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Beitrag zur Alkalispaltung yon Flavonoiden. 
Chromatographische und spektrophotometrische 

Identifizierung der Abbauprodukte 
Von 

J. J. Chirikdjian, E. Jaag und P. Spiegl 
Aus dem Pharmakognost ischen Ins t i tu t  der Universit~t Wien 

(Eingegangen am 17. Januar 1969) 

Untersuchungen fiber den Einflul3 von Alkalihydrolyse und 
Alkalischmelze auf den Abbau  des Flavon-aglykons haben ge- 
zeigt, dal~ dureh alkalische l lydro lyse  eine quantit .  Spaltung 
mSglich ist, ohrze dab gleichzeitig Entmethyl ierungen methoxy- 
lierter Verbindungen auftreten. Es bildet  sich jedoch, durch 
Schmelze und Hydrolyse  gleichermaBen, aus dem Benzo-7-pyron- 
Tell immer auch eine gcringe Menge yon Phenolen, die um eine 
Hydroxylgruppe  weniger besitzen Ms zu erwarterL w~re. 

Beim lgachweis der Spal tungsprodukte auf Chromatogram- 
men mit  Hflfe yon Diazoniumverbindungen t re ten gewisse Farb-  
unterschiede auf, je nachdem ob Kieselgel- oder Cellulose- 
schichten* vorliegen. Zur Identifizierung der Abbauprodu]<tc 
wurden auch die Spektraldaten herangezogen. 

A Contribution towards Alkaline Cleavage o/ Flavonoid Com- 
pounds. Chromatographic and Spectrophotometric Indenti]ication 
el the Degradation Products. 

Invest igat ions of the effect of alkaline hydrolysis and al- 
l<aline fusion on the degradat ion of flavone aglycons showed, 
tha t  quant,  cleavage can take  place through alkaline hydrolysis  
without  simultaneous cleavage of methyl  groups from methoxyl-  
a ted compounds. On both,  alkaline hydrolysis and fusion, 
the benzo-7-pyrone group gives rise addi t ional ly to small 
quanti t ies of phenols which possess one hydroxyl  group less 
than expected. 

On chromatographic identification of the cleavage products 
using diazonium compounds, certain colour differences were 

* Bzw. Papierstreifen. 
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apparent, depending on whether silicagel layers, cellulose layers 
or paper strips were used. Identification of degradation pro- 
ducts was further aided by a study of the spectral data. 

Unter dan Bedingungen des Alkaliabbaues (durch w/~Br. Alkali- 
16sungen, zumeist in der Siedehitze, oder Alkalischmelze bei wesentlich 
hSheren Temperaturen) warden Flavonoide der C6--C3--C6-Reihe be- 
kanntlich zu C6-Bausteinen (Phenole) und in C2- sowie C1--C6-Einheiten 
(Essigs/iure, Benzoes/~urederivate) zerleg~. Es entstehen somit leichter 
iden~ifizierbare Spaltstficke, die entsprechende Rfickschliisse auf die 
Struktur des ursprtinglich vorliegenden Aglykons zulassen. 

Im Rahmen versehiedener Untersuehungen fiber Flavonfarbstoffe 
haben wir uns eingehender mit dem EinfluB von Alk~lihydrolyse und 
Alkalischmelze auf die gleichzeitige Entmethylierung methoxylierter 
Phenole und PhenolcarbonsKuren sowie mit dem Nachweis der gebildeten 
Spaltstfieke befaB~; dazu wurden neben den fiblichen Farbreaktionen 
auch Spektraldaten herangezogen. 

1. M e t h o d i k  des  F l a v o n o i d a b b a u e s  

1.1. A l k a l i s c h m e l z e  

Hydrolyse and Schmelze ffihren erwartungsgem/~B nicht immer zu 
den gleichen Endprodukten, besonders me~hoxylierte Flavonoide sind 
bei der Alkalischmelze sekund/~ren Abbaureaktionen ausgesetzt. Schon 
beim Erhitzen auf 250 ~ treten J(therspaltungen auf 1, die zwischen 280 und 
300 ~ nahezu quantitativ verlaufen. Unter diesen Bedingungen liefert 
z. ]3. das Seitenphenyl des Hesperetins (5,7,3'-Trihydroxy-4'-methoxy- 
flavanon) an Stelle yon 3-Hydroxy-4-methoxybenzoes~ure praktisch 
nut  noch 3,4-Dihydroxybenzoes/~ure 2, eine Entmethylierung, die zur 
Darstellung yon Protocatechusi~ure aus Vanillin herangezogen werden 
kann 3. Auch nach KOH-Schmelze yon 3,5,7,4'-Tetrahydroxy-3'-me*hoxy- 
flavon (Isorhamnetin) bei 250 ~ konnten wit neben wenig 4-Hydroxy-3- 
methoxybenzoes~ure in der Iiauptsache nur mehr Protocatechus~ure 
im Reaktionsgemisch nachweisen. 

Wie R.  N e u  1 durch Modellversuche mit Hydroxybenzoes~uren zeigen 
konnte, sind unter denselben Bedingungen noch Nebenreaktionen anderer 
Art m6glich, wie z. B. die Abspaltung yon Hydroxylgruppen (Bildung yon 
Protocatechus/~ure aus Galluss~ure). Es folgt darius, dal3 eine dutch 
Alkalischmelze abgespaltene Benzoes~ure im Aglykon grunds~tzlieh noch 
in anderer Form, in einem h6heren Hydroxylierungs- bzw. Methoxylie- 
rungsgrad, vorliegen k~nn. 

1 R.  Neu ,  Mikrochim. Aeta [Wien] 1958, 266. 
W. J~'. Newha l l  und S.  V. T~ing, Agrieult. Food Chem. 15, 776 (1967). 

3 I .  A .  Pearl ,  J.  Amer. Chem. Soc. 68, 2180 (1946). 
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Solche Vergnderungei1 der Spaltprodukte sind durch weniger agres- 
sive Verfahren, z. B. Alkalihydrolyse 4 in LSsung bei niedrigeren Tempe- 
raturen, zu umgehen. Noch sicherer abet lassen sich derartige Neben- 
reaktionen dutch die schonendere l~ethode des reduktiven Abbaues mit 
Natriumamalgam 5 verhindern. Neben Phenolen entstehen hiebei aus 
Flavonoide~ I)ihydrozimtsguren und Dihydrozimtalkohole, ohne dab 
gleiehzeitig Methoxylgruppen angegriffen werden. Allerdings bereitet der 
~angel  an Vergleiehsmaterial hirt und wieder Sehwierigkeiten, so dab 
meistens dennoeh dem Alkaliabbau der Vorzug gegeben wird. 

Aus dem Benzo-,(-pyron-Teil entstandene Phenolk6rper zeigen beziig- 
lieh der Entme~hylierung eine/~hnliche Temperaturabh/ingigkeit. Wie sieh 
dutch Versuehe miC versehiedenen Flavonoiden feststellen lieB, kommt es 
jedoch wieder zur Bildung vor~ Nebenprodukten, die um eine Itydroxyl- 
gruppe/~rmer sind. Naeh AlkMisehmelze (250 ~ 2--3 Min.) des 5-Hydroxy- 
7-methoxyflavons (Tectochrysins) treten auBer dem erwarteten Phloro- 
glueinmonomethyl//ther aueh Resoreinmonomethylgther sowie Phloro- 
gluein und Resorcin auf, die man beide aueh aus 3,5,7,3',4'-Pentahydroxy- 
Ilavon (Quereetin) erhglt. Die Bildung hydroxyl/i.rmerer Phenole diirfte 
hier weniger die Folge einer Hydroxylgruppenabspaltung vom C-5 sein, 
als vielmehr auf einer anderen Art der ~tlaerspaltung des heteroeyclischen 
Ringes beruhen. 

Bei der Alkalischmelze yon Phloroglueinmonomethyl/~ther und 
I~esoreinmonomethyl/~ther waren //hnliehe Erseheinungen nicht festzu- 
stellen. 

1.2. A l k a l i s c h e  H y d r o l y s e  

An verschiedenen Modellsubstanzen (~ethoxybenzoes/iuren, methoxy- 
lierte mehrwertige Phenole und Flavonoide) verfolgt.en wir den EinfluB 
vo~ Hydrolysedauer und Alk~likonzen• ~uf den Abbau des Agly- 
kons, die Bildung yon Spaltprodukten und ~uf das Au~treten sekund/~rer 
Veri~nderungen. So konnten wir feststellen, dab 5proz. ] (OH bereits bei 
Zimmertemper~tur innerhalb yon 12 Stunden eineil teilweisen Abbau 
bewirkt, aber schon nach 2stdg. Kochen mit 10proz. KOH restlose 
Spaltung des Aglykons eintritt. Anzeichen einer Elltmethylierung waren 
weder bei Flavonoiden noch bei den Modellsubstanzen zu erkennem 

Unter diesen Bedingungen lieferte 3,5,7,4'-Te~rahydroxy-31-methoxy- 
flavon (Isorhamnetin) aus dem Seitenphenyl lediglieh 4-I-Iydroxy-3-methoxy- 
benzoesi~ure. A_us dem Benzo-~-pyronkern des 5-Hydroxy-7-methoxyflavons 
erh~ilt man auf diese Weise Phloroglucinmonomethyliither, daneben - -  wie 

4 p .  Karrer ,  Bull. soc. chim. France 1928, 1041. 
5 H.  M .  H u r s t  und J .  B.  Harborne, Phytochem. [London-New York] 

6, 1 i l l  (1967). 
Monatshefte fiir Chemie, Bd. 100/3 71 
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bei der Alkalischmelze - -  eine geringe Menge Resorcinmonomethyl~Lther. 
Beim 3,5,7,3 ' ,4 ' -Pentahydroxyflavon ist neben Phloroglucin stets auch etwas 
Resorcin zu linden. 

2. I d e n t i f i z i e r u n g  d e r  S p a l t u n g s p r o d u k t e  

Bei Ana lysen  im Mikromal3stab s ind Auf t r ennungen  in Phenole  
und  Phenolcarbons~uren  (mit tels  NaHC03)  - -  dig an  sieh blol~ eine An- 
re ieherung dars te l len  - -  k a u m  erforderl ich,  da  geni igend geeignete chro- 
ma tograph i sehe  T rennme thoden  zur  Verffigung stehen.  

Pheno]e (aus dem Benzo-~'-pyronkern stammend) bzw. Phenolcarbon- 
s~m~en (hervorgegangen aus dem Seitenphenyl) lessen sich auf dem Chromato- 
gramm verh~Itnism~Big einfach als gef~rbte Diazoniumverbindungen nach- 
weisen. Nur  bei aromatischen Carbonsauren ohne freie Hydroxylgruppe  
versagt die l~eaktion und nach dem Bespriihen erscheinen bestenfalls sekun- 
d~re Produkte,  wenn die prim~ren KSrlaer (l~r teilweise entmethy-  
liert wurden. Zm �9 Lokalisierung benStigt  man dann Nachweisreagentien, 
die nicht nur fiir phenolische Hydroxylgruppen spezifiseh sind% Somit kann 
auch in diesen F~llen ein Identit~ttsnaehweis gefiihrt werden, sei es dutch 
vergleichende Chromatographie mit  authentischem ~VIaterial oder durch 
Messung der Absorpt ionsspektren nach vorangegangener Zonenelution. 

2.1. Aromatische Carbonsguren 

2.1.1. Chromatographische Untersuchungen 

Von den zahl re ichen in der  L i t e r a t u r  beschr iebenen Verfahren  be- 
n i i t z ten  wi t  ft ir  pap ie rch romatograph i sche  Trennungen  des  Gemisch nach  
Partridge ~ bzw. fiir zweidimensionale  Chromatograph ie  das  Verfahren  nach  
Armstrong s. Di i lmsch ich tch romatograph ie  auf  Kieselgelschichten nach  
Hurst  und  Harborne 5 ff ihrte gleichfalls zu zuff iedenste l lenden Resu l ta ten ,  
insbesondere  in bezug auf  die Trennung  yon Vanill in- und  Isovani l l in-  
sgure, die durch  geringfiigige Var ia t ion  des LSsungsmit te lgemisches  
m6glich wird.  

Obwohl  sich die erwi~hnten chromatograph i schen  Methoden  durch  
verhifltnismgl3ig gute  Rep roduz i e rba rke i t  auszeichnen,  empf ieh l t  es sich 
dennoch,  s te ts  aueh die en t sprechenden  Vergle iehssubs tanzen mi t l au fen  
zu lassen. 

Zur Sichtbarmachung der Flecke wurde in erster Linie die S i lbe rn i t ra t - -  
Phenol-Methode nach LS]]ler und Reichl 6 her~ngezogen, nach der sieh - -  
~hnlich einem photographisehen Negativbild - -  die meist hellen S~urefleeke 
scharf vom dunklen Untergrund abheben und nur reduzierende S~uren (z. B. 

6 j .  E. LS]fler und E. R. Reichl, )~Iikrochim. Aeta  1953, 79. 
S. M. Partridge, Bioehem. J.  42, 238 (1948). 

s M. D. Armstrong, K.  N.  F. Shaw und P. E. Wall, J. Biol. Chem. 218, 
293 (1956). 
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Galluss~ure) dunkler als der Untergrund erscheinen. Dieses Verfahren ist 
fiir Papierehromatographie und Diinnschichtchromato~'aphie gleich gut 
geeignet und in Empfindlichkeit und Lokalisierbarkeit den mit Indikatoren 
gefiihrten Naehweisen iiberlegen. Die Farbreaktionen mit diazotiertem p-Nitro- 
anilin 9, diazotierter Sulfanilsiiure 1~ bzw. lproz. Eisen(III)-chloridl6sung 
bieten die ?r einer weiteren Identifizierung, wobei wit die Beob- 
aehf~vmg maehten, dag geringfiigige Farbunterschiede zwisehen Papier und 
Xieselgel bestehen, die Tab. I zu entnehmen sind. 

2.1.2. Spektrophotometrische Untersuchungen 

Insbesondere bei Siiuren, die kcine freie phenolische Hydroxylgruppe 
enthalten bzw. durch Farbreaktionen nicht einwandfrei zu unterscheiden 
sind, stellen die Absorptionsspektren verlgl31iehe Identifizierungsbehelfe 
dar. Fiir spektrophotometrische )s geeignete L6sungea k6nnen 
dutch Elution der Chromatogrammzonen in ansreiehendem geinheits- 
grad gewonnen werden. In  Tab. 2 sind die Absorptionsmaxima chromato- 
graphisch reiner Verbindungen zusammengestellt, die mit einem Spektral- 
photometer Beckman DB mit Automatsehreiber aufgezeiehnet wurden. 
Der Vollst/~ndigkeit wegen sind aueh solche Verbindungen aufgenommen 
worden, die sieh schon dureh Farbreaktionen allein hinreiehend identifi- 
zieren lassen. 

2.2. Phenole 

2.2.1. Chromatographie der abgespaltenen Phenole 

Wie bei Phenolcarbons~uren ist auch bei den Phenolen das Partridge- 
Gemisch 7 fiir die Papierchromatographie und das Verfahren von Hurst  
und Harborne 5 fiir diinnsehichtchromatographische Trennungen auf 
Kieselgelschichten geeignet. Auch die Sichtbarmachung der Phenole 
effolgt zweckms mit diazotiertem p-Nitroanilin 9 und mit 
diazotierter Sulfanilsi~ure 19 oder mit lproz. Eisen(III)-chloridl6sung 
(Tab. 1). 

2.2.2. Spektrophotometrische Untersuchungen 

In den meisten F/~lle~ ist dutch Farbreaktionen und vergleichende 
Chromatographie mit authentischen Verbindungen eine verl/~gliche 
Identifizierung der abgespaltenen Pheno]e m6glich, so dab die spektro- 
photometrische Messung den Charakter einer zuss Aussage besitzt 
und bereits ermittelte Befunde erh/~rtet. Die in Tab. 2 zusammengestelltell 
Daten stellert eigene 1V[egergebnisse mit chromatographisch reinen Sub- 
stanzen dar. 

9 H. G. Bray, W. V. Thorpe und K.  White, Biochem. J. 46, 271 (1950). 
,o B. N.  Ames und H. K.  Mitchell, J. Amer. Chem. Soc. 74, 252 (1952). 

71" 
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Tabelle2. U V - S p e k t r e n ,  g e m e s s e n  in  96proz .  ~ t h a n o l ;  
W e l l e n l ~ t n g e  in  n m  

Subs~anz 2r Minima 

a) S4uren 

Benzoes~ture 279, 272 
2-Hydroxybenzoes~ure 301, 229 
3-Hydroxybenzoes~ure 297, 229 
4-I-Iydroxybenzoes~ure 254 
2-Methoxybenzoes~ure 292, 230 
3-1VIethoxybenzoes~ure * 290, 235 
4-Methoxybenzoes~ure 250 
2,4-Dihydroxybenzoes~ure 295, 255 
2,5-Dihydroxybenzoes~ure 336, 235 
3,4-Dihydroxybenzoes~ure 295, 260 
3,5-Dihydroxybenzoes~ure 295, 240 
3 -I~Iydroxy- 4-me~hoxybenzoes~ure 294, 256 
4-Hydroxy- 3-methoxybenzoes~ure 290, 259 
2,3-Dimethoxybenzoes~ure * 294 
2,4-Dimethoxyhenzoesfiure * 291,257 
2,6-Dimethoxybenzoes~ure * 282 
3,4 -Dimethoxybenzoes~ure 289, 249 
3,4,5-Trihydroxybenzoes~ure 273 
3,4-Dihydroxy-5-methoxybenzoes~ure 271 
4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoes~ure 273, 216 
3,4,5-Trimethoxybenzoes~ure 295, 262 

b) Phenole 

Phenol 
Brenzkatechin 
l~esorcin 
Hydrochinon 
Phlorogluci~ 
Pyrogallol 
Resorcin-Monomethyl~ther 
Phloroglucin-Monomethyl~ther 

(280 i), 275 
278, 215 
283, 277 
294 
(275 i), 272, 267, (255 i) 
(300 i), 264 
281, 275 
(272 i), 267 

i = Inflexion. 
* = Daten der LiteratL~r entnommen. 

277, 254 
258, 219 
261,224 
222 
258, 218 

220 
275, 234 
267, 230 
280, 236 
268,235 
276,235 
279, 234 

271,231 
241 
238 
239 
235 

239 
244, 210 
279, 244 
251 
270, 247 
244 
279,244 
25O 

3. Experimenteller Teil 

3.1. Allcaliabbau 

Chromatographisch getrennte Fl~vonoide werden naeh Elution band- 
fSrmiger Zonen in Form yon Trockenrfickst~nden gewoanen trod dem Alkali- 
abbau un~erworfen. 
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3.1.1. Allcalischmelze 

3/inn verreibt einige mg Substanz mit  2--3 Pli~tzchen KOH, erhitzt in 
einem kleinen Glasr6hrchen 2--3  Min. auf 250 ~ Nach dem Abkiihlen wird 
mit  wenig Wasser aufgenommen und  mit HC1 anges~tuert. 

3.1.2. Alkalihydrolyse 

Etwa 1 mg Substanz wird in einem Kolben mit 10 ml 10proz. KO~-[ 
2 Stdn. unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen si~uert. 
man mit  I-IC1 an. 

3.2. Spektrophotometrische Messung der Spaltprodukte 

Die mit  ~ ther  aus angesiiuerter LSsung ausgeschfittelten Spaltungs- 
produkte werden eindimensional chromatographiert. Nach beendeter Chro- 
matographie werden die Zonen (dutch Bespriihen der t~andpartien) auf- 
gesucht und  ausgeschnitten bzw. abgeschabt, eluiert und  mit  einem geeigneten 
Spektrophotoraeter (Beckman DB mit  Automatschreiber) i~ 96proz. fi.thanol 
durchgemessen. 

3.3. Papierchromatographie 

3.3.1. Nach Partridge ~ 

LMS- n-Bu tano l -  Eisessig--Vc'asser (4 :1  : 5); zweiphasig. 
Papier- Wha tman  1 oder Schleicher & Sch511 2043b; absteigend. 

3.3.2. Nach Armstrong, Shaw und WallS; zweidimensional 

LMS I :  2-Propanol Ammoniak (konz.)~Wasser (8: i - 1 ) ;  einphasig. 
LMS I I :  Benzol---Propions~ure---Wasser (2 : 2 : 1); zweiphasig. 
Papier : Wha tman  1 ; aufsteigend. 

3.4. Di~nnschichtchromatographie 

Nach Hurst und Harborne~; zweidimensional 

LMS I :  Essigs~ure--Chloroform (10: 90); einphasig. 
LMS I n :  Zur Trennung von Vanillins~ure/Isovanillins~ure: Essigs~ure-- 

Chloroform (6: 94); einphasig. 
LMS I I  : Essigester--Benzol (45 : 55) ; einphasig. 
Tr~gersehichte: Silikagel (Kieselgel G ,,Merck"), Sehichtdicke 0,25 ram. 

3.5. Nachweisreagentien 

3.5.1. Silbernitrat--Phenol-Methode 6 

Die lufttrockenen Chromatogramme werden zun~chst mit Reagens I 
und erst naeh ansehlieBendem Troeknen (I05--1i0 ~ mit l%eagens II be- 
sprfiht. Gleich darauf bringt man die Chromatogramme wieder in den Troeken- 
sehrank (105--110 ~ und beobaehtet die sehon naeh wenigen Sekunden ein- 
tretende F~rbtmg. 

Reagens I: L6sung yon 1,7 g AgNO3 in I00 ml Wasser. 
Reagens II: Gleiche Teile wasserges~ittigt. Phenol und 0,2proz. NaOH 

werden einige Minuten gut durehgesch(ittelt; verwendet wird die untere 
(phenol.) Phase. 
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Mit Ausnahme der Stellen, an denen sich nichtreduzierende Verbindtmgen 
befinden und die rein wei]] bleiben, br/~unt sich die gesamte F1/~che. St/~rker 
reduzierende Substanzen werden bereits durch AgNOs braun und verfgrben 
sich nach l~henolzusatz schwarz. 

3.5.2. Diazotiertes p -Nitroanil in 9 

25ml 0,3proz. p-:Nitroanilinl5sung in 8proz. HC1 werden mit  1,5 ml 
5proz. NaNO2-L5sung unrnittelbar vor der Verwendung gemischt. D~s 
Chromatogramm wird mi~ diesem Reagens und nachher noch mit  20proz. 
Na~C0s-LSsung besprfih~. 

3.5.3. Diazotierte Sul]anils(~ure lo 

25 ml frisch bereitete 5proz. NaNOe-LSsung werden bei 0 ~ langsam zu 
5 ml Sulfanils~urelSsung (0,9 g in 9 ml konz. tIC1 gelSst und mit I-I~O auf 
100 ml verdfinnt) zugesetzt. Die Chromatogra.mme werden mit dem Reagens 
und anschlie•end noch mit  20proz. N~2COs-LSsung besprfiht. 

3.5.4. lproz. LSsung von FeC13 �9 6 He0 in Wasser. 


