kompartimenten gleichzeitig. Von Nachteil ist es jedoch, 

wenn die chemische Verschiebung der untersuchten Substanz zusätzlich durch andere Para-

meter beeinflusst wird. So stellten Burt et al. 1976 die bessere Eignung von anorganischem 

Phosphat gegenüber Adenosintriphosphat, Kreatinphosphat und Fructose-1,6-diphosphat fest, 

da es keine Abhängigkeit der δ-Werte von der Ca
2+

-, Mg
2+

- oder K
+
-Konzentration zeigte.

[11]
 

Dem widersprachen Roberts et al., die den Einfluss der Ionenstärke (Zusatz von Kaliumchlo-

rid zu einer Kaliumphosphatlösung) sowie von Mg
2+

 nachwiesen. Letzterer wurde durch ATP 

und Citrat wiederum abgeschwächt. Bei normalen physiologischen Konzentrationen (0,1-

0,2 mol/l Ionen) muss also mit einer Messunsicherheit von 0,2-0,5 pH-Einheiten gerechnet 

werden. In spezialisierten Zellen kann sie sogar bis ΔpH = 1 ansteigen.
[64]

 Problematisch ist 

außerdem die vergleichsweise geringe Sensitivität der NMR-Spektroskopie, welche die Un-

tersuchung einzelner Zellen erschwert. Dem kann durch Beladung des Pflanzenmaterials mit 

Phosphat
[10]; [48]

 sowie der Akkumulation von Spektren entgegengewirkt werden. Letzteres 

bedeutet jedoch eine verlängerte Messzeit, was eine Versorgung der Zellen mit Sauerstoff 

erfordert, um deren Absterben zu vermeiden. Realisiert wurde dies, u. a. bei Kinetik-Studien, 

durch Belüftung oder Durchströmung der NMR-Probe mit frischem Medium, was aber wiede-

rum Feldinhomogenitäten nach sich zog.
[85]; [42]; [65]

  

Speziell bei der Untersuchung von Vakuolen eignet sich Phosphat nur bedingt als Indika-

torsubstanz, da der erwartete pH-Wert im äußeren, flachen Bereich der Titrationskurve liegt 

und somit eine große pH-Wert-Änderung nur einem kleinen Shift des Phosphor-Signals ent-

spricht.
[40]

 Lediglich eine Verbindung mit pKS-Wert im stärker sauren Bereich würde diesem 
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Problem Abhilfe schaffen. Es existieren Versuche mit 
13

C-NMR an organischen Säuren wie 

Citrat und Malat. Aufgrund der geringen natürlichen Abundanz des NMR-sensitiven Kohlen-

stoffisotops sind hier jedoch 
13

C-Fütterungsexperimente (beispielsweise mit 
13

CO2, KH
13

CO3 

oder [1-
13

C]-Glucose) notwendig.
[71]; [13]; [62]

 Wie bei Phosphor-31 ist auch in diesem Fall die 

Messgenauigkeit davon abhängig, wie andere Faktoren die chemische Verschiebung beein-

flussen. Vor allem die Ionenstärke, Ca
2+

, Mg
2+

, aber auch Fe
3+

 und Mn
2+

 verändern Lage und 

Aussehen der Titrationskurve.
[71]; [57]

 

Taylor et al. entwickelten 1983 spezielle fluorierte Substanzen zur Messung mittels 
19

F-NMR-

Spektroskopie.
[76]

 Diese hat den Vorteil einer hohen Messsensitivität, der natürlichen A-

bundanz des Kerns von 100 % sowie eines großen Wertebereichs der chemischen Verschie-

bung, woraus große Shift-Unterschiede bei pH-Wert-Änderung resultieren. Da Fluor außer-

dem selten in biologischen Systemen vorkommt und F-C-Bindungen meist sehr stabil sind, 

treten keine Peaküberlagerungen und Abbaureaktionen auf.
[14]

 Anwendung fanden mono-, di- 

und trisubstituierte Fluor-α-methylalanine, beispielsweise für Messungen in menschlichen 

Lymphozyten
[76]

 sowie Leberzellen von Ratten
[35]

, wobei hier die Esterformen eingeführt und 

in den Zellen zur eigentlichen Zielsubstanz metabolisiert wurden. Pfeffer et al. übertrugen die 

Methode 2004 auf Maiswurzeln.
[57]

 Die Nutzung von di- und trifluoriertem α-Methylalanin 

(pKS-Werte von 7,3 bzw. 5,9
[76]

) ermöglichte sowohl die Bestimmung des schwach basischen 

pH-Werts des Cytoplasmas als auch den der sauren Vakuole. Trifluormethylalanin stellt also 

eine sensitivere Alternative für die Untersuchung von Vakuolen dar. Allerdings besteht auch 

hier eine Abhängigkeit der Titrationskurve von anderen Faktoren außer dem pH-Wert. So 

wurde der Einfluss der Temperatur sowie der K
+
-Konzentration nachgewiesen. Na

+
, Mg

2+
 und 

Ca
2+

 spielen dagegen keine Rolle.
[76]
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3. Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Protoplastierung der Papaver nudicaule-Kronblätter 

Die Färbung von Kronblättern hängt nicht nur von den Absorptionseigenschaften der enthal-

tenen Farbstoffe ab, sondern wird auch durch Oberflächenphänomene wie die Epidermiszell-

form oder die Ausbildung von Wachsschichten beeinflusst.
[56]; [81]

 Liegt der Fokus – wie in 

der vorliegenden Arbeit – auf den chemischen Bedingungen in der Pflanze, ist eine Trennung 

von den biologisch-physikalischen Effekten hilfreich. Eine mögliche Umsetzung dessen be-

steht in der Verwendung von Protoplasten. Es handelt sich dabei um die kleinsten selbststän-

dig lebensfähigen Einheiten der Pflanzenzelle, die durch Auflösen der Zellwände mittels Cel-

lulasen und Pektinasen aus dem Verband herausgelöst werden (vgl. Kapitel 4.4). Die Proto-

plasten eignen sich gut zur Untersuchung der Farbstoffe, da sie die intakte Vakuole, den Spei-

cherort derselben, enthalten.
[88]

 

Der Versuch einer Protoplastierung der Kronblätter von Papaver nudicaule war erfolgreich. 

Zur Beobachtung des Reaktionsfortschritts diente ein Mikroskop (vgl. Abbildung 9). Die 

Zellwände, welche das Material wenig lichtdurchlässig machen und es schwarz erscheinen 

lassen, wurden von den Rändern ausgehend durch die Enzyme aufgelöst. Weitere Angriffs-

punkte bildeten die erhöht auf der Blattoberfläche liegenden Stomata (vgl. Abbildung 10a).  

          

Abbildung 9: Protoplastierung eines Blattstreifens nach 0,5/ 1/ 3 und 5 h (vierfache Vergrößerung) 

Schon nach wenigen Minuten der Inkubation begann die Herauslösung einzelner Protoplasten 

aus dem maiskolbenähnlich strukturierten Zellverband. Sie wiesen sehr unterschiedliche 

Durchmesser zwischen 5 und 30 µm auf und wichen bei unvollständigem Abbau der Zell-

wand z. T. von der Kugelform ab (vgl. Abbildung 10c, e). Meist waren die Protoplasten gänz-

lich von der Vakuole ausgefüllt; es existierten jedoch auch Exemplare, in denen das Cyto-

plasma sichtbar war (vgl. Abbildung 10d). Außerdem variierte die Färbung von gelb bis oran-

ge, was auf Abweichungen in der Metabolitenzusammensetzung und möglicherweise des pH-

Werts zwischen den Zellen hindeutet (vgl. Abbildung 10b). 

Die Lagerung der Protoplasten bis zur weiteren Verwendung für verschiedene Analysen er-

folgte in Mannitollösung bei 4 °C, was das Überleben für mehr als 24 h sicherte.  
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Abbildung 10: a) Stoma; b) Herauslösung einzelner Protoplasten unterschiedlicher Färbung; c) Größenvertei-

lung; d) Protoplast mit Vakuolen und Cytoplasma; e) noch nicht vollständig herausgelöste Protoplasten 

3.2 UV/ Vis-spektrometrische Untersuchungen 

Die UV/ Vis-Spektroskopie stellte eine gute Möglichkeit zur Untersuchung der Färbung von 

Papaver nudicaule-Kronblättern und ihrer Erzeugung dar. Die Farbgebung einer Blüte ist 

wichtig für die Attraktion möglicher Pollinatoren und die Durchsetzung der Pflanze gegen 

Konkurrenten.  

Zunächst wurden die Absorptionsspektren verschiedener Kronblätter (Petalen) von Papaver 

nudicaule aufgenommen. Um eine ausreichende Durchlässigkeit für den Lichtstrahl zu ge-

währleisten, war eine Vorbehandlung erforderlich. Die Petalen wurden in Stücke geschnitten 

und in einem Kolben mit Wasser vermindertem Druck ausgesetzt. Hierbei füllt sich der intra-

zelluläre Raum mit Wasser und das Blatt wird transparenter.
[53]

 Die erhaltenen Spektren 

(vgl. Abbildung 11) zeigten ein Maximum zwischen 423 und 439 nm im blauen Bereich so-

wie ein weiteres, jedoch viel schwächeres bei ca. 331 nm. Außerdem waren zwei Schultern 

um 360 sowie 480 nm zu erkennen. Die Unterschiede zwischen verschiedenen Kronblättern 

lassen eine gewisse Variabilität der Färbung innerhalb der Varietät erkennen.  

a) b) c) 

d) e) 
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Abbildung 11: UV/ Vis-Spektren von P. nudicaule-Kronblättern, -Protoplastensuspensionen sowie Nudicaulin I 

Aufgrund der hohen Extinktionen von bis zu 3 Einheiten und einem möglichen Einfluss der 

Oberfläche erfolgte eine zweite Messreihe mit Protoplasten aus Papaver nudicaule-Petalen. 

Ihre UV/ Vis-Spektren glichen denen der Kronblätter, jedoch wiesen Haupt- und Nebenma-

ximum geringere Intensitätsunterschiede auf. 

Eine Gegenüberstellung mit dem mittels HPLC-DAD erhaltenen Spektrum von Nudicaulin I, 

der farbgebenden Substanz von Papaver nudicaule, ergab deutliche Abweichungen 

(vgl. Abbildung 11) zu den vorherigen Messungen. Das Hauptmaximum lag hier bei 464 nm, 

das zweite bei 335 nm. Auch die Breite der Banden sowie die Intensitätsverhältnisse unter-

schieden sich; das Nebenmaximum war in der Pflanze höher, was in der Überlagerung des 

Nudicaulinspektrums mit dem des Kaempferols begründet liegen kann. Im Weiteren wurde 

die Erzeugung des UV/ Vis-Profils der Kronblätter untersucht. 

 

Zunächst erfolgte eine genaue Analyse des isolierten Farbstoffs in der demalonylierten Form 

(Nudicaulin I bzw. II). Aus vorhergehenden Studien war bekannt, dass sich in Abhängigkeit 

von pH-Wert, Konzentration und Lösungsmittel bestimmte Anteile des Nudicaulins in eine 

bisher nicht aufgeklärte Form mit anderen Absorptionseigenschaften reversibel umwandelt 

(Maximum bei 342 nm).
[15]

 So schien die Untersuchung des Einflusses der genannten Parame-

ter auf das gesamte Spektrum geboten. Die Messungen erfolgten in Wasser, dem natürlichen 
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Medium in der Pflanze, unter Verwendung von Quarzküvetten mit 10 (pH-Wert) bzw. 1 mm 

(Konzentration) Schichtdicke.  

Tatsächlich konnte eine Veränderung des Absorptionsverhaltens nachgewiesen werden. Bei 

Variation des pH-Werts einer Nudicaulin II-Lösung (c = 0,07 mg/ml) von 0-3 (vgl. Abbildung 

12a) war das bekannte Spektrum zu beobachten. Jedoch sank mit steigendem pH-Wert die 

Intensität des Hauptmaximums, während die des Nebenmaximums zunahm. Außerdem ver-

schob sich die Wellenlänge der intensiveren Bande von 442 auf 446 nm. Weitere pH-

Steigerungen führten zur kompletten Veränderung des Spektrums und Entfärbung der Lösung 

zu schwach gelb (vgl. Abbildung 12b). Während das Nebenmaximum sich stark verbreiterte 

(330-400 nm), sodass es möglicherweise aus zwei sich überlagernden Banden besteht, exis-

tierten bei höheren Wellenlängen nur noch zwei schwache Schultern mit wechselndem Inten-

sitätsverhältnis bei ca. 460 und 510 nm.  
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Abbildung 12: UV/ Vis-Spektren von Nudicaulin II bei verschiedenen pH-Werten (c = 0,07 mg/ml) 

Eine zweite Testreihe wurde mit verschiedenen Konzentrationen in doppelt deionisiertem 

Wasser mit einem pH-Wert von 5 durchgeführt. Dabei waren zwischen 0,1 und 3 mg/ml gro-

ße Veränderungen zu beobachten (vgl. Abbildung 13). Konzentrationen unter 0,2 mg/ml er-

zeugten schwache Absorptionen bei 385, 471 und 508 nm. Leichte Konzentrationssteigerun-

gen verschoben das Maximum im Violetten hyperchrom sowie hypsochrom um etwa 20 nm. 

Ab 0,4 mg/ml erfolgte die Ausbildung des gewöhnlich beobachteten Hauptmaximums des 

Nudicaulins bei anfangs 453, bis 439 nm bei 3 mg/ml. Dies wurde begleitet durch das Ver-

schwinden der Banden bei 508 und 391 nm sowie die Manifestation einer Schulter bei etwa 

337 nm. 

Konzentriertere Lösungen konnten mit der verwendeten Schichtdicke von 1 mm nicht unter-

sucht werden, da schon ab 2 mg/ml eine überhöhte Extinktion auftrat. 

 

a) b) 
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Abbildung 13: UV/ Vis-Spektren von Nudicaulin II bei verschiedenen Konzentrationen (pH = 5) 

Die Veränderlichkeit des UV/ Vis-Spektrums des Nudicaulins in Abhängigkeit von pH-Wert 

und Konzentration lässt auf strukturelle Umwandlungen im Chromophor, also auch dem 

Grundgerüst des Moleküls schließen, die wahrscheinlich über das Auftreten eines einzigen 

Transformationsproduktes hinausgehen. Insgesamt weisen die Daten darauf hin, dass der pH-

Wert in der Vakuole unter 3 liegt, was jedoch ungewöhnlich wäre, da in den Zellorganellen 

normalerweise nur schwach saure Bedingungen herrschen.
[39]

 Außerdem ist mehr als 1 mg/ml 

Nudicaulin enthalten. Die starke Veränderung des Spektrums bei sehr niedrigen Konzentrati-

onen sowie die nichtlineare Entwicklung der Intensität des Hauptmaximums um 440 nm, wel-

che der Gesetzmäßigkeit nach Lambert-Beer widerspricht, deutet auf eine Stabilisierung der 

Nudicaulinstruktur durch Selbstassoziierungseffekte hin, wie sie beispielsweise für Antho-

cyane beschrieben wurde (vgl. Kapitel 2.4.2).  

Allerdings gelang durch die getrennt durchgeführte Variation der beiden Parameter nicht die 

Nachbildung des Absorptionsspektrums im Kronblatt. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, 

dass entweder die optimalen Bedingungen noch nicht erreicht wurden oder die Nudicauline 

nicht allein für die Färbung verantwortlich sind. Das bereits bekannte Vorhandensein hoher 

Mengen an Kaempferolderivaten erklärt das Nebenmaximum bei 331 nm und birgt die Mög-

lichkeit des Auftretens von Copigmentierungseffekten. 

Zum besseren Verständnis der Mechanismen, die zur Erzeugung des Spektrums von Papaver 

nudicaule-Blüten beitragen, erfolgten Untersuchungen zum Sekundärmetabolitenprofil sowie 

die Quantifizierung der Nudicauline und Kaempferolverbindungen als wichtigste Stoffklas-

sen. Außerdem wurde der Versuch unternommen, den pH-Wert in den Vakuolen zu bestim-

men und das Absorptionsspektrum der Kronblätter mit den gewonnenen Informationen in 

vitro nachzubilden. 

a) b) 
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3.3 Das Sekundärmetabolitenprofil von gelben Papaver nudicaule-Blüten 

Die Kronblätter von Papaver nudicaule enthalten neben den acht Nudicaulin- mindestens 

weitere acht Kaempferol- und drei Gossypetinderivate. Die Anzahl der Flavonoidspezies ist 

somit höher als bisher angenommen. Ihre Isolation und die Quantifizierung der Hauptsubstan-

zen sind Voraussetzung für Untersuchungen zu möglichen Copigmentierungseffekten. 

3.3.1 Isolation und Identifikation der Hauptkomponenten 

Die Auftrennung des methanolischen Rohextrakts der Papaver nudicaule-Kronblätter erfolgte 

mittels präparativer HPLC. Aufgrund von Überlagerungen der verschiedenen Substanzen im 

Chromatogramm war u. a. eine vorherige Fraktionierung in im Sauren geladene (Nudicauline) 

sowie neutrale Derivate (Flavonoide) nötig. Dies erfolgte mittels starker Kationenaustausch-

chromatografie (engl. strong cation exchange, SCX). Der gesamte Trennungsgang wird in 

Kapitel 4.1 beschrieben. Die letzte Fraktion der SCX (B3-Fraktion) enthielt ausschließlich 

Nudicauline und konnte so, als Gesamtheit aller acht Derivate, weiterverwendet oder durch 

Verseifung in die demalonylierten Diastereomere überführt werden. Die vereinigten Fraktio-

nen B1 und B2 dienten als Quelle für Kaempferol- und Gossypetinverbindungen. Zu deren 

Trennung erfolgte die Weiterentwicklung einer bisher für Nudicauline genutzten HPLC-

Methode. Sie begann mit einem 20minütigen, isokratischen Abschnitt (30 % MeOH und 

0,1 %ige wässrige TFA), gefolgt vom Anstieg des Methanol-Anteils um 1 % pro Minute (Me-

thode aHPLC 1, vgl. Kapitel 4.2). Anhand der UV/ Vis-Spektren gelang die Zuordnung der 

Aglykone zu den Peaks des Chromatogramms (vgl. Abbildung 14). 

Innerhalb der ersten 20 Minuten eluierten fünf verschiedene Kaempferolderivate sowie ein 

unbekannter Metabolit mit Absorptionsbanden im UV-Bereich (213, 266 nm). Es schlossen 

sich weitere drei Kaempferol- sowie vier Gossypetinverbindungen an. Aufgrund einer unvoll-

ständigen Abtrennung der Nudicauline während der SCX traten auch weiterhin Überlagerun-

gen auf, u. a. mit dem Kaempferolderivat bei einer Retentionszeit (tR) von 29 min sowie der 

Gossypetinverbindung bei 35,5 min. Außerdem waren einige weitere, jedoch sehr intensitäts-

schwache Signale sichtbar, die unberücksichtigt blieben. 
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Abbildung 14: Chromatogramm B1+2-Fraktion (Methode aHPLC 1, λ = 254 nm) inkl. Zuordnung der Aglykone 

per UV/ Vis-Spektrum sowie der isolierten Verbindungen 

 

Die Isolation reiner Substanzen mittels präparativer HPLC ergab einige Schwierigkeiten. 

Aufgrund der sehr unterschiedlich hohen Extinktion der Peaks war die Fraktionssammlung ab 

einer festgelegten Intensität nicht möglich. Stattdessen wurde eine Zeitprogrammierung an-

gewandt, was jedoch durch Verschiebungen der Retentionszeiten zur Mischung von Fraktio-

nen aus mehreren aufeinanderfolgenden Trennläufen führte. Aus verschiedenen Tests zur Op-

timierung resultierten schließlich folgende elf Substanzen mit überwiegend zufriedenstellen-

der Reinheit (vgl. Abbildung 14; Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Struktur, Retentionszeit und Stabilität der aus gelben P. nudicaule-Kronblättern isolierten Sekundär-

metaboliten 

Fraktion Aglykon tR (min) Stabilität Substituenten 
1
H-NMR ≙ Schliemann

[68]
 

1 Kaempferol 3,9 hoch Glc 1, 2, 3  1 

2 Kaempferol 5,0 mittel Glc 1, 2, 3 + Malo 1 2 

3 X 7,3 gering -   

4 Kaempferol 9,9 gering - (3) 

5 Kaempferol 10,2 mittel Glc 1, 2, 3 + Malo 2 (4) 

6 Kaempferol 14,5 gering Glc 1, 2, 3 + Malo 1, 2 5 

7 Gossypetin 25,8 hoch -   

8 Kaempferol 28,9 hoch Glc 1, 2 7 

9 Kaempferol 32,1 mittel Glc 1, 2 + Malo 1   

10 Gossypetin 36,6 hoch -   

11 Gossypetin 37,3 hoch -   

 

Da die Kaempferolverbindungen neben den Nudicaulinen den größten Anteil an der Gesamt-

menge der Sekundärmetabolite in den Kronblättern einnehmen, lag der Fokus der folgenden 

Untersuchungen auf ihnen. Eine vollständige Strukturaufklärung der isolierten Derivate war 

jedoch im Rahmen dieser Arbeit und aufgrund unzureichender Mengen nicht möglich. Für 

einige Verbindungen gelang indes die Zuordnung zu den von Schliemann et al.
[68]

 identifizier-

ten Substanzen per 
1
H-NMR-Spektroskopie (vgl. Abbildung 15). So stimmen die Signale der 

Fraktionen 1, 2, 6 und 8 mit den publizierten Daten überein (dort Kaempferolderivat 1, 2, 5 

und 7). Außerdem kann vermutet werden, dass es sich bei Verbindung 5 um Kaempferol-3-O-

β-sophorosid-7-O-β-[(6-malonyl)glucosid] handelt. Ein Isomer zu Kaempferol-3-O-β-[(6-

malonyl)sophorosid]-7-O-β-glucosid (2) wurde schon 2006 von Schliemann et al. vorgeschla-

gen, wobei allerdings die Aufklärung der Position des Malonylrests nicht abschließend ge-

lang. Die Signale von H-6″″A/ B im 
1
H-NMR-Spektrum von Verbindung 5 zeigen dabei eine 

Tieffeldverschiebung (δ 4,30/ 4,52) gegenüber den entsprechenden Signalen des Isomers 2 

(δ 3,73/ 3,93), was auf Substitution der OH-Gruppe an C-6″″ hinweist. Die Kaempferolderi-

vate 8 und 9, die in der HPLC später eluieren und somit weniger polar sind, besitzen keine 

Glucoseeinheit 3. Deutlich wird dies am fehlenden Signal des Wasserstoffs am anomeren     

C-1″″ (Erwartungsbereich um δ 5,1) sowie der Hochfeldverschiebung der im Aglykon be-

nachbarten H-6 und H-8 (δ 6,2/ 6,4) im Vergleich zu dreifach glycolysierten Kaempferolen 

(δ ≈ 6,4/ 6,7). Die Verbindung 9 trägt zusätzlich eine Malonylgruppe an Glucose 1 und weist 

deshalb an der betreffenden Position 6 dieser Zuckereinheit die nach tiefem Feld verschobe-

nen Doppeldubletts von H-6″A/ B (δ 4,26/ 4,09) auf. Eine vergleichende Zusammenfassung 

über die isolierten Substanzen bietet Tabelle 1. 
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Abbildung 15: Struktur von Kaempferol-3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-[(6-O-malonyl)-glucosid (6) 

(Verbindung 5 in Schliemann et al.
[68]

) 

Während der Arbeit mit den Kaempferolderivaten zeigte sich die Instabilität mehrerer Ver-

bindungen durch Drift bzw. Aufspaltung einzelner Peaks im HPLC-Chromatogramm bei 

gleichbleibendem UV/ Vis-Spektrum des Aglykons sowie Veränderungen der chemischen 

Verschiebungen im 
1
H-NMR-Spektrum. Längeres Stehen der Substanzen in Lösung über Ta-

ge sowie die Trocknung mittels Vakuumzentrifuge trugen offenbar zur Beschleunigung der 

Umlagerung bei. Da die Substituierungen der Kaempferolderivate denen der Nudicauline 

gleichen (vgl. Abbildung 15), erklären sich die Strukturveränderungen wahrscheinlich durch 

Wanderung der Malonylgruppen an den Zuckern. Solche Umlagerungen sind sowohl allge-

mein für acylierte Kohlenhydrate
[80]

 als auch speziell für Malonylreste an Flavonoidglycosi-

den
[61]; [87]; [61]

 und Betalainen
[86]

 beschrieben. Untersuchungen bewiesen eine Begünstigung 

der Reaktionen bei Anwesenheit von Säure oder Base.
[80]; [86]

 Die stabilste ist dabei die an der 

Hydroxylgruppe von C-6 des Zuckers acylierte Verbindung und die Wanderung der Substi-

tuenten erfolgt vornehmlich in diese Richtung.
[9]

 Da als Intermediat der Acylumlagerung ein 

sechs- bzw. fünfgliedriger, ringförmiger ortho-Ester vorgeschlagen wurde, müssen die betei-

ligten Hydroxylgruppen die richtige sterische Position besitzen.
[9]; [80]; [86]

 So treten die rever-

siblen O-4→6- und O-1α→2-Wanderungen besonders häufig auf, während O-3→4- und      

O-1β→2-Wanderungen gehemmt sind.
[80]

 Im Falle der Kaempferolderivate in Papaver nudi-

caule wiesen die Verbindungen 1 und 8 erwartungsgemäß eine hohe Stabilität auf, da sie kei-

ne Malonylgruppen besitzen. Bei allen einfach malonylierten Substanzen (Fraktionen 3, 5, 9) 

wurden nur geringe Anteile umgewandelt, wohingegen sich das doppelt acylierte Kaem-

pferolderivat 6 vollständig zersetzte. Gleichermaßen instabil war Fraktion 4, die z. T. zu Ver-

bindung 6 reagierte. Dies stützt die Vermutung von Schliemann et al., dass es sich hierbei 

ebenfalls um ein Derivat mit zwei Malonylsubstituenten handelt. 



22 

3.3.2 Quantifizierung von Nudicaulinen und Kaempferolderivaten 

Die absolute Quantifizierung von Nudicaulinen und Kaempferolderivaten in Papaver nudi-

caule beruhte auf einer Massenbilanz, ausgehend von den frischen Kronblättern von 52 Blü-

ten. Per Feinwaage wurden Trockenmasse und Wasserverlust nach Vakuumtrocknung sowie 

anschließend die Massen der einzelnen Fraktionen des Trennungsgangs bis zur SCX bestimmt 

(vgl. Tabelle 2). Die Parallelführung von vier Aliquoten, zwei davon mit Kaempferolhydro-

chlorid als internem Standard (IS), diente der statistischen Absicherung. Da sich die Flüssig-

keit der Kronblätter fast vollständig in den Vakuolen befindet, entspricht die Massendifferenz 

zwischen frischem und getrocknetem Material in etwa der Wassermenge, in der die Farbstoffe 

der Blüte gelöst vorliegen. Dies ermöglichte die Bestimmung von Nudicaulin- und Kaem-

pferolkonzentrationen in der Pflanze, welche einen wichtigen Hinweis für die Aufklärung der 

Farberzeugung darstellen. 

Tabelle 2: Massenbilanz für den Trennungsgang der P. nudicaule-Kronblätter 

  Aliquot 1 Aliquot 2 Aliquot 3 Aliquot 4 

mnass (mg) 1636,5 

mtrocken (mg) 234,0 

mWasser (mg) 1402,5 

mRE (mg) 126,3 130,1 127,6 131,6 

mRE+IS (mg) 

  

128,0 132,0 

mA1 (mg) 85,9 89,2 91,5 93,4 

mA2 (mg) 36,9 36,1 35,2 35,0 

mA3 (mg) 0,2 0,2 0,4 0,8 

mAges (mg) 123,0 125,5 127,1 129,1 

Verlust (%) 2,6 3,5 0,6 2,2 

mB1+2 (mg) 38,8 41,1 39,7 41,3 

mB3 (mg) 19,3 19,2 19,2 18,3 

cNudi, Vakuole (mg/ml) 13,7 13,7 13,7 13,0 

cNudi (mg/g mtrocken) 82,3 82,1 82,1 78,1 

cNudi (mg/g mnass) 11,8 11,7 11,7 11,2 

 

Die Nudicauline wurden als Gesamtheit aller Derivate in Summe betrachtet. Eine Aufschlüs-

selung in die Einzelsubstanzen mittels externer Kalibrierung per HPLC-DAD war hingegen 

aufgrund der reversiblen Umwandlung in die jeweiligen Transformationsprodukte nicht mög-

lich.
[15]

 Die B3-Fraktion des Trennungsgangs enthält die von anderen Verbindungen befreite 

Nudicaulinmischung, welche der ursprünglich in der Pflanze vorliegenden gleicht (vgl. Ab-

bildung 27). Somit eignete sie sich für die Quantifizierung. Die Berechnungen ergaben durch-

schnittliche Nudicaulingehalte von 81,2 mg/g Trocken- bzw. 13,5 mg/g Feuchtmasse, was 

einer Konzentration von 13,7 mg/ml in den Vakuolen entspricht. Dieser Befund übersteigt 
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weit die bisher per UV/ Vis-Spektroskopie untersuchten Konzentrationen. Außerdem ent-

spricht der Gehalt dem Fünffachen der Menge, die Tatsis et al. 2013 aus gelben Papaver nu-

dicaule-Blüten erhielten.
[74]

 Gründe für die Abweichung könnten Verluste bei der dort der 

Quantifizierung vorgeschalteten Hydrolyse sein oder die Tatsache, dass ein Großteil der Nu-

dicauline als Transformationsprodukt vorlag, welches bei der gewählten Messwellenlänge 

nicht detektierbar ist. Möglicherweise bestehen auch biologisch oder saisonal bedingte Varia-

bilitäten im Blütenmaterial. 
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Abbildung 16: Kalibrierung der Kaempferolderivate mittels HPLC-DAD (Methode aHPLC 3 bzw. 4; 

λ = 351 nm) 

Die Quantifizierung der Kaempferolverbindungen erfolgte durch Kalibrierung mittels HPLC-

DAD aus der Mischung mit den anderen Sekundärmetaboliten in Fraktion B1+2. So gelang 

die Aufgliederung in verschieden substituierte Derivate und die Bestimmung ihrer Konzentra-

tion in der Pflanze. Voraussetzung war eine Basislinientrennung der einzelnen Peaks, was in 

den meisten Fällen mit Methode aHPLC1 erreicht werden konnte. Zur Kalibrierung des ers-

ten, isokratischen Abschnitts diente aus Kronblättern isoliertes Kaempferol-3-O-β-[(6-malo-

nyl)sophorosid]-7-O-β-glucosid; für den folgenden Gradienten kam Kaempferolhydrochlorid 

(Sigma Aldrich) zum Einsatz (vgl. Abbildung 16). Der Messbereich wurde nach Vorversu-

chen auf 0,001-0,01 mg/ml festgelegt, um die Bestimmung der Kenngrößen der Kalibrierung 

zu ermöglichen. Zur Validierung der Methoden erfolgte eine Prüfung von Linearität, Ausrei-

ßerfreiheit und Varianzhomogenität (Details siehe Kapitel 4.2). 
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Die Kalibrierungen ermöglichten eine Quantifizierung der Kaempferolderivate anhand von 

HPLC-Läufen der vereinigten Fraktionen B1+2 der SCX. Zur Überwachung etwaiger Sub-

stanzverluste während des Trennungsgangs wurde in zwei von vier Aliquoten Kaem-

pferolhydrochlorid als interner Standard mitgeführt. Die Messung der einzelnen Fraktionen 

erfolgte nach Trocknung und Auswaage bei einer spezifischen Konzentration, um den Bezug 

auf Trockenmasse etc. zu gewährleisten. Die Chromatogramme zeigten jedoch nach der Kat-

ionenaustauschchromatografie eine starke Zersetzung der Kaempferolverbindungen, vor al-

lem des Hauptpeaks bei tR = 14,5 min (vgl. Abbildung 17). Dabei entstanden durch Abspal-

tung der Zucker auch signifikante Mengen des Aglykons (tR = 52,1 min). Dies war bisher 

noch nicht beobachtet worden.  

 

Abbildung 17: Vergleich der HPLC-Chromatogramme von Rohextrakt und Fraktion B1+2 (Methode aHPLC 1, 

λ = 351 nm): Zersetzung der Kaempferolderivate während der absoluten Quantifizierung 

Es folgte eine Wiederholung des Versuchs mit zwei weiteren Aliquoten, jedoch ohne Trock-

nung der Fraktionen zwischen den einzelnen Trennschritten. Lediglich die Volumina wurden 

bestimmt. Letztere hingen maßgeblich von der zur vollständigen Elution vom Festphasenbett 

nötigen Lösungsmittelmenge ab und fielen demensprechend groß aus. Es resultierten z. T. 

sehr geringe Konzentrationen nahe der Bestimmungsgrenze (vgl. Anhang, Tabelle A1). 

Quantifiziert wurden alle Peaks mit Kaempferolaglykon, darunter auch solche, bei denen kei-

ne Identifizierung und Isolation vorlag (Verbindungen 12-15). Auffällig ist die deutlich nied-

rigere Konzentration der weniger polaren Derivate, die zwischen 20 und 50 min eluieren. Sie 

weisen nach bisherigem Erkenntnisstand nur zwei Glucoseeinheiten auf. Die Gesamtkonzen-

tration aller Kaempferolverbindungen in den Vakuolen beträgt 12,5 mg/ml und gleicht somit 

der der Nudicauline (vgl. Abbildung 18). Über 60 % entfallen auf Kaempferol-3-O-β-[(6-
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malonyl)sophorosid]-7-O-β-[(6-O-malonyl)-glucosid (6), was sich mit den Beobachtungen 

bei den gleich substituierten Nudicaulinen deckt. Der zweite dominante Peak ist Kaempferol-

3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-glucosid (2, 15 %) zuzuordnen; die Anteile aller ande-

ren Kaempferolderivate bewegen sich im einstelligen Bereich. 
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Abbildung 18: Konzentrationen der Kaempferolderivate (inkl. Vertrauensbereich) und der Summe aller Nudi-

cauline (Fraktion B3) in Kronblättern von P. nudicaule 

Besonders bei den sehr gering konzentrierten Derivaten und mit dem Wissen um die Instabili-

tät der Verbindungen stellt sich die Frage, ob die beschriebene Zusammensetzung jener in der 

Pflanze entspricht oder aus Umlagerungen während des Trennungsgangs resultiert. Verglei-

che der zur Quantifizierung genutzten Chromatogramme mit denen von direkt gemessenen 

Rohextrakten zeigten eine weitgehende Übereinstimmung, sodass etwaige Reaktionen bereits 

während der Extraktion stattfinden müssten. Dem steht entgegen, dass die Zersetzung des 

instabilsten bekannten Kaempferolderivats (6) ein Metabolitmuster vieler sich überlagernder 

Peaks sowie einige Substanzen mit hoher Retentionszeit erzeugt, was in Rohextraktmessun-

gen nicht beobachtet wurde (vgl. Anhang, Abb. A1). Es kann also davon ausgegangen wer-

den, dass die ermittelten Sekundärmetabolitkonzentrationen den Zustand in der Blüte gut re-

präsentieren. 

3.4 Sekundärmetabolitenprofile der Entwicklungsstadien der Knospen 

Bisherige Untersuchungen von Warskulat
[83]

 zur Produktion der verschiedenen Sekundärme-

tabolite in den Entwicklungsstadien der Papaver nudicaule-Knospen (vgl. Kapitel 2.1 und 

2.2) erfolgten mit Schwerpunkt auf den Nudicaulinen und ihren Anthocyanvorstufen. Im 
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Rahmen dieser Arbeit wurde die Betrachtung auf die Flavonole ausgedehnt, um Hinweise auf 

deren Funktion und eventuelle Wechselwirkungen mit den Nudicaulinen zu erhalten. Für die 

Analysen der filtrierten Rohextrakte jeweils mehrerer Knospen der fünf Stadien kam die 

schon für die Quantifizierung genutzte HPLC-DAD-Methode (Methode aHPLC 1, vgl. Kapi-

tel 4.2) zur Anwendung. Dabei wurde die Extraktion mit jeweils 4 ml Lösungsmittel 

(H2O : MeOH 1:1) pro Gramm Kronblattmaterial innerhalb von 20 min im Ultraschallbad 

durchgeführt, um eine qualitative Vergleichbarkeit der Peakflächen zu ermöglichen. Die Zu-

ordnung der Signale zu den verschiedenen Aglykonen geschah anhand der UV/ Vis-Spektren. 

Tabelle 3 zeigt die Peakflächen der einzelnen (unterscheidbaren) Derivate, die aus der DAD-

Spur mit der jeweils höchsten Sensitivität entnommen wurden. Auf eine Quantifizierung, die 

Kalibrierungen für jedes Aglykon erfordert hätte, wurde verzichtet, da im Rohextrakt durch 

unzureichende Auftrennung zu viele Überlagerungen das Ergebnis verzerren. 

Tabelle 3: Integrale der HPLC-Peakflächen unterschiedlich substituierter Aglykone in P. nudicaule-Knospen 

(höhere Konzentration entspricht dunklerer Färbung) 

 
Peakfläche (mAU) 

 
 

Peakfläche (mAU) 

tR (min) ES 1 ES 2 ES 3 ES 4 ES 5   tR (min) ES 1 ES 2 ES 3 ES 4 ES 5 

Kaempferol (λ = 351 nm) 
    Nudicaulin (λ = 461 nm)     

5,0 (2) 244 867 819 960 1958   28,1 - - 264 1866 5169 

9,9 (4) 15 135 266 459 1191   28,7 - - 213 1443 4011 

10,2 (5) 87 277 323 478 534   33,0 - - - 158 686 

14,5 (6) 611 2508 4258 7449 13825   33,6 - - 77 738 2866 

17,9 (12) - - 109 272 516   34,2 - - 96 864 3354 

20,9 (13) 144 640 552 572 733   34,7 - - 1369 10480 24980 

28,9 (8) 241 751 278 338 1595   35,0 - - 1067 9260 26875 

32,1 (9) 596 2268 1894 1741 1916   37,7 - - 76 581 1234 

Pelargonidin (λ = 461 nm)     
 

Gossypetin (λ = 351 nm)     

3,2 - 311 591 773 167   25,8 (7) - - 296 1271 3152 

3,6 - 444 956 618 103   36,6 (10) - - 108 313 656 

8,3 267 1748 4367 4500 845   37,3 (11) - - 64 267 608 

       

Substanz X (λ = 251 nm)      

      
  7,3 (3) - - 3316 7378 8682 

 

Nachstehende qualitative Aussagen können jedoch bereits anhand der hier vorliegenden Da-

ten getroffen werden: Gelbe Papaver nudicaule-Pflanzen beginnen am Anfang der Blütenbil-

dung mit der Produktion verschiedener Kaempferolderivate, deren Menge bis zum Aufblühen 

steigt. Während in Entwicklungsstadium (ES) 1 und 2 jeweils 30 % des Gesamtkaempferol-

gehalts auf die Verbindungen 6 und 9 entfällt, wächst danach der Anteil von Kaempferol-3-O-

β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-(6-malonyl)glucosid an. Gleichzeitig sinkt der des Kaem-
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pferol-3-O-β-[(6-malonyl)sophorosids]. Letzterem ähnelt das Verhalten der anderen beiden 

im zweiten Abschnitt der Methode eluierenden Substanzen (13, 8). Möglicherweise handelt es 

sich also bei den zweifach glycolysierten Kaempferolen um Vorstufen, die in späteren Ent-

wicklungsstadien teilweise weiter substituiert werden. Ähnliche, jedoch schwächere Tenden-

zen zeigen die Verbindungen bei 5,0 und 10,2 min (2, 5), welche drei Glucose-, jedoch nur 

eine Malonyleinheit besitzen. Kurz vor dem Aufblühen entfallen über 60 % auf Kaempferol-

3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-(6-malonyl)glucosid (6), das demzufolge wahrschein-

lich die Zielsubstanz der Biosynthese darstellt. Offenbar tritt jedoch in ES 5 ein vorzeitiger 

Aktivitätsabfall des bzw. der beteiligten Enzyms/ Enzyme auf, sodass die Produktion einge-

stellt und nicht alle Vorstufen vollständig in Verbindung 6 umgewandelt werden. 

Übereinstimmend mit Warskulat
[83]

 beginnt die Bildung der drei Pelargonidinderivate eben-

falls im ersten bzw. zweiten ES, bleibt im dritten und vierten auf hohem Niveau und sinkt 

dann drastisch ab. Die geöffnete Blüte enthält keine oder lediglich Spuren von Anthocyanen.  

Ab Stadium 3 treten erstmals Nudicauline auf. Dies steht im Widerspruch zur Einteilung nach 

Warskulat, wo die Verbindungen zur Abgrenzung des vierten Stadiums dienen. Grund für das 

verfrühte Vorkommen ist, dass die Untersuchung nicht an einzelnen Knospen sondern an 

Sammelproben und die Zuordnung zu den ES per Auge geschah, was fehlerhafte Einordnun-

gen begünstigt. Zeitgleich mit den Nudicaulinen können Gossypetinderivate sowie eine unbe-

kannte Substanz X beobachtet werden. 

3.5 Bestimmung des pH-Werts in der Vakuole 

Wie in Kapitel 3.2 ausgeführt, besteht eine starke Abhängigkeit zwischen dem Absorptions-

spektrum der Nudicauline sowie Konzentration und pH-Wert der Lösung. Die Höhe der ersten 

Einflussgröße (13,5 mg/ml) wurde mittels Massenbilanz bestimmt. Nachfolgend stand die 

Ermittlung des vakuolären pH-Werts im Fokus. Dafür existieren in der Literatur verschiedene 

Ansätze (vgl. Kapitel 2.5). Die einfachste Möglichkeit, die Messung des ausgepressten 

Zellsaftes, bietet aufgrund der Vermischung der verschiedenen Kompartimente nur einen gro-

ben Richtwert. Er betrug für die gelben Papaver nudicaule-Petalen 4,75 pH-Einheiten. Dies 

liegt etwas oberhalb der gewöhnlich beobachteten Werte zwischen 5 und 6, jedoch noch nicht 

in dem Bereich, in dem das Nudicaulinspektrum die typische Absorption um 450 nm auf-

weist. Um genauere Ergebnisse zu erzielen, wurde deshalb an zwei verschiedenen Lösungsan-

sätzen gearbeitet: Zum einen erfolgte der Versuch einer Reproduktion des Blütenspektrums 

durch Mischen von Nudicaulinen und Kaempferolderivaten im richtigen Verhältnis, mit den 

zuvor bestimmten Konzentrationen und anschließender Variation des pH-Werts.
[45]

 Außerdem 
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wurde eine 
19

F-NMR-Methode mit Einführung von Trifluormethylalanin in die Pflanze adap-

tiert.
[57]

 Letztere bietet gegenüber der Messung von zelleigenem Phosphat den Vorteil einer 

höheren Sensitivität im erwarteten sauren pH-Wert-Bereich. Außerdem sind weniger Störein-

flüsse bekannt. Aufgrund des fehlenden apparativen Aufbaus sowie der schwierigen Handha-

bung wurde die Nutzung von proton-selektiven Mikroelektroden dagegen nicht in Betracht 

gezogen. Auch eine Bestimmung über fluoreszierende oder radioaktiv markierte basische 

Substrate schien durch häufig beschriebene Überakkumulationseffekte weniger gut geeignet 

(vgl. Kapitel 2.5). 

3.5.1 In vitro-Reproduktion des Absorptionsspektrums 

Die Nudicauline für die in vitro-Reproduktion des Papaver nudicaule-Absorptionsspektrums 

wurden als Mischung der verschiedenen Derivate aus der B3-Fraktion des Trennungsgangs 

bezogen. Ihre Konzentration betrug 13,5 mg/ml. Den Kaempferolanteil sollten die dominan-

testen der isolierten Fraktionen (vgl. Kapitel 3.3.1) bilden. Jedoch zeigte eine erneute HPLC-

DAD-Messung die Umlagerung der Hauptsubstanz (6), welche somit nicht mehr verwendbar 

war. Stattdessen wurde Kaempferol-3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-glucosid (2), das 

zweithäufigste Kaempferolderivat in den Kronblättern von Papaver nudicaule, eingesetzt. 

Diese Verbindung wies die erforderliche Stabilität auf und war in ausreichendem Maße vor-

handen, um die Gesamtkonzentration aller Kaempferolverbindungen von 12,5 mg/ml zu er-

reichen. Die genannten Stoffe wurden in doppelt deionisiertem Wasser gelöst und der pH-

Wert mit Hilfe von Salzsäure und Natriumhydroxid zwischen 1 und 6,5 variiert. 
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Abbildung 19: UV/ Vis-Spektren der in vitro-Mischung von Nudicaulinen (B3-Fraktion, 13,3 mg/ml) und    

Kaempferol 2 (12,5 mg/ml) bei unterschiedlichen pH-Werten 
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Die sehr hohen Farbstoffkonzentrationen führten zu einer Undurchlässigkeit der Probe für den 

Lichtstrahl und machten die Messung mit normalen Küvetten der Schichtdicke 1 mm unmög-

lich. Durch Einsatz eines nano Drop-Geräts gelang die Verringerung der Weglänge des Lich-

tes um das Zehnfache. Die Lösung war jedoch noch immer zu hoch konzentriert, was zu einer 

verfälschten Darstellung der Spektren führte (vgl. Abbildung 19), besonders im UV-Bereich, 

in dem die Kaempferolderivate absorbieren. Deutlich erkennbar ist dennoch ein isosbestischer 

Punkt bei ca. 503 nm, in dem sich die Graphen schneiden. Ähnliche Kurvenscharen können 

auch bei anderen pH-Wert-abhängigen Farbstoffen wie Bromthymolblau beobachtet werden. 

In der Lösung liegt dort ein Säure-Base-Gleichgewicht vor, wobei im isosbestischen Punkt die 

Extinktionskoeffizienten beider Formen gleich sind, sodass die Absorption nicht vom pH-

Wert, sondern nur von der Konzentration abhängt.  

Auch für die Nudicauline ist ein solcher Mechanismus vorstellbar, da im Sauren eine Proto-

nierung des Stickstoffs stattfindet. Die Säureform hätte dann das für die gelbe Farbe verant-

wortliche Maximum bei etwa 450 nm, während die Basenform bei 517 nm absorbieren würde. 
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Abbildung 20: Ausgewählte UV/ Vis-Spektren der in vitro-Mischung von Nudicaulinen (B3-Fraktion, 

13,3 mg/ml) und Kaempferol 2 (12,5 mg/ml) in Abhängigkeit vom pH-Wert (--- geglättet mittels FFT-Filter) 

Abbildung 20 fasst Spektren ausgewählter pH-Werte zusammen, wobei die Kurven im 

schwach sauren Bereich zugunsten der Übersichtlichkeit erst ab 400 nm dargestellt sind. Es 

existieren drei Maxima, wovon ersteres hauptsächlich auf das Kaempferolderivat 2 zurückzu-

führen ist, die beiden anderen auf die Nudicauline (B3-Fraktion). Bei 517 nm ist nur zwischen 

pH = 6,2 und 4,7 eine Absorption zu beobachten. Die Extinktion sinkt mit dem pH-Wert. Et-

wa ab pH = 5 beginnt die Ausbildung des für die gelbe Färbung typischen Maximums bei 
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454 nm. Letzteres nimmt über eine pH-Einheit an Intensität zu; danach stagniert die Extinkti-

on bei 1,5 mAU. Die Lage wird hypsochrom um etwas mehr als 10 nm verschoben. Außer-

dem verändert sich das Verhältnis zwischen den beiden intensivsten Absorptionsbanden: 

Während bis pH ≈ 4 die Extinktion der UV-Bande höher ist, kehrt sich dies bei pH < 2,5 um. 

Dieser Befund muss allerdings aufgrund der Abschwächung der Extinktion durch die hohe 

Konzentration sowie die Glättung der Kurven unter Vorbehalt erfolgen. Auch über die genaue 

Lage des UV-Maximums um 350 nm kann aus diesem Grund keine Aussage getroffen wer-

den. 
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Abbildung 21: Vergleich ausgewählter Spektren von P. nudicaule in vivo und vom Reproduktionsexperiment    

in vitro 

Allein durch einen Vergleich mit den Spektren der Kronblätter und Protoplasten (vgl. Abbil-

dung 21) ist die genaue Bestimmung des pH-Werts in der Pflanze nicht möglich. Erstens wei-

sen die Petalen eine gewisse Variationsbreite auf, was sich u. a. in der unterschiedlichen Lage 

des Hauptmaximums äußert. Zudem wurden die in vitro-Spektren geglättet und eine klar defi-

nierte Position der Absorptionsbande war auch hier nicht erkennbar. Dennoch können die 

Ergebnisse zur Eingrenzung der vakuolären Bedingungen dienen. Da den in vivo-Spektren das 

Maximum bei 517 nm fehlt, muss der pH-Wert kleiner als 4,5 sein. Weiterhin besitzt die 

450 nm-Absorptionsbande eine höhere Intensität als die bei 350 nm. Das Phänomen ist in den 

Kronblattspektren stärker als in denen der Protoplasten, was auf einen gewissen Einfluss der 

Zellwände hinweisen könnte. Dies bedeutet wiederum für den pH-Wert, dass er möglicher-

weise unter 2,5 (E450nm > E350nm), mindestens aber unter 3,8 (E450nm ≈ E350nm) liegt. 
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3.5.2 
19

F-NMR-Spektroskopie  

(in Zusammenarbeit mit Dr. Christian Paetz) 

Die Bestimmung des pH-Werts mithilfe von 
19

F-NMR-Spektroskopie wurde bisher nur ein-

mal an pflanzlichem Gewebe durchgeführt. Pfeffer et al. inkubierten dafür Maiswurzeln mit 

2-Amino-3,3‘-difluoro- sowie 2-Amino-3,3,3-trifluoro-2-methylpropansäure, woran sich die 

in vivo-Messung im belüfteten Puffer anschloss.
[57]

 Im Fall von Papaver nudicaule müsste die 

Übertragung der Methode auf die Kronblätter erfolgen. Da sich das feste organische Material 

sowie die Zirkulation des Mediums negativ auf die Magnetfeldhomogenität und damit die 

Sensitivität auswirken, wurde in dieser Arbeit der Versuch unternommen, anstatt von Blatt-

stücken Protoplasten zu verwenden und ohne Belüftung zu messen. Als Substrat diente auf-

grund des zu erwartenden sauren pH-Werts 2-Amino-3,3,3-trifluoro-2-methylpropansäure 

(Trifluormethylalanin, F3ALA), welche einen pKS-Wert von 5,9
[76]

 besitzt. Ihre Einführung in 

die Protoplasten geschah durch Diffusion aus dem Inkubationsmedium. Letzteres bestand im 

Gegensatz zu Pfeffer et al.
[57]

 nicht aus HEPES-Puffer (Hydroxyethylpiperazin-Ethan-

sulfonsäure), da dieser zur Zerstörung der Protoplasten führte, sondern aus MES/ Tris-

gepufferter oder reiner Mannitollösung. Zur Einsparung der Inkubationszeit wurde das 

F3ALA teilweise schon direkt während der Protoplastierung zugegeben. Per Mikroskop waren 

keine Veränderungen im Vergleich zu den unbehandelten Zellkörpern erkennbar und die 

Spektren zeigten lediglich geringe Intensitätsunterschiede (vgl. Abbildung 22). Es wurde also 

davon ausgegangen, dass die Vorbehandlung keinen oder einen zu vernachlässigenden Ein-

fluss ausübt. 
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Abbildung 22: UV/ Vis-Spektren von unbehandelten und mit F3ALA inkubierten Protoplasten aus P. nudicaule 

Die ersten NMR-Experimente zielten darauf ab, ein 
19

F-Signal aus inkubierten Protoplasten 

zu erhalten. Zur Verringerung von Feldinhomogenitäten wurde eine möglichst dichte Packung 
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der wandlosen Zellen durch das Sedimentieren per Hand-Zentrifugation angestrebt. Als exter-

ner Standard diente Natriumfluorid in D2O (c = 0,46 mmol/l). Die Lösung befand sich in ei-

nem NMR-Röhrchen mit einem Durchmesser von 5 mm; das 
19

F-Signal besaß eine chemische 

Verschiebung von -122,2 ppm. Die mit F3ALA versetzte Protoplastensuspension (0,6 mol/l 

Mannitol; 0,5 mmol/l F3ALA in H2O) wurde in einem 3 mm Röhrchen hinzugefügt, um den 

Diffusionsprozess per NMR-Messung beobachten zu können. Dabei sollten zwei Signale auf-

treten: das erste von F3ALA im Medium und ein zweites, tieffeldverschobenes, von den Mo-

lekülen im sauren Milieu der Vakuole. Die Messungen zeigten jedoch nur ein Singulett, wel-

ches sich mit der Zeit zu höheren δ-Werten verlagerte und deshalb bei Akkumulation von 

5 K Scans eine sehr breite Schulter ergab. Eine erneute Überprüfung der Probe am nächsten 

Tag erbrachte dann wieder einen definierten Peak, der im Vergleich zum ersten um 0,17 ppm 

tieffeldverschoben war. Er entsprach dem F3ALA im Medium nach dem Zerplatzen aller Pro-

toplasten (Überprüfung per Mikroskop), welche dabei mit ihrem sauren Inhalt den pH-Wert 

des Mediums senkten. Dies erklärt den beobachteten zeitabhängigen Signaldrift (vgl. Abbil-

dung 23a). Alle gemessenen Spektren gehörten folglich ausschließlich zum F3ALA außerhalb 

der Zellkörper, möglicherweise, weil die Diffusionszeit zu kurz war. 

Das Absinken des pH-Werts durch Zerplatzen der Protoplasten wurde per Elektrode bestätigt. 

Sowohl bei inkubierten als auch bei nicht inkubierten Zellkörpern begann nach etwa 40 min 

das Absinken des pH-Werts der Mannitollösung von 5,35 auf 4,8. Erst nach über 4 Stunden 

waren alle Protoplasten zerstört. Auch die Anwendung von Ultraschall erbrachte keine weite-

re pH-Wert-Änderungen (vgl. Abbildung 23b). 
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Abbildung 23: a) 
19

F-NMR-Spektren von F3ALA im Medium außerhalb der Protoplasten; b) pH-Wert-

Entwicklung des Mediums bei Zerplatzen der Protoplasten (rechts) 

Für das zweite Experiment wurde die Inkubationszeit der Protoplasten deutlich erhöht, um die 

Diffusion des F3ALA zu ermöglichen. Probe 1 bestand aus nach der Protoplastierung in Man-

a) b) 
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nitollösung inkubierten Zellkörpern, bei Probe 2 erfolgten beide Vorgänge gleichzeitig im 

gepufferten Medium. Kurz vor der NMR-Messung wurde die Inkubationslösung abzentrifu-

giert und die Protoplasten einmal gewaschen, um das umgebende F3ALA zu entfernen. Für 

die Erzeugung von vom Rauschen unterscheidbarer Peaks war die Akkumulation von 

5 K Scans erforderlich. Die Messungen beanspruchten eine entsprechend lange Zeit und es 

kann vom Zerplatzen eines Teils der Protoplasten ausgegangen werden, weshalb im Spektrum 

jeweils zwei Signale auftraten. Diejenigen um δ = -75,6 ppm wurden dem F3ALA in den Va-

kuolen, die anderen beiden dem im Medium zugeordnet. Da letzteres bei Probe 2 auf pH = 6,3 

gepuffert war, ist das entsprechende Signal hochfeldverschoben (vgl. Abbildung 24). 

Die beiden Experimente zeigen leicht verschiedene pH-Werte für die Vakuolen an 

(Δδ = 0,04 ppm). Da es sich um zwei getrennte Ansätze handelte, können die Gründe dafür in 

einer Variation im Blütenmaterial selbst oder in der unterschiedlichen Behandlung der Proben 

liegen. 

 

Abbildung 24: 
19

F-NMR-Spektren Vergleich Medium und Protoplasten 

Zur Ermittlung des pH-Werts aus der chemischen Verschiebung des 
19

F-Signals war eine Ka-

librierung erforderlich. Dazu wurden Standards im pH-Bereich zwischen 6 und 3,5 herge-

stellt. Sie enthielten in Anlehnung an Pfeffer et al.
[57]

 jeweils 0,5 mmol/l F3ALA, 5 mmol/l 

MgSO4, 100 mmol/l KCl sowie 10 mmol/l Na2HPO4. Die gemessenen chemischen Verschie-

bungen der 
19

F-Standards zeigten erwartungsgemäß eine große Änderung im Bereich des 

pKS-Werts des Analyten und näherten sich einander dann immer weiter an (vgl. Abbildung 

25). Ab pH 4 blieben die δ-Werte nahezu konstant, befanden sich jedoch noch in zu großer 
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Entfernung von dem 
19

F-Signal in der Vakuole, sodass eine Bestimmung des pH-Werts in 

vivo nicht möglich war. Folglich nehmen zusätzlich noch andere Faktoren Einfluss auf die 

chemische Verschiebung der Standards. Der Versuch, ohne Kaliumzusatz zu arbeiten, wel-

ches laut Taylor et al.
[76]

 als Variable zu berücksichtigen ist, erbrachte zwar einen geringen, 

jedoch unzureichenden Tieffeldshift. Eine weitere mögliche Einflussgröße ist die Konzentra-

tion. Bei einer Testmessung mit 20facher Verdünnung des Standards pH = 5 traten unerwartet 

zwei Signale auf, eines bei -75,8 ppm, also nahe des zuvor gemessenen Werts, und das zweite 

im Bereich der Vakuolensignale. Eine Erklärung für dieses Phänomen könnten konzentrati-

onsabhängige Assoziationseffekte der F3ALA-Moleküle sein, wodurch je ein Signal der freien 

und der gebundenen Verbindung zugeordnet werden müsste. Eine weitere Verdünnung sollte 

dann in dem alleinigen Auftreten der freien Form resultieren. 

Bei Wiederholung der Kalibrierung wurde die F3ALA-Konzentration erneut herabgesetzt und 

inklusive der Messzeit an das Protoplastenexperiment 2 angepasst sowie auf Kaliumzusatz 

verzichtet. Abbildung 25 verdeutlicht, dass zwar erwartungsgemäß für jeden Standard nur ein 

Signal auftrat, die Abstände zwischen ihnen jedoch größer waren als bei Kalibrierung 1. Au-

ßerdem bestätigte sich die angestrebte Tieffeldverschiebung nicht – die Differenz zu den Va-

kuolensignalen vergrößerte sich sogar. 

 

Abbildung 25: 
19

F-NMR Kalibrierungen im Vergleich mit F3ALA in den Protoplasten 
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Aus Zeitgründen mussten die Untersuchungen an dieser Stelle abgebrochen wurden. Offenbar 

existieren noch mehr Einflussfaktoren auf die chemische Verschiebung als bisher be-

kannt.
[57]; [76]

 Ohne Kenntnis derselben kann keine Kalibrierung und somit keine Bestimmung 

des pH-Werts der Protoplasten erfolgen. Alternativ wäre auch eine Metabolisierung des 

F3ALA in den lebenden Zellkörpern denkbar, sodass die Nachbildung der in vivo gemessenen 

Verschiebungen gar nicht durch Standards der Substanz selbst möglich ist. 

Unklar bleibt vor allem der Einfluss der Konzentration auf die chemische Verschiebung des 

F3ALA, welcher bisher in der Literatur keine Erwähnung fand. Für weiterführende Untersu-

chungen wäre zunächst die Reproduktion des doppelten Peaks bei 0,025 mmol/l sowie der 

Tieffeldverschiebung notwendig. Fraglich ist außerdem, ab welcher Konzentration die chemi-

schen Verschiebungen wieder sinken und warum. 

3.6 pKS-Wert-Bestimmung der Nudicauline 

Die Bestimmung des pKS-Werts der Nudicauline erfolgte durch Titration einer Probe, die alle 

Nudicaulinderivate (Fraktion B3) in der Konzentration der Pflanze (13,5 mg/ml) enthielt. Sie 

wurde in destilliertem Wasser gelöst und ein Aliquot mit 0,1 M Salzsäure, das andere mit 

0,1 M Natriumhydroxidlösung titriert. Nach jeder Säuren- bzw. Basenzugabe erfolgte die 

Messung des pH-Werts mittels Glaselektrode. Insgesamt wurden 123 Datenpunkte aufge-

nommen. Die resultierende Titrationskurve ist in Abbildung 26 zeigt. 
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Abbildung 26: Titrationskurve der Nudicauline (B3-Fraktion, 13,3 mg/ml) 

Der Wendepunkt des Graphen bezeichnet dabei den pKS-Wert. Er kann durch Ableitung und 

Bestimmung des Extrempunkts ermittelt werden (graphisch mittels OriginPro 8). Anstatt ei-
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nes definierten Maximums existiert jedoch ein Plateau zwischen 18 und 30 µl, was einem 

pKS-Wert von 6,2-6,5 entspricht. Eine Erklärung für die Variationsbreite besteht darin, dass 

die verschiedenen Nudicaulinverbindungen möglicherweise leicht unterschiedliche Gleich-

gewichtskonstanten besitzen. Die Glättung der Kurve resultiert in der Eingrenzung auf 

pKS = 6,4. Folglich reagieren die Nudicauline wie schwache Säuren.  
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4. Methoden 

4.1 Isolation von Kaempferolderivaten und Nudicaulinen 

Gelbe Papaver nudicaule-Kultivare „Summer breeze Yellow“ wurden aus Samen der Jelitto 

Staudensamen GmbH im Gewächshaus des Max-Planck-Instituts für Chemische Ökologie 

gezogen. Die Temperatur in der Kabine betrug am Tag 21-23, in der Nacht 19-21 °C bei einer 

Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. 

Zur Isolation der Metabolite wurden die Blüten geerntet, die Kronblätter abgetrennt und mit 

Methanol und Ultraschall extrahiert (dreimal ca. 15 min). Der getrocknete Rohextrakt durch-

lief im Anschluss folgenden Trennungsgang nach Tatsis und Warskulat et al. 
[74]; [83]

 bis zum 

jeweils benötigten Produkt (vgl. Abbildung 27): 

 

Abbildung 27: Trennungsgang für Rohextrakte von P. nudicaule 

Für die Festphasenextraktion wurden Discovery DSC18-, für die Kationenaustauschchroma-

tografie Discovery DSC-SCX-Kartuschen von Supelco in verschiedenen Größen verwendet. 

Zur präparativen Auftrennung diente der Chromatograph LC-20AT von Shimadzu mit auto-

matischem Probengeber (SIL-10AP) sowie Fraktionskollektor (FRC-10A) und UV/ Vis-

Detektor, ausgerüstet mit der Trennsäule VP250/10 Nucleodur C18 HTec, 5 µm von Mache-

rey Nagel.  
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Fraktionierung der Nudicaulinisomere I und II (Fraktion C2, vgl. Abbildung 27; Methode 

pHPLC1): Lösungsmittel A: H2O + 0,1 % Trifluoressigsäure, Lösungsmittel B: Methanol; 

Isokratische Elution (45 % B) in 10 min, Fließgeschwindigkeit 1 ml/min, Detektion bei 

460 nm, Fraktionensammlung abhängig von der Peakintensität. 

Fraktionierung von Kaempferol- und Gossypetinderivaten (Fraktion B1+2, vgl. Abbil-

dung 27, Methode pHPLC 2): Lösungsmittel A: H2O + 0,1 % Trifluoressigsäure, Lösungs-

mittel B: Methanol; Isokratische Elution (30 % B) in 20 min gefolgt von einem Gradienten 

von 30 auf 60 % B in 30 min und anschließender Spülphase (10 min, 60 auf 100 % B + 5 min 

100 % B) sowie Äquilibrierung auf die Anfangsbedingungen, Fließgeschwindigkeit 

3,5 ml/min, Detektion bei 250 und 350 nm, Fraktionensammlung mittels Zeitprogrammie-

rung. 

4.2 Metabolitenprofil/ Reinheitskontrolle/ Kalibrierung 

Zur Kontrolle von Zusammensetzung und Reinheit der verschiedenen Extrakte/ Fraktionen 

etc. diente die HPLC Agilent 1100 mit DAD und der Trennsäule EC250/4 Nucleodur C18 

HTec, 5 µm von Macherey Nagel. Das Gerät ermöglichte die Zuordnung von Aglykonen zu 

den einzelnen Peaks anhand der UV/ Vis-Spektren. 

Methode aHPLC 1: Lösungsmittel A: H2O + 0,1 % Trifluoressigsäure, Lösungsmittel B: 

Methanol; Isokratische Elution (30 % B) in 20 min gefolgt von einem Gradienten von 30 auf 

65 % B in 35 min und anschließender Spülphase (10 min, 65 auf 100 % B + 10 min 100 % B) 

sowie Äquilibrierung auf die Anfangsbedingungen, Fließgeschwindigkeit 1 ml/min, Detektion 

bei 211, 255, 281, 461 und 351 nm. 

Methode aHPLC 2: Lösungsmittel A: H2O + 0,1 % Trifluoressigsäure, Lösungsmittel B: 

Methanol; Gradient von 20 auf 67 % B in 21 min mit nachfolgender Spülphase (1 min 76 auf 

100 % B + 5 min 100 % B) sowie Äquilibrierung auf die Anfangsbedingungen, Fließge-

schwindigkeit 1 ml/min, Detektion bei 211, 255, 281, 461 und 351 nm. 

 

Die Kalibrierungen der Kaempferolderivate wurden am gleichen Instrument durchgeführt. 

Da die Methode aHPLC 1 aus einem isokratischen und einem Abschnitt mit Gradient zusam-

mengesetzt ist und die Peakfläche zwar nicht von den Substitutionen am Aglykon, aber von 

den HPLC-Parametern abhängt, erfolgten zwei Kalibrierungen.  

Methode aHPLC 3 – Kalibrierung 1 mit Kaempferol-3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-

glucosid: Lösungsmittel A: H2O + 0,1 % Trifluoressigsäure, Lösungsmittel B: Methanol; 
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Isokratische Elution (30 % B) in 10 min, Fließgeschwindigkeit 1 ml/min, Detektion bei 

351 nm.  

Methode aHPLC 4 – Kalibrierung 2 mit Kaempferolhydrochlorid (95 % Reinheit, HPLC-

Qualität, Sigma Aldrich): Lösungsmittel A: H2O + 0,1 % Trifluoressigsäure, Lösungsmittel B: 

Methanol; Gradient von 71 auf 77 % B in 6 min mit nachfolgender Äquilibrierzeit (9 min). 

Für jede Kalibrierung wurden zehn äquidistant über den Arbeitsbereich (0,001-0,01 mg/ml) 

verteilte Standards als randomisierte Dreifachbestimmungen gemessen. Die Ermittlung der 

Peakflächen erfolgte mit dem Programm Agilent LC ChemStation. 

Zwischen den Peakflächen und der Konzentration besteht ein linearer Zusammenhang 

(vgl. Abbildung 16), was die Residualanalysen bestätigten (vgl. Abbildung 28). Außerdem 

gelang der Nachweis der Varianzenhomogenität über den gewählten Messbereich. Dafür wur-

den der kleinste und der größte Standard zehnmal gemessen. Nach Bestätigung der Normal-

verteilung mit dem David-Test sowie der Ausreißerfreiheit nach Grubbs folgte der Vergleich 

der Varianzen mittels F-Test. Mit einer statistischen Sicherheit P von 99% erzielte dieser ein 

positives Ergebnis. 

  

Abbildung 28: Linearitätsprüfung für Kaempferolkalibrierungen (Kalibrierung 1: Kaempferol-3-O-β-[(6-malo-

nyl)sophorosid]-7-O-β-glucosid; Kalibrierung 2: Kaempferolhydrochlorid) 

Tabelle 4 zeigt die Verfahrenskenndaten der Kalibrierungen. Da die Quantifizierung der   

Kaempferolderivate direkt aus den Fraktionen des Trennungsgangs erfolgte, um Zersetzungen 

zu vermeiden, traten z. T. sehr niedrige Konzentrationen auf. Das Maß für die kleinste quanti-

tativ mit vorgegebener Präzision bestimmbare Konzentration ist die Bestimmungsgrenze. Sie 

wurde per Kalibriergeradenmethode berechnet und betrug 3,6 bzw. 6,6*10
-4

 mg/ml 

(P = 95 %). Die Erfassungsgrenze gibt die Konzentration an, bei der ein Analyt sicher nach-

gewiesen ist, jedoch 5 % der Messungen irrtümlich als Leerwerte interpretiert werden. Im 

Gegensatz dazu stellt die Nachweisgrenze die Konzentration dar, bei der die Unterscheidung 

vom Blindwert nur in 50 % aller Fälle gelingt. Sie liegt bei 1,25 bzw. 2,34*10
-4

 mg/ml. 
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Tabelle 4: Verfahrenskenndaten der Kaempferolkalibrierungen (Kalibrierung 1: Kaempferol-3-O-β-[(6-malonyl) 

sophorosid]-7-O-β-glucosid; Kalibrierung 2: Kaempferolhydrochlorid) 

 
Kalibrierung 1 Kalibrierung 2 

Anstieg  39023,60 356292,79 

Achsenabschnitt  -5,51 -21,50 

Reststandardabweichung sy,x 2,93 50,03 

Verfahrensstandardabweichung sx0 (mg/ml) 7,5*10
-05

 1,4*10
-04

 

relative Verfahrendsstandardabweichung (%) 1,36 2,55 

Nachweisgrenze (10
-4

 mg/ml) 1,25 2,34 

Erfassungsgrenze (10
-4

 mg/ml) 2,49 4,67 

Bestimmungsgrenze (10
-4

 mg/ml) 3,63 6,61 

4.3 Messung von UV/ Vis-Absorptionsspektren 

Die Messung der UV/ Vis-Absorptionsspektren erfolgte in Quarzküvetten mit 1 cm bzw. 

1 mm Schichtdicke an einem Jasco V-550 UV/ Vis-Spektrophotometer. Die Nudicauline 

wurden für pH-Wert- und konzentrationsabhängige Untersuchungen in zweifach deionisier-

tem Wasser gelöst. Zur pH-Wert-Einstellung durch Zugabe von Salzsäure- bzw. Natrium-

hydroxidlösung kam die pH-Elektrode HI1093B von Hanna Instruments zum Einsatz, die 

speziell für kleine Mengen geeignet ist. Eine Blindwertprobe wurde unter gleicher Behand-

lung mitgeführt. 

Die Messung der Kronblattspektren erfolgte an zwischen Objektträger und Deckglas fixierten 

Blattstücken, umgeben von einem Wasserfilm. Im Vorfeld wurde das Pflanzenmaterial einer 

Vakuuminfiltration unterzogen, um eine höhere Lichtdurchlässigkeit zu erreichen und die 

Verfälschung der Spektren durch zu hohe Absorptionen zu vermeiden.  

Proben mit sehr hoher Konzentration wurden an einem NanoDrop ND-1000 Spektrophotome-

ter der peqlab Biotechnologie GmbH gemessen, welches Schichtdicken von 0,1 mm generiert. 

Dafür ist jeweils nur ein Volumen von 1,5 µl vonnöten. Für Spektren mit zu hohen Absorptio-

nen wurde eine Glättung mittels FFT-Filter (engl. fast fourier transformation) durchgeführt. 

4.4 Protoplastierung 

Die Protoplastierung von Papaver nudicaule-Blüten erfolgte nach Yoshida et al.
[89]

 Die Kron-

blätter wurden in 1 mm dünne Stücke zerschnitten und über Nacht bei 4 °C mit Reaktionsme-

dium versetzt. Dieses enthielt 0,6 mol/l Mannitol (reinst, Riedel de Haën), 1 m% Cellulase 

ONOZUKA R-10 (von Trichoderma viride, Serva) sowie 0,1 m% Macerozym R-10 (von Rhi-

zopus sp., Serva) und war mit MES/Tris-Lösung auf einen pH-Wert von 6,2 gepuffert. An-

schließend erfolgte die Abtrennung der Blattüberreste mittels eines Nylonnetzfilters der Po-

rengröße 150 µm. Das Filtrat wurde zentrifugiert (0,3 rcf) und die Reaktionslösung von den 
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Protoplasten abgenommen. Nach dreimaligem Waschen des Zentrifugats und Resuspendie-

rung war die Lagerung der Protoplasten in 0,6 M Mannitollösung bei 4 °C über mehrere 

Stunden möglich. 

Für alle mikroskopischen Untersuchungen diente das Gerät Leica LMD6000 von Leica 

Microsystems, das mit einer Kamera (LMD CC7000) ausgestattet war. 

4.5 NMR-Spektroskopie 

Die 
1
H-NMR-Spektren der Kaempferolverbindungen wurden an einem Bruker Avance 

500 MHz-Spektrometer mit Kryoplattform und 5 mm TCI Kryoprobenkopf (engl. triple reso-

nance probe) aufgenommen. Alle Messungen erfolgten bei einer Probentemperatur von 25 °C. 

Als Lösungsmittel diente Methanol-d4, dessen 
1
H-NMR-Signal bei δ 3,31 für die Referenzie-

rung diente. Die Datenerfassung und -prozessierung erfolgte mittels TopSpin 2.1; Wasserun-

terdrückung wurde unter Verwendung der PURGE-Methode (engl. Presaturation utilizing 

relaxation gradients and echoes)
[69]

 vorgenommen. 

 

Alle 
19

F-Untersuchungen erfolgten an einem Bruker Avance 400 MHz-Spektrometer mit 

5 mm BBFO-Probenkopf bei einer Probentemperatur von 25 °C. Natriumfluorid in D2O fun-

gierte als externe Referenz. Es befand sich in einem Probenröhrchen mit einem Durchmesser 

von 5 mm, in welches ein zweites 3 mm-Röhrchen mit der Probe eingebracht wurde. Zuerst 

erfolgte die Abstimmung der Transmitterfrequenz auf 400,1 MHz für 
1
H-NMR- und auf 

376,5 MHz für 
19

F-NMR-Messungen. Letztere wurden mithilfe des in Topspin 2.1 implemen-

tierten Pulsprogramms zgflqn vorgenommen. Der Ausgleich von Magnetfeldinhomogenitäten 

erfolgte durch automatisches Shimming (Topshim). 
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5. Diskussion und Fazit 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung weiterer Einblicke in die Farbentstehung 

von gelben Papaver nudicaule-Kronblättern. Dabei lag der Fokus auf den beiden dominantes-

ten Sekundärmetabolitklassen, den Nudicaulinen und Kaempferolglycosiden. Mit Hilfe einer 

Massenbilanz, die die Vermeidung der störenden Bildung von Transformationsprodukten er-

laubte, gelang die Quantifizierung der Nudicaulinderivate als Gesamtheit. Ihr Gehalt in den 

Kronblättern betrug 81 mg/g Trockenmasse. Bei den Kaempferolverbindungen war die Men-

genbestimmung von einzelnen Substanzen mittels HPLC-DAD möglich. Ihr Gesamtgehalt lag 

nur wenig unterhalb des Nudicaulinwerts, wobei allein über 60 % auf Kaempferol-3-O-β-[(6-

malonyl)sophorosid]-7-O-β-(6-malonyl)glucosid entfielen. Die Identifikation der Molekül-

strukturen gelang nur für ausgewählte Verbindungen anhand von 
1
H-NMR-Messungen, 

HPLC-Retentionszeiten sowie Literaturdaten. Die Wanderung der Malonylgruppen an den 

Zuckersubstituenten während der Isolation verhinderte dabei die endgültige Strukturaufklä-

rung aller Kaempferolderivate. Dieses Problem der fehlenden Stabilität könnte zukünftig 

durch Nutzung einer HPLC-SPE-NMR-Kopplung gelöst werden. 

Neben den Gehalten der Sekundärmetabolite erfolgte auch die Bestimmung ihrer vakuolären 

Konzentrationen. Letztere stellen, gemeinsam mit dem pH-Wert, die wichtigsten Einflussgrö-

ßen auf die Färbung der Papaver nudicaule-Kronblätter dar. Anhand der Analysenergebnisse 

dieser Arbeit gelang eine Eingrenzung des pH-Werts auf unter 3,8 und möglicherweise sogar 

unter 2,5. Die direkte Messung des Saftes der Kronblätter wies auf einen pH-Wert klei-

ner 4,75 hin, was durch die Ergebnisse des in vitro-Farbexperiments bestätigt wurde. Letzte-

res lieferte außerdem mit dem Intensitätsverhältnis zwischen den Absorptionsbanden im UV- 

und im Vis-Bereich Anhaltspunkte dafür, dass der pH-Wert noch weiter im Sauren liegt. Der 

zusätzliche 
19

F-NMR-spektroskopische Ansatz war zunächst vielversprechend, da die Be-

stimmung der chemischen Verschiebung des in lebende Protoplasten eingeführten Substrats 

gelang. Im Folgenden wurde jedoch bei Durchführung der Kalibrierung deutlich, dass neben 

dem pH-Wert zusätzliche Faktoren wie Konzentration und Kaliumgehalt die chemische Ver-

schiebung des 
19

F-Signals beeinflussen. Gelingt ihre Ermittlung in weiterführenden Analysen, 

besteht die Möglichkeit der abschließenden Bestimmung des pH-Werts in den Vakuolen von 

Papaver nudicaule-Kronblättern. Weiterhin müsste eine Metabolisierung des F3ALA ausge-

schlossen werden. 

UV/ Vis-Messungen zur Konzentrationsabhängigkeit des Spektrums von Nudicaulin II zeig-

ten eine Stabilisierung der gelben Molekülform bei hohen Konzentrationen, sodass von 
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Selbstassoziierung der Nudicauline ausgegangen werden kann. Deutlich wurde dies daran, 

dass bei c = 0,07 mg/ml Nudicaulin II ein pH-Wert von 3 für die Erzeugung der 450 nm-

Bande notwendig war, bei c = 3 mg/ml dagegen ein pH-Wert von 5 ausreichte. Das Verhalten 

der Mischung aller Nudicaulin- und Kaempferolderivate wich im Vergleich dazu leicht ab, da 

hier trotz der viel höheren Konzentration keine weitere Verschiebung in Richtung Neutral-

punkt auftrat. Dies deutet auf eine Einflussnahme der Malonylgruppen oder/ und der Ka-

empferolderivate hin. Beweise für Copigmentierungseffekte durch letztere müssen zukünftige 

Untersuchungen erbringen. Gestützt wird die Theorie zwar durch die Tatsache, dass die Inten-

sität der UV-Bande bei 350 nm, die dem Hauptmaximum des Kaempferolspektrums ent-

spricht, bei Variation des pH-Werts nicht konstant bleibt. Allerdings kann dies sowohl in Ka-

empferol-Nudicaulin-Wechselwirkungen als auch allein in Absorptionsänderungen der gelben 

Farbstoffmoleküle begründet liegen. Außerdem ist gegen die typische, bei Anthocyanen be-

schriebene Form der Copigmentierung anzuführen, dass keine großen Wellenlängenverschie-

bungen der Absorptionsmaxima auftreten und die Kaempferolderivate nicht im mehrfachen 

Überschuss vorkommen. Da es sich bei den Nudicaulinen jedoch um Indolalkaloide handelt, 

sind auch noch andere Mechanismen vorstellbar. Zur zukünftigen Aufklärung der Assoziie-

rungseffekte existieren verschiedene Möglichkeiten, beispielsweise die NMR-basierte Identi-

fikation von Kopplungen über den Raum oder CD-spektroskopische Messungen von Symme-

trien.  

Dienen die Kaempferolverbindungen nicht zur Stabilisierung der gelben Nudicaulinform, 

muss ein anderer Grund für die hohen Gehalte in Papaver nudicaule vorliegen. Die Vermu-

tung, es handele sich dabei ausschließlich um ein Zwischenprodukt bei der Biosynthese der 

Nudicauline rechtfertigt nicht das Vorhandensein über alle ES inklusive der Blüte und eine 

offenbar zielgerichtete Produktion von Kaempferol-3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-(6-

malonyl)glucosid. Wahrscheinlicher ist hingegen, dass die Kaempferolderivate die Attraktivi-

tät des Mohns für Pollinatoren erhöhen, da sie dem Nudicaulinspektrum eine starke Bande im 

UV-Bereich hinzufügen. Möglicherweise kann dies in folgenden Experimenten mit Bienen 

oder Hummeln getestet werden. Auch eine Nutzung als Schutz gegen die negativen Auswir-

kungen von UV-Licht ist denkbar, da Papaver nudicaule aus den alpinen Pflanzengesellschaf-

ten stammt, wo ein hoher Anteil von Licht im UV-Bereich auftritt. 

 

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die an verschiedenen Stellen der Aufarbeitung beo-

bachteten Transformationsprodukte offenbar ein vom Säure-Base-Gleichgewicht der Nudi-

cauline unabhängiges Phänomen sind. Sie weisen keine Absorptionsbanden im sichtbaren 
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Bereich auf, sodass das Chromophor unterbrochen sein muss, möglicherweise durch eine re-

versible Ringöffnung. Da außerdem im Rohextrakt keine bzw. nur Spuren der Transformati-

onsprodukte auftraten, kann angenommen werden, dass sie in den Kronblättern nicht vor-

kommen, sondern erst im Zuge des Trennungsgangs entstehen. Damit wäre die bekannte Nu-

dicaulinstruktur in den Vakuolen stabilisiert. 

 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die vorliegenden Ergebnisse eine gute 

Grundlage für weiterführende Analysen zur Aufklärung der Farberzeugung in gelben Papaver 

nudicaule-Blüten bildet. 
1
H- und evtl. NOE-NMR-Spektroskopie von einzelnen Nudicaulin- 

und Kaempferolderivaten sowie von Mischungen bieten die Möglichkeit, in Abhängigkeit 

vom pH-Wert Interaktionen zwischen den Molekülen aufzuklären. Dabei können die in dieser 

Arbeit ermittelten vakuolären Konzentrationen und pH-Wertbereiche als Ausgangspunkt die-

nen. 
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I Anhang 

Tabelle A1: Quantifizierung der Kaempferolderivate in gelben P. nudicaule-Kronblättern; tR < 20 min – Kalib-

rierung 1 (Kaempferol-3-O-β-[(6-malonyl)sophorosid]-7-O-β-glucosid); tR > 20 min – Kalibrierung 2            

(Kaempferolhydrochlorid) 

tR (min) Verbindg. Peakfläche cProbe (mg/ml) cVakuole (mg/ml) c (mg/g mnass) c (mg/g mtrocken) 

3,9 1 17,7 0,00356 0,305 0,26 1,83 

5,0 2 141,2 0,02256 1,930 1,65 11,57 

9,9 4 46,8 0,00804 0,688 0,59 4,12 

10,2 5 63,8 0,01066 0,912 0,78 5,47 

14,5 6 589,8 0,09152 7,831 6,71 46,94 

17,9 12 26,4 0,00490 0,419 0,36 2,51 

20,9 13 21,3 0,00072 0,062 0,05 0,37 

28,5 14 25,5 0,00079 0,068 0,06 0,41 

28,9 8 24,9 0,00078 0,067 0,06 0,40 

32,1 9 82,4 0,00175 0,150 0,13 0,90 

32,9 15 18,5 0,00067 0,058 0,05 0,35 

 

 

Abbildung A1: Vergleich von HPLC-Chromatogrammen der Zersetzungsprodukte von Kaempferol-3-O-β-[(6-

malonyl)so-phorosid]-7-O-β-(6-malonyl)glucosid (6) mit einem Rohextrakt aus gelben Kronblättern von 

P. nudicaule (Methode aHPLC 2, λ = 351 nm) 
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