
Tamhedmn Vd. 34, pp. X99-3303 
Q Pcrprnon Press Ltd., 1978. Printed in &cat Bhin 

MASSENSPEKTROMETRIE VON 

FLAVONOIDO-GLYKOSI 

0. SELIGMANN turd H. WAGNER 
Institut fur Plmrmazeutische Arzneimittellehre der Universitit MUnchen 

(Receiued in Germany 20 February 1978; Received in the UK for publication 8 May 1978) 

-Die MSAnalyse natttrlich vorkommender Flavonoid-mono, di- und -tri-O-giykoside in Form 
ihrer Isopropyliden-Permethylderivative erm6glicht: (1) die massenspektroskopische Unterscheidung zwischen dia- 
stereoisomeren Zukeranteilen, (2) die Ermittlung der Molekulargewichte und zugteich die Bestimmung intergly- 
kosidischer Bmdungen hei Di- und Triglykosiden mit Hilfe deutlicher M-Peaks und (3) die Differenzierung 
zwischen der furanoiden und pyranoiden Form von Zuckern in den gemrinen Glykosiden. Es werden die 
charakteristischen MS&ten von Uher 20 Flavonoid-Oglykosid-IP-Derivaten tahellarisch angegehen. 

Ah&act-MSanalysis of more than 20 naturally occurring tIavonoid-mono-, di- and triglycosides as isopropyhden- 
permethylderivatives allows: (1) MSdiRerentiation between stereoisomeric sugar moieties, (2) determhmtion of 
the interglycosidic linkages in di- and tri-glycosides with the aid of improved M+-peaks and (3) ditfemntiation 
between the furanoid and pyranoid ring form of sugars in the genuine gfycosides. 

In vorausgegangenen Arbeiten”’ wurde von uns tlber die 
MS-Analyse von nattlrlich vorkommenden Flavonoid-0 
monosiden, -biosiden und -his-glykosiden nach 
Permethylierung im Mikromagstab berichtet. Es konnte 
gezeigt we&n, dass hiermit einfach turd schnell die 
Zuckerhaftstelle in Mono- und Diglykosiden lokalisiert 
und bei Flavonol-3,7-Ibis-glykosiden zwischen m&L 
then Isomeren unterschieden werden kann. In 8hnlicher 
Weise haben S&mid und Mitarbeite? die Perdeu- 
teromethylgther von Flavonoidbiosiden und -triosiden 
zur !&&ma&l&rung herangezogen. Die TMS-Derivate 
wurden von Schels und Mitarb.’ zur S&ukturermittlung 
von Mono-, Di- und Triglykosiden von Flavonoiden 
eingesetzt. Allerdings konnten die hohen Massen der 
Molektllpeaks von l-g% rel. Int. mu durch besondere 
Kaliirierung der MSDatenverarbeitung bestimmt 
werden. 

Obwohl mit Hilfe der FD-M9 und der 13C-NMR- 
Spektroskopie9 in jth@er Zeit weitere Verbesserungen 
in der Strukturanalyse von Polyphenolglykosiden er- 
reicht wurden, sind im ELMSRoutinebetrieb einige 
strukturanalytische Probleme ungelijst geblieben: 

(1) Schwache oder fehlende Molektllpeaks bei 
Flavonol3- und 5-G sowie F&on-S- und 2’-O-mono- 
oder diiykosiden lassen die Molekulargewichte run in- 
direkt aus Fragmenten erkennen. 

(2) Die Bestimmung interglykosidischer Bindungen bei 
Di- und Triglykosiden ist in vielen Fallen nicht miiglich. 

(3) Zwischen diastereomeren Zuckeranteilen wie 
Glucose und Galaktose oder Xylose und Arabinose kann 
nicht unterschieden werden. Wii haben gefunden, dass 
diese Schwierigkeiten durch die MSAnalyse von Iso- 
propyliden-Permethyl-Derivaten (IP-PM) we&&end 
behoben werden kiinnen. 

Als schonende turd einfach durchzufuhrende Methode, 
Isopropylidengruppen in Glykosiden einzuftihren, eignet 
sich die Umsetzung mit Aceton in Gegenwart von p- 
Toluolsulfonsliure oder wasserfreiem Kupfer-II-sulfat.‘” 
Mit CuSOI als Kondensationsmittel werden nach un- 
seren Ergebnissen durch 5-sttlndige Behandlung bei 
Raumtemperatur (Methode A) praktisch nur cis-vi&ale 

Diolgruppierungen substituiert (1,fDioxolanringe), 
w&rend mit TsOH nach IS-sffindiier Einwirkung such 
6Ringe (1,3-Dioxaminge) gebildet werden (Methode 3). 
Eine Acetonierung im MikromaSstab wurde in beiden 
Fiillen mit jeweils 1 mg Glykosid erreicht. Die Vollstiin- 
diieit der Reaktion erkermt man sofort an den Gly- 
kosylfragmenten T, deren Massen um 12 mu vermehrt zu 
linden sind (Tabelle I). 

Bei allen permethylierten O-Glykosiden, von denen 
keine oder mu undeutliche M-Peaks erhalten wurden, 
lieferten die IP-PM-Derivate deutliche, d.h. > l%ige M’- 
Peaks (Tabelle 1). Diese lagen um 12 ME hiiher als bei 
den ftlr die PM&her zu erwartenden M’-Peaks. Sic 
waren an den fllr Acetonide typischen M-15Peaks (CHI- 
Abspaltung) zu erkennen.” 

Da je nach der Verkntlpfungqweise der Zucker in Di- 
und Trisaccharideinheiten bei der ACetOuieNug Mono- 
Di- oder Tri-IP-De&ate entstehen, war es auf die glei- 
the Weise miiglich, zwischen Rutinosiden bzw. Gentio- 
biosiden mit einer 1 +CVerknUpfung turd Neo- 
hesperidosiden bzw. Sophorosiden mit einer 1+2- 
Verkntlpfung zu unterscheiden. Im erstin Fall k&men 
mu Mono-IP-De&ate, im zweiten Di-IP-Derivate gebil- 
det werden. 

Bei den Flavonol3-trios&m Xanthorhamnin-B und -C 
aus Rhamnus petiolaris’* konnten Molektllpeaks bei m/e 
948 und 960 entsprechend einem Di-(I)- und einem Tri- 
IP-PM-Derivat_(II) eindeutig nachgewiesen werden (Abb 
1). Damit ist fur das Xanthorhamnin-C eine Gal 6c 1 Rha 
4 t 1 Rha-Verknilpfung in der Rhamninose b&ttigt. Die 
Bildung eines Di-IP-Derivates fllr Xanthorhamnin-B 
zeigt dagegen eine 1+2 odor 1+3 verkntipften Di- 
rhamnoseanteil an. Eine 1 + ZVerkngpfung wurde bereits 
frober durch Methylierungsanalyse und GC-MS der Al- 
ditolacetate ausgeschlossen. 

In iihnlicher Weise konnte bei einigen O-C-Trigly- 
kosiden aus Melandrium album auf eine 2”-O-Verknilp- 
fung zwischen Glucose bzw. Rhamnose turd der C- 
gebundenen Glucose geschlossen wer@n.13 

Die Spektren van Xanthorhamnin~B und -C (Abb: 
2-4) erhutben such RtlckschltIsse, in welchen Monosac- 
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Di-IP-PM-Xanthorhomnin-B 

Abb. 1 

Tri-IP-PM - Xonthorhamnin -C 

MS van DI-IP-PM-Xonthorhomnin-8 

Abb. 2 

Tabelle 1. 

XI/~ ($4 rel.Int.) 

M+ M-15 A+H T 

516(42) 

IP-PM-Ap-7-glu B ** 528(52) 

PM-Ap-7-gal 
(Thalictiin) 

514(50) 

IP-PM-Ap-7-gal A 528(47) 

PM-Lut-7-glu 546(50) 

I-&PM-Lut-7-glu B 558(55) 

PM-Lut-5-glu 
(Galuteolin) 

546(O,l) 

IP-P&Lut-5-glu B 546(3) 

PM-Qu-4 '-glu 
(Spiraeosid) 
IP-PM-Qu-4'-glu B 

m-Qu-T-gal 
(Hyperosid) 
IP-PX-Qu-T-gal A 

PM-Qu-3-glu 
(Isoquercitrin) 
IP-PM-Qu-3-glu B 

576(4) 

558(7) 

576(0,2) 

598(l) 

576(0,8) 

588(2) 

546(0,2) 

558(2) 

PM-Qu-3-ara 
(Guaijaverifi) 

532(0,2) 

IP-PM-Qu-3-arap A 544(2) 

PM-Qu-3-araf 
(Avicularin) 

532(O,l) 

‘kein IP-Derivat B - 

PM-QU-3-xylp 532(O,l) 

kein IP-Derivat B - 

~“,,~2;X;r 532(0,1) 

IP-PM-QU-~-X~~~ B 544(1,5) 

PM-8-0X-Qu-3;glu 
(Gossytrln) 

606(O,l) 

IP-PM-8-ox-Qu-3-glu~ 
B 618(i) 

513(20) 

5l3(5) 

543(17) 

543(l) 

573(2) 

573(3) 

573(l) 

543(a) 

529(iO) 

603(l) 388(100) 230(3l) 

298( 100)* 

298(100) 

298(100) 

298(100) 

328(100) 

328(100) 

328(100) 

328(100) 

359(100) 

359(100) 

358(100) 

358(100) 

359(100) 

358( 100) 

358(100) 

359(100) 

358(lOO) 

358(100) 

358(100) 

2ig(63) 

230(39) 

218( 52) 

230(43) 

218(27) 

23O(l8) 

2l8(49) 

230(2l) 

2l8(38) 

230(40) 

189 8) 
188 15) 

t 201 5) 

175(15) 

l87(26) 

_ 

358(lOO) 

35S(lOO) 175(53) 

359(lOO) 186(12) 

388(lGG) 218(47) 
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Tabelle 1 (Contd.) 

Tab. (Forts.) m/e (16 rel. Int.) 

M+ M-15 A+H T T+S 
A+H+S 

PM-Kii-3,7-di-rhamnosid 
(Lespedin) 
Di-IP-PM-ICI-3,7-di-rha. 

PM-Qu-3-rutindsid 
(Rutin) 
IP-PM-Qu-3-rut. 

PM-Qu-3-gentiobiosid 

IP-PM-Qu-3-gentiob. 

$--:x3;--;g;Orosid 

Di-IP-PM-Qu-3-sophor. 

PM-Nar-7-neohesperidosid 
(Naringin) 
Di-IP-PM-Nar-7-neohesp. 

PM-Hesp-7-rutlnosid 
(Hesperidin) 
IP-PM-Hesp-7-rut. 

PM-Xanthorhamnin-B 

Di-IP-PM-Xanthorh.-B 

PM-Xanthorhamnin-C 

Tri-IP-PM-Xanthorh.-C 

6x4-) 

A 714(Z) 

750( -) 

B 762(l) 

780( -1 

B 792(n) 

780(-) 

B 804(l) 

706(8) 

S 730(l) 

,736(8) 

B 748(j) 

924 (-) - 

B 948(0,6) 933(Z) 

924(-l - 

B 960(l) 945(3) 

189( 32) 

201(40) 

189(4) 

201(35) 

218(12) 

230(42) 

218(14) 

230(55) 

189(200) 

201(155) 

189(310) 

201(210) 

189(60) 

201(71) 

189(60) 

eoi(66) 

392(2) 

404(10) 

422(8) 

434(11) 

446(3) 

393(92) 

416(13) 

392(31) 

404(18) 

Abklirzungen: Qu = Quercetin; Ap = Apigenin; Lut = Lutiolin; Kii = Kiimpferol; 

Nar = Naringenin; Hesp = Hesperetin 

* 
Aglucon + H-Fragment als 100% gesetat 

** 
Acetonierungsmethode 

IOO- 
350 

fi 
. im 

566 
545 

MS van PM-Xanthorhomnin-C 

Abb. 3. 

MS von Tri-IP-PM- Xanthorhamnln-C 

Abb. 4. 
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charideinheiten die Acetalisierung erfolgt ist: Ein 
Bruchstllck bei m/e 201 ist ein Indiz ftlr eine terminale 
Rhamnose, bei m/e 374 bzw. 386 fllr eine endst&ndige 
Dirhamnoseeinheit und bei m/e 590 bzw. 603 ftlr eine 
Dirhamnosylgalaktose. 

Bei Flavon- und Flavonol-O-monoglykosiden werden 
die 2,3-O-IP-Derivate von Rhamnosiden (III) und die 
3,4-O-IP-Derivate von Galaktosiden(IV) und 
Arabinosiden (V) leichter gebildet (mit CuSO,), als die 
4,6-OIP-De&ate von Gluco-(VI) und Galak- 
topyranosiden (VII), welche S&uekatalyse und Bngere 
E$virkung erfordem. 

Uber iihnliche Ergebnisse berichteten Chopin und 
Mitarb. bei IP-PM-Flavor&C-glykosiden.” 

Xyloside in der Pyranoseform (VIII) geben infolge 
der transstgndigen OH-Gruppen keine 
Isopropylidenderivate. Im tibrigen lfst sich eine quan- 
titativ erfolgte Acetonierung dthmschichtchromato- 
graph&h Uberprtlfen, wenn man sllurefreie Fliessmittel 
venvendet. 

Die Acetonierung von Hyperosid @u-3-g&k- 
topyranosid) oder Thalictiin (Apigeniu7galak- 
topyranosid) mit CuS04 lieferte quantitativ Mono-3”,4”- 
O-IP-Hyperosid bzw. 3”,4”-O-IP-Thalictiin, wilhrend 
Isoquercitrin (Qu-3glucopyranosid) und Cosmosiin 
(Apigenin-7glucopyranosid) unter den gleichen Bedin- 
gungen mu in Spuren ein IP-Derivat ergaben. Erst nach 
lilngerer Einwirkung von Aceton und Toluolsulfonsiiure 
werden die 4”,6”-O-IP-Derivate von Isoquercitrin und 
Cosmosiin gebildet. Die Auswertung der MS erlaubt 
somit die Dilferenzienmg zwischen Galaktopyranosiden 
und Glucopyranosiden: Findet man einen Molektllpeak 
filr ein IP-Derivat bereits nach Kupfersulfat-Zugabe, so 
kann man auf eine Galaktose, im umgekehrten Falle auf 
eine Glucose schliessen. 

Ausserdem karm zwischen pyranoiden und furanoiden 
Zuckem, wie sie mehrmals bei naturlich vorkommenden 
Flavonoidglykosiden beschrieben wurden,” diierenziert 
werden. Wie bekamtt, spalten PM-Aldofuranosen 
bevorzugt die exocyclische Seitenkette ab, sodass sie 
sich in ihrer Fragmentierung von den PM-Pyranosen 
unterscheiden.‘6 Das gleiche gilt nach unseren Un- 
tersuchungen fur phenolisch gebundene Glykosylreste. 
Ein starkes Fragment mit der MZ 129 im Spektrum ist 
typisch ftlr Furanoside. Auch hier bieten die IP-Derivate 
eine bessere Unterscheidungsmiiglichkeit. Da ein von 
uns untersuchtes Quercetin-3-arabinosid aus Psidium 

guaijava” kein IP-Derivat lieferte, musste es sich um ein 
Arabmofuranosid (IX) handeln (Avicularin), welches aus 
sterischen Grtlnden nicht reagieren kann.- Im Gegensatz 
dazu bildete eine authentische Probe des isomeren 
Guaijaverin” bereits mit CuSQ ein 3”,4”-O-IP-Derivat 
(V), wie es ftlr Quercetin-3-arabinopyranosid zu erwarten 
WBT. 

Ein ah Quercetin-3-xylosid ident&iertes Glykosid aus 
Reynoutria japonica (Reynoutrin),‘g gab mit Toluolsul- 
fonsi%rre ein Mono-IP-Derivat (X), d.h. Xylose musstc in 
furanoider Form gebunden sein. Damit war dieses Gly- 
kosid eindeutig von synthetischem Quercetit&xylopy- 
ranosid verschieden.m 

Obwohl keine nattlrlichen Glucofuranoside (XI) zur 
Verftlgung standen, darf angenomnmn werden, dass 
diese durch Bildung der 5,6-O-IP-Derivate” unter milden 
Bedmgungen in iihnlicher Weise identifiziert werden 
k&men. 

Damit besteht die Miiglichkeit, Flavonoid-furanoside, 
die bis jetzt in keinem Fall durch Synthese endgtlltig 
bewiesen wurden, durch MS ihrer PM turd IP-PM- 
De&ate zu identi6zieren. 

1. Dan:elluag der Isopropyfidtvrderivate. M&ode A. Ca. 1 mg 
Glykosid wurdein 10-15 ml wasserfr. Acetcm p.a gel&t und eine 
Spatelspitze wasserfr. Kupfer-If-suifat zugegeben. Nach 5 stttnd. 
Stehen wurde vom CuSO4 abtiltriert und am Rotationsverdamp 
fer eingedampft. Nach Trocknen im HV wurde rut& 
Brimau&# permethyliert. Metbcde B. Co. 1 mg Glykosid 
wurde in lO-15mf was&r. Aceton p.a geMst, q it einer Spur 
wasserfr. Toluolsuifonstiure (frisch geschmolzen) versetzt und 
unter R&en 15 h. bei RT behandelt. Dum wurde mit lO%iir 
Ammoniakl&umg tropfenweise bis pH = 7 neutralisiert und am 
Rotationsverdampfer vom Aceton befreit. Nach Trocknen im 
HV wurde wie oben permethyfiert. 

2. Massmspektrometrie. AEI MS 30, EI IOeV, 4 KV, l@I- 
3OOpA, 2OtYC; DE l&P, lO+ Torr. 

3. DC der P-Deriuate. Kiesclgel60 F 234 Merck, Athylacetat- 
Methanol-Wasser 100: 17: 13, DC der IP-PM-Dcrivate. Kit&gel 
60 F 254 Merck, Chloroform p.a.-Aceton 9: 2. 

4. Hdunft der Flavonoid-glykoside. Die Glykoside stammen 
zum g&&en Teil aus eigenen Isolierungen oder Synthesen. 
Eiie Glykoside verdanken wir Herrn Prof. L. Farkas 
(Budapest). Eine Probe Guaijaverin stelhe uns Herr Prof. El 
Khadem (Kairo) zur Verfligung. 

DMksaguag-Ikr Deutschen Forschungsgemeinschaft gilt unsex 
Dank ftb grossztlgige Sachbeihilfen. 

(VI11 1 (1X) (X) (Xl) 
D-Xylp L- Arof D-Xylf D-Gluf 

Abb. 5. 
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