
SUXIXIXRY 

Tk tl~rcrmitrarion r!f- ocsrro_tyrric- iwfkt WNIC~ cud t-orrrmwrof irr cfow~r ~T~-~/tiliwn p-u- 

Icm-~~ L_ mttl 77if Oli~rni r-iywm L_) 

Thirty-two varieties o!‘ xvhite clover and twenty varktics of t-cd clover \vct-e 
esamincd for live isofiavones -biochanin A. Ibrmonori~tin. pratt-nsrin_ genish5n. 
daidzcin- and rlic coitniitrin deriwte cottn~~stt-01 know3-n its ocstrogenic. A niethud 
tiw the rstt-action and the cleaning bx column and thin-layer chrom~tto~r~tph_vi~ is de- 
scribed. The quantitarivc analysis is carried out specirophotomctricall_v. The determi- 
nation of sni:tll aniounts of I-~~t-monontltin and cournrstrol in white clover is rlEctcd 
semi-qttantitativsl?;. The pt-oblcms \vith the prqxtration of the san~plc. the estractiom 
the colunm and thin-layer chromatograph_ and the elution art discusssd. The chrmi- 
cal examination of the sis aestt-ogmic substmwrs in clover t&nvs a better judgement 
\\-hethcr t hc rcproducti\ c abnmmxtlities Cot- animals must b e attributed to these sub- 
s~;tnct‘s 0r to 0th~ ciii~~~s. 

L~IXl_ElTU?i:G 

VOII den zahlrcichen als iistropm b&mmten PRttnzen’ ist vor allem dcr Kkc 
tilt- die land\~irtschaftlicIlc Vichhaltun~ VOII Brdeutung. III den virrzi~cr Jahrcn Iann- 
ten erstmttls Bcnctts cr ul_‘-’ Fruchtb3rkcitsstiirullgeli bci \vridrnden Schafen auf Iso- 
flavone ini Mke zuriickfiiht-en. Fiinf der bishcr entdecktrn 55 Isotktvant?_ niimlich 
Biochanin A_ Fotmonon~tin_ Prtttenscin, Gcnistein und Dtlidzein I gelten aIs iistt-ogcn’. 
Ihr Vorkonmen beschriinkt sich mit \venigsn Ausnalmm~ auf die Ordnung der Legu- 
minosen und dot-t sprziell aufdie Frtmilie drr Papillionaceen”. Drts spt?ter van Bickott 
er al.’ in Ladinoklec gs!‘undcnc und in anderen Prtpillionacren ( Alet/ica~go _sa~irrr L__ 

-T..~ftifirrtn .~~If~I~~rrcIt~y~it~~ L.. 7;1-~tifimr pr~urrc~~rs~~ L.) nachgewiesrne CumiistroP. ein 
CLtI11;II-iIldt‘ri\.;it. Zihlt cbcnEllls ZLI den iistrogrn wirkenden Stotli-n und biogenetisch 
ZLI den isofiavonrn’. iibrt- die relative iistt-ogenr AktiviCit dsr einzclncn Isofft~vo~~e. 
die et\va 5- IO-” SO gross \vie die des DEthylstilbiistrols ist _ ‘” herrscht keinc u berein- 
stimtnungtl-‘S_ H- I II grgetl ttnterscheidet sich Cumiistrol van den Isoflttvoncn durch 
einc 30tkh hiihtxe Wirksamkeit als z.B. Genistein”. Da mit einer so niedrigtx Aktivi- 
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tr?t der Antikrtilitiitsefkt schwer zu erklSren ist, kommen verschiedene Autoren zu 
dem Schluss, dass die Isotktvone als ProBstrogene anzusehen sind und im tierischen 

Kiirpsr einr Umwandlung in eigentliche Wirkstoffe erfahren oder die iistrogenen Hor- 
mone seibst beeinflussen’“-22_ Die Beziehung zwischen Konstitution und iistrogcner 
Aktivit3 beleuchten Bickoff e’f LII_‘~ und Warburton”. 

Zur Bestimmunp der lsoflavonglycoside und -aglyco~x bieten sich der Tierver- 
such”-“_ die Dens-t I ometrie. die Spektrophotometrie und die FIuorinletrie’-s-‘h-” an. 

Die biologische Methode hat zwar den Vorteil. ohne lsoiierung der zu bestimmendcn 
Stotk auszukommen_ doch diirften ihre Ergebnisse trotz grBssrrcn Arbcitsaufkxndrs 

st5rkeren Streuungcn untrriiegen. Bei den iibrigen Bestimmungen ist eine Reinigung 
dicser Fla\-onoide uner]t_isslicfi_ \\-offir die S~tIlen-‘~-‘U--‘3_ P3pier_‘-s-‘J-“-“‘-‘u-3~-J”, 

Diinl~schic[lt-‘Y-‘L-U und Gaschromatogrrtphie’ herangezogcn \\-urdrn. We man aus 
drr Literatur rntnchmrn ktlnn2S-‘2-4*-‘4_ beschr5nkcn sich die mcistcn Autorcn bci 
ihrer Untersuchung aufcincn Tcil dicssr ijstrogcnc mit Ausnahmc van LindncP, dcr 
papierchromatogrnphisch ztIlc scchs Sabstanzen erfasst_ Griisserc Sch\vicri$citcn 
bitten \\-e~rn ihrer gcringsn Konzentration Daidzcin. Genistcin. Pratenscin und Cum- 
ristrol, die brsondcrs bei halbquantit:~tivcn Untcrsuchun~en” schwer bestimmbar 
sind. 

We Legg cf al_‘” berichttx sind die Isoflavone in allen Ptlanzrntcilen dcs Klecs 
ZCI tinden. Das Vorkommen der cinzelncn PhytoBstroscnc schcint jrdoch vom Alter 
der Pflanzc r:bhSngiz zu scinJD_ I hrc Konzcntration \vird durch die Klcrsortc, den Rcifk- 
zusttmd der PHanzr, ihren Stnndort. die \Vittrrung und die Dfingung bestimmt. 

Untersuchunrn fiber drts Vorhandcnsein dieser Pkmzenfistrogrne in den in 
der Schweiz rtngebauten Klresorten liegen unscrcs Wisscns nicht var. Das Zicl diescr 
Arbeit ~1s L‘S, rine Methodr zur miiglichst es&ten Bestimmung allrr sechs als 
Eistrogcn bckanntrn Stotl-e im Griinfutter, insbesondcrc den Klccartrn. zu at\\-ickln. 
FGr dsn Nachweis van isolktvoncn ist bcreits ein di?nnschichtchrc~m~t~~~r~phiscl~~s 

Vcrf5hren publizicrt wordenz7_ hingegen fchlt noch cinc notwcndigc Kcinigungs- 
mcthodc zur quantitzltivcn Analyse dicsrr Substanzen_ 

ESPERINEXTELLER TEIL 

Prohrtttrtoreriul 

( 1) BIstter und Stengel dcs noch nicht bliihcnden Wcissklces (Tr[fblitrttt t-qwtts- 
L.). Sortenangaben siche Tabelk I I I. Anbauort I Ziirich-Reckcnholz. 430 m iibcr drm 
Mccresspiegelr Aussaat: April I971 I Emte: Mai 1971 crstcr Schnitt_ 

(2) Der oberirdische Teii des im vcsetativen Stttdiuni bstindlichcn Rotklccs 
(Tr$dittttt prutrrtse), SortensnFben siehe Trtbelle IV_ Anbauort : Zfirich-Rcckenholz. 
430 m iiber dem Meeresspiegel: Aussaat I FriihIing 1971: Ernte: Oktobcr 1972. ;C_ 

Schnitt- 
Die Rot- und Weissklecprobcn wurdsn bci --20. gelagert. get-rier~ctroc~tlet. 

~emshkn und sofort verarbeitet- Von den Rotklrrsorten wurdcn Doppelbestimmun- 
pen durchgcfiihrt- 

E_~rruk rion 

Zur quantitativcn Erfassun, u der lsotiavonaglycone sind 10 g petrockneter 

Kkw erfordrrlich. Die Probe wird mit 100 ml 1 A’ Salztiure auf dem siedendcn 
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Wasserbad 1 h hydrolysiert. Nuch der Neutralis:~tion mit etwn 40lx,iger Ntitronk~uge 
estrahiert man die Probe mit 500 ml Aceton 30 nlin unter Rfickfluss. nutscht nb und 
kocht noch zweimal t-nit jc 250 ml Aceton 20 min_ Die Estrakte werden ges:mrneIt 
und am Rotationsverd3liipfer bei 50.’ auf etwa 20 ml einseeng_t_ 

Das oben gewon~~r~w Konzentrat wird rnit wenig ethanol in einen Schcide- 
trichtcr scspiilt und dreinxd mit 100 ml Petrolfither (Kp. 30-60 ;) zur Entfernun~ van 

Chlorophyll und Lipoiden rtusgeschiittclt. Die unterc Phase aird mit den1 an den Grenz- 
Hkhen eventuell aufmtenden Schlmm votn Petrol5Trher t~bgerrennr und unm- dem 
Obertlrlchen~erdampfrr bei 50’ in einem Miirser unter Zuszltz VOII 5 g feinern See- 
sand und 0.5 g Polvan~id (Woclm. Esch\vege_ B.R.D.) ffir die Sr?l~lenchromnto~l_rrtphic i 
zur besscren Vcrteilun~ da- Masse bis fast zur Trockne eingedmnpft. Die obere Phase 
\vird ver\x-orfen. 

Drr ukhsre Reitligungsschritt wird s~iiule~lchromatl~~r~~pl~isch durchgcfiihrt. 

\vofiir nun IO g PoIymnid WoeIm SC mit 32 -I:ligeni X;thanol in rine !%iule vo11 etwa 
1.5 CIII Durchmesscr fiillr und nlir 5 g grobcm Seesand bcdcckt. Die feuchte Proben- 
ni;mc \vird niit \venig 3> -~‘$~_cm khanol auf die Siiule gegebcn. Die Elution geschieht 
nlir jc 100 ml 35 und -lO’!.,,igen~ und tveitrr ulit je 200 ml 45. 55. 65. SO und 95 ~,!.;i~eni 
dcnaturiertcn .&thanol bei ciner SSulr--ntemper3tlIr v’on 40.. die dwell &en S5iuh- 
nxtntcl_ Durehnlesser 3.5 cm_ und einrn Umlaul’ther~nostt~tel~ erzielt \vird. Dsr !%ulen- 
durchlluss betriigt fiir gsfri~rg~trockrltten Kkr et\va 1 cni/min_. gemrsscn a111 Absin- 
!-XII des Fll?ssigZteitsspiegcls_ Notfalls setzt III;UI die Siiule unfer schuxchc~~ Uberdruck. 
Die Elution kiann \\-%hrend dcr Nxht unterbroclwn \verden. Das Eluat \vird in Frak- 
rionen m 70 ml aufgefangen. Jedcr z\vcitcn Frr~krion \verden 100 icl zun~ diinnxhicht- 
chmmat~~~r~~phi~chcn i\!ach\veis der Isatlavw~e bzw. des CunG%troW entnoninlen 
(G&e Fig. 1 und 2). Die Isoflavone bzw. Cutndstrol enthaltenden Frtkrionsn werden 
ges;ammelt_ ;un Rotationrvcrd3mpfr bei 50 .. eingeengt und rnit 70 “-;;igsm dcnaturirr:cn 
Krlla~iol for \Veissklcs in cincn 10 nil_ t‘iir Rotkl se in einen 25 ml Messkolben gespiilr. 

Fiir die dritte Reinigung der Isothvonr und dcs CumGisrrols durch Diinnschicht- 
chromato~_rapliic \verdsu Plattcn van den Griissen 20 -1: 35 cm und 6 ‘_. 35 cm ver- 
mxndct_ Die Beschichtun g crfolgt wit in friiherer Arbeit angegrbmJ’. Die 10 cm 
breiten Plattcn \\-a-den in ftinf Balmw cingcteilt: eine fi?r die Blindprobe und vier 
fiir je cinc Prob~naLlfir:1~i)li~_ Die Auftragsmcngen bctrasen in1 Fait dcs Rotkks :tus 
cincm 25 1111 Xlrsskolbcn 1% Biochmlin A 30 ,~l_ Formononetin 20 rcl_ Pr:itensein 200 

icl_ Gcnistcin 150-100 rcl uud Daidzcin 150-200 jcl: bei Weissklse aus &em IO 1111 
Messk;alben t‘iir Fornmnonetin rnindestens 700 irl und fGr Cumiistrol 200 bis 500 itl, 
evcntuell als Srrich appliziert. Aufciner Platte kunn jrwsils niu- tin Isoflavon gereinigt 
\vcrdcn. Z\vri schn~alc Glaspkttten \verden mit dem zu unctxsuclxnden lsoflavon und 
da- Probe beschickt_ Sic dietwn zur sicheren Auffindung dcr Isot'tu~~mc und warden 
nach den1 Entwickeln cvcntuell fiir sich akin nlit Re;lgcnzienJ besprtiht. Zurn Nach- 
\veis ~011 Formononctiu und Daidzein auf den sch~nr~l~~~ Glassrreifen wird bsi dsr 

qimn~itativen Analyze ZO~&w ivr‘issrige Ivvtrium~;arboli~lt-L(isung verwendct. Von 
den Plarrcu 20 :.-: 35 cm \vird jtdss Spriihmittel ferngshaltcn. Zur Reinigung der Iso- 
ftavone und des Cun~iistrols ist rinr drei- bz\v_ zweil~lche Entwicklung in folgcndcn 
FliessmitteIn crfkdcrIich_ 

I _ Ent\vicklung: FL?r alk lsoft~vo~~e: Petrol%her (Kp. 30-&O.- )-Benz&-Mrrh~l- 





Fig_ I_ 
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telt tagsiiber in Abstinden van 2 h_ Bei der Elution des Forn?ononetins muss die HGh 
des Methanolspiegels im Zentrifugenriihrchen markiert werden, da trotz Beschweren 
der Schliffs‘stopfen ein Teil des Methanols bei 60” verdunstet und vor dem Filtrieren 
erg%nzt werden muss. 

Herstelietl der Eichkurvetl_ Von jeder Substanz verivendet man 10 mg in 10 ml 
khan01 gel&t und unterwirft sie einzeln dem oben beschriebenen Analysengang. Die 
lsofkwonc bzw_ Cumiistrol cnthaltenden Fraktionen von der S5ule werden gesam- 

melt, eingeengt und mit AthanoI in einen 25 ml Messkolben sespiik Die Auftraps- 
meqen auf den Dfinnschichtplatten betragen 40. SO. 120, 160 mid 300 ;rl. An Hand 
der gefundenen Estinktionen bei 250 nm fiir Daidzein und Formononetin. bei 163 
nm fiir Biochanin A. Genistein und Pratensein sowie bei 343 nm fiir Cumiistrol \ver- 
den die Eichkurven in einem Konzentrationsbereich von 1 bis 16 ~q,!ml aufge- 
stellt. 

Die Estmktion und Reinigung der Flavonoide durch Ausschiitteln und Sklen- 

chromarographie u-ird wit oben bcschrieben durchgefiihrt. Die crhaltenen Fraktionen 
engt man ein und spiilt das Konzcntrat in cinen 10 ml Messkolben. Auf cincr 

Polyamidplatte 10 :-.. 20 cm bereitet man sich eine Standardreihe van 5-5O:lg For- 
mononetin bzw. 0.1--2icg Cum&trol_ Von jeder Kleeprobc lverdcn auf eincr Poly- 
xnidplatte (10 :-’ 20 cm) drei Flecken verschicdener Konzcntration. z-6. 20. 40 und 
6O.al. aus dem 10 ml Messkolben aufgetragen. Allc Platen wrden im FIiessmittel 1 
entwickelt _ mit 20 “: _ ,,,tger N3trillrnkr~rbon3t-L~sLtn~ bespriiht lmd die Flecken der Probe 
mit dencn dcr Standardplatte unter dcr UV-Lamps vcrglichcn. 

Daidzein. Cienistein und Biochanin A wurden nnch der Methods van Yoder 
ct u/--‘~ aus ZA-Dihydrosyphcnyl-4’-hydroxybenzyketon. 2.4.6-Trihydrosy_~henykl’- 
hydrosybenzylketon. 1.4.6-Trihydrosyphenyl-4’-mcthosybenzylketon und Athosalyl- 
chlorid synthetisiert. Nack dcr Umkristallisation in khanol fallen Genistein (Fp. 
295’: Acetat 196-199”)_ Daidzein (Fp. 320-324”: Acetat lS6’) und Biochanin A (Fp. 
212’) als Nadeln aus. Formononetin wurde aus 2.4-Dihydrosyphenyl-4’-methosy- 
benzyiketon und OrthoanwisensriuretriSthylester in Pyridin nach lyer et ~t/_‘~ gewon- 
nen. Das in Athsnol umkristrtllisierte Pulver schmilzt bci 255-257”. Eine weitere 
Synthcsemiiglichkeit besteht in der Umsetzung vom obigen Keton mit Dimethyl- 
formamid und Phosphorosychlorid nach Kagel er a/_‘“_ Die Synthese von Pratensein 
erfolge gemr7ss Wong’l und nnch Baker er ~r/_~‘_ Der Schmelzpunkt des in khan01 

gereinigtcn Produktes brtrrigt 27 l-273 >_ Cumiistrol lrisst sich nach J urdj3 herstellen I 

Fp_ 3SO-3S5’_ Die Schmelzpunkte wurden mit der Thiele-Apparatur bzw_ im Metall- 

block bestimmt und sind unkorrigicrt_ Die Absorptionsspcktren der synthctisierten 
Substanzen stimmen mit den in der Literatur zitierten iiberein5J-55_ 

ERGEBNIS UND DlSKUSSlON 

FGr die Untersuchung auf Isoflnvone sind in Mitteleuropa vor allem der als 
Viehfutter verwendete Weiss- und Rotklee von Bedeutung. Drr in Australien hSulig 
angebaute und isotlavonreiche Tri/blirm subterramwm gedeiht in unseren Breitelt 
nicht_ BelHsst man Klee zum Trocknen auf dem Feld. so geht seine iistrogene Aktivit%t 
verloren’6-‘7_ Hingegcn sol1 durch sorgfsltige Ofcntrocknung keinc Abnahme an Iso- 
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TABELLE 1 

ISOFL_AVOSGEHALT DES ROTKLEES (SORTI? OBERHAUNST~~DTER) IN ABHAXCilCi- 
KEIT VOX DER LXGERliNC 

flavonen einfretenSh-5x_ Eine Irtnzere Lagerun g gctrockncter Proben ist mdglichst zu 
vermeidcn_ da sow&1 bri Raumtemptx~tur ~1s such bei 4 tin Isofla\-on\~rlust en:- 
strht (siahe Tabcllr I). 

Bei der Esrraktion dsr iistrogenrn Stotl-e ist ZL~ bsachtcm dass d&c ZLUII griiss- 

ten T&l als Glycosidc in der Pfltmze vorlicgtxx \‘a-schiedsne Aurorcn schl~~g~n einc 
Glycosidspaltung durch cndosene Glucosidasen vor’y-l’_ Nach Francis und %f illing- _ 
tot?’ ist jcdoch _ 4richzcitig mir der Wirkuns van Pol~phsnulosida~cn ZLI rcchncn_ die 
&ten T&l der Isofia\-one, bcsonders leicht das Genistein. ztlrstcircn kiinmn. Wir 
zogen daher die cinsttindige !%iurchydroIyst mit I 3 SaIzsii~rc XLI~ dcm Wasscrlxtd 
v&‘“. Eiw Neutralisarion der Stdzsiiure nach dcr Hydrolyse auft‘t\vtl pH 5-7 ist not- 
\x\cndig_ da sonst die noch vorhtmdene Salzsiiure im konzentrierta~ Estrakt das Poly- 
amid auf der !%iule trls such auf der Dt?nnschichtpltltte nutliist. Zur Esrrak;rion wird 
tdl~emcin fiir dir Grwinnung der lsofla\ontipl~con~ ;ILS Trocl;cnm~~tcriaI Aceton vet-- 
lvendet. dots nach Bickotl-er ~ri_“’ dir m&ten &trogyne und die \venigstcn Ballaststotti- 
erfaswn sall. Das Entfcrnrn dcr Btlllrtsts~oKc ist durch die ttlkinige Verwendung van 
Petrolrither zum Ausschiitkln begrenzt_ da bweits Formwonctin in dcm polarcrcn 
L%ungsmittel Chlorolixm und allr andcrw Isoftavone ~inschliesslich Cun-iiMrol in 
&her odrr Essigester gel&r wet-den. Diesc Brschtinkung I5sst sich such nicht urn- 
when_ indcm man die isotfavonc durch klugrnzu@w in ihrc Salzc Gbt‘rfiihrt und = 
somit in der Mssriyn Phase zurt?ckh~lt_ Ausserdem konntcn wir bci drr spt%rro- 
photomctrischen Untcrsuchung van Fornwnonetin in t~mmoni;tknli~;chcr Liisung t-cst- 

srellen, dass seine Absorption abnimmt. Es schcint also fiir Isc~ffavonc lxinc Stabilir;?r 
im alkalischen Milieu ZLI bestehen. 

We einr PrXung ergab_ enth%lt der an den Grenz%ichen auftrstende Schlrm~m 

F~vn~ononerin_ Be&s Wang weist ttufdk Schwkrigkcit bin, Formononetin in Liisung 
zu bringen”. Diescr Schlttmm darfdahrr beim Abtrcnncn dcr isofla~onllalti~~n unk- 
ren Phase nichr mit dem Petroliither vcrworfen wcrden_ sondcrn ~ILISS nach dull Ein- 
dampi& der Lmtt’ren Phase mit auf die S2ulc y- -bracht \verdcn_ Eine dircktc Dfinn- 
schichtchromtltogrttphic nach dcm AusschWeln ist alicin durch den vorhandcncn 

festrn Anteil nicht miiglich. Ein Versuch zeigt nuch. dass durch zu vi& stiirtxde Sub- 
stanzen die geringen Mengen Isofklvone iiberlagert und die Platte selbst ~bcrladsn 
werdsn_ 

Zur s~itllenchrom3ro~rzpllischen Reinisun= ‘7 dcr lsotlavone \v\‘;lr Polytu~~id vcr- 
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TABELLE II 

WIEDERGEFUNDENE MENGEN SYNTHETISIERTER ISOFLAVONE NACH DER CHRO- 
MATOGRAPHIE AUF POLYAMIDS~~ULEN VON 20 IJND 40’ 

_. _ 
Isojiu I’OIIP Il’i~~tf~~r~~~~ftttttl~.ft~~ 

Afe,t~~ (y:J z. 

Z-JO' 40; 

Biochnnin A 91 10s 
Fornwnonetin II s’) 
Pratensein so 96 
Gsniatrin Sb 101 
Daidrein 95 97 
cu111ijstr01 93 9s 

glichtn mit Kicsclgel und Ct2llulos12 ml bcstcn g-eeipilet. Sein Nachteil ist die feringx 
Fli~sse~sch\\indi~~~it des Elutionsmittcls bci nitdrigcm Alkoholgehalt. Eine Auflock- 
erung des Polyamids durch Celite-Zugabe brachte kcinrn Erfolg_ Wurdcn van den 
syntlwtisiertsn Isotlavoncn und dcm Cumiistrol 10 III 2 der Sr?Lllcnc!iramtlt~~~r~~piii~ 
:NI~ IO 2 Pol?;:mid und einer Elation mit 35-95 “,igcm Wtlmnol untcmorfen. so konn- 

tt‘11 et\va 90;;; der mcistsn IsoAa\-one und dcs CunGstro!s_ vo11 Farmononetin jedoch 
nut- 20 I’,. \vicdergefunden \verden_ Durch Er\v%mcn da- S3ule auf40 \vurdt- einc gutc 
~-tiess~~cscll\\indi~~;cit crhclt und die eluicrtcn SL1b~ttltlzm~u~_cn au1‘ ct\va 100 I.::,_ t-wi 
Formknetin auf 90“;;, txhiiht (sielw Tttbclle I I). Die Elution soll mit 35 :Qsrlrn 
;~thanol bcgo1111e11 \~~rd~n. LII~ da?; vo11 der Neutr:dis:ttion krriilmndtz Natriurnchlo- 
rid und stiiwndc braune. ~vasserliisliclw Substanzcn ZLI t‘ntfirnen. Etwa ab Fraktion 7 
crscheinm Formc~nun~tin wld Biochanin A. in dcrl Frt~ktioncn IO his 20 kmnnwn 
Zenistein_ Prntmsein und Daidzein var. Urn alla Formononetin ZLI erfasscn. sind je 
nach Geh:llt irn ~~fri~r~~trockncttln Kkc die Fmktioncn 7 bis 40 zu s;tm~nel~~. Mit SO 
und 92”.,,igcm ~~tlunol \vird Cumiistrol cluierr. das abcr in unst‘rwl l~at~l~cmuterial 
niclit nach~vcisbar \v:it-_ Rcstliclws Cliloropli~ll tritt nlit 65 I’,, igem ethanol ms der 
StTulc und stfirt wcdm die Bes;rimmLmg der Isotlavanc noch die des Curndstrols_ 

Da die ~onzcntraticln~n da- &zcln~n Isofla\-one im Klee rccht unterschied- 
lich sind. ist zinc Trmnury diesa- Substanzen :LLI~ da- !%iule crschvcrt: sis bleibt dcr 
Diinnschichtchr~~~~~~~t~~~r~~pl~i~ vorbel~altsn. Dafiir \vtIrdt‘ tin nt’ues V~rt~h-en ent- 
xick;clt I Die yesuchtcn Fkcke ma-den nicht \vir ~I-L‘w\‘iilmlich nach drm :\Iarkitxen ab- 
pchabt. ~luicrt, tilrricrt. die Eluatc eingcdampft und der Rfiickstand r_‘rncut ;wfge- 

tragm. sondern IBID b&isst die Flwkcn ZLII- Vtmnridung van Subsranz\-srlilstcn und 
zur Xrbeits~imparLIIi, L tv -M-den Plattcn und ernt‘utxt besser das iibrigs Polyamid. Nach 
der z\vcitcn Lund dritten dCtnnscllichtchr~~~~~~~t~~~r~~pllischen Ent\vickluny kann tin Teil 
dcs Polyamids ziIrl?c~~I-t‘\~-oilli~Ii und fiir qualitative Z\vtxkc vt’r\vendet uxxden. Die 
lktraclmmg und Markierung drr Iscltla;onfl~ckcn unter da- UV-Lampc sol1 im IKWXII 
und truclxnt‘n Zustmd bei 754 und 366 11111 g~scl~~3~e1~ Uioclxmin A_ Pratensein LIINJ 

Gcnistein sind erst nach dctn Trockncn als dunkk Flwlxn sichtbw. Fornwnonetin 
Ltnd Daidxin nach dcr mvitt’n und dritten Ent\vicklune besonders auf der kuchtcn 
Phttc. 1st das Flicssmirtcl van dcr Phttc vcrdunstet. so nimmt die Fluorrszenz der 
beidm ktzten Iso~iavonc ab. die Flrckn erscheincn klcinrr. was ZLI Substanzverlust 
ti?hrt. Ebcnsowichti~ fiir die Reinhcit drr IsoRavone ist dir Priifung der fwchten und 
trockenrn Platte auf stiirwds tisnide Flecken. 
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Die Reinigung des Cumiistrols. das durch seine intensive Fluoreszenz stets 
Ieicht zu erkennen war_ ist deshaib auf Kieselsel vorgenommen worden. weil die Ent- 
wicklung auf Polyamid zu starker Schwanzbildung fiihrte. Die Flecken sind sehr aus- 
~edehnt, und die Ersebnisse wurden durch die grosse zu eluierende Polyamidmenge 
g&Ischt_ Auf der Kieselgel-PIatte wurden oberhalb des Cum6stroIsfleck zwei weitere 
gut getrennte FIecktn gieicher Fluoreszenz beobachtet. Das dem Cumiistrol sehr 5hn- 
lithe Absorptionsspektrum und die gegeniiber Cum6strol h6heren RF-Werte lassen in 

d&en beiden Flecken 4’-0-MethyIcumiistroI und 3’-Methosycum6stroI vermuten62-65. 
wobei die bciden nicht identitizierten Stoffe im Vergieich mit CunGstroI in manchen 
\V&skkesortcn iiber\vogen_ die gefundenen Menpen jedoch unbedeutend sind. 

Fiihrt man die Untersuchung nach dem Auftragen der Probe oder nach jeder 
diinnschichtchromatographischrn Entvkklung nicht weiter und It?sst die Platten an 
der Luft und dem Licht einigr Tage Iiegen_ so \vird die eluierte Isoflavonmenge aus 
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dem Polyamid durch erhtihte Adsorption oder Zerst6rung der Substanzen erniedrigt- 
Nachdem die konzentrierten Fraktionen auf der Platte aufgetragen sind. sol1 die erste 
EntwickIung direkt anschliessend. die zweite in der folgenden Nacht und die dritte in 
der nkhsten erfolsen. Zwei Tage nach dem Beschicken der Platte sol1 eiuiert und am 
dritten gemessen kverden. 

Wie Tab&e III zeigt_ ist dcr lsotlauon~ehalt im Weisskilee gegendber Rotklce 
irrelevant I zust?tzlich wurden geringe Menzen CumBstrol gefunden. Fiir diese Be- 
stirnmutq genl?gte uns die oben beschriebenc halbqurtnritati~c !Mechodc. Die Ergeb- 
nisse stimmen mit tlnderen Untersuchungen nus drr Litemtur iiberein”-J’-hh-h’. so dass 
fiir die Verfiitterung van Weissklee keine Bedenken hinsichtlich Fortpfl:lnzungsstiir- 
ungen durch Isoflavone bestehen- 

Betrachtet man nun das lsofiavonvorkommen in Rotklee (siehe Tab&e IV 
und Fig. 3). so kann man feststellen. dass mit Ausntthme van Cumiistrol alie fiinf 
Isoflavone nachweisbar sind. Weiterhin dominieren im Rotklee Biochanin A und For- 
mononetin ge_egeniiber den anderen drei Substanzen, wie bereits Wongx9 bsrichtete. lm 

Tt-$Xm~ mbterraoeunr herrschen hingegen Biochanin A und Genistein vor_ Im lyesent- 
lichen stimmen die ermittelten und die in der Literatur angegebcnen isotlavonkon- 
zentrationen im Rotklee iiberein5-hh. die in erster Linie fiir kiinstlich getrocknetrn 

Klee sehen. Ein strengcr Vergleich ist wegen der verschiedenen Arbeitsmethoden und 
Kleesorten. sowie der unterschiedlichen Wachstumsstadien der Ptkmze nur bedingt 
miiglich- lmmerhin kisst sich erkennen. dass das Vorkommen und die Konzentra- 
tionsverhBttnisse der einzelnen lsofiavone in den untersuchten Rotkleesortcn im \ve- 





sentiichen genetisch bedingt sind. Bci der Untersuchuns van Klee ist daraufzu achten, 
ob es sich urn gesunde oder kranke Pflmzen handelt. Bickoff ct aIPs konnten an der 
Luzerne nuchweisen. dass ihr Cumiistrolgehalt durch den B&II tnit Pilzen, Bttkterietl 
oder Viren ansteigt. ObgIeich der tso0avongehalt im Rotklee niedriger afs in1 7X- 

fdium suhtcm-mwm ist, ist den FortpfanzuugsstGruilrreii in dcr Rind- und Schaf- 
haltunp. besondet-s bei Griinfiitterung van Tr$dirmz pmteme, vermehrte Auftnerksmn- 
kit zuzuwenden. 

ZUSAMhlENFASSUNG 

Ffir die Bestimmung dcr fiinf als iistrogen bekanntcn Isoflavonc -Biochanin 
A_ Formononetin_ Prstenstin. Cicnistein. Daidzein- und des Cunxtrinderivates 
Cumiistt-ol in 32 Weissklee- und 20 Rotkleesorten wird eine Estraktionsmethodc. 
swvic ein stiulen- und diinnschichtchr~~ni~~togrtlDhisches Reiiiiguilgsuerf-~Iireli be- 
schrieben. Die qumtitativc Untet-suchun g \vird spektrophotometrisch durchgefiiht-t. 
FGr die Bestitnmun g get-ingcr ivlengcn Fornmnonetin und Cutniistrol in Weissklce 
wird cinc halbqu3ntit3tive Methode ttn~egeben. Die bei dsr Probenaufbereituii~, 
Estmktion. !%iulen- und DL?ntischichtchrom3tographie sowie bei der Elution aufrre- 
tenden Problrme werden diskutiert. Die chemische Untersuchung der sechs bstrogc- 
1x11 Stoffe in Klce etmiiglicht cinc besserr Beurteilun~. ob evsntuelle Fruchtbxkeits- 
stiiruny~ in det- Viehhaltun, TV auf dime Substanzen odsr ttnderc Ursxhen zurtickzu- 
fiihreil sind. 
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