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1. WSTEP

Zagadnienie jakosci pasz jest od szeregu lat najwazniejszym nurtem badaw-
czym Zaktadu Biochemii 1 Jako$ci Plonow Instytutu Uprawy Nawozenia i Glebo-
znawstwa w Putawach. Wczeéniejsze prace dotyczyty gldéwnie metabolizmu pod-
stawowego (weglowodany, bialka, thuszcze) w aspekcie zmian jakosciowych, za-
chodzacych pod wptywem okreslonych zabiegoéw agrotechnicznych lub srodowi-
skowych czynnikéw biotycznych. Réwnolegle do tych prac prowadzono rowniez
badania nad wtérnym metabolizmem roslinnym 1 jego znaczeniem w zZywieniu zwie-
rzat. Poczatkowo wtérne metabolity roslinne traktowano jako tzw. substancje an-
tyzywieniowe i zabiegi hodowlane zmierzaty w kierunku ograniczenia wystgpowa-
nia tych zwiazkéw w roslinach uprawnych. Dotyczyto to migdzy innymi takich
substancji, jak: alkaloidy w tubinie, trawach i roslinach z rodziny Solanaceae (94,
95, 141), kwas erukowy i glukozynolany w rzepaku, glikozydy cyjanogenne w ko-
monicy i koniczynie biatej (10, 126, 127), izoflawony w koniczynie czerwone;j (16,
18, 63) czy triterpeny pigciocykliczne (saponiny) w lucernie (64, 104).

Od poczatku lat dziewigédziesiatych ubiegltego stulecia obserwuje si¢ w litera-
turze $wiatowej ponowny wzrost zainteresowania wtéornymi metabolitami ro$lin-
nymi. Spowodowany byt on rozwojem badan epidemiologicznych, wykazujacych
dodatnia korelacje pomigdzy czestotliwoscia wystgpowania chordb cywilizacyj-
nych w niektorych populacjach ludzi a ich odzywianiem sig. Dotyczyto to glownie
chorob nowotworowych i uktadu krazenia. Badania te wykazaty, ze wiele substan-
cji metabolizmu wtérmego charakteryzuje si¢ dzialaniem prozdrowotnym (8, 11,
103, 105, 108, 110, 119, 120). Substancje te nazwano nutraceutykami (4, 36),
a produkty zywieniowe zawierajace te zwiazki sklasyfikowano jako ,,zywnos¢ funk-
cjonalng” (49, 86).

Od 3-4 lat wtérne metabolity roslinne sa rébwniez obiektem zainteresowania
przemystu paszowego i nauki zajmujacej si¢ zywieniem zwierzat. Wynika to z fak-
tu wystapienia choroby bydta (BSE) oraz wycofywania przez kraje Unii Europej-
skiej antybiotykow jako dodatkow do pasz (catkowity zakaz stosowania od 2006
roku). Alternatywa do stosowania tych zwiazkow sa substancje naturalne wyste-
pujace w roslinach, majace korzystny wptyw na dobrostan zwierzat hodowlanych
(142).

Prezentowana rozprawa stanowi kontynuacj¢ badan sktadu zwigzkoéw natural-
nych, wystgpujacych w jednej z bardziej popularnych roslin pastewnych, jaka jest
lucerna siewna (Medicago sativa L.).
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2.CEL BADAN

Wiedza na temat wystgpowania flawonoidéw w jednej z wazniejszych roslin pastew-
nych, jaka jest lucerna siewna (Medicago sativa L.), jest bardzo ograniczona. Phytoche-
mical Dictionary of Leguminosae (9) podaje listg kilkudziesigciu zwigzkow flawonoido-
wych zidentyfikowanych w lucernie, ale s3 to doniesienia dotyczace gtownie aglikonow
lub fitoaleksyn flawonoidowych, najczesciej identyfikowanych w nieokreslonych orga-
nach rosliny. Wykaz ten zawiera jedynie 8 glikozydow flawonoidowych. Od czasu publi-
kacji stownika w literaturze §wiatowej nie ukazaty si¢ zadne prace na ten temat.

Dla uzupehienia tych danych i pelnego wyjasnienia sktadu chemicznego flawono-
idow lucerny przeprowadzono badania, ktorych celem byto:

— wyodrgbnienie oraz okreslenie budowy chemicznej 1 wlasciwosci fizykoche-
micznych pojedynczych flawonoidow z czgsci nadziemnych lucerny siewne;j,

— opracowanie metody analitycznej (HPLC) oznaczania tych zwigzkow w mate-
riale ro§linnym,

— oznaczenie zawartosci flawonoidéw w wybranych odmianach lucerny,

— przesledzenie zmian zawarto$ci réznych grup flawonoidow w lucernie w trzech

sezonach wegetacyjnych i w réznych terminach zbioru.

Zalozono, ze uzyskane wyniki bgda przyczynkiem do poznania sktadu flawono-
1doéw lucerny i ich potencjalnego wptywu na jako$¢ paszows tej rosliny. Beda miaty
roéwniez znaczenie przy badaniu funkcji fizjologicznej flawonoidéw w roélinie i ich
udzialu w reakcji ro$lin na czynniki srodowiska.

Uzyskane wyniki dotyczace pomiaréw fizykochemicznych i spektralnych zostaty
juz opublikowane (130, 131, 132), natomiast pozostale dane stanowia oryginalna, nie-
publikowang czg$¢ pracy badawczej.

3. PRZEGLAD LITERATURY
3.1. LUCERNA SIEWNA (Medicago sativaL.)

Lucerna siewna jest wieloletnia rosling z rodziny bobowatych, bedaca w wielu
krajach strefy umiarkowanej gtéwna rosling pastewna. Pochodzi z terenow bylej Per-
sji (Iran, Irak), ale jej pokrewne formy 1 gatunki wystgpuja rowniez w Centralnej Azji
1 Syberii. Rzymscy pisarze (490 r. p.n.e.) opisuja lucerng jako rosling pastewna, wyko-
rzystywang przez plemiona Med6w do karmienia koni i innych zwierzat. Z uwagi na
swoja warto$¢ zywieniowa okreslana byta przez starozytnych jako al-fac-facah (20),
,.the father of all food” (podstawa wszelkiej zywnosci), a przez wspotczesnych ,,qu-
een of forages” (krolowa roslin pastewnych).

Roslina ta zbudowana jest z prostych, wzniesionych, osiagajacych 30-90 cm wyso-
kosci, silnie rozgalgzionych todyg o li§ciach pierzastoztozonych, trzylistkowych. Kwit-
nie od maja do wrzesnia. Kwiaty niebieskie lub fioletowe zebrane sa w groniasty,
glowkowaty kwiatostan ztozony z 5-30 kwiatow. Owocem lucerny sa wielonasienne,
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brunatne straki o kilku (1,5-3,5) luznych skretach, wypetnione drobnymi, jasnobrazo-
wymi, owalnymi nasionami.

Lucerna siewna jest ro$lina wieloletnia, uprawiang na przewiewnych, przepusz-
czalnych oraz szybko nagrzewajacych sig glebach o odczynie alkalicznym. Ze wzgle-
du na to, ze jest ona ro$lina cieptolubna dnia dtugiego, decydujacy wplyw na wielko$¢
plonu ma temperatura. Drugim czynnikiem znacznie wplywajacym na plon jest ilo$¢
opadow; maksymalne plony osiagane sa przy rocznych opadach wynoszacych 500-
700 mm. Korzenie lucerny zasiedlane sg przez bakterie brodawkowe z rodzaju Rhizo-
bium, majace zdolno$¢ wiazania azotu atmosferycznego. Dzigki takiemu symbiotycz-
nemu wspolzyciu rosliny lucerny moga dobrze rozwijac si¢ na glebach ubogich w
zwiazki azotowe. Ze wzgledu na oszczedne nawozenie azotem, uzyskiwany wysoki
plon oraz pozostawianie duzej ilosci resztek pozniwnych, lucerna jest stosowana w
systemie rolnictwa ekologicznego oraz zrownowazonego (37).

Czgsci nadziemne tej rosliny sa wykorzystywane w postaci zielonki, siana, su-
chych granulatéw lub koncentratow biatkowych, gtéwnie do karmienia zwierzat prze-
zuwajacych i monogastrycznych (7, 23, 41, 84). Duzym ograniczeniem w stosowaniu
zielonki lucerny jako paszy do karmienia zwierzat, szczegélnie monogastrycznych, jest
zawarto$¢ substancji antyzywieniowych, jakimi sa saponiny triterpenowe. Wielu auto-
réw wskazywato na ujemna korelacj¢ pomigdzy zawartoscia saponin a przyrostami
zwierzat jednozotadkowych (21, 22, 40, 66). Nie rozstrzygnigto jednak definitywnie
kwestii czy obserwowane obnizenie przyrostow, spowodowane obecnoscia saponin
w paszy, wynika z ich toksycznego dziatania, czy raczej z obnizenia smakowito$ci
paszy 1 zmniejszonego jej spozycia przez zwierzgta (24). Testy smakowito$ci gtow-
nych glikozydow saponinowych z czgsci nadziemnych lucerny wykazaty, ze wystgpu-
jacy w duzych ilosciach tridesmozyd kwasu zanowego jest najbardziej gorzkim zwiaz-
kiem, o silnych wiasciwos$ciach §ciagajacych i podrazniajacych $luzowke przetyku
(93, 99). Po wprowadzeniu do przewodu pokarmowego moze wplywac na przepusz-
czalno$¢ membran jelita, zmieniajac absorpcjg sktadnikow pokarmowych (100).

Liczne prace naukowe dowodzily zwigzku pomigdzy zawartoscig saponin a po-
wstawaniem wzde¢ u zwierzat karmionych $wiezg zielonka lucerny (25, 27, 38, 67,
68, 84). Jednakze inne doniesienia wykluczaja udziat saponin w wywotywaniu wzdgc¢
(73, 74), czyniac odpowiedzialnymi za te procesy takie czynniki, jak: zawarto$¢ bialka
rozpuszczalnego (54) 1 porg wypasu (33, 44, 45, 46). W pracach tych wskazuje si¢ na
wplyw saponin zawartych w paszy na dynamike fermentacji mikrobiologicznej, de-
gradacj¢ sktadnikow pokarmowych i liczebno$¢ pierwotniakéw w zwaczu, co moze
zwigksza¢ wspotczynnik strawnosci substancji organicznej (a tym samym efektyw-
no$¢ wykorzystania paszy), przesuwajgc te procesy z zotadka do jelita cienkiego (70).

W wielu krajach kielki lucerny sa dos¢ popularmym sktadnikiem diety ludzkiej jako:
zielone przybranie do potraw (ang. garnish), dodatki do satatek, tabletki poprawiajace
trawienie lub napoje orzezwiajace, zawierajace sok z czgsci nadziemnych (6, 75, 76,
80, 91, 96, 97, 121, 133). Ponadto lucerng zainteresowany jest przemyst farmaceu-
tyczny i na rynku oferowane sa liczne produkty o dziataniu leczniczym, wytworzone z
czes$ci nadziemnych lucerny. Do najwazniejszych zaliczy¢ mozna odzywke Macronu-
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trient — sproszkowane liscie lucerny, 19% biatka, witaminy, sktadniki mineralne, Cho-
lestaid — preparat saponinowy obnizajacy poziom cholesterolu we krwi, Chlorophyllin
— koncentrat chlorofilowy o dziataniu przeciwrakowym i oczyszczajacym watrobe
(55, 56).

Liczne testy przeprowadzone na zwierzgtach (32, 34, 77-80, 124, 133, 143) 1 wstepne
badania kliniczne (28, 89) wskazuja, ze ekstrakty z nasion i lisci lucerny moga miec
zastosowanie w leczeniu hipercholesterolemii. Podobnie na podstawie innych badan
przeprowadzonych na zwierzgtach stwierdzono, ze lucerna moze by¢ bardzo wskaza-
na w diecie dla diabetykow (42, 135).

Tak duze zainteresowanie zywieniowe lucerng wynika z faktu, iz czesci zielone
zawieraja duze ilosci dobrego jakosciowo biatka. Ponadto, dzigki gleboko siggajacemu
systemowi korzeniowemu lucerna gromadzi duze ilo$ci sktadnikéw mineralnych, ta-
kich jak: zelazo, wapn, magnez, potas, chrom, miedz, jod, molibden, selen, sod i cynk.
Czegsci nadziemne lucerny sa jednym z najbogatszych roslinnych zrédet chlorofilu;
zawierajg duze ilosci beta-karotenu (57) i witamin: C, E, B, B,, B, B,,, niacyny,
kwasu foliowego, biotyny, inositolu, choliny oraz znaczna ilo$¢ enzymow trawiennych,
takich jak: lipaza, amylaza, peroksydaza, pektynaza, koagulaza i proteaza.

3.2. FLAWONOIDY

Flawonoidy sa grupa zwiazkow polifenolowych wystepujaca powszechnie w kro-
lestwie ro$lin. Stanowia jedna z najlepiej poznanych grup pod wzgledem biosyntezy
i roli w ewolucji roslin (12, 31). Niektore z nich sg barwnikami ro$linnymi, ktorych
wysoka zawarto$¢ wykazano w liSciach, kwiatach, owocach, nasionach i pytkach
kwiatowych (90, 123). W ro$linach flawonoidy spetniaja wielorakie funkcje fizjolo-
giczne. Wystgpuja w membranach tylakoidow, gdzie aktywnie uczestnicza w proce-
sach fotosyntezy jako katalizatory transportu elektronéw, ale takze chronia uktad foto-
syntetyczny i DNA przed szkodliwym dziataniem promieniowania stonecznego UV-B
(280-320 nm); (60, 122). Promieniowanie UV-B ma bezposredni wptyw na ekspresje
gendéw szlaku fenylopropanoidow (136) 1 akumulacjg, migdzy innymi, flawonoidow i
antocyjanow (15, 137). Mutanty Arabidopsis thaliana niezawierajace flawonoidow
wykazuja wysoka wrazliwo$¢ na promieniowanie UV-B (69). Jak wykazaty badania,
zmiany w zdolno$ciach do absorpcji promieniowania UV-B mierzone w ekstraktach
ro$linnych poddanych dziataniu promieniowania nie zaleza wytacznie od zmian w za-
wartosci flawonoidéw, ale takze od obecnosci innych klas zwiazkow fenolowych, na
przyklad estrow kwasu hydroksycynamonowego lub kombinacji tych kwasow z fla-
wonoidami (62). Niektore rosliny akumulujg flawonole acylowane kwasem p-ku-
marowym, ktorych maksima absorpcyjne wynosza 315 nm (59, 115, 117, 144). Takie
acylowane flawonole byty akumulowane w epidermie (118) i zapewniaty skuteczna
ochrong przed promieniowaniem UV fotosyntetycznie aktywnego mezofilu
w siewkach sosny zwyczajnej (140).

Najlepiej udokumentowana ze wszystkich funkcji jakie petnia flawonoidy jest ich
udziat w oddziatywaniach rosliny gospodarza na czynniki biotyczne $rodowiska. Fla-
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wony i flawonole obok antocyjanéw decyduja o barwie kwiatéw (88) i pelnia funkcje
wabienia zapylaczy (48). Roéwniez w oddziatywaniach rosliny z organizmami glebo-
wymi flawonoidy odgrywaja wazne funkcje ekologiczne. W przypadku symbiozy ko-
rzeni ro$lin motylkowatych z wiazacymi azot bakteriami zwiazki flawonoidowe sa
substancjami sygnalnymi, uaktywniajacymi w bakteriach gen brodawkowania. Szcze-
py Rhizobium dostosowane do wspéizycia z réznymi gatunkami ro$lin motylkowa-
tych sa aktywowane przez zwiazki fawonoidowe. Przyktadowo, luteolina (flawon)
inicjuje zasiedlenie korzeni lucerny przez R. meliloti, 4,7-dihydroksyflawon zasiedle-
nie korzeni koniczyny przez R. trifolii, daidzeina i genisteina (izoflawony) zasiedlanie
korzeni soi przez Bradyrhizobium japonicum oraz hesperetyna (flawonon) zasiedla-
nie korzeni grochu i wyki przez R. leguminosarum (107). Funkcjg sygnalng pelni
réwniez ksenognizyna B (izoflawon) w wydzielinach korzeniowych z Astragalus gum-
mifer (Leguminoseae), stymulujaca wytwarzanie haustoriow w roélinie pasozytniczej
Agalinis purpurea (71). Flawonoidy stymuluja réwniez wzrost grzybéw endomikory-
zowych, ale ich funkcja w tych oddziatywaniach nie zostata doktadnie poznana (50).
Zwiazki flawonoidowe odgrywaja rowniez wazna rolg w determinowaniu wrazliwo-
$ci lub odpornosci roslin na patogeny (92). Jak wykazano, glikozydy kwercetyny
1 kemferolu indukowaty geny vir (virulencji) Agrobacterium tumefaciens (138).

Flawonoidy przez dlugi czas nie byly uwazane za zwiazki majace znaczenie
w zywieniu. Dopiero w ostatniej dekadzie obserwuje si¢ ogromny wzrost zaintereso-
wania tg grupa zwiazkow z uwagi na ich wiasciwosci lecznicze (51, 87); szczeg6lnie
w chorobach wiencowych (52, 53, 65), niektorych typach nowotworow (139), w scho-
rzeniach przewodu pokarmowego, gldwnie watroby, oraz dolegliwosciach wieku star-
czego (30, 58). Strukturalnie r6zne flawonoidy moga regulowac aktywno$¢ szeregu
kluczowych enzymoéw organizméw zwierzecych (87). Czterem grupom zwiazkéw fla-
wonoidowych przypisuje si¢ znaczenie Zywieniowe. Sa to antocyjany, izoflawony, po-
chodne flawan-3-oli (wlaczajac taniny i katechiny) oraz 4-oksoflawonoidy, np. flawo-
ny i flawonole. Ich prozdrowotne dzialanie zwigzane jest glownie z wlasciwosciami
przeciwutleniajacymi i zdolnoscia do zmiatania wolnych rodnikéow (13, 61, 111, 112).
Wiasciwosci te w duzej mierze zaleza od struktury zwiazkow. Do najbardziej aktyw-
nych w tym wzgledzie w warunkach in vitro zalicza si¢ zwiazki posiadajace wolna
grupg 3-OH, ugrupowanie 4-okso, podwojne wiazanie C,-C, w pierscieniu C oraz
w pierscieniu B ugrupowanie o-dihydroksy (17, 35, 113, 114). Wszystkie te warunki
spelnia przede wszystkim kwercetyna i temu zwiazkowi po§wigcono dotychczas naj-
wigcej uwagi. Oprocz wymagan dotyczacych budowy strukturalnej bardzo wazna
jest rowniez biodostgpnos¢ w warunkach in vivo (1, 14, 43), ktéra w duzym stopniu
zalezy od sktadu tancucha cukrowego glikozydu flawonoidowego. Ma to zwiazek
z faktem, ze glikozyd obecny w przewodzie pokarmowym, aby dostac si¢ do krwio-
obiegu musi przed przej$ciem przez btony jelita ulec hydrolizie do aglikonu. Proces ten
zachodzi pod wplywem odpowiednich enzyméw zwigzanych z btonami jelita lub enzy-
moéw mikroflory jelitowej (5, 81). Dlatego tez, aby méc wnioskowac o znaczeniu zywie-
niowym flawonoidéw wystgpujacych w materiale roslinnym nieodzowne jest pozna-
nie ich pelnej struktury chemicznej. -
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4. MATERIAL I METODY

4.1. MATERIAL ROSLINNY

Do wyodrgbniania zwiazkow flawonoidowych z lucerny odmiany Boja w roku
1997 wykorzystano rosliny pochodzace z doswiadczen prowadzonych w Rolniczym
Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa w Pula-
wach. Rosliny zebrano w poczatkowym okresie kwitnienia, wysuszono i drobno zmie-
lono przed ekstrakcja. Susz czg$ci nadziemnych lucerny portugalskiej odmiany Artal
otrzymano od Marii Oliveira z Instituto Superior de Agronomia w Lizbonie.

Do oznaczenia zawarto$ci flawonoidow w odmianach lucerny wykorzystano ma-
terial ro$linny zebrany z trzyletniego do§wiadczenia odmianowego prowadzonego przez
Zaktad Uprawy Roslin Pastewnych [UNG w Rolniczym Zaktadzie Do§wiadczalnym
Kgpa - Putawy w latach 1993-1995. Doswiadczenie obejmowato dziesi¢¢ odmian
lucerny siewnej: S69*, Magali i Europe (odmiany francuskie), Lodi (odmiana wloska),
Boja, Radius i Tula (odmiany polskie), Kanadyjska (populacja kanadyjska, nasiona
dostepne w polskim handlu), Natsuwakaba (odmiana japonska), Julus (odmiana szwedz-
ka). Proby do oznaczen pobierano z pokoséw $cinanych na poczatku kwitnienia (trzy
pokosy w kazdym roku). W czgsci zebranego materialu oznaczono zawarto$¢ saponin
w ramach projektu badawczego KBN (93), a pozostato$¢ przechowywano w tempe-
raturze -18°C do czasu wykonania analiz zawarto$ci flawonoidow.

4.2. EKSTRAKCJA FLAWONOIDOW

Zmielony material roélinny (1 kg) ekstrahowano chloroformem w aparacie Soxh-
leta w celu usunigcia thuszczowcow i chlorofilu. Porcjg odtluszczonego materiatu (200
g) ekstrahowano w ciagu 16 godzin w temperaturze pokojowej 70% wodnym roztwo-
rem metanolu (2 1). Po odwirowaniu osad ponownie ekstrahowano przez ogrzewanie
do wrzenia pod chiodnica zwrotna (1,5 godz.), odwirowano i roztwory po ekstrak-
cjach potaczono. Potaczone ekstrakty odparowano do sucha (51,7 g) w temperaturze
50°C.

4.3.0CZYSZCZANIE 1 FRAKCJONOWANIE EKSTRAKTOW

Do oczyszczania i frakcjonowania ekstraktu lucerny wykorzystano metode eks-
trakcji do fazy statej (SPE); (98). Uzyskany po zaggszczeniu osad rozpuszczono
w wodzie i naniesiono na krotka kolumng szklang (3 x 5 cm), wypetiong no$nikiem
LiChroprep RP-18 (40-63 um), wystabilizowang metanolem, a nastgpnie woda. Ko-
lumng przemywano woda (polame sktadniki cukrowe), 40% wodnym roztworem
metanolu (zwiazki fenolowe — 5,1 g), a nastepnie 70% wodnym roztworem metanolu
(saponiny — 3,5 g).
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4.4.WYODREBNIANIE POJEDYNCZYCH FLAWONOIDOW

Frakcj¢ 40% metanolu zaggszczono do sucha, rozpuszczono w 10 ml wody desty-
lowanej 1 naniesiono na kolumng preparatywna (3 x 40 cm,)LiChroprep PR-18,25-40 pm,
Merck) wystabilizowana woda destylowana. Kolumng wymywano woda, a nastgpnie
wodnymi roztworami metanolu o stgzeniu rosnacym co 5%, az do czystego metanolu.
Dziesigciomililitrowe frakcje zbierano za pomoca kolektora frakcji i analizowano sto-
sujac metodg chromatografii cienkowarstwowej na celulozie (DC-Alufolien Cellulo-
se, Merck). Frakcje o podobnych profilach chromatograficznych taczono i odparowy-
wano do sucha. W wyniku rozdzialu uzyskano cztery pojedyncze zwiazki flawonoido-
we 1 trzydziesci frakcji zawierajacych mieszaniny dwu lub wigcej zwiazkéw flawono-
idowych. Frakcje te rozdzielano nastgpnie na kolumnie preparatywnej HPLC (1 x 40
cm, LiChroprep RP-18, 25-40 um, Merck), stosujac uktady izokratyczne mieszaniny
acetonitrylu i 1% kwasu orto-fosforowego. Stgzenia acetonitrylu dla kazdej frakcji
dobierano indywidualnie na podstawie rozdziatu analitycznego na chromatografie cie-
czowym (HPLC).

4.5.POMIARY FIZYKOCHEMICZNE I SPEKTRALNE

Widma absorpcyjne wyodrgbnionych zwiazkdw wykonano w metanolu na spek-
trofotometrze UV-Vis Hewlett-Packard 8453, a temperaturg topnienia za pomoca
aparatu firmy Biichi. Oba aparaty znajduja si¢ na wyposazeniu Zaktadu Biochemii
1 Jakosci Plonow IUNG w Pulawach. Kat skrgcalno$ci optycznej badano na aparacie
Spekropolarymetr Jasco P-1020 (MeOH/MeOH : H,0 : DMSO, 20°C) w Instytucie
Chemii Organicznej PAN w Warszawie.

Widma masowe FAB-MS wykonano w Centrum Badan Molekularnych i Mikro-
molekularnych w Lodzi, a wysokorozdzielcze widma masowe (ESI-HRMS) na spek-
trometrze Mariner Biospectrometry Workstation w Instytucie Chemii Organicznej PAN
w Warszawie.

Widma 'H i ®C NMR wykonano na spektrometrze Bruker DRX-600 na Uniwer-
sytecie w Salerno (Wtochy).

4.6.PRZYGOTOWANIE PROBEK ROSLINNYCH DO ANALIZY HPLC

Wykorzystano stosowana wczesniej metodg wstgpnego oczyszczania probek ro-
slinnych do analizy flawonoidéw i saponin lucerny (101, 102, 128, 129). Susz lucerny
(1 g) w 50 ml 70% MeOH ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotna w ciggu
1 godziny. Po przesaczeniu supernatant zaggszczano na wyparce prozniowej i nano-
szono na mikrokolumny Sep-Pak C18 (Waters Associates) o masie nosnika 360 mg,
stabilizowane woda. Kolumienki przemywano woda, a nastepnie 20 ml 40% MeOH.
Wyciek odparowywano do sucha i rozpuszczano w 1 ml 40% MeOH do wykonania
analiz HPLC.
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4.7. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

Do oznaczania zawarto$ci zwiazkow flawonoidowych w probkach lucerny wyko-
rzystano chromatograf cieczowy firmy Waters, wyposazony w detektor diodowy UV-
Vis i komputerowy system przetwarzania danych Millenium. Rozdziaty wykonywano
na kolumnie Eurospher-100 (250 x 4,6 mm, C18, 5 um, Saulentechnik, Niemcy) przy
przeptywie 1 ml/min. Zoptymalizowano dwa warianty rozdziatu w uktadzie gradiento-
wym:

A — gradient od 14% acetonitrylu w 1% H,PO, do 40% acetonitrylu w 1% H,PO
w ciggu 60 min przy temperaturze kolumny 20°C;

B — gradient od 8% acetonitrylu w 1% H,PO, do 40% acetonitrylu w 1% H,PO
w ciagu 70 min przy temperaturze kolumny 50°C.

Probki wprowadzano na kolumng za pomoca petlicy o pojemnosci 20 pl. Oznacze-
nia wykonywano w oparciu o krzywe kalibracyjne, ktore ze wzgledu na brak wzor-
cow komercyjnych wykonano dla wczesniej wyodrgbnionych pojedynczych zwiaz-
kow flawonoidowych. Czystos¢ wykorzystywanych wzorcow wahata si¢ od 85 do
96%. Kazda probke analizowano w trzech powtdrzeniach. Przeprowadzona walida-
cj¢ metody analizy HPLC zamieszczono w rozdziale ,,Wyniki badan i dyskusja”, ze
wzglgdu na wykorzystanie do jej wykonania wzorcow opisanych w tym rozdziale.

4

4

4.8.OBLICZENIA STATYSTYCZNE

Srednia arytmetyczna, odchylenie standardowe, testy poréwnan wielokrotnych
wykonano metoda wykorzystania 95% przedziatu ufnosci za pomoca programu kom-
puterowego ,,Statgraphics Professional Plus 5”.

4.9. POMIAR MOLOWYCH WSPOLCZYNNIKOW ABSORPCJI WYODREBNIONYCH
FLAWONOW

Dla wszystkich wyodrebnionych flawondéw przygotowano roztwory wyjsciowe
o stgzeniu 1 mg/ml. Zwiazki 1-12 rozpuszczono w metanolu, natomiast zwiazki 13-19
1 21-22 z powodu stabej rozpuszczalno$ci w metanolu rozpuszczono w roztworze
metanol — woda — DMSO (45 : 45 : 10); (rys. 1). Z roztworow wyjsciowych przeno-
szono do pojemnikow szklanych porcje 50, 40 i 30 pl, a nastgpnie je uzupeliano do
objgtosci 2 ml za pomoca odpowiedniego rozpuszczalnika (MeOH lub MeOH : H)O :
DMSO). Dla tak przygotowanych roztworow, na spektrofotometrze Hewlett-Pac-
kard HP 8453 UV-Vis wyposazonym w program komputerowy do obrobki danych
Advanced ChemStation, mierzono warto$¢ absorbancji w przedziale 200-400 nm.
Molowe wspoétczynniki absorpcji € (1 - mol” - cm™) dla dwoch maksiméw (pasma I
i IT) wyliczano na podstawie prawa Lamberta-Beera wedtug wzoru:
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gdzie:

A=ecd

A —warto$¢ absorbancji mierzona w jednym z maksimoéw absorpcji

€ —molowy wspotczynnik absorpcji

¢ — stezenie analitu (mol - I')

d — grubo$¢ kuwety pomiarowej (cm).

Pomiary wykonano dla trzech r6znych stgzen analitu i dla dwoch powtorzen kaz-
dego stezenia (z szesciu pomiarow wyliczono wartosci Srednie).

1

Ry
Ry Ry
OH
Zwiazek
Compound Ry iy Rs =
1. -H -OGluA -H -OGluA(2—1) GluA
2. -H -OGluA -H -OH
3. -H -OH -H -OGluA(2—1) GluA
4. -OH -OH -H -OGIluA
5. -H -OGluA -H -OGluA(2—1) GluA-2-O-Feruloyl
> H OH H -OGluA(2—1) GluA-[GluA(1—>3)]-2-
O-Feruloyl
H OH H -OGluA(2—1) GluA-[GluA(1—-3)]-2-
O-p-Kumaroyl
8. -H -OH -H -OGluA
9. -OH -OGluA -H -OGluA(2—1) GluA-2-O-Feruloyl
10. H -OGluA(2—1) GluA-2-O- H OH
Feruloyl
11 H -OGluA(2—1) GluA-2-0- H -OGluA
Feruloyl
12. H -OGluA(2—1) GluA-2-O-p- H -OGluA
Kumaroyl
13. -OCH; |-OH -OCHj; | -OGluA(2—1) GluA
14. -OCH; |-OH H -OGluA(2—1) GluA-[GluA(1—3)]-2-
O-Feruloyl
15. .OCH; |-oH -OCH,; -OGluA(2—1) GluA-[GluA(1—>3)]-2-
O-Feruloyl
16. -OCH; |-OH -OCH; | -OGluA
17. -OCH; |-OH -OCH; | -OGluA(2—1) GluA-2-O-Synapoyl
18. -OCH; |-OH -H -OGluA(2—1) GluA-2-O-Feruloyl
19. -OCH; |-OH -OCHj | -OGluA(2—1) GluA-2-O-Feruloyl
20. -OCH; |-OH -OH | -OGluA
21. -OCH3 |-OH -OCH; | -OGluA(2—1) GluA-2-O-p-Kumaroyl
22. -OCH; |[-OGluA -H -OGluA

Rys. 1. Schemat struktur flawonow
Schematic diagram of flavones
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5. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA
5.1.ROZDZIELANIE I OCZYSZCZANIE POJEDYNCZYCH FLAWONOIDOW

W wyniku przeprowadzenia ekstrakcji z suszu cze¢sci nadziemnych lucerny siew-
nej odmiany Boja oraz preparatywnego rozdziatu na kolumnie wypetnionej no$nikiem
RP-18 uzyskano cztery pojedyncze zwiazki flawonoidowe: 1, 5, 16, 19 oraz okoto
trzydziestu frakcji zawierajacych mieszaniny dwu lub wigcej substancji. Doczyszcza-
nie poszczegdlnych frakcji pozwolito na wyizolowanie dalszych pigtnastu zwiazkow
flawonoidowych oraz adenozyny. Wyniki tych badan zostaly przedstawione w dwoch
publikacjach stanowiacych zataczniki 1 1 2, w wykazie prac wchodzacych w skiad
niniejszej rozprawy.

Wstgpna analiza HPLC metanolowego ekstraktu portugalskiej odmiany lucerny
Artal pozwolita stwierdzi¢, iz posiada ona taki sam chromatograficzny profil flawono-
idowy, jak nasze krajowe odmiany. Jednakze zwiazki, ktére w odmianie Boja wystg-
puja w stgzeniach §ladowych i nie zostaty wyodrgbnione w ilosciach pozwalajacych
wykonac pelng analizg strukturalng sa dominujacymi sktadnikami odmiany portugal-
skiej Artal. W zwiazku z tym zastosowano procedurg ekstrakcji i doczyszczania fla-
wonoidow z ekstraktu nadziemnych czgéci roslin tej odmiany. Pozwolito to na wyizo-
lowanie trzech dalszych substancji: 10, 11, 12. Wyniki tych badan zostaty opubliko-
wane w oddzielnej pracy stanowiacej zatacznik 3 w wykazie prac wchodzacych
w sktad niniejszej rozprawy.

W sumie z czgéci nadziemnych lucerny wyodrgbniono 23 zwiazki, w tym 22 zwigz-
ki flawonoidowe oraz adenozyneg.

5.2. USTALANIE STRUKTURY FLAWONOIDOW

W celu ustalenia budowy chemicznej wyizolowanych zwiazkow wykonano analizy
spektroskopii masowej: FAB-MS i ESI-HRMS oraz wodorowego i wgglowego jadro-
wego rezonansu magnetycznego (‘H i *C NMR); eksperymenty takie, jak: COSY,
ROE, HSQC, HMBC, TOCSY. Wyniki badan magnetycznego rezonansu jadrowego
zawarte sa w zalacznikach 1, 2 i 3 wyszczegdlnionych w wykazie prac wchodzacych
w sktad niniejszej rozprawy.

Na podstawie badan spektralnych ustalono pelna struktur¢ chemiczna wyodrgb-
nionych zwiazkow. Zwiazki te pod wzglgdem polarno$ci mozna podzieli¢ na dwie
grupy. Pierwsza z nich to zwiazki bardziej polarne, na schemacie struktur zaznaczone
numerami od 1 do 12 (rys. 1), ktérych aglikonem jest apigenina lub luteolina. Zwigzki
1-3, 5-8 oraz 10-12 majace w pozycji R, podstawiony wodor sa glikozydami apigeni-
ny. Aglikonem dwoch pozostatych glikozydow (4 19), ktére w pozycji R, maja podsta-
wiong grupg hydroksylowa, jest luteolina.

Wszystkie glikozydy zawieraty od jednej do trzech czasteczek kwasu glukurono-
wego jako jedynego sktadnika cukrowego, wystepujacego w tancuchach cukrowych.
Trzy zwiazki zawieraly po jednej czasteczce kwasu glukuronowego: jeden z kwasem
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glukuronowym podstawionym w pierscieniu B w pozycji C-4’ — zwiazek 2 (4’-O-f-
D-glukuronopiranozyd apigeniny) oraz dwa podstawione w pierscieniu A w pozycji C-
7 —zwiazki 8 (7-O-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny) i 4 (7-O-B-D-glukuronopira-
nozyd luteoliny). Dwa zwiazki zawieraty po dwie czasteczki kwasu glukuronowego:
zwiazek 3, ktory obydwa cukry mial przytaczone w pozycji C-7, zidentyfikowany jako
7-O-[B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] apigeniny i zwia-
zek 10, ktory dwie czasteczki kwasu glukuronowego miat przytaczone w pozycji C-4°,
przy czym jedna czasteczka kwasu glukuronowego byta acylowana kwasem ferulo-
wym i zwiazek ten zidentyfikowano jako 4’-O-[2’-O-feruloylo-f3-D-glukuronopirano-
zylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] apigeniny.

Zwiazki zawierajace trzy czasteczki kwasu glukuronowego to: 1 — 7-O-[ B-D-glu-
kuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozylo]-4’-O-B-D-glukuronopiranozyd
apigeniny, acylowane w tancuchu cukrowym w pozycji C-7 zwiazki 5§ — 7-O-[2-O-
feruloylo-f-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozylo]-4’-O-B-D-glu-
kuronopiranozyd apigeniny, 6 — 7-O-{2-O-feruloylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-
O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} apigeniny, 7 — 7-O-
{2-O-p-kumaroylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozy-
lo(1—2)-0-B-D-glukuronopiranozyd} apigeniny, 9 — 7-O-[2-O-feruloylo-B-D-gluku-
ronopiranozylo(1—2)-B-D-glukuronopiranozylo]-4’-O-B-D-glukuronopiranozyd luteoli-
ny oraz acylowane w pozycji C-4’ zwiazki 11 — 7-O-B-D-glukuronopiranozylo-4’-O-
[2°-O-feruloylo-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] apige-
niny 1 12 — 7-O-B-D-glukuronopiranozylo-4’-0-[2’-O-p-kumaroylo-O--D-glukuro-
nopiranozylo(1—2)-0-B-D-glukuronopiranozyd] apigeniny. Wszystkie zwiazki zawie-
rajace trzy czasteczki kwasu glukuronowego oraz acylowane pochodne, a wige fla-
wonoidy 1,5, 6,7, 9, 10, 11 oraz 12 sa zwiazkami nowymi, dotychczas nieopisanymi
w literaturze Swiatowe;j.

Druga grupg stanowity zwiazki trycyny (3°5’-metylotrycetyna) i chryzoeriolu (3’-
metyloluteolina); (13-22) majace jako podstawnik R grupe metoksylowa. Zwiazki
14, 18122, ktorych podstawnikiem w pozycji R, jest wodor sa flawonami chryzoerio-
lu (3’-metyloluteolina). Flawonoidy 13, 15-17, 191 21 to zwiazki trycyny, gdzie pod-
stawnikiem w pozycji R, jest grupa metoksylowa. W przypadku zwiazku 20, w pozy-
cji C-5’ pierScienia B aglikonu stwierdzono wystgpowanie grupy hydroksylowe;j i zo-
stat on zidentyfikowany jako metylotrycetyna (selgina). Sposrod tej grupy zwiazkow
dwa mialy po jednej czasteczce kwasu glukuronowego. Byly to zwiazki 16 — 7-O--
D-glukuronopiranozyd trycyny i 20 — 7-O-f-D-glukuronopiranozyd-3’-O-metylotry-
cetyny. Tylko dwa zawieraly po trzy czasteczki kwasu glukuronowego: 14— 7-0-{2’-
O-feruloylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-
B-D-glukuronopiranozyd} chryzoeriolu oraz 15 — 7-O-{2’-O-feruloylo-[ B-D-glukuro-
nopiranozylo(1—3)]-O--D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd}
trycyny.

Najwigcej zwiazkow zawierato w strukturze dwie grupy glukuronowe: 13 — 7-O-
[B-D-glukuronopiranozylo(1-—2)-0-B-D-glukuronopiranozyd] trycyny i 22 — 7-O-3-
D-glukuronopiranozylo-4’-O-f-D-glukuronopiranozyd chryzoeriolu oraz flawony acy-
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lowane: 17— 7-O-[2’-O-synapoylo-B-D-glukuronopiranozylo(—2)-O--D-glukurono-
piranozyd] trycyny, 18 — 7-O-[2’-O-feruloylo-f-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O--
D-glukuronopiranozyd] chryzoeriolu, 19 — 7-O-[2’-O-feruloylo-f3-D-glukuronopirano-
zylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] trycyny i 21 — 7-O-[2’-p-kumaroylo-B-D-glu-
kuronopiranozylo(1—2)-O-f-D-glukuronopiranozyd] trycyny.

Wigkszos¢ zwiazkow tej grupy, tj. flawonoidy 14, 15, 17-22, to substancje, kto-
rych struktura chemiczna nie byta do tej pory opisana w literaturze krajowe;j i zagra-
niczne;j.

Tak wigc badania strukturalne flawonoidow cze¢sci nadziemnych lucerny wykaza-
1y, ze wszystkie wystegpujace w niej zwiazki naleza do grupy flawonow i sg glikozyda-
mi apigeniny, luteoliny, chryzoeriolu (komplawina A), trycyny i metylotrycetyny (selgi-
na). Cecha charakterystyczng flawonoidow lucery jest to, ze jedynym sktadnikiem
wystepujacym w tancuchach cukrowych jest kwas glukuronowy (od jednej do trzech
czasteczek potaczonych wiazaniem 1-—2). Jest to zjawisko do$¢ rzadkie, jako ze
w tancuchach glikozydowych flawonoidow wigkszosci roslin wystgpuje kilka réznych
sktadnikow cukrowych, takich jak: glukoza, galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksyloza,
kwas glukuronowy i w nielicznych przypadkach apioza (85, 47). Wigkszos¢ glikozy-
dow nalezy do grupy monodesmozydow z fancuchem cukrowym w pozycji C-7 lub C-
4’ aglikonu, ale wystgpuja tez bidesmozydy z tancuchami cukrowymi zar6wno w po-
zycji C-7, jak i pozycji C-4’. Trzynascie z wyodrgbnionych zwiazkow bylo acylowa-
nych; wigkszos¢ kwasem ferulowym, trzy kumarowym, a jeden kwasem synapino-
wym. Acylacja zawsze miala miejsce przy weglu C-2 terminalnej czasteczki kwasu
glukuronowego. Taki typ acylacji flawonoidéw nie byt dotychczas opisany
w literaturze; najczgsciej stwierdzano przylaczanie czasteczki kwasu do czasteczki
glukozy.

5.3. WLASCIWOSCI SPEKTRALNE FLAWONOW LUCERNY I ICH ZNACZENIE

Dotychczas niewiele doniesien literaturowych dotyczyto znaczenia zywieniowego
flawonoidow o aglikonach wystgpujacych w lucernie. Sposréd nich wigcej uwagi po-
swigcono jedynie luteolinie, jako substancji chroniacej przed oksydacyjnym uszkodze-
niem DNA, utlenianiem lipidéw oraz hamujacej powstawanie wolnych rodnikow (19).
Ten kierunek, nie bedacy przedmiotem niniejszej pracy, wymaga dalszych badan z
uwagi na duze znaczenie paszowe i zywieniowe lucerny. Opisane glikozydy flawo-
néw lucerny maja zapewne znaczacy wplyw na jakos$¢ i warto$¢ zywieniowa pasz
oraz dodatkow zywnosciowych wytwarzanych z lucerny.

Duzo wigcej uwagi poswigcono w literaturze znaczeniu luteoliny i apigeniny dla
samej rosliny. Udowodniono, ze flawony, gtéwnie luteolina, moga mie¢ znaczenie
w oddzialywaniu rosliny z bakteriami wiazacymi azot poprzez indukowanie ekspresji
genow brodawkowania w Rhizobium meliloti (106, 109). Druga wazng funkcja lute-
oliny i apigeniny podnoszona w literaturze jest ich ochronne dziatanie przed szkodli-
wym promieniowaniem UV-B (82, 83, 125).
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Poréwnanie widm absorpcyjnych w zakresie 200-400 nm dla wyodrgbnionych fla-
wonoéw lucerny wskazywato wstgpnie na znaczne zmiany, jakie we wlasciwosciach
sorpcyjnych zachodza pod wptywem acylacji (rys. 2). Dla wszystkich flawonow wy-
konano zatem pomiary molowych wspotczynnikéw absorpcji dla pasmaI11I (tab. 1).
Na podstawie wynikéw pomiaréw zaprezentowanych w tabeli 1 glikozydy pogrupo-
wano wzglgdem aglikon6w na acylowane i odpowiadajace im nieacylowane. Wydzie-
lono sze$¢ grup: glikozydy apigeniny z fancuchem cukrowym w pozycji C-7 (grupa A),
glikozydy apigeniny z tancuchem cukrowym w pozycji C-4’ (grupa B), bidesmozydy
apigeniny z fancuchami przytaczonymi przy C-7 i C-4’ (grupa C), glikozydy luteoliny
z tancuchem cukrowym w pozycji C-7 (grupa D), glikozydy chryzoeriolu (grupa E)
1 trycyny (grupa F) z tancuchem cukrowym w pozycji C-7.

Analiza danych spektralnych poszczegolnych grup wskazuje, ze acylacja general-
nie nie powodowata przesunig¢¢ maksiméw absorpcji pasma II (261-272 nm) w sto-
sunku do zwiazkow nieacylowanych. Jednakze acylacja powodowata 1,32-2,01-krot-
ny wzrost warto$ci molowych wspétczynnikoéw absorpcji pasma II w poréwnaniu ze
zwiazkami nieacylowanymi.

Wplyw acylacji na widmo absorpcyjne pasma I byt nieco inny niz dla pasma II.
W grupach D i F acylacja powodowata zar6wno przesunigcie maksimum absorpcji,
jak 1 wzrost warto$ci molowych wspoétczynnikéw absorpcji. W przypadku glikozydow
apigeniny (grupy A, B i C) i glikozydow chryzoeriolu nie obserwowano znaczacego
przesunigcia maksimow absorpcji, ktore miescity sig¢ w granicach 312-334 nm (pasmo
UV-B) w zaleznosci od zwiazku i czynnika acylujacego. Jednakze molowe wspot-
czynniki absorpcji dla acylowanych glikozydow apigeniny wzrosty 1,73—-2,90-krotnie,
adla chryzoeriolu 2,59-krotnie w poréwnaniu z ich odpowiednikmi nieacylowanymi.

Inny wptyw na widma miata acylacja glikozydow luteoliny. Maksimum absorpcyj-
ne pasma I dla nieacylowanego glikozydu luteoliny wyniosto 342 nm. Acylacja spowo-
dowata przesunigcie maksimum absorpcyjnego do 329 nm, czyli do strefy UV-B,
z jednoczesnym 1,81-krotnym wzmocnieniem molowego wspétczynnika absorpcji. Po-
dobna sytuacjg obserwowano w przypadku glikozydow trycyny. Maksima absorpcyj-
ne dwoch nieacylowanych glikozydoéw trycyny wynosity 346 1 349 nm, a po acylacji
ulegly przesunigciu do 323 nm (przy acylacji kwasem kumarowym), 333-334 nm (przy
acylacji kwasem ferulowym) i 340 nm (przy acylacji kwasem synapinowym). Jedno-
cze$nie nastapit 1,58-krotny wzrost molowego wspotczynnika absorpcji pasma I zwiaz-
kow acylowanych.

Powyzsze dane wskazuja, ze acylacja flawonow kwasami hydroksycynamonowy-
mi prowadzi zawsze do wzrostu absorbancji w zakresie UV-B. Jesli zwiazki posiadaja
maksima absorpcji przy dituzszych falach (powyzej 340 nm) acylacja powoduje
przesunigcie tego maksimum do warto$ci z zakresu promieniowania UV-B (okoto 320
nm), z jednoczesnym wzmocnieniem molowego wspotczynnika absorpcji (1,58-2,90-
krotnie). Zmiany te wskazuja, ze acylacja moze by¢ bardzo waznym mechanizmem
chronigcym rosling przed szkodliwym dziataniem promieniowania UV-B. Dane te,
oparte na analizie wiasciwosci absorpcyjnych unikalnej grupy zwiazkow o dobrze zde-
finiowanych strukturach, sa udokumentowaniem mozliwej funkcji acylacji w przysto-
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Rys. 2. Widma absorpcji 7-O-[B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-0O-f-D-glukuronopiranozylo]-4’-O-
B-D-glukuronopiranozydu apigeniny (zwiazek 1) i jego acylowanego odpowiednika 7-O-[2-O-
feruloylo-f-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozylo]-4’-O-3-D-
glukuronopiranozydu apigeniny (zwiazek 5)

Absorption spectra of 7-O-[B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranosyl]-4’-O-B-D-
glucuronopyranoside apigenin (compound 1) and its acylated analogue 7-O-[2-O-feruloyl-B-D-
glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranosyl]-4’-O-3-D-glucuronopyranoside apigenin
(compound 5)



Monografie i Rozprawy Naukowe

21

Tabela 1

Maksima absorbancji pasma I i I oraz molowe wspotczynniki absorpcji odpowiednio acylowanych
i nieacylowanych flawonow
Absorption maxima of band I and II, and molar absorption coefficients of acylated and nonacylated

flavones
Pasmo II Pasmo [ i
Zwiazek Band I Band I Stols;:tlieé(
Cospound ()”n“l‘;") €(+ SD)* ?n:‘;; €(£SD) €ac/enac
Glikozydy apigeniny z fancuchem cukrowym w pozycji C-7 (grupa A)
Apigenin glycosides substituted at C-7 (group A)
3. 261 6940+520 331 7271£509
8. 268 6323+560 334 73051470
6. 270 83641420 328 122751628 pasmo; band II 1,32
7 270 90944447 319 12979+546 pasmo; band I 1,73
Glikozydy apigeniny z fancuchem cukrowym w pozycji C-4’ (grupa B)
Apigenin glycosides substituted at C-4’ (group B)
2! 269 56874325 315 5004+317 pasmo; band II 1,93
10. 271 109861435 324 14499+487 pasmo; band 12,90

Glikozydy apigeniny z faficuchem cukrowym w pozycji C-7 i C-4’ (grupa C)

Apigenin glycosides substituted at C-7 and C-4’ (group C)

1. 267 42304256 312 48251292

5. 271 7419+298 322 9416+379

11. 272 56714220 321 74301294 pasmo; band IT 1,86
12. 273 6601+300 314 8710+387 pasmo; band 2,18

Glikozydy luteoliny z tancuchem cukrowym w pozycji C-7 (grupa D)
Luteolin glycosides substituted at C-7 (group D)
4. 269 3011£126 342 4056+162 pasmo; band II 2,01
9. 270 60531267 329 93661401 pasmo; band I 1,81
Glikozydy chryzoeriolu z taficuchem cukrowym w pozycji C-7 (grupa E)
Chrysoeriol glycosides substituted at C-7 (groupE)

22. 270 5578165 333 5448+168

18. 271 10460+328 331 15829+508 pasmo; band II 1,79
14. 271 95674258 334 123574352 pasmo; band 12,59

Glikozydy trycyny (grupa F)
Tricin glycosides (group F)

13. 270 3623115 349 4397+139

16. 270 3234+128 346 3895+161

21, 272 3047105 323 3143£116

17. 270 70961201 340 9750£301

15. 272 4636+154 334 67934236 pasmo; band II 1,48
19. 272 5547+161 333 66474220 pasmo; band I 1,58

* SD — odchylenie standardowe z szeSciu pomiarow; standard deviation for six measurements
** eac/enac — € acylowanych (Srednia arytmetyczna z grupy)/ € nieacylowanych ($rednia arytmetyczna
z grupy); € acylated (average for a group)/e nonacylated (average for a group)
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sowaniu ro$liny do warunkow $rodowiska. Potwierdzajg one w peini wezesniejsze,
oparte gtéwnie na analizie wlasciwosci absorpcyjnych ekstraktow lub pojedynczych
zwiazkow, sugestie Schnitzlera iin. (118) oraz Turunena iin. (140)
wskazujace na szczegodlna rolg acylowanych flawonéw w ochronie roslin przed szko-
dliwym dzialaniem promieniowania UV-B. Promieniowanie UV-B (280-320 nm) do-
ciera do powierzchni Ziemi i wywiera wplyw na wzrost i rozwoj roslin. Jego natezenie
moze by¢ rézne w zaleznosci od kata nachylenia padajacego Swiatta stonecznego,
grubosci powloki ozonowej, warunkéw meteorologicznych, pory roku i szerokosci
geograficznej (72). Mimo ze natgzenie UV-B w Swietle stonecznym jest niewielkie,
ma ono szkodliwy wptyw na DNA, aparat fotosyntetyczny, utlenianie lipidéw bton,
poziom fitohormonéw i powstawanie wolnych rodnikéw (60). Promieniowanie to
wplywa rowniez na wtémy metabolizm roslinny, gléwnie poprzez: aktywacjg recepto-
row UV-B (134), aktywacjg gendéw szlaku fenylopropanoidowego (136), akumulacjg
alkaloidow, poliamin i woskow (39, 116) oraz flawonoidow, w tym antocyjandw (15,
137). Mutanty Arabidopsis thaliana pozbawione flawonoidow wykazuja wysoka
wrazliwo$¢ na UV-B (69). Jednakze zmian w absorpcji ekstraktéw z roélin podda-
nych dziataniu UV-B nie mozna byto wyjasni¢ jedynie wzrostem zawarto$ci flawono-
idow, ale nalezato rowniez uwzglegdni€ inne grupy zwiazkéw fenolowych, w tym po-
chodne kwasu hydroksycynamonowego i ich kombinacje (62). Liczne doniesienia
wskazywaty rowniez na akumulacj¢ pod wptywem UV-B flawonoli acylowanych
kwasem p-kumarowym (59, 115, 117, 144). Jak wykazano, takie acylowane flawono-
le akumulowane sa w epidermie (118) i skutecznie zabezpieczaja fotosyntetycznie
aktywny mezofil siewek sosny przed promienowaniem UV-B (140).

Przeprowadzone w tej pracy badania wiasciwosci absorpcyjnych flawonoéw do-
starczaja nowych dowodow na znaczenie acylacji w mechanizmach ochronnych ro-
$liny. Pelne poznanie funkcji tych zwiazkoéw wymaga dalszych szczegdtowych badan.
Lucerna, z uwagi na wystgpujace w niej bogactwo struktur acylowanych i nieacylo-
wanych flawonéw, wydaje si¢ by¢ dobrym modelem roslinnym do kontynuowania
prac nad tym zagadnieniem.

5.4.ANALIZA FLAWONOW LUCERNY METODA CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Dostgpnosc 22 wzorcow flawondéw i wzorca adenozyny pozwolity na opracowa-
nie parametrow metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej oznaczania za-
wartos$ci tych zwiazkow w probkach roslinnych lucerny siewnej. Po zastosowaniu
standardowej procedury analitycznej (129), uzywanej w Zaktadzie Biochemii i Jako-
$ci Plonow w Putawach do analizy flawonoidéw lucerny (System B) i wykonaniu
kochromatografii ze wszystkimi wzorcami, stwierdzono ze spo$rod 22 flawonéw tylko
18 rozdziela si¢ w tych warunkach (rys. 3A). Niektére flawony mialy identyczne
czasy retencji. Piki flawonow 2 i 22, flawonow 5, 11 i 12 oraz zwiazkow 10 i 21
odpowiednio naktadaty si¢ na siebie i oznaczenie pojedynczych substancji nie byto w
tych warunkach mozliwe. Po licznych probach zmiany ksztattu gradientu i temperatu-
ry kolumny opracowano warunki (System A), w ktorych powyzsze, naktadajace sig
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zwiazki ulegly rozdzieleniu. Niestety, stosujac nowo opracowana metode nie uzyskano
separacji flawonow 18 i 19 oraz 14 i 15 (rys. 3B). Dlatego peina analiza flawonow
lucerny byta mozliwa jedynie po wykonaniu dwdch niezaleznych rozdzialow
w systemach A i B.

Do oznaczen ilosciowych dla poszczego6lnych wzorcow przygotowano krzywe ka-
libracyjne. Dla wszystkich zwiazkéw stwierdzono liniowa zalezno$¢ pomigdzy po-
wierzchnia piku a stgzeniem zwiazku w granicach stgzen 2-500 pg/ml. Limit detekcji
poszczegdlnych zwiazkow wahat si¢ miedzy 0,48 a 5,56 pg/ml, co odpowiada warto-
$ciom uzyskiwanym przez innych autoréw (29).
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Rys. 3. Profil HPLC (350 nm) flawonéw lucerny: A — system rozdzialu A; B — system rozdziatu B
The HPLC profile (350 nm) of alfalfa flavones: A — system of analysis A; B — system of analysis B
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Korzystajac z materiatu roslinnego lucerny odmiany Boja oszacowano powtarzal-
no$¢ metody, to znaczy wptyw ekstrakcji do fazy statej (SPE) i doktadno$¢ aparatu na
rozrzut wynikow. Wykazano, ze dla n =9 wzgledne odchylenie standardowe wyniosto
dla pojedynczych zwiazkéw $rednio 15% i wahato si¢ od 7 do 19%; tylko w jednym
przypadku, dla zwiazku 11 wyniosto 32,8% (tab. 2). Wyniki te, biorac pod uwage, ze
analizowany byt materiat biologiczny, w ktérym trudno zwykle uzyska¢ wysoka jedno-
rodnos¢, byly dos¢ dobre 1 mieszcza si¢ w przedziatach powtarzalnoséci uzyskiwanych
przez innych badaczy (26).

Tabela 2

Stgzenie pojedynczych flawonéw czgsci nadziemnych lucerny odmiany Boja, powtarzalno$é metody
izolacji/oczyszczania (n = 9) oraz krzywe kalibracyjne wzorcow
Concentration of individual flavones in aerial parts of Boja variety; repeatability
of isolation/purification procedure (n = 9) and calibration curves used for determination

Srednia Wzgledne | Wzgledne Limit
Zwiazek zawartosé odchylenie | odchylenie LR N— . detek(':ji
o Average' standardowe |standardowe Regression equation® R” Det.ecFlon
concentration RSD RSD limit
(mg/g s.m.) (n=9) (%) (pg/ml)

1. 1,33 0,26 (19,36) |y =(4,2x+4,3)10° 0,9905 2,25
2. 0,29 0,05 (18,34) |y = (66,4x+0,4)10° 0,9997 1,01
3. 0,02 0,00 (2,13) y = (154,3x+0,1)10° | 0,9999 0,48
4. 1,89 0,31 (16,25) |y = (40,6x+0,1)10° 0,9994 1,71
5. 3,59 0,60 (16,84) |y =(47,8x+0,04)10° | 0,9997 1,15
6. 1,74 0,20 (11,49) |y = (66,8x+0,3)10° 0,9999 0,82
7. 3.55 0,32 (9,05) y = (61,6x+3,4)10° 0,9905 0,53
8. 0,67 0,08 (11,43) |y =(281,9x-0,6)10° | 0,9997 0,29
9. 1,01 0,18 (17,85 |y =(24,5x+1,3)10° 0,9926 1,32
10. 0,03 0,00 (7,16) y = (125,4x+0,1)10° | 0,9998 0,60
11. 1,25 0,41 (32,82) |y =(22,2x+0,4)10° 0,9969 1,80
12. 111 0,13 (11,7D) |y =@QL1x+1,1)10° 0,9903 1,45
13. 3,03 0,21 (7,06) |y =(78,4x+32)10° 0,9962 0,58
14. 0,77 0,05 (7,03) y = (31,8x+0,03)10° | 0,9999 1,82
15. 1,11 0,17 (15,32) |y =(31,7x+1,6)10° 0,9930 1,21
16. 6,54 0,47 (7,19) y = (113,1x+0,05)10° | 0,9999 0,68
17, 0,46 0,08 (16,71) |y =(30,4x+1,2)10° 0,9967 1,37
18. 1,30 0,19 (14,92) |y =(118,2x-0,3)10° | 0,9996 0,69
19. 1,08 0,11 (10,18) |y =(74,1x-02)10° 0,9999 0,90
20. 0,17 0,03 (14,74) |y =(6,3x+0,2)10° 0,9875 5,56
21. 1,76 0,23 (13,000 |y =(29,6x+0,8)10° 0,9987 2,13
22, 0,08 0,10 (1,25) y = (28,3x+1,6)10° 0,9900 1,26

 y — pole powierzchni piku; peak area
X — stezenie; concentration
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5.5.0ZNACZANIE ZAWARTOSCI ZWIAZKOW FLAWONOIDOWYCH
W ODMIANACH LUCERNY

Korzystajac z opracowanej metody oznaczono zawartos¢ poszczegolnych glikozy-
doéw w 10 odmianach lucermny uprawianej w trzech kolejnych sezonach wegetacyj-
nych. Biorac pod uwagg profile zawartosci poszczego6lnych zwiazkéw w réznych od-
mianach, latach i pokosach stwierdzono, ze byty one bardzo zblizone (rys. 4, tab. 3).
Dla wszystkich odmian dominujacym zwigzkiem byt glukuronid trycyny — 16, ktoérego
maksymalne stgzenie wynoszace 8,67 mg/g s.m. oznaczono w odmianie Magali. Na-
tomiast w najmniejszych, §ladowych ilosciach wystgpowat dwuglukuronid chryzoerio-
lu - 22.

Sumaryczna zawarto$¢ flawonéw w czg$ciach nadziemnych odmian lucerny byta
bardzo wysoka i wahata si¢ srednio za trzy lata w granicach 2,5-3,0% suchej masy
(rys. 5). Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic (o = 0,05) w zawartosci fla-
wonow pomigdzy badanymi odmianami (tab. 4). Nagromadzanie flawonéw w lucer-
nie przebiega wigc odmiennie niz saponin triterpenowych. Z badan Nowackiej-Zabor-
skiej (93) wynika bowiem, ze te same odmiany znacznie r6znily si¢ zawartoscig biolo-
gicznie aktywnych saponin, ktérych zawartos¢ byta zdecydowanie nizsza niz flawo-
néw 1 wahata si¢ w granicach od 0,50 do 1,25% suchej masy.
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Rys. 4. Zawarto§¢ poszczegolnych flawondéw oraz adenozyny (A)
($rednia dla 10 odmian lucerny z trzech pokoséw w trzech sezonach wegetacyjnych)
The concentration of individual flavones and adenosine (A)

(average for 10 alfalfa varieties, three cuts in three vegetation seasons)



Tabela 3

Wieloczynnikowa analiza wariancji dla sredniej zawarto$ci flawonéw i adenozyny (A) dla 10 odmian lucerny zbieranej w trzech pokosach, trzech
sezondéw wegetacyjnych
Analysis of variance for the average concentration of flavones and adenosine (A) in three cuts in each of three vegetation seasons

Odmiana Zwiazek
Variety Compound

1 ] 23451617819 [10]11]12]13][14+15 16 ] 17 J18+19]20] 2122 ] A
S 69+ 1,34]0,53[0,18[0,89[2,71 [1,17]2,00 0,55 0,47 [ 0,48 [ 1,42 [0,77 | 1,22 | 2,23 | 4,33 | 0,43 | 2,46 | 0,29 | 1,83 0,03 | 1,89
Radius 1,32]0,4710,19]0,76 [ 2,60 [ 1,23]2,22[0,54 ] 0,47 [0,54 1,00 0,68 [ 1,62 | 1,89 |4,51|0,50| 2,81 |0,37|1,71]0,08 | 1,69
Kanadyjska | 1,55]0,81]0,17]0,75|2,91]1,35|2,32]0,68 0,61 0,63 | 1,36 0,89 [ 1,51 | 2,21 |5,15]0,49] 2,79 |0,42[1,79]0,07 | 2.47
Tula 1,2310,53[0,19]0,78 2,35 [ 1,51]2,78 0,66 ] 0,33 [0,48[0,83[0,77 1,64 | 2,10 |4,39 0,53 | 2,73 |0,28|1,81]0,02 1,79
Magali 1,1610,370,18]0,82]2,40 [ 1,43]2,480,63]0,39]0,35[1,05 0,80 1,33 | 2,42 | 5,23 |0,57| 2,76 | 0,54 | 1,87]0,00| 1,91
Europe 1,35]0,64|0,20]0,72]2,74 [ 1,39]2,56 | 0,61 | 0,49 [ 0,54 | 1,38 [0,66 | 1,35 | 2,27 |4,48|0,49| 2,76 |0,23 | 1,86]0,05 | 1,85
Lodi 1,3710,4310,32]1,26]2.,57 | 1,63]2,40 | 0,66 | 0,44 | 0,49]0,89[0,79]2,23 | 2,13 [4,60|0,91] 3,77 |0,73 | 2,43[0,08 [ 1,59
Natsuwakaba | 1,38]0,51]0,14/0,58]2,90]0,96[1,81]0,480,76 0,93 [1,55[1,03 [1,33| 1,40 |5,16]0,52] 3,10 | 0,55 | 2,38 0,05 | 2.81
Boja 1,360,601 0,21]0,93[2,48 [ 1,63]2,45[0,71]0,420,43 [ 1,05 0,75 1,63 | 3,08 |4,29]0,49] 2,68 |0,26|1,97]0,05|1.71
Julus 1,4210,54[0,20]0,75]2,58 [ 1,19]2,46 0,55 0,67 0,56 | 1,08 [ 0,69 1,86 | 1,87 |4,85|0,48| 3,04 |0,35]1,96]0,07 | 2.27
Przedziat
ufnosci 0,41(0,20(0,10|0,44|0,72 0,32 0,72 |0,27]0,29 0,31 0,80 |0,39|0,60 | 1,06 |1,15|0,15| 0,59 |0,880,61/0,12|0,80
Confidence
range
Pokos; Cut
I 1,7210,67]0,25]0,93]2,78 [1,28]2,54]0,66[0,59]0,52[ 1,25 [ 1,11 ] 1,92 | 2,01 |5,40]0,54] 3,06 |0,78]2,52]0,06 ] 2.32
] 1,28/0,50]0,19]0,80 2,62 | 1,41]2,39]0,57]0,52 0,46 | 1,23 | 0,68 | 1,47 | 2,26 |4,44|0,55| 2,87 |0,27 | 1,86 0,06 | 1,87
1] 1,05/0,46]0,15]0,74 2,47 1,36]2,12]0,59]0,40 0,66 | 1,00 [ 0,55 [ 1,33 | 2,21 |4,25]0,53| 2,73 |0,16]1,50]0,03 | 1,80
Przedziat
ufnosci 0,2210,11/0,06 0,24 0,40 0,17 {0,40|0,15[0,16 0,17 |0,44 | 0,21 [0,33| 0,58 0,63 |0,08| 0,32 |0,48 0,33 | 0,06 | 0,44
Confidence
range
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cd. tab. 3

Odmiana Zmiagek
Variety Compound
1 [ 2] 3] 4[5]6[7[8]9J10]nn[12]13]14+15] 16 [ 17 [18+19] 202122 ] A

Rok; Year
1993 1,2710,5210,20{0,85(2,73[1,40(2,73 |0,58 (0,57 0,52 |1,46 {0,65]1,60| 2,05 [4,67|0,54| 2,88 [0,43|1,90]0,07|2,10
1994 1,3910,50]0,180,86(2,57]1,33]2,02]0,66|0,41]0,56]1,82(0,55[1,50| 2,48 |4,71[0,55] 2,79 10,14 (2,01 |0,06|1,58
1995 1,3910,60/0,21]0,7612,56 {1,31]2,29/0,57{0,53 /0,55[0,20{1,15]1,62| 1,95 [4,710,53| 2,99 0,64 [1,97]0,01 [2,32
Przedzial
Bfnoicl 0,2210,11{0,06 (0,24 (0,400,170,40{0,15(0,16 {0,17|0,440,21|0,33| 0,58 | 0,63 0,08 0,32 |[0,48|0,33|0,06 |0,44
Confidence
range
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W czasie trzyletniej uprawy lucerny obserwowano rowniez zmiany catkowitej za-
wartosci flawonow w kolejnych pokosach (statystycznie istotne réznice wystgpowaty
migdzy pokosem I a Il i I a III). W kazdym z badanych sezonéw wegetacyjnych
wystgpowala taka sama tendencja zmian (nie stwierdzono istotnych réznic migdzy
latami uprawy); najwyzsza zawarto$¢ flawonow odnotowano w I wiosennym poko-
sie, a znacznie mniejsza w pokosach II 1 III (rys. 6 i 7). W niektorych przypadkach
réznice w zawarto$ci pomigdzy I i III pokosem przekraczaty 1% suchej masy. Jesli
poréwnac te wyniki do nagromadzania saponin i tridesmozydu kwasu zanowego
w tych samych odmianach, to w przypadku saponin trend byt odwrotny. W pierwszym
pokosie zawarto$¢ saponin zwykle byla kilkakrotnie nizsza niz w pokosach letnich,
a w przypadku kwasu zanowego zawarto$¢ w okresie letnim, w poréwnaniu z wio-
sennym, zwigkszyla si¢ nawet 50-krotnie (93).

Roéznice w dynamice nagromadzania poszczegdlnych grup metabolitow wtérmych
w lucernie w sezonie wegetacyjnym moga wynika¢ z ich zréznicowanej funkcji.
W przypadku saponin triterpenowych, a w szczego6lnosci glikozydoéw kwasu zanowe-
go, prawdopodobnie wskutek dzialania antyzywieniowego, ich rola moze polega¢ na
zniechecaniu roslinozercow do.zerowania na lucernie w okresie wchodzenia w faze
generatywna (2, 3). W oddziatywaniach tych moga uczestniczy¢ rowniez flawony;
obserwowano bowiem niewielkie zmiany w ich profilach spowodowane zerowaniem
mszycy. Wydaje sig, ze, jak juz dyskutowano powyzej, zasadnicza funkcja flawonow

Stezenie (mg/g s.m.); concentration (mg/g d.m.)

Boja
Tula

Radius
Kanadyjska
Natsuwakaba

odmiana; variety

Rys. 5. Sumaryczna zawarto$¢ flawonow
(Srednia dla 10 odmian lucerny zbieranej w trzech pokosach, trzech sezonéw wegetacyjnych)
The total concentration of flavones
(average for 10 alfalfa varieties three cuts in three vegetation seasons)
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Tabela 4

Wieloczynnikowa analiza wariancji dla sumarycznej zawartosci flawonow, flawonéw acylowanych
oraz stosunku zawartosci flawonéw acylowanych do nieacylowanych
($rednia z 10 odmian dla trzech pokoséw w trzech sezonach wegetacyjnych)
Analysis of variance for the total concentration of flavones, acylated flavones and the ratio
of the concentration of acylated flavones to nonacylated
(average for 10 alfalfa varieties three cuts in each of three vegetation seasons)

Zawarto$¢é Zawarto$¢ zwiazkoOw | Stosunek zawartosci flawonow
Odmiana sumaryczna acylowanych acylowanych/nieacylowanych
Variety Total Concentration of acylated Ratio of flavones
concentration flavones acylated/nonacylated

S 69+ 25733 15,98 1,75
Radius 25,51 15,65 1,62
Kanadyjska 28,45 17,34 1,60
Tula 25,94 16,21 1,70
Magali 26,79 16,52 1,67
Europe 26,79 17,16 1,80
Lodi 30,14 18,46 1,62
Natsuwakaba 27,52 17,33 1,74
Boja 27,46 17,42 1,77
Julus 27,16 16,75 1,61
Przedziat ufnosci 5.99 3,56 022
Confidence range
Pokos; Cut
I 30,61 17,69 1,50
I 26,44 16,19 1,77
111 24,26 14,92 1,79
Przedziat ufnosci
Confidence range S L 2
Rok; Year
1993 27,64 16,75 192
1994 27,11 16,44 1,76
1995 26,57 15,61 1,59
grzedzmt ufnosci 328 1,95 0.12

onfidence range

polega na ochronie roslin przed szkodliwym promieniowaniem UV-B. Logiczne zatem
stalo si¢ przesledzenie zmian w zawartos$ci flawonéw acylowanych i nieacylowanych
W czasie sezonu wegetacyjnego.

Srednia sumaryczna zawartos¢ flawonoidéw acylowanych we wszystkich odmia-
nach wahata si¢ w granicach 1,56-1,85% suchej masy (rys. 8). Roznice migdzyod-
mianowe byly statystycznie istotne (tab. 4). Zawartos¢ tych zwiazkéw w poszczegol-
nych sezonach wegetacyjnych nie réznita sig istotnie, natomiast wyrazne roznice stwier-
dzono pomigdzy pokosem I i II oraz I i III (rys. 9). W poszczegdlnych odmianach
stosunek zawartosci flawonow acylowanych do nieacylowanych byt srednio dla trzech
sezonOw wegetacyjnych prawie identyczny i wahat si¢ w granicach 1,60-1,80 (tab.
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Rys. 6. Sumaryczna zawarto$¢ flawonéw w pokosach
($rednia z trzech sezondéw wegetacyjnych)
The total concentration of flavones for three cuts

(average for three vegetation seasons)
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Rys. 7. Sumaryczna zawarto$é¢ flawonéw

($rednia z trzech sezonéw wegetacyjnych)
The total concentration of flavones (average for three vegetation seasons)



Monografie i Rozprawy Naukowe 31

4). Przebieg zmian stosunku zawarto$ci flawonoidéw acylowanych do nieacylowa-
nych w pokosach ($rednio za trzy lata) wskazuje jednak, ze w pierwszym pokosie
stosunek ten dla odmian wahat si¢ od 1,44 do 1,56 (rys. 10) i wzrastat w nastgpnych
pokosach letnich w niektérych odmianach nawet do wartosci 1,90, ale réznice mig-
dzyodmianowe bytly statystycznie nieistotne. Srednio dla wszystkich odmian za trzy
sezony wegetacyjne stosunek ten wzrastat od wartosci 1,5 w pierwszym pokosie do
1,7-1,8 w pokosach II i III (rys. 11); réznica pomigdzy pokosem I a IT 1 I a III byta
statystycznie istotna. Wyniki te dowodza, ze w okresie letnim, kiedy kat padania pro-
mieni stonecznych oraz nat¢zenie promieniowania UV-B sa duze, wzrasta znaczenie
dla rosliny flawonow acylowanych. Dlatego wydaje si¢ prawdopodobne, Ze lucerna
zmniejszajac catkowita syntezg flawonow (co dyskutowano powyzej) ,,0szczgdza”
asymilaty na rozwdj generatywny lub ochrong przed organizmami roslinozernymi, ale
jednoczesnie poprzez wzgledne podniesienie udzialu zwiazkéw acylowanych w puli
catkowitej zawarto$ci flawonow utrzymuje zabezpieczenie przed UV-B na tym sa-
mym poziomie. Za taka interpretacja roli acylacji przemawiaja rowniez wyniki, jakie
uzyskano dla czwartego pokosu (koniec wrzesnia), zebranego dla 5 odmian lucerny.
W roslinach z tego pokosu stosunek zawartosci flawonoidow acylowanych do nieacy-
lowanych zmniejszyt si¢ ponownie do poziomu pokosu pierwszego (maj); (rys. 12).
Aby jednak w petni udowodnic te hipotezy nalezatoby przeprowadzi¢ badania w Scisle
kontrolowanych warunkach, w ktorych wszystkie czynniki Srodowiskowe bytyby iden-

25

St¢zenie (mg/g s.m.); concentration (mg/g d.m.)

Tula
Julus

Kanadyjska
Natsuwakaba |

odmiana; variety

Rys. 8. Sumaryczna zawarto$¢ flawonoéw acylowanych w odmianach lucerny
(Srednia dla trzech pokosow w trzech sezonach wegetacyjnych)
The total concentration of acylated flavones in alfalfa varieties
(average for three cuts in three vegetation seasons)
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Rys. 10. Stosunek zawartosci flawonéw acylowanych do nieacylowanych w pokosach
The ratio of the concentration of acylated to nonacylated flavones in the cuts
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I II I

pokos; cut

Rys. 11. Stosunek zawartosci flawonéw acylowanych do nieacylowanych w pokosach
($rednia dla 10 odmian lucerny z trzech sezonéw wegetacyjnych)
The ratio of the concentration of acylated to nonacylated flavones in the cuts
(average for 10 alfalfa varieties in three vegetation seasons)

2,5

2 \
. |

0,5 - § §
. .

S 69+
Magali
urope
Lodi
Boja

odmiana; \rféﬂety
‘!pokos I; cut T Npokos II; cut I B pokos IIT; cut 0T E pokos IV; cut IV

Rys. 12, Stosunek zawartosci flawonéw acylowanych do nieacylowanych w pokosach
($rednia z sezonéw wegetacyjnych 1993—-1994)
The ratio of the concentration of acylated to nonacylated flavones in cuts for alfalfa varieties
(average for vegetation seasons 1993—-1994)
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tyczne, a jedynym parametrem roznicujacym bytoby oswietlenie, w tym gldwnie natg-
zenie promieniowania UV. W warunkach polowych bowiem na synteze zwiazkow
naturalnych w ro$linach bezposredni wptyw moze mie¢ szereg dodatkowych czynni-
kow, takich jak np. temperatura czy zachmurzenie.
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6. WNIOSKI

1. Z czgsci nadziemnych lucerny siewnej (Medicago sativa L.) wydzielono
1doczyszczono 23 pojedyncze zwiazki. Jeden ze zwiazkéw zidentyfikowano jako ade-
nozyng, natomiast przy uzyciu metod spektralnych ustalono strukturg 22 flawonoidow
bedacych glikozydami apigeniny, luteoliny, trycyny, metylotrycetyny i chryzoeriolu.

2. Jedynym sktadnikiem cukrowym, wystepujacym we wszystkich wyodrgbnio-
nych zwiazkach, byt kwas glukuronowy (od 1 do 3 czasteczek podstawionych w po-
zycjach 714’ aglikonu). Glikozydy 13 flawonoidéw byty dodatkowo acylowane kwa-
sem ferulowym, p-kumarowym i synapinowym.

3. Szesna$cie z wyodrebnionych flawonoidéw to zwiazki nowe, nie wyizolowane
dotychczas z zadnej rosliny i nie opisane w literaturze.

4. Widma absorpcyjne zwiazkow acylowanych w poréwnaniu ze zwiazkami nie-
acylowanymi charakteryzowaly si¢ przesunigciem i/lub silnym wzmocnieniem absor-
bancji pasma I (320-330 nm), co przypuszczalnie moze mie¢ znaczenie w ochronie
ro$liny przed tym zakresem promieniowania stonecznego; zagadnienie to wymaga
dalszych badan dokumentujacych.

5. Opracowano metodg wstgpnego oczyszczania flawonoidéw z ekstraktow ro-
$linnych oraz metode oznaczania flawonoidéw w lucernie z zastosowaniem chroma-
tografii cieczowej (HPLC).

6. Stwierdzono identyczne profile chromatograficzne zwiazkow fenolowych roz-
nych odmian lucerny. Wyjatek stanowita odmiana lucerny Artal, rosnaca w Portugalii,
w ktorej wystepowaly roznice ilosciowe w poréwnaniu z odmianami krajowymi. Moze
to sugerowac, ze warunki srodowiska modyfikuja tylko sktad ilo§ciowy flawonoidow
lucerny.

7. Oznaczono zawarto$¢ sumy flawonoidow oraz poszczeg6lnych glikozydow
w 10 odmianach lucerny uprawianej w okolicy Putaw (3 lata, 3 pokosy w kazdym
roku). Stwierdzono, ze zawarto$¢ flawonoidow w lucernie jest wysoka i waha sie
w granicach 16-49 mg/g suchej masy.

8. Zwiazkiem dominujacym we wszystkich odmianach lucerny byt glikozyd try-
cyny (16) z jedna czasteczka kwasu glukuronowego w pozycji 4°, a w §ladowych
ilosciach wystgpowat dwuglukuronid chryzoeriolu.

9. Stosunek glikozydow acylowanych do nieacylowanych wahat si¢ dla odmian
w granicach 1,2-2,2, w stopniu nieistotnym.

10. Poréwnanie zawarto$ci flawonoidow w pokosach lucerny wskazuje, ze naj-
wyzsza ich zawarto$¢ wystgpuje w pierwszym pokosie zbieranym wiosna.
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FLAWONOIDY LUCERNY SIEWNEJ (MEDICAGO SATIVA L.)— BUDOWA CHEMICZ-
NA, WEASCIWOSCI SPEKTRALNE, ZAWARTOSC W ZALEZNOSCI OD ODMIANY
I TERMINU ZBIORU

Streszczenie
Slowa kluczowe: Medicago sativa, flawony, acylacja, HPLC.

Wyodrebniono flawonoidy czgsci nadziemnych lucerny (Medicago sativa L.) odmiany
Boja i odmiany portugalskiej Artal, stosujac chromatografig¢ na kolumnach RP-18. Ich strukture
chemiczng okre$lono za pomoca technik spektralnych (FABMS, ESI-HRMS, 'H i *C NMR).
Dwadziescia dwa spos$rod dwudziestu trzech wyizolowaych pojedynczych zwiazkow to fla-
wonoidy, jeden to adenozyna.

Wykazano, ze flawonoidy lucerny sa glikozydami pigciu aglikonow flawondw: apigeniny
(5, 7, 4 -trihydroksy flawon) — glikozydy 1-3, 5-8, 10-12, luteoliny (5, 7, 3’, 4’-tetrahydroksy
flawon) — glikozydy 4 1 19, trycyny (5, 7, 4’-trihydroksy-3’, 5’-dimetoksy flawon) — glikozydy
13, 15-17, 19, 21, chryzoeriolu (5, 7, 4’-trihydroksy-3’-metoksy flawon) — glikozydy 4, 8, 22
oraz5,7,4’, 5’-tetrahydroksy-3’-metoksyflawon (3’-metylotrycetyna) — glikozyd 20.

Zidentyfikowano nastgpujace glikozydy flawonow:
apigeniny 7-O-B-D-glukuronopiranozyd (8), apigeniny 4'-O-B-D-glukuronopiranozyd (2),
apigeniny 7-O-[B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-0O-B-D-glukuronopiranozyd (3), apigeni-
ny 7-O-[B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozylo]-4'-O-B-D-glukuro-
nopiranozyd (1), apigeniny 7-O-[2-O-feruloylo-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-3-D-
glukuronopiranozylo]-4'-O-B-D-glukuronopiranozyd (5), apigeniny 7-O-{2-O-feruloylo-
B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—>2)-O--D-glukuronopi-
ranozyd} (6), apigeniny 7-O-{2-O-p-kumaroylo-[B-D-glukuronopiranozylo (1—3)]-O-B-
D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} (7), apigeniny 4'-O-[2'-O-fe-
ruloylo-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] (10), apigeniny 7-
O-B-D-glukuronopiranozylo-4'-O-[2'-O-feruloylo-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-f-
D-glukuronopiranozyd] (11), apigeniny 7-O-f-D-glukuronopiranozylo-4'-O-[2'-O-p-kuma-
roylo-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] (12), luteoliny 7-
O-B-D-glukuronopiranozyd (4), luteoliny 7-0-[2-feruloylo-B-D-glukuronopiranozy-
lo(1—2)-B-D-glukuronopiranozylo]-4'-O-B-D-glukuronopiranozyd (9), 3'-O-metylotryce-
tyny 7-O-B-D-glukuronopiranozyd (20), chryzoeriolu 7-O-B-D-glukuronopiranozylo-4'-
O-B-D-glukuronopiranozyd (22), chryzoeriolu 7-O-[2'-O-feruloylo-B-D-glukuronopirano-
zylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] (18), chryzeeriolu 7-O-{2'-O-feruloylo-[B-D-glu-
kuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—>2)-O-B-D-glukuronopiranozyd}
(14), trycyny 7-O-B-D- glukuronopiranozyd (16), trycyny 7-O-[B-D-glukuronopiranozy-
lo(1—2)-0-B-D-glukuronopiranozyd] (13), trycyny 7-O-[2'-O-synapoylo-B-D-glukurono-
piranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] (17), trycyny 7-O-[2'-O-feruloylo-B-D-glu-
kuronopiranozylo(1—2)-O-f-D-glukuronopiranozyd] (19), trycyny 7-O-[2'-O-p-kumaroy-
lo-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] (21), trycyny 7-O-{2'-O-
feruloylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-
glukuronopiranozyd; (15). Szesnascie sposrod tych zwiazkow, tzn.: 1, 5-7, 9-12, 14, 15,
17-22, to substancje dotychczas niezidentyfikowane w $wiecie ro§linnym.

Cechg charakterystyczna wszystkich wyizolowanych glikozydow bylo wystgpowanie kwasu
glukuronowego, jako jedynego cukrowca w tancuchu cukrowym. Lancuchy te przylaczane
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byly do aglikonow w dwoch pozycjach: C-71C-4’. Niektore z tych zwigzkow acylowane byly
kwasem ferulowym, kumarowym badz synapinowym. Ich przytaczenie zawsze do kwasu glu-
kuronowego bylo catkowicie wyjatkowe, gdyz dotychczasowe dane literaturowe jako miej-
sce acylacji wskazuja wylacznie glukozg. W wigkszosci przypadkow acylacji ulegat fancuch
cukrowy podstawiony w pozycji C-7 aglikonu. Do wyjatkéw nalezaty zwiazki 10-12, gliko-
zydy apigeniny z acylowanym tancuchem cukrowym w pozycji C-4’. Jednakze zawarto$¢
tych zwigzkéw w czgsciach nadziemnych polskiej odmiany Boja byla sladowa i substancje te
izolowano z rosnacej w Portugalii odmiany Artal, w profilu flawonoidowym ktorej zwiazek
10 jest dominujacym.

Badano wplyw acylacji kwasami hydroksycynamonowymi na spektra absorpcji flawonow
lucerny. Pomiary widm absorpcyjnych wykonano w roztworach metanolowych, na diodowym
spektrofotometrze firmy Hewlett Packard. Przesunigcie maksimow absorbancji oraz molowe
wspolczynniki absorpcji zmierzono dla pasm 11 IT acylowanych oraz nieacylowanych flawo-
now. Obliczenia wykonano dla nastgpujacych grup zwiazkéw (acylowane/nieacylowane): A—
apigenina (glikozydy z lancuchem cukrowym w pozycji C-7), B —apigenina (glikozydy z tancu-
chem cukrowym w pozycji C-4’), C — apigenina (glikozydy z fancuchem cukrowym w pozycji C-
7 1 C-4’), D — luteolina (glikozydy z faficuchem cukrowym w pozycji C-7), E — chryzoeriol
(glikozydy z tancuchem cukrowym w pozycji C-7), F — trycyna (glikozydy z fancuchem cukro-
wym w pozycji C-7).

Wykazano, ze acylacja nie powodowata przesunigcia maksimoéw absorpcji widm pasma II
(261-272 nm), jednakze 1,32-2,01-krotnie podwyzszala wartos¢ molowego wspotczynnika
absorpcji pasma Il zwiazkow acylowanych w stosunku do nieacylowanych. W przypadku pa-
sma I obserwowano zar6wno przesunigcia maksimoéw absorpcji, jak 1 zmiany molowych wsp6t-
czynnikow absorpcji. Dla glikozydéw apigeniny (A, B, C) oraz chryzoeriolu (E) tylko nie-
znacznemu przesunigciu ulegly maksima absorpcji pasma I (w granicach 312-334 nm), nato-
miast molowe wspoéiczynniki absorpcji wzrosty odpowiednio: 1,73-2,90 razy i 2,59 razy.
Dla nieacylowanego glikozydu luteoliny (D) maksimum absorpcji pasma I wynosito 342 nm
1 przesungto sig do 329 nm dla zwigzku acylowanego; rownoczesnie molowy wspotczynnik
absorpcji wzrdst 1,81 razy. Podobna sytuacja wystapita w przypadku glikozydow trycyny
(F). Dwa nieacylowane glikozydy wykazywaty maksima absorpcji przy 346 i 349 nm, pod-
czas gdy po acylacji ulegly one przesunigciu do 323 nm (acylacja kwasem kumarowym),
333-334 nm (acylacja kwasem ferulowym) oraz 340 nm (acylacja kwasem synapinowym);
molowy wspoétczynnik absorpcji glikozydow acylowanych w pordéwnaniu do nieacylowanych
wzrost 1,58 razy.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze acylacja flawonéw lucerny powoduje przesunigcia maksi-
mum absorpcji w pasmie I w strong fal krotszych (okoto 320 nm) oraz znaczny wzrost molowych
wspotczynnikow absorpcji pasm 11 I1. Fakt ten moze sugerowac, ze acylacja kwasami aroma-
tycznymi stanowi dla ro$liny mechanizm ochronny aparatu fotosyntetycznego przed promie-
niowaniem UV-B. O istnieniu takiego mechanizmu moga swiadczy¢ wyniki badan uzyskane
dla 10 odmian lucerny, uprawianych w ciagu trzech sezonéw wegetacyjnych. Poczawszy od
wiosny do jesieni, dla kazdej odmiany, sumaryczna zawarto$¢ flawonéw malata, natomiast w
tym samym czasie stosunek zawartosci glikozydow acylowanych do nieacylowanych zwiek-
szal sie.

Opracowano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j i zastosowano ja do ozna-
czenia zawartosci dwudziestu dwoch flawonow w czgsciach nadziemnych dziesieciu odmian
lucerny (Medicago sativa L.), uprawianych na polu przez trzy sezony wegetacyjne. Wykazano,
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ze dominujacymi zwigzkami byly glikozydy trycyny i apigeniny (zawarto$¢ kazdego okoto
40% sumy). Laczna zawarto$¢ glikozydéw lucerny i chryzoeriolu nie przekraczala 10%
sumy flawondw. Sumaryczna zawarto$¢ flawonow byla wysoka, wahala si¢ w granicach 16 do
49 mg/g suchej masy i nie roznila sie w poszczegdlnych odmianach. Sukcesywnie malata
zawarto$¢ flawonoidow w pokosach; najwigksze stgzenie odnotowano w pierwszym, wio-
sennym zbiorze lucerny. Jednoczes$nie stosunek flawonow acylowanych kwasami hydroksy-
cynamonowymi do nieacylowanych wzrastat od 1,5 w pierwszym pokosie do 1,8 w drugim i
trzecim pokosie. Te wyniki wskazuja na rolg zwiazkow acylowanych w ochronie roélin przed
promieniowaniem UV-B w czasie lata.

THE FLAVONOIDS OF ALFALFA (MEDICAGO SATIVA L.)— CHEMICAL COMPOSITION,
SPECTRAL PROPERTIES, CONCENTRATION AS INFLUENCED BY VARIETY
AND HARVEST DATE

Summary
Key words: Medicago sativa, flavones, acylation, HPLC.

Flavonoids from alfalfa (Medicago sativa L. var. Boja) aerial parts have been separated by
combination of low pressure chromatographic procedures on reverse phase (RP-18) co-
lumns. Their structures were fully characterized with spectral techniques (FABMS, ESI-
HRMS, 'H and *C NMR). Twenty three individual compounds were isolated and twenty-two
of them were identified as flavonoids and one compound; was confirmed to be adenosine
(23).

It was shown that flavonoids of alfalfa are glycosides of five flavone aglycones: apigenin
(5, 7, 4’-trihydroxy flavone) — glycosides 1-3, 5-8, 10-12, luteolin (5, 7, 3°, 4’-tetrahydroxy
flavone) — glycosides 4 and 19, tricin (5, 7, 4’-trihydroxy-3’, 5’-dimethoxy flavone) — glycosi-
des 13, 15-17, 19, 21, chrysoeriol (5, 7, 4’-trihydroxy-3’-methoxy flavone) — glycosides 4, 8,
22,and 5,7,4’, 5’-tetrahydroxy-3’-methoxy favone (3’-methyltricetin) — glycoside 20.

The following flavone glycosides were identified:
apigenin 7-O-B-D-glucuronopyranoside (8), apigenin 4'-O-f-D-glucuronopyranoside (2),
apigenin 7-O-[B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside] (3), apigenin
7-O-[B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranosyl]-4'-O-B-D-glucuronopy-
ranoside (1), apigenin 7-O-[2-O-feruloyl-B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuro-
nopyranosyl]-4'-O-B-D-glucuronopyranoside (5), apigenin 7-O-{2-O-feruloyl-[B-D-glu-
curonopyranosyl(1—-3)]-O-B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside }
(6), apigenin 7-O-{2-O-p-coumaroyl-[B-D-glucuronopyranosyl(1—3)]-O-B-D-glucurono-
pyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside}(7), apigenin 4’-O-[2’-O-feruloyl-O-8-D-
glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside (10), apigenin 7-O-8-D-glucuro-
nopyranosyl-4’-0-[2’-O-feruloyl-O-B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyra-
noside (11), apigenin 7-O-B-D-glucuronopyranosyl-4’-0O-[2’-O-coumaroyl-O-B-D-glucu-
ronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside (12), luteolin 7-O-[2-O-feruloyl-B-D-
glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranosyl]-4'-O-B-D-glucuronopyranoside (9),
luteolin 7-O-B-D-glucuronopyranoside (4), 3'-O-methyltricetin 7-O-B-D-glucuronopy-
ranosyl (20), chrysoeriol 7-O-B-D-glucuronopyranosyl-4'-O-B-D-glucuronopyranoside
(22), chrysoeriol 7-0O-[2'-O-feruloyl-f-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucurono-
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pyranoside] (18), chrysoeriol 7-0-{2'-O-feruloyl-[#-D-glucuronopyranosyl(1->3)]-0-B-
D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside (14), tricin 7-O-[2'-O-sinapoyl-
B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside] (17), tricin 7-O-[2'-O- fe-
ruloyl-B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside] (19), tricin 7-O-[2'-
O-p-coumaroyl-p-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside] (21), tricin
7-0-{2'-O-feruloyl-[ B-D-glucuronopyranosyl(1—3)]-O-B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-
B-D-glucuronopyranoside} (15), tricin 7-O-B-D-glucuronopyranoside (16) and tricin 7-
O-[B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucoronopyranoside] (13). Sixteen of these
compounds, including 1, 5-7, 9-12, 14, 15, 17-22, have not been reported previously in the
plant kingdom.

The characteristic feature of all isolated flavonoid glycosides was the fact that they all
possess glucuronic acid as the only sugar unit present in sugar chain. These sugar chains
were attached exclusively at two positions of aglycone, C-7 and C-4’. Some of them were
acylated with ferulic, coumaric or sinapic acids and acylation took place at glucuronic acid,
which was quite unique, as literature data published so far indicated that acylation takes place
rather on glucose unit. In most of instances acylation of alfalfa flavonoids occurred on a sugar
attached at C-7 position. Some exceptions were found for compounds 10-12, which were
apigenin glycosides acylated at sugar chain attached at C-4’. But concentration of compo-
unds 10-12 in Polish variety Boja, was extremely low and these compounds were isolated from
the variety Artal, grown in Portugal, in which flavonoid 10 was a dominant compound in HPLC
profile.

The influence of acylation with hydroxycinnamic acids on absorption spectra of alfalfa
flavones was studied. The spectra were measured with Hewlett Packard diode array spectro-
photometer in MeOH. Shifts of the absorption maxima and a specific absorption coefficients
were calculated both for band I and II in groups of acylated and nonacylated flavones. Calcu-
lations were performed for the following groups of compounds (acylated versus nonacylated):
A —apigenin (glycosides with sugars at C-7), B —apigenin (C-4"), C —apigenin (C-7 and C-4’),
D — luteolin (C-7), E — chrysoeriol (C-7) and F —tricin (C-7).

It was shown that in general there was no shift in band II (261-272 nm) as result of acylation.
However, acylation increased 1,32-2,01 times the values of specific absorption coefficients of
band II as compared to nonacylated compounds. For band I, the shifts in maximum of absorp-
tion and the changes in specific absorption coefficient were observed. For apigenin (A, B, C)
and chrysoeriol (E) glycosides there was no substantial shift of absorption maximum in band I
and this ranged between 312-334 nm depending on the compound and the structure of acyla-
ting acid. Their specific absorption coefficients increased by 1,73; 2,9; 2,18 and 2,59 fold,
respectively. For nonacylated luteolin glycoside (D), the absorption maximum was at 342 nm
and it shifted to 329 nm in acylated compound. The same time specific absorption coefficient
increased 1,81 fold. Similar situation was registered with tricin glycosides (F). Two nonacylated
glycosides had absorption maxima at 346 and 349 nm, while after acylation the maximum shifted
to 323 nm (acylation with coumaric acid), 333-334 nm (acylation with ferulic acid) and 340 nm
(acylation with synapic acid). Specific absorption coefficient increased 1,58 times in acylated
flavones.

The obtained data indicate that acylation of flavones in alfalfa result in some cases in shift
of band I towards the shorter wavelength (around 320 nm) and in substantial increase of
specific absorption coefficients of both band I and II. This may suggest that acylation with aro-
matic acids can serve as mechanism of better protection of photosynthetic apparatus against
UV-B. Such mechanism can be supported by presented findings that for 10 alfalfa varieties
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grown for three consecutive years decrease of total concentration of flavones from spring
to autumn was observed but the same time ratio of concentration of acylated/nonacylated
flavones increased.

A high performance-liquid chromatographic (HPLC-DAD) method was developed and
applied for determination of twenty two flavones in aerial parts of ten varieties of alfalfa
(Medicago sativa L.) grown in a field for three consecutive years. It was shown that tricin
and apigenin glycosides (around 40% of total each) were the dominant flavonoids of alfalfa.
Concentration of both luteolin and chrysoeriol glycosides did not exceed 10% of total. The
total concentration of flavones was high and ranged between 16 and 49 mg/g d.m. and was
not significantly different between varieties. Successive decrease in total flavonoid concen-
tration was found between the cuts; concentration of the first spring cut was the highest and
decreased for the second and third cut. At the same time the ratio of flavones acylated with
hydroxycinnamic acids to non-acylated increased from 1,5 in the first to 1,8 for the second
and third cuts. This finding may prove importance of acylated forms for protection of plant
against UV-B during the summer time.

Wyniki badan prezentowane w niniejszej pracy uzyskano podczas realizacji
projektu badawczego KBN: 5 P06A4 007 18.
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Alfalfa (Medicago sativa L.) Flavonoids. 1. Apigenin and Luteolin

Glycosides from Aerial Parts

Anna Stochmal,*! Sonia Piacente,’ Cosimo Pizza,* Francesco De Riccardis,S Rick Leitz," and
Wieslaw Oleszek!

Department of Biochemistry, Institute of Soil Science and Plant Cultivation, ul. Czartoryskich 8,
24-100 Pulawy, Poland, Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, via Ponte Don Melillo, 84084 Fisciano,
Salerno, Italy, Dipartimento di Chimica, via S. Allende, 84081 Baronissi, Salerno, Italy, and
Nutrition Consultants International, Hemet, California 92544

Nine flavones and adenosine have been identified in aerial parts of alfalfa, and their structures
were established by spectral (FABMS and NMR) techniques. Five of the identified compounds,
including apigenin 7- O-[-D-glucuronopyranosyl(1—2)- O-f-D-glucuronopyranosyl]-4'- O-3-D-glucurono-
pyranoside, apigenin 7- O-[2-O-feruloyl-$-D-glucuronopyranosyl(1—2)- O-8-p-glucuronopyranosyl]-4’-
O--D-glucuronopyranoside, apigenin 7- O-{2- O-feruloyl-[3-D-glucuronopyranosyl(1—3)]- O-3-D-glucuro-
nopyranosyl(1—2)- O-8-pD-glucuronopyranoside}, apigenin 7-O-{2-O-p-coumaroyl-[S-D-glucurono-
pyranosyl(1—3)]- O-8-p-glucuronopyranosyl (1—2)- O--D-glucuronopyranoside}, and luteolin 7-O-[2-
O-feruloyl-$-pD-glucuronopyranosyl(1—2)- O-f-D-glucuronopyranosyl]-4’- O-3-D-glucuronopyrano-
side, have not been reported before in the plant kingdom. Additionally, five known compounds,
including apigenin 7- O-8-D-glucuronopyranoside, apigenin 4’-O-3-D-glucuronopyranoside, apigenin
7-O-[B-D- glucuronopyranosyl(1—2)- O-f-D-glucuronopyranoside], luteolin 7-O-8-bD-glucuronopyrano-

side, and adenosine, were identified.

Keywords: Medicago sativa, flavone glucuronides; acylated flavones, adenosine

INTRODUCTION

The literal translation of the word alfalfa is “father
of all food”, and for centuries it has been grown and used
as feed for livestock in the form of green feed, hay, or
pellets. Alfalfa sprouts are widely consumed by humans
as a garnish, and leaf protein concentrates and the
dehydrated plant are components of many nutritional
supplement products. In addition to the nutritional
components (protein and carbohydrates) that are im-
portant to its use as an animal feed or food supplements
(1), alfalfa also contains numerous secondary metabo-
lites that are of interest in human nutrition. These
include saponins (2and 3, flavonoids (4 and %), tannins
(6), coumestrol (7), carotenoids, and tocols (8 and 9).
Characterizing the phytochemical composition of alfalfa
can help to improve our understanding of its nutritional
value.

A number of flavonoids from different, most often
unspecified, parts of the alfalfa plant have been identi-
fied (5). However, in most cases, only the aglycons after
hydrolysis were reported and in only a few instances
were the full glycosidic forms structurally determined.
Preliminary analyses using liquid chromatography
(HPLC with diode array detection) of 47 varieties of
alfalfa, selected from USDA stocks and grown in re-
search plots in Southern California, showed that all
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§ Dipartimento di Chimica.

" Nutrition Consultants International.
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varieties had similar profiles of flavonoids. Their total
concentration ranged from 0.24 to 0.78% in dry matter
(10). On the basis of the absorption spectra of individual
peaks in the chromatograms, these flavonoids were
preliminarily classified as glycosides of apigenin, luteo-
lin, and tricin. Because flavonoids have been recently
recognized as active principles, showing structure-
dependent physiological activity (antioxidant, cancer-
preventing, and antimicrobial) (1), and their occurrence
in food is highly desirable, we deemed it worthy to
isolate and establish the structures of individual com-
pounds occurring in the green aerial parts of alfalfa.

MATERIALS AND METHODS

Spectral Analysis. Melting points were uncorrected. The
CD spectra were recorded in MeOH at 20 °C on a Jasco P-1020
spectropolarimeter. FABMS spectra were recorded on a MAT
95 (Finnigan) spectrometer with glycerol as a matrix and the
ESI-HRMS were recorded on a Mariner Biospectrometry
Workstation (Per Septive Biosystems). H and 3C NMR
spectra were measured on a Bruker DRX-600 spectrometer,
and the UXNMR software package was used for NMR mea-
surements in CD30D solutions. 2D experiments 'H—'H double
quantum filtered—direct chemical shift correlation spectros-
copy (DQF—COSY) (2, inverse detected 'H—!3C hetero-
nuclear single quantum coherence (HSQC) (13), and hetero-
nuclear multiple bond connectivity (HMBC) (/4) were obtained
using UX—NMR software. 1D-TOCSY (/5) data were acquired
using waveform generator-based GAUSS shaped pulses, with
mixing times ranging from 100 to 120 ms and an MLEV-17
spin-lock field of 10 kHz preceded by a 2.5 ms trim pulse.

Plant Material. Alfalfa (Medicago sativa L. var. Boja) was
grown at the experimental farm of the Institute of Soil Science
and Plant Cultivation in Pulawy in 1997. Plants were collected
at the beginning of flowering, freeze-dried, and finely pow-
dered.
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Ry R, R;
1 ~0GluA -H ~OGIuA(2-1) GluA
2 -0GluA -H -OH
3 -OH -H OGluA(2—1) GluA
4 -OH -OH ~0GIuA
6 ~0GluA -H ~OGluA(2->1) GluA—2-O-Feruloyl
7 -OH -H ~OGIuA(2—1) GluA-[GluA(1—3)]-2—-O—Feruloyl
8 -OH -H ~OGluA(2—1) GluA-[GluA(1—>3)]-2—0-p-Coumaroyl
9 -OH -H —OGlua
10 -OGluA -OH ~OGIuA(2—1) GluA-2-O—Feruloyl

Figure 1. Chemical formulas of the identified compounds (GluA = glucuronic acid).

Isolation of Flavonoids. Extraction. Powdered material
(1 kg) was depigmented and defatted in a Soxhlet extractor
with chloroform. For extraction, 200 g of defatted material was
refluxed for 1.5 h with 2 L of 70% aqueous MeOH. The extract
was centrifuged and the supernatant was evaporated under
reduced pressure to dryness (51.7 g).

Purification. The extract, suspended in water, was passed
through a short column (3 ¢cm x 5 cm, LiChroprep RP-18, 40—
63 um, Merck), preconditioned with water. The column was
washed successively with water, 40% aqueous MeOH (5.1 g),
and 70% MeOH (3.5 g). Using analytical HPLC as a check,
the fraction washed out with 40% MeOH was used for
flavonoid separation.

Flavonoid Separation. The 40% MeOH fraction was con-
densed nearly to dryness in vacuo, redissolved in distilled
water, and loaded onto a preparative column (3 x 40 cm,
LiChroprep RP-18, 25—40 um, Merck). The column was
washed with water and then with increasing concentrations
of MeOH in water (5% increments from 0 to 100% MeOH).
Fractions of 10 mL were collected with a fraction collector.
Fractions were analyzed with TLC (DC—Alufolien Cellulose,
Merck) developed in 15% acetic acid (OHAc) and observed
under long wavelength UV (366 nm) illumination. Fractions
showing similar TLC patterns were further analyzed by HPLC
(Waters with 996 PAD detector, 616 Pump and Millenium
software) using an isocratic solvent system (AcN-1%H3POy)
with concentration of acetonitrile (AcN) dependent on the
specific fraction. Fractions possessing one compound were
combined and evaporated to dryness. Fractions containing
more than one compound were further separated/purified on
a stainless Vertex column (0.8 < 25 cm, Eurospher 100, RP-
18, 10um, Saulentechnik) using an isocratic system (AcN-
1%H3POy) optimized for each fraction based on the analytical
separation. Separation was monitored with a UV detector. This
yielded several individual compounds as shown in Figure 1.

1 (42.4 mg); Amorphous yellow powder; Mp 182—183 °C
(with browning); [a]p? —50.8° (50% MeOH, ¢ 0.05). HRMS m/z
797.1387. Calcd for C33sH33023 (M), 797.1407. FABMS (nega-
tive ion mode) m/z 797 [M-H]~, 621 [M-GIcA-H] ", 269 [M-3GIcA-
H]~, (positive ion mode) 799 [M+H]*, 623 [M-GlcA+H]*. UV
Amax(nm) (MeOH) 266, 323. '"H NMR ¢: 7.81 (2H, d, J= 8.0
Hz, H-2’, H-6"), 7.15 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3’, H-5"), 6.77 (1H,
d, J=1.2 Hz, H-8), 6.62 (1H, s, H-3), 6.45 (1H,d, J=1.2 Hz,
H-6), 5.39 (I1H, d, J= 7.5 Hz, H-1GluAj), 5.26 (1H,d, J=17.5
Hz, H-1GluA3) 4.74 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1GluA). For 3C
NMR data see Table 1.

2 (4.9 mg); (C21H15011). FABMS (negative ion mode) m/z
445 [M-H]~, 269 [M-H-GIcA]". UV, Amax(nm) (MeOH) 266, 318.
'H NMR ¢: 7.96 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-2’, H-6"), 7.24 (2H, d,
J = 8.3 Hz, H-3', H-5), 6.82 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-8), 6.72

(1H,s, H-3),6.49 (1H,d, J= 1.5 Hz, H-6), 5.18 (1H,d, J=17.0
Hz, H-1GluA), 4.14 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-5 GluA), 3.67 (1H,
dd, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-4 GluA), 3.58 (1H, dd, J = 7.5 and
9.5 Hz, H-2 GluA) 3.58 (1H, dd, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA).
For 13C NMR data see Table 1.

3 (5 mg); (C27H26017). FABMS (negative ion mode) m/z 621
[M-H]~, 445 [M-H-GluA]", 269 [M-H-2GluA]. UV, Ama(nm)
(MeOH) 266, 337. 'HNMR 6 7.92 (2H, J = 8.3 Hz, H-2’, H-6"),
6.96 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-3’, H-5), 6.82 (1H, d, J = 1.2 Hz,
H-8), 6.65 (1H, s, H-3), 6.50 (1H, d, J= 1.2 Hz, H-6), 5.44 (1H,
d, J=6.5 Hz, H-1 GluA)), 4.71 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-1 GluA>).
For '3C NMR data see Table 1.

4 (31.5 mg); (C2;H;3012). FABMS (negative ion mode) m/z
461 [M-H]~, 285 [M-H-GluA] ™. UV, Anux(nm) (MeOH) 252, 347.
'H NMR 6 7.44 (1H, dd, J = 1.4 and 8.3 Hz, H-6), 7.43 (1H,
d, J=1.4Hz, H-2"), 6.93 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5"), 6.81 (1H,
d, /= 1.2 Hz, H-8), 6.67 (1H, s, H-3), 6.52 (1H, d, J= 1.2 Hz,
H-6), 5.21 (1H, d, J= 7.0 Hz, H-1 GluA), 4.13 (1H, d, J= 9.5
Hz, H-5 GluA), 3.66 (1H, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-4 GluA), 3.58
(1H, dd, J= 7.0 and 9.5 Hz, H-2 GluA), 3.58 (1H, J = 9.5 and
9.5 Hz, H-3 GluA). For *C NMR data see Table 1.

5 (5.9 mg); FABMS (positive ion mode) m/z 133 [CsO4Hg]",
136 [CsNsHgl*. UV, Ama(nm) (MeOH) 248, 271, 328. For 3C
NMR data see Table 1.

6 (12.2 mg); Amorphous yellow powder; Mp 205—-206 °C;
[a]p?® —13.8° (MeOH, ¢0.1). HRMS m/z 973.1935 [Calcd for
C43Hu1026 (M)~, 973.1881]. FABMS (negative ion mode) m/z
973 [M-H]-, 797 [M-H-ferulic acid]~, 445 [M-H-ferulic acid-
2GluA]~, 269 [M-H-ferulic acid-3GluA]~. UV, Anax(nm) (MeOH)
271, 323.'HNMR 6 7.74 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-B ferulic acid),
7.74 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2’, H-6"), 7.14 (1H, d, J = 1.7 Hz,
H-2 ferulic acid), 7.10 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3’, H-5"), 7.04 (1H,
dd, J = 1.7 and 8.3 Hz, H-6 ferulic acid), 6.78 (1H, d, /= 8.3
Hz, H-5 ferulic acid), 6.72 (1H, d, J= 1.2 Hz, H-8), 6.56 (1H,
s, H-3), 6.40 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-6), 6.38 (1H, d, J = 15.9
Hz, H-a ferulic acid), 5.35 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-1GluA,), 5.23
(1H, d, J = 7.5 Hz, H-1GluA3) 5.05 (1H, d, J = 7.5 Hz,
H-1GluAy), 4.88 (1H, dd, J= 7.5 and 9.5 Hz, H-2GluA;), 3.83
(OCHh). For *C NMR data see Table 1.

7 (10 mg); Amorphous yellow powder; Mp 210—-211 °C; [a]p?®
—50.8° (MeOH, ¢ 0.1). HRMS m/z 973.1940 [Calcd for
C43Ha1O026 (M)~, 973.1881]. FABMS (negative ion mode) m/z
973 [M-H]~, 797 [M-H-ferulic acid]~, 445 [M-H-ferulic acid-
2GluA]™, 269 [M-H-ferulic acid-3GluA]~.; UV, An(nm) (MeOH)
271, 323. 'TH NMR 6 7.88 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2’, H-6"), 7.57
(1H, d, J = 16 Hz, H-B ferulic acid), 7.11 (1H, d, J = 1.2 Hz,
H-2 ferulic acid), 7.00 (1H, d, J = 8.0 and 1.2 Hz, H-6 ferulic
acid), 6.96 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3’, H-5), 6.75 (1H, d, J= 8.0
Hz, H-5 ferulic acid), 6.74 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-8), 6.60 (1H,
s, H-3), 6.48 (1H, d, J= 1.2 Hz, H-6), 6.33 (1H, d, J = 16 Hz,
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Table 1. 13C NMR Data of Compounds (1-10) in CD;0D=
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]
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Aglycons
2 166.1 166.0 166.9 166.9 153.7 165.8 166.6 166.7 166.8 166.7
3 104.5 105.2 105.5 104.2 104.8 103.8 103.9 104.2 105.7
4 183.9 184.1 184.2 184.1 “ 1524 183.9 184.3 184.3 184.1 184.0
5 162.7 162.9 162.9 162.9 118.4 162.7 162.0 163.3 162.9 162.8
6 101.8 101.6 100.9 101.1 155.3 101.3 100.4 100.8 101.2 101.4
T 164.3 164.5 164.1 164.5 164.3 163.8 164.0 164.5 164.3
8 95.3 96.1 96.2 96.0 138.6 95.8 96.2 95.5 96.1 96.1
9 158.7 158.9 159.0 158.9 158.7 158.7 158.8 158.9 158.9
10 107.1 107.0 107.2 107.2 107.1 106.9 106.9 107.3 107.4
1’ 125.8 126.2 123.2 1235 90.3 125.6 123.0 123.0 123.1 126.7
2 129.2 129.4 129.7 1143 72.3 129.2 129.7 129.7 129.7 115.1
K § 117.2 118.1 117.1 147.1 75.6 117.7 117.0 116.7 1171 148.0
4 161.2 161.8 162.9 151.2 87.4 161.2 162.7 162.8 162.9 149.7
5 117.2 118.1 117.1 116.8 63.2 117.7 117.0 116.7 1171 117.7
6’ 129.2 129.4 129.7 120.5 129.2 129.7 129.7 129.7 120.8
Sugars
1” 99.3 100.0 101.5 99.3 98.9 99.2 101.4 99.2
2% 83.7 84.1 74.4 834 82.2 82.4 74.5 82.9
3” 75.7 76.3 172 75.8 75.8 76.0 77.2 75.4
4" 724 72.4 72.8 729 72.6 72.4 72.9 72.6
5 76.1 76.7 76.8 76.0 76.0 75.9 76.7 75.9
6” 172.0 172.3 172.0 172.0 171.9 172.0 172.3 172.1
1 104.3 104.1 103.0 101.9 102.1 103.1
2" 74.5 75:5 75.3 73.3 73.5 75:2
3 776 7.2 75.8 83.6 83.8 75.8
4" 72.0 73.3 73.4 71.6 71.6 738
57 76.0 76.8 76.0° 758 76.0 76.3
6" 172.0 172.3 172.0 171.8 172.0 172.0
17 101.0 101.3 101.0 105.0 104.8 101.2
2 74.5 74.5 74.4 738 73.9 743
3 77.0 77.3 77.1 76.9 77.0 713
4 726 729 729 729 72.7 72.6
5 76.2 76.6 76.5 5.7 75.8 76.4
6 172.0 172.1 172.0 172.3 172.7 172.0
Phenolic acid
1 127.8 127.6 127.1 127.0
2 111.7 111.3 131.2 111.8
3 149.5 149.4 117.1 149.1
4 150.5 150.4 161.1 150.4
5 116.4 116.6 131.2 116.6
6 124.1 124.3 117.1 124.2
a 115.5 115.3 115.6 115.5
B 147.0 147.0 146.8 146.9
C=0 168.8 168.5 168.8 168.6
OMe 56.4 56.3 56.4

2 Assignments confirmed by HSQC and HMBC experiments.

H-a ferulic acid), 5.42 (1H, d, J= 7 0.5 Hz, H-1 GluA)), 5.12
(1H, d, J= 7.5 Hz, H-1 GluA,), 5.10 (1H, dd, J= 7.5 and 9.0
Hz, H-2 GluA,), 4.49 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-1 GluAj), 4.10 (1H,
d, J=9.5 Hz, H-5 GluA)), 4.00 (1H, d, J= 9.5 Hz, H-5 GluA,),
3.99 (dd, J = 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA;), 3.86 (d, /= 9.5 Hz,
H-5 GluA;), 3.83 (OCHs), 3.75 (1H, dd, J = 7.5 and 9.5 Hz,
H-2 GluA,), 3.75 (1H, dd, J = 9.5 and 9.5 Hz, H-4 GluA,), 3.70
(1H, dd, J=9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA)), 3.65 (1H, dd, J=9.5
and 9.5 Hz, H-4 GluA)), 3.50 (1H, dd, J = 9.5 and 9.5 Hz, H-4
GluAs), 3.33 (1H, dd, J = 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA;), 3.26
(1H, dd, J = 7.5 and 9.0 Hz, H-2 GluA3). For 13C NMR data
see Table 1.

8 (36 mg); Amorphous yellow powder; Mp 203—-204 °C; [a]p®
—61.0° (MeOH, ¢ 0.1). HRMS m/z 943.1755 [Calcd for
C42H39025 (M), 943.1775]. FABMS (negative ion mode) m/z
943 [M-H]", 797 [M-H-coumaric acid]~, 445 [M-H- coumaric
acid-2GluA]", 269 [M-H-coumaric acid-3GluA]~. UV, Apax(nm)
(MeOH) 271, 323. 'H NMR 6 7.89 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2’,
H-6), 7.60 (1H, d, J= 16 Hz, H-# p-coumaric acid), 7.42 (2H,
d, J=8.0 Hz, H-2, H-6, p-coumaric acid), 6.95 (2H, d, J=17.5
Hz, H-3’, H-5), 6.76 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-3, H-5 p-coumaric
acid), 6.76 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-8), 6.62 (1H, s, H-3), 6.47
(IH, d, J = 1.2 Hz, H-6), 6.34 (1H, d, J = 16 Hz, H-a
p-coumaric acid), 5.41 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-1 GluA)), 5.11

(1H, d, J= 7.5 Hz, H-1 GluA,), 5.09 (1H, dd, J= 7.5 and 9.5
Hz, H-2 GluAy), 4.50 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-1 GluA) 4.08 (1H,
d, J=9.0 Hz, H-5 GluA)), 3.99 (1H, d, J= 9.0 Hz, H-5 GluA),),
3.99 (1H, dd, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluAy), 3.85 (1H,d, J=
9.5 Hz, H-5 GluAs), 3.75 (1H, dd, J = 7.5 and 9.5 Hz, H-2
GluA)), 3.75 (1H, dd, J = 9.5 and 9.5 Hz, H-4 GluA;), 3.68
(1H, dd, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA,), 3.64 (1H, dd, J= 9.5
and 9.5 Hz, H-4 GluA)), 3.50 (1H, dd, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-4
GluAs), 3.33 (1H, dd, J= 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA;) 3.24 (1H,
dd, J = 7.5 and 9.5 Hz, H-2 GluAj). For 'C NMR data see
Table 1.

9 (25 mg); (C21H304)). FABMS (negative ion mode) m/z 445
[M-H]~, 269 [M-H-GluA]", (positive ion mode) 447 [M+H]*,
271 [M+H-GluAJ*. UV, Ama(nm) (MeOH) 266, 337. 'H NMR
0 7.88 (2H, J = 8.3 Hz, H-2’, H-6"), 6.96 (2H, d, J = 8.3 Hz,
H-3, H-5), 6.82 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-8), 6.66 (1H, s, H-3),
6.50 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-6), 5.23 (1H, d, J = 7.0 Hz, H-1
GluA), 4.15 (1H, J= 9.5 Hz, H-5 GluA), 3.67 (1H, J= 9.5 and
9.5 Hz, H-4 GluA), 3.59 (1H, dd, J= 7.0 and 9.5 Hz, H-2 GluA),
3.59 (1H, dd, J = 9.5 and 9.5 Hz, H-3 GluA). For 3C NMR
data see Table 1.

10 (2 mg); Amorphous yellow powder; Mp 214—-215 °C (with
browning); [o]p?® —38.4° (MeOH, ¢ 0.1). HRMS m/z 989.1860
[Calcd for C43H41027 (M)~, 989.1830]. FABMS (negative ion
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mode) m/z 989 [M-H], 813 [M-H-ferulic acid]™, 461 [M-H-
ferulic acid- 2GluA]~, 285 [M-H-ferulic acid-3GluA]~. UV,
Amax(nm) (MeOH) 247, 328. 'H NMR 6 7.64 (1H, d, J = 16.0
Hz, H-6"), 7.46 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-2"), 7.25 (1H, d, /= 8.2
Hz, H-5%), 7.18 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2 ferulic acid), 7.08 (1H,
dd, J= 1.7 and 8.2 Hz, H-6 ferulic acid), 6.84 (1H,d, J=1.2
Hz, H-8), 6.82 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5 ferulic acid), 6.69 (1H,
s, H-3), 6.54 (1H, d, J= 1.2 Hz, H-6), 6.39 (1H, d, J = 16 Hgz,
H-a ferulic acid), 5.26 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1 GluA)), 5.23
(1H, d, J = 7.5 Hz, H-1 GluAs), 5.18 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1
GluAy), 4.89 (1H, dd, J = 7.5 and 9.5 Hz, H-2 GluA;), 3.91
(OMe). For '3C NMR data see Table 1.

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the flavonoid profile obtained from ana-
lytical liquid chromatography of the methanol extract
of the aerial green parts of alfalfa using photodiode
array detection showed the presence of a number of
flavonoid compounds. Nine of these compounds showed
absorption spectra characteristic for apigenin and lu-
teolin derivatives (16). Separation of the extracts by low-
pressure liquid chromatography, followed by purifica-
tion of fractions on a semipreparative C18 column,
afforded several single compounds for which structures
have been determined by spectral analyses (FABMS,
NMR).

Thus, FAB mass spectrometry of 9 gave the molecular
ion peak at m/z 445 and a second peak at 269 corre-
sponding to the loss of uronic acid from the parent
molecule. The 13C NMR spectrum showed the presence
of 21 carbons, 15 of which corresponded to an aglycon
molecule with chemical shifts consistent with those
obtained for apigenin (/6 and /7). Similarly, in the 'H
NMR spectrum, six proton signals in the range of 6.50—
7.88 ppm corresponded to the aglycon part of the
molecule. The remaining five proton signals in the
region of 3.59—5.23 ppm and six carbon signals (Table
1) corresponded to a glucuronic acid molecule (/7). The
position of the sugar was confirmed by HMBC spectra;
cross-peaks were observed between H-1 of the sugar (8
5.23) and C-7 of the aglycon (6 164.5). Thus, the
structure of 9 was established as apigenin 7-O-3-D-
glucuronopyranoside.

Compound 2 had mass spectral characteristics identi-
cal to those of flavonoid 9. Its UV spectrum, however,
showed a shift in band I of the absorption spectra from
337 (in 9) to 318 nm indicating substitution occurring
in ring B of the aglycon. The C NMR spectrum of the
aglycon portion of 2 was similar to that registered for 9
with some differences for the values of ring B (Table
1). The HMBC correlation between H-1GluA (glucuronic
acid) (0 5.18) and C-4’ of the aglycon (5 161.8) allowed
us to deduce that the sugar moiety was linked to C-4’.
Thus, the structure of 2 was established as apigenin 4’-
O-f3-p-glucuronopyranoside.

Compound 3 showed a UV spectrum identical to that
of 9, and three characteristic peaks could be identified
in the FABMS spectrum. The molecular ion was regis-
tered at m/z 621, and two other peaks at mm/z 445 and
269 were ascribed to the loss of uronic acid molecule
and an aglycon, respectively. Based on the mass spec-
trum it was evident that compound 3 had two uronic
acid units attached to apigenin. The '3C NMR values
(Table 1) were consistent with the occurrence of two
glucuronic acid units with 1—2 linkage. The attachment
of the disaccharide moiety to C-7 of the aglycon was
deduced from the HMBC correlation between H-1GluA;
(0 5.44) and C-7 of the aglycon (6 164.1). Thus, the
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structure of 3 was established as apigenin 7-O-
[B-D-glucuronopyranosyl(1—2)- O-B-D-glucuronopyrano-
side].

Compound 1 showed a UV spectrum with maxima at
266 and 323 nm, similar to the spectrum of flavonoid
2. The mass spectrum showed the molecular ion at m/z
797 and peaks at m/z623 and 269, corresponding to the
loss of uronic acid and to the aglycon, respectively. It
was clear that 1 contained apigenin with three uronic
acid moieties. Comparing 'H and !3C NMR data of 1 to
those of 3 (Table 1) it was evident that 1 differed from
3 only for the occurrence of a further glucuronic acid
unit which was located at C-4’ on the basis of the HMBC
correlation between H-1GluAj3 (8 5.26) and C-4’ of the
aglycon (0 161.2). Thus the structure of 1 was estab-
lished as apigenin 7-O-[3-D-glucuronopyranosyl(1—2)-
O-B-pD-glucuronopyranosyl]-4’- O--D-glucuronopyrano-
side.

Compound 7 showed a quasi-molecular ion [M-H]~ at
m/z 973 and further peaks at m/z 797, 445, and 269.
Analysis of 'H and '3C NMR (Table 1) spectra of 7
clearly suggested the occurrence of apigenin, three
glucuronic acid units, and a ferulic acid moiety. Selected
1D-TOCSY spectra, obtained by irradiating each ano-
meric proton signal, yielded the subspectrum of each
glucuronic acid unit with high resolution. The results
of 1ID-TOCSY and DQF—COSY experiments allowed the
sequential assignments of all the proton resonances of
the three sugar units. In particular the proton signal
at 0 5.10, lowfield shifted as reported for acylated
kaempferol glycosides (/8), was assigned to H-2 GluA,.
HSQC experiments, which correlated all the proton
resonances with those of each corresponding carbon,
allowed the identification of the glycosidation sites by
comparison of the observed carbon chemical shifts with
those of the corresponding methylpyranosides (19).
Glycosidation shifts were observed for C-2 GluA, (6 82.2)
and C-3 GluA; (6 83.6). The structure of 7 was definitely
determined by the HMBC experiment which showed
long-range correlations between H-1GluA; (6 5.42) and
C-7 of the aglycon (6 163.8), H-1 GluA; (6 5.12) and C-2
GluA; (6 82.2), H-1 GluAjz (5 4.49) and C-3 GluA; (8
83.6), and H-2 GluA; (0 5.10) and C=0 of the ferulic
moiety (3 168.5). Thus, 7 was determined as apigenin
7-O-{2-O-feruloyl-[-D-glucuronopyranosyl(1—3)]- O-3-D-
glucuronopyranosyl(1—2)- O-3-D-glucuronopyrano-
side}.

Compound 6 showed in the FABMS spectrum an
identical molecular ion at m/z 973 and a very similar
degradation pattern to compound 7, indicating a struc-
ture closely related to it. Analysis of 'H and 3C NMR
data and comparison with those of 7 clearly revealed
that the difference between the two compounds should
be confined to the position of the third glucuronic acid
unit. The chemical shift of H-1 GluAjs (6 5.23) as well
as the absence of any glycosidation shift for the carbons
of GluA; and GluA; except that exhibited by C-2 GluA,
(0 83.4) indicated that GluAz was linked to the aglycon.
The HMBC correlation between H-1 GluAj (6 5.23) and
C-4’ (6 161.2) suggested that the third glucuronic acid
unit was attached at C-4’. Thus, the structure of 6 was
established as apigenin 7- O-[2-O-feruloyl-f-D-glucurono-
pyranosyl(1—2)-O-3-D-glucuronopyranosyl]-4’- O-3-D-glu-
curonopyranoside.

The FABMS spectrum of compound 8 showed a
molecular ion at n/z 943 with additional peaks at m/z
797, 445, and 269, corresponding to the successive loss
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of 146 amu, two glucuronic acids, and one glucuronic
acid, respectively. Inspection of 'H and !3C NMR data
of 8 and comparison with those of 7 suggested that the
two compounds differed only in the acyl moiety linked
to C-2"”, being in 8 p-coumaroyl rather than feruloyl as
in 7. The structure of 8 was thus established as apigenin
7-0-{2-O-p-coumaroyl-[3-D-glucuronopyranosyl (1—3)]-
O-B-p-glucuronopyranosyl(1—2)- O-8-p-glucuronopyrano-
side}.

The UV spectrum of compound 4 showed absorption
at 252 and 347 nm, characteristic for luteolin (I6).
Compound 4 showed a molecular ion at 17/z 461 and a
peak at m/z 285 corresponding to the aglycon obtained
after glucuronic acid loss from parent molecule. The
identification of the aglycon as luteolin was further
confirmed by its 1C NMR spectrum which was in a good
agreement with the data presented by Harborne (/6).
The glucuronic acid was located at C-7 of the aglycon
on the basis of the HMBC correlation between H-1 of
the sugar (6 5.21) and C-7 of the aglycon (6 164.5). Thus,
the structure of 4 was established as luteolin 7-O-f-D-
glucuronopyranoside.

Compound 10 showed a molecular ion at m/z987 and
additional intensive peaks at m/z 813, 461, and 285
corresponding to the loss of ferulic acid, ferulic acid, and
two glucuronic acid molecules and to the aglycon part
(luteolin as in 4), respectively. Analysis of H and 13C
NMR data of 10 in comparison to these of 6 clearly
suggested that the two compounds possessed an identi-
cal sugar portion, and differed only for the aglycon,
being luteolin in 10 instead of apigenin as in 6. Thus,
the structure of 10 was established as luteolin 7-O-[2-
feruloyl-B-D-glucuronopyranosyl(1—2)-3-D-glucuronopy-
ranosyl]-4’- O-B-D-glucuronopyranoside.

The UV spectra for compound 5 showed three absorp-
tion maxima at 248, 271, and 328 nm, indicating
dissimilarity of this compound from the remaining
flavones. The FABMS spectrum contained two distinct
signals at m/z 133 and 136 corresponding to [C504Hg] ™
and [CsNsHg]~. On the basis of !H and !3C NMR,
compound 5 was identified as adenosine (19).

Some of the above apigenin and luteolin structures
have been previously reported in alfalfa (9) (9) or in
other plant sources (3 (17) and 9 (20)). However, to our
knowledge, compounds 1, 6, 7, 8, and 10 are novel
structures and have never before been reported in the
plant kingdom. Furthermore, compounds 1—8 and 10
have been identified in Medicago sativa aerial parts for
the first time. Glucuronoflavones are rare in plants,
especially those with apigenin and luteolin as aglycons.
Diglucuronoflavones have been identified only in a few
plant sources, eg. Clerodendron trichotomum, Medicago
radiata, Adenocalymma alliaceum, Elodea canadensis,
Secale cereale, and Perilla ocimoides (17 and Z2I).
Derivatives of flavonol, flavones, or anthocyanin glyco-
sides acylated with hydroxycinnamic acid (p-coumaric,
caffeic, ferulic, and sinapic) of flavonel, flavones, or
anthocyanin glycosides have been found in a few plant
sources including Matthiola incana (22 and 23), Bras-
sica oleracea and Raphanus napus (18 and 24), Pisum
sativum (25), Salix gilgiana (26), Asplenium prolonga-
tum (27), and Brunfelsia grandiflora (28).

Flavonoid glycosides occur ubiquitously in the plant
kingdom and are recognized as UV-B radiation protec-
tors. However, great diversity of the glycoside structures
within the plant suggest their function in plant—
herbivores association (oviposition and feeding stimu-
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lants, toxicity and inhibitory effect for insects) (29).
Their nutritional importance in food formulas has
received much attention (/). None of the glycosides
acylated with hydroxycynnamic derivatives has been
examined with respect to such properties. Because
alfalfa is an important crop, both as feed for livestock
and as a good raw material for food additive prepara-
tions, it seems crucial to characterize its unique fla-
vonoid composition.
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Alfalfa (Medicago sativa L.) Flavonoids. 2. Tricin and Chrysoeriol
Glycosides from Aerial Parts

Anna Stochmal,*! Ana M. Simonet,* Francisco A. Macias,} and Wieslaw Oleszek'

Department of Biochemistry, Institute of Soil Science and Plant Cultivation, ul. Czartoryskich 8,
24-100 Pulawy, Poland, and Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Cadiz, C/Republica Saharaui s/n, Apartado 40, 11510 Puerto Real, Cédiz, Spain

Ten flavone glycosides have been isolated and identified in aerial parts of alfalfa. These included
six tricin, one 3’-O-methyltricetin, and three chrysoeriol glycosides. Most of these compounds were
acylated with ferulic, coumaric, or sinapic acids, and acylation occurred on the terminal glucuronic
acid. Eight of these compounds, including 7-O--D-glucuronopyranosyl-3'-O-methyltricetin, 7-O-8-
D-glucuronopyranosyl-4’- O-8-D-glucuronopyranosidechrysoeriol, 7-O-[2’-O-feruloyl-B-D-glucurono-
pyranosyl(1—2)-O-8-D-glucuronopyranoside|chrysoeriol, 7-O-{2’-O-feruloyl-[3-D-glucuronopyranosyl-
(1—3)]-O-B-p-glucuronopyranosyl(1—2)- O-8-D-glucuronopyranoside }chrysoeriol, 7-O-[2’-O-sinapoyl-
B-D-glucuronopyranosyl(1—2)- O-B-D-glucuronopyranoside]tricin, 7-O-[2-O- feruloyl-g-D-glucurono-
pyranosyl (1—2)- O-3-D-glucuronopyranoside]tricin, 7-O-[2’-O-p-coumaroyl-3-D-glucuronopyranosyl-
(1—2)- O-B-D-glucuronopyranoside]tricin, and 7-O-{2’-O-feruloyl-[8-D-glucuronopyranosyl(1—3)]-O-
B-D-glucuronopyranosyl(1—2)- O-B-D-glucuronopyranoside }tricin, have not been reported previously
in the plant kingdom. Two previously identified alfalfa flavones, 7-O-3-D-glucuronopyranosidetricin

and 7-O-[B-D-glucuronopyranosyl (1—2)- O--D-glucuronopyranoside]tricin, were also isolated.

Keywords: Medicago sativa; acylated flavones; tricin; tricetin, chrysoeriol

INTRODUCTION

Alfalfa (Medicago sativaL.), a crop that has been used
for centuries as an animal feedstuff, is gaining much
attention as a human food component, consumed as a
garnish, leaf protein concentrate, or food nutritional
supplement. Thus, understanding of the alfalfa chemical
cormnposition remains one of the most important factors
in designing new nutritional formulas. Although the
primary composition (protein and carbohydrates) is well
understood (7, 2), secondary metabolites are not yet fully
characterized. The best recognized secondary metabolite
groups are carotenonoids (3) and saponins (4). The
phenolic composition, including flavonoids, despite ex-
tensive work, is still poorly understood (%), and only a
few glycosides have been fully characterized.

Our previous work on flavonoid composition indicated
that flavonoid profiles of several alfalfa varieties are
very similar and contain > 20 individual compounds (6).
A number of these compounds from the more polar
fraction of the flavonoid mixture from the Boja cultivar
were identifed (7). They were shown to be unique
glucuronides of apigenin and luteolin, acylated at glu-
curonic acid residues with ferulic or coumaric acids.
Three further acylated apigenin glucuronides, present
only in trace amounts in the Boja cultivar grown in
Poland, were characterized in the Artal cultivar col-
lected in Portugal (8). In the present work we describe
the remaining more hydrophobic glycosides, which form
a quite uniform group in their flavonoid profile, ehar-
acterized by a strong absorption in band I (337—355 nm)
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and two weak maxima in band II (247—270 nm), present
in the Boja cultivar.

MATERIALS AND METHODS

Spectral Analysis. Melting points are uncorrected. Optical
rotations were obtained in a mixture of MeOH/H,O/DMSO (45:
45:10) at 24 °C on a Jasco P-1020 spectropolarimeter. ESI-
HRMS were recorded on a Mariner Biospectrometry work-
station (Per Septive Biosystems). H, 13C, and 2D NMR spectra
were recorded in DMSO-ds or CD3OD on a Varian UNITY-
400 instrument operating at 400 MHz for 'H NMR and at 100
MHz for 13C NMR. Chemical shifts are reported in parts per
million (8), relative to TMS.

Plant Material. Alfalfa (Medicago sativa L. var. Boja) was
grown at the Experimental Farm of the Institute of Soil
Science and Plant Cultivation in Pulawy, Poland, in 1997.
Plants were collected at the beginning of flowering, freeze-
dried, and finely powdered. .

Isolation of Flavonoids. Flavonoids were extracted with
70% aqueous MeOH from the Boja variety and first purified
by solid phase extraction as previously described (7). The
purified flavonoid fraction was loaded onto a preparative
column (400 x 30 mm id., LiChroprep RP-18, 25—40 um,
Merck). The column was washed with water and then with
increasing concentrations of MeOH in water (5% increments
from 0 to 100% MeOH). Ten milliliter fractions were collected
with a fraction collector. The first 400 fractions obtained by
eluting the column with water and 5% MeOH contained the
majority of apigenin and luteolin glycosides as previously
described (7). Fractions 400—1250, obtained by washing the
column with solvent containing >10% MeOH, showed the
presence of compounds with characteristic strong absorption
in band I. Fractions showing similar TLC profiles (DC-
Alufolien Cellulose, Merck; solvent 15% HOAc) were combined.
They were further separated/purified on a stainless Vertex
column (250 x 8 mm id., Eurospher 100, RP18, 10 um,
Séaulentechnik, Berlin, Germany) using an isocratic system

(CH3CN/1%H3PO,) optimized individually for each fraction
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Figure 1. Isolated compounds from alfalfa (GluA = glucuronic
acid).

with HPLC. Some fractions were separated on an analytical
column (250 x 4.6 mm i.d., Eurospher 100, RP18, 5 um,
Saulentechnik) heated to 50 °C, using an isocratic system
(CH3CN/1%H3P0O,). Separations were performed on HPLC
(Waters with 996 PAD detector, 616 pump and Millenium
software). These yielded several individual compounds as
shown in Figure 1.

1: 163.1 mg, 0.408% yield; C23H21013; FABMS (negative ion
mode), m/z505 [M — H]~, 329 [M — H — GluA] ~; UV, Amax(nm)
(MeOH) 247sh, 265sh, 352; for 'H and '*C NMR see Tables 1
and 2, respectively.

2: 4.6 mg, 0.012% yield; amorphous yellow powder; mp 219—
220 °C; [a]p?* —27.6 [MeOH — H,0 — DMSO (45:45:10), c0.1];
HRMS, m/z 491.0832 [calcd for Cz2H19013 (M)~, 491.0820];
FABMS (negative ion mode), m/z491 [M — H]~, 315 [M — H
— GIuAJ~; UV, Amax(nm) (MeOH) 247sh, 265sh, 352; for 'H and
13C NMR see Tables 1 and 2, respectively.

3: 1.7 mg, 0.004% yield; amorphous yellow powder; mp 207—
208 °C; [a]p®* —47.4 [MeOH — H;O — DMSO (45:45:10), c0.1];
HRMS, m/z 651.1209 [calcd for CzsHz7018 (M)~, 651.1192];
FABMS (negative ion mode), m/z651 [M — H] ", 475 [M — H
— GluA]~, 299 [M — H — 2GluA]"; UV, Ana(nm) (MeOH) 247sh,
271, 338; for '"H NMR see Table 1.

4: 26.1 mg, 0.065% yield; C26H29019; FABMS (negative ion
mode), m/z681 [M — H]", 505 [M — H — GluA]~, 329 [M — H
— 2GIuA]~; UV, Amax(nm) (MeOH) 247sh, 265sh, 352; for 'H
and '®C NMR see Tables 1 and 2, respectively.

5: 13.1 mg, 0.033% yield; amorphous yellow powder; mp
235-236 °C; [a]p?* —77.8 [MeOH — H0 — DMSO (45:45:10),
c0.1]; HRMS, m/z827.1667 [calcd for C3sH3s02; (M), 827.1665];
FABMS (negative ion mode), m/z827 [M — H]", 651 [M — H
— ferulic acid]~, 475 [M — H — ferulic acid — GluA]~, 299 [M
— H - ferulic acid — 2GluA]~; UV, Ama(nm) (MeOH) 248,
271sh, 338; for 'H and '*C NMR see Tables 1 and 2, respec-
tively.

6: 2.9 mg, 0.007% yield; amorphous yellow powder; mp 227
228°C; [a]p** —61.6 [MeOH — H;0 — DMSO (45:45:10), c0.1];
HRMS, m/z 887.1889 [calcd for C4oH39023 (M)~, 887.1877];
FABMS (negative ion mode), m/z 887 [M — H] ", 681 [M — H
— sinapic acid] ", 505 [M — H — sinapic acid — GluA]~, 329 [M
— H — sinapic acid — 2GluA]~; UV, Amax(nm) (MeOH) 223sh,
247sh, 269sh, 342; for 'H and *C NMR see Tables 1 and 2,
respectively.

7: 30.2 mg, 0.076% yield; amorphous yellow powder; mp
307—308 °C (with browning); [a]p?* —70.2 [MeOH — H,0 —
DMSO (45:45:10), ¢ 0.1); HRMS, m/z 857.1715 [caled for
C3eH37022 (M), 857.1771]; FABMS (negative ion mode), m/z
857 [M — H]", 681 [M — H — ferulic acid]~, 505 [M — H —
ferulic acid— GluA]~, 329 [M — H - ferulic acid — 2GluA]~;
UV, Amax(nm) (MeOH) 247sh, 269sh, 338; for 'H NMR see Table
1.
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8: 5.6 mg, 0.014% yield; amorphous yellow powder; mp 232—
233 °C; [a]p** —14.7 [MeOH — H,0 — DMSO (45:45:10), c0.1];
HRMS, m/z 827.1682 [calcd for C3gH3s02; (M)~, 827.1665];
FABMS (negative ion mode), m/z827 (M - HJ~, 681 [M - H
— coumaric acid]”, 505 [M — H — coumaric acid — GluA]~,
329 [M — H — coumaric acid — 2GluA]~; UV, Amax(nm) (MeOH)
223sh, 271, 323; for 'H NMR see Table 1.

9: 6.8 mg, 0.017% yield; amorphous yellow powder; mp 199—
200 °C; [a]p** —35.3 [MeOH — H,0 — DMSO (45:45:10), c0.1];
HRMS, m/z 1033.2104 [calcd for C45H45028 (M)~, 1033.2092];
FABMS (negative ion mode), m/z 1033 [M — H]~, 857 [M — H
— ferulic acid]~, 681 [M — H — ferulic acid — GluA]~, 505 [M
— H — ferulic acid — 2GluA]~, 329 [M — H — ferulic acid —
3GIluA]~; UV, Amax(nm) (MeOH) 247sh, 269sh, 338; for 'H and
13C NMR see Tables 1 and 2, respectively.

10: 2.8 mg, 0.007% yield; amorphous yellow powder; mp
254-255 °C; [a]p?* —37.6 [MeOH — H,0 — DMSO (45:45:10),
c 0.1; HRMS, m/z 1003.2009 [calcd for CqqHi307 (M),
1003.1986]; FABMS (negative ion mode), m/z 1003 [M — H]",
827 [M — H - ferulic acid]”, 651 [M — H — ferulic acid —
GluA]~, 475 [M — H — ferulic acid — 2GluA]~, 299 [M — H —
ferulic acid — 3GluA]~; UV, Amax(nm) (MeOH) 248, 269sh, 338;
for 'H NMR see Table 1.

RESULTS AND DISCUSSION

Extraction and preliminary purification of flavonoids
from alfalfa (M. sativa) cultivar Boja afforded a mixture
containing over 20 individual glycosides as shown by
analytical liquid chromatography. The flavonoid profile
contained two basic groups of flavonoids, one with
apigenin and luteolin aglycons, having spectra with two
distinct absorption bands, and the other one character-
ized by strong absorption in band I (337—355 nm) and
only weak shoulders in the range of 247—270 nm. The
first fraction, containing luteolin and apigenin glyco-
sides, was more polar and easily separated into indi-
vidual compounds on a C18 preparative column, eluted
with water and 5% aqueous MeOH. These flavonoids
were described previously (7). The second fraction,
which consisted of 10 compounds of similar UV char-
acteristics, was much more hydrophobic than the first
fraction and more difficult to separate into individual
compounds. In most cases separation on a semiprepara-
tive column failed (compounds 2, 3, 5, 6, 9, and 10), and
an analytical HPLC system with a column heated to 50
°C was required. This allowed successful separation of
all compounds and their full characterization with
spectral techniques.

All isolated compounds (1—10) had 'H and '3C NMR
spectra (Tables 1 and 2) consistent with a structure of
a glycosylated flavonoid (9). The downfield region of the
'H NMR spectrum (Table 1) of these compounds showed
a 2H AX system, correlated by 2D-COSY with typical
shifts of an A ring of flavonoid with oxygenation at C-5
and C-7.

The B-ring signals in seven compounds (1, 2, 4, and
6—9) consisted of a two-proton singlet resonance arising
from a pair of degenerated protons (H-2’, H-6"), indicat-
ing oxygenation at C-3’, C-4’, and C-5'. The oxygenation
of the B-ring of the other three compounds (3, 5, and
10) had to be at C-3’" and C-4’, which was shown by a
three-proton ABX system, with coupling constants (2
and 8 Hz) characteristic for meta and ortho coupling,
in their 'H NMR spectra. The rotating frame effect
(ROE) correlations (Figure 2) between the H-2" and H-6
signals and the H-3 singlet signal in each compound
confirmed the substitution pattern of the aglycones.
Together with the substitution patterns, the 'H NMR
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Table 1. 'H NMR Data of Compounds 1-10 in DMSO#?

Stochmal et al.

1
H 1 2 3c 4 5 6 7 8 9 10

aglycons

3 7.06 s 6.90 6.74 7.07 6.95 6.99 6.96 7.01 7.03 6.92

6 6.47 d 6.45 6.49 6.44 6.42 brs 6.42d 6.40 brd 6.41 d 6.42 6.41

8 6.91d 6.83 6.84 6.81 6.78 brs  6.82d 6.80 brd 6.82 d 6.83 6.76

2 735s 718 7.55d 736 s 7.58 (o) 733 s 7.32 7.33 7.35 7.57 (o)

5] 7.27d 6.94 (o) 6.95d

6’ 735s 718 760dd 7.36s 7.57 (o) 733 s 7.32 7.33 7.35 7.56 (o)

OCHj3 2% 3.88s -~ 387, 396 2 % 3.88 3.89 2 x 3.88 2% 3.88 2 x 3.87 2x3.88 3389
sugars

1 524d 527 51T 5.41 5.38 5.38 5.36 5.35 5.36 5.36

2 3.28 dd 3:287-73.55 3.54 3.55 3.56 3.53 3.53 brdd  3.53 (0) 3.54 (o)

3 3.33 dd 333 3.60() 3.46 dd 3.40 (o) 3.41 (o) 3.42 (o) 3.41 (o) 3.41 (o) 3.38 (0)

4 3.38 dd 339 3.62() 3.49dd 3.40 (o) 3.41 (o) 3.42 (o) 3.41 (o) 3.41 (o) 3.38 (0)

5 3.98d 403 4.07d 4.10 4.02 3.99 3.92 3.97 401 brd 397 d

E 512d 4.55 4.91 4.92 4.93 4.92 4.98 4.98

2’ 360 () 3.01dd 4.64 4.64 463 4.62 4.80 4.79

3 360 (0 3.22dd 3.40 (o) 3.41 (o) 3.42 (o) 3.41 (o) 3.86 (0) 3.79 (o)

4’ 362 (0) 3.26dd 3.40 (o) 3.41 (o) 3.42 (o) 3.41 (o) 3.53 (o) 3.49 (o)

5 399d 3.66 3.72 3.69 3.57 brd 3.69d 3.82 3.79 (0)

1” 437d 432

2% 296dd 295

37 3.07 dd 3.06

4" 3.25dd 3.20

5¢: 362d 3.49 (o)
phenolic acids

2 725brs 6925 7.17 brs 747d 722 brs  T7.19 brs

3 6.74 d

5 6.76 d 6.70 brd 6.74 d (¥ 6.74

6 707 brd 692 s 7.00 brdd 747 d 7.06 brd 7.03

g 750 d 7.48 7.44 7.48 7.46 7.44

8 6.41d 6.42 6.32 6.31 6.37 6.33

OCH3s 380s 2 x3.76 3.76 3.80 3:79,

a Multiplicities are not repeated if identical to those of previous column. # Coupling constant values (Hz) for aglycons: 1-4, 6, 8—10,

Jo-8=2;3, Jy-¢ = 2; 3,10, Jy—¢ = 9. Coupling constant values (Hz) for sugars: 1-10, J;-,=7;1-4,6,7, »3=8,1,2,4, k4=

9;1-4,

6,89 Ji5=93-10, Jy-»=28,4-10, J23 =94, J3+=9,3-6,89, Jy5=9,9,10, J;2»=17,9, 10, Jr3» =8, 9,10, J3 4 =9, 9,
10, Jy5» = 10. Coupling constant values (Hz) for phenolic acids: 5, 710, Js5 = 8; 5—10, J7-g = 16. “ Spectrum obtained in CD30D.

Table 2. 3C NMR Data of Compounds 1,2, 4-6, and 9 in DMSO-ds

C 1 2 4 5 6 9 C 1 2 4 5 6 9
aglycons sugars
2 164.2 164.5 164.2 164.2 164.1 164.2 5 1045 100.8 100.4 100.7
3 103.9 103.6 103.8 1035 103.8 103.8 2 74.2 75.7 75.4 75.8
4 182.1 182.0 182.2 182.1 182.0 182.1 3! 75.9 73.8 73.9 81.3
5 161.2 161.2 161.2 161.2 161.2 161.2 4 70.8 71.4 71.3 71.4
6 99.3 99.2 99.2 99.2 99.2 99.2 5 74.9 74.9 74.8 74.8
7 162.6 162.5 162.3 162.2 162.2 162.2 6 169.9 169.8 169.9 169.8
8 95.1 94.7 95.3 94.9 95.2 95.2 1% 102.7
9 156.9 157.0 156.8 156.9 156.8 156.8 27t 71.4
10 105.5 105.5 105.5 1055 105.5 105.5 37 75.2
v 1202 1213 120.3 1214 120.3 120.3 4" 70.3
25 1046 102.6 1045 1104 104.5 104.6 5" 75.0
3t 148.2 1486 148.2 148.0 148.2 148.2 6 169.7
4 140.1 138.9 140.0 150.9 140.0 140.0  phenolic acid
5 148.2  146.1 148.2 1158 148.2 148.2 1 125.8 1245 1259
6 1046 107.8 104.5 1204 104.5 104.6 2 1:11.2 105.9 . 1113
OCHs 2x 564 56.3 2 x56.4 56.0 2x564 2x564 3 149.1 148.0 149.0
sugars 4 147.9 138.1 147.8
1 99.3 99.2 97.8 973 97.2 97.4 5 115.5 148.0 1155
2 72.8 72.8 82.6 79.9 79.8 80.2 6 122.8 105.9 122.7
3 75.7 75.6 75.6 73.4 73.4 72.8 7 144.6 1449 1444
4 713 713 71.6 719 71.9 71.9 8 115.0 1153 1149
5 75.2 75.6 75.0 75.0 74.9 75.0 9 165.8 165.7 165.5
6 170.3  170.2 170.2 1700 170.1 170.2 OCH3 55.7 2x56.0 55.7

spectra indicated the presence of methoxyl groups in
each aglycon. Six compounds (1, 4, and 6—9) showed a
six-proton singlet at 6 3.88, which had an ROE correla-
tion with the singlet signal of H-2" and H-6". This is
characteristic of two methoxyl groups at C-3’ and C-5’,
so the aglycon part for these compounds was determined
to be tricin.

Compound 2 had the same oxygenation pattern as
compound 1, but its 'H NMR spectrum showed a three-
proton singlet at 6 3.87, corresponding to a methoxyl
group in the molecule. The *C NMR spectrum of 2
showed a signal at 6 56.3 for this methoxyl group,
characteristic of either one or no ortho substituents (10),
eliminating the possibility that the methoxyl group was
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Figure 2. Example of ROE correlations, compound 10.

located at C-4". On the other hand a ROE correlation
between the H-2" and H-6" signals and the methoxyl
group signal was observed. This confirmed the localiza-
tion of the methoxyl group at the C-3’ in the aglycon of
compound 2. Thus, the aglycon of 2 was established as
3’-O-methyltricetin.

Compounds 3, 5, and 10 showed in their 'H NMR
spectra a three-proton singlet at 6 3.89 in DMSO-dj,
assigned to a methyl group at C-3’ as indicated by the
correlation between the H-2’ signal and the methoxyl
signal observed in the ROE spectra of the compounds
(Figure 2). This substitution determined the nature of
their aglycon as chrysoeriol.

The UV (/1) and '3C NMR (72 (Table 2) spectra of
each compound confirmed their aglycon structures
deduced above (Figure 1). Their molecular formulas
were further supported by FAB mass spectrometry,
which in negative ion mode gave clear aglycon peaks,
which for compounds 3, 5, and 10 were found at m/z
299 (chrysoeriol), for compound 2 at m/z 315 (methyl-
tricetin), and for compounds 1, 4, and 6—9 at m/z 329
(tricin).

The nature of the sugars was similar to the apigenin
and luteolin glycosides as previously reported (7). The
only sugar unit comprising the glycosidic moieties was
glucuronic acid. This was evident from FAB mass
spectrometry, showing for each compound losses of 176
amu, which was characteristic for a uronic acid. The
signals of 'H and '3C NMR spectra corresponding to the
sugar moieties were in agreement with previous values
for glucuronic acid (7). Their -configuration was de-
duced from the coupling constant of the anomeric
protons.

The connection between glucuronyl moieties and
aglycons were established in each compound to be at
the hydroxyl group of C-7. The ROE correlation between
H-6 and H-8 of the A-ring and H-1 of the first glucuronic
acid was observed (Figure 2). Thus, compounds 1 and 2
had one glucuronic acid attached to C-7. This was
supported by the FAB mass spectra, which showed in
negative ion mode molecular ions at m/z 505 and 491,
respectively. Thus, the structure of 1 was elucidated as
7-O-B-p-glucuronopyranosidetricin, a compound previ-
ously identified in alfalfa (/3), and that of 2 as 7-O-g-
D-glucuronopyranoside-3’- O-methyltricetin, which is a
novel structure.

Compound 3 had one additional glucuronic acid in
comparison to 2, as indicated by the FAB mass spectrum
showing a molecular ion at m/z 651 and additional peaks
at 475 and 299 corresponding to the loss of one and two
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uronic acids, respectively. The attachment of the ad-
ditional glucuronic acid was established to be at C-4" of
the B-ring of chrysoeriol, which was evident from ROE
correlations between H-5" (8 7.27 d, 9 Hz) and H-1’ of
the second glucuronic acid (6 5.12 d, 8 Hz). Thus, 3 was
identified as 7-O-f-p-glucuronopyranosyl-4’-O-8-b-glu-
curonopyranosidechrysoeriol.

The difference between compounds 4 and 1 was in
the presence of an additional glucuronic acid unit. The
FAB mass spectrum of the former showed a molecular
ion at m/z 681 and two other ions at m/z 505 and 329
arising from the loss of one and two uronic acids,
respectively. The *C NMR values (Table 2) were
consistent with a 12 linkage between two glucuronic
acids, which was confirmed with the ROE correlation
between H-2 and H-1’ of the first and second sugars
(Figure 2). Thus, 4 was identified as 7-C-[3-p-glu-
curonopyranosyl(1—2)- O-B-p-glucuronopyranoside]-
tricin. The presence of this compound in alfalfa was
previously reported (13).

The other five compounds (5—10) had additional
signals in the downfield region of their 'H NMR
spectrum, corresponding to a phenolic acyl moiety (/4).
Two coupled doublets (J = 16 Hz) in the region of 7.50
and 6.31 ppm indicated the presence of a trans double
bound of the phenolic acyl moiety, and three signals in
their 13C NMR at 6 165.8, 144.6, and 115.0 (values for
5) corresponded to C-9, C-7, and C-8, respectively (Table
2). The other signals belonged to the aromatic ring of
the phenolic acyl moiety.

In the 'H NMR spectrum of 8 a pair of two-proton,
ortho-coupled doublets (J= 8 Hz) arising from two pairs
of degenerate protons [(H-2, H-6, 6 7.47) and (H-3, H-5,
0 6.74)] were observed, which is typical for a coumaroyl
group. The FAB mass spectrum showed a molecular ion
at m/z 827 and additional peaks at m/z 505 and 329
corresponding to the loss of coumaric acid and glu-
curonic acid, respectively. The pronounced downfield
shift of H-2" of the second glucuronic acid (0 4.64),
suggested the linkage between the sugar and the acyl
moiety at C-2’ as previously reported (7). Thus, flavonoid
8 was the acylated form of compound 4, and its struc-
ture was established as 7-O-[2"- O-p-coumaroyl-$-p-glu-
curonopyranosyl(1—2)- O--p-glucuronopyranoside]tri-
cin.

In the 'H NMR spectra of 5, 7, 9, and 10 a three-
proton ABX system characteristic of ortho and meta
couplings typical for a feruloyl moiety was observed. The
position of the methoxyl group at C-3 of the feruloyl
residue was confirmed by ROE correlation between the
signal at ¢ 3.80 (s) and H-2. Compounds 5, 7, 9, and 10
showed molecular ions at m/z827, 857, 1033, and 1003,
respectively. The pronounced downfield shift of H-2" of
a second glucuronic acid (0 4.64 and 4.63) in 5 and 7
suggested the linkage between the sugar and the acyl
moijety at C-2" as previously reported (7). Thus, fla-
vonoids 5 and 7 were identified as 7-O-[2’- O-feruloyl-
B-D-glucuronopyranosyl(1—2)- O--D-glucuronopyranoside]-
chrysoeriol and 7-O-[2"-Oferuloyl-f-D-glucuronopyranosyl-
(1—2)- O-B-p-glucuronopyranoside]tricin. Flavonoids 9
and 10 were analogues of 7 and 5, respectively, each
possessing one more glucuronic acid molecule. The ROE
correlation between this third sugar and the rest of the
molecule indicated its attachment at C-3” of the second
glucuronic acid (Figure 2). On the basis of these findings
structures 9 and 10 were established as 7-O-{2"-O-
feruloyl-[f-D-glucuronopyranosyl(1—3)]-O-8-p-glu-
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curonopyranosyl(1—2)-O--D-glucuronopyranoside }tricin
and 7-O-{2’-O-feruloyl-|$-D-glucuronopyranosyl(1—3)]-
Of-D-glucuronopyranosyl(1—2)-O-D-glucuronopyranoside}-
chrysoeriol.

In the 'H NMR spectrum of 6 a two-proton singlet (0
6.92 s) was observed, indicating three oxygenated posi-
tions in the phenolic moiety, together with a six-proton
signal corresponding to two methoxyl groups (4 3.76 s).
The ROE correlation between the double-bond signals
and the aromatic protons singlet (Figure 2) suggested
that the oxygenated positions were at C-3, C-4, and C-5,
and the correlation between methoxyl and aromatic
singlets confirmed the attachment of the methoxyls at
C-3 and C-5, which is characteristic for a sinapoyl
residue. The presence of this acyl group was further
confirmed by the FAB mass spectrum, showing a
molecular ion at m/z 857, which was 30 mu different
(—OCH_—) from that found for flavonoid 7. Thus, the
structure of 6 was established as 7-O-[2’-O-sinapoyl-S-
D-glucuronopyranosyl(1—2)- O-8-D-glucuronopyranoside]-
tricin. The nature of the coumaroyl, feruloyl, and
sinapoyl groups was confirmed also by their '*C NMR
spectra (Table 2), which were consistent with previously
published data (74).

To the best of our knowledge flavones 2, 3, and 5—10
are novel structures, not identified previously in the
plant kingdom. Isolated novel flavonoids confirm our
previous findings that alfalfa flavonoids are unique
compounds as they all possess only glucuronic acid as
the sole sugar in the sugar chains (7). Most of these
glycosides are acylated with ferulic, coumaric, or synapic
acid, and acylation takes place on a terminal glucuronic
acid molecule. It was also established that acylation
takes place on the sugar chain attached at the C-7
position. These were generally found in the Polish
cultivar Boja, but our studies on the cultivar Artal
grown in Portugal showed that the dominant flavonoid
was acylated at the sugar chain attached at the C-4"
position. These differences may reflect variety specificity
or may be generated by the environment. The function
of acylated flavone glucuronides in the host plant
remains unclear. The nutritional implications of such
structures are also uncertain. More research is required
to establish the role and bioactivity of these flavonoids.
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Abstract

Three flavones, including 4’-0-[2'-O-E-feruloyl-O-B-D-glucuronopyranosyl(1— 2)-O-B-p-glucuronopyranosidejapigenin, 7-O-p-D-
glucuronopyranosyl-4'-0-[2-O- E-feruloyl-O-B-D-glucuronopyranosyl(1— 2)-O-p-D-glucuronopyranosidelapigenin and 7-O-B-D-
glucuronopyranosyl-4'-0-2'-0-p- E-coumaroyl-O-B-D-glucuronopyranosyl(1— 2)-O-B-p-glucuronopyranosidelapigenin have been identi-
fied in alfalfa var. Artal. The known flavone 7-O-{2-O-E-feruloyl-[B-D-glucuronopyranosyl(1— 3)]-O-B-p-glucuronopyranosyl (1—2)-0-
B-D-glucurono-pyranoside} apigenin was also isolated. The structures of these compounds were deduced on the basis of their

spectral data. © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Medicago sativa; Aerial parts; Acylated apigenin glucuronides

1. Introduction

Alfalfa is a pasture crop rich in good quality protein.
Its nutritional value has been, however, influenced by
the presence of secondary metabolites including sapo-
nins and flavonoids. While saponins have been exten-
sively studied (Oleszek, 2000), very little is known on
alfalfa flavonoids (Bisby et al., 1994). In our preliminary
HPLC screening of 50 alfalfa varieties obtained from
USDA stocks it was clear that flavonoid profiles of all
tested samples contained a number of glycosides and
were, with some exceptions, very similar to each other
(Stochmal et al., 1999). From the Polish variety Boja
several novel, acylated with ferulic and coumaric acids
apigenin and luteolin glycosides have been isolated and
fully characterized (Stochmal et al., 2001). All these fla-
vonoids had only glucuronic acid in the sugar moiety
and the acylation occurred on the sugar attached at C-7
of the aglycone. The HPLC profile of the variety Artal
showed some dissimilarities with other cultivars and

* Corresponding author. Tel. +48-81-8863421; fax +48-81-
8864547.
E-mail address: asf@iung.pulawy.pl (A. Stochmal).

thus, the aim of the present work was to isolate and
chemically characterize the unknown compounds.

2. Results and discussion

Preliminary analyses with HPLC (diode array detec-
tion) of flavonoids in the aerial parts of alfalfa var. Artal
indicated the presence of several flavones, out of which,
the one dominant and two minor compounds had UV
spectra identical to apigenin glycosides, but their reten-
tion times were different from the others so far char-
acterized. The column chromatography of a purified
flavonoid fraction afforded four compounds, which
were fully characterized by spectral techniques. Com-
pound 4 was identified as 7-0-{2-0-E-feruloyl-[-O-B-D-
glucuronopyranosyl(1— 3)]-O-B-p-glucuronopyranosyl
(1-+2)-0-B-p-glucuronopyranoside}apigenin by com-
parison of its NMR and FAB-MS spectra with pre-
viously reported literature data (Stochmal et al., 2001).

Compound 1 gave a molecular ion (ESI-HRMS,
negative ion mode) at m/z 797.1575, which together
with the 'H and '3C NMR spectral data (Tables 1 and
2) was consistent with the empirical formula Cs;H34050.

0031-9422/01/S - see front matter © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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Table 1
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'H NMR data of flavonoids 1-3 (CD;0D)

Table 2
13C NMR data of flavonoids 1-3 (CD;0D)

H i 2 3 Apigenin Glucuronic acids Phenolic moiety
Apigenin € 1 2 3 (S | 2 3 € 1 2 3
3 6.87 s 6.61 s 6.61 s
6 6.19dJ=19  648dJ=20  646dJ=20 2 166.1 1659 1660 1 997 99.1 99.4 1 127.8 127.8 1273
8 651dJ=19  679dJ=20 678dJ=20 3 1048 1049 1050 2 829 826 8292 111.7 111.6 1312
2 and 6 798dJ=87 784dJ=90  783dJ=90 4 1839 184.0 1840 3 76.5 764 7653 149.3 149.2 116.7
3and 7.10dJ=87  7.15dJ=90  7.14dJ=90 5 1632 1629 1628 4 728 729 729 4 150.5 150.6 161.2
Glucuronic acids 6 1002 1013 10125 761 762 76.1 5 116.4 1164 116.7
) S3dJ=T4  S3TdJ=T1  S35dJ=68 7 1655 164.5 164.5 6 172.5 172.6 172.6 6 124.2 1242 1312
) 3,56 brdd 374dd =71, 373 ddJ=11 8§ 951 960 959 ' 1027 101.6 1023 7 147.0 1469 1467
51 T 63 159.4 1589 1589 2 752 752 752 8 1157 1155 1154
3 3.40 (0) 3.62 (0) 3.63 () 10 1054 107.3 107.3 3' 759 759 759 9 168.7 168.6 168.7
4 3.40 (0) 3.62 (0) 3.63 (0) 1 126.1 1258 1258 4 734 734 734 OCH; 564 564 —
5 3.97 brd 401dJ=98  406dJ=95 2 1291 1292 1293 ' 759 759 762
Ik 493dJ=82  509dJ=78  507dJ=81 31179 1179 1179 6 1725 1726 1726
b4 464ddJ=8.7, 490ddJ=90, 492ddJ=83, 4 1613 161.4 161.4 1” 101.3 1013
82 7.8 8.1 5 1179 1179 1179 2/ 744 744
3 3.40 (o) 3.66 dd 3.68 dd J=9.0, 6 129.1 1292 1293 3" 773 713
J=9.0,9.0 8.8 4" 73.1 73.0
4 3.40 (0)® 3.62 (0) 3.63 (0) 57 76.6 767
§ 371 brd 387dJ=9.5 391dJ=93 6" 173.0 172.8
Tt 518dJ=176  519dJ=16
2 3.57 brdd 3.58 brdd
3 3.62 (o 3.63 (o ; ;
¥ 362 Eo; 363 Eo; gested the presence of a ferulic acyl moiety, confirmed
5" 407dJ=90 412dJ=95 with the presence of nine signals in the 3C NMR spec-
Pheniolic acid trum (Ibrahim and Barron, 1989) (Table 2).
2 726dJ=19  707dJ=20 740dJ=85 The sugar region of the '"H NMR spectrum showed
3 = = 6.74dJ=8.5 the presence of two sugar units, with anomeric proton
. S S A A signals at 8 5.32 (d, 7.4 Hz, H-1) and § 4.93 (d, 8.2 Hz,
19 DY o ) H-1"). The '*C NMR spectrum showed 12 signals for
7 7.50dJ=158 753dJ=159 1.58dJ=159 two hexose units. Two typical C-6 signals of carboxyl
ﬁ) o g’-‘;'(l)" J=158 §~§Zd J=159  630dJ=159 groups at § 172.5 suggested two glucuronic acid moi-
: i S - eties. Their B-configuration was evident from the cou-
* DMSO-ds. pling constant of the anomeric protons.

® (o) Overlapped with other signals.

The downfield region of the 'H NMR spectrum
(Table 1) showed two spin systems correlated by 'H-'H
shift correlation (COSY): an AA‘BB’ system at § 7.98
(d, 8.7 Hz, H-2' and H-6') and § 7.10 (d, 8.7 Hz, H-3'
and H-5), and an AB system at § 6.51 (d, 1.9 Hz, H-8)
and 8 6.19 (d, 1.9 Hz, H-6). These two systems together
with a singlet at § 6.87 (H-3) indicated the presence of
an apigenin aglycone in compound 1 (Stochmal et al.,
2001). The UV and '3C NMR (Table 2) spectra and the
ROE correlations between the H-2'/H-6' signal and the
H-3 signal of the apigenin confirmed this structure.
The other group of signals in the downfield region of
the '"H NMR spectrum corresponded to a phenolic acyl
moiety. An ABX system at §; 7.26 (d, 1.9 Hz, H-2); §
7.08 (dd, 8.2 Hz, 1.9 Hz, H-6) and §; 6.77 (d, 8.2 Hz, H-
5), and two doublets at § 7.50 (H-7) and § 6.41 (H-8)
with a coupling constant of 15.8 Hz typical of an E-
double bound were observed. The ROE correlation
between a methoxyl group signal at § 3.80 (s) with H-2
and the correlation between the double bound signals
and the aromatic protons H-2 and H-6 (Fig. 1) sug-

The connection between the glucuronyl moieties and
apigenin was established as 4'-[glucuronopyranosyl
(1—2)glucuronopyranosyl] apigenin, from the observed
ROE correlation between H-3' and H-5 of apigenin and
H-1 of the first glucuronic acid and H-2 and H-1’ of
both glucuronic acids. The pronounced downfield shift
of H-2 of the second glucuronic acid (8§ 4.64) indicated
the linkage between the sugar and the acyl moiety at C-
2', and thus 1 is 4'-0-[2-0-E-feruloyl-O-B-p-glucurono
pyranosyl(1—2)-0-B-p-glucuronopyranoside]apigenin.

Compound 2 showed a molecular ion (ESI-HRMS,
negative ion mode) at m/z 973.1903 according with a
molecular formula Cy3H40,6 and peak at 269.0452
corresponding to the aglycone. The 'H and '*C NMR
spectra of 2 (Tables 1 and 2) were very similar to those
of compound 1. The additional signals that appeared in
its spectra corresponded to a third glucuronic acid moi-
ety. The observed ROE correlation between H-6 and H-
8 of the apigenin moiety and H-1" of the third glu-
curonic acid determined the structure of 2 as 7-O-B-p-
glucuronopyranosyl-4'-0-[2'-O- E-feruloyl-O-f-p-gluc-
uronopyranosyl(1—2)-O-B-D-glucuronopyranoside]ap-
igenin.
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COOH
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OH
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g o 255
S 3
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1: Ri=H R>=0OCHj;
2: Ri=glucuronic acid R>=OCH3
3: Ri=glucuronic acid Ro=

Fig. 1. Chemical formula of compounds 1-3.

Compound 3 gave a molecular ion (ESI-HRMS,
negative ion mode) at m/z 943.1765 with a molecular
formula C4;H490,6 and peak at 269.0470 corresponding
to the aglycone. The only spectroscopic difference
between the spectra of compounds 2 and 3 was in the
phenolic moiety signals, the 'H NMR spectrum (Table 1)
of 3 had two doublets § 7.40, d, 8.5 Hz, H-2 and H-6
and 6 6.74, d, 8.5 Hz, H-3 and H-5) typical of a p-cou-
maroyl moiety. The '3*C NMR spectrum (Table 2) was
in agreement with the structure of the acyl moiety and
the ROE effects observed confirmed an identical con-
nection of apigenin, glucuronic acids and coumaroyl
moiety as compound 2. The structure of 3 was stab-
lished as 7-O-B-p-glucuronopyranosyl-4'-O-[2'-p- E-cou-
maroyl-O-B-p-glucuronopyranosyl (1— 2)-0-B-b-glucuro
nopyranosidelapigenin.

As far as we know, the three flavone glycosides (1, 2
and 3) are reported here for the first time as natural
compounds. They, similarly to previous identified api-
genin glycosides in alfalfa (Stochmal et al., 2001), pos-
sess glucuronic acid as a sole sugar subunit in the sugar
chain, and acylation with ferulic and coumaric acids
occurred on the glucuronic acid moieties. However, the
difference with previously identified compounds is in the
acylation position. The three identified glycosides are
acylated on sugars attached at C-4’, while all previously
reported compounds were acylated on sugars at C-7.
These differences may be specific for this particular vari-
ety or they may reflect the influence of environmental
conditions. Plant material from which present flavonoids
were separated was collected from plants grown in Por-
tugal. The four isolated compounds were tested for their
antioxidant activity in B-carotene/linoleic acid hetero-
genous system (Pratt, 1992), and for radical scavenging
activity in methanolic solution of DPPH (Lee et al.,
1998). They showed no activity in both tests performed.
More research is needed, in order to shed some light on
the function of acylated glucuronides in the host plant
on their adaptation to environmental conditions.

3. Experimental

3.1. General

Flavonoids were chromatographed on Cellulose
(Merck) ready to use plates, developed with 15% AcOH
and after drying plates were observed under a UV lamp.
High-performance liquid chromatography was per-
formed on an HPLC system (Waters) consisting of 616
pump, a 600 s controller, and a 996 photodiode array
detector. The Millenium Chromatography Manager was
used to monitor chromatographic parameters and to
process the data.

'H, 13C and 2D NMR spectra were recorded in
CD3;0D and DMSO-dg on a Varian UNITY-400 instru-
ment operating at 400 MHz for 'H NMR and 100 MHz
for 13C NMR. Chemical shifts are reported in ppm (8).
ESI-HRMS were recorded in the negative ion mode on a
Mariner Biospectrometry Workstation (Per Septive
Biosystems). UV spectra were recorded on a HP 8453
UV/vis spectrophotometer. The « values were obtained
in MeOH at 20°C on a Jasco P-1020 spectropolarimeter.
Melting points were uncorrected.

3.2. Plant material and isolation

The lucerne var. Artal (American variety) was seeded
in March 1999 in the north of Portugal, at Vairco (near
Porto), and the samples were collected on the 23 August
1999, and they were from a 2nd harvest. The material
was freeze dried, powdered and used for extraction.

Powdered plant material was extracted in a Soxhlet
with chloroform to remove chlorophyl and fats. After
drying it was extracted with 70% MeOH at room tem-
perature. After filtration the extract was evaporated in
vacuo (40°C) yielding a brown solid. The solid was sus-
pended in water and loaded onto a CI18 filled column
(30x70 mm, 60 pm, Baker) equilibrated with water. The
column was washed with water to remove carbohydrates,
and flavonoids were washed out with 40% MeOH. The
40% MeOH fraction was evaporated to dryness, redis-
solved in 20% MeOH and loaded onto a C18 column (40
x 300 mm, 25-40 um, Merck). The column was washed
with MeOH-H,O (linear gradient 20-70% MeOH) and
10 ml fractions were collected with a fraction collector.
Fractions showing identical chromatographic char-
acteristics (TLC, HPLC) were combined. Four single
flavonoids were obtained.

3.2.1. 4-0-[2-0-E-Feruloyl-B-D-glucuronopyranosyl
(1—2)-0-B-D-glucuronopyranoside |apigenin (1)
Amorphous yellow powder (15 mg); mp. 197-198°C;
UV MO nm: 271 sh, 325; [o]) ~74.2°(MeOH, ¢ 0.1);
HRMS m/z: 797.1575 [calc. for C3;H330,0 [M-1]7,
797.1560], 269.0457 [M-H-ferulic acid-2GluA]~. For

'H and '*C NMR see Tables 1 and 2, respectively.
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3.2.2. 7-O-B-D-Glucuronopyranosyl-4'-O-[ 2’ -O- E-feruloyl
-O-B-p-glucuronopyranosyl (1—2)-0O-B-D-glucurono
pyranoside Japigenin (2)

Amorphous yellow powder (3 mg); mp. 197-198°C;
UV MO nm: 270 sk, 319; [o]X —10.23° MeOH, ¢ 0.1);
HRMS m/z: 973.1903 [calc. for C43H4 1026 [M-1]7,
973.1881], 269.0452 [M-H-ferulic acid-3GluA]~. For
'H and 13C NMR see Tables 1 and 2, respectively.

3.2.3. 7-O-B-D-Glucuronopyranosyl-4'-O-[ 2'-p-E-
coumaroyl-0-B-D-glucuronopyranosyl (1—2)-0-B-D-
glucuronopyranoside Japigenin (3)

Amorphous powder (3 mg); mp. 197-198°C; UV
JMeOH ym: 272 sh, 314; @ —52.45° JmaxMeOH ¢ 0.1);
HRMS m/z: 943.1575 [calc. for C4H390,5 [M-1]7,
943.1775], 269.0470 [M—H—coumaric acic-3GluA]~. For
'H and '3C NMR see Tables | and 2, respectively.

3.2.4. 7-O-{2-E-Feruloyl-[ B-D-glucuronopyranosyl(1—3) ]
-O-B-D-glucuronopyranosyl( 1— 2 )-O-B-D-glucurono
pyranoside}apigenin (4) (10 mg)

UV, HRMS and NMR data were in accordance with
literature data (Stochmal et al., 2001).
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