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For the first time, quercetin-3-/?-D-glucuronide, quercetin-3-/?-D-glucoside, quercetin-3- (O-malo- 
nyl) -/?-D-glucoside and luteolin-7-/9-D-glucuronide were isolated from lettuce and kaempferol-3-/?-D- 
glucuronide and kaempferol-3-/?-D-glucoside from endives as crystals. The flavonol glucuronides 
are the main glycosides. Moreover a glycoside was found in endives which is very probably iden
tical with kaempferol-3- (O-malonyl) -/?-D-glucoside.

Über das Vorkommen von Flavonolen und Flavo- 
nen in Pflanzen liegt aus den letzten 2 0  Jahren  eine 
sehr umfangreiche Literatur vor. Hiernach wurden 
pflanzliche Lebensmittel, wie Obst und Gemüse, nur 
in relativ geringem M aß e 1  untersucht und, von 
unseren Arbeiten abgesehen2' 3, kaum quantitativ. 
Vom Kopfsalat (Lactuca sativa var. capitata L .) 
und von Endivien ( Cichorium endivia var. crispum  
Lam .) ist bisher nur bekannt, daß Kopfsalat Querce
tin- und Kämpferolglykoside enthalten soll, ohne 
daß einzelne Glykoside isoliert oder identifiziert 
wurden 4.

Dabei dürften die F lav o n (o l)e  nicht ohne Bedeu
tung für die Ernährung sein 5t 6. So befaßte sich seit 
etwa 3 Jahrzehnten eine sehr große, kaum über
schaubare Zahl von Arbeiten mit der physiologi
schen Wirkung der F lav on (o l)e  und ihrer therapeu
tischen Bedeutung7,8. Zum Teil blieben die Anga

ben nicht unwidersprochen, z. B . hinsichtlich der V it
amin P-W irksamkeit (Perm eabilitätsvitam in). So 
wurde u .a . über günstige Wirkungen auf die F ra 
gilität und Perm eabilität der kapillaren Blutgefäße 
und auf Herz und Kreislauf sowie über spasmolyti- 
sche und entzündungshemmende Eigenschaften be
richtet. Schließlich wurden F lav on (o l)e  häufig als 
Antioxydantien beschrieben 9.

Ergebnisse und Diskussion

Bei quantitativen Untersuchungen hatten wir fest
gestellt, daß Kopfsalat hauptsächlich Glykoside des 
Quercetins und Endivien Glykoside des Kämpferols 
enthalten, deren Vorkommen fast ausschließlich auf 
die äußeren grünen Blätter beschränkt ist. Auf Cel
luloseplatten (I. 15-prozentige Essigsäure; II . Phe
nol-Wasser 100 g +  39  g) zeigten Endivien min-

Glykosid Butanol-
Essigsäure-
Wasser
(4 :1 :5 ,
obere
Phase)

1 ,5-pro
zentige 
Essig
säure

15-pro
zentige
Essig
säure

30-pro-
zentiges
Methanol

Wasser Phenol- 
Wasser 
(1 0 0  g +  
39 g)

A 70 1 2 37 65 75 43
B 76 1 2 38 27 14 70
C 76 16 40 70 81 59
E 55 7 33 61 63 36
F 61 6 31 2 0 7 52
G 61 1 2 42 6 8 73 47
H 33 2 9 41 38 45

Tab. I. h/fa-Werte * der Fla- 
von (ol) glykoside der Endivien 
und des Kopfsalates auf 
Cellulose-Dünnschichten.

* hßf-W ert =  Äf-W ert x 1 0 0 .
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destens 6  und Kopfsalatblätter etwa 11 Flecken, die 
auf Grund ihrer Reaktion mit Flavognost F la 
von (ol) glykosiden zuzuordnen sind und von denen 
3 bzw. 4 vorherrschen. Hinzu kommt eine größere 
Zahl im UV blau bis blaugrün fluoreszierender 
Flecken, im wesentlichen Kaffeesäure-D erivate10.

Nach Vorreinigung der Methanol-Extrakte über 
je  eine Polyamidsäule wurden die Glykoside durch 
weitere Chromatographie der einzelnen Eluate an 
Cellulosesäulen isoliert. Als Fließmittel erwiesen 
sich Methanol-Wasser-Gemische und verdünnte Es
sigsäure als geeignet. So konnten folgende F la 
von (ol) glykoside erstmals aus den beiden Species 
isoliert und später identifiziert werden:

Schmelz
punkt

G l y k o s i d  [CC]

E n d i v i e n

A =  Kämpferol-3-/9-D- 187 — 189 
glucuronid

B =  Kämpferol-3-/?-D- 2 2 6  — 228  
glucosid 

C =  Kämpferol-3- (0 -  
malonyl) -ß-D- 
glucosid (? )

K o p f s a l a t  
E =  Quercetin-3-/?-D-

glucuronid 189  — 190
F =  Quereetin-3-/?-D-

glucosid 2 2 0  — 2 2 2

G =  Q uercetin-3-(0 -  
malonyl) -ß-D-
glucosid 182 — 183

H =  Luteolin-7-/?-D-
glucuronid 190  — 192

(unscharf)

enthalten im
Polyamid-
Eluat
(vgl. hierzu 
Experimen
teller Teil)

I I I - V I I  in
steigenden
Mengen
I

II  + III

II

I

II  

II

Hauptglykoside sind die Flavonolglucuronide A 
und E, die ebenso wie Luteolinglucuronid seltener 
im Pflanzenreich aufgefunden wurden.

Quercetinglucuronid wurde bereits 1939  aus den 
Blättern der Bohne (Phaseolus vulgaris L .) 1 1  k ri
stallin gewonnen, später als Quercetin-3-/?-D-glucu- 
ronid erkannt und in einigen weiteren Pflanzen 12, 
z .B . W eintrauben13, nachgewiesen. Über das V or
kommen von Kämpferolglucuronid in der Composite 
Centaurea scabiosa L . berichteten 19 4 0  Charaux 
und R a b a te 14. Kämpferol-3-/?-D-glucuronid wurde

1965 in Phaseolus vulgaris L . 1 5  und Anemone al- 
pina L . 1 6  angegeben und später aus einigen Euphor- 
6 ia-Species 1 7 - 1 9  kristallin erhalten. In letzter Zeit 
wurden beide Glucuronide aus mehreren Nutzpflan
zen und zwar aus Erdbeeren 20, roten Himbeeren 2 1  

und Fenchelblättern22, isoliert. W agner u. M it
arb. 1 2 , 1 9  konnten ihre Struktur durch Synthese be
weisen. Luteolin-7-/?-D-glucuronid wurde kürzlich 
von H arborne u. M itarb . 2 3  in einigen anderen 
Compositen, wie Anthemis nigrescens W illd., Chry
santhemum coronarium  L. und allen 4 untersuchten 
Tanacetum-Species papierchromatographisch aufge
funden, während es in 15 anderen Compositen nicht 
vorkam.

Mit Malonsäure acylierte Flavon (ol) glykoside 
sind u. W. bisher außer dem kristallin gewonnenen 
Isorham netin-3-(O-m alonyl) -glucosid in den Scha
len von Birnen der Sorte „Bon Chretien“ ( =  W il
liams Christ) 2 4  nur noch papierchromatographisch 
in Petersilie 2 5  aufgefunden worden, darunter ein mit 
Malonsäure acyliertes Quercetin-3-glucosid. M alon
säure ist in Gemüsearten u. a. in Tom aten, Bohnen 
und Gemüsepaprika sowie in Champignons nachge
wiesen worden 26.

Zur Identifizierung wurden die Glykoside 1 Stunde 
mit 2 N HCl hydrolysiert, die Aglykone dünnschicht
chromatographisch in verschiedenen Fließm itteln, 
durch ihre UV-Spektren nach Standard-Methoden 2 7  

(Zusatz von Natriummethylat, Natriumacetat, A1C13  

und AICI3 /HCI) sowie durch ihre Abbauprodukte der 
KOH-Schmelze 2 8  identifiziert und Glucose bzw. Glu- 
curonsäure dünnschichtchromatographisch mit Ani- 
lin-phthalat nachgewiesen. Über die Stellung des 
glykosidischen Anteils entschieden neben Farbreak
tionen mit ZrOCl2  29, FeCl3  3 0  und N aN 0 2 -Essig- 
säure +  NaOH die nach Zusatz von Natriummethylat 
und Natriumacetat auftretenden Verschiebungen 
der Absorptionsmaxima im  U V -Spektrum 27,31. 
Beim Luteolinglucuronid sprachen die Übereinstim 
mung der UV-Absorptionsmaxima mit denen von 
Luteolin 2 8  und die schwere Säurespaltbarkeitlo für 
Glykosidierung am C7  .

Nach quantitativer H ydrolyse der G lucuronide 
(ca. 5 m g) mit /5-Glucuronidase (0 ,5  m g, 16 Stun
den, 25 °C , pH  4 ,5 )  und der Glucoside m it sieden
der 1-vol.-prozentiger m ethanolischer H 2 S 0 4  ( 2  

Stunden) wurde der Aglykongehalt spektralphoto
metrisch 3 2  und der G lucosegehalt mit Anthron- 
H 0 SO4 in Anlehnung an ein V erfahren von Hör- 
hammer und M itarb . 3 3  bestim m t. D er Bindungs-
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Tab. II. Haupt-Absorptionsmaxima (A, nm) der Flavon (ol)- 
glykoside der Endivien und des Kopfsalates in methanoli- 
scher Lösung sowie nach Zusatz von Natriummethylat und 

Natriumacetat.

Glykosid Methanol Natrium
methylat

Natrium
acetat

A 266 350 274 394 274 374
B 266 349 275 400 275 386
C 266 434 276 400 272 363
E 257 357 271 400 273 384
F 257 357 272 407 273 397
G 257+ 356++ 273 412 273 396
H 254 348 263 394 259 404

+ log E = 4 ,3 4 ; ++ log £ = 4,25.

typ der Glucuronide bzw. Glucoside ergab sich aus 
ihrer Spaltbarkeit durch /5-Glucuronidase bzw. ß- 
Glucosidase (Em ulsin). IR-spektroskopische Unter
suchungen erhärteten das Ergebnis der Glykosid- 
Identifizierungen. Im Carbonylbereich trat bei den 
Glucuroniden gegenüber den Glucosiden neben der 
Bande des Flavon (ol) carbonyls (1 6 5 5 -1 6 5 7  cm -1 ) 
die Bande des Säurecarbonyls (1 7 2 5 —1727  cm - 1 ) 
auf.

Quercetin-3- ( O-malonyl) -ß-D-glucosid ( Glykosid G)

Für Quereetinglykosid G bestimmten wir 55,3%  
Quercetin und 33,2%  Glucose und somit ein V er
hältnis von 1 :1 .  In der wäßrigen Lösung des mit 
Essigester ausgeschüttelten HCl-Hydrolysats konnte 
Malonsäure dünnschichtchromatographisch in vier 
Fließm itteln (n-Butanol-Ameisensäure-Wasser (4 :1  
:5 , obere Phase) ; Chloroform-Essigsäure-Wasser 
( 5 0 :4 5 :5 ) ;  Phenol-Wasser (1 0 0 g  +  3 9 g ) ;  P yri
din-A m m oniak (25-prozentig)-W asser ( 6 : 2 : 1 ) )  
durch Detektion mit Anilin-Glucose identifiziert 
werden. Das Säureäquivalent betrug 543  (für eine 
M alonsäure pro Molekül berechnet 5 5 0 ,4 4 ) .

Durch 15 min Hydrolyse von etwa 5 mg Glykosid 
in 10 ml siedender 1-prozentiger B a (O H )2-Lösung 
wurde Quercetin-3-glucosid erhalten. Flavonol-3-

glykoside werden unter den Bedingungen einer mil
den alkalisdien Hydrolyse nicht gespalten34. Als 
Veresterungsstelle kam nur ein Hydroxyl der Glu
cose in Frage, da die phenolisdien Hydroxyle des 
Aglykons sich UV-spektroskopisch als frei erwiesen 
hatten. Der extrem niedrige Rp-W ert von Glykosid 
G bei der Polyamid-Dünnsdiichtchromatographie in 
wäßrigen Fließm itteln (z. B . Wasser-Methanol-Buta- 
n on -(2 ) ( 6 0 :2 0 :2 0 ) ;  Rp =  0 ,0 2 ) ließ ebenso auf 
das Vorliegen einer freien Carboxylgruppe schlie
ß e n 3 5  wie der hohe i?^-Wert von 0 ,7 3  bei der Cel- 
lulose-Dünnschichtchromatographie mit W asser als 
Fließm ittel, der sich nach Zusatz von 1,5% Essig
säure zum W asser auf 0 ,1 2  erniedrigte.

Interessanterweise ließ sich Glykosid G außer 
durch Emulsin auch mit /^-Glucuronidase hydrolysie
ren. Offenbar ist für ein Wirksamwerden dieses 
Enzyms die vorhandene Carboxylgruppe des Malon- 
säurerestes — vermutlich in C6-Stellung — der ent
scheidende Faktor. Das IR-Spektrum ließ neben der 
Bande des Säurecarbonyls (1 7 2 5  cm - 1 ) bei 1738  
cm - 1  zusätzlich die Estercarbonylbande erkennen.

Käm pf erol-3- (O-malonyl) -ß-D-glucosid (  ?  )
( Glykosid C)

Glykosid C wies ein Aglykon-Zucker-Verhältnis 
von 1 : 1  sowie ein ähnliches chromatographisches 
Verhalten wie Quercetin-3-(O-m alonyl) -/9-D-gluco- 
sid auf. Auch wurde es durch Emulsin und durch 
/3-Glucuronidase gespalten. Malonsäure ließ sich in 
der wäßrigen Hydrolyselösung dünnschichtchro
matographisch nachweisen. Die alkalische Hydrolyse 
mit B a(O H )o ergab Kämpferol-3-glucosid.

Experim enteller Teil
Material

Zur präparativen Aufarbeitung gelangten aus 
Italien importierte Endivien und im Freiland gezo
gener Kopfsalat der Sorte „Apollo“ .

W ellenzahl [ c m - ]
Abb. 1. IR-Spektrum von Quercetin-3- (O- 

malonyl) -/?-D-glucosid.

Bereitgestellt von | Technische Informationsbibliothek Hannover
Angemeldet

Heruntergeladen am | 23.11.17 14:08



358 M. W öldecke u. K. Herrm ann • Flavon (ol) glykoside der Endivien und des Kopfsalates

Extraktion der Flavon (o l) glykoside aus dem  pflanz
lichen Material

1094  g äußere Endivienblätter bzw. 9 1 2  g äußere 
Kopfsalatblätter wurden mit 11 W asser und 50  ml 
schwefliger Säure im Haushaltsmixgerät und an
schließend mit dem U ltra-Turrax fein zerkleinert,
5 min zum Sieden erhitzt und nach dem Abkühlen 
zentrifugiert. Den Rückstand extrahierten wir noch 
dreimal durch 1 0  min Erhitzen m it etwa 11 Metha
nol. Die vereinigten Auszüge wurden am Rotations
verdampfer bei maximal 4 0  °C  Badtemperatur auf 
ca. 20 0  ml eingeengt, m it ca. 150  ml Methanol ver
setzt und viermal mit je  3 0 0  ml Petroläther ausge
schüttelt. Die methanolisch-wäßrige Lösung wurde 
im Vakuum auf ca. 50  ml eingeengt, unter Umschüt
teln mit etwa 11 heißem Methanol versetzt, der da
bei entstehende Niederschlag nochmals in etwa 5 0  ml 
heißem W asser gelöst und die M ethanol-Fällung 
wiederholt. Die vereinigten Zentrifugate engten wir 
nach Zusatz von 15 0  ml W asser unter obigen B e
dingungen auf ca. 100  ml wäßrige Lösung ein.

Reinigung und V orfraktionierung der Extrakte 
erfolgten über Polyamidsäulen ( 6 , 6  x 25  cm ). Das 
Polyamid (Polyamid SC-6 , 0 ,0 5  —0 ,1 6  mm, Mache- 
rey-Nagel & Co., Düren) war m it Ammoniumthio- 
cyanat auf Eisenfreiheit gep rü ft3, und die Säulen 
wurden jeweils mit 2 1 ammoniakalischem Methanol 
(5 ml 25-prozentiges Ammoniak +  9 9 5  ml Metha
nol) und 3 1 W asser gewaschen.

Die Extrakte wurden auf je  eine vorbereitete 
Säule gegeben, diese mit je  21 W asser nachgewa
schen und anschließend eluiert. Aus dem Endivien
extrakt wurden mit Methanol 6  Fraktionen zu 11 
erhalten (Eluate I bis V I ) .  Danach erfolgte ge
trennte Elution der unteren und der oberen Hälfte 
der Säulenfüllung (nach Überführen in eine zweite 
Säule) mit je  1 1 ammoniakalischem Methanol 
(Eluate V II und V I I I ) .  Bei dem Kopfsalatextrakt 
fingen wir 11 methanolisches Eluat I und 11 am- 
moniakalisch-methanolisches Eluat II  auf.

Die Ammoniak enthaltenden Eluate wurden nach 
dem Einengen im Vakuum aus ca. 100  ml salzsaurer 
wäßriger Lösung (pH 2 ,5 ) mit je  100  ml Essig- 
ester-Methanol (9 +  1 ) sechsmal ausgeschüttelt. Die 
Abdampfrückstände (Vakuum) aller Eluate bzw. 
ihrer Essigester-Ausschüttelungen wurden getrennt 
in jeweils 5 0  ml Methanol aufgenommen. Die L ö
sungen wurden durch Zusatz von jew eils etwa 5 0  ml 
W asser und Einengen der Lösung am Rotationsver
dampfer auf 10 ml in eine wäßrige Lösung über
führt, die zur Auftrennung und Isolierung der Gly
koside durch Säulenchromatographie an Cellulose 
(Cellulosepulver für die Säulenchromatographie, 
Macherev-Nagel & Co., Düren) diente.

Isolierung der Flavon(ol)glykoside

Die Isolierung der einzelnen Glykoside erfolgte 
nach Cromatographie der auf S. 356  genannten 
Eluate an Cellulosesäulen ( 6 , 6  X  20  cm) aus den 
Fraktionen, die das betreffende Glykosid nach dünn
schichtchromatographischer Prüfung enthielten.

G l y k o s i d  A

Fließmittel 15-prozentige Essigsäure. Nach Um 
kristallisieren aus W asser unter Zusatz von 1,5%  
Essigsäure wurden aus Eluat V +  VI 133 mg hell
gelbe Kristallnadeln vom Schmelzpunkt 187 — 189  
°C  erhalten, aus Eluat V II weitere 190 mg vom 
Schmelzpunkt 187 — 188 °C .

G l y k o s i d  B

Fließmittel 30-prozentiges Methanol. Nach star
kem Einengen auf 2 — 3 ml und mehrtägigem Stehen 
im Kühlschrank erhielten wir 32 mg gelbe Kristalle 
vom Schmelzpunkt 226  — 2 2 8  °C .

G l y k o s i d  C

Zur Abtrennung insbesondere von Glykosid A 
wrar nach einmaliger Chromatographie mit 5-prozen
tiger Essigsäure noch eine dreimalige Chrom atogra
phie mit 15-prozentiger Essigsäure erforderlich. Da 
eine Kristallisation des Glykosides nicht gelang, 
wurde es mit Essigester-Methanol (9 +  1 ) aus essig
saurer Lösung ausgeschüttelt und der Abdampfrück
stand in 10 ml Methanol gelöst.

G l y k o s i d  F

Fließmittel 1 ,5-prozentige Essigsäure. Nach zwei
maligem Umkristallisieren aus Wasser erhielten wir
81 mg gelbe Kristallnadeln vom Schmelzpunkt 2 2 0
- 2 2 2  °C.

G l y k o s i d  H

Mit 5-prozentigem Methanol gelang die A btren
nung von Glykosid E und G an zwei Cellulosesäu
len. — Glykosid H wurde aus 1 ,5-prozentiger E ssig
säure mit Essigester-Methanol (9  +  1 ) fünfmal aus
geschüttelt, der Abdampfrückstand der organischen 
Phase in 1 0  ml heißem Methanol gelöst und das 
Glykosid durch Zugabe von ca. 100 ml heißem 
Chloroform ausgefällt. Der bräunliche Niederschlag 
wog nach dem Trocknen im  Vakuum (1 T orr) über 
Kieselgel 28  mg und zeigte einen unscharfen 
Schmelzpunkt von 190 — 192 °C .

G l y k o s i d e  E u n d  G

Nach Abtrennung von Glykosid H erfolgte fünf
malige Säulenchromatographie mit 1 ,5-prozentiger 
Essigsäure als Fließmittel. Glykosid E ergab nach 
einmaligem Umkristallisieren aus W asser unter Zu
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satz von 1,5%  Essigsäure 146 mg gelbe, nadelför
mige K ristalle vom Schmelzpunkt 189  —190 °C . 
Glykosid G kristallisierte nach mehrtägigem Stehen 
im Kühlschrank aus einer stark eingeengten, wäßri
gen, mit wenig Essigsäure angesäuerten Lösung als 
3 8  mg hellgelber, mikrokristalliner Niederschlag 
vom Schmelzpunkt 182 — 183 °C aus.

Bestim mung des Säureäquivalentes

5 — 2 0  mg Substanz, genau gewogen, wurden in 
15 ml Methanol gelöst, mit 15 ml frisch aufgekoch
tem und wieder abgekühltem W asser versetzt und 
am pH-Meter mit 0 ,01  N NaOH titriert. Aus E in 
waage und dem aus der Titrationskurve sich erge
benden Verbrauch an NaOH wurde das Säureäqui
valent errechnet.

Quantitative Glucosebestimmung mit Anthron- 
Schwefelsäure

2  ml der methanolischen Glucosidlösung, die etwra
0 ,5  — 1 mg des Glucosids enthielten, wurden auf 
dem W asserbad eingedampft und in 5 ml W asser 
gelöst. Nach dem Abkühlen der Lösung unterschich
teten wir diese mit 10 ml einer frisch bereiteten L ö
sung von 0 , 2 % Anthron in 96-prozentiger H2 S 0 4 

und mischten vorsichtig unter Kühlung. Die Lösung 
wurde genau 16 min im siedenden Wasserbad er
hitzt, sofort abgekühlt und die Extinktion der L ö
sung bei 6 2 0  nm gegen eine in gleicher Weise be
handelte Blindlösung aus 5 ml W asser und 1 0  ml 
Anthron-Reagenz gemessen. D er Glucosegehalt ließ
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sich an Hand einer Eichkurve bestimmen (Glucose- 
Eichgerade: 0 ,0 5 ; 0 ,1 0 ;  0 ,2 5 ; 0 ,5 0 m g  Glucose; 
Extinktionen: 0 ,1 2 ; 0 ,2 3 ; 0 ,5 6 ; 1 ,1 5 ) .  Der Agly- 
kongehalt wurde in einem aliquoten Teil der Lösung 
durch saure Hydrolyse und spektrophotometrische 
Bestimmung des Aglykons 3 2  ermittelt.

Nitrit-Reaktion auf o-Diphenole

Die Lösung von etwa 1 mg Substanz in 2 ml Me
thanol wurde mit je  1  ml Im  wäßriger N aN 0 2 -Lö- 
sung und 1  ml Im  Essigsäure versetzt und nach 
10 min mit 0 ,5  N NaOH auf 2 0  ml aufgefüllt. Auf
tretende Rotfärbung zeigt o-Dihydroxy-gruppierung 
an.

Schmelzpunkte und Spektren

Die Schmelzpunkte wurden m it einem Kofler- 
Schmelzpunkt-Mikroskop bestimmt und sind korri
giert. — Die UV-Spektren nahmen wir mit einem 
UNICAM -SP 800-Spektralphotom eter in 10 mm 
Quarzküvetten auf. Die Gehaltsbestimmungen der 
Aglykone erfolgten mit einem Z EISS-PM Q  II-Spek- 
tralphotometer. Die IR-Spektren wurden mit einem 
P ER K IN -EL M E R  457-Infrarot-Spektralphotom eter 
in K Br-Preßlingen aufgenommen.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken 
wir herzlichst für die gewährte Unterstützung, dem 
Fonds der Chemie für Lösungsmittelspenden. 
Herrn P rof. Dr. Uffmann, Institut für Organische 
Chemie der Technischen Universität Hannover, dan
ken wir für Aufnahme der IR-Spektren.
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