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Polypodium vulgare L., Polypodiaceae, Catechin 7-O-D-apioside, Polydine, Kaempferol 3-O-(4 or

S-rhamnosyl)arabinoside

From acetone extracts of fresh aerial parts of Polypodium vulgare L. 9 phenolic compounds
were isolated. Two of them, catechin 7-O-D-apioside and kaempferol 3-O-(4 or 5-rham-
nosyl)arabinoside, were found for the first time in nature. Furthermore it was shown that polydine
is catechin, 7-O-a-L-arabinofuranoside. The other components were rutin, hyperin, kaempferol-
3-O-glucoside and -arabinoside-7-O-rhamnoside and the C-glycosides schaftoside and isoschafto-

side.

In den getrockneten Wedeln von Polypodium vul-
gare wurden bis heute folgende phenolischen In-
haltsstoffe nachgewiesen: Zimtsdurederivate [1],
Leukoanthocyane [2], Chlorogensdure [3] und die
Flavonoide Quercetin, Rutin, Nicotiflorin und ein
Quercetin-3-O-triosid [3]. Im Zuge unserer Untersu-
chungen einheimischer Polypodiaceen interessierte
uns, ob das in den Rhizomen vorkommende Polydin,
dessen Struktur von Weinges und Wild [4] als Cate-
chin-7-O-L-arabinosid aufgeklart wurde, auch in den
Wedeln vorhanden ist.

Ergebnisse und Diskussion

Aus den frischen Wedeln wurden zwei Catechin-
glykoside A und B isoliert, von denen sich A nach
Hydrolyseversuchen, spektroskopischen Befunden
und Vergleich mit authentischer Substanz als Poly-
din erwies. B ergab bei saurer Hydrolyse Catechin
und (+)-D-Apiose. Um AufschluB iiber die Substitu-
tionsstelle des Zuckers zu erhalten, methylierten und
hydrolysierten wir beide Glykoside. Nach den EI-
Massenspektren entstand in beiden Fillen ein Tri-
methoxycatechin mit gleichem Massenabbau. Auch
chromatographisch lieB sich zwischen beiden kein
Unterschied feststellen, und ihr Mischschmelzpunkt
zeigte keine Depression. Das PMR-Spektrum von B
(s. Tab. I) stimmte mit dem des Polydins weitgehend
tiberein. Die Zurordnung des Signals fiir H-3 erfolg-
te nach [5]. Das Signal des anomeren Zuckerprotons
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liegt bei 4 5,52 ppm mit J=3,0 Hz, das des H-2" folg-
lich bei 4,22 ppm. Wagner und Demuth [6] fanden
dhnliche Werte fiir die entsprechenden Protonen ei-
nes D-Apiofuranosids, auch die iibrigen Signale der
Zuckerprotonen stimmen bis auf das Singlett damit
iiberein. Bei einem Apiobiosid wurde jedoch ein
Zwei-Protonen-Singlett bei 6 3,89 ppm beobachtet
[7], das von einer CH,-Gruppe stammte. Erwar-
tungsgemaB zeigt das PMR-Spektrum von B wie das
des Polydins in Aceton im Bereich 7,9—8,3 ppm drei
Signale, drei H entsprechend, die nach Zusatz von
D,O verschwinden. Daraus folgt, daB eine phenoli-
sche OH-Gruppe glykosidiert ist. Ein Vergleich der
1BC-NMR-Spektren beider Substanzen mit dem des
Catechins (s. Tab. II) bestdtigt eindeutig, daB eine
Glykosidierung nur in 5- oder 7-Stellung moglich ist,
Die Verschiebungen der Signale in A und B gegen-
iiber denen des Catechins zeigen gute Ubereinstim-
mung mit den fiir Flavonoid-7-O-glykosiden be-
kannten [8].

Anzumerken ist, da B in Pflanzenmaterial ver-
schiedenen Ursprungs nachgewiesen werden konnte
und wie Polydin im Rhizom in héherer Konzentra-
tion vorhanden ist.

Weinges und Wild [4] nahmen aufgrund der Spal-
tung des Polydins mit einem Enzymgemisch an, daf3
es sich bei diesem um ein f-L-Arabinosid handele.
Vergleicht man jedoch die chemischen Verschiebun-
gen der Zucker-C-Atome im *C-NMR-Spektrum
des Polydins mit den Angaben [9, 10] fiir Methyl-a
bzw. f-L- oder -D-arabinofuranoside (C-1 der
a-Verbindungen 6109 ppm, der A-Verbindungen
103 ppm) und Methyl-a-L- oder -D-arabinopyrano-
sid (C-5 4 67,3 ppm), so ergibt sich eindeutig, da3



Ch. Karl e al. - Ein neues Catechinglykosid aus Polypodium vulgare 149

Tab. I. PMR-Daten von Polydin (A) und Catechin-7-apiosid (B) in Aceton + D,0O (ppm (Juz))-

Subst.  Aromat. Protonen Zuckerprotonen
A-Ring B-Ring H-2 H-3 H-4 H-1” ibrige
A 6,24d (2) 6,92 p 4,63d (7,6) 397m  2,94dd (5,5, 16) 549d (1,8) 4,24 —
6,10d (2) 6,79 m 2,56 dd (8,5, 16) 3,73m
B 6,23d (2,4) 6,92 m 4,63d (7,6) 393m  2,94dd (5,5, 16) 5,52d (3,0) 4,22d (3,0
6,08d (2,4) 6,79 m 2,56 dd (8.5, 16) 3,93
3,66 s (2H)

p.: ein perturbiertes Singlett.

Polydin als a-Arabinofuranosid vorliegen muB. Be-
statigt wird dies weiter durch die Kopplungskon-
stante des anomeren Protons im PMR-Spektrum (J, ,
fir Methyl-a-L-arabinofuranosid 1,2 Hz, fiir die
B-Verbindung 4,0 Hz [11]). DaB8 L-Arabinose vorlag,
hatte sich aus der optischen Drehung des durch Hy-
drolyse gewonnenen Zuckers bestédtigt. Demnach ist
Polydin (+)-Catechin-7-O-a-L-arabinofuranosid.

Bei der Isolierung der Catechinglykoside fielen

aulerdem noch Rutin, Kidmpferol-3-O-glucosid,
Hyperosid (Hyperin) und in geringer Menge zwei
weitere Flavonglykoside C and D an, die bei saurer
Hydrolyse jeweils Kdmpferol, Arabinose und Rham-
nose im Verhiltnis 1:1:1 lieferten. Aufgrund der
UV-Spektren war C in 3- und 7-Stellung, D in
3-Stellung substituiert. C lieB sich im Gegensatz zu
D mit Soja-Remanase NOVO stufenweise hydroly-
sieren. Das Zwischenprodukt E erwies sich als
Kéampferol-7-O-rhamnosid. Also war C Kampferol-
3-O-arabinosid-7-O-rhamnosid, eine Verbindung,
die vor kurzem in einem anderen Farn, Asplenium
trichomanes, gefunden wurde [12].
Von D wurden die Methylalditolacetate hergestellt
und gc-ms [13] untersucht. Wir erhielten 1,5-Di-
O-acetyl-2,3,4-tri-O-methylrhamnit und 1,4,5-Tri-
O-acetyl-2,3-di-O-methylarabit. Es handelte sich bei
D also um Kiampferol-3-O-(rthamnosyl (1—4))-
arabinopyranosid oder Kampferol-3-O-(rthamnosyl)
(1—5))-arabinofuranosid, von denen keines bisher
als Naturstoffe bekannt sind. Weitere Untersuchun-
gen wie *C-NMR konnten bei beiden Glykosiden
wegen Substanzmangel nicht durchgefiihrt werden.

MengenmiBig iiberwogen jedoch zwei Flavongly-
koside F und G, die aus dem Butanol-Extrakt ge-
wonnen wurden. Bei Behandlung mit Sdure lieBen
sie sich nicht hydrolysieren, sondern wurden offen-
sichtlich ineinander iibergefiihrt, eine Erscheinung
wie sie bei mit verschiedenen Zuckern substituierten

Flavon-6,8-di-C-glykosiden beobachtet wird (Wes-
sely-Moser-Umlagerung). Bei beiden Glykosiden
lieB sich nach HI-Reduktion Apigenin, nach Oxyda-
tion mit FeCl, Glucose und Arabinose nachweisen.
Vergleich mit authentischer Substanz bestitigte, dal
F Schaftosid und G Isoschaftosid war.

Experimentelles

Gerdte: UV, MS vgl. [14], NMR-Spektren wurden
auf einem Jeol FX 90 Q mit TMS als innerem Stan-
dard (*C-NMR bei 22,53 MHz) registriert.

Pflanzenmaterial: Eigener Anbau und Wild-
sammlung Westerwald.

Isolierung: 10kg frische Wedel wurden eine
Woche mit 40 kg Aceton mazeriert. Nach Filtration
wurde am Rotavap bei 45° zur Sirupdicke ein-
geengt. Chlorophyll wurde durch Filtration und Ex-
traktion mit CCIl, entfernt, danach wurde mit
Losungsmitteln steigender Polaritat (Ethylether bis
n-BuOH) fraktioniert extrahiert. Die Ethylacetat-
Fraktion (8,9 g) wurde sc an Sephadex LH 20 mit
Ethanol 95% vorgetrennt. Man erhielt drei Frak-
tionen I-III. Aus I wurden nach mehrmaliger SC an
Sephadex LH 20 mit MeOH/CHCI;-Gemischen
Rutin, Kémpferol-3-O-glucosid und zwei weitere
Flavonglykoside C und D isoliert. Aus Fraktion II
wurden auf gleiche Weise Hyperosid und Substanz
A, aus Fraktion III Substanz B erhalten. A und B
wurden weiter sc an Sephadex LH 20 mit Aceton
und anschlieBend mit Ethylacetat/MeOH-Ge-
mischen gereinigt.

Ausbeute: A 650 mg, B 150 mg.

Aus 10,1 kg frischen Rhizomen des gleichen Pflan-
zenmaterials wurden 2,9 g A und 1,3 g B isoliert.

Aus der n-BuOH-Fraktion (36,2 g) wurden nach
mehrfacher SC an Cellulose MN 2100 mit HOAc 1%
die Flavonglykoside F (570 mg) und G (730 mg) er-
halten.
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Tab. II. *C-NMR-Daten von Polydin (A), Catechin-7-apiosid (B) und Catechin (H) in MeOH (ppm).
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b Zuordnungen mit denselben Buchstaben sind austauschbar.

Tab. II. (Fortsetzung — Zuckerprotonen)

C-2" C-3” C-4” C-5”

C_]u

83,7
78,3

107,8
108,7

A
B
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Vergleichssubstanzen: (+)-Catechin, Fa. C. Roth,
Karlsruhe; (+)-L-Arabinose, Fa. E. Merck; (+)-D-
Apiose isoliert aus Apiin.

Hydrolysen

a) sauer: 1 mg Glykosid wurde in 1 ml N HCI ge-
16st. Die Losung wurde 2 h bei 100° gehalten. Nach
dem Abkiihlen wurden die Aglyka mit Diethyl-
ether extrahiert. Die wiBrige Phase wurde mit
Ag,CO, versetzt. Nach Beendigung der Gasentwick-
lung wurde filtriert und eingeengt. Aus dieser Lo-
sung erfolgte der Nachweis der Zucker.

b) mit Soja-Remanase (Fa. NOVO, Kopenha-
gen): 1 mg Glykosid wurde in 1 ml Wasser gelost
und mit einer kleinen Spatelspitze Enzympulver ver-
setzt. Man inkubierte iber Nacht bei 37° und gab
die Losung anschlieBend auf eine kurze Polyamid-
sdule. Man eluierte mit Wasser, dann mit MeOH.
Der Nachweis der Zucker erfolgte aus dem ein-
geengten waBrigen, der der Aglyka aus dem metha-
nolischen Eluat.

Spaltungen der Flavon-C-glykoside
a) reduktiv mit HI: nach [15].
b) oxydativ mit FeCl,: nach [16].

Chromatographie (DC): System 1 Kieselgel,
CHCI,: HOAc: H,O 55:45:10, SystemII Cellu-
lose, HOAc 15%, System III Kieselgel, Ethylacetat:
HCOOH:H,0 70:14:21, SystemIV Kieselgel,
Toluol : HCOOH : Ameisensdureethylester 5:1:4.
Fir Zucker: Kieselgel, Aceton:n-BuOH : H,O
70:15:15 und Kieselgel, n-Propanol: EtOH : H,O
70:20: 10.

Catechin-7-O-a-L-arabinofuranosid, Polydin (A):
Schmp. 189-91° (188—89° nach [17]). DC (Rs
Werte): 1 0,15, III 0,65. Hydrolysen, sauer und
enzymatisch: Catechin und (+)-L-Arabinose.
UVimax nm (MeOH): 282. FD-MS m/z: 423
M+1).

Catechin-7-O-D-apiofuranosid (B): Schmp.
171-74° (Ubergang zur klaren Schmelze ist schlep-
pend). DC (Ry-Werte): 1 0,12, III 0,66. Hydrolysen,
sauer und enzymatisch: Catechin und (+)-D-Apiose.
UV/max nm (MeOH): 280. FD-MS m/z 423 (M + 1).

5,3, 4-Trimethoxycatechin: Herstellung aus A und
B nach [4]. Schmp. 256—58°, Misch-Schmp.
256—58°. DC (R¢+Wert): IV 0,35. FD-MS m/Z: 332
(M*). EI- MS m/e (rel. Intensitat): 332 (40), 181 (12),
180 (92), 165 (20), 153 (100), 152 (20), 151 (28), 137
(7), 123 (6), 97 (10), 95 (8), 71 (13), 69 (13), 58 (8),
57 (21),44 (19), 43 (28).
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Kampferol-3-O-arabinosid-7-O-rhamnosid (C): DC
(Rp-Werte): 1 0,35, III 0,63. Hydrolysen, sauer:
Kéampferol, Arabinose, Rhamnose; enzymatisch:
Kéampferol-7-O-rhamnosid, Arabinose. UV Apax nm:
MeOH 267, 302, 351; MeONa 273, 355, 392; NaOAc
267, 395; H,BO, 267, 352; AICI, 274, 302, 358, 400;
AICl,/HCI 275, 300, 351, 396.

Kdampferol-7-O-rhamnosid (E): 10 mg C, geldst in
2 ml H,O, wurden bei Raumtemperatur 10 min mit
Soja-Remanase hydrolysiert. Die Hydrolyse wurde
durch Zugabe von MeOH unterbrochen und die
Losung am Rotavap zur Trockne gebracht. Der
Riickstand wurde in wenig MeOH gelGst, auf eine
kurze Sephadex LH 20-Sdule gegeben und mit
MeOH eluiert. Ausbeute: 3 mg.

DC (R¢-Wert): 111 0,87, unter UV, gelbe Fluores-
zenz. Hydrolyse, sauer und enzymatisch: Kampferol,
Rhamnose. UViy.x nm: MeOH 266, 327, 368;
MeONa 268, 427, NaOAc 263, 411; H,BO, 264, 371;
AICl, 267, 301, 360, 428; AICI,/HCI 267, 301, 358,
428.

Kampferol-3-O-(rhamnosyl)-arabinosid (D): DC
(R¢-Werte): 1 0,31, III 0,63. Hydrolyse, sauer: Kamp-
ferol, Arabinose, Rhamnose. UVipnax nm: MeOH
267, 313, 351; MeONa 274, 326, 398; NaOAc 274,
321, 391; H,BO, 267, 305, 352; AICIl, 274, 304, 357,
398; AICL,/HCI 276, 302, 349, 395. Die MS-Daten

[1] B. Voirin, C. R. Acad. Sci., Ser. D 264, 665 (1967).
[2] ?96/\7 Bohm u. R. M. Tryon, Can. J. Bot. 45, 585
1 ;

) .
[3] J. Grzybek, Acta Biol. Cracov., Ser. Botan. 19, 69

(1976).

[4] K. Weinges u. R. Wild, Ann. Chem. 734, 46 (1970).

[5] S. Y. Islambekov, A. K. Karimdzhanov, A. J. Ismailov,
F. G. Kamaev u. A. S. Sadykov, Khim. Prir. Soedin.
1976, 46 bzw. Chem. Natur. Compounds 11, 39 (1976).

[6] g—}).l;h’agner u. G. Demuth, Tetrahedron Lett. 1972,

[7] D. A. Hart u. P. K. Kindel, Biochem. 9,2190 (1970).

[8] K. R. Markham, B. Ternai, R. Stanley, H. Geiger u. T.
J. Mabry, Tetrahedron 34, 1389 (1978).

9] {’19/;5 j] Gorin u. M. Mazurek, Can. J. Chem. 53, 1212

der Methylalditolacetate stimmen mit denen der
Literatur [13] liberein.
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