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From the seeds of Medicago x varia Martyn c.v. Cardinal have been isolated twenty
flavonoids, including four 5-methoxyflavonoids. Four compounds have been obtained the first
time from a natural source. The constitution of all compounds is prooved.

Im Rahmen unserer Arbeiten iiber die Flavonoide
von Leguminosensamen [1] haben wir die Samen
von Medicago x varia Martyn c. v. Cardinal unter-
sucht. Durch Kombination verschiedener sdulen-
chromatographischer Methoden konnten die in Tab.I
aufgefithrten Flavonoide isoliert werden.

Von diesen Verbindungen wurden 2, 3, 4, 9, 10,
11, 12, 13, 14 und 15 durch unmittelbaren Vergleich
mit Material, dessen Struktur durch *C-NMR abge-
sichert ist [2], identifiziert. 1 wurde mit syntheti-
schem Material [3], 6 mit einem Préparat aus Erio-
dictyon glutinosum Benth. [4] und 19 mit einem
Praparat aus Cereus grandiflorus [5] identifiziert.

Die Struktur der iibrigen Verbindungen wurde auf
Grund ihres Fluoreszenzverhaltens [6], ihrer FD-
und El-Massenspektren [7, 8] und von Abbaureak-
tionen ermittelt. Die spektroskopischen Daten dieser
Verbindungen sind in Tab. Il zusammengefaf3t.

5 146t sich zu Luteolin (3) entmethylieren; die
Stellung der einen, nach dem MS vorhandenen,
Methoxylgruppe ergibt sich sowohl aus dem Fluo-
reszenzverhalten (starke, blaue Fluoreszenz auf dem
nur mit EDTA besprithten Chromatogramm), als
auch aus dem EI-MS (intensives [M-46] " *-Signal). 5
wurde schon frither in Juncaceen und Cyperaceen
nachgewiesen [9, 10]. 7 1aB3t sich zu 6 und Glucose
spalten; nach dem FD-MS zu schlief3en, ist es ein
Monoglucosid; der Ort der Glucosidierung ergibt
sich aus dem Fluoreszenzverhalten (mit EDTA be-
spriitht keine Fluoreszenz, daher freie OH-Gruppe

* Aus der Staatsexamensarbeit von cand. rer. nat. E. G.,
Hohenheim 1978.
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am C-5 und griine Fluoreszenz nach Besprithen mit
Natriumcarbonat, daher freie OH-Gruppe am C-4").
7 ist schon mehrfach in der Natur aufgefunden
worden (vgl. [11]). 8 liefert bei der partiellen Ent-
methylierung 6, daher befindet sich eine der beiden
auf Grund des EI-MS vorhandenen Methoxylgrup-
pen an C-3’; fir die Stellung der zweiten Methoxyl-
gruppe am C-5 gilt entsprechend das fiir 5 Gesagte.
8 war bislang nur als Syntheseprodukt bekannt [12].
16 148t sich alkalisch in 14 und p-Cumarsiure spal-
ten. Daf3 die p-Cumarsdure mit der Glucose ver-
estert ist, ergibt sich aus dem im FD-MS auftre-
tenden p-Cumaroylanhydroglucosefragment (308
m/e) [7], zur Ermittlung der Verkniipfungsstelle zwi-
schen Zucker und Siaure reichte die vorhandene
Substanzmenge leider nicht aus. 16 ist bislang in der
Natur noch nicht aufgefunden worden. 17 148t sich
zu Quercetin (12) entmethylieren; die eine nach dem
EI-MS vorhandene Methoxylgruppe befindet sich
nach dem EI-MS (starkes [M-46] " *-signal) und dem
Fluoreszenzverhalten (starke, griingelbe Fluoreszenz
auf dem mit EDTA besprithten Chromatogramm)
am C-5; es handelt sich bei 17 also um Azaleatin,
das erstmalig aus Rhododendron mucronatum isoliert
worden ist [13]. 18 liefert bei der sauren Hydrolyse
17 und Galactose; nach dem FD-MS ist es ein
Monogalactosid; da es auf Grund der starken blauen
Fluoreszenz auf dem EDTA-bespriithten Chromato-
gramm keine freien OH-Gruppen an C-3 und C-5
besitzen kann, muf ithm die angegebene Konstitu-
tion zukommen; 18 ist erstmalig in der Gattung Eu-
cryphia nachgewiesen worden [14]. 20 wird durch
Sdaure zu 19 und Glucose gespalten; nach FD-MS
und Fluoreszenzverhalten ist 20 ein 3-Glucosid der
angegebenen Konstitution; es wurde erstmalig aus
Argemone mexicana isoliert [15]. Der Quercetin-5,3'-
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Tab. I. Ausbeuten und R¢-Werte der Flavonoide aus Medicago % varia. NM = Nitromethan/Methanol (3:4), auf Mikro-
polyamidfolien (Schleicher und Schiill); EW = wissrige Essigsidure der angegebenen Konzentration, auf Celluloseschich-
ten; BEW = n-Butanol/Essigsdure/Wasser (4:1:5; Oberphase), auf Celluloseschichten.

Aus- R¢- 100

beute NM EW BEW

[mg/kg]

0% 10% 20% 40%

7,4-Dihydroxyflavon (1) 5 - 01 05 17 58 96
Apigenin 2) 115 - 00 03 10 48 94
Luteolin 3) 240 - 00 02 07 31 84
Luteolin-7-glucosid 4) 125 - 01 04 17 44 51
Luteolin-5-methylether 5) 325 - 00 02 08 35 68
Luteolin-3"-methylether (6) 20 - 00 02 09 42 93
Luteolin-3"-methylether-7-glucosid (7) 15 - 01 07 21 60 57
Luteolin-5,3-dimethylether (8) 130 - 00 03 10 41 74
Kémpferol 9) 5 — 00 02 07 31 92
Kiampferol-3-glucosid (10) 15 - 11 31 58 79 77
Kéampferol-3-rutinosid (11) 20 - 21 47 71 87 70
Quercetin (12) 45 - 00 01 05 20 74
Quercetin-3-arabopyranosid (= Guajaverin) (13) 600 49 04 14 36 64 73
Quercetin-3-glucosid (14) Spur 44 08 25 49 71 72
Quercetin-3-galactosid (15) 2600 50 07 23 47 70 67
Quercetin-3-(p-cumaroyl-glucosid) (16) 90 - 02 09 33 68 87
Azaleatin 17) - - 00 01 06 21 59
Azeleatin-3-galactosid (18) 20 - 08 26 48 73 56
Isorhamnetin (19) - - 00 01 05 26 88
Isorhamnetin-3-glucosid (20) 10 - 07 25 52 77 74
Quercetin-5,3’-dimethylether (21) - - 00 02 04 26 71
Quercetin-5,3"-dimethylether-3-glucosid (22) 54 - 07 27 54 82 62

Tab. II. Fluoreszenzmaxima und MS-Fragmente derjenigen Flavonoide aus Medicago x varia, die nicht durch unmittel-
baren Vergleich identifiziert wurden. :

EDTA =mit 0,2 M Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz in Wasser bespriiht

NA =mit l-proz. Lsung von Triphenylborsiure-S-aminoethylester in Methanol bespriiht

Na,CO; =mit 5-proz. Losung von Na,CO5in Wasser bespriiht.

Fluoreszenz- MS-Schliisselfragmente [m/e]
maxima [nm]

FD EI

EDTA NA Na,CO;M: Agly- M: (M-46)! (A,+H)* B;* B,

kon*
Luteolin-5-methylether (5) 440 490 480 _ 300 254 167 134 137
Luteolin-3"-methylether- 7 keine 500 490 462 300
7-glucosid
Luteolin-5,3"- 8) 430 430 490 314 268 167 148 -
dimethylether
Quercetin-3- (16) keine 565 520 610 302
(p-cumaroyl-glucosid)
Azaleatin 17 540 560 512 316 270 167 - 137
Azaleatin-3-galactosid (18) 445 505 495 478 316
Isorhamnetin-3-glucosid (20) keine 520 510 478 316
Quercetin-5,3'- (21) 540 525 505 300 284 167 - 151
dimethylether
Quercetin-5,3'"- (22) 440 445 505 492 330

dimethylether-3-glucosid
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dimethylether (21) war bislang nur als Synthesepro-
dukt bekannt [16]; die 5-Stellung der einen Me-
thoxylgruppe ergibt sich aus dem Fluoreszenzverhal-
ten (starke, gelbgriine Fluoreszenz auf dem EDTA-
besprithten Chromatogramm) und dem EI-MS (in-
tensives [M-46] " *-Signal); die 3’-Stellung der zwei-
ten Methoxylgruppe wird durch die partielle Ent-
methylierung von 21 zu Isorhamnetin (19) bewiesen.
22 liefert bei der sauren Hydrolyse das Aglykon 21
und Glucose; nach dem FD-MS ist es ein Mono-
glucosid; die 3-Stellung des Zuckers ergibt sich wie
bei 18 aus dem Fluoreszenzverhalten; 22 war bislang
unbekannt.

Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung vom Standpunkt der Chemotaxono-
mie, so fallt vor allem das reichliche Vorkommen
von 5-Methoxyflavonoiden (5, 8, 18 und 22) auf.
Diese Verbindungen schienen nach bisherigen Er-
fahrungen (vgl. [9, 10] sowie [17]) hauptsdchlich in
anderen Familien vorzukommen. Eine eingehende
Diskussion der Ergebnisse ist erst nach der Untersu-
chung der Samen weiterer Sorten méoglich.

Isolierung der Flavonoide

1 kg feingemahlene Samen von Medicago x varia
Martyn c.v. Cardinal werden erst mit Petrolether
entfettet und hernach durch Perkolation mit was-
sergesdttigtem 2-Butanon erschopfend extrahiert.
Der Eindampfriickstand des Perkolats wurde, wie
frither beschrieben [18], an einer Polyamidsdule
mit Wasser, dem steigende Mengen Aceton zugefiigt
wurden, chromatographiert. Die verschiedenen Fla-
vonoide wurden mit starken Uberschneidungen in
der Reihenfolge 22 > 11=7> 18 >4 > 10=20 =
15+14>13>16=8>1=5>9=6>2=3=
12 eluiert.

Die weitere Auftrennung erfolgte an Sdulen von
Sephadex LH 20 mit den Elutionsmitteln Aceton/
Methanol/Wasser (2:1:1) (Reihenfolgen der Elu-
tion: Polymere > 22 > 11=7> 18 > 10=20 > 15
+ 14 =4 > 13 und Polymere > 8 > 20 =13 = 16 >

=1>6>2>3=09> 15) und Methanol/Was-
ser (7:3) (Reihenfolgen der Elution: 22 > 11 > 7 =
18>10=20=4>15+14>13und 8 > 15+ 14
>5>1>16>6>2>3>9> 12), sowie an
einer Cellulosesdule mit dem Elutionsmittel Aceton/
Eisessig/Wasser (20:5:80) [18] (Reihenfolge der
Elution: 20 > 10 > 15 > 4) und an Polyvinylpyrroli-
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1: R=R=R%H 5: R=0CHj,R'=H;R'=OH
2: R=OH,R'=R"=H 6: R=OH;R'=H,R"=0CH;

3: R=RLOH;R'=H 7: R=OH,R'=qlc;R'=OCH3
4: R=R:OH,R'=glc 8: R=R-0CH3,R'=H

Formelschema 1.

9:R=0H,R=R'zH

10: R:OH;R':Q[C ;R"=H
11: R:OH;R‘: rut; R"=H
12:R= R”:OH; R'=H
13:R= R"=OH, R'=ara
14:R= R“:OH,—R':glC
15:R= R"=0H;R=gal
Formelschema 2.

163R:R”=OH;R':
17:R=0CHz;R=H ;R'=0H
18:R=0CH3;R'=gal ;R"=0H
19:R=0H R'=H,R"=0CHs
20:R=0H;R'=qlc;R"=0CH;
21:R=R"=0CH3 ;R'=H
22:R=R"=0CH3;R'=glc

donsédulen (Polyclar AT) mit Methanol/Wasser (7:3)
als Elutionsmittel (Reihenfolgen der Elution: 7 > 22
>11>18,20> 10> 15,1 >5und2>3>9 >
12).

Durch geeignete Kombination der vorstehend an-
gegebenen chromatographischen Methoden wurden
die in Tab. I aufgefiihrten Flavonoide isoliert. 1,2, 3,
4,6,9,10, 11, 12, 13, 14*, 15 und 19 wurden durch
RWerte, Schmp. sowie IR- und Fluoreszenzspektren
mit authentischem Material [2—5] identifiziert. Die
tibrigen Flavonoide sind nachfolgend beschrieben.

5-O-Methylluteolin (5) kristallisiert aus Methanol/
Wasser in langen, diinnen, blaBgelben Nadeln vom
Schmp. 290-292 °C (zers.).

C,6H,,0 (300,3) Gef.: M, =300 (EI-MS).

3’-O-Methylluteolin-7-glucosid (= Chrysoeriol-7-
glucosid) (7). Aus wasserhaltigem Methanol kleine
hellgelbe Drusen vom Schmp. 232-234 °C.
C,,H,,04 (462,4) Gef.: M, =462 (FD-MS).

5,3’-di-O-Methylluteolin (8). Aus Methanol/Was-
ser diinne, blaBgelbe Nadeln vom Schmp. 293 bis
294 °C (zers.) (Lit. [12]: 273—=276 °C).
C,;H,,0¢ 314,3) Gef.: M, =314 (EI-MS).

* 14 wurde nur chromatographisch in den Mutterlaugen
von 15 nachgewiesen.
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Quercetin-3-(p-cumaroylglucosid) (16). Aus Me-
thanol/Wasser kurze, gelbe Nadelchen vom Schmp.
245-247 °C (zers.).

C,H,60,, (610,5) Gef.: M, =610 (FD-MS).

Azaleatin (17). Entsteht bei der sauren Hydrolyse
von 18 und kristallisiert aus wassrigem Methanol in
gelben Nidelchen, die sich ab 300 °C unter Braun-
farbung zersetzen. (Lit.-Schmp.: ca. 320 [13]).
C,H,,0, (316,3) Gef.: M, =316 (EI-MS).

; Azaleatin-3-galactosid (18). Aus Methanol/Wasser
‘flache, hellgelbe Nidelchen vom Schmp. 206 bis
208 °C (zers.).

C,,H,,0,, (478,4) Gef.: M, =478 (FD-MS).

Isorhamnetin-3-glucosid (20). Aus Methanol/Was-
ser gelbe, kugelige Kristallaggregate vom Schmp.
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181-182 °C (zers.) (Lit. [15]: 165—167 °C).
C,,H,,0,, (478,4) Gef.: M, =478 (FD-MS).

5,3-di-O-Methylquercetin (21). Entsteht bei der
sauren Hydrolyse von 22. Aus Methanol/Wasser Ro-
setten von flachen, gelben Nadeln. Schmp.: 320 bis
322 °C (zers.) (Lit. [16]: 314—317 °C).
C,;H,,0; (330,3) Gef.: M, =330 (EI-MS).

5,3’-di-O-Methylquercetin-3-glucosid (22). Aus
Methanol/Wasser blaBgelbe Nddelchen vom Schmp.
257-258 °C (zers.).
C,.H,,0,, (492,4) Gef.: M,=492 (FD-MS).
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