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A method of isoflavones isolation from red clover as standards for analyses

Abstract

Five compounds having an isoflavone structure were isolated from the tops of red clover
(Trifolium pratense). On the basis of spectral (UV, MS) and chromatographic (TLC, HPLC)
analyses the compounds were identified as biochanin A, formononetin, pratensein, genistein
and daidzein. Biochanin A and formononctin — two main clover estrogens — were
obtained in crystalline forms in the amounts of 50 mg and 15 mg, respectively (per 250 g of
D. W.). Homogenous fractions of pratensein, genistein, and daidzein were also obtained.
The obtained standards were used as markers for peak identification in HPLC. The
presented method of isoflavone isolation is simple and quick. It allows for the simple
isolation of a mixture of crude isoflavone aglycones which may be used in qualitative and
semi-quantitative (TLC) analyses. The individual standards are obtained through column
chromatography and may be used for quantitative analyses.

WSTEP

Wiele gatunkéw koniczyny, a zwlaszcza koniczyna podziemna (Trifolium
subterraneum L.) i koniczyna czerwona (7. pratense L.) zawieraja izoflawony,
zwiazki o dzialaniu estrogennym (Bennetts i in.,, 1946; Beck 1964; Beck
i Knax, 1971; Francis i Millington, 1965; Dedio i Clark, 1968).
Zwiazki te wystepuja niekiedy w roélinach w duzych ilosciach, powodujac
bezptodnos$¢ i poronienia u zwierzat. Najczesciej spotykanymi izoflawonami
w koniczynach sa: biochanina A, formononetyna, daidzeina i pratenseina.
W literaturze $wiatowej ukazato si¢ wiele publikacji na temat wystgpowania
izoflawondéw w koniczynie oraz metod badania ich zawartosci. Brak danych
dotyczacych zawartosci izoflawonéw w uprawianych w kraju odmianach
koniczyny czerwonej sklonil nas do podjecia badan nad tym zagadnieniem.
Warunkiem oznaczania jako$ciowego oraz ilosciowego izoflawondw w mate-
riale roslinnym jest posiadanie wzorcow analitycznych. Celem niniejszej pracy
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bylo opracowanie prostej metody wyodrebniania izoflawondéw i uzyskanie
odpowiednich ilosci biochaniny A i formononetyny oraz potwierdzenie ich
autentycznosci na podstawie badan strukturalnych.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto koniczyne czerwona (T. pratense) odm. Hruszowska
rosnagca w Zakladzie Doswiadczalnym IUNG Kepa w Pulawach. Rosliny
Scinano na poczatku kwitnienia w pierwszym roku uzytkowania. Material
roSlinny wysuszono w 60°C i zmielono.

Uzyskanie surowych aglikonow. 250 g suszu z koniczyny czerwonej zadano
850 ml H,O (konsystencja gestej papki) i pozostawiono na 2 godzinv.
Nastepnie dodano 0,5 kg bezwodnego siarczanu sodowego, rozsypano na
bibule i pozostawiono do wyschnigcia. Suchy material ekstrahowano w apara-
cie Soxhleta przez 3 dni chloroformem. Ekstrakt chloroformowy wysuszono.
Uzyskany osad zadano pigciokrotnie 200 ml 50% metanolu, ogrzewano do
wrzenia, a nastgpnie szybko schtadzano i saczono w warunkach bez prozni na
saczku porcelanowym G-2. Ekstrakty pofaczono, metanol odparowano, a roz-
twor wodny pozostawiono na noc w lodowce w 4°C. Wytracony osad
odwirowano i wysuszono w temp. 60°C. Uzyskano 1,75 g surowych izo-
flawonow.

Izolacja pojedynczych izoflawonéw. Mieszaning izoflawondéw rozdzielono na
kolumnie z zelem krzemionkowym (Kiselgel G-60, Merck) w uktadzie chloro-
form nasycony woda — octan etylu — metanol — 96% etanol (92:4:2:2). Po
przekrystalizowaniu z mieszaniny metanol — woda uzyskano: 50 mg bio-
chaniny A, 15 mg formononetyny, 5 mg pratenseiny oraz daidzeing i genisteine
w postaci chromatograficznie jednorodnych frakcji.

Identyfikacja wyodrebnionych izoflawonéw. Analiz¢ widmowa aglikonow
wykonano na spektrofotometrze Beckman DB-T w zakresie 200-400 nm
z zastosowaniem odczynnikéw diagnostycznych: metoksylanu sodowego, chlor-
ku glinowego i kwasu solnego oraz octanu sodowego i kwasu borowego.
Widma masowe wykonano na spektrometrze LKB 9000 przy energii jonizacij
70 eV. Rozdzial analityczny izoflawonéw prowadzono na chromatografie
cieczowym typ 302 (IChF-PAN) na kolumnie o dlugosci 250 mm i $rednicy
wewnetrznej 4 mm. Faza stacjonarna — chemicznie zwigzana faza RP-18
(ODS), srednica ziarna 10 um, detektor 254 nm. Do chromatografii cienkowar-
stwowej stosowano ptytki firmy Merck DC-Fertigplatten Kiselgel 60 F,,,
o grubosci warstwy 0,25 mm. Uklady rozwijajace: S 1 chloroform — kwas
octowy 85:15, S 2 chloroform — metanol 89:11, S 3 benzen — metanol 90:10.
Chromatogramy ogladano w Swietle UV 254 nm, przed i po ekspozycji
w parach amoniaku.
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CHARAKTERYSTYKA WYODREBNIONYCH ZWIAZKOW

Biochanina A (5,7-dihydroksy-4'-metoksyizoflawon) — biala krystaliczna
substancja. Rf (TLC): w S1 — 0,66, S2 — 0,78, S3 — 0,52, barwa plamy na
chromatogramie w UV — brunatna, po ekspozycji w parach NH, — brunatna.
UVA,,,(nm): MeOH — 259, (330); NaOMe — (248), 272, 328; AICl, — 272,
(312), 376; AIC1,/HCI — 272, (312), 376; NaOAc — 272, 324; NaOAc/H,BO,
— 261, 331. MS (int. wzgl.) — m/z 284 (100%) M*, 283 (16%) [M " —H]", 269
(16%) [M-CH,]", 255 (3%) [M-CHO] ", 152 (14%) A{, 142 (16%) M* ¥, 132
(40%) BY. ‘

Formononetyna (7-hydroksy-4'-metoksyizoflawon) — biata krystaliczna
substancja. Rf (TLC): w S1 — 049, S2 — 0,70, S3 — 0,33, na chromato-
gramach w S$wietle UV niewidoczna, po ekspozyji w parach amoniaku
fluoryzuje intensywnym S$wiatlem jasnoniebieskim. UVA_, (nm): MeOH -
(240), 248, (259), 304; NaOMe — 256, (273), 336; AICl, — (239), 248, (261), 301;
AICL;/HCI — (239), 248, (261), 301; NaOAc — 243, (309), 333; NaOAc/H,BO,
— 261, 303. MS m/z (int. wzgl) — 268 (100%) M™*, 267 (23%) [M-H]*, 253
(9%) [M-CH,]", 134 (4%) M* ™.

Pratenseina (4,5, 7-trihydroksy-3',-metoksyizoflawon) — biale krysztaly. Rf
(TLC): w SI — 0,19. Na chromatogramach widoczna w $wietle UV jako
brunatna plama, zarowno przed jak i po ekspozycji w parach amoniaku.
UV, (nm): MeOH — 261, (293), (333); NaOMe — 269, 323; AICl; — 272,
(311), 368; AICI1,/HCl — 272, (311), 368; NaOAc — 271, 325; NaOAc/H;BO,
— 261, (291), (339). MS m/z (int. wzgl.) — 300 (100%) M *, 299 (8%) [M-H]",
285 (31%) [M-CH,]", 271 (8%) [M-CHO]".

Genisteina (4,5,7-trihydroksyflawon). Rf (TLC): w S1 — 0,13. Na chromato-
gramach w $wietle UV widoczna jako brunatna plama, przed i po ekspozycji
w parach NH;. UV/_, (nm); MeOH — 264, (328); NaOMe — 275, (331);
AICl, — 272, (309), 365; AICl,/HC1 — 272, (309), (365); NaOAc — 269, 323;
NaOAc/H,BO, — 265, (341).

Daidzeina (4,7-dihydroksyflawon). Rf (TLC): w S1 — 0,13. Na chromato-
gramach w $wietle UV niewidoczna, po ekspozycji w parach amoniaku
fluoryzuje intensywnym S$wiatlem jasnoniebieskim. UVA . (nm): MeOH —
247, 261, (309); NaOMe — 257, (275), 325; AICl; — 249, 263, (309); AlICl;/HCI
— 249, 263, (309); NaOAc — 256 (270), (312), (328); NaOAc/H;BO,; — 261,
(313), MS m/z (int. wzgl) — 254 (58%) M*, 127 (40%) M™**.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Izolacja wzorcow. Celem uzyskania wolnych izoflawonow (aglikonow),
ktore nastepnie moga by¢ wykorzystane jako standardy analityczne, prowa-
dzono autohydrolize enzymatyczna. Przy uzyciu chromatografii cienkowarst-
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wowej stwierdzono, ze dwugodzinna hydroliza w warunkach uprzednio opisa-
nych jest wystarczajaca i pozostawia w materiale roélinnym jedynie Sladowe
ilosci glikozydow izoflawonow. Wolne izoflawony ekstrahowano nastgpnie
z wysuszonego materiatu roslinnego chloroformem. Ekstrakt chloroformowy
zawieral jednak bardzo duza ilo$¢ zanieczyszczen (gtownie chlorofil i ttusz-
czowce). Izoflawony oczyszczono przez lugowanie na goraco 50% metanolem.
W ten sposob uzyskano stosunkowo czysta mieszaning surowych izoflawonow.
Analiza chromatograficzna wykazata obecno$¢ w mieszaninie dwoch gtownych
skladnikow, biochaniny A i formononetyny oraz niewielkie ilosci pratenseiny,
genisteiny i daidzeiny. Dzigki chromatografii kolumnowej uzyskano bio-
chanin¢ A i formononetyng w postaci krystalicznej w ilosciach, odpowiednio,
50 mg i 15 mg (z 250 g s.m.), a pozostale trzy izoflawony w formie
chromatograficznie jednorodnych frakcji.

Przedstawiona metoda izolacji jest stosunkowo szybka i prosta. Pozwala
na latwe uzyskanie mieszaniny aglikonow izoflawonow o stosunkowo duzej
czysto$ci. Mieszaning t¢ mozna wykorzysta¢ do badan jakosciowych i potilos-
ciowych metoda chromatografii cienkowarstwowej. Uzyskane przez rozdziat
metoda chromatografii kolumnowej wzorce biochaniny A i formononetyny
moga by¢ stosowane do oznaczen iloéciowych tych zwiazkéw dowolna metoda
analityczna.

Identyfikacja wyodrebnionych zwiqzkéw. Podstawowa metoda identyfikacji
zwiazkow flawonoidowych jest analiza spektralna w nadfiolecie (Mabry i in,,
1970). Wszystkie flawonoidy charakteryzuje wystgpowanie w widmie UV
charakterystycznych pasm absorpcji w zakresie 200-400 nm. Zastosowanie
odczynnikdw jonizujacych i kompleksujacych pozwala na ustalenie rozmiesz-
czenia w czasteczce podstawnikow hydroksylowych. W przypadku znanych
zwiazkow wyniki analizy widmowej w UV stanowia z reguly wystarczajacy
podstawg do identyfikacji badanego zwiazku flawonoidowego (Harborne
i in, 1975; Markham, 1982). Dla zwiazkow, ktore uzyskano w wystar-
czajacych ilosciach wykonano rowniez widma masowe (MS).

Przeprowadzone badania pozwolily na ustalenie, ze wyodrebnione z koni-
czyny czerwonej dwa glowne sktadniki flawonoidowe to biochanina A i for-
mononetyna. Pozostale trzy substancje, otrzymane w niewielkich ilosciach,
zidentyfikowano jako pratenseing, genisteing i daidzeing. Podstawe iden-
tyfikacji stanowito porownanie ksztattu widma UV i polozenia pasm absorpcji
w UV z danymi z literatury (Wong, 1962; Tamura i in, 1969; Mabry i in,
1970; Markham, 1982) oraz analizy TLC i charakterystyczna fluorescencja
obserwowana na chromatogramach w s$wietle UV. Ilosciowe oznaczenie
izoflawonow w duzej liczbie prob materiatlu ros§linnego wymaga szybkiej
i prostej metody analitycznej. Dlatego opracowano wstgpnie metode analizy
ilosciowej, z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z od-
wroconymi fazami na wypelnieniu z chemicznie zwiazana faza organiczng
RP-18. Zadowalajacy rozdzial uzyskano na kolumnie o diugosci 250 mm przy



Wyodrebnianie izoflawonéw z koniczyny czerwonej 195

A254 nm

U

30 20 10 0
' t [min]

Rys. 1. Chromatografia cieczowa (HPLC) ckstraktu z koniczyny czerwonej (po hydrolizie
enzymatycznej). Na chromatogramie zaznaczono zidentyfikowane piki izoflawondéw: B — bio-
chanina A, F — formononetyna, P — pratenseina, G — genisteina, D — daidzeina
Fig. 1. HPLC of extract from red clover (after enzymatic hydrolysis). On chromatograms indicated
indentified peaks of isoflavones: B — biochanin A, F — formononetin, P — pratensein,
G — genistein, D — daidzein

szybkosci przeptywu fazy ruchomej (metanol-H,O 50:40) 1,2 ml/min (rys. 1).
Piki biochaniny A i formononetyny sa dobrze izolowane i symetryczne.
Wystarczajace do celow analitycznych jest rozdzielenie pikoOw pratenseiny,
genisteiny i daidzeiny. Identyfikacje pikoOw na chromatogramach wykonano
przez kochromatografi¢ ekstraktow z koniczyny z otrzymanymi wzorcami
izoflawonow. Opracowana metoda umozliwia badanie surowych ekstraktow
z koniczyny czerwonej po autohydrolizie enzymatyczne). W dalszych bada-
niach przewiduje si¢ badania zawartoSci i dynamiki nagromadzania oraz
wplywu czynnikoéw agrotechnicznych na zawartos$¢ izoflawonow w koniczynie
czerwonej.

STRESZCZENIE

Z suszu koniczyny czerwonej (Trifolium pratense) wyodrgbniono pigé
zwigzkow o budowie izoflawonow, ktore na podstawie analizy chromato-
graficznej, widm masowych i analizy widmowej w nadfiolecie zidentyfikowano
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jako: biochanine A, formononetyne, pratenseing, genisteing i daidzeing. Dwa
pierwsze izoflawony, stanowigce glowne sktadniki estrogenne koniczyny czer-
wonej, otrzymano w stanie krystalicznym w ilosciach odpowiednio 50 1 15 mg
(z 250 g s.m.). Pratenseing, genisteing i daidzeing otrzymano w postaci
chromatograficznie jednorodnych frakcji. Otrzymane wzorce izoflawonow
wykorzystano do identyfikacji pikow na chromatogramach HPLC. Przed-
stawiona metoda izolacji jest stosunkowo szybka i prosta. Pozwala na latwe
uzyskanie mieszaniny aglikonow izoflawonow o stosunkowo duzej czystosci.
Mieszaning t¢ mozna wykorzysta¢ do badan jakosciowych i pétilosciowych
(TLC). Po rozdziale metoda chromatografii kolumnowej uzyskane wzorce
moga by¢ stosowane do oznaczen iloSciowych.
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