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1. 

I N T R O D U C T I O N 

1. UTILISATION DES COMPOSES FLAVONIQUES BT XAHTHONIQUES 

EH PHYTOCHIMIE COMPAREE 

Le genre Gentiana, le plus vaste de la famille des Gentia-

nacées (ordre des Contortae ou Gentianales), compte 450 à 

600 espèces. Il offre de nombreuses variations morphologi­

ques qui sont classées dans une vingtaine de sections envi­

ron. 

Les études de taxonomie, qui ont largement recours aux cri­

tères cytologiques, sont rendues particulièrement diffici­

les par une ample série de nombres chromosomiques de base 

dans les différentes sections, par l'âge variable de celles-

ci, et par le rôle important des phénomènes d'hybridation 

survenus au cours de l'évolution du genre. 

De ce fait, les données cytologiques doivent être employées 

avec prudence et toujours en corrélation avec d'autres cri­

tères. L'un de ces critères est la phytochimie qui n'a été 

que très peu utilisée à des fins taxonomiques chez les Gen-

tianacêes, 

pour être utilisée en phytochimie comparée, une substance 

naturelle doit remplir certaines conditions [l] : 

1. Elle ne doit pas être un constituant universel de la 

matière vivante. Par exemple, la présence de cellulose dans 

les organismes végétaux pourrait - sous certaines réser­

ves - différencier plantes et animaux, mais ne présente 

pas d'intérêt à l'intérieur même des Angiospermes. 

2. Inversement, elle ne doit pas avoir une structure trop 

complexe, ni se trouver dans un nombre trop restreint 

d'espèces, ce qui rendrait le regroupement d'espèces 

par affinités trop difficile. 
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3. Elle doit s'accumuler dans l'organisme et par conséquent 

intervenir de façon limitée dans le métabolisme. 

4. Elle doit être facile à détecter. 

Bien que leur rôle soit encore peu connu, les flavonoïdes • 

ne semblent pas intervenir activement dans la physiologie 

des plantes. Ils présentent selon divers auteurs plusieurs 

caractères intéressants du point de vue taxonomique : 

- pas de variations fondamentales selon l'âge 

et le milieu où se trouve la plante. 

- présence très large dans les végétaux, et simultanément 

existence d'un très grand nombre de types différents. 

Les flavonoïdes n'ont fait jusqu'ici l'objet d'aucune in­

vestigation systématique dans le genre Gentiana, si ce 

n'est le récent travail effectué à l'Institut de chimie de 

l'Université de Neuchâtel (voir chap. 3). Les quelques ra­

res représentants qui furent mentionnés avant ce travail 

sont groupés dans le tableau 1, 
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Tableau 1 : Distribution des fiavonoîdes dans le 

genre Gentiana 

Espèces Substances Réf. 

G. makinoi Kusn. 

G. septemfida pall, 

G. acaulis L. 

G. cachemerica Decne. 

G. verna L. 

G. campestri s L, 

quercétine, kaempférol 

traces de kaempférol, 

glucosides de la delphi-
nidine, 

lutéoline 

[2][3] 

[2][3] 

[4] 

[5] 

dérivé p-coumaroyle de 
delphinidine-3-glucoside [4 J 

delphinidine-3-glucoside [4 ] 

glucosides de la delphi-
nidine [4] 

ylucosides de la delphi-
nidine [4] 

Kaempférol : R ' = H, R2 = OH 

Quercétine : R = OH, R- = OH 

Lutéoline : R- = OH, R2 = H 

Delphinidine : 

Les xanthones furent en revanche plus largement étudiées; 

elles constituent l'une des caractéristiques du genre et se 

trouvent dans les racines. La distribution des xanthones 

dans le genre Gentiana est reproduite dans le tableau 2. 

(voir également travail effectué!à l'institut de chimie de 

l'Université de Neuchâtel, chapitre 2). 
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Tableau 2 : Distribution des xanthones dans 

le genre GentJana 

Espèces Substances Réf. 

G. lutea L. 

G. acaulis L. 

gentisine '; idogentisine ; 
gentioside [6] 
dihydroxy-1,3 diméthoxy-2,7 
xanthone [7] 
hydroxy-1 diméthoxy-3,7 xanthone [8] 

triméthoxy-1,3,7 xanthone [8] 

gentiséine [8] 

gentiacauline '(identique au 
gentiacauloside) [9J[IO. 
gentiacauléine (aglycone du 
gentiacauloside) [il] 

gentiacauloside (prîmevéroside 
de la gentiacauléine) [ü] 

gentiacauléine [11][12] 

gentiacauloside [il] 

decussatine [l2][l3] 

gentiakochianine (aglycone du 
gentiakochianoside) [l2][l3] 
gentiakochianoside (prîmevéroside 
de la gentiakochianine) [l2][l3] 
isogentiacauloside (primevéroside 
de l'isogentiacaulêmej [12j 

(suite du tableau p. 5) 

G. kochiana 

perr. et Song, 

IJ La gentisine a été également dêcelée dans deux hybrides de 

G. lutea et u. purpurea : G. hegetscnweiieri Ronn et 

G. hybrida Schleich [15]. 

2) Le G. acaulis étudié par awiuab [9J[luj était probablement 

le u. kochiana, étant uunné le lieu de récolte (col du 

• Lautaret, Hautes Alpes). [12]. 
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(Suite du tableau 2) 

G. bellidifolia 

Hook. 

bellidifoline; isobellidifoline 
(identique au svertianol ?) [14] 

5-0-méthyibellidifoline [l4] 

desméthylbellidifoline [14] 

corymbiferine 
(4,5-di-0-méthylcorymbine) [14] 
trihydroxy-1,3,8 diméthoxy-4,7 
xanthone (4,7-di-O-méthylbellidine) [l4] 

G. verna L. decussatine 
primevérosyl-1 decussatine 

[15] 

[15] 

G. corymbifera 

Kirk. 

G. germanica 

Willd. 

glycoside de la corymbiférine 

gentialutéine 

[16] 

[2] 

Gentiséine : R,= R.= H; 

Gentisine : R.= CH-; R„ = H 

Isogentisine ; R = H; R„ = CH3 

Gentioside : R1= primevérosyle; 

R2= CH3 



Gentiakochianine : 

Ri= "-Î= d= * -Kp̂ 1 CH-

Gentiakochianoside : 

R1= R3= H; R2= CH4; 

R = primevérosyle 

Gentiacauléine : 

R1= R3= H; R2= R4= CH3 

Gentiacauloside : 

R1= H; R2= R4= CH3; 

R = primevérosyle 

Isogentiacauloside : 

R1= R3= CH3; R4= H; 

R = primevérosyle 

Decussatine : 

R,= H; Rp= Ko= R.= CH-

Bellidifoline : 

Desméthylbellidifoline: 

R1= R2= R3= H 

5-0-Méthylbellidifoline: 

R1= R2= CH-; R3= H 

Isobellidifoline : 

R1= R3= H; R2= CH3 

Corymbiférine : 

R1= OCH3; R2= H 

4,7-Di-O-méthylbellidine: 

R1= H; R2= OCH3 
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2. GLUCIDES IDENTIFIES DANS LE GENRE GENTIANA 

Les racines et les rhizomes des Gentianacées semblent 

contenir, à la place d'amidon comme substance de réser­

ve, de l'inuline [17] et des pectines. Certaines espèces 

contiennent le trisaccharide gentianose et les disaccha-

rides primevérose, gentiobiose et saccharose, en plus de 

monosaccharides plus courants : fructose, glucose [2][l5]. 

Le gentianose semble avoir une certaine importance chimio-

taxonomique pour la famille des Gentianacées (genre Gen-

tiana et Swertia). FRANZ & MEIER [iß] ont montré pour la 

première fois sa présence dans les feuilles de 13 espèces 

du genre Gentiana. 

La présence de (+)-bornésitol dans des feuilles de Gen­

tiana lutea L. a été démontrée pour la première fois par 

BELLMANN [19]. Il est fort possible que cette substance 

ait aussi une importance pour l'étude de phytochimie com­

parée que nous nous sommes proposé d'entreprendre. 



3. BUT DU PRESENT TRAVAIL 

Dans un récent travail consacré à la phytochimie du genre 

Gentiana effectué à l'Institut de chimie de l'Université 

de Neuchâtel, BELLMANN [19] a étudié les composés flavoni-

ques et xanthoniques dans les feuilles de Gentiana lutea L. 

A partir de matériel sec, cet auteur a procédé à une extrac­

tion au chloroforme en vue d'éliminer les lipides et les 

chlorophylles. L'étude des constituants a été entreprise à 

partir d'un extrait méthanolique de ce matériel purifié. 

Les constituants identifiés sont les suivants (voir fig.l) ; 

1,0 

0,75 

0,5 

0,25 

Fig.l : Chromatogrammes d'extraits méthanoliques de G. lutea L. 

(phase stationnaire : polyamide Merck, solvant I : 

KeOH-H2O (9:1), solvant II 

( 45:32:16 ), rév. UV 35C nm). 

C,Hr-MeOH-AcOH 6 6 



Flavones 

B : isoorientine 

R1= OH 

R2= C-p-D-glucopyranosyle 

C : isovitexine 

R1= H 

R = C-p-D-glucopyranosyle 

E : lutéarine 3) 

O-glucoside de ! ' i s oo r i en t i ne 

F : 
3) gentiananne^' 

O-glucoside de !'isovitexine 

Xanthorìes 

A : mangiférine 

R1= H 

R2= OH 

R_= C-P-D-glucopyranosyle 

R4= H 

D : gentioside 

R1= CH3 

R2= R3= H 

R.= primevérosyle 

3) noms provisoires donnés par BELLMANN 
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Relevons que cet auteur a isolé deux nouveaux composés 

flavoniques (E, F) dont la structure n'a pu être éta­

blie. Toutefois, les essais préliminaires laissaient sup­

poser qu'il s'agissait de dérivés O-glucosidiques de deux 

C-glucosides flavoniques respectivement : 1'isoorientine 

et l'isovitexine. 

Enfin, mentionnons que BELLMANN a isolé en quantité ap­

préciable du (+)-bornésitol, dont la présence n'avait ja­

mais été mentionnée dans la famille des gentianacées. 

Le présent travail avait pour objet, d'une part, de com­

pléter l'étude mentionnée ci-dessus, notamment en appli­

quant d'autres méthodes d'extraction des feuilles de Gen-

tiana lutea L. et, d'autre part, d'apporter d'autres pré­

cisions concernant la structure des deux composés non 

identifiés. 

par ailleurs, la connaissance de la nature des constituants 

flavoniques et xanthoniques dans cette espèce nous a paru 

suffisante pour entreprendre une étude de phytochimie com­

parée avec d'autres espèces. A cet effet, nous avons choi­

si la section Coelant?ei. Dans cette étude, nous avons in­

d u la recherche du (+)-bornésitol dont l'importance du 

point de vue taxonomique pourrait être grande. 

Enfin, nous avons entrepris une étude de la constitution 

des composés flavoniques et xanthoniques dans les feuilles 

de Gentiana bavarica, en vue d'étendre nos critères de 

chiniotaxonomie à la section Cyclostigma. 
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R E C H E R C H E E N T R E P R I S E 

IDENTIFICATION PES POLYPHENOLS DES FEUILLES DE 

GENTIANA LUTEA L. 

Comme nous l'avons mentionné ci-dessus, la méthode d'ex­

traction de BELLMANN a présenté l'avantage, de permettre 

l'isolement de 6 composés flavoniques et xanthoniques 

(voir fig.l). Toutefois, elle est sujette à certaines cri 

tiques du fait qu'un traitement préalable au chloroforme 

peut éliminer,' en plus des lipides et des chlorophylles, 

des polyphenols peu polaires, notamment les dérivés mé-

thoxylés des composés flavoniques et xanthoniques. 

Dans cette optique, nous avons repris cette étude en exa­

minant le contenu en polyphenols de l'extrait au chloro­

forme. Les essais préliminaires nous ont effectivement 

montré la présence d'une nouvelle substance. Dans le des­

sein de l'isoler et d'en établir la structure, nous avons 

adopté un nouveau système d'extraction. 

Nouvelle méthode d'extraction des feuilles de 

Gentiana lutea L. 

Nous avons retenu l'extraction à chaud, a partir de maté-
A) 

nel séché ' , par des solvants de polarité croissante : 

ligroîne, éther, acétate d'éthyle, methanol. 

4) Les feuilles ont été séchées pendant 48 heures à 
l'étuve à 400C. 
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250 g de feuilles séchées, 

pulvérisées 

chauffage à reflux 

1,5 1 de ligroïne 

résidu 

2 x 12 heures avec 

extrait a 

chauffage à reflux 2 x 12 heures 

avec 1,5 1 d•éther 

à reflux 2 x 12 heures 

1,5 1 d'acétate d'éthyle 

chauffage à 

avec 1,5 1 

reflux 2 x 12 heures 

de methanol 

extrait d résidu •* jeté 

Fig. 2 : Schéma d'extraction 
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Les différents extraits ainsi obtenus ont été analysés par 

Chromatographie sur couche mince de polyamide Merck. Nous 

avons choisi comme éîuant le système méthanol-eau (9:1) 

qui donne un aperçu général des polyphenols présents. 

Fig. 3 : Représentation schématique du chromatogramme des 

différents extraits (phase stationnaire: polyamide 

Merck, phase mobile: méthanol-eau (9:1), 

révélation UV 350 nm). 

@ brun 

^ jaune 

O bleu clair 

0 rouge 

a) extrait ligroînique 

b) extrait éthéré 

c) extrait à l'acétate d'êthyle 

d) extrait méthanolique 

1) isoorientine 

2) lutéarine 

3) gentianarine 

4) mangiféririe 



14. 

L'extrait a est conposé principalement de lipides, de 

chlorophylle, de carotènes, etc. Les extraits b et ç 

contiennent beaucoap d'impuretés, d'apparence bleuâtre 

sous lumière UV, en particulier dans le domaine des 

valeurs Rf correspondant aux substances recherchées. 

Les extraits a et b ont été soumis à une seconde analy­

se chromatographique sur couche mince de polyamide avec 

le système MeOH-ACOH-H2O (90:5:5), qui permet une meil­

leure séparation des spots de Rf inférieurs. 

4,0 

0,5 

- 1 ) 
-

- D 
r CL 

8 
0 • 

IJ 
| A 1 

b 4 

0 

f 

Fig. 4 : Chromatogramme des extraits ligroînique et éthéré 

de Gentiana lutea sur polyamide Merck. 

Eluant : MeOH-ACOH-H3O (90:5:5). Rév.: UV 350 nm 

a) extrait ligroînique l) isoorientine 

b) extrait éthéré 4) mangiférine 
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L'augmentation de la polarité du système de solvant 

employé fait apparaître une tache brune sous lumière 

UV. Ce spot A,, masqué auparavant par la chlorophylle, 

est probablement de nature polyphénolique. La valeur R-

très faible (- 0.18) nous fait penser à un aglycone 

flavonique ou xanthonique. Comme cette substance n'a pas 

été signalée par BELLHANN, nous avons entrepris de 

l'isoler par Chromatographie preparative. 

Isolement et identification de A. 

Les extraits ligroînique et éthéré (voir schéma d'extrac- ' 

tion ci-dessus) réunis sont concentrés à 200 ml, puis 

additionnés d'eau chaude en vue d'éliminer une partie de 

la chlorophylle par précipitation. Le filtrat, évaporé à 

sec (~ 4 g), puis repris dans 20 ml de mélange HeOH-AcOH-H2O 

(90:5:5)t est introduit sur une colonne de polyamide 

Hacherey-Nagel SC 6 de diamètre = 4,5 cm et de longueur = 

40 cm. L'élution est tout d'abord effectuée avec le même 

solvant; cependant, une augmentation de la polarité par 

addition d'acide acétique est nécessaire pour éluer la 

substance A., ; 

L'éluat est recueilli par fractions de 10 ml à l'aide d'un 

collecteur de fractions automatique. Chaque fraction est 

examinée séparément par Chromatographie sur couches minces. 

Après réunion des fractions identiques, evaporation du 

solvant et recristallisation dans l'éthanol, nous obtenons 

60 mg de substance A. chromatographiquement pure '. 

Cristaux jaunes, très fins. F. : 245°C. 

5) CCM polyamide Merck, solvant MeOH-AcOH-H.O 

(90:5:5). Rév.: 350 nm. 
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Le spectre UV dans le methanol indique 4 maxima, dont le 

quatrième (370 nm) accuse l'absorbance la plus faible. 

Il s'agit d'un spectre caractéristique de xanthone [20J. 

Fig. 5 : Spectres UV de A. dans le methanol. 

Tableau 3 : Maxima d'absorption du spectre UV 

de la substance A1 

Solvant 

MeOH 

+NaOMe 

+AlCl3 ' 

+AICI3/HCI 

370 

345 

415 

413 

maxima 

311 

270 

327 

324 

[nm] 

260 

233 

274 

274 

238 

233 

233 
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L'addition de mèthylate de sodium provoque un changement 

notable dans l'allure du spectre UV de la substance A1 : 

apparition d'une bande intense vers 350 nm et d'une seule 

bande intermédiaire à 270 nm. Nous pouvons conclure à la 

présence d'un groupe hydroxyle en 3 (ou en 6). 

Le chlorure d'aluminium provoque un déplacement batho-

chrome de tous les maxima, en particulier de la bande IV 

qui est déplacée à 415 nm. 

Comme l'addition d'acide chlorhydrique ne modifie pas 

l'allure du spectre, nous pouvons conclure que la substan­

ce A1 possède au moins un groupe hydroxyle en péri par 

rapport à la fonction carbonyle (position 1 ou 8) et pas 

de groupe dihydroxy en ortho. 

Bn résumé, la substance A. possède au moins 2 groupes hydro-

xyles dont l'un en position 3 (ou 6) et l'autre en position 

1 (ou 8). 

Fig.6 : Spectre lîMN de A, dans le d,-diméthylsulfoxyde, 
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L'étude du spectre RMN nous donne les renseignements sui­

vants : deux protons couplés en méta apparaissent à 6,24 

et 6,41 ppm (J = 2 cps). Nous pouvons leur attribuer les 

positions 2 et 4, ce qui implique une substitution dans les 

positions 1 et 3. Les autres protons aromatiques apparais­

sent entre 7,42 et 7,58 ppm. La courbe d'intégration mon­

tre qu'ils sont au nombre de trois. Leurs constantes de 

couplage excluent des positions adjacentes, de sorte que 

nous devons avoir un troisième substituant en position 

6 ou 7. A 3,90 ppm, se trouvent 3 protons d'un groupe 

méthoxyle qui constitue ainsi le 3ème substituant. A 12,84 

ppm apparaît un groupe hydroxyle (position 1) fortement 

déblindé par le voisinage du carbonyle. 

Ainsi, la substance A, est une xanthone tri substituée dont 

les substituants sont : un groupe méthoxyle en position 6 

ou 7, un groupe hydroxyle en position 1 et probablement 

un groupe hydroxyle en 3 masqué par les bruits de fond. 

Afin de vérifier notre hypothèse, nous avons effectué l'acé-

tylation de A, par l'anhydride acétique en présence de py­

ridine (voir partie expérimentale). Le dérivé acétylé don­

ne des cristaux incolores en forme d'aiguilles dont le point 

de fusion est de 213°C après recristallisation dans l'éthanol, 

f^^S**+*+******,+ ^Hi 1**+*i*"^*r lH*vVw^**"^r 

\ ' .:' i, -.. ' ff A' i 

Fig. 7 : Spectre RMN de £_ acétylé dans CDCl,. 
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Nous retrouvons dans ce spectre les 5 protons aromatiques, 

3 protons formant un groupe méthoxyle à 3,88 ppm. Les grou­

pes acétoxyles se trouvent ài= 2,48 et S = 2,33 ppm. 

D'après les règles établies par MASSICOT & MARTHE [2l], 

nous pouvons leur attribuer les positions 1 et 3. 

Nous avons dès lors pensé à l'isogentisine qui fut isolée 

des racines de Gentiana lutea L. [6J. 

Le point de fusion de A,, mesuré avec un échantillon authen­

tique d'isogentisine (synthétisée selon la méthode de GROVER 

& SHAH [22]) ne subit aucune dépression. Les spectres UV de 

A_, et de l'isogentisine sont identiques; de même, leurs 

spectres IR (voir fig. ft*) sont rigoureusement superposables, 

E i • r : -±. -. - Z-- -- - - - - - - JL T - g: " m '• ̂  w z Zk s £ z~ _ _ -= :i.±_ " " " r z -zztizzzTzz - ^ f I L i . - . : , 
k4-"4" - = :- " '••• - • ! K , 1 : 

- - . _ ± _ . i _ ± _• " _ _ ± ___ ----1--ZL. -- i • - _L _i_ A _L _t_ _i ^ 
!- ••<W;T y ZL ̂  ± _ ^ zt 

i 'Ì :\~ ' • ' 
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t. y *-*• r ^t-, 
' / L i • \ J ^ ^ 

:nfc ^Tv S - - : ^ ,_ / \ \ / ' J A 
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Fig. 8 : Spectre UV de l'isogentisine dans le methanol-
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Tableau 4 : Maxima d'absorption du spectre UV de 

l'isogentisine 

Solvant 

MeOH 

+NaOMe 

+AlCl3 

+AICI./HCl 

370 

348 

416 

414 

maxima 

310 

270 

328 

324 

[nm] 

259 

233 

27 3 

27 3 

236 

232 

232 

Fig. 8' : Spectres IR de A. et de l'isogentisine dans KBr. 

Isogentisine : dihydroxy-1,3 méthoxy-7 xanthone 

OCH, 

HO 0 
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La substance A, est donc identique à l'isogenti sine qui 

ne fut isolée qu'à partir de racines de Gentiana lutea L. 

[6], Il n'est cependant pas étonnant de trouver cette 

xanthone également dans les feuilles de G. lutea, puisque 

Bellmann [ig] a isolé à partir du même matériel son 

primevéroside en 3. 
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Isolement et identification de E 

Isolement 

La substance E se trouve en concentration très faible 

dans l'extrait méthanolique (voir fig.2). Son isolement 

a été effectué par Chromatographie preparative sur colon­

ne de polyamide. Une première séparation a permis d'obte­

nir des fractions enrichies en substance E_, qui ont été 

soumises alors à une seconde opération de séparation par 

Chromatographie sur colonne de polyamide. Mous avons 

ainsi pu obtenir E chromatographiquement pur. Nous avons 

procédé de la façon suivante :. 

Douze grammes d'extrait méthanolique dissous dans 60 ml 

de mélange MeOH-H2O (9:1) sont introduits sur une colon­

ne de polyamide Macherey-Nagel SC 6 de diamètre = 6,5 cm 

et de longueur = 100 cm. L'élution est effectuée avec le 

même solvant. L'éluat est recueilli par fractions de 20 

ml à l'aide d'un collecteur automatique de fractions. Cha­

que fraction est analysée par Chromatographie sur couches 

minces. Les fractions contenant E sont réunies et concen­

trées. On obtient environ 10 mg de substance E impure. 

En répétant ces opérations plusieurs fois, il nous a été 

possible d'isoler 200 mg de substance K impure. Tous les 

essais de purification par recristallisation ayant échoué, 

une nouvelle séparation par Chromatographie sur colonne a 

été entreprise. 
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Après passage sur une colonne de polyamide de diamètre = 

2 cm et de longueur = 20 cm avec l'eau comme éluant, nous 

avons obtenu 18 mg de substance E_ chromatographiquement ' 

pure. 

La quantité isolée correspond à environ 40 kg de feuilles 

fraîches de Gentiana lutea (~4 kg de matériel sec). La 

détermination de structure a été effectuée sur E isolé à 

partir de feuilles de Gentiana villarsii. cette dernière 

espèce contient, en effet, E en grande quantité : à partir 

de 300 g de matériel sect il a été possible d'isoler 700 mg 

de cette substance. Nous avons montré {voir chapitre 5) que 

E isolé à partir de Gentiana lutea est identique à E isolé 

à partir de Gentiana villarsii (vérification : R-, points 

de fusion, spectres UV et IE, même comportement lors de 

l'hydrolyse acide). 

4) CCM de polyamide: solvant MeOH-H3O (9:1), rév.: UV 350 nm 

Rf = 0,70 

CCM de cellulose: solvant AcOH 15%, rév.: UV 350 nm 

Rf = 0,55 
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4.3.2. Détermination de structure 

Après recristallisation dans l'eau, la substance E se 

présente sous forme d'un solide jaune pâle se décompo­

sant à 216°C. 

L'étude des spectres UV nous permet de tirer les rensei­

gnements suivants : 

Le spectre UV de la substance £ dans MeOH est caractéris­

tique d'une flavone [23]. L'addition d'acétate de sodium 

provoque un déplacement bathochrome de 43 nm de la bande I 

(celle à 335 ma) et de 4 nm de la bande II, d'où présence 

probable d'un groupe hydroxyle en position 7. L'addition 

de NaOMe provoque un important déplacement bathochrome de 

la bande I (45 nm) avec diminution de l'intensité. La 

position 4' n'est probablement pas occupée par un groupe 

hydroxyle. L'addition de chlorure d'aluminium, suivie de 

celle d'acide chlorhydrique, montrent la présence proba­

ble d'un groupe hydroxyle en 5 et excluent la présence Ce 

2 groupes hydroxyles en ortho [23]. 

Tableau 5 : Maxima d'absorption des spectres UV de la 

substance E 

Solvant 

MeOH 

+AcONa 

+KeONa 

+AlCl3 

+AlCl^/HCl 

335 

378 

380 

~ 372 

~ 370 

-305 

352 

348 

Maxima 

272 

276 

[nm] 

- 278 

-295 

-295 

242 

268 

282 

280 

231 

242 

~: point d'inflexion 
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L'hydrolyse acide de la substance E est effectuée par 

chauffage à reflux dans l'acide chlorhydrique 2 N pen­

dant 5 heures (voir partie expérimentale). Les agiycones 

sont extraits au n-BuOH et analysés par CCM de cellulose. 

40 

O1S @ 

A 

0E 1 

@ E 2 

1 

m 

3 

Fig. 10 : Chromatogramme de la substance E_ hydrolysée. 

Support: cellulose Merck; solvant: AcOH 15%; 

rév.: UV 350 nm. 

1. E 

2. E hydrolyse 

3. isoorientine 

La disparition du spot initial et l'apparition de 2 nou­

veaux spots à valeur Rp plus petite que celle de E_, dont 

l'une correspond à 1*isoorientine, montre que E est un 

O-glycoside de C-glucoside. En effet, les C-glucosides 

possédant un. groupe hydroxyle libre en position 5 s'iso-

ntérisent par ouverture de l'hétérocycle fiavonique en 

/>-dicétone, selon le schéma de WESSELY-MOSER des hydroxy-

5-flavones [24]. 



-H1C* 

C-CH-C —if 
Il 2 II * 
O O 

Ainsi, vm 8-C-glucoside se transforme partiellement en 

6-c-glucoside et vice-versa. 

La phase aqueuse a été utilisée en vue de la recherche 

des sucres (voir partie expérimentale). L'analyse par 

Chromatographie sur papier donne le résultat suivant : 

Tableau 6 : Recherche des sucres par Chromatographie 

sur papier 

Comparaison des valeurs Rf de l'hydrolysat 

de E avec le D-glucose. 

solvant a) acétate d'éthyle - pyridine - eau (2:1:2) 

b) n-butanol - pyridine - eau (6:4:3). 

Substance 

E hydro-
' lysé 

D-gluco­
se 

Rf 

solvant 
a 

0,37 

0,37 

solvant 
b 

0,21 

0t22 

Rév. : 

phtalate 
d'aniline 

jaune-brun 

jaune-brun 

Le sucre issu de l'hydrolyse de E_ est du D-glucose. 
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Les aglucones de E (E. et E0) ont été séparés par chromato-
5 ) graphie sur colonne de cellulose avec le solvant AcOH 15%, 

Les valeurs Rf, dans différents solvants, correspondent aux 

C-glucosides orientine et isoorientine [25]. 

Tableau 7 : Valeurs R- des aglucones de E, de l'orientine 

et de 1'isoorientine, dans différents systèmes 

de solvants et sur différents supports. 

Solvants 

^l 

Sa 
isoorien­
tine 

orientine 

a 

0,24 

0,10 

0,23 

0,10 

b 

0,48 

0,28 

0,45 

0,28 

c 

0,30 

0,35 

0,30 

0,35 

d 

0,18 

0,05 

0,18 

0,05 

a) cellulose Merck: AcOH 15¾ 

b) cellulose Merck: AcOH 30¾ 

c) polyamide Merck: MeOH 80% 

d) papier Schleicher & ScMlIl: AcOH 5¾ 

isoorientine: R1= glucosyle, R2= H 

(6-C-P-D-glucopyranosyllutéoline) 

orientine: R,= H, R2= glucosyle 

(8-C-p-D-glucopyranosyllutéoline) 

5) Cellulose microcristalline Merck 



29. 

Les spectres IR de E. et de l'isoorientine sont rigoureuse­

ment superposables (voir fig. 11); il en est de même des 

spectres UV, mesurés en présence des réactifs habituels. 

Fig. 11 : Spectres IR de E 1 et de l'isoorientine dans KBr. 
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Fig. 13 : Spectres IR de E~ et de l'orientine dans KBr, 
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Fig. 14 : Spectres UV de E et de l'orientine dans le methanol. 

Ainsi, la substance E donné, après hydrolyse acide, du glucose 

et les C-glucosides orientine et isoorientine. Elle est par 

conséquent un O-glucoside, soit de l'orientine, soit de 

1'isoorientine. 
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Afin de déterminer si le sucre est attaché à l'orientine 

ou à 1'isoorientine, nous avons procédé à une hydrolyse 

acide de E. A cet effet, 70 mg de E ont été chauffés à 

reflux avec 10 ml de MeOH et 60 ml HCl IN. Des prélève­

ments de 3 ml, effectués a intervalles réguliers, nous 

ont permis de suivre le déroulement de l'hydrolyse. Pour 

chaque prélèvement, les aglucones ont été extraits au 

n-BuOH et analysés par CCM. La phase aqueuse a été employée 

pour la recherche des sucres: pour chaque prélèvement, 

nous avons pu vérifier la présence de glucose. 

1.0 

0,5 

O 

30' I H 2H 3H 4H 5H 10 H 

@ @ @ © © @ @ 
e @ ® @ 

E hydr. E E1 E2 

Fig. 15 : Chromatogramme des aglucones de E. 

Support : cellulose Merck. 

Solvant : AcOH 15¾- Rév.: UV 350 nm. 

E. = isoorientine, E-= orientine 

L'expérience décrite ci-dessus montre que la substance E 

donne par hydrolyse d'abord l'isoorientine, qui s'-isoméri-

se peu à peu en orientine. Elle est donc un O-glucoside de 

l'isoorientine. 
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L'examen du spectre RMN de E nous permet de tirer les 

renseignements suivants : 

Fig. 16 : Spectre RMN de E dans dg-DMSO. 

Tableau 8 : Résumé du spectre RMN de E 

t en ppm 

Nombre 

de 

protons 

3-5,5 

23 

6,52 

1 

6,74 

1 

7,1-7,6 

3 

13,40 

«-t 

Dans la région de <S = 3 - 5,5 ppm, on trouve 22 - 24 

protons correspondant aux protons des sucres. A 6,52 ppm, 

on observe un singulet pouvant être attribué au proton en 

8 du noyau A. Un autre singulet à 6,74 ppm correspond au 

proton hétérocyclique (position '3). Entre 7,1 et 7,6 ppm, 

on trouve les 3 protons du noyau B. Enfin, un signal à 

- 13,40 ppm confirme la présence de l'hydroxyle en 5 [l9]-
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La nature hétérosidique de la substance E est confirmée: 

le nombre de protons indique qu'il s'agit vraisemblable­

ment d'un disaccharide. Les spectres RMN des dérivés acé-

tylés permettant de tirer davantage de renseignements [26], 

nous avons effectué l'acétylation de E_ par l'anhydride 

acétique en présence de pyridine (voir partie expérimentale, 

+-«•"• 

Fig. 17 : Spectre RMN de E acétylé dans CDCl3. 

Tableau 9 : Résumé du spectre RMN de 13 acétylé 

ien 
ppm 

Nombre 
d e 

p r o t o n s 

1 , 7 8 -
- 1 , 8 0 

3 

1 , 9 8 -
- 2 , 0 8 

21 

2 , 2 7 

3 

2 , 4 0 -
- 2 , 5 0 

6 

3 , 5 0 -
- 6 , 0 

14 

6 , 4 6 

1 

7 , 0 8 

1 

7 , 2 9 

1 

7 , 5 0 

1 

7 , 5 8 

1 

Vers 1,80 ppm, on trouve le groupe acétoxyle en 2" du sucre 

relié au squelette flavonique par une liaison carbone. D'après 

GENTILI & HOROWITZ [27], ce signal est typique d'un 6-C-gluco-

side. Entre 1,98 et 2,08 ppm, apparaissent 21 protons corres-
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pondant à 7 acétoxyles de sucres. A 2,27 ppm et entre 2,40 

et 2,50 ppm, on trouve 3 groupes acétoxyles aromatiques 

correspondant aux positions 3' (event. 4'), 5 et 7, par 

analogie avec le spectre RMN de l'isoorientine acétylée [l9]-

Entre 3,50 et 6,0 ppm, se trouvent 14 protons correspondant 

aux sucres. Parmi eux, à 4,06, le proton en position 1" du 

sucre (constante de couplage J = 10 cps) indique que nous 

avons la conformation P [26]. Cinq protons aromatiques ap­

paraissent entre 6,46 et 7,58 ppm : 

singulet à 6,46 ppm pour le proton H-3 

doublet à 7,08 ppm H-5' 

singulet à 7,29 ppm H-8 

singulet à 7,50 ppm H-2' 

doublet à 7,58 ppm H-6' 

Le spectre RMN de E_ acétylé indique la présence de 8 groupes 

acétoxyles aliphatiques et de 3 groupes acétoxyles aromati­

ques. Il confirme l'hypothèse que la substance E est un 

O-glucoside de l'isoorientine. De plus, il montre que le 

gluGose, relié au squelette flavonique par une liaison osi-

dique classique, doit se trouver sur le cycle B, probable­

ment en position 4', car le spectre de E_ acétylé présente une 

grande analogie avec le spectre de la 6-C-p-D-glucosyldiosmé-

tine acétylée [27]. 

6-C-fl-D-giucosyldiosmét ine 
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Ces observations sont en excellent accord avec l'étude 

des spectres UV de £ et de £ hydrolyse qui conclut que le 

sucre se trouve sur le cycle B, probablement en position 

4'. En vue de déterminer avec exactitude la position d'at­

tache du sucre, nous avons méthylé les -OH phénoliques 

de E avant d'entreprendre l'hydrolyse acide. 

La méthylation a été effectuée avec le diazométhane selon 

les indications de ROSPRIM [28] (voir partie expérimenta­

le). Nous avons vérifié que celle-ci était totale par l'étu­

de des spectres UV. Nous n'avons enregistré aucune modifi­

cation du spectre après adjonction de chlorure d'aluminium 

et de méthylate de sodium. Après hydrolyse par l'acide 

chlorhydrique et purification de l'aglucone par Chromato­

graphie sur colonne de Sephadex G 10 (éluant: H3O), le 

spectre UV de § méthylé, hydrolyse présente les caractéris­

tiques suivantes : 

Fig. 18 : Spectre UV de E méthylé, hydrolyse dans le 

methanol. 
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Tableau 10 : Maxima d'absorption du spectre UV'de E 

méthylé, hydrolyse 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+NaOAc 

+NaOMe 

336 

336 

398 

398 

maxima 

264 

264 

305 

300 

[nm] 

243 

243 

264 

264 

243 

243 

L'addition de chlorure d'aluminium ne provoque aucune 

modification du spectre: pas de groupe ortho di-OH, ni 

de -OH libre en position 5- En revanche, l'addition de 

NaOMe conduit à un déplacement bathochrome important de 

la bande I (62 nm) avec augmentation de l'intensité. L'ad­

dition de NaOAc provoque à peu de chose près le même dé­

placement. Ces caractéristiques sont dues de manière certai­

ne a la présence d'un groupe hydroxyle libre en position 4'. 

S9C0 xco tao meo «co BOO MOO BOO coo a » «co « 
VflVDWMOI CCm 

Fig. 19 : Spectre IR de la substance E dans KBr. 
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En conclusion, la substance E_ est un o-glucoside en 41 du 

C-glucoside isoorientine. Sa présence vient d'être signalée 

pour la première fois par WILLIAMS & MURRAY [29] dans les 

feuilles de Briza media L. (Gramineae). Ces auteurs n'en ont 

cependant pas établi la structure: ils ont décrit le compor­

tement chromatographique, le comportement à l'hydrolyse et 

le spectre UV. 

K o-ß-D-glucopyranosyl-4'-isoorientine 
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4.4. Isolement et contribution à l'identification de F 

La substance F est présente en très faible quantité dans 

l'extrait méthanolique des feuilles de Gentiana lutea L. 

(voir fig. I). L'isolement a été effectué selon le même 

procédé que pour la substance E : les fractions enrichies 

en substance £ ont été purifiées par passage sur une colon­

ne de polyamide, avec l'eau comme éluant. A partir de 2 kg 

de feuilles séchées, il a été possible d'isoler environ 

20 mg de substance F_ chromatographiquement pure : 

CCM polyamide Merck (MeOH-H2O, 9:1): Rf = 0,80 

CCM cellulose Merck (AcOH 15*): Rf = 0,68 

Nous avons montré (voir chapitre 5) que la substance F_ est 

également présente dans les feuilles de Gentiana villarsii, 

mais en concentration nettement plus grande. A partir de 

200 g de feuilles séchées de cette dernière espèce, nous 

avons isolé, selon le procédé décrit ci-dessus, 150 mg de 

substance F. 

Tableau 11 : Maxima des spectres UV de la substance F_ 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+A1C1-/HC1 

+NaOMe 

+NaOAc 

326 

380 

375 

375 

maxima 

342 

340 

[nm] 

274 

302 

300 

282 

280 

283 

282 
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Fig. 20 : Spectre UV de £ dans le methanol. 

Les spectres UV de £ sont typiques d'une flavone possédant 

un groupe hydroxyle libre en position 5 [23]. Le déplace­

ment bathochrome de la bande I1 avec diminution de l'inten­

sité, produit par l'addition de NaOMe, indique que la posi­

tion 4' est probablement substituée. L'addition de NaOAc 

provoque à peu de chose près les mêmes déplacements batho-

chromes que NaOMe. Le déplacement bathochrome de 6 nm de 

la bande II montre la présence d'un groupe hydroxylo libre 

en position 7. 
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BELLMANN [i9] avait constaté que l'hydrolyse acide de la 

substance F donne naissance à 2 substances de Rf inférieur, 

dont l'une semblait correspondre à 1'isovitexine, l'autre 

à son isomère, la vitexine. 

isovitexine: 

R.= glucosyle 

R2= H 

vitexine: 

R1= H 

R2= glucosyle 

Nous avons répété l'hydrolyse acide de la substance £ en 

la chauffant à reflux avec HCl IN (voir partie expérimen­

tale). Afin d'en suivre le déroulement, nous avons effec­

tué des prélèvements à intervalles réguliers. Pour cha­

que prélèvement, les aglucones ont été extraits au n-BuOH 

et analysés par CCM. 

1 .0 

0,5 

O 

301 3 H 

@ © 

© © 
© 

F hydr. 

«H 

^ F 1 

©F2 

© 

F 

0 

F1 

Fiq. £1 : Chromatogramme de l'hydrolyse de F^ 

Support : cellulose Merck. Solvant : AcOH 15%. 
Rév.: UV 350 nm. F1 = isovitexine 
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Le comportement chromatographique des aglucones de la substan­

ce £? a savoir F\ et F-, est résumé dans le tableau 12. 

Tableau 12 : Valeurs RP des aglucones de F 

F l 

F2 

isovitexine 

vitexine 

cellulose 

(AcOH 15¾) 

0,40 

0,20 

0,41 

0,186) 

polyamide 

(MeOH-H2O, 8:2) 

0,38 

0,40 

0,38 

0,396ï 

La figure 21 montre que la substance £ donne par hydrolyse 

acide 1'isovitexine, qui s'isomérise peu à peu en vitexine 

par transposition de WESSELY-MOSER [24]. 

La recherche des sucres, effectuée par Chromatographie sur 

papier (voir partie expérimentale), permet de mettre en évi­

dence du glucose. 

Par Chromatographie preparative sur colonne de cellulose avec 

le solvant AcOH 15¾, nous avons obtenu l'aglucone F_. chroma-

tographiquement pur. 

6) Ne disposant pas d'échantillon authentique de vitexine, 
nous citons les valeurs indiquées par la littérature [25]. 
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Fig. 22 : Spectre UV de £ hydrolyse dans le methanol. 

Tableau 13 : Maxima d'absorption du spectre UV de £ hydrolyse 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+A1C13/HC1 

+NaOMe 

380 

380 

398 

maxima 

.335 

349 

346 

335 

[nm] 

303 

304 

373 

280 

281 

280 
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Le spectre UV de £ hydrolyse correspond tout à fait à celui 

de l'isovitexine [23] : 

Tableau 14 : Maxima d'absorption du spectre UV 

de l'isovitexine [23] 

Solvant 

EtOH 

+AlCl3 

+EtONa 

379 

402 

342 

333 

maxima 

336 

[nmj 

303 

272 

280 

279 

Par conséquent, la substance £ est un O-glucoside du 

C-glucoside isovitexine. Le sucre est probablement attaché 

au squelette flavonique en position 4', puisque le spectre 

UV de £ avant l'hydrolyse montre que cette position est 

substituée (voir fig. 20). 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons méthylé les 

groupes hydroxyles phénoliques et examiné les spectres UV 

de la substance £ méthylée, avant et après hydrolyse acide. 

FJg 1̂ 23 : Spectre UV de £ méthylé. 
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Tableau 15 : Maxima d'absorption du spectre UV de £ méthylé 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+NaOMe 

315 

315 

315 

maxima [run] 

263 

263 

263 

231 

231 

229 

Le spectre UV ci-dessus montre que la substance IP est to­

talement méthylée, puisqu'il n'y a aucune modification de 

l'allure du spectre par addition de AlCl3 et de NaOMe. 

La substance F méthylée est hydrolysée, puis purifiée par 

passage sur colonne de Sephadex G 10 (éluant: H2O). Son 

spectre UV est le suivant : 

Fig. 24 : Spectre UV de F méthylé hydrolyse. 



45. 

Tableau 16 : Maxima d'absorption du spectre UV 

de F méthylé hydrolyse 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+NaOMe 

326 

326 

364 

maxima 

307 

[nm] 

263 

263 

264 

L'addition de chlorure d'aluminium ne modifie pas l'allure 

du spectre; on peut donc conclure à l'absence de groupe 

hydroxyle en position 5. En revanche, le méthylate de so­

dium produit un déplacement bathochrome de 38 nm de la ban­

de I avec augmentation de l'intensité, ce qui suggère la 

présence d'un groupe hydroxyle libre en position 4'. Ainsi, 

la substance F est le glucoside en 4' de l'isovitexine. 

La présence du 4'-glucoside de l'isovitexine a été signalée 

pour la première fois par LITVINENKO & COLL. [30] dans les 

feuilles de Vaccaria segetal (Caryophyllaceae) et Gypsophila 

(Caryophyllaceae), et dernièrement par WILLIAMS & MURRAY [29] 

dans les feuilles de Briza media (Gramineae). Le comportement 

chromatographique et le spectre UV de la substance F_ corres­

pondent aux données de la littérature. 

Le résultat que nous avons obtenu infirme les conclusions de 

BELLMANN [l9], lequel supposait, d'après le spectre RMN de F 

acétylé, la présence de 3 unités hexapyranosiques en plus du 

reste c-glucosyle. L'expérience nous a révélé que la substance 

isolée par Bellmann était impure. 

N. B. Le spectre RMN de F_ acétylé, que nous avons relevé au 

moment de mettre sous presse, confirme qu'il s'agit bien du 

0-glucoside en 4' de l'isovitexine. 
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PHYTOCHÏMIE COMPAREE DE LA SECTION COELANTHE 

La section Coelanthe, une des 19 sections du genre 

Gentiana, comprend 6 espèces morphologiquement bien 

distinctes, à savoir [3l] : 

- Gentiana lutea L. 

- Gentiana purpurea L. 

- Gentiana punctata L. 

- Gentiana pannonica Scop. 

- Gentiana villarsii (Griseb.)Ronn, 

- Gentiana burseri Lapeyr. 

Certains auteurs hésitent cependant à classer Gentiana 

lutea dans la section Coelanthe, car cette dernière es­

pèce diffère sensiblement des autres espèces de la sec­

tion (corolle presque dialypétale) [31]. 

Nous nous sommes proposé de rechercher les composés fla-

voniques et xanthoniques, ainsi que le bornésitol dans 

toutes les espèces de la section Coelanthe. En effet, 

nous voulions établir si les substances nouvellement iso­

lées dans Gentiana lutea se trouvaient également dans les 

autres espèces et si leur distribution pouvait être consi­

dérée comme générale à l'intérieur de cette section. 

1. Précautions à prendre 

Nous pensons qu'il est dangereux d'entreprendre un tra­

vail de phytochimie comparée sans prendre certaines pré­

cautions. 

- Il faut tout d'abord comparer les populations entre 

elles. C'est la raison pour laquelle, nous avons examiné 
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le contenu flavonique d'extraits méthanoiiques de feuilles 
de Gentiana lutea de différentes provenances : 

Jura (Mont Crosin) 

Valais (Col de la Forclaz) 
Hautes-Alpes françaises (Val du Melezet) 

Les chromatogrammes ne montrent aucune différence. 

- Le contenu flavonique peut subir des variations au cours 
de l'année. Il est par conséquent indiqué de cueillir les 
plantes toujours à la même époque, par exemple pendant la 
floraison, et cela également pour éviter de confondre les 
espèces. 

- Il est indispensable de prélever les feuilles sur la même 
partie de la plante. Nous nous sommes limités à la hampe flo­
rale. Le prélèvement de feuilles sur les touffes stériles n'est 
pas indiqué parce que l'on peut trouver au même endroit, côte 

à côte, des espèces différentes. (Par exemple, dans les Pyré­
nées orientales, Gentiana lutea et Gentiana burseri). 

- Il est insuffisant de baser un travail de phytochimie com­
parée uniquement sur l'examen chromatographique des différents 
extraits, car des taches de même couleur et de même Rf ne sont 
pas forcément constituées des mêmes substances. Dans le présent 
travail, nous avons isolé les composés polyphénoliques de cha­
que espèce par Chromatographie preparative sur colonne. Les cri­
tères de comparaison employés sont les suivants : 

- étude du comportement chromatographique 
- étude du comportement à l'hydrolyse acide 
- étude des spectres UV 
- comparaison des spectres IR 
- point de fusion (pour les glycosides, ce dernier 
critère ne convient pas toujours, car la littéra­
ture indique souvent, pour la même substance, des 
points de fusion fort divergents). 



48. 

La méthode que nous avons employée nous semble la plus 

sûre, cependant elle exige beaucoup de matériel. Elle ne 

pourrait que très difficilement être appliquée à la phyto-

chimie comparée d'espèces rares et ne possédant que de 

petites feuilles. 

5.2. Provenance du matériel végétal 

Gentiana lutea : Mont Crosin, Canton de Berne, 

ait. 1100 m. 

Gentiana purpurea : Barberine, Valais, ait. 2000 m. 

Gentiana punctata : Muottas Muragl, Grisons, ait. 2300 m. 

Gentiana pannonica : Churfirsten, Canton de St-GaIl, 

ait. 2100 m. 

Gentiana villarsii : Ceillac/Val du Melezet, Dpt Hautes-

Alpes, France, ait. 2000 m. 

Gentiana burseri : Col de Puymorens, Dpt Pyrénées 

orientales, France, ait. 1900 m. 

5.3. Isolement des composés flavoniques 

Les feuilles séchées, moulues ont été extraites par des sol­

vants à polarité croissante : ligroîne, éther, acétate 

d'éthyle, methanol (voir schéma d'extraction fig. 2). Les 

différents extraits ainsi obtenus ont été analysés par 

Chromatographie sur couche mince de polyamide avec les sol­

vants suivants : MeOH - H3O (9:1) et MeOH - H2O - AcOH 

(90:5:5). Les extraits ligroïniques et éthérés ne semblent 

pas contenir des composés flavoniques ou xanthoniques. Les 

extraits à l'acétate d'éthyle contiennent, en faible quanti­

té, les monoglycosides. Les extraits méthanoliques sont 

formés, en plus des monoglycosides, de composés à R- plus 
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élevé. C'est la raison pour laquelle, l'isolement a été 

entrepris à partir de ces derniers extraits. La figure 25 

donne un aperçu général des composés flavoniques présents, 

4.0 

O1S -

(I 

ti 

BI C© 

4 t 1+ S 6 ? » 9 « -H 

Fig. 25 : Chromatogramme des extraits méthanoliques des 

espèces de la section Coelanthe. 

Support : polyamide Merck, solvant 

(9:1) Rév. : UV 350 nm. 

MeOH-H2O 

brun 

jaune 

_ bleu clair 

1) G. lutea 

2) G. purpurea 

3) G. punctata 

4) G. pannonjca 

5) G. villarsii 

6) G. burseri 

Témoins : 

7) substance £ 

8) suDstance ti 

9),gentioside = D 

10) isovitexine = £ 

11) isoorientine + 

mangiférine c J3 + £ 
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A première vue, il semble que les substances jî (isoorientine) 

et Ç_ (isovitexine) et leur glucoside en 41, E et F, soient 

présents dans tous les extraits. Les substances !3 et jî se trou­

vent en concentration très forte, tandis que la substance F et 

surtout la substance £ ne se trouvent qu'en traces. La substance 

D' n'apparaît pas dans toutes les espèces. Par contre, une subs­

tance G à Rf plus petit que la substance A_ apparaît dans G. 

punctata, G. pannonica, G. burseri. Enfin, le chromatogramme 

montre l'absence de la substance A dans toutes les espèces de 

la section, excepté dans Gentiana lutea. 

L'isolement des composés par Chromatographie preparative sur 

colonne, a partir des extraits méthanoliques, a été effectué 

de la manière suivante : 12 - 15 g d'extrait méthanolique 

(correspondant à 100 g de feuilles sèches) dissous dans SO­

TO ml de solvant MeOH-HpO ( :1) sont introduits sur une colon­

ne de polyamide Macherey-Nagel SC 6 de longueur 100 cm et de 

diamètre intérieur 6,5 cm. L'élution est effectuée avec le sol­

vant MeOH-HpO ( :1). L'éluat est recueilli par fractions de 20 

ml à l'aide d'un collecteur automatique. Chaque fraction est 

analysée par CCM et les fractions identiques sont réunies, con­

centrées. Les fractions contenant des substances pures sont a-

bandonnées dans l'armoire frigorifique en vue de la cristalli~ 

sation, les autres soumises à une seconde séparation par Chroma­

tographie sur colonne. La figure 26 donne le schéma général d'i­

solement des différentes substances. 



51 . 

Q) 
3 
CT* 

• H 
«H 
O 
C 
flj 

J= 
4-> 
•O 
E 

4-> 
• H 

« (H 
4 J 
X 
Ql 

O) 
T ) 

m 

>> - j 

O 
a, 

U 

U 

^-*v 
rH 
« a 

n> 
• 
( j 

<\j 
X 

o OJ 

r; 

D, 
(0 
I 

•CI 
T) 

Q l 

ti 
o 

C 
0) 
E 
a» i - l 
O 
Vt 

• H 

-T) 

r-l 
ffl 
h 
*u C 

H) 

«fl 
F 

-fli 
M 
O 
Ui 

— a 
O) 
-3 
rr 
0) 
H 
O 

> •fl) 
h 

tu 
01 

>, i-t 

<n 
S 

m 
-- i 

• « ^ 



52. 

5.4. Analyse comparative du {+)-bornésîtol 

Le (+)-bornésitol, isolé selon le schéma de la figure 26, 

est présent dans toutes les espèces de la section Coelanthe. 

Il a été purifié par recristallisation dans le methanol. La 

comparaison a été effectuée avec un échantillon authentique 

de (+)-bornésitol, isolé à partir de feuilles de Gentiana 

lutea. 

Les cristaux incolores fondent à 2060C. Le point de fusion 

effectué avec le témoin ne subit aucune dépression. Le pou­

voir rotatoire spécifique, mesuré à 25°C dans l'eau, est 

identique à celui du témoin, soit 1«J = + 32,1°. 

Les spectres IR du {+)-bornésitol isolé à partir des diffé­

rentes espèces et du témoin sont rigoureusement superposa-

bles. La figure 27 représente les spectres IR du (+)-

bornésitol isolé à partir de Gentiana burseri et de l'échan­

tillon authentique. 

Fig. 27 : Spectres IR du (+)-bornésitol isolé à partir 

de Gentiana burseri et du témoin, dans Or. 

Le (+)-bornésitol se trouve en quantité relativement éle­

vée dans les feuilles de toutes les espèces de la section 

Coelanthe (0,5 à 2% du matériel sec). Ceci est d'un grand 
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intérêt, car le (+)-bornésitol est peu répandu dans la 

nature. Il n'a été décelé jusqu'ici que dans 13 espèces 

de la famille des Apocynacées [32] (famille très proche 

des Gentiannées) et dans Sarcqçephalus diderrichii Walt. 

(Rubiacées) [33]. 

5.5. Analyse comparative de £ 

La substance £ (voir chromatogramme fig. 25) a pu être 

obtenue chromatographiquement pure à partir de toutes 

les espèces étudiées. Tous les essais de cristallisation 

ayant échoué, nous avons évaporé le solvant (méthanol-

eau) et obtenu un produit amorphe de couleur jaune se 

décomposant de 194 à 2100C. 

Le comportement chromâtographique est identique à celui 

de £ isolé à partir des feuilles de Gentiana lutea : 

Rf = 0,80 sur polyamide Merck, MeOH-H3O (9:1) 

Rf = 0,68 sur cellulose Merck, AcOH 15¾ 

L'hydrolyse acide conduit à du glucose et à 2 spots de 

R_ inférieur correspondant à l'isovitexine et à la 

vitexine. 

Enfin, les spectres UV effectués dans le methanol en pré­

sence des réactifs habituels sont identiques, de même les 

spectres IR rigoureusement superposables. La figure 28 

montre les spectres IR de la substance £ isolée à partir 

de Gentiana lutea et de celle isolée à partir de Gentiana 

villarsii. 

La substance £ se trouve en concentration faible dans tou­

tes les espèces de la section (10-75 mg correspondent à 

100 g de feuilles séchées). La concentration la plus gran­

de a été observée chez Gentiana villarsii. 
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Fig. 28 : Spectres IE de F (lutea) et de £ (vii!arsii) dans KBr. 

5.6. Analyse comparative de 13 

Le chromâtogramme des extraits méthanoliques des différen­

tes espèces étudiées (voir fig. 25) montre que la distri­

bution de E_ est générale dans toute la section. 

Après une première purification par Chromatographie sur 

colonne de polyamide avec comme éluant l'eau, suivie d*une 

recristallisation dans l'eau, nous avons obtenu la substan­

ce E pure sous forme de microcristaux jaune pâle se décom­

posant entre 210 et 2200C. 

Le comportement chromâtographique est tout à fait identique 

gi celui de E isolé à partir de Gentiana lutea : 

Rf = 0,70 sur polyamide Merck, MeOH-H2O (9:l) 

Rp = 0,55 sur cellulose Merck, AcOH 15¾ 

L'hydrolyse acide conduit au glucose et à 2 spots de Rp 

inférieur correspondant à l'isoorientine et a l'orientine. 

Les spectres UV sont identiques et les spectres IR rigou­

reusement superposables. A titre d'exemple, la figure 29 

représente les spectres IR de E_ isolé à partir de Gentiana 

lutea et de E isolé à partir de Gentiana villarsii. 
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Fig. 29 : Spectres IR de E (lutea) et de E_ fvillarsiiì. 

Nous avons ainsi montré que la substance E est présente 

dans les feuilles de toutes les espèces de la section 

Coelanthe. Elle se trouve en traces dans les feuilles de 

Gentiana lutea, mais en concentration appréciable dans 

celles de Gentiana villarsii (300-400 mg pour 100 g de 

feuilles séchées). Dans les autres espèces, la concen­

tration est plus faible : de l'ordre de 50-100 mg pour 

100 g de feuilles séchées. 

Substance E_ 

Lors de l'isolement de la substance E à partir de l'ex­

trait méthanolique des feuilles de Gentiana burseri » 

nous avons remarqué la formation de cristaux jaunes en 

forme de fines aiguilles dans la fraction 2 (voir schéma 

général d'isolement fig. 26). Le comportement chromato-
•If. 

graphique de cette substance E_ est indiqué dans la figu­

re 30. 
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AcOH 15¾ 

Rév.: UV 350 nm 

Fig. 30 : Chromatogrammes de la substance E . 

Nous constatons que le comportement chromâtographique de 

E et de E est le même sur polyamide, mais nettement dif­

férent sur cellulose. E n'est probablement pas identique 

à £. Cependant, leurs spectres IR dans KBr sont pratique­

ment superposables. . 
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Fig. 31 : Spectres IR de E et de E dans KBr. 
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Afin de lever cette indétermination, nous avons effectué 

les spectres UV de E dans le methanol en présence des 

réactifs habituels. Le tableau 17 donne les maxima d'ab-

sorption des spectres UV de £ et de E_. 

Tableau 17 : Maxima d'absorption des spectres UV de E_ et E 

* 
E 

E 

MeOH 

A m a x X 

325 

335 

*max I X 

272 

272 

NaOKe 

*Amax I 

45 

45 

A A m a x X I 

8 

6 

AlCl 3 -AlCl /HCl 

AX I 
max 

47 

37 

*Amax " 

18 

10 

* 
Les spectres UV montrent que les substances E et E ne sont 
pas identiques. Ne disposant que de quelques mg de substance 
-£-
E , nous ne pouvons, pour le moment, tirer davantage de 
~" *-
renseignements quant à la structure de E_ ; nous dirons sim­

plement qu'il s'agit d'un glycoside flavonique qui n'a pas 

été repéré dans les autres espèces étudiées. 

5.7. Analyse comparative de D 

Le chromâtogramine des extraits méthanoliques des espèces de 

la section coelanthe (fig. 25) montre la présence d'une sub­

stance à même Rp que la substance D ou gentioside, dans 

Gentiana punctata, Gentiana pannonica "et Gentiana burserii. 

A partir, de l'extrait méthanolique de Gentiana punctata, 

nous avons obtenu cette substance chromatographiquement 
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pure, sous forme de microcristaux jaune pâle fondant à 

210-2120C. La substance isolée n'est probablement pas 

identique à D car le gentioside (dihydroxy-l,7-0-primevérosyl-

3-xanthone) fond à 266-267°C [l9J. Nous la désignerons par 

la lettre £'. L'étude des spectres UV permet- de tirer les 

renseignements suivants : 

»0 » HD m MQ Df 3« *oo «a 

Fig. 32 : Spectre UV de D' dans le methanol. 

Tableau 18 : Maxima d'absorption des spectres UV de D' 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+A1C13/HC1 

+NaOMe 

- 380 

- 380 

Maxima 

339 

352 

[nm] 

-297 

350 - 297 

400 • 

272 

280 

281 

281 
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Tableau 19 : Maxima d'absorption des spectres UV de D [19] 

Solvant 

EtOH 

+AlCl3 

+EtONa 

371 

426 

394 

325 

Maxima [run] 

303 260 

317 

317 

275 

272 

236 

232 

232 

Les spectres UV de D' montrent que cette substance est de 

nature flavonique alors que D est une xanthone. Elle possède 

probablement des groupes hydroxyles libres en 5, évent. 7 et 

4*. 

L'hydrolyse acide prolongée (chauffage à reflux avec HCl 2 N 

pendant 24 heures) ne provoque aucune modification de la 

substance. Il en est de même par chauffage avec HCl 5 N. 

Comme la valeur R- élevée (CCM Polyamide, MeOH-H 3O (9:1) : 

Rp = 0,57) nous suggère que D* est un glycoside, il ne peut 

s'agir vraisemblablement que d'un 6,8-di-C-glycoside• En 

effet, si D" était un 0-glycoside, nous aurions observé la 

disparition du spot initiai et l'apparition d'un nouveau spot 

à Rp plus bas. De même, si D' était un mono-C-glycoside, 

nous aurions observé 1'isomérisation des 5-hydroxy-flavones 

due à la transposition de Wessely-Moser [24]. 

Les sucres sont certainement identiques, car d'après SEIKEL 

[343» KOEPPEN [35] et WAGNER [36], les 6,8-di-C-glycosides 

possédant des sucres différents et un groupe hydroxyle libre 

en position 5 s'isomérisent lors du traitement par les aci­

des minéraux à chaud. Afin d'obtenir davantage de renseigne­

ments sur la nature de cette substance extrêmement intéres­

sante, nous avons effectué l'hydrolyse de D' par l'acide 

iodhydrique en présence de phénol (voir partie expérimenta­

l e ) , qui permet de rompre la liaison C-C reliant le sucre 
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au squelette flavonique [37]. Lors du traitement à l'acide 

iodhydrique, la molécule de sucre est entièrement détruite 

et il faut également tenir compte du fait que des groupes 

méthoxyles, par exemple, sont complètement déméthylés dans 

ces conditions. 

La figure 33 montre le comportement chromatographique de la 

substance D', avant et après traitement à l'acide iodhydri-

que. 

O1S 

0 

© 

D* 

© 
D1 h y d r 

FIg. 33 : Chromatogràmme de £' et £• hydrolyse 

Polyamide Merck, MeOH-H2O (9:1), Rév. : UV 350 nm. 

La substance D' hydrolysée a été purifiée par Chromatogra­

phie sur colonne de Sephadex LH 20 avec le methanol comme 

éluant. Le spectre UV est représenté dans la figure 34. 

Fig. 34 : Spectre UV de D' hydrolyse par HI dans le MeOH. 
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Tableau 20 : Maxima d'absorption des spectres UV de 

D' hydrolyse 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+AICI3/HCI 

+NaOMe 

348 

426 

382 

400 

-291 

-326 

356 

Maxima 

-329 

[nm] 

267 

- 300 

-295 

253 

274 

275 

266 

Les spectres UV de £' hydrolyse correspondent aux spectres 

UV de la lutéoline (tétrahydroxy-5>7,3',4* flavone) [23]. 

Il en est de même des comportements chromatographiques. 

Si l'on compare les spectres UV de D" avant et après l'hydro­

lyse par HI, on constate que la position 3' doit être substi­

tuée. 

Par conséquent, la structure de D' est probablement la 

suivante : 

R1 = R2 = glycosyle 

R 0 = inconnu 

La nature des sucres, ainsi que le substituant R3 ne pour­

ront être établis que par une étude des spectres RMN. 

Toutefois, on peut certainement affirmer que R3 n'est pas 

de nature glycosidique, sinon l'hydrolyse avec HCl aurait 

été possible. 

HO O 
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La substance D' est également présente, en quantité plus 

faible, dans les feuilles de Gentiana pannonica. (Mêmes 

Rf, mêmes comportements à l'hydrolyse acide, mêmes spec­

tres UV, spectres IR' superposables). La figure 35 montre 

les spectres IR de D' isolé à partir de Gentiana punctata 

et de D' isolé à partir de Gentiana pannonica. 

* 7 I t U C B B ! 

/Üi^3e:ü: 

n » 3d» KO wo HO OCD OtC UD OO « 0 

FIg1. 35 : Spectres IR de D* (Punctata) et de D' (Pannonica) 

dans KBr. 

La présence de D* est probable dans les feuilles de Gentiana 

burserii. (comportement chromatographique et comportement 

à l'hydrolyse acide) mais pas certaine, car nous n'avons 

pas pu isoler D1 en quantité suffisante pour enregistrer 

les spectres UV et IR. En revanche, nous concluons à son 

absence dans les autres espèces étudiées. 

L'isolement de la substance D' devra être entreprise à plus 

grande échelle à partir de Gentiana punctata afin d'établir 

si .D' est un di-C-glycoside nouveau ou l'un des rares 

di-C-glycosides décrits dans la littérature [38]. 
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5.8. Analyse comparative de C 

La substance £ <isovitexine) se trouve en concentration 

très faible dans toutes les espèces étudiées. Ce n'est 

qu*à partir de Gentiana punctata que nous avons pu isoler 

suffisamment de substance pure (10 mg pour 100 g de feuil­

les séchées) pour en enregistrer les spectres IR et UV. 

La figure 36 montre le spectre IR de £ isolé à partir de 

Gentiana punctata. 

Fig. 36 : Spectre IR de C isolé à partir de Gentiana 

punctata, dans KBr. 

Ce spectre correspond à celui de l'isovitexine [28]. 

Les spectres UV de £ isolé à partir de Gentiana punctata 

et à partir de Gentiana pannonica sont identiques et cor­

respondent à ceux de l'isovitexine décrits dans la litté­

rature [23]. 

Pour les autres espèces, nous n'avons pas pu isoler C à 

l'état pur. Cependant, le comportement chromatographique 

correspond à celui de l'isovitexine : 

CCM, Polyamide Merck, MeOH-H2O (9:1) : Rf = 0,38 

CCM, Cellulose Merck, AcOH 15% : Rf = 0,40 
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De plus, dans chaque cas, le traitement par l'acide chlor-

hydrique provoque une isomérisation. Le nouveau spot corres­

pond à la vitexine (voir fig. 21). 

Bien que nous n'.ayons pas apporté la preuve absolue de la 

présence de la substance Ç_ dans toutes les espèces étudiées, 

nous pensons que Ç_ est présent dans toute la section, car 

dans toutes les espèces nous avons montré la présence de 

la substance F (glucoside en 4' de la substance C). 

5.9. Analyse comparative de B 

La substance B (isoorientine), comme le montre la figure 25, 

semble se trouver dans les extraits méthanoliques de toutes 

les espèces étudiées. Selon le schéma général d'isolement 

(fig. 26), nous avons pu l'obtenir chromâtographiquement 

pure à partir de tous les extraits. La concentration est de 

1*ordre de 40-100 mg pour 100 g de feuilles sèches. 

La comparaison a été effectuée avec un échantillon authenti­

que isolé par BELLKANN [l9] a partir des feuilles de Gentia-

na lutea. 

Le comportement chromatographigue est le même dans chaque 

cas : 

CCM, Polyamide Merck, MeOH-H2O (8:2) : Rf = 0,30 

CCM, Cellulose Merck, AcOH 15¾ : Rf = 0,23 

Le traitement par l'acide chlorhydrique produit !'isoméri­

sation : apparition d'un nouveau spot correspondant à 

1'orientine (voir fig. 10). 

Enfin, les spectres UV dans MeOH, effectués en présence des 

réactifs habituels sont identiques et les spectres IR rigou­

reusement superposables. A titre d'exemple, la figure 37 

représente les spectres IR du témoin et de B isolé à partir 

des feuilles de Gentiana burseri-
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Fig. 37 : Spectres IR de l'isoorientine et de £ isolé 

à partir de Gentiana burseri. 

Ainsi, la distribution de la substance B est générale dans 

toute la section. Cela n'est pas étonnant, car nous avons 

montré (voir § 5-6) que le 4'-glucoside de 13 est également 

présent dans toutes les espèces étudiées. 

5.10. Analyse comparative de G 

Le chromatogramme des extraits méthanoliques des espèces 

étudiées (voir fig. 25) montre la présence d'un spot à R_ 

plus bas que 13 dans Gentiana punctata, Gentiana pannonica 

et Gentiana burserii. L'isolement et la purification de 

cette substance G sont rendus particulièrement difficiles 

du fait de la très faible concentration de cette substan­

ce dans les plantes en question. Il a cependant été possi­

ble d'isoler suffisamment de produit pour enregistrer les 

spectres UV. La figure 33 montre les spectres UV de G iso­

lé à partir de Gentiana burseri, 

Le spectre de G est typique d'une flavone possédant un 

groupe ortho-dihydroxyle, ainsi que des groupes hydroxyles 

libres en position 5, 7 et A'. 
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Fig. 38 : Spectres UV de G isolé à partir de Gentiana 

burseri , dans le methanol. 

Les spectres UV de G_ isolé à partir de Gentiana punctata 

ou a partir de Gentiana pannonica sont légèrement diffé­

rents du spectre ci-dessus, les différences étant proba­

blement dues -à la présence d'impuretés (notamment la subs­

tance B). 

Nous pensons que G (burseri ), G (punctata) et G (pannoni­

ca. ) sont identiques; toutefois, les indices que nous possé­

dons ne sont pas suffisants pour l'affirmer. 

11. Résumé et conclusion 

La répartition des substances isolées dans les espèces de 

la section Coelanthe est résumée dans le tableau 21. 

Le tableau 21 montre que les xanthones ne sont présentes 

que dans les feuilles de Gentiana lutea. En revanche, les 

C-gluco"sides isoorientine (B) et isovitexine (C), ainsi 

que leurs O-glucosides en A% , respectivement E et £, sont 

présents dans toutes les espèces de la section. La répar­

tition du (+)-bornésitol est également uniforme à l'intérieur 
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Tableau gl : Substances présentes dans les différentes 

espèces de la section Coelanthe 

b o r n é s i t o l 
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(+) = présence probable 



Flavones 

£ :- R1= R4= glucosyle, R3= R3= H 

E : R1= R4= glucosyle, R3= H, R3= OH 

D': R1= R„= glycosyle, R3=: inconnu, R4= H 

C : R1= glucosyle, R2= R3= H, R4= OH 

B : R1= glucosyle, R2= R4= H, .R3= OH 

G : R1, R , R : inconnus, R.= H 

E : glycoside flavonique inconnu 

Xanthones 

"'!of 1¾? 
HO O 

A : R1= glucosyle, R2= R4= H, R3= OH 

A- î R. = R „= R _ = H, Rj- C H _ 

D : R1= R3= H, R2= primevérosyle, R4= CH 
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de la section. De plus, les espèces punctata, cannonica et 

burseri se distinguent par la présence de 2 flavones dont 

la structure n'est pas encore établie. Relevons encore que 

dans l'espèce burseri , nous avons isolé une substance fla-

vonique nouvelle E_ non identifiée. Enfin, la concentration 

en substance E_ est particulièrement élevée dans flpntiana 

villarsii. de l'ordre de 400 mg pour 100 g de feuilles séchées. 

Il est assez surprenant de constater l'absence de xanthones 

dans les feuilles des espèces étudiées, ces dernières 

substances constituant une des caractéristiques du genre 

Gentiana. Cependant, signalons à ce propos que les nombreu­

ses xanthones identifiées dans le genre gentiana (voir ta­

bleau 2) ont été isolées à partir des racines et non des 

feuilles. Il serait extrêmement intéressant d'entreprendre 

l'isolement des composés phénoliques à partir des racines 

des différentes espèces de la section Coelanthe, afin de 

montrer si ces dernières se distinguent par la présence de 

xanthones ou par la présence des C-glucosides flavoniques 

que nous venons de mettre en évidence dans les feuilles. 

Enfin, mentionnons que cette étude de phytochimie comparée 

a montré une fois de plus qu'il est très dangereux de com­

parer les espèces en se basant uniquement sur le comporte­

ment chromtographique des substances recherchées. Pour cer­

tains glycosides, même la comparaison des spectres IR n'est 

pas suffisante pour affirmer l'identité de 2 substances ! 

Bien entendu, nous ne prétendons pas que cette étude de 

phytochimie comparée soit complète. En effet, si nous, pou­

vons conclure dans beaucoup de cas à la présence certaine 

de telle ou telle substance, ou à l'absence d'autres, il ne 

nous est pas possible pour l'instant de conclure en ce qui 

concerne la substance nouvellement isolée E . Il se pourrait 

qu'elle se trouve en traces également dans d'autres espèces. 
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6. ETUDE DES COMPOSES XANTHONIQUES DANS LES FEUILLES 

DE GEMTIAMA BAVARICA L. 

Parallèlement à l'étude systématique de toutes les espèces 

de la section Coelanthe, il nous a paru intéressant d'en­

treprendre l'étude d'une autre section du genre Gentiana 

et cela dans le dessein d'établir si les substances nou­

vellement isolées pouvaient être considérées comme carac­

téristiques de la section Coelanthe ou si on les retrouvait 

dans d'autres sections. 

Le travail de CRELEROT [l] nous a incité à aborder l'étude 

- de la section Cyclostigma qui compte une dizaine d'espèces. 

Notre choix s'est porté sur Gentiana bavarica L. parce que 

cette espèce n*a jamais été étudiée, et également parce 

qu'elle est assez fréquente dans les Alpes. A part quelques 

travaux sur les racines de Gentiana verna (voir tableau 2), 

aucune espèce de la section Cyclostigma n'a fait l'objet 

d'investigations chimiques. Gentiana bavarica est une peti­

te gentiane bleue qui pousse dans les lieux très humides : 

combes à neige, bord des ruisseaux, marais. 

Afin de ne causer aucune déprédation à la nature, le maté­

riel végétal utilisé pour notre étude est de provenance di­

verse : 

- Barberine, Valais, ait. 2000 m 

- Montagne de Fully, Valais, ait. 2150 m 

- Col du Simplon, Valais, ait. 2100 m 

- Jochpass, Obwalden, ait. 2400 m 

- Gurschenalp, Uri, alt. 1970 m 

6.1. Isolement des composés 

Après divers essais d'extraction, nous avons retenu la métho­

de que nous avons mise au point pour l'isolement des composés 
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phénoliques à partir de feuilles de Gentiana lutea, à 

savoir, l'extraction à chaud, à partir de matériel séché, 

par des solvants à polarité croissante : ligroïne, éther, 

acétate d'éthyle, methanol (voir fig. 2). 

L'extraction a été entreprise avec 150 g de matériel séché 

(feuilles + tiges). Les différents extraits obtenus ont 

été analysés par Chromatographie sur couches minces de 

polyamide. Le système MeOH-H2O-AcOH (90:5:5) [23] donne 

un aperçu général des polyphenols présents. 

0,5 -

Ü 1 1 

0 

F© 

0 

Fig. 39 : Chromatogramme des différents extraits de 

Gentiana bavarica. 

Polyamide Merck, MeOH-H3O-AcOH (90:5=5) 

Rév. : UV 350 nm 

© : brun 

O : rouge 

O ^ bleu clair 

a) extrait ligroïnique 

b) extrait éthéré 

c) extrait à l'acétate d'éthyle 

d) extrait méthanolique 

Le chromatogramme ci-dessus montre la présence de 10 spots 

qui pourraient être de nature flavonique ou xanthonique, que 

nous désignons par les lettres A - J . Dans l'extrait 
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ligroînique, se trouvent les substances B1 C et D que l'on 

trouve encore, mais en très faible concentration, dans 

l'extrait éthéré. Ce dernier montre la présence de la subs­

tance A, presque entièrement masquée par la chlorophylle. 

L'extrait à l'acétate d'éthyle contient en plus de beaucoup 

d'impuretés, les substances G_ et H, que l'on retrouve, en 

concentration plus grande, dans l'extrait méthanolique, 

avec les substances 13, £, I. et J. 

La figure 40 représente le chromatogramme des extraits 

ligrolniques et éthérés sur couches minces de polyamide 

(solvant benzène - methanol - acide acétique, 45:32:16) 

qui permet une bonne séparation des spots de R- inférieurs. 

1,0 

0,5 

0 

f 
B © 

a 

V C H LOROP. 

B © 

A © 

b 

Fig. 40 : Chromatogramme des extraits ligroïniques et 

éthérés de Gentiana bavarica. 

Polyamide Merck, CgH6-MeOH-AcOH (45:32:16) 

Rév.: UV 350 nm. 

Le système de solvant choisi permet une excellente sépara­

tion de. la substance A puisque la chlorophylle migre au front. 

L'isolement des différents composés ainsi mis en évidence a 

été effectuée par Chromatographie preparative sur colonne 

de polyamide à partir des extraits ligroînique, éthéré et 

méthanolique. 

La figure 41 en donne le schéma général : 
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extrait ligroînique extrait éthéré 

C C . polyamide 

MeOH-H2O-AcOH (90:5:5) 

CC. polyamide. 

C6H6-MeOH-AcOH (45:32:16) 

Ç . B 

(+ impuretés) 

impuretés, 

chlorophylles, 

etc. 

extrait méthanolique 

CC. polyamide 

MeOH-H2O (9:1) 

i r i — ] 
£ ,£ + impuretés 

crist. Sephadex LH20 

Fig. 41 : Schéma général d'isolement 
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6.2. Identification de D 

Isolée à partir de l'extrait ligroînique, selon le schéma 

de la figure 41, la substance D a été purifiée par recris­

tallisation dans un mélange de chloroforme et de methanol 

(l:l). Nous avons obtenu 75 mg de cristaux jaunes en forme 

d'aiguilles fondant à 159°C. L'étude des spectres UV permet 

de tirer les renseignements suivants : 
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Fig. 42 : Spectres UV de D dans le methanol 
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Tableau 22 : Maxima d'absorption des spectres UV de D 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+AlCl3+HCl 

+NaOAc 

+NaOMe 

374 

425 

374 

374 

Maxima 

3ia 

330 

330 

312 

316 

[run] 

261 

275 

275 

261 

261 

240 

238 

238 

240 

240 

Le spectre UV de D est caractéristique d'une xanthone pos­

sédant un groupe hydroxyle en position 1 (ou 8) [39]. 

La modification très légère de l'allure du spectre par l'ad­

dition de NaOMe semble indiquer qu'il n'y a pas d'autres 

groupes hydroxyles libres. 

Le spectre RMN de D dans le CDC1_ est représenté dans la 

figure 43-

_M estri. .wt 

T 

J: 

JK 
à m* H ^ 

Fig. 43 : Spectre RMN de D dans le CDCl,. 
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On constate la présence de 3 singulets à 3,90 , 3,94 et 

4,02 ppm correspondant à 3 groupes méthoxyles. Les signaux 

aromatiques apparaissent à 6,33 ppm : 2 protons sous forme 

de singulet (système AB complètement "overlapped") et à 

7,16 et 7,35 ppm, 2 protons (spectre AB, constante de cou­

plage ortho J = 9,5 cps). Enfin, à 13,25 ppm, se trouve 

un singulet correspondant à un groupe hydroxyle fortement 

déblindé par la fonction carbonyle. D'autre part, l'absen­

ce de signal dans la région de 7,5 ppm, indique que les po­

sitions 1 et 8 sont substituées [40]. Afin d'obtenir davan­

tage de renseignements sur la nature de D, nous avons pré­

paré son dérivé acétylé (voir partie expérimentale) : 

cristaux blancs en forme d'aiguilles fondant à 178°C. La 

figure 44 montre le spectre RMN de D acétylé. 

52=s£ 

IH-H-

/ 

t k 

Fig. 44 .: Spectre RMN de D acétylé. 

Le groupe acétoxyle apparaît sous forme d'un singulet à 

2,48 ppm, position 1 (ou 8), confirmant ainsi le voisinage 

de la fonction carbonyle [ai]. Deux singulets à 3,87 ppm 

(6H) et 3,92 ppm (3H) correspondent aux 3 groupes méthoxyles, 

Deux protons aromatiques apparaissent à 6,50 et 6,64 ppm 

(spectre AB; constante de"couplage J = 2,5 cps correspondant 

à J ) Les 2 autres protons aromatiques forment également 
méta'* 
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un spectre AB à 7,08 ppm et à 7,23 ppm (constante de cou-

Pla9e Jortho = 9-5 cps). 

La comparaison des spectres RMN de D et de son dérivé 

acétylé montre que seuls les protons aromatiques en méta 

sont déplacés. 

Ainsi, la substance D est une hydroxy-triméthoxy-xanthone. 

Les positions 1 et 8 sont substituées; les 2 structures 

possibles sont les suivantes : 

OCH 3 

a) hydroxy-1 triméthoxy-3,7,8 xanthone 

b) hydroxy-1 triméthoxy-3,5,8 xanthone 

Or, les xanthones substituées en 1,3,7,8 ont des spectres 

différents de celles substituées en 1,3,5,8 [4l]. 

Le spectre UV de la substance D est identique à celui de a) 

[l2][42j. Il en est de même des spectres RHH de D et de a), 

ainsi que des spectres RHN de leurs dérivés acétylés respec­

tifs [l2][42]. Par conséquent, la substance D est identique 

à a) : hydroxy-1 triméthoxy-3,7,8 xanthone. 

La figure 45 montre le spectre IR de D. 



78. 

Fig. 45 : Spectre IR de D dans KBr. 

La substance isolée est connue sous le nom de decussatine. 

Elle a été décelée pour la première fois par DALAL & COLL. 

en 1953 dans Swertia decussata (Gentianacées) [43]. 

Cependant, ces auteurs l'on décrite comme l'hydroxy-8 tri-

méthoxy-1,3,7 xanthone. En 1969, RIVAILLE & COLL. [l2]t en 

préparant l'hydroxy-8 triméthoxy-1,3,7 xanthone ont consta­

té que les propriétés de cette dernière substance étaient 

différentes de celles de la decussatine naturelle. Pour élu­

cider ce point, ils ont répété l'extraction de la decussa­

tine de Svertia decussata selon la technique de DALAL [43] 

et ont établi sa structure comme étant l'hydroxy-l-trimétho-

xy-3,7,8 xanthone. En 1969, également, STOUT S COLL. [42] 

ont identifié l*hydroxy-I triméthoxy-3,7,8 xanthone dans 

les racines de Macrocarpaea glabra (Gentianacées). Le point 

de fusion indiqué par ces auteurs est de 158-1600C, alors 

que RIVAILLE [l2] observe 151°C. Rappelons que le point de 

fusion de I) est de 159°C. 

Il est intéressant de remarquer que la decussatine n'a jus­

qu'ici été identifiée que dans la famille des Gentianacées, 

à savoir, dans les racines de Canscora decussata [44], dans 

les racines de Gentiana verna (section Cyclostigma) [15] 

et dans les feuilles de Gentiana Kochiana [12]. 
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6.3. Identification de C 

Par Chromatographie preparative de l'extrait ligroînique 

sur colonne de polyamide avec le solvant MeQH-AcOH-H 0 

(90:5:5), nous avons obtenu la substance C chromatographi-

quement pure. Après recristallisation dans le methanol, 

son point de fusion est de 19A°C, aiguilles jaunes. 

Quantité isolée : 90 mg. 

Fig. $6 : Spectres UV de C dans le methanol. 
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Tableau 42 : Maxima d'absorption des spectres UV de C 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+AlCl3 HCl 

+NaOAc 

+NaOMe 

375 

428 

428 

375 

418 

Maxima 

311 

330 

330 

311 

310 

[nm] 

261 

276 

276 

261' 

273 

239 

236 

236 

239 

Le spectre UV de £ est caractéristique d'une xanthone subs­

tituée en 1,3,7,8 [41]. L'addition de AlCl- provoque un dé­

placement bathochrome important de toutes les bandes, dû à 

la présence probable d'un groupe hydroxyle en l (ou 8). 

L'addition de NaOAc ne modifie pas l'allure du spectre; par 

contre, NaOMe provoque un déplacement bathochrome de toutes 

les bandes : présence probable d*un hydroxyle libre en posi­

tion 7. 

Fig. 47 : Spectre RMN de £ dans CDCl-
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Fig. 48 :'Spectre RMN de Ç dans DMSO. 
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Fig. 49 : Spectre RMN de £ acétylé dans CDCl-. 

L'étude des spectres RMN de £ et de son dérivé acétylé per­

met de tirer les renseignements suivants : le spectre du dé­

rivé acétylé montre la présence de 4 protons aromatiques, de 

2 groupes acétoxyles dont l'un au voisinage de la fonction 

carbonyle et de 2 groupes méthoxyles. La substance £ est donc 

une dihydroxy-diméthoxy-xanthone. La position des divers subs­

tituants peut être déterminée par la comparaison des déplace­

ments chimiques des protons aromatiques des différents spec­

tres de £, ainsi que de ceux de la decussatine. 
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Le spectre RMN de C dans DMSO montre l'effet de la liaison 

H intermoléculaire avec le solvant [46]. Les protons qui 

sont le plus influencés sont H2 et Hß qui se trouvent dans 

le voisinage immédiat des groupes hydroxyles. On observe, 

en effet, un déplacement de 0,20 et 0,08 ppm respectivement 

par rapport au spectre dans CDCl,. L'important déplacement 

pour le proton H„ transforme le spectre du type A. (dans 

CDC1~) en un spectre AB duquel on peut déduire immédiate­

ment les déplacements des 2 protons (H. et H ) , ainsi que 

la constante de couplage : J„ H =2,5-

L'examen du h des acétoxyles de £ acétylé indique que l'un 

des OH se trouve probablement en position 1, l'autre en 3 

ou 7. La comparaison avec le spectre de la decussatine acé-

tylée permet d'exclure la possibilité d'une substitution en 

3, puisque les protons en 2 et 4 ne sont pratiquement pas 

déplacés (voir tableau 43). La substance D est ainsi identi­

que à la dihydroxy-1,7 diméthoxy-3,8 xanthone. Les spectres 

UV1 RMN, ainsi que le point de fusion, correspondent aux 

données de la littérature [ll][l2]. 

La structure de la dihydroxy-1,7 diméthoxy-3,8 xanthone a 

été établie par FLOUVIER [il] en 1967- Cet auteur l'a iso­

lée à partir de Gentiana acaulis et lui a donné le nom de 

gentiacauléine. La gentiacauléine a également été isolée à 

partir des racines et des feuilles de Gentiana Kochiana 

CiI][Ia]. 

La figure 50 représente le spectre IR de £. 
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F i g . 50 : Spec t re IR de C dans KBr. 
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HO O OCH3 

C : dihydroxy-1,7 diméthoxy-3,8 xanthone (gentiacauléine) 

Identification de B 

Cette substance est isolée à partir de l'extrait ligroîni-

que selon le schéma de la figure 41. Elle est purifiée par 

cristallisation dans l'éthanol. Aiguilles jaunes, 

F.: 224-325°C. Quantité isolée : 20 mg. 

Fig. 51 : Spectres UV de B dans le methanol. 

Tableau 44 : Maxima d'absorption des spectres UV de B 

Solvant 

MeOH 

+AlCl-

+AICI3/HCI 

383 

430 

360 

350 

Maxima [nm] 

325 267 

278 

330 272 

246 

234 

240 
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Le spectre UV est caractéristique d'une xanthone substituée 

en 1,3,7,8 [4l]. L'addition de AlCl- provoque un déplace­

ment bathochrome important de toutes les bandes : présence 

d'un OH en l ou 8, éventuellement d'un groupe ortho-

dihydroxyle. La présence de ce dernier est confirmée par 

l'addition de HCl qui se traduit par un déplacement hypso-

chrome de toutes les bandes. 

L'acétylation de B_ conduit à un dérivé incolore fondant à 

187*C. Le spectre RMN de B_ acétylé est reproduit dans la 

figure 52. 

Le spectre du dérivé acétylé montre la présence d'un métho-

xyle et de 3 acétoxyles, dont deux à 2,40 et 2,41 ppm. Ce 

déplacement chimique particulièrement élevé indique qu'ils 

se trouvent au voisinage du carbonyle, c'est-à-dire en posi­

tion 1 et 8 [2l]. Le méthoxyle peut donc se trouver, soit 

en position 3, soit en position 7. La comparaison avec le 

spectre RMN de la decussatine permet de le fixer en position 

3- Le tableau 45 donne les déplacements chimiques des pro­

tons aromatiques de 13 acétylé et de la decussatine acétylée. 
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Tableau 45 ' Protons aromatiques de B acétylé et de la 

decussatine acétylée 

(i en ppm par rapport au T.M.S. pris comme 

référence interne) 

B acétylé 

acétoxy-1 tri­
mé thoxy- 3 ,7,8-
xanthone 

H2 et H4 

(J=2.5 cps) 

6,52 

6,63 

6,50 

6,64 

H- et H, 
5 6 

(J-9,5 cps) 

7,24 

7,38 

7,08 

7,23 

On constate en effet que les protons en 2 et en 4 ne sont 

pas déplacés. 

La substance B est donc la trihydroxy-1,7,8 méthoxy-3-

xanthone. 

Les spectres UV, IR, RMN, ainsi que le point de fusion, sont 

identiques aux données de la littérature [l2][45J-

La figure 53 représente le spectre IR de B. 

wnïirwar* iwAW 

BCO 3OM (DO UOO UOO K D DJ) 000 000 
W-I lMMH ICH) 

Fig. 53 : Spectre IR de B dans KBr. 
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La trihydroxy-1,7,8 méthoxy-3 xanthone a été identifiée 

pour la première fois par GUYOT & COLL. en 1968 dans les 

feuilles de Gentiana Kochiana [131 et par les mêmes au­

teurs, en 1969, dans les tiges de Svertia decussata. Ils 

ont proposé de l'appeler "gentiakochianine". Parallèle­

ment aux travaux mentionnés ci-dessus, KOMATSU [45] l'a 

isolée à partir des feuilles de Swertia japonica et lui 

a attribué le nom de "swertianine". 

C H 3 P T 3 T 0 i p l 
HO O OH 

B = trihydroxy-1,7,8 méthoxy-3 xanthone 

Identification de A 

Cette substance a été isolée de l'extrait éthéré par Chro­

matographie sur colonne de polyamide avec le solvant 

C,H,-MeOH-AcOH (45:32:16). Après recristallisation dans 
D D 

l'éthanol : aiguilles jaunes très fines, F.: 332-3330C. 

Quantité isolée : 17 mg. La valeur R- très faible de cet­

te substance laisse supposer qu'elle possède beaucoup de 

groupes hydroxyles libres. 
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Fig. 54 ; Spectres UV de A dans le methanol. 
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Tableau 46 : Maxima d'absorption des spectres UV de A 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+A1C13/HC1 

385 

-360 

Maxima 

329 

360 

^332 

[nm] 

265 

278 

270 

238 

244 

240 

Le spectre UV de A est caractéristique d'une xanthone pos­

sédant un groupe hydroxyle en 1 ou 8, et un groupe 

o-dihydroxyle. Elle pourrait être substituée en 1,3,7,8 [41]. 

Le spectre RMN du dérivé acétylé est représenté dans la fi­

gure 55. 

3=fc " V ' . » 

ili 

JLJL-IL 

•A1 " t J u —ir1 

\\ /t. k 
Fig. 55 : Spectre RMN de A acétylé dans le CDCl3. 

Le spectre ci-dessus montre la présence de 4 groupes acéto-

xyles et de 4 protons aromatiques, La substance A est donc 

une tétrahydroxy-xanthone. Un singulet à 2,40 ppm correspond 

à 2 groupes acétoxyles. Ce déplacement chimique particuliè­

rement élevé indique qu'ils se trouvent au voisinage de la 
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fonction carbonyle (positions 1 et 8) 21 . Un autre singulet 

à 2,30 ppm correspond aux autres groupes acétoxyles auxquels 

on peut attribuer les positions 3 et 7. Deux doublets centrés 

à 6,80 et 7,20 ppm (J 2,3 cps) correspondent aux protons H1-

et H6 apparaissent à 7,33 et 7,45 ppm (spectre AB, J 10 cps). 

La substance A est donc la tétrahydroxy-1,3,7,8 xanthone. 

Les spectres UV, IR, NNR, ainsi que le point de fusion, sont 

identiques aux données de la littérature [l2][45]. 

Le spectre IR de A est représenté dans la figure 56. 

«MUMIH«*>SI 
3 1 S t 7 6 ( D D B Z D 

Fig. 56 : Spectre IR de A dans KBr. 

Le premier isolement de la tétrahydroxy-l,3,7,3 xanthone, à 

partir de Swertia japonica, est signalé par KOMATSU [45], qui 

l'appelle "norswertianine". Elle a également été isolée à par­

tir des racines de Canscora decussata (Gentianacées) par 

CHAUDHURI & GHOSAL [44]. Mentionnons qu'elle a été préparée 

par déméthylation de la decussatine [43]. 

A_ : tétrahydroxy-1,3,7,8 xanthone. 
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6.6. Identification de Ĵ  

La substance ̂  est isolée par cristallisation à partir de 

la première fraction issue de la Chromatographie prepara­

tive sur colonne de polyamide de l'extrait méthanolique 

avec le solvant MeOH-H-O (9:1) (voir fig. 41). Elle est 

purifiée par recristallisation dans MeOH. F.: 192-193°C 

(décomp.), microcristaux jaune pâle-blanc. Quantité isolée : 

105 mg. 

Fig. 57 : Spectres UV de ̂  dans le methanol. 

Tableau 47 : Maxima d'absorption des spectres UV de 2. 

Solvant 

HeOH 

+AlCl 

+NaOMe 

355 

355 

355 

Maxima 

304 

304 

304 

[nm] 

250 

250 

250 

242 

242 

242 
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Le spectre UV de ̂  est caractéristique d'une xanthone. 

L'addition de AlCl, ne modifie pas l'allure du spectre. 

Il en est de même pour l'addition de NaOMe. La substance 

J ne possède donc aucun groupe hydroxyle libre. 

La valeur R~ particulièrement élevée laisse supposer que 

J est probablement un glycoside. Afin de vérifier cette 

hypothèse, nous avons effectué l'hydrolyse acide (voir 

partie expérimentale). Le comportement chromatographique 

de 2» avant et après hydrolyse, est indiqué dans la figu­

re 58. 

0.5 

O 

© 

J J hydr. 

© 

D 

Fig. 58 : Chromatogramme de ̂  et de Ĵ  hydrolyse. 

Polyamide Merck, MeOH-H2O-AcOH ¢90:5:5) 

Rév.: UV 350 nm O : bleu-vert 

© : brun 

L'hydrolyse de J conduit è un spot de Rf inférieur corres­

pondant à la decussatine. La recherche des sucres (voir 

partie expérimentale) a permis de mettre en évidence le 

glucose et le xylose. 

L'aglycone a été purifié par Chromatographie sur colonne 

de gel de silice avec le solvant CHCl_-Me0H (95:5)- Il est 

identique à D (decussatine) : mêmes comportements chromato-

graphiques, mêmes points de fusion, mêmes spectres UV, 

spectres IR superposables. 
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Fig. 59 : Spectres IR de J hydrolyse et de la decussatine 

dans KBr. 

Ainsi, la substance ̂  est un O-glycoside de la decussatine. 

Le sucre est probablement le primevéroside qui, par hydro­

lyse acide, donne du xylose et du glucose [6]. 

Le spectre RMN de j; acétylé est représenté dans la figure 60. 

Fig. 60 : Spectre RMN de J acétylé dans CDCl3. 

Dix-huit protons correspondant à 6 groupes acétoxyles alipha-

tiques apparaissent entre 1,90 et 2,20 ppm. 



93. 

Dans la région 3,30-5.50 ppm, se trouvent 21 protons; parmi 

eux, 3 singulets représentant les 3 groupes méthoxyles aro­

matiques. Ainsi, le reste osidique est formé de 6 groupes 

hydroxyles et de 13 protons non hydroxyliques, ce qui cor­

respond au disaccharide primevérose. 

Les protons aromatiques H- et H. apparaissent à 6,58 et 6,72 

ppm (spectre AB, J = 2,5 cps). Les protons H1. et H- forment 

un spectre AB à 7,05 et 7,18 ppm (J = 9,5 cps). 

Ainsi, la substance J_ est le primevéroside de la decussatine, 

Son spectre IR est indiqué dans la figure 61. 

3 ' i « 7 * « IO O il » 

3 ¾ ! MXl MCO KJOO B tO TKlO 1400 BOO TCOO 000 «00 «yi 

Fig. 61 : Spectre IR de J_ dans KBr. 

Le primevéroside de la decussatine a été décelé dans les 

racines de Gentiana verna par RiVAILLE & COLL. [15]. Hais 

ces auteurs, n'ayant pas pu l'obtenir sous forme cristalli­

ne, n'en ont décrit aucun spectre. 

Il est extrêmement intéressant de trouver ce glycoside nou­

veau .dans Gentiana bavarica et dans Gentiana verna (racines), 

ces 2 espèces appartenant à la même section. 
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Ir* inj 

J s primevéroside de la decussatine 

6.7- Identification de I 

Nous avons obtenu 160 mg de substance I pure après recris­

tallisation dans le methanol à 90¾. 

Microcristaux jaune pâle, F.= 163°C. 

L'étude des spectres UV permet de tirer les renseignements 

suivants : 
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Tableau 48 : Maxima d'absorption des spectres UV de I 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+NaOMe 

+NaOAc 

362 

362 

408 

362 

Maxima 

304 

304 

304 

[nm] 

253 

253 

275 

253 

242 

242 

246 

242 

Le spectre UV de 1_ est caractéristique d'une xanthone. 

Comme l'addition de AlCl- ne modifie pas l'allure du 

spectre, nous pouvons exclure la présence d'un groupe 

o-dihydroxyle ou celle d'un hydroxyle libre en position 

1 ou 8. 

En revanche, la présence d'un hydroxyle libre en position 

7 est probable : pas de modification du spectre par l'ad­

dition de NaOAc, mais déplacement bathochrome important 

sous l'effet de NaOMe. 

La valeur R- élevée de la substance I indique qu'il s'agit 

probablement d'un glycoside. L'hydrolyse acide confirme 

cette hypothèse. Le comportement chromatographique de 1_ 

et de I_ hydrolyse est indiqué dans la figure 62. 

0,5 

O 

l 

© ® 

lhyd. C 

© 

D 

Fig. 63 : Chromatogramme de 1_ et de ̂  hydrolyse. 

Polyamide Merck, MeOH-H2O-AcOH (90:5:5) 

Rév.: UV 350 nm 
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L'hydrolyse de Î  conduit à un spot de R. inférieur corres­

pondant a la substance Ç_ (gentiacauléine). 

La recherche des sucres (voir partie expérimentale) a mis 

en évidence du glucose et du xylose. 

L'aglycone de ̂  a été purifié par Chromatographie sur colon­

ne de gel de silice avec le solvant CHci.-MeOH (95:5). Il 

est identique à la substance C (gentiacauléine) : comporte­

ments chromatographiques, points de fusion, spectres UV, 

IR et NMR identiques. 

•su axa »co loco «co «co wo eoo txa eao m » 

Fig. 64 : Spectres IR de I_ hydrolyse et de la gentiacauléine. 

C = gentiacauléine 

La substance ̂ I est un O-glycoside de la gentiacauléine. 

La position d'attache du sucre ne peut être qu'en position 

1 puisque le spectre UV de ̂ . montre l'absence d'un groupe 

CH libre dans cette position et la présence d'un groupe OH 

libre en position 7. Le sucre est certainement le disaccha-

ride primevérose, car nous avons mis en évidence le glucose 

et le xylose dans l'hydrolysat de J^. 



97. 

Le spectre RMN du dérivé acétylé de _I est représenté à la 

figure 65-

Fig. 65 : Spectre RMN de Î  acétylé dans CDCl3. 

Entre 1,8 et 2,2 ppm se trouvent 3 singulets correspondant 

à 6 groupes acétoxyles aliphatiques. Le groupe acétoxyle 

aromatique apparaît à 2,31 ppm. Le déplacement chimique as­

sez bas de ce groupe indique qu'il ne se trouve pas au voi­

sinage de la fonction carbonyle (position 1 ou 8) [21 ]. La 

courbe d'intégration indique la présence de 19-20 protons 

entre 3,30 et 5,50 ppm. Parmi eux se trouve, à 3,90 ppm, un 

singulet correspondant à 2 méthoxyles. Les protons H2 et H. 

forment un spectre AB à 6,60 et 6,70 ppm (J = 2,5 cps). 

A. 7,08 et 7,28 ppm se trouvent les protons H1. et H, (spectre 

AB, J = 10 cps). 

Le spectre RKN de Î  acétylé confirme la structure d'un 

O-primevéroside de la gentiacauléine, la position d'attache 

du sucre ne pouvant être qu'en 1. 

Une preuve supplémentaire peut être apportée par la méthyia-

tion de la substance Î  En effet, si la structure établie 

est exacte, la méthylation de l_ ne peut conduire qu'à la 

substance ̂ J (primevéroside de la decussatine). 
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La substance Î  en solution dans le methanol, a été méthy-

lée selon les indications de ROSPRIM [28]. Le produit obte­

nu a été purifié par recristallisation dans le methanol. 

Son spectre UV est représenté dans la figure 66. 

Fig. 66 : Spectres UV de Î  méthylé. 

Tableau 49 : Maxima d'absorption des spectres UV 

de I méthylé 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+NaOMe 

354 

354 

354 

Maxima-

304 

304 

304 

[nm] 

250 

250 

250 

242 

242 

242 

Les spectres UV montrent que la méthylation est complète : 

aucune modification de l'allure du spectre par l'addition 

des réactifs AlCl3 et NaOMe. Par ailleurs, ils sont identi­

ques aux spectres UV de la substance J_ (voir fig. 56). 
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Les spectres IR de Î  méthylé et de £ sont superposables 

(voir fig. 67). 

S K M 3CCO JS tD !CDO «CO W t O MOO I M O COO SCO 

Fig. 67 : Spectre IR de I_ méthylé et de ̂J dans KBr. 

L'hydrolyse acide de 1_ méthylé conduit à la decussatine : 

identité des spectres UV et IR, mêmes points de fusion. 

Ainsi, la position d'attache du sucre ne peut être qu'en 1. 

La substance l_ est par conséquent l'hydroxy-7 diméthoxy-3,8-

O-primevérosyl-l xanthone ou primevérosyl-1 gentiacauléine. 

_! = O-primevérosyl-1 gentiacauléine 

La substance isolée est nouvelle. Nous proposons de lui at­

tribuer le nom de gentiabavaroside. 

Rappelons cependant ici qu'un primevéroside de la gentia­

cauléine, le gentiacauloside, a déjà été isolé à partir des 

feuilles et des racines de Gentiana acaulis et de Gentiana 

Kochiana; mais, dans ce glycoside, le primevérose est fixé 

en position 7 [9][l2]. 
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6.8, Identification de H 

Selon le schéma de la figure 41, nous avons isolé 85 mg de 

substance H pure. F.: 219-221°C (recristallisation dans le 

methanol). 

Fig. 68 : Spectres UV de H. 

Tableau 50 : Maxima d'absorption des spectres UV de H 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+A1C13/HC1 

378 

~ 408 360 

355 

Maxima 

330 

[nm] 

339 

334 

263 

278 

273 

237 

Le spectre UV de K est typique d'une xanthone possédant un 

groupe hydroxyle libre en position 1 ou 8. De plus, elle 

est probablement tétrasubstituée en 1,3,7,8 [4l]. 

La valeur R- élevée indique qu'il s'agit probablement d'un 

glycoside. L'hydrolyse acide conduit à un spot de Rf infé­

rieur, ainsi qu'au glucose et au rhamnose (voir partie ex­

périmentale : recherche des sucres). Le comportement 
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chromatographique de H avant et après hydrolyse est repré­

senté dans la figure 69. 

0.5 

© 

H 

O © 

Hhyd. B 

O 

A 

Fig. 69 : Comportement chromatographique de H avant et 

après hydrolyse acide. 

Polyamide Merck, MeOH-H2O-AcOH (90:5=5) 

Rév. : UV 350 nui. 

La valeur R„ de la substance H hydrolysée correspond à 

celle de B. L'aglycone recristallisé dans le methanol fond 

à 224°C. Les spectres UV et IR sont identiques à ceux de 

la substance B (gentiakochianine). 

Cl 
gentiakochianine : 

HO O OH 

Ainsi, la substance H est un O-glycoside de la gentia­

kochianine, le sucre étant formé de glucose et de rhamnose. 

^w. 
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Le spectre RMN du dérivé acétylé de H est représenté dans 

la figure 70. 

Fig. 70 : Spectre RMN de H acétylé. 

Un doublet centré à 1,17 ppm (J = 6 cps) indique la présen­

ce du groupe méthyle du rhamnose [47]- Entre 1,80 et 2,2 

ppm apparaissent 18 protons, correspondant à 6 groupes acé-

toxyles aliphatiques. 

Deux acétoxyles aromatiques se trouvent à 2,43 ppm (position 

1 et 8) [2l]. Entre 3,30 et 5,50 ppm apparaissent 15 protons 

et parmi eux, à 3,86 ppm, un singulet pouvant être attribué 

au groupe méthoxyle. Les protons H3 et H4 forment un spectre 

AB à 6,50 et 6,67 ppm (J = 2,4 cps). Les protons H5 et Hfi 
apparaissent à 7,36 et 7,41 ppm (spectre AB, J = 10 cps). 

L'étude du spectre RMN de H acétylé, montre que le sucre ne 

peut être qu'un rhamnoglucoside, puisque les positions 1 et 

8 sont occupées par des groupes hydroxyles. La position d'at­

tache du sucre est, par conséquent, en 7. La comparaison 

avec le spectre RMN de la decussatine acétylée montre d'ail­

leurs que les protons H3 et H4 ne sont pas déplacés (voir 

tableau 43). 

D'autre part, le spectre UV de H est identique à celui de 

la swertiapérennine : A m a x à 380, 330, 263, 238 nm [12]. 
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swertiapérennine : 

HO 0 OH 

Les seuls disaccharides, contenant du glucose et du rham-

nose, trouvés dans les hétérosides polyphênoliques natu­

rels sont le rutinose et le néohespéridose, respectivement 

6- et 2-0-a-L-rhamnopyranosyl-p-D-glucopyranose [48]. 

HO ^ - 0 v 0 

H \ H *i*/H 

HO OH 

CH^OH 
O. 0 R 

rutinose néohespéridose 

MABRY & ROESLER [47], en étudiant les spectres RMN d'une 

série de rhamnoglucosides flavoniques acétylés, ont éta­

bli des règles permettant de distinguer les rutinosides 

des néohespéridosides. Dans les néohespéridosides acéty­

lés, le multiplet complexe entre 4,50 et 5,50 ppm-, indi­

que la présence de 7 protons correspondant aux positions 

1,2,3,4 du rhamnose et 1,3,4 du glucose. Les signaux à 

3,40 - 4,40 ppm représentent 5 protons : position 5 du 

rhamnose et positions 2,5,6 du glucose. Dans les rutino­

sides acétylés, les signaux entre 4,50 et 5,50 ppm 
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représentent 8 protons (positions 1,2,3,4 du glucose et 

1,2,3,4 du rhamnose), tandis que les signaux à 3,40 - 4,40 

ppm correspondent à 4 protons (positions 5 et 6 du glucose 

et 6 du rhamnose). 

Dans le cas de H acétylé, la courbe d'intégration pour la 

région 4,50 - 5,50 ppm indique la présence de 8 protons. 

tandis qu'entre 3,40 et 4,40 ppm se trouvent 7 protons, 

dont 3 correspondent au groupe méthoxyle. par conséquent, 

la substance H est un rutinoside. 

Cependant, le spectre IR de H montre la présence d'une 

bande vers 1720 cm-1 qui ne peut être attribuée qu'à un 

ester ou à une lactone. La figure 71 représente les spec­

tres IR de H et de H hydrolyse. 
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Pig- 71 : S p e c t r e s IR de H e t de H hydro lyse dans ICBr, 
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La bande vers 1720 cm" a disparu dans le spectre de l'agly-

cone. Afin d'obtenir davantage de renseignements sur la 

présence inattendue de cette bande, nous avons enregistré 

le spectre EMN de ü dans DMSO. 

, ^ . . . - J . &••• ——^ i . • ^ 1 1 I H i I I i ' - i ! « ' - - - & • Ù ; 1 ^ 1 ' • - * - - i 

Fig. 75 : Spectre EMN de § dans DMSO. 

Vers 1 ppm apparaît un doublet correspondant au groupe 

méthyle du rhamnose. Le singulet à 2,05 ppm (3 protons) 

ne'peut être attribué qu'à un groupe acétoxyle aliphatique. 

Entre 3,00 et 5,50 ppm (multiplet complexe) se trouve un 

singulet (6 = 3,90 ppm) correspondant à un groupe méthoxy-

Ie. Les A protons aromatiques forment des spectres AB à 

6,40 et 6,55 ppm (J = 2,3 cps) et à 7,04 et 7,62 ppm 

(J = 9,5 cps). Enfin, les 2 protons hydroxyles, fortement 

déblindés par la proximité immédiate de la fonction carbo-

nyle, apparaissent à 11,85 ppm. 

Par conséquent, la présence d'une bande vers 1720 cm" dans 

le spectre IR de H peut être attribuée à un groupe acétoxy­

le aliphatique. La position d'attache de ce groupe ne peut 

se trouver que sur le rutinose. 

Ainsi, la substance H est un O-acétyl-rutinoside en 7 de 

la gentiakochianine auquel nous proposons d'attribuer le 

nom de gentiabavarutinoside. 
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O=C-CH3 

En 1972, WAGNER & COLL. [49] ont isolé à partir de Linum 

maritinum pour la première fois un O-acétyl-rhamnogluco-

side flavonique. Ils n'ont cependant pas établi la posi­

tion d'attache du groupe acétyle sur la partie glycosidi-

que. 

Signalons enfin que la substance fl est le premier rhamno-

glucoside xanthonique décrit, presque tous les glycosides 

xanthoniques connus étant des primevérosides. 

Identification de G 

La substance G a été purifiée par recristallisation dans 

le methanol. Cristaux jaunes, F.= 221"C. Quantité isolée : 

32 mg. 
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Fig. 73 : Spectres UV de G dans le methanol. 

Tableau 51 : Maxima d'absorption des spectres UV de G 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+AlCl-/HCl 

+NaOMe 

+NaOAc 

380 

-440 

-440 

-435 

380 

Maxima [nm] 

312 270 

341 280 

338 280 

-307 ~287 

312 280 

240 

248 

245 

275 

-240 

246 
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Le spectre UV de G est caractéristique d'une xanthone 

possédant un groupe hydroxyle libre en position 1 ou 8. 

Comme l'addition de NaOAc ne modifie pas l'allure du 

spectre, la position 3 doit être substituée. 

gXO EUQ ttSO VOQ ÜCQ_ ' HOO QOO BQO EOO 0OD * ° 

Fig.74 : Spectre IR de G 

L'hydrolyse acide conduit à un spot de R- .inférieur, au 

glucose et au xylose. Le comportement chromatographique 

de G et de (3 hydrolyse est indiqué dans la figure 75. 

0,3 

G G hyd B 

Fig.75 : Chromatogramme de G et de G hydrolyse. 

Rév.: UV 350 nm. 

Polyamide Merck, MeOH-H2O-AcOH (90:5:5) 
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L'hydrolyse de G_ conduit à un spot correspondant à la 

gentiakochianine. Après purification par Chromatographie 

sur colonne de Sephadex LH 20, l'aglycone de G_ s'avère 

identique à la gentiakochianine : mêmes spectres UV et IR. 

WWII«!* IHÇHOWI 

asm aro Kœ x to «œ «m « n eco a » KO eoo .co 

Fig. 76 : Spectres IR de G hydrolyse et de la 

gentiakochianine dans KBr. 

La substance G est donc un primevéroside de la gentia-

koehianine. 

Gentiakochianine : 

HO O OH 

JLA >/jta^C^ 

^^^JK^^JÎJ \ _ ^ 
A • K •i'1 Û : U ' " ' = ^ Ĵi 

Fig. 77 : Spectre RMN de G acétylé dans CDCl,. 
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Le spectre RHN de G_ acétylé est représenté dans la figure 77. 

Entre 1,85 et 2,10 ppm se trouvent 18 protons correspondant 

aux 6 groupes acétoxyles du primevérose. Le spectre montre 

également la présence de 2 acétoxyles phénoliques dont un 

seul au voisinage de la fonction carbonyle (à 2,48 ppm); 

l'autre, a 2,30 ppm, est en position 7. Ainsi, le sucre peut 

se trouver en 1 ou en 8. Entre 3,30 et 5,50 ppm apparaissent 

environ 17 protons; parmi eux, un singulet a 3,89 ppm cor­

respondant à un groupe méthoxyle. Les 4 protons aromatiques 

se trouvent à 6,53 et 6,63 ppm (spectre AB, J = 2,5 cpsj et 

à 7,23 et 7,35 ppm (spectre AB, J = 10 cps). 

L'étude du spectre ci-dessus montre que la position d'atta­

che du sucre ne peut être qu'en 1 ou en 8. Nous lui attri­

buons la position 1, car le spectre UV de G est différent 

de celui du gentiakochianoside (primevéroside en 8 de la 

gentiakochianine) [12]. 

Substance G : >„,.„ 380 • 312 270 240 
— FTIaX 

Gentiakochia­
noside : * „ 364 306 256 238 

max 

Lorsque nous aurons isolé davantage de substance G, nous 

pourrons apporter une vérification supplémentaire. En effet, 

la méthylation des hydroxyles phénoliques, suivie de l'hy­

drolyse, doit conduire à la decussatine. 

La substance G est ainsi un primevéroside xanthonique nou­

veau, isomère du gentiakochianoside identifié par RIVAILLE 

& COLL. [l3][l2] dans les racines de Gentiana Kochiana^ au­

quel nous attribuons le nom d'isogentiakochianoside. 

0 O OH 
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6.10. Identification de F 

La substance F_ a été purifiée par recristallisation dans 

le methanol. Cristaux jaunes, F.: 247°C (décomp.). Quanti­

té isolée : 44 mg. -

L'étude des spectres UV permet de tirer les renseignements 

suivants : 

FJg1. 78 : Spectres UV de F dans le methanol. 
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Tableau 52 : Maxima d'absorption des spectres UV de £ 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+A1C13/HC1 

+NaOAc 

+NaOMe 

378 

435 

435 

315 

347 

343 

351 

351 

Maxima [nm] 

267 

278 

278 

262 

305 

242 

247' 

245 

283 257 

Le spectre UV de £ est caractéristique d'une xanthone pos­

sédant un groupe hydroxyle en 1 ou en 8. 

L'addition de NaOMe, ainsi que celle de NaOAc, provoquent 

à peu près la même modification de l'allure du spectre, 

d'où présence probable d'un groupe hydroxyle en position 3. 
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Fig. 75 : Spectre IR de £. 

L'hydrolyse acide de £ conduit à un spot de Rf inférieur, 

au glucose et au xylose. 
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1.0 

O1S 

F F hyd A B 

Fig. 80 : Comportement chromatographique de F et F hydrolyse. 

Polyamide Merck, 

Rév.: UV 350 nm. 

Polyamide Merck, MeOH-H2O-AcOH (90:5:5) 

L'aglycone de £ est identique à la substance A (tétra-

hydroxy-1,3,7,9 xanthone) : mêmes spectres UV et IR. 

»0 KCO IXO KDD K D RIO HCO OtD DB KJO 800 «30 
kmcflAK? roti 

Fig. 81 : Spectres IR de.F_ hydrolyse et de A dans KBr. 

Ainsi, la substance F_ est un primevéroside de la tétra-

hydroxy-1,3,7,8 xanthone. 
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L'étude du spectre RMN de £ acétylé permet de tirer les 

renseignements suivants : 

Fig. 8g : Spectre RMN de £ acétylé dans CDCl3. 

Entre 1,80 et 2,10 ppm se trouvent 18 protons correspon­

dant à 6 groupes acétoxyles aliphatiques. Les 3 acétoxy-

les phénoliques forment des singulets à 2,30; 2,37; 2,49 

ppm, ce dernier indiquant le voisinage immédiat de la 

fonction carbonyle [21]. 

Le multiplet complexe entre 3,00 et 5,50 ppm montre la 

présence de 13 protons de sucre. Enfin, les 4 protons aro­

matiques forment des spectres AB à 6,75 et 6,96 ppm 

(J = 2,3 cps) et à 7,28 et 7,40 ppm (J = 10 cps). En 

comparant le spectre RMN de £ acétylé avec celui de la 

tétra-acétoxy-1,3,7,8 xanthone, on constate que seuls les 

protons H2 et H sont déplacés. 
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Tableau 5 3 : Spectres RMN de F_ acétylé et de la 

tétra-acétoxy-1,3,7,8 xanthone dans CDCl-

(cS en ppm par rapport au T.M.S. pris comme 

référence interne) 

F acétylé 

tétra-acétoxy-

1,3,7,8 xanthone 

H2 et H4 

6,75 

6,96 

6,80 

7,20 

H, et H, 

7,28 

7,40 

7,33 

7,45 

Comme F acétylé ne possède qu'un seul groupe acétoxyle en «t 

de la fonction carbonyle, le sucre ne peut être attaché 

au squelette xanthonique qu'en position 1. La substance _F 

est par conséquent la trihydroxy-3,7,8 O-primevérosyl-l-

xanthone. 

F_ est ainsi un nouveau primevéroside xanthonique auquel nous 

.attribuons le nom de norswertiaprimevéroside, son aglycone 

étant connu sous le nom de norswertianine [45]. 

La méthylation de _F, suivie de l'hydrolyse, pourra être en­

treprise dans le but de vérifier la structure proposée. 

H OH H OH 
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6.11. Identification de E 

La substance E n'a été isolée qu'en très faible quantité 

— 1 mg. L'étude des spectres UV nous permet cependant de 

tirer les renseignements suivants : 
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Fig. 83 : Spectres UV de E dans MeOH. 
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Tableau 54 : Maxima d'absorption des spectres UV de E 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+AlCl /HCl 

+NaOAc 

+NaOMe 

378 

435 

435 

Maxima 

315 

347 

343 

352 

351 

[nm] 

267 

278 

278 

262 

305 

242 

247 

245 

257 

Ce spectre est caractéristique d'une xanthone possédant un 

groupe hydroxyle libre en 1 ou 8 et en 3- On remarque de 

plus qu'il est semblable au spectre UV de F (voir fig. 78 

et tableau 52). 

L'hydrolyse acide conduit à un spot de Rp inférieur et au 

glucose. 

0,5 
@ 

E 

Q O 

Ehyd. A 

© 

B 

Fig. -84 : Chromatogramme de IÇ et IS hydrolyse 

Polyamide Merck, MeOH-H2O-AcOH (90:5:5) 

Rév.: UV 350 nm. 
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La substance E hydrolysée correspond à la tétra-

hydroxy-1,3,7,8 xanthone. D'autre part, la similitude 

des spectres UV de £ et de E indique que la position 

d'attache des sucres est la même dans les 2 substances : 

position 1. 

La valeur R- différente de F et E est certainement due à 

la présence de sucres différents dans ces 2 substances, 

à savoir le glucose dans le cas de j3 et le primevérose 

dans le cas de £. 

La substance IS pourrait par conséquent être la trihydro-

xy-3,7,8 O-glucosyl-1 xanthone. Il est bien entendu que 

seule l'étude des spectres RMN de £ permettra de véri­

fier cette hypothèse. 

Par analogie avec la substance £, nous lui attribuons le 

nom de norswertiaglucoside. 

Structure probable de 

1/ \l O O OH 

H OH 

6.12. Relations entre les substances isolées 

Toutes les substances isolées à partir des différents ex­

traits de feuilles de Gentiana bavarica sont des xanthones 

substituées en 1,3,7,8. Les substituants sont des groupes 

hydroxyles, des groupes méthoxyles et des restes O-glycosi-

diques. Une vérification a été apportée par l'hydrolyse 

acide de l'extrait méthanolique formé des O-glycosides 

xanthoniques, suivie de la méthylation par un excès de dia-

zométhane (voir partie expérimentale). La figure 85 illus­

tre le comportement chromatographique de l'extrait méthano­

lique, de l'extrait méthanolique après hydrolyse acide et 

de l'extrait méthanolique hydrolyse puis méthylé. 
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AO 

O1S 

Fig. 35 : Chromatogramme montrant les relations entre les 

xanthones isolées des feuilles de Gentiana bavarica. 

Polyamide Merck, MeOH-AcOH-H2O (90:5:5), Rév.: UV 350 nm 

O : bleu-vert >^ : hydrolyse, acide 

® : brun Jt : méthylation 

a) extrait méthanolique 

b) extrait méthanolique hydrolyse 

c) extrait méthanolique hydrolyse méthylé. 

Ainsi, l'hydrolyse acide de l'extrait méthanolique conduit 

aux substances A_, B, £ et D, qui ont également été identifiées 

dans les extraits ligroi'niques et éthérês. 
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La méthylation complète du mélange de ArI3,£ et D conduit 

à un seul spot t, de Rp plus élevé et de coloration bleue 

sous lumière UV à 350 nm. La substance £ ne peut être 

que la tétraméthoxy-1,3,7,8 xanthone; la figure 86 montre 

son spectre UV. 

Fig. 86 : Spectre UV de Ï: dans MeOH. 

Tableau 55 : Maxima d*absorption des spectres UV de K 

Solvant 

MeOH 

+AlCl3 

+NaOMe 

350 

350 

350 

Maxima 

303 

303 

303 

[nm] 

251 

251 

251 

242 

242 

242 

Le spectre UV de JC est typique d'une xanthone ne possédant 

aucun groupe hydroxyle libre (aucune modification de l'al­

lure du spectre par addition de AlCl, et NaOMe). Il est 

identique à celui de la tétraméthoxy-1,3,7,8 xanthone 
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(*»=•»• à 351, 303, 252, 242) [42]. Les points de fusion de 
ilia X 

IC et de la tétraméthoxy-1,3,7,8 xanthone sont identiques 

(l65-167°C). Le spectre IR de la substance IC est représen­

té dans la figure 87. 
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Fjg. 87 : Spectre IR de JC dans KBr. 

6.13. Résumé et conclusion 

A partir des extraits ligroîniques, éthérés et méthanoli-

ques des feuilles de Gentiana bavarica. nous avons isolé, 

par Chromatographie preparative sur colonne de polyamide, 

les 10 xanthones suivantes : 

è. '• 

B : 

C : 

D :' 

V 
R l = 

V 
V 

V 

V 
R7= 

CH-

V 
R8=. 

H 

R7 = 

V 

H 

CH. 

V 
H 

H 

R3- R7- Rg- CH3 
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B ; R1= glucosyle, R3= R7= RQ= H (structure probable) 

P : R1= primevérosyle, R-= R7= E8= H 

G : R = primevérosyle, R-= CH., R7= R„= H 

H : R1= Rg= H, R3= CH3, R7= O-acétylrutinosyle 

I_ : R1= primevérosyle, R.= R„= CH-, R7= H 

2 : R1= primevérosyle, R3= R7= R8= CH3 

La structure a été établie sur la base de l'étude des spec­

tres UV, du comportement à l'hydrolyse acide et des spectres 

RMN des dérivés acétylés des aglycones et des glycosides. 

Toutes les substances isolées sont substituées en 1,3,7,8. 

Une vérification a été apportée par la méthylation des agly­

cones qui conduit à un seul composé, la tétraméthoxy-1,3,7»8-

xanthone. 

Les substances 15, £, G, H, I^ sont des glycosides xanthoni-

ques nouveaux, auxquels nous attribuons respectivement les 

noms de norswertiaglucoside, norsvertiaprimevéroside, iso-

gentiakochianoside, gentiabavarutinoside et gentiabavarosi-

de. La substance H est particulièrement intéressante : elle 

est le premier rhamnoglucoside xanthonique décrit. De plus, 

elle se distingue par la présence d'un groupe acétoxyle sur 

la partie glycosidique. La position d'attache de ce groupe 

n'a cependant pas été déterminée. 

Relevons le fait que les xanthones substituées en 1,3,7,8 

n'ont pratiquement été isolées que dans la famille des Gentia-

nacées : Macrocarpaea [42], Canscora [44], Swertja [l2][43] 

[45] et Gentiana (acaulis, verna et Kochiana) [l2]. 

Bien entendu, il conviendrait d'examiner encore l'extrait à 

l'acétate d'éthyle. En effet, il est possible que l'on puis­

se déceler d'autres substances à côté de celles déjà identi­

fiées. 
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7. RESUME ET CONCLUSION 

7.1. Composés isolés à partir de Gentiana lutea 

En modifiant la méthode d'extraction, nous avons isolé, à 

partir des feuilles de Gentiana lutea, la dihydroxy-1,3-

méthoxy-7 xanthone (isogentisine) qui n'avait pas été si­

gnalée par BELLMANN [19] lors de son étude sur les compo­

sés flavoniques et xanthoniques de cette espèce, cet au­

teur avait par ailleurs isolé 2 nouveaux O-glucosides de 

C-glucosides flavoniques sans en établir la structure. 

Pour l'un de ces composés, nous avons établi qu'il s'agit 

du glucoside en 4' de l'isoorientine. pour l'autre, nous 

avons montré qu'il s'agit d'un glucoside en 4' de l'iso-

vitexine. Cependant, nous ne nous prononçons pas quant 

au nombre de glucoses fixés sur 1'isovitexine. 

Rappelons cependant que, selon DELLMANN [l9], ils seraient 

au nombre de 3. 

7.2. phytochimie comparée de la section Coelanthe 

Nous avons recherché les composés flavoniques et xanthoni­

ques, ainsi que le bornésitol, dans toutes les espèces de 

la section Coelanthe. L'isolement a été entrepris à par­

tir des extraits méthanoliques des différentes espèces par 

Chromatographie preparative sur colonne de polyamide. Les 

critères de comparaison employés ont été les suivants : 

comportement chromatographique, comportement à l'hydrolyse 

acide, spectres UV et IR, point de fusion. La répartition 

des substances isolées dans les différentes espèces est 
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représentée dans le tableau 56. 

Tableau 56 : Substances présentes dans les différentes 

espèces de la section Coelantl'^ 

bornés i to l 
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-Q 
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( + ) 
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+ 

(+) = présence probable 
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Flavones 

£ : R1= R4= glucosyle, R2= R3=: H 

IS : R,= R 4= glucosyle, R = H, R3= OH 

D': R.= Rp= glycosyle, R,.: inconnu, R.= H 

Ç_ : R,= glucosyle, R„- R_= H, R.= OH 

B : R1= glucosyle, R2= R 4= H, R3= OH 

£ : R,, R„, R„: inconnus, R4= H 

E : glycoside flavonique inconnu 

Xanthones 

1Wi^r* 
R 

1 T - T f 
HO O 

OR, 

A : R1= glucosyle, R3= R.= H, R 3= OH 

A1:- R1= R 2= R3= H, R4= CH 3 

D : R1= R3:- H, R2=. primevérosyle, R,- CH 3 
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7-3. Composés isolés à partir de Gentiana bavarica 

A partir des extraits ligroînique, éthéré et méthanolique 

des feuilles de Gentiana bavarica, nous avons isolé les 

10 composés ci-après dont nous avons établi la structure. 

A: tétrahydroxy-1,3,7,8-

xanthone 

(norswertianine) 

B: trihydroxy-1,7,8 méthoxy-3- ^ T m T n I 

xanthone 
( gent iakochianine) 

HO O OH 

C: dihydroxy-1,7 diméthoxy-3,8- CH^XT\X^ ^ T ^ T i 
xanthone I ^ M U xanthone 
(gentiacauléine) 

HO o OCH3 

D: hydroxy-1 tr iméthoxy-3,7,8-
xanthone 
(decussatine) 

CHoO 

OCH, 



127. 

£: trihydroxy-3,7,8 O-glucosyl-1-

xanthone (structure probable) 

(norswertiaglucoside) 

£: trihydroxy-3,7,8 O-primevéro-

syl-1 xanthone 

(norswert iaprimevéroside) 

H -CH, 

H 

HO Y^Y^"Y^\ 

O O OH 

OH 

G: dihydroxy-7,3 méthoxy-3-

O-primevérosyl-1 xanthone 

(isogentiakochianoside) 

HON?" V/H 

VYV« 

H: dihydroxy-1,8 méthoxy-3-

(O-acétyl) rutinosyl-7-

xanthone 

(gentiabavarutinoside) 
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hydroxy-7 diméthoxy-3,8-

O-primevérosyl-1 xanthone 

( gentiabavaroside) 

-±; triméthoxy-317,8-0-primevé-

rosyl-1 xanthone 

'foutes les xanthones isolées sont substituées en 1,3,7,8. 

Les substances E, F, G, H, I, sont des O-glycosides xantho-

niques nouveaux. 

7.4. Conclusion 

11 est intéressant de remarquer l'absence de xanthones dans 

toutes les espèces de la section Coelanthe, à l'exception de 

Gentiana lutea, dans les feuilles de laquelle 3 xanthones ont 

été identifiées. Cependant, les C-glucosides et O-glucosides 

de C-glucosides flavoniques, ainsi que le bornésitol mis en 

évidence dans Gentiana lutea L, sont répandus dans toutes les 

espèces de la section. Gentiana punctata, Gentiana pannonica 
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et Gentiana burseri se distinguent par la présence de 2 compo­

sés flavoniques qui n'ont pas été décelés dans les autres es­

pèces. Malgré quelques différences entre certaines espèces de 

la section, notre travail a montré que la section Coelanthe se 

distingue par une distribution générale.de C-glucosides et O-

glucosides de c-glucosides flavoniques et, à l'exception de 

Gentiana lutea, par l'absence de xanthones. Cette absence est 

assez inattendue, car les xanthones sont considérées comme ca­

ractéristiques du genre Gentiana. Rappelons cependant à ce pro­

pos que les nombreuses xanthones identifiées dans le genre Gen­

tiana ont été isolées à partir des racines et non des feuilles. 

Il serait extrêmement intéressant d'entreprendre l'isolement 

des composés phénoliques à partir des racines des espèces de 

la section Coelanthe autres que Gentiana lutea, afin d'établir 

si les organes souterrains diffèrent des feuilles par la pré­

sence de xanthones ou si l'on y retrouve les C-glucosides fla­

voniques que nous venons de mettre en évidence dans les feuilles. 

Dans les feuilles de Gentiana bavarica (section Cyclostigma), 

en employant le même procédé d'isolement, nous n'avons, au con­

traire, identifié que des xanthones substituées en 1,3,7,8, 

dont 5 hétérosides nouveaux. 

Ces dernières substances n'ont jusqu'ici été décelées que 

dans la famille des Gentianacées : genres Swertia, Macrocar-

paea. Canscora et Gentiana (Kochiana et verna). Mais seule 

l'étude des autres espèces de la section Cyclostigma, voire 

l'étude d'autres sections, permettra d'établir de nouveaux 

liens phytochimiques dans le genre Gentiana. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

8. TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES 

8.1. Chromatographie sur papier 

Nous avons utilisé du papier Schleicher & SchUll, type 

2043 b MgI. Le développement ascendant a été effectué 

dans une cuve, saturée de vapeur de solvant, de hau­

teur = 30 cm et de 0 = 15 cm. 

La hauteur de migration a été fixée à 20-22 cm. . 

Systèmes de solvants utilisés pour l'analyse des sucres : 

n-butanol - pyridine - eau (6:4:3) 

acétate d'éthyle - pyridine - eau (2:1:2) 

n-butanol - éthanol - eau (35:10:10). 

8.2. Chromatographie sur couche mince 

8.2.1. Couches minces de polyamide 

Les meilleures séparations ont été obtenues avec des 

plaques de polyamide préparées par nous-même. A cet 

effet, 8 g de polyamide en suspension dans 4b ml 

d'éthanol sont versés à l'aide d'un appareil DESAGA, 

sur 5 plaques de verre de dimensions 20 x 20 cm. 

Types de polyamide utilisée : 

Macherey-Nagel DC-Il 

Merck il 
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Comme cette dernière polyamide ne contient pas d'indica­

teur de fluorescence, nous avons ajouté à la suspension, 

lors de la préparation d'une série de plaques, 0,1 g 

d'indicateur Riedel-De Haën ZS Super. 

Systèmes de solvants utilisés pour l'analyse des compo­

sés poiyphénoliques : 

methanol - eau (8:2) 

methanol - eau (9:1) 

methanol - eau - acide acétique (90:5:5) 

benzène - methanol - acide acétique (45:32:16) 

2.2. Couches minces de cellulose 

Une excellente séparation a été obtenue avec les plaques 

finies Merck, cellulose F1Cn. épaisseur de la couche 

0,10 mm. 

Systèmes de solvants utilisés pour l'analyse des poly­

phenols (surtout les C-glucosides flavoniques) : 

isobutanol - acide acétique - eau (10:4:7) 

acide acétique 5%, 10?, 155Ê, 30*. 

Systèmes de solvants utilisés pour l'analyse des sucres 

n-butanol - acide acétique - eau (4:1:5) 

n-butanol - pyridine - eau (6:4:3). 

,2.3. Couches minces de gel de silice 

Les plaques ont été préparées par nous-mêmes à l'aide de 

l'étendeur DESAGA. Pour une série de 5 plaques, on emploie 

30 g de gel de silice Merck GF 254 en suspension dans 60 

ml d'eau. 
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Systèmes de solvants utilisés pour l'analyse des compo­

sés polyphénoliques : 

chloroforme - methanol (95:5) 

benzène - pyridine - eau (36:9:5) 

acétate d'éthyle - methanol - eau (100:16,5:13,5) 

Pour l'analyse des sucres, le système acétate d'éthyle -

methanol - eau - acide acétique (65:15:15:20) donne de 

bons résultats. 

8.3. Chromatographie sur colonne 

Nous avons employé diverses colonnes de diamètres intérieurs 

variant de 1,5 à 6,5 cm et de hauteurs comprises entre 20 

et 120 om. Elles sont munies d'un dispositif permettant un 

écoulement variable et à pression constante. Le remplissa­

ge des colonnes a toujours été effectué avec le support 

en suspension dans le solvant d'élution. 

Avant l'introduction des substances à séparer (en solution 

dans le solvant d'élution), les colonnes ont été lavées 

avec le solvant d'élution jusqu'à la disparition de tout 

résidu solide dans les eaux de lavage. 

La quantité de substance à introduire sur une colonne, ain­

si que l'écoulement, dépendent de l'adsorbant et des di­

mensions de la colonne. A titre d'exemple, nous indiquons 

les conditions qui ont permis d'obtenir une excellente sé­

paration des différents extraits méthanoliques : 

adsorbant : polyamide Macherey-Nagel, SC-6 

éluant : methanol - eau (9:1) 

colonne : en verre, hauteur de l'adsorbant : 
100 cm, diamètre intérieur : 6,5 cm. 

quantité de substan­
ce introduite dans 
Xa...c:olc"'ine : 8 - 10 g extrait sec mis en solution 

dans 70 ml d'éluant. 

vitesse d'élution : 40 ml/h. 
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Les systèmes suivants ont également été employés avec 

succès : 

Polyamide Macherey-Nagel SC-6 

{grosseur des grains : 0,16 mm): MeOH-H-O-AcOH (90:5:5) 

C6H6-MeOH-AcOH (45:32:16) 

Gel de silice 60 Merck 

(grosseur des grains : 0,063 - 0,200 mm): CHCl3-MeOH (95:5) 

Cellulose microcristalline Merck : AcOH 15¾ 

Sephadex LH 20 : MeOH 

Sephadex GlO : H3O 

Tous les solvants employés ont été préalablement distillés. 
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TECHNIQUES D'ANALYSE 

1. Spectroscopic UV 

Les spectres UV ont été enregistrés avec un appareil 

UNICAM SP 600, en solution dans le methanol. La concen­

tration des solutions a été ajustée de façon à obtenir 

une absorbance maximale comprise entre 0,8 et 1,2. Pour 

chaque substance, le spectre a été réalisé en présence 

des réactifs chimiques habituels, selon les indications 

de MABRY, MARKHAM & THOMAS [23]. 

2. Spectroscopic IR 

Les spectres IR ont été enregistrés à partir de disques 

de KBr contenant 0,3 à 0,5 % de substance cristalline, 

sur un appareil PERKIN-ELMER, modèle 521. Pour certains 

hétérosides flavoniques, une meilleure résolution a pu 

être obtenue par un lavage préalable des cristaux à 

l'hexane [50]. 

3. Résonance magnétique nucléaire 

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un appareil 

VARIAN A-60 à 37°C, dans le deutérochloroforme pour les 

aglycones et les dérivés acétylés, et le deutérodiméthyl-

sulfoxyde pour les glycosides. 
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Hydrolyses 

1. o-glycosides et recherche des sucres 

Vingt à quarante mg.de glycoside, en solution dans 5 - 1 0 

ml de methanol, sont chauffés à reflux avec 50 ml de HCl 2 N 

durant 2 à 4 heures. Après refroidissement, l'aglycone est 

extrait à l'éther ou au n-butanol. La phase aqueuse est 

utilisée pour la recherche des sucres. Dans ce dessein, 

nous éliminons l'acide chlorhydrique par neutralisation 

à l'hydrogénocarbonate de sodium. La solution neutre est 

ensuite évaporée à sec et les sucres extraits à la pyridi­

ne à 600C. Cette dernière solution est alors appliquée sur 

papier Schleicher & Schtlll, en présence de sucres-témoins, 

et chromatographies dans différents systèmes de solvants 

(voir 8.1). Les chromatogrammes ont été révélés avec une 

solution de phtalate d'ani_line (0,93 g d'aniline et 1,66 g 

d'acide phtalique dissous dans un mélange formé de 90 ml 

de n-butanol et de 10 ml d'eau) [5l]. 

2. C-qlycosides [37] 

Dix mg de substance sont chauffés à reflux pendant 6 heu­

res avec 100 mg de phénol fraîchement distillé et 1 ml 

d'acide iodhydrique de densité 1,7. Après refroidissement, 

le mélange réactionnel est versé dans une solution d'hydro-

génosulfite de sodium à 20¾. Le précipité brun-rouge for­

mé est filtré, lavé plusieurs fois à l'eau chaude, puis 

au methanol a 10%. Ce produit brut est purifié par Chroma­

tographie sur colonne de Sephadex LH 20 avec le methanol 

comme éluant. 

mg.de
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9.5. Acétylation 

L'acétylation des glycosides est effectuée à température 

ambiante : 30 mg de glycoside, 5 ml d'anhydride acétique 

fraîchement distillé et 1 ml de pyridine anhydre sont 

réunis. La suspension passe en solution après agitation 

durant 15 minutes environ. Après 24 heures, le solvant 

est évaporé sous vide à 500C. 

Le liquide visqueux résultant est traité à l'eau froide 

et le précipité est recueilli par filtration, puis il 

est recristallisé dans l'éthanol. 

Pour certains aglycones, il est nécessaire de chauffer 

le mélange réactionnel à reflux pendant 2 heures. 

9.6. Méthylation 

Le diazométhane conduit pour les aglycones et les glyco­

sides à des produits complètement méthylés [28]. Il a 

été préparé à partir de la N-nitroso-4-toluène-sulfo-

méthylamide (Fluka purum), selon les indications de 

DE BOER & BACKER [52]: 5 - 100 mg de substance, en solu­

tion dans 10 - 20 ml de methanol absolu, sont traités 

avec un excès de solution éthérée de diazométhane (10 

fois la quantité théorique requise), puis abandonnés dans 

l'armoire frigorifique à environ 4°C pendant 48 heures. 

Le mélange réactionnel est encore traité avec un excès 

de diazométhane (5 fois la quantité théorique requise) 

et abandonné pendant 24 heures à l'armoire frigorifique, 

puis 24 heures à température ambiante. Après evaporation 

du solvant, le résidu est recristallisé dans le methanol 

ou purifié par Chromatographie sur colonne de Sephadex 

LH 20 avec le methanol comme éluant. 
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9.7. Purification des produits d'hydrolyse ou de méthylation 

Les produits bruts d'hydrolyse ou de méthylation ont 

été purifiés efficacement par Chromatographie sur colon­

ne de Sephadex LH 20. Après evaporation du solvant, le 

résidu (10 - 100 mg) est repris dans 2 ml de methanol et 

introduit sur une colonne de Sephadex LH 20 (voir égale­

ment 8.3}, de longueur = 18 cm et de diamètre = 2 cm. 

L'élution est effectuée avec le methanol à la vitesse 

de 15 - 20 ml/h. L'éluat est recueilli par fractions de 

2 ml à l'aide d'un collecteur automatique de fractions 

et analysé par CCM de polyamide avec, comme éluant, le 

mélange MeOH-H-O-AcOH (90:5:5). Les fractions identiques 

sont réunies, concentrées et recristallisées dans le 

methanol. 

Dans certains cas (C-glycosides), nous avons employé le 

Sephadex G 10 avec l'eau comme solvant d'élution. 
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