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DIE BESTIMMUNG OSTROGENER ISOFLAVONE UND CUMOSTROL IN
KLEE(TRIFOLIUM PRATENSE L. UND TRIFOLIUAl REPENS L)

J. SACHSE

Eidgenissische Faorschungsanstalt fiir landwirischaftlichen Pflanzenban, SU46 Ziirich { Scinvei=j

(Emguunu.n am 23, Januar 1974)

SUMNIMARY

The determination of ocstrogenic isoflavones and coumestrol in clover (Trifolium pra-

tense L. and Trifolivim repens L)

Thiny-two varieties of white clover and twenty varieties of red clover were
examined for five isoflavones —biochanin A. formononetin. pratensein. genistein,
daidzein— and the coumarin derivate countestrol known as oestrogenic. A method
tor the extraction and the cleaning by column and thin-layer chromatography is de-
scribed. The quantitative analysis 1s carried out spectrophotometrically. The determi-
nation of small amounts of formononetin and coumestrol in white clover is effected
semi-quantitatively. The problems with the preparation of the sample. the extraction.
the column and thin-layer chromatography and the elution are discussed. The chemi-
cal examination of the six oestrogenic substances in clover allows a better judgement
whether the reproductive abnormalities for animals must be attributed to these sub-

stances or to other cituses.

EINLEITUNG

Von den zahlreichen als Sstrogen bekannten Pflanzen! ist vor allem der Klee
fiir die landwirtschatiliche Vichhaltung von Bedeutung. In den vierziger Jahren konn-
ten erstmals Benetts ¢r a/2-* Fruchtbarkeitsstérungen bei weidenden Schafen auf Iso-
flavone im Klee zuriicktithren. Fiinf der bisher entdeckten 33 Isoflavone®. niimlich
Biochanin A. Formononetin. Pratensein. Genistein und Daidzein, gelten als dstrogen®.
Ihr Vorkommen beschriinkt sich mit wenigen Ausnahmen aut die Ordnung der Legu-
minosen und dort speziell auf die Familie der Papillionaceen®. Das spiiter von Bickoft’
er al’” in Ladinoklee gefundene und in anderen Papillionaceen (Medicago sariva L.
Trifolium subterraneum L.. Trifolium pratense L.) nachgewiesene Cumostrol®, ein

- Cumarinderivat, zihlt ebenfalls zu den Sstrogen wirkenden Stoffen und biogenetisch
zu den Isoflavonen®. Uber dic relative Ostrogene Aktivitit der einzelnen Isoflavone.
die etwa 3-107° so gross wie die des Diigthylstilbostrols ist!?, herrscht keine Uberein-
stimmung''~'%. Hingegen unterscheidet sich Cumastrol von den Isoflavonen durch
cine 30fach hohere Wirksamkeit als z.B. Genistein'®. Da mit einer so niedrigen Aktivi-
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tiit der Antifertilitiitseffekt schwer zu erkliren ist, kommen verschiedene Autoren zu
dem Schluss, dass die Isoflavone als Prodstrogene anzusehen sind und im tierischen
Korper eine Umwandlung in eigentliche Wirkstoffe erfahren oder die dstrogenen Hor-
mone selbst becinflussen®**~?2. Die Beziehung zwischen Konstitution und ostrogener
Aktivitat beleuchten Bickoft er af** und Warburton™.

Zur Bestimmung der Isoflavonglycoside und -aglycone bieten sich der Tierver-
such'”-**_ die Densitometrie. die Spektrophotometrie und die Fluorimetrie®-3-2-2% an.
Die biologische Methode hat zwar den Vorteil. ohne Isolierung der zu bestimmenden
Stoffe auszukommen. doch diirften thre Ergebnisse trotz grésseren Arbeitsaufwandes
stirkeren Streuungen unterlicgen. Bei den iibrigen Bestimmungen ist eine Reinigung
dieser Flavonoide unerlasslich. wofir die Siulen-*3-9-33 Papier-3-3-13.27.29.30.33 30
Diinnschicht->*-*'—** und Gaschromatographie® herangezogen wurden. Wic man aus
der Literatur entnehmen kann®-32-3t—%%_ peschriinken sich die meisten Autoren bei
ihrer Untersuchung auf einen Teil dieser Ostrogene mit Ausnahme von Lindner?, der
papicrchromatographisch alle scchs Substanzen erfasst. Grossere Schwierigkeiten
bicten wegen threr geringen Konzentration Daidzein. Genistein. Pratensein und Cum-
ostrol. die besonders bet halbquantitativen Untersuchungen® schwer bestimmbar
sind.

Wie Lega er al *? berichten. sind die Isoflavone in allen PHanzenteilen des Klees
zu finden. Das Yorkommen der cinzelnen Phytodstrogene scheint jedoch vom Alter
der Pflanze abhiingig zu sein*™. Thre Konzentration wird durch die Kleesorte, den Reife-
zustand der Pflanze, thren Standort. die Witterung und die Diangung bestimmi.

Untersuchungen diber das Vorhandensein dieser Pflanzendstrogene in den in
der Schweiz angebauten Kleesorten liegen unseres Wissens nicht vor. Das Ziel dieser
Arbeit was es. eine Methode zur mdéglichst exakten Bestimmung aller sechs als
astrogen bekannten Stofte im Griinfutter, insbesondere den Klecarten. zu entwickeln.
Fir den Nachweis von Isofiavonen ist bereits c¢in diinnschichichromatographisches
Verfahren publiziert worden™. hingegen fehlt noch eine nomwendige Reinigungs-
methode zur quantitativen Analyse dieser Substanzen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Probenmaterial

(1) Blitter und Stengel des noch nicht bliihenden Weissklees (Trifolium repens
L.). Sortenangaben siche Tabelle H 1. Anbauort: Zirich-Reckenholz. 430 m iiber dem
Mecresspiegel: Aussaat: April 1971: Ernte: Mai [972. erster Schnitt.

(2) Der oberirdische Teil des im vegetativen Stadium betindlichen Rotklees
(Trifoliun: pratense). Sortenangaben siehe Tabelle 1V. Anbauort: Ziirich-Reckenholz,
430 m iiber dem Meeresspicgel: Aussaat: Frithling 1971: Ernte: Oktober 1972, 4.
Schnitt.

Die Rot- und Weisskleeproben wurden bet —20° gelagert. gefriergetrocknet.
gemahlen und sofort verarbeitet. Von den Rotkleesorten wurden Doppelbestimmun-~
gen durchgefiithrt.

Exrrakrion
Zur quantitativen Erfassung der Isofiavonaglycone sind 10 g getrockneter
Klee erforderlich. Die Probe wird mit 100 ml 1 A Salzsiiure auf dem siedenden
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Wasserbad 1 h hydrolysiert. Nach der Neutralisation mit etwa 40 % iger Natronlauge
extrahiert man die Probe mit 500 ml Aceton 30 min unier Rickfluss. nutscht ab und
kocht noch zweimal mit je 250 ml Aceton 20 min. Die Extrakte werden gesammelt
und am Rotationsverdampfer bei 507 auf etwa 20 ml eingeengt.

Reinigung des Extrakies

Das oben gewonnene Konzentrat wird mit wenig Athanol in einen Scheide-
trichter gespiilt und dreimal mit 100 ml Petrokither (Kp. 30-607) zur Entfernung von -
Chiorophyli und Lipoiden ausgeschiittelt. Die untere Phase wird mit dem an den Grenz-
fiichen eventuell auftretenden Schlamm vom Petrolidther abgetrennt und unter dem
Oberflichenverdampfer bei 507 in einem” Mdrser unter Zusatz von 5 ¢ feinem See-
sand und 0.5 g Polyamid (Woelm. Eschwege. B.R.D.) fiir die Siulenchromatographie
zur besseren Verteilung der Masse bis fast zur Trockne cingedampfit. Die obere Phase
wird verworfen. :

Der niichste Reinigungsschritt wird siulenchromatographisch durchgetihrt.
woftir man 10 g Polyamid Woelm SC mit 35%jigem Athanol in eine Siule von etwa
1.5 cm Durchmesser fiillt und mit 5 g grobem Scesand bedeckt. Die tfeuchie Proben-
masse wird mit wenig 33 % igem Athanol auf die Siiule gegeben. Die Elution geschieht
mit je 100 ml 33 und 40%,igem und weiter mit je 200 mi 43, 55, 63. 80 und 95 % igem
denaturierten Athanol bel ciner Siiulentemperatur von 407, die durch einen Sdulen-
mantel. Durchmesser 3.5 cm. und einen Umlaufthermostaten erzielt wird. Der Siulen-
durchfluss betrigt {iir gefriergetrockneten Klee etwa | em/min.. gemessen am Absin-
ken des Fliissigkeitsspiegels. Notfalls setzt man die Siule unter schwachen Uberdruck.
Die Elution kann wiihrend der Nacht unterbrochen werden. Das Eluat wird in Frak-
tionen zu 20 ml auteefangen. Jederzweiten Fraktion werden 100 gl zum diinnschicht-
chromatographischen Nachweis der Isoflavone bzw. des Cumdéstrols®” entnommen
(siche Fig. | und 2). Die Isoflavone bzw. Cumdstrol enthaltenden Fraktionen werden
eesaummelt. am Rotationsverdampfer bet 30 “eingeengt und mit 70 ¥ igem denaturierten
Athanol fiir Weissklee in einen 10 ml. fiir Rotklee in einen 235 ml Messkolben gespiilt.

Fiir die dritte Reinigung der Isoflavone und des Cumdstrols durch Diinnschicht-
chromatographie werden Platten von den Gréossen 20 7 35 ¢m und 6 ° 35 cm ver-
wendet. Die Beschichtung erfolgt wie in fritherer Arbeit angegeben®’. Die 20 cm
breiten Platten werden in fant Bahnen cingeteilt: cine fir die Blindprobe und vier
fiir je eine Probenaufiragung. Die Auftragsmengen betragen im Fall des Rotklees aus
cinem 23 ml Messkolben fiir Biochanin A 30 gl. Formononetin 20 nl. Pratensein 200
«l. Genistein 150-200 z! und Daidzein 130-200 wl: bei Weissklee aus einem 10 mi
Messkolben tiir Formononetin mindestens 200 #! und fir Cumdostrol 200 bis 500 gl
eventuell als Strich appliziert. Aut einer Platte kann jeweils nur ein Isoflavon gereinigt
werden. Zwei schmale Glasplatten werden mit dem zu untersuchenden Isoflavon und

“der Probe beschickt. Sie dienen zur sicheren Auffindung der soflavone und werden -
nach dem Entwickeln eventuell fiir sich allein mit Reagenzien®” bespriitht. Zum Nach-
weis von Formononetin und Daidzein aut den schmalen Glasstreifen wird bei der
quantitativen Analyse 20%ige wiissrige Natriumkarbonat-Lésung verwendet. Von
den Platten 20 - 35 cm wird jedes Spriithmittel ferngehalten. Zur Reinigung der lso-
flavone und des Cumdstrols ist eine drei- bzw. zweifache Entwicklung in folgenden
Fliessmittein erforderlich.

1. Entwicklung: Fir alle Isoflavone: Petroliither (Kp. 30-607)-Benzol-Methyl-
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dthylketon- Methanol-Essigsiiure (30:30:20:20:2)  Fliessmittel 1 (siche Fig. 3). Fir
Cumdstirol: Benzol-Essigsiureiithylester--Petrolither (Kp. 30-60 )-Methanol (6:4:3:
Iy Fhessmittel 2.

2. Entnicklung: Fur Pratensein. Genistein und Daidzein: Methanol 90¢
Fhiessmittel 3. Far Biochanin A und Formononetin: Methanol 80°,, Fliessmittel 4.
Fur Cumostrol: Chioroform- Isopropanol (10:1) Fliessmitel 5.

3. Entwicklung: Far Pratensein. Genistein und Daidzein Fliessmittel 3. Far
Biochanin A und Formononetin Fliessmittel 2 (siche Fig. 4).

Entgegen der diblichen Methode werden nach der ersten Entwicklung nicht die
unter der UV-Lampe gesuchien Flecken einschliesshich der Blindprobe von der Platte
abgeschabt und die Substanzen cluiert. sondern auf der Platie belissen und das dibrige
Polvamid oker- und unterhalb davon sauber entfernt. Die Platte wird nun aut den
Ieeren FEichen im Giessverfahren®” wieder mit einer entsprechenden Menge Polvamid
beschichiet. Je nachdem. ob dic Flecken sich in der Nihe der Start- oder Frontlinice
betinden. Eisst man dic Flecken bei der zueiten Entwicklung in der gleichen oder um-
gckehrien Richiung kuuten. Nach der zweiten Auftrennung der Flecken sind die Plat-
ten meist ohne erncute Bearbettung fiir die dritte Entwicklung bereit. Die Laulzeit
betrdgt fiir die erste Auttrennung 3 bis 4 h. Die zueite und dritte erfolgt am besten
tiber Nucht.

Die dannschichtchromatographische Reinigung des Cumaéstrols erfolgt nach
dem gleichen Verfubren. jedoch aut Kieselgel G-Platten mit den oben aufectithrien
Fliessmitteln. Die Platten 20 - 33 cm werden im Giessvertahren mit 9.6 ¢ Kieselyel
G (Merck. Darmsiadi. B.R.D) in 30 ml Athanol-Wasser (9:1) hergestellt und ohne
Akinveren luftgetrocknet.

Quanritative Analvse

Nuch der letzten Entwicklung und ausreichendem Trocknen werden die unter
ciner UV-Lampe markierten Flecken einschliesslich der Blindprobe mit ciner Rasier-
Klinge von der Phatte goschabi, in cinem ZenirifugenrShrehen mit Glasscehlitlstopten
gesammelt und mit 3 ml Methanol (paas) versetzt. Far die Elution von Brochanin AL
Pratensein. Genistern. Daidzein und Cumdstrol Lisst man die Suspensionen 24 h bet
Zimmertemperatur stehen und schiittelt dreimal in regelniéissigen Zeitabstiinden. Da-
mich wird durch cin Allihnsches FilterrGhrehen D 4 tiltriert und die Extinktion der
Klaren Liésung am Spektrophotometer gemessen.

Fiir die Elution des Formononetins werden 3 ml 707 jger Methanol (paacy ver-
wendet. Die Zeninfugenréhrehen bringt man 24 hin cin Wasserbad yvon 6O und schat-

Fig. . Pohvanud-Diannschichiphitte mit Fraktionen 1020 cines Rotkiceextrakies, tm UV-Licht
photographicrt. Kolonne 42 Vergleichasubstitnzen, yvon oben nach unten Biochanin AL Formononetin,
Pratensein. Genistein. Daidzein. Im Extraki sind niachweisbar Biochanin A, Formononetin und Genis-
tein., Dic Platte ist mit Dipheny Ihonsiiure-2-aminoiithy fester in Athanol und mit 20% iger Nautrium-
karbonuat-Losung bespritht.

iy Polyvamid-Dannschichiplatte mit vier Frakionen cines Wensskleeeatraktes, i UV-1 icht
photographicrt. Koloane 3: Vergleichssubstans Cumdstrol, Die roten Flecken stammien von Chloro-

phvil Dic Plaite ist nicht besprithe.

Fie 3. Erste Retnigung von Formononetin aut” Pobamid in Flicssmittel L Dic Platte mit Kontroll-
streifen st unbesprahi. Aufuahme im UV-Licht.

Fiz - Dritte Reinigung von Formononetin aut Pobvamid in Fliessmittel 2. ohne Besprithen, Auwt-

mahme im UV-Lichi.
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Fig. 2.

Fie. 3. - i Fie 4
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telt tagsiiber in Abstiinden von 2 h. Bei der Elution des Formononetins muss die Hoh
des Methanolspiegels im Zentrifugenréhrchen markiert werden. da trotz Beschweren
der Schliffstopfen ein Teil des Methanols bei 60° verdunstet und vor dem Filtrieren
erganzt werden muss. ’ )

Herstellen der Eichkurven. Von jeder Substanz verwendet man 10 mg in 10 ml
Athanol gelSst und unterwirft sie einzeln dem oben beschriebenen Analysengang. Die
Isoflavone bzw. Cumdstrol enthaltenden Fraktionen von der Siule werden gesam-
melt, eingeengt und mit Athanol in einen 25 ml Miesskolben gespiilt. Die Auftrags-’
mengen auf den Dinnschichtplatten betragen 40. 80. 120, 160 und 200 ¢l. An Hand
der gefundenen Extinktionen bei 250 nm fiir Daidzein und Formononetin. bei 263
nm fir Biochanin A, Genistein und Pratensein sowie bei 343 nm fiir Cuméstrol wer-
den die Eichkurven in einem Konzentrationsbereich von 1 bis. 16 ug/ml aufge-
stellt.

Halbguantitative Analyse

) Die Extraktion und Reinigung der Flavonoide durch Ausschiitteln und Siulen-
chromatographie wird wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die erhaltenen Fraktionen
engt man ein und spilt das Konzentrat in einen 10 ml Messkolben. Auf einer
Polyamidplatte 20 - 20 cm bereitet man sich eine Standardreihe von 5-30 ug For-
mononetin bzw. 0.2-2 ug Cuméstrol. Von jeder Kleeprobe werden auf einer Poly-
amidplatie (10 - 20 cm) drei Flecken verschiedener Konzentration. z.B. 20, 40 und
60 gl aus dem 10 ml Messkolben aufgetragen. Alle Platten werden im Fliessmittel 1
entwickelt. mit 20 % iger Natriumkarbonat-Lésung bespriiht und die Flecken der Probe
mit denen der Standardplatte unter der UV-Lampe verglichen.

Svyathese der Isoflavone und des Cumaostrols

Daidzein. Genistein und Biochanin A wurden nach der. Methode von Yoder
er al*® aus 2 4-Dihydroxyphenyl-4’-hydroxybenzylketon, 2.4.6-Trihydroxyphenyl-4'-
hydroxybenzylketon, 2.4.6-Trihydroxyphenyl-4’-methoxybenzylketon und Athoxalyl-
chlorid synthetisiert. Nach der Umbkristallisation in Athanol fallen Genistein (Fp.
20957: Acetat 196-1997). Daidzein (Fp. 320-3247: Acetat 186°) und Biochanin A (Fp.
212%) als Nadeln aus. Formononetin wurde aus 2.4-Dihydroxyphenyl-4’-methoxy-
benzylketon und Orthoameisensiuretridthylester in Pyridin nach lIyer er a/.*° gewon-
nen. Das in Athanol umbkristallisierte Pulver schmilzt bei 255-257°. Eine weitere
Synthesemoglichkeit besteht in der Umsetzung vom obigen Keton mit Dimethyl-
formamid und Phosphoroxychlorid nach Kagel er al3°. Die Synthese von Pratensein
erfolgte gemiiss Wong®' und nach Baker er al.32. Der Schmelzpunkt des in Athanol
gereinigten Produktes betrigt 271-273°. Cuméstrol ldsst sich nach Jurd® herstellen:
Fp. 380-385°. Die Schmelzpunkte wurden mit der Thiele-Apparatur bzw. im Metall-
block bestimmt und sind unkorrigiert. Die Absorptionsspektren der synthetisierten
Substanzen stimmen mit den in der Literatur zitierten iiberein®-33.

ERGEBNIS UND DISKUSSION

] Fiir die Untersuchung auf Isoflavone sind in Mitteleuropa vor allem der als
Viehfutter verwendete Weiss- und Rotklee von Bedeutung. Der in Australien hiufig
angebaute und isoflavonreiche Trifolium subrerraneum gedeiht in unseren Breiten
nicht. Beliisst man Klee zum Trocknen auf dem Feld. so geht seine Sstrogene Aktivitiit
verloren®®-3". Hingegen soll durch sorgfiltige Ofentrocknung keine Abnahme an Iso-
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TABELLE !

ISOFLAVONGEHALT DES ROTKLEES (SORTE OBERHAUNSTADTER) IN ABHANGIG-
KEIT VON DER LAGERUNG

Lagerung mg 100 & Trockensubstan=
Biochanin A Formononerin Pratensein Genistein Daid-vin

Gefricrgetrocknet,
sofort verarbeitet
Gefriergetrocknet,
S Monate be: Raum-
temperatur gelagert 193 248 22 32 13
Gefriergetrocknet.
S Monate bei 4
gelagert 199 224 20 30 28

IS
't

948 40 50

i
o
R/

flavonen eintreten®-**_ Eine lingere Lagerung getrockneter Proben ist méglichst zu
vermeiden. da sowohl bei Raumtemperatur als anch bet 4 cin Isoflavonverlust ent-
steht (siche Tabelle ).

Bei der Extraktion der Sstrogenen Stofle ist zu beachten. dass diese zum gréss-
ten Teil als Glyvecoside in der Pilanze vorliegen. Verschiedene Autoren schlugen eine
Glycosidspaltung durch endogene Glycosidasen vor™-*1. Nach Francis und Milling-
ton®® ist jedoch gleichzeitig mit der Wirkung von Polyphenoloxidasen zu rechnen. die
einen Teil der Isoflavone. besonders leicht das Genistein. zerstoren konnen. Wir
zogen daher die einstiindige Siurchydrolyse mit [ & Salzsiure auf dem Wasserbad
vor®. Fine Neutralisation der Salzsiiure nach der Hydrolyse auf etwa pH 3-7 ist not-
wendig. da sonst die noch vorhandene Salzsiiure im konzentrierten Extrakt das Poly-
amid auf der Saule als auch auf der Dinnschichtplatte autldst. Zur Extraktion wird
allgemein fiir die Gewinnung der Isoflavonaglycone aus Trockenmaterial Aceton ver-
wendet. das nach Bickoll ¢r al° die meisten Ostrogene und die wenigsten Ballaststolic
erfassen soll. Das Entfernen der Ballaststofie ist durch die alleinige Verwendung von
Petrolither zum Ausschitteln begrenzt. da bereits Formononetin in dem polareren
Lasungsmittel Chloroform und alle anderen Isoffavone einschliesslich Cumdstrol in
Ather oder Essigester gelst werden. Diese Beschriinkung lisst sich auch nicht um-
gchen. indem man die Isoffavone durch Laugenzugabe in thre Salze dberfiihrt und
somit in der wissrigen Phase zuriickhiili. Ausserdem konnten wir bei der spektro-
photometrischen Untersuchung von Formononetin in ammoniakalischer Lésung fest-
stellen, dass seine Absorption abnimmt. Es scheint also fiir Isoffavone keine Stabilitdit
im alkalischen Milieu zu bestehen.

Wie eine Pritfung ergab. enthilt der an den Grenzfliichen auftretende Schlamm
Formononetin. Bereits Wong weist aut die Schwierigkeit hin. Formononetin in Losung
zu bringen®. Dieser Schlamm darf daher beim Abtrennen der isoflavonhaltigen unte-
ren Phase nicht mit dem Petroliither verworfen werden. sondern muss nach dem Ein-
dampfen der unteren Phase mit auf die Siiule gebracht werden. Eine direkte Diinn-
schichtchromatographie nach dem Ausschiitteln ist aliein durch den vorhandenen
festen Anteil nicht méelich. Ein Versuch zeigt auch, dass durch zu viele stdrende Sub-
stanzen die geringen Mengen Isoflavone iberlagert und die Platte selbst Giberiaden
werden.

Zur siulenchromatographischen Reinigung der Isoflavone war Polyamid ver-
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TABELLE iI
WIEDERGEFUNDENE MENGEN SYNTHETISIERTER ISOFLAVONE NACH DER CHRO-
MATOGRAPHIE AUF POLYAMIDSAULEN VON 20 UND 40

Isoflavone Wiedergefundene

AMenge (4,)

20° 40°
Biochanin A 92 108
Formononetin 21 39
Pratensein 89 96
Genistein 86 102
Daidzein 93 ) 97

Cumdostrol 93 98
glichen mit Kieselgel und Cellulose am besten geeignet. Sein Nachteil ist die geringe
Fliessgeschwindigkeit des Elutionsmitiels bei niedrigem Alkoholgehalt. Eine Auflock-
erung des Polyamids durch Celite-Zugabe brachte keinen Erfolg. Wurden von den
svnthetisierten Isoflavonen und dem Cumdstrol 10 mg der Siulenchromatographie
aut 10 ¢ Polvamid und einer Elution mit 33-93 " igem Athanol unterworfen. so konn-
ten etwa 90", der meisten Isotlavone und des Cumadstrols. von Formononetin jedoch
nur 20, wiedergetunden werden. Durch Erwiirmen der Siiule auf 40 wurde ¢ine gute

'Flicssgcsch\\'indigkcil erzielt und die cluierten Substanzmengen aut etwa 10077 bei
Formononeun auf 90%, erhioht (siche Tabelle ). Dic Elution soll mit 33 % igem
Athanol begonnen werden. um das von der Neutralisation herriihrende Natriumchlo-
rid und stérende braune. wasserlosliche Substianzen zu entfernen. Etwa ab Fraktion 7
cerscheinen Formononetin und Biochanin A. In den Fraktionen ‘10 bis 20 kommen
Genistein. Pratensein und Daidzein vor. Um alles Formononetin zu erfassen. sind je
nach Gehalt im gefriergetrockneten Klee die Fraktionen 7 bis 40 zu sammeln. Mit 80
und 953 igem Athanol wird Cumdéstrol cluiert. das aber in unserem Rotkleematerial
nicht nachweisbar war. Restliches Chlorophyll tritt mit 63", igem Athanol aus der
Sdule und stort weder die Bestummung der Isoflavone noch die des Cumadastrols.

Da die Konzentrationen der einzelnen - Isoffavone im - Klee recht unterschied-
lich sind. ist cine Trennung dieser Substanzen auf der Siule erschwert: sie bleibt der
Diinnschichichromatographie vorbehalten. Dafiir wurde ein neues Verfahren ent-
wickelt: Die gesuchten Flecke werden nicht wie gewdhnlich nach dem Markiceren ab-
geschabt. eluiert, tiliriert. die Eluate eingedamptt und der Rickstand erneut aufge-
tragen. sondern man belisst die Flecken zur Vermeidung von Substanzverlusten und
zur Arbeitsemnsparung auf den Platten und erneuert besser das tibrige Polvamid. Nach
der zweiten und dritten diinnschichtchromatographischen Entwicklung kann ein Teil
des Polvamids zurdckgewonnen und fiir qualitative Zwecke verwendet werden. Die
Betrachtung und Markierung der Isoflavontlecken unter der UV-Lampe soll im nassen
und trockenen Zustand bei 234 und 366 nm geschehen. Biochanin A. Pratensein und
Genistein sind erst nach dem Trocknen als dunkle Flecken sichtbar. Formononetin
und Daidzein nach der zweiten und dritten Entwicklung bzsonders auf der teuchten
Platte. Ist das Fliessmittel von der Platte verdunstet. so nimmt die Fluoreszenz der
beiden letzten Isofiavone ab. die Flecken erscheinen kleiner. was zu Substanzverlust
fiihrt. Ebensowichtig fiir die Reinheit der Isoflavone ist die Prifung der feuchten und
trockenen Platte aut stdrende fremde Flecken. '
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Die Reinigung des Cumédstrols. das durch seine intensive Fluoreszenz stets
leicht zu erkennen war. ist deshalb auf Kieselgel vorgenommen worden. weil die Ent-
wicklung auf Polyamid zu starker Schwanzbildung fihrte. Die Flecken sind sehr aus-
gedehnt. und die Ergebnisse wurden durch die grosse zu eluierende Polyamidmenge
wefilscht. Auf der Kieselgel-Platte wurden oberhalb des Cumostrolsfleck zwel weitere
gut getrennie Flecken gleicher Fluoreszenz beobachtet. Das dem Cumdstrol sehr dhn-
liche Absorptionsspektrum und die gegeniiber Cumastrol h6heren R.-Werte lassen in
diesen beiden Flecken 4-O-Methylcum@astrol und 3°-Methoxycum@éstrol vermuten®—>,
wobei die beiden nicht identifizierten Stoffe im Vergleich mit Cuméstrol in manchen
Weisskleesorten iberwogen. die gefundenen Mengen jedoch unbedeutend sind.

Fahri man die Untersuchung nach dem Auftragen der Probe oder nach jeder
diinnschichtchromatographischen Entwicklung nicht weiter und lisst die Platten an
der Luft und dem Licht einige Tage liegen. so wird die eluierte Isoflavonmenge aus

TABELLE II}
FORMONONETIN- UND CUMOSTROLGEHALT VERSCHIEDENER WEISSKEEESORTEN
- == weniger als 1 mg: 100 g wasserfreien Klee.

Sorre Herkunfr des Suatsutes mygi 100 ¢ wasserfreien Klee
Formononerin.  Cumdastrol

Ladino U.S.A.. Handel 61 .
Ladino Lodi gig. Lodi. Italien 10 -
Danisch Handel Diinemark. Handel 51 -
Culturn Cebeco. Niederlande 76 -
Pertina Cebeco. Niederlande 40 -
Wilkla Van der Have. Niederlande 76 -
Retor Van der Have. Niederlande 66 -
Barbian Barenburg, Niederlande 61 -
Pelu Petersen. B.R.D. 66

Podkow:a Rolimpex, Polen 60

Afega Trifolium Tritolium. Dianemark B3

Blanca R.V.O., Belgien 22 :
Daeno Dachnfeldt. Dianemark 47

Trifo Daehnteldt Dachnfeldt. Dinenntrk 31

NFG-Gigant Deutsche Saatveredelung. Bremen. B.R.D. 37

von Kamekes Deutsche Saatveredelung, Bremen, B.R.D. 66

Steinacher Bavwa, B.R.D. 91

Lodi Qetofte Roskilde, Dinemark 70

Mirn Oetofte Roskilde, Danemark 8

Wild English Octofte Roskilde, Dinemark 92

Octofie Roskilde, Dianemark 38

Milka . Pajbjerg, Danemark 45

Milkanova Pajbjerg. Dinemark 91

Huia Patmerston, Neuseeland 60 o
S 100 Aberystwyth, Grosbritannien R 35

S i84 Abervstwyth, Grossbritannien 3

Louistana S-1 Agricultural Experiment Station, La., US.A. 47
Trivise Clause, Frunkreich 47

Tregor Vilmorin, Frankreich 62

Crau INRA, Frankreich 28

Sabeda PBI. Cambridge, Grossbritannien 76 e

Regal Agricultural Experiment Station, Ala., US.A. 40
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dem Polyamid durch erhdhte Adsorption oder Zerstérung der Substanzen erniedrigt.
Nachdem die konzentrierten Fraktionen auf der Platte aufgetragen sind, soll die erste
Entwicklung direkt anschliessend. die zweite in der foleenden Nacht und die dritte in
der niichsten erfolgen. Zwei Tage nach dem Beschicken der Platte soll eiuiert und am

dritten-gemessen werden.
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Fig 3. Isoflavongehalt verschiedener Rotkleesorten,

Wie Tabelle I zeigt. ist der Isoflavongehalt im Weissklee gegeniiber Rotklee
irrelevant: zusiitzlich wurden geringe Mengen Cumdstrol gefunden. Fiir diese Be-
stimmung geniigte uns die oben beschricbene halbquantitative Methode. Die Ergeb-

nisse stimmen mit anderen Untersuchungen aus der Literatur {iberain®¥-#2-¢6-67 5o dass
fiir die Vertitterung von Weissklee keine Bedenken hinsichilich Fortpflanzungsstsr-
ungen durch Isoflavone bestehen. :

Betrachiet man nun das Isoflavonvorkommen in Rotklee (siche Tabelle IV
und Fig. 5). so kann man feststellen. dass mit Ausnahme von Cumdstrol alle fiinf’
Isoflavone nachweisbar sind. Weiterhin dominieren im Rotklee Biochanin A und For-
mononetin gegeniiber den anderen drei Substanzen, wie bereits Wong?® berichtete. Im
Trifolium subrerraneum herrschen hingegen Biochanin A und Genistein vor. Im wesent-
lichen stimmen die ermittelten und die in der Literatur angegebenen Isoflavonkon-
zentrationen im Rotklee dberein®-*®. die in erster Linie fiir kdnstlich getrockneten
Klee gelten. Ein strenger Vergleich ist wegen der verschiedenen Arbeitsmethoden und
Kleesorten. sowie der unterschiedlichen Wachstumsstadien der Pflanze nur bedingt
mdglich. Immerhin lisst sich erkennen. dass das Vorkommen und die Konzéntra-
tionsverhiiltnisse der einzelnen Isoflavone in den untersuchten Rotkieesorten im we-
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sentlichen genetisch bedingt sind. Bei der Untersuchung von Klee ist darauf zu achten.
ob es sich um gesunde oder kranke Pflanzen handelt. Bickoff er a/%* konnten an der
Luzerne nachweisen, dass the Cumastrolgehalt durch den Befall mit Pilzen, Bakterien
oder Viren ansteigt. Obgleich der Isoflavongehalt im Rotklee niedriger als im 7Tri-
Jolium subterrancunt ist, ist den Fortpflanzungsstérungen in der Rind- und Schat-
haltung. besonders bei Griinfiitterung von Trifolium pratease, vermehrte Aufmerksam-
keit zuzuwenden. )

ZUSAMMENFASSUNG

Fir dic Bestimmung der fiinf als dstrogen bekannten Isoflavone —Biochanin

A. Formononetin. Pratensein. Genistein, Daidzein— und des Cumarinderivates
Cuméstrol in 32 Weissklee- und 20 Rotkleesorten wird ecine Extraktionsmethode.
sowie e¢in siulen- und dinnschichtchromatographisches Reinigungsverfahren be-
schrieben. Die quantitative Untersuchung wird spektrophotometrisch durchgefiihrt.
Fiir dic Bestimmung geringer Mengen Formononetin und Cumdstrol in Weissklee
wird ecine halbgquantitative Methode angegeben. Die bei der Probenautbereitung,
Extraktion. Siulen- und Diinnschichtchromatographie sowie bei der Elution aufire-
tenden Probleme werden diskutiert. Die chemische Untersuchung der sechs &stroge-
nen Stoffe in Klee ermdglicht eine bessere Beurtetlung. ob eventuelle Fruchtbarkeits-
storungen in der Viehhalting aut diese Substanzen oder andere Ursachen zuriickzu-
tihren sind.
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