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1. INTRODUCTION

La phytochimie du genre Gentiana a fait l'objet de dif-
férentes &tudes 4 1l'Institut de Chimie de 1l'Université de
Neuchatel. Les espéces de la section Coelanthe ont notamment
retenu l'attention en ce qui concerne leur conténu en composés
polyphénoliques Dq Eﬂ Eﬂ . Cette section se caractérise
par une représentation uniforme de C-glucosides flavonigues
et par 1'absence de xanthones dans les organes aérilens, &
1'exception de Gentiana lutea. Les C-glucosides isovitexine
(1) et isoorientine (2) ainsi que leurs 4'-O-glucosides (3,4)
ont &té isclés dans toutes les espéces; Gentiana lutea posééde
en plus les xanthones isogentisine (5), gentioside ({(f) et

mangiférine (7).



DEérivés flavonigues

l: Isovitexine" R"= R~ = H

2: Isoorientine R” = OH; R™ = H
1

3: Isovitexine-4'-0O-glucoside R™ = H; R2 =f-D-glucopyranosyle

4: Iscorientine-4'-0O-glucoside Rl = QH; R2

DErivés xanthonigques

R20 o rR3
R' orR4
OH ©
5: Isogentisine Rl = R2 = R3 = H; 34 = CH3

3 2

= B-D-glucopyrancsyle

§: Gentioside Rl = 83 = 1; R? = g-primevérosyle; r? = CH,

7: Mangiférine R1 = C-B-D—~gluccpyranosyle;

r% = % = n;



Rappelons gue la section Coelanthe, l'une des 19 sections
du genre Gentiana, comprend 6 espéces morphclogiquement bien

distinctes, & savoir Eﬂ:

- Gentiana lutea L.

- Gentlana purpurea L.

~ Gentiana punctata L.

- Gentiana pannonica Scop.

- Gentiana villarsii {Griseb.) Ronn.

- Gentiana burseri Lapeyr.

Certalns auteurs hésitent cependant 3 classer Gentiana-
lutea L. dans la section Coelanthe, pulsque cette derniére
capdce diffédre des autres espdces de la Séction par sa co-—
rolle presque dialyp@tale Eﬂ . Les trayaux phytochimiques
montrent &galement, comme nous venons de volr, le caractére

particulier de cette gentiane.

Une différenciation au niveau de certaines autres espéces
de la section parait possible. En effet, dane son travaill sys-
tématique, Hostettmann E] relevait la présence dans G, punctata,

G.pannonica et G. burseri de deux substances non identifiées,
L) 1)

l'une & bas Rf et l'autre de Rf semblable 3 celui duo

gentioside. Il signalait par ailleurs une substance de haut Rfl)

L polyamide MN-DC,,, solvant MeOH 90%



dans G. burseri. Enfin, Karangwa @] concluait a8 la nature

flavonique de deux nouvelles substances issues de G, punctata.

En concluslon de ces travaux, nous pouvons donner un
aperqu du contenu en polyphénecls des différentes espdces de

la section Coelanthe 3 l'aide du chromatogramme de la fig. 1.
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Support: Polyamide MN-DCll
Solvant: MeQH 920%
REvSlateur: UV 350 nm @ : brun
: jaune
l: Témoins A;: Mangiférine Df Gentioside
A: Isoorientine E: Isoorientine-4'-0-glucoside
B: Isovitexine F: Isovitexine-4'-0-glucoside
o,E%G: Substances inconnues
: G. lutea 5: G. pannonica
: G. purpurea 6: G. villarsii
: G. punctata 7: G. burseri
Fig. 1: Chromatogramme des extraits mé&thancliques des espéces

de la section Coelanthe



2, BUT DU PRESENT TRAVAIL

Notre travail a consisté 2 iscler et & déterminer la
structure dee substancee non identifiées jusqu'd présent.
A cet effet, nous avens &tudié sysetématiquement les feuilles

de Gentiana burseri Lapeyr. et les feuilles de Gentiana

punctata L.



3, TECHNIQUES DE SEPARATION

La chimie des substances naturelles connsit, & 1l'heure
actuelle, un eseor considérable. Dane ce développement prodi-
gieux, on ne peut ignorer l'apport des techniques de séparsticn,
techniques qui permettent d'une part d'extraire.les substances
chimiques des tissus végétaux et d'sutre psrt de les lsoler
sfin de pouvair déterminer leurs structures, Dans le cadre de
notre travail, nous gvons &té constamment confrontés avec ces
techniques, elles ont &t& & 1s base de ls bonne marche et des

résultsts de notre recherche.
De ce fait, il nous a paru primordisl d'exposer en détail

les divers aspects des méthodes d'extraction et de séparastion

gue nous avons 4 mettre su point.

3.1, PréparaTION DU MATERIEL VEGETAL ET EXTRACTION

Le matériel végé&tal renferme une grande gquantité d'esu,
enviran 90% de son poids. Afin d'é&viter que 1l'eau nuise 2
l'efficacité de l'extrasction en formant avec les salvants

organiques des m&langes h&térogénes, le matériel végétal, en



l'occurrence les feuilles de gentiane sont socumises 3 un
sé&chage. Celui-ci doit 2tre rapide afin d'inhiber toutes ré-
actions enzymatiques conduisant 3 la formation de produits de
dé&gradation, d'ol une estimatian errohée de la composition
chimique de la plante &tudife. Cependant, une tempérsture ex-
cessive est aussi 3 &viter car nombreuses sont les substances
gui sont sensibles & une grande cﬁéleur. Les ferilles sont
donc séchées a 1'é&tuve & une température de 40°% jusqu'd des~

sication compldte {environ 48 heures).

Les substances naturelles sont intimement incorporées
dans les tissus cellulaires des feuilles. De ce fait, une
pulvérisation fine des feuilles séchées s'avdre indispensable.
Celle~ci ﬁermet de briser en partie les structures cellulaires
des feuilles dé&gageant ainsi les substances gqui seront plus

facilement extraites par les solvants.,

Le but est d'obtenir un extrait brut contenant gquantitative~
ment les flavonoldes exempts,.si possible, d'autres substances
pouvant g&ner ultérieurement les séparations et les purifications.
L'extraction revét, en somme, le carsctdre d'un fractionnement
pré€liminaire mais dont 1'importance n'est pas 3 négliger. En
effet, une extraction efficace permet d'dbtenir, d'une part,
quantitativement la classe de subetances a Etudier, chose appré-

ciable dans le cas des substances en trace , et d'autre part,



un extrait partiellement purifié riche en composés recherchés.
Actuellement, deux techniques d'extraction sont préconisées:

- méthode & "contre-courant", basée sur le phénom&ne de par-

tage

- mé&thode des solvants successifs, baage aur la solubilité

des produits & extraire.

Dans la méthode 2 "contre-courant”, la poudre végé&tale est
extralte & chaud, & l'aide d'un alcool, gé&néralement le mé&thanol.
L'extrait méthanolique ainsi obtenu est ensuite fractionné pour
&liminer les substances &trangdres. A cette fin, on utilise
les coefficients de partage entre l'eau et une phase organique
non miscible., L'extrait mé&thanolique eat concentré& et repris
dans l'eau bouillante. Le filtrat obtenu est €puisé& successive-
ment par quelgques solvants organiques, &ther, acétate d'é&thyle,

n-butanol ocu par des solvants de polarité croissante.

La m&thode des solvants successifs consiste simplement 2
épuiser la poudre v&gE&tale par des solvants de polarité crois-
sante. L'extraction s'effectue solt 2 1'aide d'un Sohxlet, sclt

par chauffage a reflux sous agitation continue.
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En somme, les deux modes d'extraction ne constituent gu'une
séparatlon grossi@re des substances présentes dans le matériel

végétal selon leur polarité.

Nous avons adopté, pour l'extraction de nos substances, la
méthode des solvants successifs. Ce choix est guidé par les
avantages qu'elle offre par rappori 4 la méthode & "contre-cou~-
rant". En effet, le matériel vé&gétal &tant successivement &puisé
par des solvants de polarité différente, le risgue de négliger
la présence de substances lipophiles ou peu polaires est 3 ex-
clure. D'autre part, la méthode est quantitative et moins labo-
rieuse. D'aiileurs, la méthode des solvants successlifs a fait
ses preuves au cours des &tudes phytochimiques du genre Gentiana

effectuées & 1'Institut de Chimie de Neuchatel [5].
L'extraction des feuilles de gentiane s'effectue ainsi:

A 150 g de feuilles sé&chées et pulvérisées de gentiane, on
additionne 1 g de carbonate de.cslcium afin de neutraliser les
acides organiques. Le mélange est chauffé 2 reflux avec 1,5 1
de ligroine sous agitation continue, Apr&s 24 heures, la suspen-
sion est filtrée sur un Biichner.Le filtrat est ensuite concentré
sous pression réduite 2 un volume de 50 ml et analysé par chro-
matographie sur couche mince (CCM). Le résidu est de nouveau

extrait avec 1,5 1 de ligroine pendant 24 heures. Aprés la 1i-
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groine, 1l'extraction se poursuit comme précédemment avec
1'6ther, le chloroforme, 1'acétate d’&thyle et le méthanol

(selon le schéma de la fig. 2).

150 g feuilles séchées pulvérisées

lg CaCO3
Reflux 2% 1,51 ligroine
I ' ]
Extrait ligroinique Résidu
Reflux lg CaCO3
2 x 1,5 1 &ther
f |
Résidu Extrait &théré
Reflux 2x1,51 CHCl3
i 1
Résidu [ Extrait chloroforme ]
Reflux 2 x 1,5 1 AcOEL
) m 1
R&sidu Extrait acétate d'&thyle

Reflux J 2 x 1,5 1 MeOH

| 1
R&sidu Extrait méthanclique

Fig. 2: Schéma d'extraction
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Les essals d'extraction selen la m&thode des solvants

successifs nous ont permis de noter les faits sulvants:

- les extractions 2 la ligroine, 3 l'&ther et au chloroforme
doivent se faire & denx reprises avec an moins 1,5 1 de
salvant pour 150 g de matériel végétal sec, au risque de

retrouver de la chlorophylle dané l'extrait méthanolique.

- 1l'extraction au chlorcforme est profitable puisqu'elle permet
d'obtenir ultérieurement un extrait d'acétate d4'@&thyle exempt

de chlorophylle.

- apr2s traitement dn matériel vég&tal au méthancl, l'actien
subséquente 4'un mélange m&thanol-eau (l:1} pnis d'eau ne

permet pas d'extraire d'antres flavonoides.

Les analyses par CCM des différents extraits montrent gne
les composé&s qui nous inté&ressent Sont concentrés dans la
fraction méthancoligne. Nos travaux perteront donc uniquement

sur cette derniére.

3.2, lsoLeMeNT pAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

L'extraction a permis de fractionner les substances conte-

nues dans le matériel v&gstal selon leur type de structure.
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L'&tape sulvante consiste & effectuer une sé&paration plus

sélective jusqu'd l'cbtention de substances pures.

La chromatographie sur colonne se ré&véle &tre la technique

de choix.

Elle présente 1'avantage par rapport 3 la CCM préparative
ou 4 1la chromatographie sur papier de permettre de traiter
des mélanges complexes et de mettre en jeu des quantités beau-
coup plus grandes. De plus, on ne se heurte pas au probléme
de la dé&sorption des produits, phénoméne inhérent & la CCM

préparative et & la chromatographie sur papier.

Selon la compl&xit®# du m&lange 3 séparer, nous avons utilisé
la chromatographie d'adsorption sur polyamide, la chromatogra-
phie de partage sur cellulose ou encore la chromatographie

d'exclugion sur gel de dextrane.

3.2.1. CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION SUR PDLYAMIOE

Le polyamide et le gel de silice sont les deux adsorbants
les plus appropri&s & la s&paration des flavonoldes, Cependant
avec le polyamide, le risque §'une adsorption irré&versible est

minime contrairement au gel de silice. De plua, avec les poly-
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amides pour colonne et pour CCM du commerce, la transpesition
des séparations effectuées par CCM en chromatographie sur colonne

(CC) est possible.

3.2.1.1. Principe

L'adsorption dépend de la formation réversible des liaisons
hydrogéne entre 1'atome d'hydrog®ne du groupe phénclique de
i1a substance ét i'atome d'oxygtne de la fonction carbonyle du
groupe amide du support. L'é€lution des substances résulte de la
rupture de ces liaisons par un solvant capable de former lui-
méme des liaisons hydrogE&ne avec la surface de l'adsorbant; il
y a donc déplacement de la substance par solubilisation. Selon
Bark & Graham Eﬂ , la solubilisation est due & une solvatation
des parties hydrophobes de la molécule avec les solvants non-
agqueux et A une solvatation du groupe phénoligue avec les sol-

vants agueux.

3.2.1.2. Comportements chromatographiques des substances

La chromatographie sur polyamide met donc en compEtition
deux propriétés physiques des substances: 1a soclublilité et

1'adsorption. Celles-ci expliquent le comportement chromato-
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graphique des composés polyphénoliques qui se résume ainsi:

Pour un m&me composé, on oObserve par CCM:
- le Rf est d'autant plus bas que le nombre de groupes hydro-

xyles phénoliques augmente
- le Rf augmente avec le nombre de sucres
= l'introduction d'un groupe méthoxyle fait croitre le Rf

- l'acidité d'un groupe hydroxyle phénolique diminue le RE

Des hypothéses de structure de composés peuvent donc &tre for-

mul&es en se basant sur la comparaison des valeurs RE,

3.2.1.3. Mélanges de solvant employés

De nombreux mélanges binaires, ternaires et quaternaires
de solvants ont &té essayés. Les différents composants de ces
mélanges se résument 2 l'aﬁide acétique, & 1l'eau, au méthanol,
a 1'éthanol, & 1l'isopropanol, au n-butanol, & 1'acétate
d'éthyle, au chloroforme et au benzéne. Parmi ces mélanges, seuls
déux nous sont d'une grande utilité& dans la sé&paration de nos

produits:

Mélange hinaire: PM: mé&thanol-eau & différentes proportions

(l:1 & 9:1). Ce mélange aqueux nous a permis d'effectuer un
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fractionnement préliminaire de l'extrait mé&thanolique. Le

m&lange initial d'é&lution se révdle &tre du MeOH-H.O (1l:1).

2
En effet, des essals avec de plue fortes concentrations d'eau
nous ont montré que les zones subisseaient.un &larqissement,

ce qui provoque au cours du développement un enchevétrement

des zones, donc une mauvaise séparation.

MElange ternalre: PB: benz&ne-méthanol-acide acétique

avec les proportiong (45:32:16) et (65:32:16). Ce mélange

de solvants ofganiques posséde un bon pouvoir de séparation
pour les substances 3 valeur Rf inférieure 3 0.5 mais, par
contre, une mauvalee résclution pour les substances 34 Rf gu-
périeurs. En effet, par rapport au mélange MeOH-HZO, 11 aug~
mente d'uhe mani&re différentielle la valeur Rf des substances
3 bas Rf. L'inconvénient que présente ce mé&lange est qu'il est
toxique et irritant. D’autre part, le remplissage des colonnes
avec ce solvant présente quelques difficultés dont nous par-

lerons plus loin.

3.2.2. CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE SUR CELLULOSE

Les s&parations de flavonoides par chromatographie de par-
tage ont &té& couramment effectuées soit sur gel de silice, soit
sur cellulose. Pour notre part, nous avons pré&féré utiliser

la cellulose pour l'unigue raison que la transposition des
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s€éparations effectuges sur silicagel par CCM en chromato-

graphie sur colonne s'avire difficile, al&atolre.

La cellulose est un support qui posséde une capacité
falble comparée A celle de la polyamide. Toutefols, elle
nous est d'une grande aide puisgu'elle nous a permis 4'ef-
fectuer des s&parations qui se sont révélées impossibles sur
polyamide. Ce fait réside dans le pouvolr de ré&solution de
la cellulose, r&solutlion gqui est donc basée sur le phé&noméne

de partage.

3.2.2.1. Principe

Les substances 2 séparer se partagent eptre deux phases
liguides non miscibles dont i‘une, la phase stationnaire, est
répartie sur la cellulose et dont l'autre, la phase moblle,
se déplace. Une substance_sera d'autant plus déplacé&e que sa
solubilité& dans la phase mobile sera plus grande que dans la

phase stationnaire.

3.2.2.2. Comportements chromatographiques des substances

Contrairement & la chromatographie d'adsorption, la chro-

matographie de partage laisse planer quelgques doutes guant &
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la prévision des comportements chromatographiques des produits.
En effet, les valeurs Rf des substances sont non seulement
fonction de la solubilité de ces derni&res dans la phase
mokile (phénom&ne de pa;tage), mais aussi, dans une certaine
mesure, fonction de 1'adsorption de ces derniéres sur le
suppert. Toutefols, pour les mélanges de solvants que nous
avons employés, nous sommes 3 mé&me de dégager les faits sui-

vants relatifs a chacun des mé&langes:

Acide acétique - eau (CA}:

Ce mélange aqueux & différentes proportions confére aux
flavonoides les mémes comportements chromatographiques gue sur

polyamide, a savoir:
- angmentation du Rf avec le nombre de sucres
= diminution du Rf avec le nombre de groupes hydroxyles

phénoliques

Cependant, l'introduction d'un groupe mé&thoxyle abaisse le

Rf de la substance.

n-BuOH-AcOH-H,.0 et CHCl_-AcQE-H,O0 (CB et CC):

Ces deux mélanges conférent aux flavonoides uwn effet 4if-

férent quant & leurs comportemehts sur cellulose:

- diminution du Rf avec le nombre de sucre
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- diminntion du Rf avec le nombre de groupes hydroxyles

phénolignes

3.2.2.3. MElanges de solvants employés

Des essals que nous avons effectnés, il reseort gque seuls les
mélanges agueux contenant de l'acide acétique s&parent nos pro-
duits. Comme ces mé&langes renferment cet acide dans des pro-
portione pouvant varier de 10% a 50%, noué nous sommes assurés

que nos produilts ne subissalent aucune dégradation.

Mélanges binaires: CA: acide acétique - eau

Ces mélanges aqueux d'acide acétique a différentes propor-—
tions (5% - 15%), nous ont &t& utiles dans la mesure ol ils
nous ont permis d'obtenir des fractions enrichies en produits
4 isoler. L'inconvénient est qu'ils &€largissent les zones au
cours du développement,surtout lorsque la proportion en acide

est faible.

Mélanges termaires: CB: n-butanol - acide acétique - eau

{4:1:5) ph. sup.
CC: chloroforme - acide acétigue = eau

(50:45:5)

Ces deux systémes de solvants permettent des séparations
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fines. En effet, alors que dans tous les autres systé@mes chro-
matographiques, un mélange donné ne formait qu'une seule zone,
ces systémes de solvants la séparaient en deux ou plusieurs
autres zones. Le développement des colonnes de cellulose avec
le mélange CC exige un temps relativement long par rapport
aux autres systémes de solvants. D'autre part, comme ce mé-
lange renferme 45% d'acide acétiqué, des précautions doivent

étre prises lors de l'usage.
Le mélangé isgbutanol - acide acétique - eau (10:4:7) a

aussi €té essayé; il poss@de un pouvoir de séparation légdre-

ment plus faible gue le mélange CB.

3.2.3. CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION SUR GEL DE DEXTRANE

Quelques auteurs tels gue K.M. Johnston et coll. Eﬂ ont
utilisé du gel de dextrane pour sé€parer des flavonoides. A
priori, cette techmigue ne peut é&tre appliguée gu'a deslmélanges
peu complexes de produits ou de mélanges de produits présentant
de grandes différences dans les dimensions moléculaires. Nous
avons employé la chromatographie d'exclusion dans le dessein
de procéder a4 une ultime purification des produilts isolés pour
&liminer les traces d'impuretés gqui pourraient géner la cris-

tallisation éventuelle des produits, cristallisation d'ailleurs
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difficile pour les composés flavoniques. Le deuxiéme but est

de purifier certaines fractions complexes obtenues aprés pas-
sage d'un extralt sur coleonne de polyamide. En effet; nous avons
observé que cette purification favorisait par la suite la sé&-

paration des produits d'un mélange complexe.

3.2.3.1. Principe

La chromatographlie d'exclusion fur gel de dextrane encore
appelé& filtration sur gel est une technique de fractionnement
en fonction des dimensions moléculaires. Lors de 1'élution par
un solvant, les molécules de dimensions supé&rieures aux pores
du gel ne pouvant pé€nétrer dans les grains du gel sont en-
trainées par la phase liquide 3 l'extérieur de ces dernléres
et se trouvent ailnsi &luées les premiéres. Quant aux petites
mol&cules, elles s'infiltrent dans les grains du gel et de
ce falt sont plus ou moilns retenues selon leur dimension et
leur forme; elles seront &luges du gel dans l'ordre des masses

melé&éculaires décroissantes.

3.2.3.2. Comportements chromatographigues des Substances

Le comportement des flavonoldes sur gel de dextrane est
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essentiellement fonction des dimensions molé&culaires des subs-
tances. Néanmoins, lors des purifications des mé&langes camplexes
de nos substances, nous avons observé un ordre d'&lution des
produits selon le nombre croissant de groupes hydroxyles phéno-
liques. Ce fait a aussi &té& mentionné& par K.M. Johnstan et
coll. @] . Il s'av&re donc gqu'un phénomé&ne auntre gue celul
d'exclusion intervient: 1l'adsorption. En effet, il est connua
que les gels de.dextrane possédent une affinité pour les com-
posés cycliques aromatiques et les composé&s qul contiennent des
groupes hydroxyles et (ou) carboxyliques Eﬂ . Selon Determann,
1'adsorption des compoeés aromatigues dépend de 1l'interaction
des systé@mes d'&lectrons 1 du composé& avec les lisisans &ther
du dextrane. Quant 3 1l'adsorption due aux groupes hydroxyles et
carbonyles, le phé&nom@ne résulte de 1l'établissement de liaisons
hydrogéne entre ces groupes fonctionnels des composés et les

groupes hydroxyles du dextrane.

3.2.3.3. solvant employé

Notre obijectif premier lors de l'emplol de dextrane est de
purifier des substances ou des mélanges complexes de substances;
2 cet effet, nous avone utilisé un solvant pouvant &tre faclle-
ment &limin& et dont la polarité permet d'é€luer les impuretés,
principalement des sucres, sans pour autant &luer en méme temps

nos flavanoides. Le solvant de choix est le méthanol.
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Nous avons aussi essayé€ dds mélanges agueux tels gque mé-
thanol - eau (%:1). Cependant, les essais ne sont gudre conclu-
auts pdur nes substances. Mentionmons toutefois gu'avec un
mélange de solvants pelaire-polaire ou polaire-apolaire, un

phénomé&ne autre gque l'adserption intervient: le partage.

3,3, CONSIDERATIONS PRATIQUES

L'efficacité d'une séparation chromatographigue sur colonne
dépend avant tout du syst&me chromatographique support-solvant
et des conditions expfrimentales, conditions qui varient d{un
praticien 4 un autre. L'importance de ces deux facteurs ex-

pligue 1'exposé& qui suit:

3.3.1. CHOIX DU SYSTEME CHROMATOGRAPHIQUE

Ce choix s'opére_au moyen de la chromatographie sur couche
mince, la seule technigue rapide gqul permet d'envisager des
pfédictions pour les séparations sur colonne. Ce choix est
tributaire du type de chromatographie gue 1l'on désire réaliser,

cela en fonction de la nature des substances a séparer,

La chromategraphie d'adsorption permet de séparer efficace-
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ment des composés quil présentent des différences dans la
nature, le nombre et la position des substituants polaires.
Quant 2 la chromatographie de partage, bilen que de telles sé-
parations eolent possibles, son efficacité tlent eurtout dans
la résolution de compoeés qui se différencient par leur solu-
bilité dans un solvant donné&, solubilité qui est, d'aillleurs,
fortement dépendante de la dimension mopléculaire. Ces informa-
tions ne peuvent &tre mises 3 profit que lorsque les structures
des composés d'un mélange sont connues. Pour hos problémes de
séparation, ce cas ne se présente pas. Il nous a donc fallu
nous baser sur un autre crité@re. Comme le polyamide poss&de
une capacité et un pouveoir de ré&solution supérieurs & ceux de
ia cellulose, les premiers essals de solvants s'effectueront

par CCM de polyamide.

La recherche du systéme de solvant est entreprise de la

maniére sulvante:

On chromatographie le mélange sur plaque de polyamide avec
le mélange de solvant méthancol-eau (9:1) pour estimer la pdla-
rité des divers constituants du mé&lange en se basant sur les

valeure Rf de ces derniers.

on effectue des essais de séparation par CCM de polyamide

avec des mélanges de solvants de préférence sux solvants purs
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gui poseddent un pouvolr &luant plus faible. Ces mélanges
sergnt cholsis en fonction de la polarité des composés a
séparer et de sorte gue ies valeurs Rf de ces derniers s'éche-
lonnent dans 1'intervalle 0,4-~0,6 pour un mélange simple de

guelgues composés.

Le eyst&me de solvant qul conduit au dédoublement d'un
mélange en composée de valeurs Rf différentes d'au moiné 0,1
est soumle 3 un examen approfondi afln de déterminer le ou les
composants du systédme ayant une inflonence déterminante sur la
séparation. Pour ce faire, la teneur de chacun des composants
est augmentée par rapport aux autree gui conservent leur pro-

portions initiasles.

Lee essais ge poursuivent en falsant varier graduellement
les proportions du ou des coﬁposants déterminés prédécemment
afin d'acquérir les proportions conduisant &4 une sé&paration

optimale.

S1 cee eesals ne. sont gulre concluante, d'autres seront
tentés .sur couche mince de cellulose. Dans le cas ol 11 est
iﬁpossible d'obtenir une séparation acceptable de tous les
produits d'un mélange, tant sur couche de polyamide gue de
cellulose, le mElange en guestion est soumis & un fractionne-
ment grossier sur colonne au moyen du éystéme chromatographique
le mieux adapt&. Les fractions alnsi cbtenues sont ensuite

soumises & des analyses par CCM afin de déterminer le couple
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support-solvant susceptible de les sé&parer.

En effet, nous avans observé gque les séparations sont sou-
vent trés mauvalses pour les mélanges complexes. Ce falt est
probablement €0 3 des interactions entre substances et impuretés.
Les séparations deviennent meilleures lorsque le mé&lange 3 subi,
au préablable, sait une purificst{on sur calaonne de sephadex LH20

soit un fractionnement sur colonne de polyamide ou de cellulase.

3.3.2. CONDITIONS EXPERIMENTALES

3.3.2.1. Supports-solvants

Les caractérlstiques des supports utilisés en chromatogra-

phie snr colonne sant les suivants:

- polyamide SC6 de Macherey-Nagel du type polycaprolactame; 1a

grosseur des grains é&tant inférieure & 0,16 mm

~ cellulose microcristalline de Merck; 13 grosseur des grains

étant de 3-40yu

- sephadex LH20 de Pharmacis du type hydroxypropyldextrane; la

grosseur des grains &tant de 10-40u.
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Les solvants employés dans les mélanges sont fournils par
Siegfried et Thommen Chemie de qualité purum et sont préalable-
ment purifiés par distillation & 1l'aide d'une colonne Vigreux

de 60 cm de longueur,

3.3.2.2. Coleonne chromateographique

Ces colonnes sont constituéec par des tubes de verre de
diamétre constant dont l'une des extrémités est dotée d'un
robinet terminé par nn tube et l'autre extrémité 4'un reodage
femelle prévu pour adapter le syst@me d'introduction du solvant.
Pour retenir le support dans la colonne, une fritte de porosité
1l est soudfe aux parcis de la colonne au-dessus du robinet ée
telle maniédre gue le volume mort soit réduit aux maximum cela
afin d'éviter dee perturbations dane la composeition dee fractions

éluges. (Voir figure 2 en annexe).
La section de la coleonne est fonction de:

- La guantité de mélange & sé&parer. Il est nécessaire que la
;one initiale soit de faible é&paisseur. La hauteur du support
doit étre suffisaﬁte afin d'offrir aux prodults la distance
optimum de migration au cours de laquelle peut s'effectuer
la séparation. La compléxité du mélange 3 séparer exigera

une hautenr de suppert accrue.
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- Lorsgu'un systéme résoud mal un mélange, la section de la

colonne doit &tre augment&e ainsil gue la haunteur du support.

Cependant, dans tous les cas, les dimensions ne sont variées
que dans la mesure ol la hanteur dn support et le diamitre de
la colonne conservent un rapport fluctuant entre 10 et 20. En
effet, pour un rapport bas, la diétance de migratlion est trop
courte pour permettre une guelcongue séparation alors que pour
un rapport €levé, les zones snbiesent un élargissement au cours
du développemeént. A titre indicatif, 40 mg de mé&lange sont chro-
matographiée sur une colonne de polvamide de diam&tre interne
2,5 cm et de hanteur 35 cm. Sur une colonne de cellulose de

m&me dimension, la quantité introduite est diminuée de moitié.

3.3.2.3. Remplissage de la cclonne

Il s'effectue selon la veie humide qui consiste 3 pré&parer
une suspension du support dane le sclvant de développement et
4 la verser dans la colonne. Au premier abord, cette technigque
est simple et rapide, mais en fait 11 est né&cessaire de prendre

des précantions qui se ré&v&lent indispensables.

Le volume mort sous la fritte de la colonne doit &tre d'abord
rempli de solvant afin d'éviter un dess&chement du support. Afin

de permettire un &coullement sans contrainte, les bulles 4'air
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doivent 2tre 2liminées du support.ce gui est obtenu par aspiration
du solvant 3 travers la fritte, par la partie supfrieure de la
colonne, 3 1'alde A'une trompe 3 eau. Lorsgque les bulles d'air
ont été résorbées, et le niveau du ligquide amené 3 gquelques
centimé@tres au-dessus de la fritte, l'aspiration est arré&tée.
La colonne chromatographique est ensuite disposée dans une posi-
tion rigoureusement verticale, faute de gquol on obtient un

remplissage irrégulier.

On prépare le support de la maniére siivante: une suspenaion
fluide de celui-ci dans le solvant de développement est agitée
puls décantée; on remplace le liquide surnageant par du solvant
frais et ré&épéte ainsi l'opération afin 4'éliminer autant que

possible les particules fines et les Impuretés plus légéreé.

Lors de la mise en jeu d'un support neuf, il est nécessaire
de le laisser gonfler au pré&alable dans le solvant pendant 24
heures. Ce temps peut &tre ré&duit & 2 & 3 heures lorsqu'il

s'agit d'un support qul a d&ja &t& employs.

Une attention particuli@re doit &tre apportée lors de
llusage de mélanges agueux de solvants organiques renfermant
un &l&ment non miscible 3 1'eau. Le mélange n-butancl-acide
acétigque-eau dans les proportions (4:1:5) donne deux phases

dont seule la phase supé&rieure, saturée d'eau, est utilisée
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en tant gu'éluant. Cette phase, gui ne doit &tre mise en
présehce de cellulose que sous une forte agitation, doit étre
auparavant blen décantée pendant au moins nne heure de temps.

5i de telles précautions ne sont pas prises, il se forme eoit
une pite viequeuse esolt une suspension fluconneuse en raison de
la présence de melécules d'eau en suspension dans la phase
organique. On observe par la snite un tassement irrégulier du
support, l'emprisonnement de bulles d'air dans la c¢olonne, une
vitegee d'é&coulement fortement rédnite et la formation discon-
tinuve d'un film d'eau entre le snpport et la parcis de la
colonne. Des difficultée semblables se rencontrent lors du
remplissage d'une colonne avec les couples cellulose-chloro-
forme/acide acétigque/ean (50:45:5) et polyamide-benzéne/méthanol/
acide acétique (65:32:16) bien que ces syst&mes de sulvant ne
forment en principe gu'une senle phase dans les proportions
indiqué&es.Pour pallier ces difficultés, la proportion des compo-
sants miscibles & l'eau, comme le m&thanol, doit étre légé&rement

angmentée afin d'homogéniser le mélange de solvants.

Finalement, la suspension fivide est rendue &paisse pour
qu'elle ne retienne pae les bulles d'air et elle est versée
en une seule fois, avtant gpre possible, dans la colonne dont
le robinet est ouvert pour permettre un débit rapide de 5
gouttes toutes les secondes. Un tel déblt est nécessaire pour
que iz sé&dimentation de la poudre soit rapide et régulibre

et gne d'éventuelles bulles d'alr ne solent emprisonnées. Le
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débit se r&duit de lui-m&me au fur et 3 mesure du remplissage
nals en aucun cas 11 ne doit &tre augment& sinon 11 en résul-
teralt des couchees de tassement différentes. On peut Sventuelle-
ment adapter, de fagonhe;métique,un entonnoir & poudre a4 la
colenne; il fonctionnera comme r&eervoilr pour ls suspension, si
le volume de celle-~cl est supériéur 4 celuil de la colonne. Au
fur et & mesure du remplisceage, on ajoute du solvant de manidre
34 ce gue le support en soit constamment baign&. Le remplissage
terminé, on relle la colonne au réservolr de sslvant afin de
continuer le lavage et le taseement de la poudre. Le lavage

est poursuivi juséu'a la disparition de tout résidu dans

1'&luant &vaporé i sec.

3.3.2.4. Introduction du mélange & séparer

L'&chantillon ou 1l'extrait brut a chromatographier est
dissous dane le minimum de solvant de d&veloppement afin d'ob-
tenir une zone initiale 15 plus &treite possible. La solution
obtenue ne delt pas Stre pour autant trop visqueuse, ce qui
condult a un front de déplacement irr&gulier, En g&néral, le
répport des hauteurs du suppert et de la zone fluctue entre
40 et 50. Ces normes sont difficiles 3 respecter quand le
m&lange & séparer se dissout mal dans le solvant de développe-

ment. Dans le cas de m&langes de solvants, la difficulté est
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aplanie en accreissant la proportion du compesant dane

lequel 1'échantillon est facilement soluble. Si toutefois

de fines particules restent en suspension, la solution est
filtrée avant d'8tre déposde sur le support. Il est & relever
qu'un &chantillon peu soluble dans un syst@me de solvant peut
&tre s&paré par chromatographie sur colonne avec ce m&me sys-

t2me de solvants.

En vue d'effectuer le dépdt de la solution sur la colonne,
on améne le solvant surnageant jusqu'ad fleur du suppeort puis,
le robinet de la colonne &tant ferm&, on introduit le solution
& séparer 3 l'aide d'une pipette pasteur; on laisse couler
cette solution lentement.sur la pareoi interne de la colonne,
en copérant par mouvement circulaire, afin d4'&viter tout risque
de détérioration de la surface du support. En cuvrant le robinet
de la colonne, on laisse ensuite la solution pénétrer lentement
jusqu'éd@ fleur d'adsorbant. Une attention toute particuliére

est & observer lors de cette étape.

Lorsque la zone initiale présente, d&s sa formation, un
front irrégulier, une correction du front s'impose. Pour ce
faire, on laisse la solution p&nétrer dans le support jusqu'a
ce que le front atteigne la meitié de la-largeur pré&vue de la
zone initiale et, a 1l'alde d'une baguette de verre, le support

est brassé jusgqu'au niveau du front, 1'&coulement du solvant
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&tant maintenu durant l'opé&ration. Le brassage s'opére non
seulement par des mouvements circulaires de la baguette, mais
aussi par des mouvements horizontaux de sorte gue celle-ci
balaye toute la surface du support, afin d'é&viter la formation
d'un cbne. Le brassage du support s'avére aussl nécessaire
lorsque la solution & chromatographier est visgueuse ou concen-

trée.

La solution ayant entiérement p&nétré& dans lie support,

1'&coulement est alore interrompu et la parci intérleure de

ia colonne est pré&écautlonneusement lavée avec le minimum de
solvant. On lalese ensuite pénétrer le solvant de lavage &
fleur du support. Enfin le volume mort au-dessus du support est
rempli avec du solvant. Lors des opérations précité&es, il faut
veiller 3 ce que la surface du support soit constamment humlde
afin d'éviﬁer tout fendillement. Un tube capiilaire est branché
& la sortie de la colonne et le développement est aussitdt

effectud.

3.3.2.5. Développement

Le développement se fait par &lution: 3 cet effet, on fait
passer continuellement du solvant 3 travers la colonne jusgu'a

ce gue les différentes zones formées sortent.
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L'aiimentation de la colenne en solvant se fait & 1'aide
d'un diapositif simple permettant de conserver une pression
de travail constante (fig. 2). celul-ci se compose d'un récipilent
rodé R faisant office de réservoir de soclvant dans leguel
plongent deux tubes de verre de mé&me longueur (diam@tre interne:
5 mm), 1l'un A communicant avec l'air ambiant et 1'autre B avec
la colonne par 1'intermédiaire d'un tuyau souple C {diam@tre
interne:5 mm) et d'un tube de verre D {(diamdtre interne: 5 mm}
adapté au sommet de la colonne. Un tube de verre E &mergeant
du haut de la colonne permet 3 ce dernier de communiquer avec
l'extérieur. L'amorg¢age de l'alimentation en solvant de la
colonne s'effectue en aspirant ientement i'air par le tube E;
le solvant passe du réservoir R & la colonne. Dé&s gu'aucune
bulle d'air persiste dans les points B C D et gue 1l'extrémité
D pleonge dans le solvant, la colonne est isciée de l'air am~
biant & i'aide d'une pince Hoffmann acticnannt sur un tuyau
en caoutchouc fixé au tube E. La pression de travall est donnée
par la différence de niveau H entre la base du tube d'entrée
d'air A dans le réservoir R et 1l'extré&mité libre du capillaire.
A chaéue volume de solvant entrant dans la colonne, correspond
une bulle d'air se dégageant dans le récipient de solwvant; ce
gqui permet de contrfler, d'une manidre rapide, 1'amorgage du

dispoeitif.

Le développement de la colonne est suivi @ la lumidre ulitra-
violette tout en se r&ffrant aux s€parations obtenues auparavant

par CCM., Les proportiong des composants du mélange de solvant



35

S R — :

Fig. 2: Dispositif d'alimentation en solvant pour les

coclonnes chromatographiques
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sont &ventuellement modififes en cours de développement afin
d'obtenix la eéparationoptimale. Cela se fait tout simplement
en changeant le contenu du ré&cipient de solvant tout en laissant
intact le volume de solvant surmontant le support dans la
colonne, Ainsi, le nouveau et l'ancien solvant se mélangent
graduellement et le support n'est pas soumis & un changement

brusque de solvant.

Le débit de 1'écoulement dépendant d'une part de la position

de la colonne par rapport & l'extrémité libre du capillaire

et d'autre part de la différence de niveau H, est ré&glé par
conséquent en modifiant les positions relatives de la colonne

et du réservolr par rapport a l'extrémité libre du capillaire;
le robinet de la colonne &tant compladtement ouvert. Celui-ci

est maintenu constant durant ie développement de la colonne

et est r&gié a 60 ml/heure pour les colonne de polyamide et

de sephadex et 3 30 ml/heure pour les colonnes de cellulose.

3.3.2.6. Analyse par CCM

L'&luant est fractionné& & l'aide d'un ceollecteur de frac-
tions Ultrorac LKB 7000. Le voiume des fractions recueillies
est fonction de laz quantité de mé&lange chromatographié et de
la séparation envisagée et varie entre 1 et 15 ml. Celles-ci

sont successivement analys&es par CCM avec le méme systéme
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chromatographique que celui de la chromatographie sur colonne.
Les fractions identiques sont ensuite réunies et soumises &

de nouvelles analyses par CCM soit pour le contrdle de la

pureté soit pour déterminer le couple support-solvant susceptible

de résoudre une nouvelle sé&paration.

Les plagues employées en CCM sont du type cellulose
microcristalline F et silicagel 60F254 préfabriquées par la
firme Merck {(Darmstadt) et polyamide Macherey—ﬁagel Dcll et
DCG (Diirer) fabriquées psr nos soins 3 l'aide d'un &taleur

Desaga (épaisseur: 0.25 mm).

Le dépdt des fractions se fait & 1'aide d'un guide spot
Camag et d'une micropipette de 5 ul. Les quantitéa déposées
sont estimées aux lumidres visible et UV par comparaisgn aux
concentratiogns connues (10 & 20 pg par épot) de témoins appro-

priés.

3.3.2.7. Régénération des supports

La poudre de polyamide est régénéré&e, aprés chague emplodi,
en faisant passer & travers la colonne une szolution de soude
caustique & 5% gui dégrade les substances encore adscrbées
résiduellement et faciiite leur &lution: le traitement est main-

tenu jusgu'd ce gque i'&iuant soit basique. Lz colonne est en-
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suite lavée & l'eau désionisée jusqgu'a neutralité puis avec
une solution d'acide ac&tique & 5% pour €luer les derniéres
traces de substances. Le polyamide est finalement lavée &

l'eaun désionisée jusqu'd neutralité

Les poudres de cellulose et de sephadex sont régqénérées
simplement par €lution continuelle avec le solvant de développe-
ment ou éventuellement avec un solvant plus polaire jusqu'a
ce que l'éluat_soit propre. (Contréle par évaporation d'une

quantité de 20 ml de solvant),

Lors de la régénération, la solution basigque provoque fré-
guemment des cantractions du polyamide; aussi & chagque
emploi, les colonnes de polyamide doivent &tre remplies de
nouveau. Quant aux colonnes de celluloase et de sephadex, un
nouveau remplissage n'est pas nécessaire si la régénération a

&té effectuée avec le méme solvant de développement.
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4. TSOLEMENT ET PURIFICATION DES SUBSTANCES

En vue de 1'isclement des substances signal&es par K.

Hostettmann dans son &tude phytochimique de la section Coeianthe

du genre Gentiana [ﬁ], 4 savolr -les substances E*, D et G, les

feuilies pulvérisées de G. burseri Lapeyr. et G. punctata L.

ont &té& soumises aux extractions selon le schéma &tabli pré&cé&-

demment (fig. 1), A partir de i50 g de feuilles sé&chées et

pulvériefes de G. bureeri Lapeyr. et de G. punctata L., nous

obtenons reepectivement 49,5 g et 56,5 g d'extraits méthanoligues.

» O

S

O O
H@ a"-':'-:'_ —:_-—-@

——
—

=5

@ JE—
Iy
ite je——
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—_»-?§§
——,

Suppert: Polyamide MN Dcll
Soivant: MeOH 30%
RévElateur: KOH 2N/MeOH +

UV 350 nm
E: iscorientine-4'-0O-glucoside
A: iscorientine
D et G: témoins inconnus B], 1}]

I: Gentiana punctata L. (100 ug)

II: Gentiana burseri Lapeyr. (70 ug)
&: brun €D+ jaune
@: vert O : blanc
@: orange

Fig. 3: Chromatogramme des extraits méthanoliques de Gentiana

punctata L. et de Gentlana burseri Lapeyr.
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Les snbstances A et E & teneur &levée sont détectées 3

partir d'un dé&psSt de 30 ug pour 1l'extrait de Gentiana punctata

L. et de 40 pg pour l'extrait de Gentiana burseri Lapeyr.; les

substances D et G le sont seulement pour un dépdt respectif

de 100 ug et 70 ug.

Par portions de 15 g, chague extrait est fractionné& par
chromatographie sur colonne de polyamide (1= 100 ecm, d= 5 cm)
avec comme solvant initigl le m&lange MeOH-H20 dans le rapporg
{l:1). Ce dernier est augmenté& & (7:3) lors de l'apparition
dans 1'&luat de compos&s flavoniques & hauts Rf, lebloc des
gucres les ayant dé€j3 précé&dé. La teneur en méthanol n'est
finalement augment&e dane les proportions (9:1) gue lorsgue

les composé&s A Rf moyens apparaissent 3 la sortle de la colonne.

4,1, ProvenaNCE DU MATERIEL VEGETAL

Les feuilles de Gentiana burserl Lapeyr. ont &té récoltées

an Col de Puymorens dans le département des Pyrénées orlentales
(France} & une altitude de 1500 m. Quant aux feuilles de Gen-
tiana punctsta L., elles ont &té&é récoltées A Engelberg (Obwald)
4 une altitude de 1800 m. Les pré&lévements sont effectués sur
la hampe florale au moment de la floraison qui, pour Gentiana

burserl Lapeyr., se situe vers le fin du mols de junillet et
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pour Gentiana punctata L. vers le début du mois d'aocfit.

4,2, FRACTIONNEMENT DE L'EXTRAIT METHANOLIQUE OE GENTIANA

BURSERI LAPEYR,

Le fractionnement préliminaire CC1 de 1l'extrait méthancoligue

de Gentiana burseri Lapeyr. conduit au chromatogramme suivant:

@V“n’w
E,E-géia | @ 623'11}iu
o &) | )
ER:] \l(\? '
s @

Fig. 4: Chromatogramme des fractions de la colonne C(:l

(fractionnement de 15 g d'extrait m&thanclique de

Gentiana burseri Lapeyr.)
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Support: - Polyamide MN-DC,, () : blanc (@ : orange
Solvant: MeDH 90% @: brun : jaune
RévElateur: KDH2N/MeDH+UV 350 nm ¢ : vert

F: Teovitexine-4'-D-f-D-glucoside

E: Ieoorientine-4'-0-g~D-glucoside

B: Isovitexine

A: Isoorilentine

D, E*, G: Témolns inconnus isclé&s par Hostettmann Eﬂ ou par

Karangwa @]

Le chromatogramme nous Indique outre la présence des té&moins
isovitexine-4'-0-g-D~glucoside (F),iscorientine=-4"'«~D-g-D-gluco-
&1de (E) '[2] , ilsovitexine (B) et iscorientine (A) [i] de
étructures connues, les substancee E* et - G mises en &vidence
par Hostettmann B] , trols agutres substances C, H, et I encore

non lsclées.

Ls substance C, dont le Rf est vwoisin de celui de D, pré&-
sente une cecleraticon verte & la lumiSre UV 350 nm apréds révé-
lation, ce qui, a priori, nous permet de conclure a4 1'absence
de la subetance D {coloration jaune). En effet, tout auv long
de nos travaux de eéparation, nous n'avone jamals d&celé sa

pré&sence.
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4,2,1. SUBSTANCE E*

Lea fractions CC1 IIE at CC1 IV contanant raspactivement
F, E et E* analysées par CCM fournissent les chromatagrammes

I et II, Fig. 5.

W Mz
W I <> il
e2 2, o
% .
E-@ & @ en 0 I: Polyamide MN-DCp,
§ | F® 7 2 MeOH 90%
e?) O
“ il II: Cellulase Merck
AcOH 10%
m w m v Révé&lateur: KOH2ZN/MeOH+UV 350 nm

Fig. 5: Chraomatogrammes des fractions CC, III et CC, IV

1 1

1 1 IV se dédaublant

Les spots E des fractions CC, III et CC
faisanéapparaltreun autre épat 4 Rf supérieur correspondant
4 la substance E*. Cette derniére accuse un Rf volsin de F
dans le systkme chramatographique résalvant le mé&lange E, E*.
Aﬁssi en premier lieu, CCl III sera trailtée sur palyamide et

ensuite réunie a CC1 IV paur &tre finalement séparée selon le

schéma d'isclement ci-aprés:
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CClIII

CC polyamide

MeQH 50%
I I 1
CClIV & - - - — —— — = E + E* F
CC Cellulose
AcOH 5%
I l 1 CC Cellulose E' {trace)
E* + imp. \\\\\\
n-BuOH-AcOH-Hzo E*
{4 :1:5) |
CC Sephadex LH20 CC Sephadex LH20
MeOH MeCH
E* crist. E* crist.

Fig, 6: Schéma d'isolement de E*

Lors de la ré&pétition de l'isolement de E*, nous observons
souvent un mé&lange E* + impuretés dont la purification & tra-
vers une colonne de Sephadex 1LH20 est inefficace. En effet,

E* ainsi obtenu ne cristallise pas dans :le m&thanol. Des
analyses par CCM plus approfondies montrent la présence d'une
substance en trace seulement visible 3 la lumifre UV 254 nm

avant la révé&lation.
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I I
I: Cellulose Merck
AcOH 10%
E*® &
I F £ II: Cellulose Merck
e? |, "
: - - -H.,0
Ee % » n-BuOH-AcOH-H,
(4 :1:5)
i ' i : - " R&v&lateur: UV 350 nm
E%imp. E"imp) @

QO uv 254 nm
Fig. 7: Analyse de E*
La substance en trace est &liminée du mélange E* + im-

pureté 3 l'aide d'une colonne de cellulose n-BuOH-AcOH-HZO

(4:1:5).

4.2,2, SUBSTANCE C

L'analyse par CCM des fractions CC1 vV et CC1 VI contenant
respectivement C, B et C, B, A donne les chromatogrammes

sulvants:
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I: Polyamide MN-DC

DED) oy N
:(% % % e a | MeOH 90%

Bg ZN
D & II: Cellulose Merck
A& ) ACOH 10%

11

v Vi vV Vi Révélateur: KOH2N/MeOH

+ UV 350 nm
Filg. 8: Chromatogramme des fractlons cclv et CClVI

Les fractions CClV et CC1VI sont réunles et soumises &
une séparation sur colonne de cellulese AcOH 10%. La subs-
tance C alnsi isolé&e se présente néanmclns sous la forme
d'un spot allongé dans les systdmes chromatographiques 1 et
II. La cocloration du spot apr@s révélation avec KOH2N/MeOH
(polyamide - MeOH 90%), n'est pas uniforme mails accuse des
nuances de couieut brun-vert. La purification 3 travers une
colonne de Sephadex LH20 n'amé&liore pas la forme du spet quil
sugglre l'existence d'un mélange. La recherche systématique

d'un systéme chromatographique susceptible de dédoubler ce

spot neus a permls d'obtenir les résultats sulvants:
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I I itk
I: Polyamide MN-DC, |
MeCH 90%
B Y 0@
D %C% II: Cellulose Merck
A 7 n-BuOH-AcOH-H,0
{4 :1:5)
B@ o,
= C? I1I: Cellulose Merck
e
AL c2 CHC13-ACOH-H20
(5 4 : 1)
|REvElateur: KOH2ZN/MeCH+UV3SO nm

Fig. 9: Analyse du mélange C

Le mélange C est s&paré en ses divers constituants C

17

et C*' selon le schéma d'isolement ci-aprés:

CC1V ; CCIVI

CC Cellulose

AcQH 10%
I : v
C B h
i
CC Cellulose
CHC13-ACOH—H20
(5: 4 :1)
1
T T 1
C,+imp C'+imp C. +imp
1r | 2!
. €CC Sephadex MeCH LH20
trace

Fig. 10:

Schéma d'isolement de C', C

et C

1 2
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I I

0809 ¢ %%@@%.

D C Cy ¢y C© D C Cy3 Cq C

I: Polyamide/MeOH 90% é? :violet
II: Cellulose/AcOH 10%  Ré&v&lateur: KOH2N/MeOH

+ UV 350 nm

cC, et C'

Fig. 11: Comportements chromatographiques de Cl, P

4.2.3. SUBSTANCE G

La fragtion cchI contenant la subetance G analysé&e par
CCM avec divers syetémes chromatographiques ne révéle gu'un
seul &pot au contour bien définl et de coloration uniforme
apr8e révélation. Ces indices donnent 3 penser que le spot G
ne recdle qu'une seule substance. La fraction cit&e est donc
soumise & une purification & travers une colonne de Sephadex

pour &liminer les impuretés.

Cependant, l'hydrolyse acide de G donne 3 spots par CCM,

dont l'un en trace. De plus, en &mettant 1'hypothlse que G
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soit une C-glycosyl-hydroxy-5 flavone, il ne doit apparaltre
gque 2 spots par isomérisation. Ces résultats inattendue nous
incitent 3 mener des analyses plus fines pour le contrdle de

la pureté de la substance G.

Il s'avire que le systdme chromatographique polyamide/
benzdne-MeOH-AcOH (65:32:16) dédouble le spot correspondant

3 G en un autre spot G' 3 l'état de trace & valeur Rf supérieur,

I: Polyamide MN-DC
MeOH 90%

11

II: Polyamide MN—DC11
G’%; benz&ne-MeOH-ACOH
{ 65 : 32 : 18)

a (4 ‘s
Révélateur: KOH2N/MeOH+UV 350nm
~ F . ' l: G témoin
1 2 1 2 2;: G ieole

Fig. 12: Analyse de G

Le mé&lange (G+G') eet alors séparé en 5e3 2 composants

selon le sché&ma d'isolement ci-aprés:
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CC1 XTI

Sephadex LH 20

MeOH
G + G
Polyamide
Benz&ne-MeOH-ACOH
65 32 : 16)
1 3 v
G' (trace) G + imp.

Sephadex LH 20
MeOH

}

G

Fig. 13: Schéma d'isclement de G

4,2.4,. SUBSTANCES H ET I

IX et CC. X mé&ne aux

L'analyse par CCM des fractions CC1 1

chromategrammes suivants:
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I: Polyamide MN—DCll
MeOH 90%

II: Polyamide MN-DC, 4
Benz&ne~-MeOH~AcOH

% d (45 : 32 : 16}

46 @
G IfY: Cellulose Merck

|
H
g o ACOH 10%
X X X X X IX | Révélateur: ROH2N/MeOH +
UV 350 nm

Fig. 14: Chromatogrammes des fractions ccl IX et CCl X

L'examen de ces 3 chromatogrammes nous montre la voie 2

adopter pour l'isclement de H et I:

La fraction CCl X, tout d'abord, sé&parfe snr colonne de
polyamide conduit au mélangé H,I gul, réuni avec la fraction
' CCl IX, est ensuite ré&solu en H et I par une colonne de

cellulose:
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CC1 X

|

CC polyamide
Benzéne-MeQH~ACCH
(45 ¢ 32 : 16}

CC cellulose
AcOH 15%

¥ ¥
R + imp, I + imp.

CC Sephadex LH 20
MeOQH

5

Fig. 14: Sch&ma d'isolement de H et I
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4,3, FRACTICNNEMENT DE L'EXTRAIT METHANOLIQUE DE GENTIANA

PUNCTATA L.

Ce fractionnement préliminaire CC2 de l'extrait mé&thano-

lique de Gentiana punctata L. conduit au chromatogramme de la

ST
c %%““WJ
€ H%@%%
’ L8y
c, IRRY
| 8 @o .
! \| W

Fig. i6: Chromatogramme des fractions de la coionne CC2

(159 d'extrait méthanoiique de Gentiana punctata L.)

Support: Polyamide MN-DC,, (O : blanc : orange
Solvant: MeOH 90% @ : brun : jaune

Révélateur: KOHIN/MeOH + UV 350 nm @ : vert
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A: Iscorientine

B: Isovitexine

E: Isoorientine~4'-0-g8-D-glucoside
F: Isovitexine-4'~0~g-D-~qluccoside
J: Isocorientine-2"-0-~g-D-giucoside
D: Témoin inconnu

G, H, I: substances isol&es de Gentiana burseri Lapeyr.

Le chromatogramme nous montre cutre la présence des
témoins isovitexine-4'-0-8-D~glucoside (F), iscoorientine-4'-0-
B-D-glucoside (E) [2], isovitexine (B), isoorientine (a) [1],
isoorientine~-4'-0=g-D-glucoside (J) ﬁﬂ] de structure connue,
les substances D et G mises en &vidence par K. Hostettmann

B], et les substances C. et H isolfes par nous-méme précédemment

1
dans Gentiana burseri Lapeyr. ainsi que trois autres substances

K, L, M non encore isolées.

Ces dernidres présentént des Rf voisins de ceux des té&moins
E, B et A; de ce fait, elieé sont confondues aisément avec ceux-
ci.Cependant la révélation avec une soiutien aicoocligue de po-
tasse (CCM Polyamide/MeOH 90%) différencie nettement K {col.
vert) de E (brun) et M (jaune) de A (orange). Par contre, seules

ies analyses par CCM permettent de distinguer M de I et L de BE.



4,3.1. SUBSTANCE D
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La fraction CC2 VII contenant K, J, D et B analysée par

CCM donne entre autres les chromatogrammes suivante:

Vil

Vil

K
0 8

e O
o O

vi

I: Polyamide MN-DC
MeOH 90%

11

II: Cellulose Merck
n—BuOH-ACOH'Hzo
(4 : 1 : 5)

IIT: Cellulose Merck
AcCOH 15%

RE&vElateur: KOHZN /MeOH
+ UV 350 nm

Fig. 17: Analyse de la fraction CC2 VII

De 1l'examen des chromatogrammes ci-deesus, 11 ressart que

les syetémes chromatographiques I et III se rév&lent les plus

aptes & l'isolement de D. Cependant, le systéme II1 présente

1'avantage de permettre une séparation plus aisée entre la subs-

tance B et le mé&lange K, J gui sera, ultérieurement, recyclé
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pour 1l'iscolement des substances K et J. Notre choix se porte

donc sur le systéme chromatographique III.

CC2|VII

CC cellulose

AcOH 15%
I I 1
K+ J B D + imp,
Recyclage CC Sephadex
MeQH

B

Fig. 18: Sché&éma d'isclement de D

4.3.2. SUBSTANCES J ET K

Les fractions CC2 V et CC2 VI renfermant respectivement

E, J et K, J sont soumlses a des analyses par CCM conduisant

aux chromatogrammes de la fig. 19.
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m ¢
§ €
€€

I: Polyamide MN-DC MeOH 90%

11
II: Cellulose AcOH 10%
III: Cellulose n—BuOH—AcOH—HZO (4:1:5)

Révélateur: KOH2ZN/MeOH + UV 350 nm

Fig. 19: Analyse de CC2 V et CC2 Vi

Ces analyses nous ont permis de procé&der au choix du systéme
chromatographique adapté 2 la sépafation de J et K. Le mélange
J, K, obtenu lors de 1'isclement de la substance D,est réuni aux
fractions CC2 V et CC2 VI. Il est ensuite introduit sur une co-
lonne de cellulose dont le développement avec la sclution buta-

nolique fournlt les substances J et K.

Le contrdle de la pureté& de la substance K nous révéle que
celle-ci est impure comme le démontrent les chromatogranmes

suivants:



ke I x
ea I: Polyamide MN—DC11
K MeOH 70%
K’ % II: Silicagel 60 F 254 Merck
K AcOEt-AcOH-H20 (50:10:7)
RévE&lateur: KOHZ2N/MeOH +
Uv 350 nm

Fig. 20: Analyse de la substance K

Les substances K et J pures saont finalement obtenues selon

le schéma de séparation suivant:

{(J,K) + CC2V + CC2 VI
CC celluloae
n~BuOH-AcOH-MeOH
(4 : 1 : 5)

— [ —1
K J + imp. E
I I

CC Polyamide CC Sephadex

MeOH 70% MeOH
R* [trace) R + imp. J
€C Sephade
MeOH

Fig. 21: Schéma d'isoclement des substances K et J



4.3.3.

SUBSTANCES L ET M

L'analyse par CCM des fractions CC

80

2 IX et CC2 X contenant

respectivement L, A et L, A, M fournit les chromatogrammes

suivants:

II:

I1I:

Fig, 22: Anslyse des fractions CC2

Révé&lateur:

Polyamide MN-DC
MeQH 90%

11

Cellulose Merck
n—BuOH-AcOH»Hzo
4 : 1 :: 5
Cellulose Merck
CHC13-AcOH-H20
(10 = 9 : 1)

KOH2N/MeOH +
UV 350 nm

IX et CC, X

2

Deux syst&mes chromatographiques s'offrent 3 nous pour

mener 3 bien l'isolement des substances L et M, 3 savoir les

eystémes II et III faisant, tous les deux, intervenir le phéno-

mé&ne de partage. Notre cholx est fixé& sur le systéme III1 pour

deux raisons: La premikre réside dans le fait que le remplissage

des colonnes de cellulose avec le solvant agueux-butanoligque
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(formation de deux phases) n'est pas chose aisée., La deuxi2me
repose sur le falt que 13 reproductikilité des sé&parations

effectufes svec le systEme II nous fait parfois dé&faut.

La chromatographie sur colonne avec le systZme III fournit
les substances M, L et A. Cependént 13 puret& de la aubstance

M laisse & désirer, comme le prouvent les chromstogrammes ci-

aprés:
I , I
M ﬁ I: Polyamide MN-DC
M 11
MeQH 70%
MmO ' 1I: Silicagel 60 F 254 Merck
AcOEt-ACOH-H,0
{50 : 10 : )
M A L

Fig. 23: Analfse de la substance M

Les substances M et L sont finalement obtenues selon le

schéma ci-dessous:
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CC2 IX + CC2 X

CC cellulose
CHC13—ACOH-H 8]

2
(10 = 9 : 1}
I | i
M A L + imp.
CC Polyamide CC Sephadex
MeQOH 70% MeQH
M + imp. M’ (trace) L

!

CC Sephadex
MeOH

|

M

Fig. 24: Schéma d'isolement des substances M et L

4.3.4. SUBSTANCES Cl, G ET H

Les substances Cl, G et H ont &té& isolées par chromatogra-

phie des fractions CC2 VIII et CC, XI seleon le schéma g&néral

2
d'isolement &tabli {fig. 25).
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La vole d'isolement débouchant & la substance Cl est

similaire 3 celle adoptée pour Gentlana burseri Lapeyr. {chap.

4.1.2.}. Notons que C, et C' ont aussi &t& obtenues, mals &
+L'Etat de trace. D'autre part, signalons gque, lors de la sépa-
ration de G et H, nous n'avons observé ni la présence de la

substance I, nl celle de la substance G'.

Les fractions CC, II, CC, III et CC, IV contenant les
substances E et F ont &té traitées dans le but de déceler la
présence et sl possible d'isoler la substance E*. Nos re-

cherches se sont avérées vaines.
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4.4, CriTéres DE PURETE DES SUBSTANCES

Les substances isolées sont soumises & un contrlle rigoureux
de la pureté. Celui-cl est exercé 3 l'aide des analyses par CCM

faisant intervenir plusieurs syetémes chromatographiques, a sa-

volr:
Polyamide MN-DC11 - MeOH 90%
~ Benz8éne-MeOH-AcOH (45:32:16)
Celiuloee Merck - AcOH 10%

- n-BuOH-AcOH-H,0 (4:1:5} ph. aqu.

- CHC1l.,-AcOH-RB,0 (10:9:1)

3 2

Silicagel 60 F 254 - AcOEt-MeOH-8,0 (50:10:7)
Merck

Cependant, ces données gnalytiques ne doivent é&tre considé-
rées que comme des indices reflétant la pureté probable d'une
substance. En effet,.il est démesuré de vouloir espérer le cont-
rdle avec tous les systémes chromatographignes citée dans la
littératnre. Des indicee supplémentairee eont donnéee par le
contour et la formernette du spot ainsi que la coloration uni-
forme, sane nuance, qu'accuse ce dernier & 1'UV avant et aprés

révélation.
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La preuve tangibie de ia pureté d'une substance ne peut
&tre acgquise gue par l'analyse par CCM des produits d'hydro-
lyse de la substance elle-méme. En effet, 1'hydrolyse acide
prolongée d'une aglycone flavonigque conduit & un seul spot
eur couche mince, celle d'un C-glycoside flavonigue 8 deux
spote, et celle d'un di-C-gliycoside flavonigque & deux spots
51 les restes glycosidigues sont de natures différentes et 2
un seul spot ei ces derni@res sont identiques. Quant 3 1'hydro-
iyse enzymatigue, pour tous les dé&rivés flavonigues, un seul

spot doit 8tre obtenu.
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5. IDENTIFICATION ET DETERMINATION DE STRUCTURE DES SUBSTANCES
[SOLEES

Les technigues de sé&paration chromatographigues nous ont
permis d'obtenir deé substances pures; la pureté &tant condi-
tlonnée par le seull de détection de la chrdmatographie sur
couche mince. Il s'agit dés lors de déterminer les strucﬁures

de ces substances.

La difficulté d'une telle démarche est facllement rédulte
si la substance 2 ldentifler est déjarconnue et s1 de surcroit
on dispose d'un &chantillon témoin. Dans ce cas'simple, quel-
ques milligrammes suffisent pour démontrer gu'il y a identité
des propriétés physiguea. Dens le cea des substances gue nous
avons lsolées, en i'occurrence des dérivés flavenigues, les
critédres A ﬁéfifier sont ies points de fusion ou la décompo-
sition mixtes, la co-chromatographie, le comportement & 1'hydro-

lyse aclde et & 1'hydroiyase enzymatigue, les spectres UV et IR.

La recherche de structure d'une substance nouvelie reguiert
dqvantaQe de produit, car 1l est indispensable de recueéiiiir
de nombreuses données en particulier spectroscapiques. I1 est
de plus nécessalre de dégreder la molécule seion des voies apé-
clfiques en fragments connus. Le nature des prodults obtenus

ainsi gue le type de réactions mises en jeu permettent alors
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de recanstituer la structure de 1la substance nouvelle. Lors-
gue 1l'on dispose de suffisamment de produit, aucun probl&me
majeur ne se pose, En revanche, dans le cas contraire, il

est nécessaire d'opérer avec discernement un choix parmi les
opérations & effectuer afin d'acquérir le maximum de renseigne-

mente avec le minimum de produit.

Les réactions de dégradation auxquelles nous avons soumis
les substances isolées se résument 3 des ré&actions d'hydrolyse

en préesence de divers catalysenra.

L'hydrolyse brutale par 1l'acide iodhydrique 1ib&re tons
les gronpements substitufs au squelette flavonique dans la mesure
ol 1'acide provogque la rupture des liaisons carbone-carbone (C-
glycosidigue) et carbone-oxyg&ne-carbene. Ce traitement, appliqué
aux C-glycosylflavones, conduit uniquement & 1'aglycone flavo-
nigue, les restes osidiques &tant détruits. Il est donc pos-
aible de amavoir s5'1l s'agit ou non d'un C-glycoside. En effet,
pulsgue la C-glycoaylation n'affecte pratiquement pas le
spectre UV d'une flavone, la similitude des spectres UV du
dérivé flavonique et de son aglycone en apporte la preuve pour
autant gue leur comportement chromstographique soit différent.
Quant aux flavones O-glycosylé&e et {(ou) mé&thylé&e, la r&action
méne aux flavones hydroxylé&es correspondantes dont les apectres
UV, comparés A ceux des produits de départ, permettent de loca-

liser les sites ol s'est effectufe la O-substitution.
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L'hydrolyse par l'acide chlorhydrique est plus spécifique
puisqu'elle ne touche gne les liasisons osidigues classighes
(cas des O-glycosylflavones) et les liaisous esters fcas des
O-acylflavones). L'avantage marguant qu'elle offre c'est de
cougerver intact les fragments 1ib&rés sauf lorsqu'’il s'agit
de dérivés des 6 on 8-C-glycosyl-hydroxy-5-flavones gqui, elles,
subissent 1'isomérisation de Wessely-Moser. L'issue de cette
réaction donne des informations quant & la nature C-glyéosidique
on (et) O-glycosidique de la snbstauce de départ, asinsi gne
la nature des restes asidiqgues. La comparaisoun des spectres UV
du produit initial et ceux des produits d'hydrolyse fonrnissent
aussi des renselignements guant aux positions §'attache des subs-
tituants. Une confirmation des sites d'attache est, en outre,
fournie par l'analyse des produits issus de lL'hydrolyse aclde
du dérivé méthyl& de la substaunce en guestion. Les groupes phé&-
nolignes &tant taons méthylés, 1'hydrol§se met 4 jour un groupe
hydroxyle a l'emplacemen; de la O-snbstitution, emplacement

gui peut &tre précisé an mayen de la spectrophotométrie UV,

L'hydrolyse par 1l'eunzyme B-D-glucosidase, comme tante
réaction enzymatigque, est hautement spécifigue. Son actian
s'exerce su uivesu des lialsons osidiques classignes unighement
entre les molé&cules B-D-glucose et la flavone. Comme pré&cédem—
ment, les positiaons d'attache des restes glucosidigues peuvent

&tre définies.
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Les techniques spectroscoplgques sont incontestablement
des outlls de choix dans 1'€lucidation et la confirmation de
structure d'une snbstance. Des travaunx entrepris dans ce do-
maine, nous pouvona dégager, dans ce qui suit, les données
essentielles gul ont contribu& A la détermination de structure

des subgtances 1soleés.

La epectrophotométrie UV gul requlert particuliirement

peu de substance est d'un apport non négligeable vu le nombre
d'informations que nous pouvans en tirer. Elle fait 1'objet
d'un certain nombre de travaux dont celul de Mabry et coll.

ﬁﬂ . I1 ressort que les dérivé&s flavoniques pré&sentent deux
maximums d'abecorption principaux, 1'un dans la région spec-
trale 300-380 nm constituant la bande I et i'autre & 240-280 nm
.constituant la bande II, La hande I, assocife principalement

au chromqphore cinnamoyle dn squelette flavonique, est d'au-
tant plue déplacée vers les grandes longueurs d'onde gue le
noyau phényle B de la flavone se trouve dans un &tat d'oxydation
ElevEé., De méme, la bande II, associée au chromophore benzaoyle,
eat dépendante du nombre de groupes oxygénés fix&e sur le

noyau benzénique A. Alnei, la position des bhandes I et 1I four-
nit des renseignements sur le schéma d'oxygénation de ia fla-
vone. Toutefols, ce sont les déplacements provogués par les
réactifg additionnés 3 la salution méthanciique de ia flavone

qui donnent le plus d'informations.

Le ré&actif chlorure d'aluminium forme trais types de com-
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S

plexes, a4 savoir, avec le groupe carbonyle et le groupe hydro-
xyle en 3, avec le groupe carbonyle et le groupe hydroxyle

en 5 et avec les groupes hydroxyles eﬁ ortho; le deuxidme &tant
détruit par l'acide citrigue et le dernier par 1l'acide chlor-
hydrique. L& présence de groupes o-dihydroxyles sur le cycle

B est ainsl détectée par le déplacement hypsochrome de 30-40 nm
de la bande I du spectre dans A1C13+HC1 par rspport 8 celle du
spectre dans A1C13. Le déplacement bhathochrome de 35-55 hm de la
bande 1 du sgpectre dans A1c13+ﬂc1 par rapport a4 celle du spectre
dans le méthanol est révélsateur d'un groupe hydroxyle en 5. Le
méthylate de sodium qui est une base forte, lonise tous les
groupes phé&noliques. Cependant, un déplacement bathochrome de
40-65 nm sans décroissance de 1'intensité& de la bande I du
Epectre obtenu en présence de ce réactif par.rapport 4 la bande

I du spectre initial est le signe d'un groupe hydroxyie en 4°'.
L'acétate de sodium qui est une base plﬁs faible, ilonise seule-
ment les groupes phénoliques trée acides. L'effet sur la bande
II quand un groupe hydroxyle en 7 est présent se traduit par

un déplscement bathochrome de 5=20 nm. En ré&sumé, la spectro-
photométrie UV permet ls détection de groupes hydroxyles en

5, 7 et 4' ainsi gue les groupes O-dihydroxyles,

La ré&sonance magnétique nuclésire trouve son importance
aussi bien dans lsz confirmation qune dans le fait de compléter

des hypoth&ses de structure &€laborées 3 partir des données four-~
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nies par la dégradation de la substance. Elle est appliqueé
soit & la substance pure soit au dérivé triméthylsilylé ou

acétylé de la substance.

Le dérivé acétylé est sane doute le plus communément em-
ployé; 11 conduit 2 un spectre complet dont les signaux sont
les plus significatifs. Hillis & Ho%n @4] et Gentlill & Horo-
witz [1@ se sont penché&és sar l'étdde des dérivés acétylés des

C-glycosylflavones par RMN (solvant: CDC13):

- Les slgnaux des groupes acétyles aromatiques relatifs a
l'aglycone et =2liphatiques relatifs 2 la partie C-glyco-
sidigque sont nettement différenciés: les premlers apparalssent
entre & 2,30 et 2,50 ppm alors que les dernilers se situent

4 des champs plus &levés entre § 1,67 et 2,10 ppm.

- Sur‘lagase des elgnanx des groupes acétyles aliphatigues, il
est possible de distlnguer un 8-C-glucoside flavonigue de
son isomére en 6. En effet, les protons des groupes acétyles
2" et 6" d'une 8-C-glucosyl flavone ac&tyl&e ré&sonnent res-
pectivement entre § 1,70 - 1,73 ppm et 6 1,90 - 1,95 ppm,
alors que ceux d'une 6-C-glucosylflavone ac&tylée donnent
des signaux se situant respectivement entre & 1,77 - 1,83
ppm et § 2,00 - 2,04 ppm. Quant aux groupes ac8tyles 3" et
4", 4l1s apparaissent & des champs inférieurs respectivement
a6 2,00 -2,03 ppmet & 2,08 - 2,10 ppm pour les isomEres en

8 et 86 2,00 ~ 2,08 ppm pour les isom@res en 6.
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- Les protons aromatiques de 1l'aglycone produlsent des signaux
gui s'&talent entre & 6,80 - 7,90 ppm & 1'exception dn pro-

ton en 3 qui donne un singulet caractéristique entre 8 6,55 -

6,70 ppm.

- Les protons aliphatiques sont repré&sentés par des signaux
entre 6 3 et 6 ppm dont celuil du proton anomérigque H-1" qui
apparalt sous forme d'un doublet aux environs de § 5.ppm.
Sa grande constante de couplage J=10Hz'(coup1age axial-
axial) est révélatrice d'une configuration pour 1l'ose de
la série D et la petite constante de couplage J=2Hz (cou-

plage &quatorial-axial) est relative & la configuration .

La spectrophotométrie IR fournit "l'empreinte digitale" de
la substance; elle est donc tr&s utile dans le processus d'iden-
tification d'une subetance. Néanmolins, gon intérét réside aunssi
dans la révé&lation des groupes fonctionnels que comporte la fla-
vone, notamment le groupe carbonyle conjugué., Les dé&rivés hydroxy-
5 flavonigues montrent dans le domaine des fréquences 1600 -

1

1650 cm — deux bandes d'absorption; celle & grande fréquence

1645 - 1650 cm-l est communément attribufe 3 ]1'absorption du

groupe carbonyle ch&laté et l'autre 1610 - 1620 cm_l

4 1l'absorp-
tion de la double liaison. Récemment, Jos& et coll. [25] ont étn-
dié l'effet de 1l'iode sur l'intensité& d'absorption de la double
liaison et l'effet du trifluorure de bore sur les fréguences du

groupe carbonyle des dérivés hydroxy - 5 flavonignes.
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Les résultats montrent que la bande 3 1650 cm-l est due &

1'absorption C=C et celle 3 1620 cm-l 4 1'absorption C=0.

5.1, SUBSTANCES DANS GENTIANA BURSERI LAPEYR,

Rappelons que dans cette esp@ce, nous avons mis en &vidence

six substances & savoir C._, CZ' E*, G, H et I dont les struc-

1

tures sont 3 déterminer.

5.1.1. SUBSTANCE G

Le spéctre UV de G dans le m&thanol présente deux bandes
principales d'absorption, 1'une 2 272 nm (bande II) et l'autre
3 337 nm (bande I). Ces deux bandes se situent dans les régions
spectrales (bandes I=304-350 nm, bande II=240-280 nm) [1ﬂ

caractéristiques des composés flavonigues.

L'effet bathochrome (8 nm) de NaOAc sur la bande II signale
un groupe hydroxyle en position 7, celui (47 nm) de NaOMe sur
la bande I, sans décroissance de 1'intensité&, révéle un groupe

hydroxyle en 4°'.

La bande I dépend essentiellement dn chromophore cinnamoyle
affectant le groupe phényle B et 1'hétérocycle C. De ce fait,

la position de la bande I nous renseigne sur 1'&tat d'oxydation
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du cycle B. Par comparalson avec les valeurs de la littérature
(voir tablean 1)}, la substance G serait soit hydroxylée en 4'
{isovitexine, 336 nm} scit hydroxylée en 4' et QO-substituse

en 3' (iscorientine-3'-0O-glucoside, 339 nm); donc ne portant

pas de groupe o-dlhydroxyle sur le noyau phényle.

Des anomalies snrgissent dans le spectre effectn& en
Préeence de A1C13. En effet, dans la r&gion des grandes i&n—
gueure d'ondes, deux bandes absorbent, 1l"'une 3 380 nm et l‘'autre
4 420 nm, aw lieu d'une seule bande (&ventuellement pré&cédée
d'un &paulement Ia) généralement observEe pour les composéEs
flavoniques. Ces dernidres correspondent 3 deux complexes
du type AlCl —o-dihydroxyle puisqu'ils sont détruits par l'action
de HC1l pounr donner nailesance 3 une autre bande Ib & 343 nm,
précédée d'un Epauvlement Ia 3 384 nm. L'écart de 47 nm obeervé
entre le maximum Ia du spectre A1C13/HCI et le maximum I du
spectre dans le méthanol témoigne de la présence d'un complexe
non dé;ruit par HC1l, celui gul falt lntervenir ia fonction
carbonyle et 1'hydroxyle en poeition 5. Les deux groupes O-di-
hydroxyle ne peuvent &tre pr&sents sur le noyau A de la flavone,
car, dans ce cas, la substance G serait dé&composé&e par NaOMe;
oé elle ne l'est pas. (Exemples: la baicaléine, trihydroxy-5,6,7
flavone; la baicaline, dihydroxy=-5,6-0O-glucuronosyloxy-7 flavene;
la norwogeonine, trihydroxy-5,7,8 flavene). Ils sont forcément
greffés sur le noyan B, ce gul est en contradiction avec 1l'infor-
mation donnée par la position de la bande I du spectre de G

dans le m&thancl.
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Cette contradiction ainsi que l'ancomalie observée précé-
demment nous incitent a4 formuler l'existence, dans la structure
de G, d'un chromophore additionnel autre que les chromophores

cinnamoyle, benzoyle et pyrone propres au squelette flavonique.

En réeumé&, nous retlendrons pour la substance G la structure
probable d'une tetrahydroxy-5,7,3',4' flavone en ce qui concerne
le squelette flavonique, squelette auguel eet greffé un reste

porteur d'un groupe QO-dihydroxyle et absorbant dans 1'UV.
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Tableau 2: Bande I des spectres UV dans le mé&thanol de quelgues

flavones 3 cycle B oxygéné

Schéma de substitution

La C-glycosylation n'affecte pratiguement pas la bande I

Flavones Bande 1
Noyau A Noyau B | {nm)
s 6 7 3 3 o4 s

Chrysine (11]] on oH 313

- [16]{ on OH ocH, OH OCH,  OH |327

Isovitexine=-4'-0=-gluc. [2] OH C-gluc QH O-gluc 326

Isocytisoside [lﬂ OH C-gluc OH OCH3 326

[11}| on CH OCH; OCH;  OCH,|331

Isoorientine-4'~0=-gluc. [2] OH C-gqluc OH OH O-gluc 33s

Isovitexine [17]| or c-gluc om oH 336

11| ou OH oCH, ocH, 340

Iscorientine-3'-0-gluc. [23]| OH C-gluc oH O-gluc OH 139

Isoscoparine [}ﬂ OH C-gluc OH OCH3 OH 344

Tricine-6-C~gluc. [i6]| o8 c-gluc on ocH; o  OcH, (347

_Isoorientine ﬁ]] OH C=-gluc OH OH OH 349

Selagine [@7]| on OH OH OH OCH, {350

Isocaffinetine [27]] oH C-gluc oH OH OH on |351
aj)
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Fig. 28: Spectres UV de G
Tableau 3: Relevé des spectres UV de G
Réactifs Maximums (nm)
MeOQH 250 272 296sh 337
NaOMe 267 280sh 310sh 384
NaOAc 280 302sh 354
AlCl3 274 303sh 380 4240
279 298 343 384sh

AlCla/HCl
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Le comportement chromatographique de G sur couche mince

de polyamide nous permet d'émettre gnelgues hypothéses quant

a la structure de celle-ci.

. T R

PO P

Diglycosides

flavoniques

Monoglycosides
flavoniques

flavoniques

Polyamide MN-DC11 - MeQOH 90%
RE
" 1: Isovitexine-4'-0-glucoside 0,77 6: Lut&oline t&tramé-
thylé
2: Iscorientine-4'-0-glucoside 0,73 7: Substance G
3: Isoorientine-2"-0-glncoside 0,65 8: Apigénine
4: Isovitexine 0,55 9: Luté&oline
5: Isoorientine 0,5%0

Fig, 29: Comportement chromatographique de quelques dérivés

flavoniques
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La substance G (Rf=0,19, polyamide-MeOH 90%) se trouve dans
la zone intermédiaire entre celle des aglycenes flavoniques et
celle des monoglycosides flavoniques. La structure de G est
un compromis entre les deux structures précitées, compromis
qui doit tenir compte du fait gue les groupes hydroxyles aroma-
tiques abaissent le Rf d'une subsStance et que les restes gly-
cosidigues angmentent le Rf ainsi que les groupes méthaxyles

aromatiques mais dans une moindre mesure.

Selon les informations tir&es des spectres UV, G serait
une tetrahydroxyflavone du type de la lutéoaline. Cependant la
valeur Rf de G n'est pas compatible avec une telle structure.
L2 concordance entre spectres UV et Rf n'est réalisée que si
le substituant de la flavone porte soit deux ou trois groupes
méthaxyles aromatiques soit deux ou trais groupes hydroxyles
araomatigues compensés par un reste glycosidique fixé& sur le

substituant iui-méme ou sur le squelette flavonigue.

La dégradation de G par l'enzyme B-glucosidase et par l'acide
chlarhydrique dilué nous renseignera respectivement sur la na-
ture O-glucosidigue terminale et O-glucosidigue substituée de

G.

Les hydrolysats sont fractionnés en extraits éthérés, buta-

noliques et aqueux, lesguels sont analysés par CCM.
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G £3
| ‘ﬁ/@%&; e @/@G‘*
@..@ : 7} - A\QG@A
. e

i 2 3 4 5 1 2 3 4 6

1: Polyamide MN-DC II: Cellulose Merck

11
MeQH 90% AcCOH 10%
. é@: fluocrescence bleu clair Révé&lateur: KOH2ZN/MeOH +
a 350 nm UV 350 nm

1: G hydralyse enzymatique, extrait butanclique

2: G

3: G hydrolyse acide, extrait butanclique (Gl, GZ) purlfié
4: Iscorientine (A) + Orientine

5: G hydrolyse acilde, extrait &théré (G3. GA)

Fig. 30: Chromatogramme de G hydrolysé

Les analyses négatives de l'extrait aqueux (sucre) relatif
& i'hydrolyse acide et L'extrait butanolique relatif & 1'hydro-
lyse enzymatique infirment la nature O-glycosidique de G puilsqu'au-

cun sucre n'est libéré& apr&s l'action de HCl et que G reste in-
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tact (CCM, epectres UV) aprds l'action de 1l'enzyme. Par contre,
la confirmation de la nature C-glucosidique de G est &tablie par
la libé&ration, dans la phase butanolique de 1'hydrolyse acide,

de deux substances G, et 62 correspondant respectivement 3 1'ieo-

1
orientine et 3 son lscom&re orlentine {co-chromatographie, spec-
tres W}, Au pr&alable, nous avons effectus une pseudo-cinétique
de l'hydrolyse scide de G. Apr&s 15 mn et 30 mn de chauffage,

nous opé€rons des préladvements, lesgquels sont fractionnés et ana-
lysée par CCM. Nous obeervons, apré&s 15 mn de chauffage, la for-

mation de G1 et & 30 mn celle de Gzz G1 s'eat leomérieé selon

le processue de Wessely-Moser [lﬂ .

Gl est donc un dérivé de l'iscorientine (lutéoline~6-C-g-D-

glucoside).
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Spectres UV de G, et G2

Fig. 31:
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Fig. 32: Spectres UV de iscorientine + orientinel)

1]Aucune différence notable n'est observée entre les spectres

de l'iscorientine et ceux du mélange &cuimolaire iscorientine~

orientine
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Tableau 4: Relev& des spectres UV de G, et G, et de 1'isoorien-

1 2

tine isomérisée

Réactifs Maximums {nm)

91 + Gz:

MeOH 258 271 348
NaOMe 270 278sh 335sh 404
NaQAc 272 278sh 325sh 40d
AlCl, 277 303sh  335sh 422
Alcl3KHCl 265sh 280 300sh 360 388sh
Isoorientine isomérisée

MeOH 258 272 350
NaCMe - 270 278sh 335sh 406
NaQAc 272 278sh 325sh 402
Alci3 . 277 303sh’ 333sh 424
AlCl3fHC1 265sh 279 300sh 360 3g8sh
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La présence dans 1l'extrait &théré de 1'hydrolyse acide

de deux eubstances G3 et G4 ainsi que la différence de Rf cons-
tatée entre G et G1 cohfirment, une foie de plus, l'existence
d'un substituant hydrolysable dane la molécule G, substituant
auquel s'identifient G3 et Gd' Le comportement sur couche mince
de G prévoit, pour ces derniers, une nature polyphénolgiuve; celui
de G1 renforce cette hypothése. En effet, les O-glycosides de 7
C-glycosidee flavoniques lib&rent,par hydrolyée acide, des restes
glucidiques (molé&cule produisant une augmentation de Rf) et, de
ce fait, voient leur Rf baisser. Dans le cas présent, aucun

sucre n'est détecté& par CCM (révélateurs: phtalate d'aniline et
phtalate de p-anisidine) et une augmentation de Rf est observée.

Ce changement de Rf ne &'explique que par la rupture de molé&cule

provoguant une diminution de Rf de la moié&cule avant hydrglyse.

Parmi les polyphénols susceptibles de se substituer sur un
equelette flavonique, nous relevone l'existence des acides phé&no-
ligques (cas des flavonee acylées) et des flavonoides (cas des

biflavonoides). Afin d'avoir une idée sur l'acidité de G, et G

3
1'extrait 6théré est soumis & une purification selon le schéma

4

&tabli ci-apré&s:



87

2 mg G
1 ml MeOH
10 ml HC12N
2 h
|
1) Ether
2} Lavage
t ! ¥
Ether B0
] 1) n-BuOH
Evaporation a sec 2) Lavage
9 ml MeCQH ] [}
5 ml KOHO,2N/MeOH n=BuOH H.0
2 h (flavones) 1)NaHC03/pH=7
CC Sephadex 2)Evaporation
Evaporation & sec MeOH a3 sec
1) H20 3)Pyridine a
2) Ether 70°
3) Lavage El + G2
f Y -— Pyridine REsidu
Ether H,0 ccM uv {aucres)
1) H25042N/pﬂ=2 oM
2) Ether
1) Lavage Ether
§ ! . 1) Ne‘:lHCO3 5%
H,0 Ether ——"”——'————*<
2) Lavage Ezg
1) H,S0,2N/pH=2
2) Ether
CC Sephadex 3) Lavage
CcCM MeOH f )
> Gy + G, Ether H,0
uv (acldes phé&nollgues)

Fig. 33: Schéma de sé€paration des prodults d'hydrolyse acide de G
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Les substances G3 et G4, extraltes par le bicarbonate, pré-

sentent donc un caractére acide,

Les aclides phénoliques répandue dane la nature dérivent eoilt
de l'acide benzolque tels gune les acides p-hydroxybenzoigue,
gentisigne, protocatéchigque et galligue, eoit de l'acide cinna-
migue tels gque les acides p-coumarique, caféigne, férnlique et
sinapique [20]. A priori, une sélection parmi les acldes men-
tionnés peut 8tre opérée en ese basant sur leur comportement vis
4 vis de la lumidre UV 360 nm., En effet, les quatre acides cinna-
migues et l'acide gentisigque (acide dihydroxy-2,5 benzoligque)
présentent une fluorescence [2@ quli est aussl observée pour les
gubstances Gy et G,. L'acide gentisique est &limin& du choix
pulegqu'il ne préeente gu'un seul epot par CCM cellulose~AcCH
‘alors que les acides cinnamignes produisent chacun deux spots

*
correspondant aux isoméres cis et trans ).

Les analyees par CCM et les epectres UV révE€lent gue G3 et

G, sont les isomdres cis~trans de l'acide caféique.

*
) Les acides cis et trans cinnamignes &'isomérisent en mé&lange

cis-trans par traitement en milieu acide [2ﬂ [ﬁﬂ hﬁ}
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Tableau 5: Caractéristiques chromatographiques du reste

phénolique de G (G3, G4)

) Celeoration
[o J=]
- o
Sz RE
A?ides o % Révélateur
E N oV
i o
w8 3sonm | A At B B4+Na.CO
> Na,Co 2"Y3
G4 - G3 1 0,70-0,29 3 br 3 v-cl g=br
Ac.caféique cis-trans| 117 0,72-0,31] 3 |br 3  v-cl g-br
Gy - Gy 2 |0,44-0,38] bl-cl |br br P D
Ac.cafélique cis-transzJZ 0,39-0,46| bl-cl |br br P P
G4 - G3 3 0,38 bi-cl {br br br-3j br
Ac.caféique cis-trans-'3 0,38 | bil~el |br br  br-j  br
4 |0,15-0,35| bl-cl |br br  br-j br

: Cellulose Merck/AcOH 2%

Polyamide MN-DCIIIMeOH 90%

Silicagel 60 F 254 Merck/Benz&ne-MeQH-AcOH {45:8:3)

Silicagqel 60 F 254 Merck/Toludne-AcOEt (3:10)}

p-nitraniline diazoté&e [20]

4-nitro-o-anisidine diazot&e (Echtrotsalz B, Fluka)

bl: bleu cl: clair v: violet

j: jaune p: pourpre g: gris

br:

brun
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1 Les acides cinnamiques s'isomérisent in situ dans le

syst@me chromatographique cellulose-AcOH [21] pz]

2) Acide caféique isomérisé

et G

Fig. 34: Spectres UV de G3 4
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Fig. 35: Spectres UV de l'acide caféique isomérisé (cis-trans)



Tableau 6: Relevé des spectres UV de G

caféique isomérisé

3

Réactifs Maximums (nm}
&+ 6,

MeCH 293 326
NaOMe 303 345
NaGhc 283 320
AlCl3 268 305sh 370
A1C13/HC1 290 328
Aclde caféique isomérisé

MeOH 295 324
NaOMe 303 343
NaQAc 288 319
AlCl3 267 315sh 374
A1C13/HC1 293 326

a2

et G4 et de 1'acide
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L'identité de G3 et G4 est vErifée par les données analytiques
des dérivés méthylés (diazom&thane) et silylé (HMDS/TMCS), donné&s
fournies par le couplage chromatographie en phase gazeuse -

spectrométrie de masse (CG/SM).

B i
P b
#)

- :

S 7

Fig, 37: Chromatogramme de (G3+G4) silylé
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Fig. 38: Spectre de masse de(G3+ Gd) méthylé

m/e 223 222 207 191 179 163 133 103 77

51

I% 19 100 26 56 6 12 7 7 12

11

Tableau 7: Intensité relative des pics principaux




Fragmentation: [58]
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Fig. 39: Spectre de masse de (G3+G4) silyle

m/e 398 397 3% 381 EEY) 308
Isg 12 25 100 20 2 2
m/e 307 293 267 249 219 191
I% 6 2 2 4 42 8

Tableau 5: Intensité relative des pics principaux



Fragmentation: [56]
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En parall&le, nous avons m&EthylE& et silylé de ltacide
caféique authentique. Les données analytiques (temps de réten-
tion, spectres de masse) correspondent 3 ceux obtenus pour G3
et G4 méthylés et silylés, I

Signalons toutefols que lors des essais de méthylation par
le diazométhane, nous avons obtenu de l'acide caféique m&thylé
avec 1'insertion d'un groupe m&thyl2ne en position o de la
fonction ester en plus de l'acide totalement méthylé. Ce pro-
duit é'insertion s'est formé & la suite d'un excss en dliazo-

m&thane de vingt fails la guantité& steoechiométrique.

brgl  ohe estesiem: M - r

. R N S B

i N, P g

Fig. 40: Chromatogramme du mélange acide caféique mé&thylé

et du dimé&thoxy-3,4 homocinnamate de méthyle.
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Fig. 41: Spectre de masse du dimé&thoxy-3,4 homocinnamate

de mé&thyle
m/e 237 236 221 205 177 176
I 16 100 14 40 10 10
m/e 163 161 117 103 77 51
I 20 10 [ 8 8 8

Tableau 9: Intensit& relative des plecs principaux
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Fragmentation:

236
— OMe - CH3'
» 205,95
MeO * .
o V4
205
. 152,82|=C0O ' —602
MeO
—-—
- 07,
l CH20
+
©
+—
- CH O
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Le substituant de G est sans conteste l'acide caffique. Ce
résultat nous permet de mieux interpréter les spectres UV de G
dans le méthancl en présence de AlClz.lLa bande a 380 nm est due
4 la formation 4'un complexe avec le groupe O-dihydroxyle du
reste caféayle, alors que celle & 420 nm est due & la faormation

d'un complexe avec le groupe O-dihydraxyle de l'isvorientine.

Les deux groupes - hydroxyles de l'acide caféique étanﬁ libres,
celui-ci ne peut &tre attaché sur la partie C-glucoside flavo-
nigue que par une fonction ester, laquelle est confirm&e par la
bande de vibration a 1685 cm"1 présente dans le spectre IR de la

substance G.

Fig. 42: Spectre IR de G
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Il reste encore 2 &€lucider la position d'attache de l'acide
sur l'lisocorientine. A priori, celui-ci ne peut &tre 1ié par
l1'intermédiaire d'une fonction phénelique puisque les quatre
groupes phénoligues, 3 savolr en position 5, 7, 3' et 4',du
squelette flavonique de G eont libres. La possibilité qui nous
semble la plus plausibie est i'attache par l'intermédiaire d'un

groupe alcool du reste C-glucosidique de G.

Ce mode d'attache est d'ailleurs confirmé par les analyses
chromatographique et spectrale des produits de dégradation ob-

tenus par i'action de HC1 dilué sur le dérivé méthylé.

La méthylation de tous les groupes phénoliques par le dia-
zomé&thane ‘est contrflée au moyen de la CCM (disparition du spet
‘iﬁitial et apparition d'un spot fluorescent bleu a 350 nm &
Rf supérieur). Une vérification supplémentaire est effectuée a
1l'aide des epectres UV du dérivé mé&thylé& en présencedes réactifs

Alcl., et NaOMe. Parml tous les groupes phé&noligues d'une flavone,

3
celul en position 5, formant un pont hydrogéne avec le groupe
carbonyle en 4, est le plus résistant & la substitution. 51 au-
cun déplacement bathochrome de la bande I du spectre dans le
méthanol n'est relevé lors de 1l'addition de A1C13, le groupe phé-
nolique en 5 est méthyl&. De mf&me, }'absence de tout déplacement -

par l'addition de NaOMe prouve la méthylation de tout autre

groupe phénoligue.
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a0 e 00 e

£
-avmh milimicrom

Flg. 43: Spectres UV du dériveé méthylé de G

Le mélange réactionnel de l'hydrolyse acide du dérivé mé&-

thylé de G est soumis au fractlonnement eelon le schéma &tabli

précédemment (c¢f. Fig. 33).

m @ M
e @
® ®

Gm Am 1 DMC 2
1: Fraction butanoligue (Gml, flavone)
2: Fractlon é&ther (sz. Gm3, acide)

DMC: Acide diméthylcafélgue lsomérisé

Polyamide MN—DCll

MeOH 70%

Rév&lateur: UV 350 nm

(I fluorescence bleue

& violet

Gm: Dé&rivé méthylé de ¢ ‘ Am: Isoorientine méthylée

Fig. 44: Comportements chromatographigues des produits d'hydro-
lyse acide du dérivé méthylé de G.
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Fig. 46: Spectres UV du dérivé méthylé de 1l'iscorientine

Les bandes d'absorption du epectre de Gm1 dans le méthanol
ne sont pas affectées par AlCl3 et NaOMe et sont identiques &
celles de 1'iscorientine méthylée,Les groupes phénoliques du
squelette flavonigue &tant tous méthylés, l'acide caféique

ne peut donc &tre fixé que sur la partie C-glucosidique.
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La CCM montre un seul spot Gml pour la fraction butanoligue
de 1'hydrolysat. Ce fait est conforme & la réalité puisque
1'hydroxyle en 5 est méthylé. En effet, de par le prdcessus
de Wessely-Moser, l'isomérisation des 6 ou 8 C-glycosides fla-

vonigques ne peut avolr lleu que si l'hydroxyle en 5 est libre.

0

HL0

gluc -C H*
OH O©

Fig. 47: Isomérisation selon Wessely-Moser

D'autre part, l'obtention des composés sz et Gm3 qul cor-
raespondent chromatographiquement anx isom@res cis-trans de
1'acide diméthylcafé&ique prouve, une fois de plns, le mode

d'attache de l'acide via la fonction ester.
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Quant & la position d'attache de l'acide sur la partie C-
glucosidique, elle est révE&lée par le spectre RMN du dérivé

acétylé de G qui confirme la structure.

Tout comme la m&thylation, l'ac&tylation compléte est dé-
terminée 4 1'aide de la CCM et du spectre UV du dérivé en pré-

sence du réactif A1C13.

-y o 30

300 8
""'%" amilfimlcrom

Fig. 48: Spectres UV du dErivé acétylé de G
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Fig. 49%: Spectre 1

G dans CDCl3

H RMNI) 4 90 MHz du dérivé acétylé de

b 6 en ppm par rappert au TMS pris comme ré&férence interne
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Nons relevons pour la partie C-glucoside flavonique:

- 4 groupes acétoxyles aromatigques dont deux 2 2,31 (singulet,

Ac-3' et Ac~4'} et deux 2 2;51 {singnlet, Ac-5 et Ac-7)

- 5 protons aromatiques dont un & 6,51 {singulet, H-3), un
a 7,40 (slngulet, H-8), un & 7,41 (doublet, J=9Hz, couplage
ortho, H-5"), un & 7,62 (doublet, J=2Hz, couplage méta, H-2')
et un 3 7,68 {double doublet, J=2 et 9Hz, counplages

méta et oxrtho, H-6")

- 3 groupes acétoxyles aliphatiques dont un & 2,00 {singulet,

Ac-6") et deux & 2,06 {slngulet, Ac-3" et Ac-4")

- 7 protons aliphatiques dent un & 4,92 {(doublet, J=10Hz, coup-
lage axial-axial, H-1"}, un a 5,20 (double doublet, J=9 et
10Hz, couplage axial-axlal, H-4"}, nn & 5,44 {double -doub-
let, J=9 et 10Hz, couplage axlal-axial, H-3"), un & 5,86
{double doublet, J=9% et 1l0Hz, H-2")} et trois entre 2,80 -

4,55 {multiplet complexe, H-5" et 2 x H-6"}.
En outre, pour la partie caféoyle, nona comptons:

- 2 groupes acétoxyles aromatigues a 2,27 (singulet, Ac-3 et

Ac-4)
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- 2 protons &thyléniques dont un & 6,10 (doublet, J=16Hz, coup-
lage trans, H-a) et un & 7,46 (doublet J=16Hz, couplage

trans, N-8) formant un spectre du type Ax
= 3 protons aromatiques entre 7,10 - 7,40 (H-2, H-5, H-6).

La constante de couplage axlal-axial du proton anomérique
H-1" du reste C-glucosidique conf&re & ce dernier la configu-
raticn . De mBme, la constante de couplage J=16Hz des deux
protons &thyléniques permet d'attribuer la configuration trans
au reste caféoyle. Le s;gnal & 2,00 ppm relatif aux protons
du groupe Ac-6" est caréctéristique des dérivés acltylés des
6-C-glucosyl flavones [14]. D'autre part, l'absence de tout
signal dans la ré&gion spectrale 1,8 ~ 1,83 ppm, région gui est
propre au groupe Ac0-2" des €-C-glucosyl flavones acétylés [14}
implique que la position 2" est occupée.par un reste, en l'cc-

currence par le reste caféoyle.
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Ainsi, les démarches entreprises nous conduisent 3 proposer
pour la substance G la structure suilvante: trans-caféoyl - 2"

iscorientine.

OH

CH
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5.1.,2. SUBSTANCE H

Le spectre UV dé H dans le mé&thanol en présence dé AlCl3
présente deux bandes d'absorption principale dans la ré&gion
des grandes longueurs d'onde comme c'est le cas pour 1la subs-
tance G. Il existe donc, dans la structure de H, un deuxiZme
chromophore autre que le chromophore cinnamoyle propre aux
dérivés flavoniques; autrement dit, le sgquelette flavonique
de H porte un substitnant dont la ﬂature est similaire 3 celuni
de G, 3 savolr 1'acide caffique. Rappelons que dans le cas
d'une flavone normale, l'examen du spectre UV dans le mé&thanol
suffit pour déterminer i'état d'oxydation du cycle B. En re-
vanche dans notre cas, les informations tir&es uniquement du

spectre UV dans le mé&thanol seraient erronnées.

Par analogile aux spectres de G, la.bande 3 425 nm du spectre
de H en présence de A1C13_réau1te de la formation d'un complexe
d'une Fart entre le métal et un groupe O-dihydroxyle et d'autre
part entre le métal et les éroupes hydroxyle en 5 et carbonyle
en 4, tandis gue la bande 3 332 nm est propre au substituant
de H. L'acide chlorhydrique ré&sorbe la premidre bande alors
qﬁe 1'autre reste pratiquement inchang&e. Nous conclucns 3 la
présence d'un groupe O-dihydroxyle sur le cycle B de la flavone

et l'absence d'un tel groupe pour le substituant de H.
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Le méthylate de sodium déplace la bande I du spectre dans
le méthanol de 51 nm sans décroissance de 1'intensité, ce qui
est significatif d'un groupe hydroxyle en 4'. De méme le 4€-
placement bathochrome de la bande II par NaOAc révadle un groupe

hydroxyle en 7.

Nous retiendrons pour la substance H la structure d'une
tétrahydroxy-5,7,3',4' flavone 2 laquelle est attaché un subs-
tituant abserbant dans 1'UV et ne portant pas de groupe O-di-

hydroxyle.

i

|
"o )

; ]
Javelength miRimieeans e i
Fig. 50: Spectres UV de H
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Tableau 10: Relevé des spectres UV de H

Réactifs Maximums (nm)
MeOH 272 297sh 331
NaOMe 267 280sh  3i0sh 382
NaOAc 270sh  280sh  332sh 382
AiCi, 278 302sh 332 425
AlCl,/HCL 279 298sh 337 384sh

En ce qui concerne le comportement chromatographique, ia

substance H (Rf = 0,32 PA MN-DC1 - MéOH 90%) migre dans ja

1
zone intermédiaire entre celle des aglycones flavonigques et
celle des monoglycosides flavanigues (cf. fig. 29). La simiii-
tude des comportements plaide, pour H, une structure analogue

a celle de G,Vc'est-a~dire celie d'un éinnamoyle~x“-C*qlucoside
flavoniqgue. Le Rf de H &tant supérieur & celui de G, naus pou-
vons émettre i'hypothése éue le substituant de H ne porte gu'un

seul gronpe hydroxyle phénoiique {un groupe de moins que la

subetance G).

L'enzyme B-glucosidase est inactif vis-a-vis de H ré&futant
ainsi ia nature O-glucosidique terminale de celuni-ci. En re-
vanche, 1'acide chlorhydrique dégrade H; nous détectone par

CCM dans les phases butanclique et &thérée de 1'hydroiysat
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respectivement les substances Hl et Hz correspondantes au
reste flavonique et les substances H3 et H, coerrespondantes
au reste acide. Quant 3 la phase agueuse, elle ne renferme
aucun sucre (CCM et révélaﬁeurs). Ainsi, la substance H n'est

pas un O-glucoside.

I I

,&ﬁﬁa@ /@@@

e-8 & & %

_ @ &
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
I: Polyamide MN-DC11 II: Celluloae Merck
MeOH 90% ACOH 10%

§§§-:Pruorescence rose R&vElateur: KOHIZN/MeOH + UV 350 nm

1: H hydrolyse enzymatiqué, extrait butanolique

2: H

3: H hydrolyse acide, extrait butancligue (Hl, Hz) purifig
Isoorientine (A) + orlentine

: H hydrolyse acide, extralt &thé&ré (H3, Hd) purifié

: Acide trans et cis fé&rulique

- N

: Aride trans et cis isoférulique

Fig. 51: Chrematogramme de H hydrolysé
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La pseudo-cinétigue montre gn'il se forme, en premier lieu,
Hl et ensuite H,, lesquels s'identifient respectivement a l'iso-
orientine et & l'orientine par leurs comportements chromatogra-

phigues et leurs spectres UV. La substance H est donc¢ un déri-

v& de l'isoorientine.

o0 )
wavetength _millimicrons

Fig. 52: Spectres UV de Hl ' I-l2
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Quant aux substances H3 et H4, la CCM et les spectres UV
montrent qu'll s'agit des isoméres cis et trans de 1l'acide

férulique ({(acide m&thyl-3 caféique).

i
0
o
g Colorations
1N
Acides ﬁ © RE
g.é Rév&lateur
S5 o ae 5
o o 350nm
a.; A Na2c03 B Na2c03
H4 - I-l3 1 0,71-0,35]| v br br-ve P g-ve
Ac.férulique cis-trans 11) 0,71-0,34) v br br-ve P g-ve
I-l4 - H3 2 0,57-0,54ibl-v br br br br

Ac.fé&rulique cis—trans2J 2 0,58-0,55|bl-v br br br br
Hy = Hy 3 0,63 bl |br=-j br-j o br
Ac, férulique cis-trans2J 3 0,63 bl br-j br-j o] br

4 0,49~0,38]| bl br-j . br-j o br

1: Cellulese Merck/AcOH 2% 2: Polyamide MN-DC,,/MeOH 90%
3: Silicagel 60 F 254 Merck/Benz&ne-MeOH-AcOH {45:8:3)

4: Silicagel 60 F 254 Merck/Tolu2ne-AcOQEt (3:10)

A: p~nitraniline dlazotée

B: 4-nitro-O-anisidine diazot&e (Echtrotsalz B, Fluka)

bl: bleu g: gris O: organe v: violet
br: brun j: jaune P: pourpre ve: vert

Tableau 11: Caractéristiques chromatographiques du reste phéno-

lique de H (H3, H4)
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l)Les acldes cinnamiques s'isomérisent in situ dans le systéme

chromatographique Cellulose-AcOH [:21] [22]

2) Acide férulique isomérisé

! .

. 1 _ .
. 1 2
LA -

¥ H

'f N1
. :'r/ = ©

R .
A -
. -
e e ¥ “
0 - t ] m E- # - b1 - had

w3 th milimicrom O
A—

H

Fig. 53: Spectres UV de H3, 4
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Fig. 54: Spectres UV de l'acide férulique isomérisé

{cis - trans)



Tableau 12: Relevé des spectres UV de H

3

1'acide fé&rulique isomé&risé

4

Réactifs Maximums (nm)
E3 + Hé
MeCH 297 izl
NaOMe 305 343
NaQAc 285 308 350sh
AlCl3 300sh 331
AlClB/HCl' 297 323
Acide férulique isomérisé
MeOH . 297 321
NaOMe 305 346
NaOAc 288 3l2 350sh
AlCl3 300sh 333
297 324

A1C13IHC1

121

et H, et de
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Une confirmation supplémentaire est fournle par les données

analytiques du dérivé silyls de Hy Hy, lesquelles sont obtenues

par couplage chromatograghie en phase gazeuse - spectrométrie

de masse (CG-5M) et correspondent & ceux de 1'acide férulique

silylé authentique.

I

Fig. 55: Chromatogramme de (H3+H4) silylé

73

-

338

L PP II &

11 T T T i ’
1 [101] Led 149 160 1\ 200 229 244 260 20

Bi—un

Fig. 56: Spectre de masse de (H3+H4) slilylé
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m/e 340 339 338 323 308 293 279 249 221 219

209

I% 12 30 100 44 44 16 ° 4 44 5 - 24

i
Tableau 13: Intensité relative des pics principaux

Fugmenlnlioﬂ: [58]
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MeQ #0 -co,
" ., —=»
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P
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249




124

+
Me —0O o
_7
o) /2N
/ OTMS
Me —gi -
\
M We 338
« 308,7
-Me-
M Me
J € &
Me2Si\ COOTMS Me2d COOTMS
\ _ _
323 323
2038 | =Me
Me
/
Me’S'\ 0
: + -0 [}
M"z}s"'-o Me, Me,Si~ °
o Si—0 = Me- (A /
«—
{ =0
=\>= “ 2787 308
293
«2117|-co, — Me,Si0
+163.5
R . Me,Si—
MepSi~g  Meg 23'~0 o
) . o J)
o Si
Y/,
249 Me,Si~

- 1666 219
-co



i25

La nature du substituant de H &tant &tablie, il reste 3
déterminer le mode d'attache. Au premier abord, il est lé&gi-
time de penser que l'acide férulique est rattaché aun squelette
flavonique par le truchement d'une fonction ester puisque le
spectre IR de la substance H présente une bande de vibration

2 1670 cm L.

-

T
|
Ll
T AYY-
i M NS
LV
J i
J +— -
i .

Fig. 57: Spectre IR de H

L'acide peut &tre estérifié soit par une fonction alcool
du reste C-glucidique goit par une fonction ph&nol du reste
flavonlique. La derniére possibilité est 4 exclure car, selon
lés spectres UV de H, les quatres groupes hydroxyles de 1l'iso-
orientine sont libres. Pour v&rifier ces hypothéses, nous

avons effectué l'hydrolyse acide du dérivé mé&thylé de H.
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Fig. 58: Spectres UV du dérivé mé&thylé de H

Nous obtenons dans la fraction butanclique de 1'hydrolysat
une substance Hml dont le comportement chromatographigue et
les spectres UV correspondent 3 ceux de l'isporientine méthylée,
et Hm

et dans la fraction &thé&r&e deux substances Hm chroma-

2 3
tographiquement identiques aux isomédres cis et trans de 1l'acide

diméthylcaféique. Autrement dit, nous obtenons les m&mes pro-

duits d'hydrolyse que pour la substance G m&thylé&e.
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Fig. 59: Spectres UV de l-Im1
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Les résultats obtenus montrent indubitablement que l'acide
férulique est fixé sur la partie C-glucidigue de H et cela
par l'interm&diaire d'une fonction ester. Quant au site
d'attache, 1l'attribution des signaux acétyles aliphatigues du
spectre RMN du dérivé acétylé de H nous permettra de la dé-

terminer.
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Fig. 60: Spectres UV du dérivé acétylé de H
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Fig. 61: Spectres 'H-RMN') 3 90 MHz du dérivé acétylé de H

dans CDCl3

1 den ppm par rapport au TMS pris comme ré&éférence interne
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Dans le spectre BMN du dérivé acétylé de H nous relevans:

- pour la partie C-glucoside flavonique:

- 4 groupes acétoxyles araomatigues dont un & 2,31 ppm {sin-
gulet, Ac-3'}), un & 2,32 ppm [(singulet, Ac-4') et 2 & 2,51

ppm {singulet, Ac-5 et Ac-T7),

- 5 protons aromatiques dont nn & 6,54 ppm (singulet, H-3),
un 4 7,32 ppm (eingulet, E-8), un & 7,37 ppm {doublet,
J=9Hz, H=5'}, un A 7,64 ppm {(doublet, J=2Hz, H-2')et un A&

7.69 ppm (donble doublet, J=2 et 9Hz, E-6'},

- 3 groupes acétoxylee aliphatigues dont un a 2,00 ppm (singu-
let, Ac-6"), un a 2,06 ppm (singulet, Ac-3") et un 4 2.07

ppm {eingulet, Ac-4"),

-7 protohs aliphatiques dont un 4 5,84 ppm (double doublet,
J=9 et 10Hz, H-2"), un & 5,41 ppm (double doublet, J=9 et
10Hz, H-3"), nn & 5,21 ppm (double doubliet, J=9 et 10Hz,
H-4"), trois entre 3,70 - 4,55 ppm (multiplet,. H-5™ et 2 x

H-6") et un a 4,92 ppm (doublet, J=10Hz, H-1").

- pour la partie féruloyle

-~ 1 groupe ac&toxyle aromatique a 2,29 ppm (singulet, Ac-4},
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- 1 groupe mé&thoxyle arcmatigue & 3,82 ppﬁ {singulet, MeQ-3},
~ 3 protons aromatiques entre 6,90 - 7,70 ppm {H-2, H-5, H-6),

~ 2 protons &thyléniques dont un 3 6,10 ppm (doublet, J=16Hz,
H-a) et un & 7,42 ppm (doublet, J=16Hz, H-R) formant un

spectre du type AX.

L'absence de tout signal dans le r&gion epectrale § 1,70 =
1,83 ppm ol résonnent les protons des groupes acétoxyles en 27
des C-glucoslides flavoniques [14], east une preuve de la substitu-
Vtion du dit qroupe dans la substance H. Par coneéguent, l'acide
férulique est fix& en position 2" sur l'isocorientine dont la
nature 6-C~glucoeyle est confirmé&e par le déplacement chimigue

du groupe Ac-6" (& 2,00 ppm).

Les constantes de couplage J=10Hz et J=16Hz respectivement
dn proton anomé&rique H-1" et des protons &thyl&niques H-o et
H~B conférent la configuration 8 pour le reste glucosidique et

la configuration trans pour le reste fé&ruloyle.

Les preuves &tant acquises, la structure propos€e pour la

substance H eet la trans-féruloyl-2"-iscorientine
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C
| H : trans-féruloyl-2" isoorientine
c

OCH,4
OH

5.1.3. SUBSTANCE E*

Le spectre UV de E* dans le méthanol présente deux princi-
pales bandes d'absorption & 325 nm et 272 nm, lesquelles se
situent dans les ré&gions d'absorbance caractéristigque des com-
posés flavonigues. L'allure du spectre en présence de AlCl3.
notamment 1'&paulement précé&dant le maximum dans la ré&gion
325-400 nm, est tout & fait normal pour un dérivé flavenique

contrairement aux substances G et H.

La bande I a 325 nm du spectre de E* dans le méthanol est
ré&vélatrice d'un cyclie B O-substitué en 4' (cf. tableau 2),

substitution d'ailleurs confirmée par la baisse d'intensité
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de la bande en pré&sence de NaOMe.Les spectres effectu&s en
présence de AlCl3 et A1C13+HC1 sont identiques; la substance

H ne porte pas de groupe O-dihydroxyle. Par contre, la présence
d'un groupe hydroxyle en position 5 est 3 relever car la bande
I du spectre dans le m&thanol subit un dépiacement bathochrone
sous l'effet de A1C13+Hcl. Un d&placement semblable de 5 nm d0

au NaOAc est asussil observE pour la bande II: H est hydroxylé en

position 7.

Ainsi, les spectres UV prévolent pour la substance E* la
structure de base d'une dihydroxy-5,7 flavone Q-substituége

en position 4,
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Fig. 62: Spectres UV de E*

Réactifs Maximums (nm}

" MeOH 242 275 2%0sh 325
NaOMe 245 268 300sh 375
NaQac 242sh 280 325sh 375
AlCl3 282 294 334 380sh-

-A1C13/HC1 282 294 332 380sh

Tableau 1l4: RelevE& des spectres UV de E#*



134

La substance E* accuse nn Rf (0,8) identique A celui de
l'isoorientine 4'-glucoside (substance E) dans le syst8me

chromatographique polyamide MN DC..-MeCH 90%. Pourtant il ne

11
peut s'agir de la m&me substance car, d'ung part, E* et E
présentent des spectres UV différents et, d'autre part, E*
poss8de un Rf (0,65) nettement supérieur d celui de E (0,45)
dans le syst&me cellulose Merck AcOH 15%., Le Rf &levé de E*
dans ie dernier systéme sugg@re la structure d'un triglycoside
plutdt que d'un diglycoside. Cependant, une telle structure

est en contradiction formelie avec le comportement de E* sur

couche de polyamide; ie Rf devrailt &tre plus E&levés.

La nature trigiycosidique et la valeur Rf de E* ne peuvent
8tre compatible gue si nous envisageons pour cette substance
la structure-d'un trigiycoside flavonigque possé&dant outre les
substances déterminfes par les spectres UV, 3 savoir deux
groupes hydroxyles en 5 et 7 et un groupe OR en 4', un ou deux
groupes phé&énoliques supplémentaires. Cette hypothdse nous

conduit a supposer que E* est de structure aimilaire 3 G et H.

Nous en avons apporté la preuve par l‘hydroliyse de E* par
1'enzyme B-glucosidase laguelle fournit une substance E* enz.
dont le comportement chromatographique et les spectres UV sont
rigoureusement identigques & ceux de ia substance G, identifiée
aupsravant. Ainsi E* est un O-gf-D-glucoside de la trans—-caféoyl-

2" isoorientine.
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Relevons que le spectre IR de E* présente une bande de

vibration 3 1700 cm-l attribuable 3 une fonction ester.

»on A0 B 2000 L. 00 0 B0g L] L. 400

Fig. 63: Spectre IR de la substance E*

Afin de procéder 3 un contrSle supplémentaire de 1'identité
de E* enz., nons avons soumls cette snbstance 3 1l'action de
HC1l dilué. L'hyédrolyse lib&re, dans la phase butancligue, une
substance E*i s'isomérisant en substance E*2 correapondant
respectivement & l'iscorientine et 3 son isom&re orientine
(comportement chromatographigue et spectres UV} et, dans la

phase &thé&rée, deux substances E*, et E*, correspondant anx

3 4
isom#res cis-trane de l'acide caféigue (co-chromatographie et
révélation). En revanche, aucun sucre n'est décelé dans la

phase agueuse.

L'hydrolyse acide de E* m&ne d'autre part aux substances E*l,

E*z, E*3, E*4 et au glucose {co-chromatographie et révélation).
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R&v&lateur: KOH2N/MeOH + UV 350 nm
1: E* 3: E* hydrolyse enzymatique = E* enz.
2: G 4: E* enz. hydrolyse acide, extrait butanolique(E*l E*z)
S: Isoorientine (R} + orientine

6: E*, + E*

3 4
7: Acide caf@ique cis-trans

Fig. 64: Chromatogramme de E* hydrolysé
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Fig. 65: Spectres UV de E* enz.

Précédemment, nous avons &tabli que E* est un O—glucoside de
la trana-caféoyl-2"isocrientine. Le comportement chromatogra-
phigque et 1'hydrolyse enzymatigue attribuent 3 E* 2 unités O-

glucosidiques supplémentaires.
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Fig. 66: Spectres UV du dérivé mé&thylé de E*

L'hydrolyse du dérivé méthylé libE&re, dans la phase buta-

noligue, une substance E*m. et, dans la phase &thérée, deux

1
substances E*m2 et E*ma. La substance E*ml, sur la base du
comportement chromatographique et dee spectres UV, est iden-
tique & la triméthyl=-5,7,3' isocorientine obtenue par mé&thylation
suivie de 1'hydrolyse acide de l'isoorientine-4'-O-glucoside. En

effet, les spectres UV de E*m. ne sont pas modifiés par les

1
réactifs A1C13 et NaOAc: les hydroxyles en 5 et 7 sont méthylés
et il v a absence de groupe O-dihydroxyle. Par contre, NaOMe
déplace la bande I de 64 nm sans décroissance de 1'intensité,
signifiant ainsi la préeence 4'un groupe hydroxyle en 4' et par
conségquence la méthylation de l'hydroxyle en 31'. Quant aux subs-

tances E*m, et E*m3, elles s'ideuntifient aux isoméres cis-trans

de l'acide f&rulique {(co~chromatographie et révé&lation).
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Il apparatt donc deux sites auxguels sont rattachés les deux
unit&s de glucose: 1l'un en position 4' sur le noyau flavonique
et l'autre en position para sur le cycle benzénigue de 1l'acide

caféigue.

00 -]
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Flg. 67: Spectres UV de E*ml
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Fig. 68: Spectres UV de la trimé&thyl-5,7,3' iscorientine
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Les résultats des investigations convergent vers 1‘hypoth2se

de structure suivante pour la substance E*: p-f-D-glucosyl-trans-

caféoyl-2" isoorientine-4'-p-B-D-glucoside, structure vérifiée

par le spectre RMN du dérivé acétylé.
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Fig. 69: Spectres UV du dérivé acétylé de E*
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Fig. 70: Spectre 1H-RMN1) 3 90 MHz du dérivé acétylé de E*

dans l.:Dc:l3

1’6 en ppm par rapport au TMS pris comme référence interne.

Le spectre RMN du Gdérivé acétylé de E* montre:

- pour la partie C-glucoside flavonigue:

- 3 groupes ac&toxyles aromatiques dont un & 2,28 ppm (sin-

gulet, Ac-3') et deux & 2,50 ppm (singulet, Ac=5 et Ac-7),

= 5 protons aromatiques dont un a 6,51 ppm (singulet, H-3},
un a 7,31 ppm (singulet, H-8) et 3 entre 6,90 - 7,70 ppm

(H=-2"', H-5' et H-6"),

- 11 groupes acétoxyles aliphatiques dont trois 3 2,08 ppm,
73 2,06 ppm et un & 1,99 ppm correspondant aux trois groupes
acétoxyles du reste C-glucosidique et 8 groupes acétoxyles

des deux restes O-glucosidiques,
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- 21 protons aliphatiques dont vingt entre 3,80 et 5,87 ppm

et un 4 4,92 ppm (doublet, J=10Hz, H-1");

- pour la partie caféoyle:

- 1 groupe acétoxyle aromatique a 2,23 ppm (singulet ac-3),

-~ 3 protons aromatiques entre &,90 - 7,70 ppm (H-2, H-5 et

H's) ’

- 2 protons &thyléniques dont un & 6,06 ppm (doublet, J=16Hz,
H-a) et un & 7,58 ppm (doublet, J=1&Hz, H-B), formant un

spectre du type Ax.

Nous notons donc l'absence de signal correspondant aun groupe
acétyle en 2" {é= 1,8 - 1,83 ppm) prouvant , de ce fait, la
position d'attache de 1'acide caféique substitu&, Les confi-
gurations B et érans sont respectivement attribu&es au restes
C-glucosidigque et caféoyle sur la base des constantes de coup-
lage J=10Hz (axial-axial) du proton anomérique H-1" et J=i6Hz
des protons &thyléniques H-a et H-B. Les inté&grales des signaux
acétyles aromatiques a4 2,28 ppm et & 2,23 ppm correspondent pour
chacun & un seunl groupe acétyle. Il manque donc deux groupes,
en l'occurrence l'un sur le noyau benzénigue de 1l'acide café&ique
et l'autre sur le cycle B de la flavone. Ceci vérifie, une fois
de plus, les positions d'attache des deux restes O-glucosidiques

de E*,



143

Ainsi, le spectre BMN confirme la structure proposée
précédemment pour la substance E*: p-0-B-D-glucesyl-trans-

caféoyl-2" isoorientine-4'-0-g-D-glucoside.

CH,OH OH

OH
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5.1.4. SUBSTANCE c,

Le spectre UV de Cl dans le mé&thanol est caractéristique
d'un dérivé flavonique; la bhande I absorbe. 3 319 nm et la bande
IT a 273 nm. Le maximum de la premidre bande est significatif
d'un cycle B non oxygén&. Pourtant, le diminution d'intensité
de la bhande I du spectre effectu# en présence de NaCMe est ré-
vélatrice d'un groupe hydroxyle substitu& {(-QR) en position 4°'.
Cette anomalie nous incite A penser qu*il s‘agit d'une substance
de structure similaire aux substances préc&édemment identififes.
Cela est d'autant plus plausible gue le spectre IR de C1 pré-
sente une bande ester a 1715 cm“l. L'étude des déplacements
dans le spectre UV provoqués par 1l'addition de réactifs, AlCl3,
AlCl3+HC1 et NaOAc, montre gque le squelette flavonique est hydro-

xylé en position 5 et 7 et ne porte pas de groupe O-dihydroxyle.

La substance Cl serait denc un dérivé flavonigque hydroxylé

en 5 et 7 et O-substitu& en 4t.
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Fig, 71: Spectre IR de la substance Cl
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Réactifs Maximums {nm)
MeCH 273 293sh 314
NaOMe 280 305sh 360
NaQAc 279 364
AlCl, 279 297sh 323 384sh
AlCl,/HC] 1281 297sh 320 384sh

Tableau 15:

Relevé des spectres UV de C

1
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La substance Cl accuse une valeur Rf de 0,59 dans le systéme

chrematographique de base Polyamide MN-DC - MeOH 9%0%. Sur

11
couche mince, Cl se trouve donc & la frontiére entre la zone
des moneoglycesides flavoniques et celle de; diglycosides flavo-
nigues, antrement dit, dans la zcone juste supérieure 3 celle
des C-gluncosides flavonigues acylé&s. La substance C1 est

prebablement un meonoglyceside de C-glycoside flavenique acylé

par un acide phénelique.

L'hydrolyse par la B-glucosidase de él libare une substance
C1 enz. dent le comportement chromatographique et les spectres

UV sont identiques & ceux de la substance H: C1 est donc un

trans~-féruleyl-2" iscorientine-0-g-D-glncoside.

L'hydreclyse aclide de €, enz. fournit dans la phase butane-

1

lique de 1'hydrolysat une substance C s'isomérisant en C

1.1 1.2
(pseudo-cin&tique) lesquelles sont identifiées comme &tant res-
pectivement 1'iscorientine et l'orientine (co-chromateographie,
spectre UV), et dans la phase &th&r&ée deux autres substances
C1.3 et 01.4 correspondant aux isoméres cis-trans de l'acide
féruligue (co-chreomatographie et r&vElaticn). Par contre, ancun
sucre n'est détect&. Ces ré&sultats confirment, une feois de plus,
1'identité de C1 enz.

I1 eet & noter gue l'hydrolyse acide de C1 conduit aux mémes

produits d'hydrelyse que C, enz. ainsi qu'a du glucose (co-chro-

matographlie et ré&vElation).
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Fig. 73: Chromatogramme de C
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Il reste donc a4 déterminer la position d'attache du glu-

cose. Au premier abord, &tant donné que €, est un O-glucoside

1
de la substance H et gu'‘en outre, il poss&de un substituant OR

en pasition 4', la molécule de glucose est vraleemblablement
attachée 3 cette position. Cette hypoth2ee est, d&s lors, vérifiée
par l'analyse des produits issus de 1l'hydrolyse acide du dérivé

méthylé de C

1-
T ! I 1. l I o
: (v} —— L

e NalMe - ---~

Fig. 75: Spectres UV du dérivé méthylé de Cl
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La chromatographie sur couche mince a permis de détecter
et d'identifier les substances Clm2 et Clm3,'isolées de la
fraction &thérée de 1‘hydrolysat,‘comme étant les lsomé&res cis
et trans de l'acide dimé&thylcaféique. Ainsi, le reste féruloyle
n'est pas substitué&. Une autre substance Clml est obtenue de la
fraction butanolique; le comportement chromatographique et les

spectres UV sont identiques & ceux de la triméthyi-5,7,3' iso-

orientine: l'unité de glucose se situe donc en position 4°'.

=y o
nm millimicram

Fig. 76: Spectres UV de Clml
Il est, & présent, essentiel de confirmer que la substance

Cl est un mono O-glucoside.
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Fig. 77: Spectres "H-RMN') a 90 MHz Qu dérivé acétyls de ¢

dans CDCl3

L'analyse du spectre RMN montre que le d€rivé acétylé de

C, [préalablement recristallisé& dans 1'é&thancl) renferme quelgues

1
impuretés. En effet, nous dé&celons dans le spectre quelques
eéignaux auxquels nous ne pouvons donner d'attribution, notam-
ment dans le domaine des protons aromatiques. Néanmoins, tl

nous est possible d'en tirer les renseignements suivants:

h § en ppm par rapport au TMS pris comme référence interne
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- pour la partie glucoside flavonique:

- 3 groupes acétoxyles aromatigques dont deux & 2,51 ppm
(singulet, Ac~5 et Bc-7) et un & 2,30 ppm (singulet,

Ac-3'),

- 5 pratans aromatiques dent un & 6,53 ppm (singulet, H-3),
un & 7,07 ppm (doublet, J=9Hz, H-5'), un & 7,32 ppm sin-
gulet, H-8), un & 7,52 ppm (doublet, J=2,5Hz, H-2') et

un & 7,76 ppm {dauble doublet mal résalu, J=9Hz, H-6'),

- 14 protons aliphatiques carrespondant & deux unités de
glucase acétylé entre 3,7 - 6,00 ppm dont un & 4,92 ppm

(doublet, J=l0Hz, H-1"),

- 7 groupes acétaxyles aliphatiques dont un 4 2,00 ppm
(Singulet), trois & 2,06 ppm (singulet) et traois & 2,08
ppm (singulet), correspondant aux trois groupes du reste
C-glucosidique (Ac-6", Ac-3" et Ac-4") et aux gquatre
groupes du reste O-glucosidigue (Ac-6"™, Ac-2™, Ac-3"'

et Ac-4"'};

- pour la partie férulovle:

- 1 groupe acétoxyle aromatique & 2,28 ppm (singulet, Ac-4),
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~ 1 groupe méthoxyle arcmatique & 3,82 ppm (singulet, Me0-3),

- 3 protons arcmatlques entre 6,90 - 7,70 ppm (H-2, H-5 et

H-6},

- 2 protons éthyléniques dont un 2 6,10 ppm (doublet, J=16Hz,
H-p) et un & 7,40 ppm (deublet, J=16Hz, H-8), formant un

spectre du type Ax.

Sur la base du spectre, C1 ne peut porter gue deux restes
glucosidiques, en 1'occurrence un reste C-g-D-glucosyle substi-
tué (H-1", J=10Hz) et un reste O~f-D-glucesyle (H-1"' &tant
masqué par les autres protons aliphatiques). Relevons gue le
proton aromatique H-5' de la substance Cl egt déplacé vers les
‘champs forts (§= 7,07 ppm) par cemparaisen avec celul de la
substance H (= 7,37 ppm}; ce gul confirme une fole de plus
la substitution par le glucose en 4'., Notons enfin gu'aucun
signal n'est présent dans le domaine § = 1,70 - 1,95 ppm:

C1 est un G—C—glgccside flavonigue substitué en 2", en 1'cc-
currence par l'acide féruiigue gul posséde la configquration

trans.

Les démarches entreprises nous permettent de propoeer,
pour la substance Cyr la structure: trans-féruloyl-2"lsoorien-

tine-4'-0-8-D-glucoside.
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C1 : trans-féruloyl-2" iscorientine-
4'-0~-f-D-glucoside
OCH3
OH
5.1.5. SUBSTANCE C2
Les spectres UV de C2 dans le mé&thanol en présence des

réactife usuels ﬁﬂ , sont identiques & ceux de la substance H,
la trane-féruloyl-2" isocrientine. De ce fait, C2 doit possé&der
dans sa structure, les mémes chromophores gue ceux de la subs-
tance H; autrement dit, le méme schéma de substituticn pour

le squelette flavohigque (té&trahydroxy-5.7,3',4' flavone) et le

méme reste acyl& en l'occurrence le reste fé&ruloyle.
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Fig. 78: Spectres UV de la substance C
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Réactifs Maximums (nm)

MeOH 273 297sh 331

NaOMe 266 280sh  310sh 385
NaDAc 273 282sh 332sh 385
Alcl3 281 302sh 328 424
A1C13/HC1 279 30055 335 384sh

Tableau l16: Relevé des spectres UV de C2

En effet, nous relevons dans le epectre de C, en présence

2
de AlCl3 deux maximums dans le domaine des longueurs d’cnde
300 nm - 450 nm; 1l'un &4 424 nm d0 au groupe O-dihydroxyle en

3',4' et l'autre 4 328 nm 40 au reste féruloyle.

Les deux substances se différencient par leur comportement

)

sur couche mince. C, de ReL 0,57 voieinde celul de la substance

Cl (Rf = 0,59) migre dans 1la zone dee diglucosides flavoniques

L. 0,32 se trouve dana celle des

acylé&a alors que H de Rf
monoglucosides. Ainsi la substance C2 serait un monoglucoside de

la trans- feruloyl-2" iecorientine,

C2 n'est pas affecté par l'enzyme B-glucosidase corme le

prouvent le comportement chromatographique et les spectres UV

l)Polyarnide MN—DCll/MeOH 90%
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du prodult d'hydrolyse C, enz., lesguels sont identiques & 13

2

substance non traltfe. Cela implique que C, ne porte pas de

2

groupe O-glucosidigque terminal.

L'acide chlorhydrique dilué coupe la molé&cule en plusieurs

fragments en fournissant les produits C et isolés de

C2.2
la phase butanolique de l'hydrolysat, les produits C2 3 et

2.1

C2 4 de la phase &thér&e et un produit C

La CCM identifie C2 3 et C

2.5 de la phase agqueuse.

2.4 respectivement aux isomiéres cis-

trans de l'acide fé&rulique et C au glucose. Quant aux deux

2.5
autres produits, ils correspondent respectivement & 1'isocorien-
tine et 3 l'orientine (pseudo-cin&tigue, CCM, spectres UV}.

A priori , C, est un isom@re de H. Il s'agit donc de connai-

2
ﬁre 1'ordre d'enchainement des trols fragments lib&r&s. Deux cas
peuvent se pré&senter; soit le glucose et 1l'aclde fé&rulique sont
rattaché&s au niveau des groupes hydroxyles du reste C-glucosyle
4 des positions différentes, solt 1l'aclde est 11& au glucose qui,
Jui, est fixé au reste C-glucosyle. La premid&re possibillité est
& rejeter puisgu'elle entre en désaccord avec les résultats
issus de 1'hydreolyse enzyﬁatique, & moins gue le glucose soit
substitué par un groupe hydrolysable. Ce fait se tradulrait

par des répercusslons sur le spectre IR de Cz- Or 11 n'en est

rien car, en effet, nous relevons les mé&mes bandes de vibration

dans les spectres IR de C, et de H.
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Y

Fig. 79: Spectre IR des substances C, et H

Par manque de matériel, il ne nous est pas possible de
poursuivre les d€marches nécessaires 4 la détermination de
la structure de la substance Cz. Toutefois, en nous basant
sur les données acguises, nous pouvons prévoir la structure

du type: trans-féruloyl-X"-0-B-D-glucosyl-X" -iscorientine.
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5.1.6, SUBSTANCE I

Le spectre UV de I dans le méthanol est caractéristique des
dérivés flavoniques. La bande I & 348 nm suggare une forte oxy-
génation du cycle B, soit di- ou trihydroxyl&. Les déplacements
des bandes d'ahsorption provogués par l'addition des réactiis
usuels révélent la pré&sence de groupes hydroxyles en position
5, 3', et 4' et d'un groupe OR en 7 (pas de déplacement batho-
chrome de la bhande II sous l'action de NaOaAc). Aucune contra-
diction n'&tant ohservée, il s'agit sans doute d'un dérivé fla-

vonigque non acylé.

B R

4

UL FhY

lga 8 &

Fig. 80:Spectres UV de la substance I
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Réactifs Maximums (nm)

Me@H 256 268sh’ 347

NaOMe 265 300sh 390

NaOAc 260 267sh 404

ST 275 298ah  328sh 426
AlC1,/HCL 265sh 275 295sh 358 186

Tablean 16: Relevé des spectres UV de la substance I

Le comportement chromatographique de la substance I (Rfl
0,35) est celui d'un monoglucoside‘flavonique. Le reste osidique
est probablement fix€& en position 7 puieque I porte un groupe OR
en cet endroit. Cette hypoth@se est justifife par l'analyse
du produit I enz. issu de l'hydrolyse de I par la B-glucosidase.
En effet, I enz. est identigue A la lutéoline

5,7,3',4' flavone) par ses spectres UV et son comportement chroma-

tographique.

2)

1)

Polyamide MN-DCllfMEOB 90%

2)

Synthétisée selon Hatchins & Wheeler [Zﬂ

(t&trahydroxy-
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Fig. B8l: Spectres UV d@e I enz.
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Réactifs Maximums (nm}

1 enz.

MeOH 254 268 291sh 348

NaOMe 270 320sh 400

NaQAc 271 320sh 394

Alcl3 274 302sh  325sh 419

A1C13/HC1 267eh 276 295sh 356 3iB4sh
Luté&oline

MeOH 555 268 292sh 348

NaOMe 271 320sh 400

NaOAc 271 320sh’ 394

Alclj 274 302sh 327sh 420

A1C13JHC1 267sh 276 295sh 356 384sh

Tableau 17: Relevé& des spectres UV de I enz. et de la lutéoline

Dés lors, il apparaflt gue I est la 7-p-g—-D-glucosyl lutéoline

encore connue sous le nom de glucoluté&oline ou cyneroside.

L'hydrolyse acide de I libére, d'une part, la luté&oline iden-

tifi&e par CCM et les spectres UV et d'autre part le glucose iden-

tifié par CCM.

est sans effet.

En revanche,

l'action de HCl sur le preduit I enz.
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Le dérivé m&thyls de I est soumis 4 1'hydrolyse par l'acide
chlorhydrique. Il en résulte, dans la phase aqueuse, du glucose
{(CCM, révé&lation) et dans la phase butanolique, une substance Im
dont les spectres UV dans le méthanol en pré&sence de NaOAc indigquent
la présence d'un groupe hydroxyle en 7. Le reste O-glucosidique est

donc bien fixé& & cette position.

_l =1 . ©
fype— .
=) Y o

s e
wavelength millimicrom —

Fig. 83: Spectres UV du dérivé méthylé de I
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Fig. 84: Spectres UV de Im

REactifs Maximums (nm}
MeOH ) 266 332
NaCMe 274 312 354
NaOAc 274 312 354
A1C13 266 332
AlCla/HCI 267 332 406

Tablean 18: Relevé des spectres UV de Im

Les démarches entreprises pour déterminer la structure de la
snbstance I aboutissent 3 la conclusion qn'il s'agit de la 7-0-B-D-

glucosyl lutéoline.
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OH
OH
CH,OR
° o o
OH
HO
OH

o ©

I : 7-0-B-D-glucosyl lut&oline

Par défaut de matériel, il ne nous est pas possible de con-
firmer la structure proposée par la ré&sonance magn&tigue nuclé-
aire. Toutefols, les données analytiques de la substance I cor-

respondent acellesde la littérature,
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ODonnées analytigues Glucolutéoline Substance I
Point de décomposition [30] : 226-231° 232-235°
RE [29] : t-BuOH-ACOH-H,0 (3:1:1) 0,431 0,443
ACOH 15% 0,151 0,107
n~BuOH-ACOH-H,0 (4:1:5) 0,371 0,37
AcOEt-EtCOME‘HCOZH-HZO-C i 0,382J 0,314)
(4 3 : 1
IR 29): v (™) om 3400 3350
c=o0 1655 1650
c=c 1605 1590
c-o0 1065 1050
w 11 : A (nm)  MeOH 255,267sh,248 | 256,268sh,347
NaOMe 263,300sh,394 | 265,300sh,390
NaOAc 259,266sh,365sh | 260,267sh,404
405
A1C13 274,298sh,328 275,298sh,328sh
432 | 426
AlCl,/HCl 273,294sh,158 | 265sh,275,295sh
387 358,386

sh: épaulement

1) 2}

Papier

3) 4)

Cellulose Merck

Silicagel G sans liant (Merck)

Silicagel 60 F 254 Merck

Tableau 19: Comparaison des données analytigues de I et de la

glucclutéaline
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.Fig. 85: Spectre IR de la substance I

5.2, SUBSTANCES DANS GENTIANA PUNCTATA L.

Nous avons isolé, dans Gentiana punctata L., huit substances

dont trois, a savoir G, H et Cl, sont présentes dans Gentiana
burseri Lapeyr.; les cing awtres, & saveir D, J, K, L et M, y

&tant absentes.

5.2.1. SUBSTANCE L

Le spectre UV de L dans le m&thanol! présente les bandes d'ah-
Sorétion caractéristiques des dérivés flavoniques. L'analyse des
spectres effectués en présence de AlCl5 et AlCl3+HC1 nous informe
que L est porteur d'un groupe O-dihydroxyle ainsi que d’un groupe

hydroxyle en position 5. En présence de NaOMe et de NaDAc, on peut
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&tablir 1l'existence de groupes hydroxyles en position 7 et 4'. Ce-
pendant, la peosition de la bande I {329 nm) du spectre de L dans le
méthanol est plutbt relative & une flavone i cycle B trioxygéné dont
la position 4*' eat le sid®ge d'une O-subhstitution (cf. tableau 2).
Cette contradiction suppose gque la substance L est différente d'une

flavone classique, prcbablement du type cinnamoylflavone.

i R ’ WO

o=

00 @ T e =

wavelsnprh mitimicrom

Fig. B6: Spectres UV de la substance L



Réactifs Maximums (nm)

MeQH 273 329

NaOMe 267 27%9sh 300sh 374

NaOAc 270 278 330sh 374

AlCl3 265 277 - 298 362

A1C13IHC1 283sh 295 337 384sh’
Tableau 20: Relevé des spectres UV de L

Le groupe O-dihydroxyle que

&& trouver aur le cycle A de la

subit pas de décomposition sous

comme c'eat le cas pour la balcaléine (trihydroxy-5.,6,7 flavone)
et la norwogonine (trihydroxy-5,7,8 flavone) ﬁﬂ . Une auntre
évantnalité A envigager est la fixation da ce groupé O-dihydro~

xyle sur le cycle B. Les achémas d'oxydation posslbles sont

indiqués dana le tableaun 21.

porte la substance L na peut
flavone puisgue celle-ci na

l'action des réactifs basigues

169
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Schéma de substitution
Flavones Noyau A Noyaun B MeOH+A1Cl3
) Bande I
5 & 7 2' 3' 4* 5 (nm)
Isoorientine OH C-gluc OH OH OH 424
Iscaffinétine® [27) [oH c-glyc oOH OH OH OH 420
17 ou oH o OH oMe| 426
[30] { ou OH OH OH OH 441

*décompos& par les rBactifs basigues

Tablean 21: Bande I des spectres UV dans Me0H+A1C13 de gnelgues

flavones & cycle B dihydroxylé

L'examen du tableau 21 montre gue la bande I des spectres
dans Me0H+A1Cl3 des flavones 3 cycle B dihydroxylé absorbe au
plus bas 3 420nm., De ce fait, &l le groupe O-dihydroxyle &tait
localisé sur le cycle B du sguelette flavonigue de L, nons de-
vrions observer, dans le spectre MeOH+A1C13 de L, une deuxiéme
bande d'absorption aux environs des 420 nm comme c'est le cas
pour lea substances G et H, Or il n'en eat rien. Ainsi, le
groupe O-dihydroxyle est plut6t relatif 3 un &ventuel reste

clnnamoyle.

En résumé&, les spectres UV attribuent & la substance L un

squelette flavonigue hydroxyl& en 5,7 et &ventuellement en 4'
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auquel est substitué &ventuellement un reste cinnamoyle porteur

d'un groupe O-dihydroxyle vraisemblablement le caféoyle.

Chromatographié sur couche mlnce avec le systéme de base
{pclyamide MeOH/Hzo 9:1) la substance L montre un Rf (0,54}
typique de monoglycoside de cinnamoyl C-glucosyl flavone, lequel
est veoisin de celul de l'iscorientine (Rf: 0.515. Cette simlli-
tude de Rf peut préter & confusion si l'on ne failt pas usage de
révélateurs tels que KOH2N/MeOH {cf. chromatogramme de la fig.

18).

La substance L mise en présence du B-glucosidase en milieu
tamponné se transforme en produit L enz. dont le comportement
chromatographigue et les spectres UV sont en tout point iden-
tiques 2 ceux de la substance G (O-glucoside du trans-caféoyl-
2" isporientine).

Le reste acyle est dénc 1ié & l'isoorientine par 1'intermé-
diaire d'une fonction ester laquelle vibre & 1685 cm.1 comme

le montre le spectre IR de la substance L.
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Fig. 87: Spectre IR de la substance L

L'action de HCl diluwé sur L. enz. conduit 3 une substance
L, aimsi qu'2 son isomdre Ly, lesquelles sont identifiées, par
CCM et spectres UV, respectivement 3 1l'iscorientine et a
l'orientine. Deux autres produits sont aussi obtenus et corres-
pondent aux isomeéres cls-trans de l'acide caféique. Ces résultats

constiteent une preuve supplémentaire de l'identité de L enz.
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I:

Révé&lateur: KOH2N/MeOH + UV 350 nm

Polyamide MN-DC
MeOH 90%

11

II:

Cellulose Merck
AcOH 10%

1l: Orientine + 1isoorientine (A) et substance G

2:

3:

Substance L

L enz.

: Aclide café&igque cils-trans

: L enz. hydreolyse acide, extrait butanolique (Ll, L2)

: L enz. hydreolyse acide, extfait Ethéres (L3, L4)

Fig. 88: Chromatogramme de L hydrolysé
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Fig. 89%: Spectres UV de L enz.

I1 reste 2 localiser la position d'attache du glucose. Les
informations recueillies jusqu'd présent ne concordent pas pour
préciser celle-ci. A priori, on pourrait suggérer la substitu-
tion en 3'. En effet, avant l'hydrolyse enzymatique, nous notions
1'absence du groupe O-dihydroxyle alors qu'apr&s traitement, la
présence d'un tel groupe est certaine (G est le produit d'hydro-

lyse). D'autre part, le spectre UV en présence du m&thylate
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laissait supposer le OH 4' libre. Pour vé&rifier cette hypothése,

le dérivé méthylé de L est soumis 3 l'action dé&gradative de HC1

dilué.
MeOH | —
pacly @ pe-e- 2
NaOMe . [---
.
. L]
. f.\ ; n
: : "'\s"d‘ _‘ -
) H
: ES
. w3
. ]
. L
- L]
0 X 20 A o
WA miNimicrom RS-

Fig. 90: Spectres UV du dérivé méthylé& de L

Nous obtenons dans la phase &thé&ré&e de 1'hydrolysat deux pro-

duits Lm, et Lm3 lesquels correspondent chromatographiquement aux

2
isombres cis et trans de 1'acide dim&thyl caffigue: le reste
caféoyle n'est le silge d'aucune substitution. De la phase buta-
nolique, nous isolons un produit Lm1 gui est identifi& par CCM

4 la triméthyl-5,7,3' iscorientine; les spectres UV en constituent
une preuve convaincante. Ainsi la molécule du glucose est loca-
lisée sur le squelette flavonique en 4' contralrement 3 nos pré&-
visions gui la situent en 3'. Cette confusion est due 3 l'inter-

prétation erronfe du spectre UV de L en présence de NaOMe. Le dé&-

placement bathochrome attribu& au reste 4' OH est en fait attri-
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buable au QH para du reste caféoyle.

ICly 7 - 2
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Fig. 91: Spectres UV de Lml

Ainsi, 1l s'avdre gue la substance L est le trans-caféoyl~
2" igocorientine-4'-0=-g-D-glucoside. La confirmation est apportée

par le spectre RMN du dérivé acé&tylé.
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Fig. 92: Spectrea UV du dérivé acétylé de L




v
38

10

[ 1]

a0

177



Mu



179

Fig. 93: Spectrea le-RMN') a 270 MHz du dérivé acétylé de L

dans CDCl3

Neus relevons dans le spectre RMN du dérivé acétylé de L:

- pour la partie gluceside flavonigue:

- 3 groupes acé&toxyles arcmatiques dont deux 3 2,52 ppm

{singulet, Ac-5 et Ac-7) et un & 2,30 ppm (singulet, Ac-3'),

- 5 protons aromatigues dant un & 6,50 ppm (singulet, H-3), un
a 7,31 ppm (sinqulet, H-8), un & 7,52 ppm (doublet, J=2Hz,
H-2'), un 3 7,66 ppm (double doublet, J=2 et %Hz, H-6') et

un entre 7,10 - 7,30 ppm {H-5"),

- 7 groupes acétoxyles aliphatiques dont un 3 2,00 ppm, un a

2,03 ppm, deux & 2,05 ppm et trois & 2,08 ppm, correspondant

1 § en ppm par rapport au TMS pris comme référence interne
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gux trois groupes acétoxyles du reste C-glucosyle et aux

quatre groupes acétoxyles du reste O-glucosyle,

= 14 protons aliphatlques correspondant & deux unités de
glucose acétylé entre 3,80 - 5,90 ppm dont un & 4,90 ppm
(doublet, J=10Hz, H-1"} et un & 4,16 ppm (doublet, J=11Hz,

H-1'");

- pour la partie caféoyle:

- 2 groupes acétoxyles aromatiques dont un & 2,27 ppm (singu-

let, Ac-3) et un 2 2,28 ppm (singulet, Ac-1),

~ 3 protons aromatiques entre 7,10 - 7,30 ppm (H-2, H-5 et

H-6),

- 2 protons éthyléniques dont un & 6,10 ppm {(doublet, J=1l6Hz,
H-a} et un & 7,38 ppm {(doublet, J=16Hz, H-g) formant un

spectre du type AX.

Nous observone l'absence du signal Ac-2" dans le domaine
1,80 -~ 1,83 ppm: le caféoyle est en 2“. D'autre part, le signal
du proton H-5' est déplacé vers les champs hauts (7,10 - 7,30
ppm) comparé & celuil de son aglucone le trans-caféoyl-2° iso-

orientine qui résonne & 7,41 ppm; ce déplacement confirme la
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substitution en position 4'. Les configurations g et trans sont

attribuées respectivement aux unités de glucose (J =104z,

H-1"

=11Hz} et au reste caféoyle (JH_ =16Hz) .

Jg-1nr o, H-B

Les résultats obtenus sont en parfait accord pour proposer

la structure de trans-caféoyl-2" lsoorientine-4'-Q-8-D-glucoside,

CH,0H
)
OH
. OH
i
H-Cx _m

OH
OH
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5.2.2, SUBSTANCE M

La substance M présente un spectre UV typique de dérivé fla-
vonique. La bande I (327 nm) dn epectre de M dans le méthancl
est révélatrice d'un cycle B O-gubstitu& en position 4' (cf.
tableau 2). Or, la medification de la bande causée par le réactif
NaOMe localise un groupe hydroxyle & cette position. Nous décelons
aingi une contradiction qui nous incite 2 coneidérer la substance
M comme &tant un dérivé cinnamoylflavonigue. Les déplacements des
bandees d'absorption engendrés par les r&actifs usnels assignent
des groupes hydroxyles en position 5 et 7 tout en excluant la

présence d'un gronpe O-dihydroxyle.

Nous retiendrons ponr la substance M la etructure d'une tri-
hydroxy-5,7,4' flavene acyl&e par un cinnamoyle ne portant pas

de groupe O-dihydroxyle.

. PuCl3 — a
! ‘ BeCIy - HOI | - - -

)

3

vnrpbicayray
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.
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Fig. 94: Spectres UV de la substance M

Réactifs Maximums {(nm)

MeOH 272 327

NaOMe 279 330sh ig4

NaQAc 2B¢ 330sh 384

AlCl3 279 302 338 3B0sh
AlCl3/H01 280 3_00 335 380sh

Tableau 22: Relevé des spectres UV de la substance M

183
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La substance M possé&de un Rfl) (0,46) qui la place dans la
zone de migration des cinnamoyl-C-glucosyl flavones et qui est
proche de celuil de 1'isoorientine (Rf=0,51). Cependant, M se
différencie par sa réaction colorfe ({jaune) vis a vis du révé-

lateur KOH2N/MeQH, l'iscorientine &tant orange.

La substance M n'accuse aucune modification face 3 la g-gilu-
cosidase (CCM, spectres UV). Toutefois, elle se dégrade dans une

eolution diluv&e de HCl. Il en résulte les produits M, et M

3 4
(phase &thérée) qul sont identlfifs par CCM aux isomlres cis et

trans de l'acide férulique et un produit M, qul s’isomérise en

1
Mz (phaee butanolique) lesquels correspondent respectivement
1'isovitexine et & la vitexine sur la bkase des camportements

chromatographiques et des spectres UV, Aucun sucre n'&tant décels,

‘la substance M est vraisemblablementuneféruléylisovitexine.

1
Y polyamide MN-DC,, / MeOH-H,0 (9:1)

2
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I I
2 o
.5322 {:,,,-g% 8 | ’//’/’
PG - e e
B @ \\?%
2] &
1 2 3 4 &5 6 1 2 3 4 § 6
I: Polyamide MN-DC,; I1: Cellulose Merck
McOH 90% AcOH 10%

Rév&lateur:KOH2ZN/MeCOH + Uﬁ 350 nm

i: Isovitexine {ﬁ) et vitexine

2: M hydrolyse enzymatique

3: Substance M

4: M hydrolyse acide, extrait butanolique (M, M,)
5: M hydrolyse acide, extrait &théré (M3, M4)

6: Acide fé&rulique cis-trans

Fig. 95: Chromatogramme de M hydrolysé
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Fig. 96: Spectres UV de Ml’ M,
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Fig. 97: Spectres UV de isovitexine et vitexine

1)

m&lange obtenu par iscm&risation de l'isovitexine
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REactifs Maximums {nm)

Mt M, Isovitexine + vitexine:
MeOH 273 336 273
NaOme 280 335sh 398 280 335sh 399
NaQAc 279 300sh 378 278 300sh 377
AlCl3 280 304sh 350 380sh | 280 304sh 350 380sh
AL013/501 282 303sh 347 380sh | 281 302sh 347 380sh

Tableau 23: Relevés des spectres UV de My M2 et Isovitexine

+ vitexine
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Le spectre IR de la substance M montre une bande de vibra-
tion & 1715 cm_1 relative & upe fonction ester: le reste féru-
loyle est donc rattach& a l'isovitexine par 1'interm&diaire de

cette fonction.
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Fig. 98: Spectre IR de la substance M

Quant 2 la position d4'attache, elle est déterminée par

le spectre 1H4RMN du dérivé acEtylé de M.

>e

3z

oo

00 -]
sravebenyth i fllimicrons

Fig., 99: Spectres UV du dérivé ac&tylé de M
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Fig. 100: Spectre lH-RMN a 270 MHngu dérivé acétylé de M

dane CDCl3

Dang le spectre, nous relevons:

- pour la partie C-glucoside flavonique:

- 3 groupes acétoxyles aromatigues dont un 2 2,34 ppm {singu-

let, ARc-4'} et deux & 2,52 ppm (singulet, Ac-5 et Be-T7),

- & protons aromatiques dont un & 6,56 '‘ppm (singulet, H-3),
deux & 7,25 ppm (doublet, J=9Hz, H-3' et H-53'), un & 7,32
ppm (singulet, H-8) et deux a 7,87 ppm (doublet, J=9%Hz,

H-2' et H-6"),
- 3 groupes acétoxyles aliphatigues dont un 2 2,01 ppm (singu-
let, Ac-6"), un & 2,07 ppm {singulet, Ac-3"} et un 2 2,08

ppm (singulet, Ac—-4"},

- 7 protons aliphatigues entre 3,70 - 5,90 ppm dont un 2 4,94

1)5 en ppm par rapport au TMS pris comme référence interne
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ppm (doubklet, J=10Hz, H-1");

- pour la partie féruloyle:

- un groupe scétoxyle aromatique & 2,29 ppm (singulet, Ac-4),
- un groupe méthoxyle aromatique & 3,82 ppm (singulet, Me0-3),

- trois protons aromatiques entre 7,00 - 7,30 ppm (multiplet,

H~2, B-5, H-6),

- deux protone &thyléniquesg dont un & 6,03 ppm {doublet, J=
16Hz, H-a) et un & 7,33 ppm (doublet, J=16Hz, H-g) formant

un epectre du type Ax.

Ces conetantee de couplage relatives aux protons &thyléniques
H-a, H-B et au proton anomérique H-1" nous permettent d'attribuer
la configurstion trane pour le reste féruloyle et la configura-
tion B pour le reste C-glucosyle. L'absence de tout signal acé-
toxyle dane le domaine 1,77 - 1,83 ppm localise l'acylation en

position 2".

En conclusion, nous proposons pour la subetance M la struc-

ture de trans-féruloyl-2"-isovitexine.
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o\c,,o M : trans-féruloyl-2" isovitexine
I
H/CQC/H
OCH3
OH

5.2.3, SUBSTANCE K

Les spectres UV de la substance K dans le m&thanol nous in-
forment qu'il s‘agit d'un dérivé flavonique. Cependant, nous y
décelons ia méme contradicticon 46313 rencontrée dans les spectres
de la substance M. De ce fait, une structure de cinnamoyl-flavone

est 4 envisager ausesl.

L'usage de réactifs usuels permet de localiser des groupes
hydroxyles en position % et 7 du squelette flavonique tout en
précisaut 1'abgence de tout groupe O—dihydroxyle..Néanmoins, une
indétermination demeure quant 2 la présence ou l'absence d'un
groupe hydroxyle en 4'. En effet, la baude I du spectre eu pré-~
sence de NaOMe ue subit ni une augmeutation 'de 1l'intensité caracté-
ristique @'un hydroxyle en 4°, ni uue diminution due & un groupe
O-substitu& en 4', mais conserve, en fait, la méme inteusité que

celle de 1a bande I du spectre dans le m&thanol.
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Ainsi, la substance K est un dérivé cinnamoyl-flavonique
dihydroxylé en position 5 et 7 et ne portant pas de groupe O-di-

hydroxyle.
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Fig. 101: Spectre IR de la substance K
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Fig. 102: Spectres UV de la substance K

REactifs Maximums {nm)

MeOH . 274 322
NaOMe 270sh 280 300sh 372
NaOac 280 300 335ah 372
Alcl3 z8ish 301 336 180sh
AlClIIHCl 284sh 298 332 380sh

Tsbleau 24: Relevés des spectres UV de 1ls substance K

Dans le systéme chromatographique de base, la substance K
migre avec un Rf (0,78) intermédiaire entre celui de i'isoorien-
tine 4'-0O~glucoside (substance E, Rf = 0,80) et celui de 1'iso-
corlentine-2"-0-glucoside (substance J, Rf = 0,74). La substance K

est vraisemblablement un glucoside de cinnamoyl-C-glucosyl flavone.

La traltement de K avec le B-gluccsidase fournit un produit

K enz. identifié par son comportement chromatocgraphique et ses
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spectres UV comme &tant la substance M: il s'agit denc d'un O-
glucoside du trans-féruloyl-2" isovitexine. L'identité de K enz.
est encore vérifife par l'analyse des produits issus de son hydro-
lyse acide,laquelle conduit aux produits Kl et Kz correspondant
respectivement a8 1'isovitexine et & la vitexine (CCM et spectres
UvV) et aux produits Ky et K, correspondant respectivement aux iso-
méres cis et trans de l'acide férulique (CCM}. duant 4 1'hydro-

lyse acide de la substance K, celle-ci mEne aux gquatre produits

précités (CCM et spectres UV) ainsi gqu'a du glucose (CCM).

I I

@
N o ——
s B %‘;@/ag " %/9@

.. L e . . 8

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 &
I: Polyamide MN—DC11 II: Cellulose Merck
MeOH 20% AcOH 10%

Réy&lateur: KOH2N/MeOH + UV 350 nm

1: Orientine, isocorientine A et substance M
2: Substance K

3: K hydrolyse enzymatique (K enz.)

4: K hydrolyse acide, extrait butancligue lKl. KZ}
5: K hydrolyse acide, extrait é&thé&ré (K3, K4)

6: Acide fé&rulique cis-trans

Fig. 103: Chromatogramme de K hydrolysé
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Fig. 104: Spectres UV de K enz.

La méthylation suivie de 1'hydrolyse acide de la substance
K condult & deux.produits sz et Km3 donut lee comportementa
chromatographiques sont en tout point identiques aux icomdres
cis et trans de l'acide dimé&thylcaf&ique. Un autre produit Km1
est aussl obtenu; celui-ci présente les mémes caractériastiques
chromatographiques et spectrales gue la diméthyl-5,7 isovitexine .
résultant de la méthylation suilvie de 1'hydrolyse aicde de i'iso-

vitexine 4'-O-glucoside [2]. Ces résultats imposent certainement
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une O-substitution du carbone 4' du dérivé flavonique, en l'oc-
currence par le reste osidique, le féruloyle n'étant pas subs~
titué. Il s'avd@re que la substance X est un O-glucosyl-4'-trans-

féruloyl-2" isovitexine.
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Fig. 106: Spectres UV de Kml
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Réactifg Maximums (nm}

521 Diméthyl-5,7-isovitexine
MeOH 262 325 263 326
NaOMe 264 305sh 379 264 307sh 379
NaOAc 264 305sh 379 264 3075? 379
AlCl3 262 325 263 326

Tableau 25: Relevé des spectres UV de Km

L et du dimEthyl-s,?

isovitexine

La résonance des protons du dérivé acétylé de la substance

K nous permetira de déterminer le nombre de sucres et par la

sulte, de confirmer la structure proposée.

IO
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Fig. 107: Spectres UV du dérivé acétylé de K
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1)

Fig. 108: Spectres 'H-RMN'! 2 270 MHz du dérive acétyle de

la substance K dans cDel,
L'analyse du spectre 1H;RMN du dérivé acétylé de la substance

K révéle:

- pour la partie glucoside flavonigue:

¢

- 2 groupes acftoxyles aromatiques 4 2,52 ppm (singulet, Ac-5

et Ac-?),

- 6 protons aromatiques dont un & 6,52 ppm (singulet, H-3),
deux 2 7,07 ppm (doublet, J=%Hz, H-3' et H-5'), un a 7,32
ppm {singulet, H-8) et deux & 7,77 ppm (doublet, J=9Hz, H-2'

et H-6'),

- 7 groupes acétoxyles aliphatiques dont un & 2,00 ppm, un 2

2,05 ppm, trois 3 2,07 ppm et deux 3 2,08 ppm correspondant

1
)6 €n ppm par rapport au TMS pris comme référence interne
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aux trols groupes acé&toxyles du reste C-glucosyle et aux

quatre groupes acétoxyles du reste O-glucosyle,
- 14 protons aliphatiques correspondant 3 deux unitée de glu-
cose acétylé entre 3,80 - 5,90 ppm dont un & 4,92 ppm {(dou-

blet, J=10Hz, H-1") et un & 4,16 ppm {(doublet, J=11Hz, H-1'");

- pour la partie férulovyle:

=~ un groupe ac&toxyle aromatique & 2,29 ppm (eingulet, Ac-4),

~ un groupe méthoxyle aromatique & 3,82 ppm (singulet, Me0-3),

- trols protons aromatiques entre 7,00 - 7,30 ppm (H-2, H-5

et H-8),

~ denx protons &thyléniques dont un & 6,12 ppm (doublet, J=16Hz,
H-a ) et un & 7,40 ppm (donblet, J=16Hz, H~B} formant un

spectre du type AB.

Le reste fé&ruloyle est attach& sur la partie C-glucosyle de
K 3 la position 2" &taent donné 1l'absence du signal acétyle cor-
respondant. Le déplacement vers les champa hauts des protons H-3"
et H-5' par rapport aux protons correspondants de la substance M

indigne clairement la O-snbstitution en 4' en l'occurrence par le
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reste O-glucosyle. Les confilgurations B et trans sont attribuées
respectivement aux deux restes glucosyles et au féruloyle sur
la base des constantes de couplage J_ ,=10H=z, JH,"=lle et JH_u=
J H-B=16Hz'

Les preuves &tant acquises, nous proposons pour la substance
K, la structure de trans-féruloyl-2"-isovitexine-4'-0-g-D-glu-

coside,

CHZOH
0
OH
OoH
[ o]
¢
H~— "% _H

OCH,
OH
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5.2.4. SUBSTANCE D

Le spectre UV de la substance D dans le néthanol est carac-
téristigue d'vn dérivé flavonigue. Les d&placements des bandes
d'absorption causés par les réactifs usuels fixent des groupes
hydroxyles en position 5, 7 et 4' et écartent la présence de
tout groupe D-dihydroxyle. Quant & la position de la bande I
du spectre dans le m&thanol, elle nous permet de prévoir une 0-
substitution en 3' et (ou} en 5' (cf. tableau 2). Aucune contra-
diction n'&tant cbservée dans les spectres, la substance D est

vraisemblablement un d&rivé flavonique classiqgue.

TR

-

[ry— [T

-'lvﬂmlh m':!ﬁ:n:itrm
Filg. 109: Spectres UV de la spbstance D
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Réactifs Maximums (nm}

MeOH 271 345

NaOMe 267sh 279 340sh 408

NaOAc 270sh 280 320sh 396

AlCl3 265sh 278 . 298sh 366 386sh
A1C13/Hcl 263sh 280 298sh 356 °  384sh

Tableau 26: Relevé des spectres UV de la substance D

1) (0,66) ty-

Sur couche mlnce, la substance D accuae un Rf
plgue de monoglycoside flavonique {cf. flg. 29}, lequel est,
d'ailleurs, 1dentique 2 celui du témoin 1solé par Hostettmann
[5] . Cet auteur, n'ayvant observé aucune modiflcation de la
substance sous l'action de HC1 dilué, est arrlvé a l'hypothése
selon laquelle D est un 6,8-di-C-glycoside flavonique dont les

deux restes osidiques sont de m&me nature.

Pour vérifier cette hypoth@se, nous avons répété 1l'hydrolyse
acide de la substance D. Il s'avd@re que D subit une isomérisation
puisque 1l'analyse de la phase butanolique de 1'hydrolysat par
CCM révdle deux spots D, et D, ce que Hostettmann n'a pas pu

ohserver car il n'avait fait usage gue d'un syst@me chromatogra-

phique (Polyamide/MeDH 90%) (cf. chromatogramme de la figure 109).

Ypolyamide MN-DC,,/MeOH 90%
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Quant aux deux autres phasee Ethérfe et agqueuse, les analyses

sont négatives.

b

I: Polyamide MN-DC

11
D4 MeOH 90%
o-8 Dl
II: Cellulose Merck
@\@ Dy AcOH 10%
REvEL : KOH2N/M
@ @03. . r ﬂ} @D, @_Dz vElateur: K /MeQH +

UV 350 nm

1: Lut&oline

2: D hydrolysé par HI, extrait &théré (D)

3: Substance D

"4: D hydrolysé par HCl, extralt butanoligue (Dl et D2)

Fig. 110: Chromatogramme de D hydrolysé

1
Chromatographiquement, D, correspoend 38 D. Une preuve supplé-

1
mentaire eat fournie par les apectres UV de D1 gul sont iden-
tiguee 2 ceux de D, D1 &tant obtenu par s€paration du mélange
D, + D, sur une colonne chromatographique de cellnlose &luée

avec AcDH 30%. La subetance D, €galement isolée, présente pra-

tiguement les m8mes epectres UV gue ceux de D; D, est sans au-

2
cnn donte 1'isom@re de D.

La comparaison avec les données de la littérature hﬂ (REf,

spectres UV), permet d'&tablir nne analogle entre les substances
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Dl' D2 et les isom@res du C-glucosyl chryscericl (isoscoparine

et scoparine),

ra— - T

b —
1 4:3 —r——
AICHAHC e

.-t__‘“‘ .

SN e o -

———

a0 m ] =3 T E- - -t e

mnhng!- enillimlcrons e

Fig. lll:Spectres UV de D2
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Réactifs Msximums (nm)
MeOH 271 345
NaOMe 282 335sh 400
. NaOAc 270sh 280 320sh 358
AlCl3 263eh 276 300sh 366 3g8sh
AlClSIHCI 263sh 275 300&h 355 384sh

Tableau 27: Relevé des spectres UV de 02
L'étude des comportements chrematographiques de quelques

C~glucosides flavoniques nous révéle que les isoméres en 6

montrent, sur couche mince de celluloee, un Rf supérieur &

leurs homologues en 8, alore que sur couche de pelyamide,

1'ordre dée Rf est inversé {(cf. tableasu 26). De ce fait, D,

qul sccuse un Rf supérieur a son iscmére D2 gur couche mince de

cellulose, dolt é&tre 1'iscmére en 6.
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RE Rf
6-C-gluc. 8-C~gluc.
I II I II

Iscorientine 0,51 0,22 Orientine 0,57 0,10
Isovitexine 0,55 0,32 Vitexine 0,59 0,13
Swertisine 0,65 0,221} Isoswertisine 0,71 0,481)
Isoscoparine ﬁﬂ - 0,592) Scoparine - 0,312)
D 0,66 0,24 D, 0,69 0,07

Tableau 28: Valeurs Rf de guelques isomdres de C-glucosyl flavone
I: Polyamide MN-DC,,/MeOH 90%

II: Cellulose Merck/AcOH 10%

1) 2)

Cellulose Merck/AcOH 15% Papler "Whatmann™ no 3/AcOH 20%
Les résnltate accumulés nous incitent 3 penser que la subs-

tance D n'est autre que l'iaoscoparine; d'autant plus que n&us

remarquons une similitude parfaite entre les spectres IR de D

et de l'isoscoparine @ﬂ .

Fig. 112: Spectre IR de la snbstance D
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Fig. 113: Spectre IR de l'isoscoparine @%

Ne possé&dant pas d'&chantiilon authentique en vue d'une

conparaison, nous avons proc8dé A une é&tude de structure.

Le traitement de D par l'acide ilodhydrique mé&ne & une
flavone répondant, par son comportement chromatographidque et
gea spectres UV,3 la lutéoline. D est donc O-subatitué en 3'
par un groupe non hydrolysable par HC1l dilué&, probablement par
un groupe méthyle. La conflrmation en est faite par la méthyla-
tion de la substance D, laquelle conduit 3 un dérivé Dm dont les
données analytiques (CCM, PF, spectre UV, IR, l'H-RMN), sont
en tout point identiques a celles de la té&traméthyl-5,7,3',4"'-

isocorientine obtenue par la mé&thylation de 1'iscorientine
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Fig. 115:

Spectres IR des dérivés méthylés de D et de

1'isoorientine



212

E
=
5

LTI I ) " "
T T 14 - v

1 " ' " 1 1
1 N ( 2 T n T n T
1o Ll w L Py Cl L 1T

Fig. 116: Spectres 'H-RMN'' a 60MHz Qu dérivé méthylé de D

dans DMSO-d6

1)6 en ppm par rapport au TMS prls comme référence interne

Dans le spectre IK—RMN du @érivé méthylé de D, nous
comptons quatre groupes méthoxylee aromatiques sppsraissant
.gous forme de singulets a 3,82, 3,85, 3,90 et 3,95 ppm rela-
tifs aux positions 5, 7, 3' et 4'; cing protons aromatiques dont
un A4 6,88 ppm (singulet, H-3), un & 7,23 ppm (singnlet, H-8),
un a 7,24 ppm ( doublet, J=9Hz, H-5'}, un & 7,68 ppm {doublet,
J=2Hz, H~-2') et un 4 7,79 ppm (double doublet mal ré&solu, J=9Hz,
H=6'); et 7 protons aliphatigues correspondant 3 une unité de
glucose apparaissant sous forme de multiplet complexe entre

4,10 et 5,10 ppm.

Il apparalt alnsi gque la aubstance D est, sane aucun doute,

l'isoscoparine. La preuve définitive est apportée par le spectre

lyicRME du dérivé acétylé de D.
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Fig. 117: Spectres UV du dérivé acé&tylé de D
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Fig. 118: Spectre 'H-RMN'! a 60 MHz Au dérivé ac&tylé de D

dans CDC13

1)6 en ppm par rapport au TMS pris comme référence interne
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Nous y relevons:

- trois groupes acétoxyles aromatigues dont deux & 2,55 ppm (sin-—

gulet, Ac-5 et Ac-7) et un 3 2,35 ppm (slngunlet, Ac-4'),

- quatre groupes acétoxyles aliphatiques dont un & 1,85 ppm (sin-
qulet, Ac-2"), un & 2,06 ppm (singulet, Ac-6"), un & 2,08 ppm

(singnlet, Ac-3") et un & 2,10 ppm (singulet, Ac-4"),

- c¢ing protons aromatiques dont guatre entre 7,20 - 7,70 ppm

(H-2', -H-5', H-6' et H-8) et un & 6,75 ppm (singulet, H-3),

- sept protons aliphatigues entre 3,80 - 5,90 ppm correspondant
4 la partie C-glucosidique dont un 2 4,98 ppm (doublet, J=10Hz,

RE-1") '

- un groupe méthoxyle aromatigue & 3,95 ppm (éingulet, MeD=-3').

Le signal agétoxyle aromatique Ac-2" & 1,85 ppm est caracté-
ristique des 6-C-glucosyl flavones. D'autre part, le doublet
centré & 4,96 ppm avec la constante de couplage de 10Hz relatif
au proton aromatique H-1" attribue 1a configuration B pour la

partlie C-glucosyle.
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L'isoscoparine (6-C-f-D-glucosyl chrysceriol)

OCH,

5.2.5. SUBSTANCES J, Cl' Het G

L'identification des substances Cl' H et G est effectufe
par comparalson avec des &chantillons isolé&s des fenilles de

Gentiana burser! Lapeyr. Pour la substance J, le témoin est

1501& des feullles de Gentlana verna L. 10 . Les critéres

d'identification reposent sur:

- le comportement chromatographique
~ le comportement aux hydrolyses enzymatique et acide

- les spectres UV et IR

le point de fusion

Des &tudes comparatives bas&es sur les crit&res mentionnés,

il ressort que:
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J est la O-f-D-glucosyl-2" isoorientine

C., est le trans-féruloyl-2" iscorientine-4°'-0-B-D-glucoside

1
H est la trans—-féruloyl-2"isoorientine
G e6t la trans caféoyl-2" isoorientine
A titre indicatif, nous donnons ci-sprés les spectres UV

de J et les spectres IR des quatre substances comparée & ceux

des témoins,

oo

L

0 T £

!
)

oy
“m millien|cromy

Fig. 119: Spectres UV de la substance J
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Fig. 120: Spectres ?R de C, de-G.burseri et G. punctata

Fig. 121: Spectres IR de H de G. burseri et de G. punctata
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Fig. 122: Spectres IR de G de G. burseri et de G. punctata

Fig., 123: Spectres IR de J de G. punctata et de G.verna
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6. RESUME ET CONCLUSION

Lec premiers travaux consacr&s a Gentiana burseri Lapeyr.

et @ Gentiana punctata L. avaient permis de mettre en &vidence

les C-glucosides, isoorientine et isovitexine, ainsi gue leurs

4'=-0-glucosides [3].

Nous avons &té& & méme, grice i une recherche plus apérofon-
die, d'identifier d'autres substances {voir tableau 27). Parmi
celles-ci, nous devons relever les cinnamoyl-C-glucoesyl flavones,
nouveaux types de composés dont nous avons décrit, pour la pre-

miére fois, la structure [33] . [34] . [35] .

Substances
*
Espéces Cl C2 D E G H I J K L M
G. burseri Lapeyr. X X x X X X
G. punctata L. X ) b X X X X X x

Tableau 27: Substances isolées dans Gentiana burseri Lapeyr.

et Gentiana punctata L.

Lee etructures des subetances isolfes sont décrites ci-

aprés:



Cinnamoyl-C-glucosyl flavcnes

Di-0-glucoside:
p-B-D-glucosyl-trans-caféoyl-2" "
iscorientine-4'-0-p-D-glucoside: E

O-glucosides:

trans-fé&ruioyl-2" isocrientine-
4'~0-B-D-glucoside: [o4
trans~f&ruloyl-2" iscovitexine-
4'-0-B-D-gluceside: K
trans-caféoyl-2" iscorientine-
4'-0-B-D-glucoside: - L

Agluccnes:

trans-f&ruleoyl-2" iscovitexine:
trans-caféoyl-2" iscorientine:
trans-féruloyl-2" iscorientine:

mOx
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R Rl R2 R3
CH gluc gluc H
CH gluc H CH3
H gluc H CH3
OH gluc H H
H H H CH,
CH H H H
0OH H H CH
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Cy: trans-féruloyl-X*'-0-B-D-glucosyl-X" isoorientine

Glucosyl flavones

D: Isoscoparine J: O-g=-P-glucosyl-2" isoorientine

R = CHy, R, = H R = H, R1 = B-D~glucosyl
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I: O-g-D-glucesyl=-7 lut&oline

OH
OH
CH20H
4] 0 Fo)
S |
OH

OH O

Les cinnamoyl-C-glucosyl flavones font partie du groupe
des flavones acylées par des acides organigues tels que les
acides malonique [36] , trans-caféique [37), [8], trans-p-
coumarique [39), (40, [, [47 et acstique [83), [4), [a5);

les deux derniers sont les plus fréguents.

Pour les O-glycosides et les aglycones flavenigues, l'acy-
lation s‘effectue indiffé&remment au niveau des hydroxyles glu-
cidiques en 4 ou en & et exclusivement au niveau de l'hydroxyle
phéncligque en 4' du squelette flavonigue. Les aglycones sont

principalement la luté&eline, le chrysoeriol et l'apig&nine.

Les C-glyceosyl flaveones acyl&es connues jusgu'@ présent

sont peu nombreuses. La premidre est sans doute la p-hydroxy-
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benzoyl-2" vitexine isolée et identifiée par Horowitz & Gentili

@ﬂ en 1966 3 partir de Vitex lucens {(Verbenaceze). En 1974,

une seconde fut mentionnée dans les feuilles de Brackenridgea
zanguebarica Oliv. {Ochnaceae) par Bombardelli et coll. @ﬂ
comme &tant 1'acétyl-2"-méthyl-7 vitexine., D&s lors, & notre

connalssance, aucun avutre composé n'a &té cité.

Les sept C-glucosyl flavones acyl&es que nous avons identifi-
Ges se révdlent &tre les prenidres daus leur genre puisqgu'il
s'aglt, pour le groupe acylant, de dérivés de l'acide cinnamique,
en l'occurrence les acldes caféigque et-~férulique. Parallélement
4 nos travaux, Sood et coll. Bq] ont caractérisé un composé
acylé analogue aux nétres, la p-coumaroyl-2" vitexine, & partir

des graines de Trigonella foenumgraecum (Lequmlpnosze). Sigualous

aussl gue Montles et coll. @ﬂ ont mentionné la présence, dana
les feullles de Cucumis melo (Cucurbitaceae)de deux autres dé-
rivéa acylés, les trans~caféoyl-A"'-0-glucosyl-X" de l'isovitex-
ine et de l'isoorientine, lesgquels s'appareutent a la substance
C, (trans-féruloyl-X"'-0-glucosyl-X" isoorientine) gque nous avous

isclée des feullles de Gentlana bursexi Lapeyr.

L'isoscoparine a &t€ citée en 1968 par Chopin et coll. Bé
qui l'ont obtenue par lsomérisatlon de la scoparine naturelle
et ensulte 1dentififée avec un &chantillon syuth&tigue. Son exis-
tence, a 1'&tat naturel, est mise en &vidence par Wallace et
coll. ﬁﬂ en 1969 dans Lemna minor (Lemnaceae) seulement sur

la base des donnfes chromatographiques et spectrales (UV). Ce
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n'est qu'en 1972 gue Boutard et coll. bﬂ ant &tabli la pré-

sence certaine de l'isascoparine dans Potamageton natans L.

(Fluviales); la structure &tant déterminée par camparaisan avec
un Schantillan synthétigue bﬂ . Depuls, 1l'isascaparine a &té

signalée dans les bulbes de Uraginea maritima Baker par Fernandez

et call. ﬁg et dans Avena sativa {(Gramineae) par Chopin et

coll. @ﬂ .

L'isaarientine-2"-0-glucaside n'a &té& décelé, jusgu'a pré-
sent, que dans la famille Gentlanaceae, pour la premi2re fais
dans Gentlana verna L.par Hastettmann & Jacat-Gulllarmad ﬂq

et dans Gentiana asclepiadea par Gaetz et call. Eﬂ .

Quant au lutéoline-7-0~glucaside, nn des glycasides fla-
vaniques les plus répandus dans la naturs, il a &t6 cit&, pour

la premiére fois, comme canstituant de Humulus japonicus (Canna=-

binaceae) par Hattari et Matsuda B{) en 1949.

Au paint de vue de la phytachimie camparf&e,; que certains
auteurs namment "chimiotaxonomie®, nas résuitats complétent et
précisent ceux de nos devanciers [3] [5]. Hostettmann [5] a &ta-
bli un premier tableau camparatif pour les espéces de la sec-
tion Gentiana (anciennement: section CQelénthe Grisebach) qui

mantre une assez grande homogénéité dans la campasition en
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composés polyphénoliques. Gentiana lutea occupe toutefolis

une position particuliére & cause de la présence chez cette
espdce de xanthones dans les feuilles. La méme constatation a
&té faite par Verney et Debelmas [59] qui ont recherché les

xanthones dans les divers organes des G. lutea, G.purpurea,

G. punctsta et G. pannonica. Les auteurs frangais ont montré
aussi que G. lutea &tait caractéfisé paf ia présence dans ses
racines d'une xanthone particuliére, 1'hydroxy-1 dimé&thoxy-3,7
xanthone. Faisons remarquer gque 1'originalité de Gentlana lutea
exlste aussi sur le plan morphologique (ancignne section Asterias)

Hostettmann [5} mentionnalt tauteféls dans la section
Gentlana 1la présence de flavones non entvore identifiges et dont
la répartition pouvalt éventuellement servir a caractériser
des espéces ou dés groupes d'espdces.

En fait, la situation telle gu'elle ressort de la éré-
sente &tude est la suivante:

On voit par le tableau 27 que G..Eunctata différe de
G. burseri par la présence, non seulement de 1'lsoscoparine
{substance D) et de l'iscorientine-2"-O-glucoside (substancelJ)
mais sussi des troils cinnamoyl C-glucosyl flavones K,L et M qui
sont respectivement le trans-féruloyl-2" isovitexine-4'-0-glu-
coside, le trans-caféoyl-2" iscorientine-4'-0-glucoside et la
t}ans—féruloyl-Z" isovitexine.

Quant 3 G. burseri, elle offre les substances E* (p-B-D-
glucosyl-trans—caféoyl-2" isocorientine-4'-0-glucoside) et

I (=luté&oline-7-0-glucoside). Pour pouveoir tirer des conclusions
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appliéables 3 la systématique de la section Gentiana, 1l
faudrait rechercher dans les autres espéces les substances

nouvellement identifides dans G. punctata et G. burseri.

D'aprgs Favarger [60] + la section Gentiana (& 1l'ex-
clusion de §G. lutea) comprend deux groupes d'espiéces qul se
distinguent par la morphologle et la distribution g€ographi-
que. Dans le premier groupe, le calice est symétrique et di-

visé en dents et le centre de gravité de la distribution est

oriental (G. punctata, G. pannonica).

Dans le deuxiéme groupe, le calice est fendu en spathe,
et la distribution est plutdt occidentale (Alpes centrales,

occidentales, Pyrén&es). (G, purpurea, G. villarsii, G. bur-

seri}. Ces troils dernidres espéces peuvent &tre considérées
comme vicariantes, ce gqul autorise & les tenir pour étroite-

ment apparentées.

On peut imaginer d'autres affinités. Par exemple Merx-
miller {(1962) pencherait plutdt pour grouper ensemble les es-

péces a fleurs pburpres (G, pannonica et G. purpurea) dont les

dlres sont-vicariantes, et les espdces 3 fleurs jaunes (G. punc-

tata, villarsii et burseri}.

Il seralt fort intéressant de voir laguelle de ces deux
hypothéses se trouve confirmée par le spectre complet des gly-

cosldes flavoniques.
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7. PARTIE EXPERIMENTALE

7.1, DONNEES ANALYTIQUES DES SUBSTANCES

7.1.1., CARACTERISTIQUES CHROMATOGRAPHIQUES ET POINT DE DECOM-

POSITION

Les valeure Rf mentionnées dsne les tableaux gui suivent
représentent la moyenne de cing mesures calculé&es avec une

distance de migration du solvant de 15 cm.

7.1.1.1. Substances identifiées

Les valeurs Rf dans divers syetémeé chromatographiques ainsi
que les points de décomposition des nouvelles substasnces identi-

figesdans Gentiazna burseri Lapeyr. et Gentians punctata L. sont

groupées dans le tableau ci-sprée:
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Polyamide Cellulose F 5102 Polnt de
MN-DC1l Merck Merck décomposi-
Substances

I II | 111 IV V Vi tion (°0)
C1 0,59 0,87 (0,53 0,60 0,21 |0,50 192-195
C, 0,58 0,85 (0,49 0,63 0,12 {0,48 202.209
D 0,56 0,84 (0,29 0,54 0,43 [ 0,66 207-209
02 0,59 0,800,055 0,34 0,3070,70 198-199
E* 0,67 0,99 10,69 0,38 0,03 10,14 203-208
G 0,19 o0,25|0,30 0,79 0,16 | 0,54 212-21€¢
B 0,32 0,571(0,32 0,84 0,430,060 197-200
I 0,35 0,47 )0,04 0,83 0,15 )| 0,49 232-235
J 0,70 0,95 | 0,64 0,49 0,09 0,29 207-209
K 0,78 0,971]{0,65 0,57 0,231}4,51 197-199
L - 0,54 0,45}0,49 0,60 0,07 (0,42 202-205
M 0,46 0,74 0,45 0,85 0,61 0,81 173-175

5102: Silicagel 60 F 254 (Merck)

I: MeOH 90% iv: n—BuOH-AcOH-Hzo

I1: Benzé&ne-MeOH-AcOH 4 = 1 : 5) ph. sup.
(65 : 32 : 16} V: CHCL3-AcOH-H,0 {5:4:1)

III: AcOH 10% VI: ACOEt-HeOH-HZO {(80:30:7)

Tableau 28: Valeurs Rf et points de décomposition des substanccs

identifiges
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7.1.1.2. Substances témoins

Les caract&ristiques chromatographiques des substances de xé~

férence sont ré&sumées dans le tableauw ci-aprés:

Polyamide Cellulcse F Sio2

MN—DC11 Merck Merck
Témoins

I 11 I1I IV v vIi

Isovitexine-4'-0-gluc.: F 0,82 0,99 0,59 0,43 0,02{0,18

Iscorientine-4'-0-gluc.:E 0,80 0,99] 0,46 0,35 0,05 0,21

Vitexine 0,59 0,73 0,11 0,47 0,20} 0,69
Isovitexine: B 0,56 0,76) 0,34 0,62 0,32)0,65
Orientine 0,52 0,48 0,03 0,35 0,05 0,56
Iscorientine: A 0,49 0,51 0,20 0,51 0,13] 0,49
Lutécline 0,07 0,66. 0,01 0,8 0,37]0,99

Tableau 29: Valeurs Rf dees t&molns

I: MeOH 90% iv: n-BuOH~AcOH—H20

I11: Benzdne-MeOH-ACOH 4 + 1 = 5) ph. sup.
" (65 : 32 : 18) V: CHCl,-ACOH-H,0 (5:4:1)
ITI: AcOH 10% VI: AcOEt-MeOH-H.0 (80:30:7)

2
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7.1.2. COMPOSITIONS CENTESIMALES ET POINTS OE DECOMPOSITION

DES DERIVES ACETYLES

Les résultats des analyses &lémentaires des dérivés acé-
tylés des substances identififes ainsi que les points de dé-

composition sont r&unis dans le tableau ci-dessous:

Formuls Foint Composition centésimale (%)
D&rivés brute PM de dé&-
acétylés conp, Calculée Trouvée
¢ H 0 (°c) c H c H
o] 36 36 18| 756,57 } 146-147{ 57,15 4,79 156,76 5,08
E* 72 76 3911565,36 | 141-144| 55,24 4,85 |55,20 5,30
G 47 44 231 944,96 96-100) 59,74 4,69 |59,65 5,35
H 47 44 22| 960,86 | 204-207} 58,75 4,62 | 57,13 4,70
K 57 58 28]1191,06 [ 168-170) 57,48 4,90 | 56,77 4,83
L 60 60 31(1277,11 | 145-148[ 56,42 4,73 55,59 4,68

Tableau 30: Composition centésimale et pointe de décomposition

des dérivés acétylés
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7.2, TECHNIQUES D'ANALYSE

La chromatographie sur couche mince a &t& exposé€e précé-

demment {(cf. paragraphe 3.3.2.6.)

7.2.1. LES REACTIONS DE DEGRADATION

7.2.1.1. Hydrolyse enzymatique

La substance (1 mg) & tralter est disaocute dans 4 ml de salu-
tion tampon AcOH/AcONa 0,5MpH 5. A la solution résultante sont
ajoutés 2 mg d'enzyme B-glucosidase (Fluka purum). Le ﬁélange
est ensuite laiasé reposer A la température de 37°. Apré&s 24
heures, celui~ci est extrait successivément & 1'&ther et au
n=butanol. Les extraits sont purifiés par filtration sur une
petite colonne (1 = 10 cﬁ; d = 1 cm; solvant = méthanol) de

Sephadex LH 20 et analysés par CCM et spectroscopie UV,

7.2.1.2. Hydrolyse par HCl dilué

L'échantillon (2-3 mg) est dissous dans le minimum de mé-

thanol possible. Aprés l'addition de 10 mi de sclution HCL2N,
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le mélange est chauffé& & reflux pendant deux heures. Il est
ensuite concentré sous pression réduite a 40° et extrait suc-
cessivement 3 1l'é€ther et au n-butanol. Les extraits sont alers
purifiés au moyen d'une petite coloine de Sephadex LH 20 {MeOH)
et analysés par CCM et spectroscople UV. Pour les cinnamoyl~C-
glucosides flavoniques, l'extralt &théré est en outre frac-

tionné selon le schéma de laz figure 31 avant la purification.

Les analyses par CCM des sucres libé&ré&s dans la phase
aqueuse sont effectu€es avec les systdmes chromatographiques

sulvants:

Cellulose microcristalline Merck: Pyridine—AcOEt-AcOH-Hzo

(S H S 1 3

AcOEt-AcOH-Hzo

(10 : 2 + 3)

Silicagel 60 F 254 Mexck: ACOEt-AcOH-H,0-MeOH
{65 : 20 : 15 : 15)

Les réactifs employés pour révéler les sucres sont:

- le phtalate d'aniline qul colore les sucres en brun
- le phtalate de p-anisidine qui colore les hexoses en vert,
les pentoses en rouge viclacé, les méthylpentoses en vert

jaundtre et les acides uronicues en brun.
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Préparation du phtalate d'aniline

0,93 g d'aniline et 1,66 g d'acide phtaligue scont disscus dans

un mélange formé de 10 ml d'eau et 90 ml de n-butsanol.

Préparation du phtalate de p-anisidine

1,23 g de p-anisidine et 1,66 g d'acide phtaligue sont dissous

dans 100 ml d'&thancl.

7.2.1.3. Hydrolyse par HI

Le C-glucoside {10 mg) est mélangé avec 100 mg de phéncl
fraichement distillé et 1 ml d'acide iodhydrigue (densité 1,7).
Le mélange est intrcoduit dans un tube qui est ansuite scellé
et maintenu pendant 5 heures a 1‘'&tuve 3 150°. Aprés refroidisse-
ment, le mélange réactionnel est versé dans 10 ml d'une sclution
d'hydrogénosulfite de sodium & 20%. Le précipité formé est alors
filtré et lavé & l'eau chaude et au méthancl 3 10%. L'aglycone
obtenu est purifié par passage & travers une colonne de Sephadex

LH 20 avec le m&thanol comme &luant.
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7.2.2. LES REACTIONS DE TRANSFORMATION

7.2.2.1. Silylation [59

L'acide organique (2 mg) eet placé eons atmosphére d'azote
dans nn "Schlenk". On y injecte & 1'aide d'une seringne 0,5 ml
de mélange contenant de l'hexaméthyldisilazane (HMDS), du tri=-
mé&thylchlorosilane (TMCS) et de la pyrldine dans les proportions
{3:1:9). Le mélange réactionnel eet vigoureusement aglt& pendant
30 secondee‘et.ensuite laissé reposer & température amblante
pendant 5 minutes toujours soue atmosphére d'azote. 10 ul de la

solution sont Llnjectés dlrectement dans le chromatographe.

7.2.2.2, M&thylatlion

Le réactif utilieé pour la méthylation est le diazomé&thane,
lequel est préparé selon DeBoer & Backer Eﬂ a partir du

N-nitroeo-4-toluéne-sulfom&thylamide (Fluka parum).

La substance {3 - 50 mg) est dlssoute dans le minlmum pos-
sible de m&thanol absolun. Aprés 1l'addition d'un excés de solu-
tion &thérée de diazomé&thane (dix fols 1& guantité théorique
nécessaire), le mé&lange est gardé pendant 48 heures dans 1'ar-

moire frigorifique a 4% puis encore 24 hauras 3 tampérature



2356

ambiante. Une portion du mélange est prélevée et &vaporée a

eec, La résidu, repris dans le mé&thanol, est soumis aux analyses
par CCM, Dans le cas ol la m&thylation s'avire incompléte (ob-
tention d'un spot fluorescent bleu et d'un spot brun par CCM},
le mélange est &vaporé 2 sec, repris Qans le méthanol et traité
encore une fois au diazométhane {(cing fois la quantité théorigue

requise) camme précédemment.

Le dérivé méthylé est ensuite purlfié par passage €ur une
colonne de Sephadex LH 20 avec le méthancl comme €luant. Le
contrdle supplémentaire de la m&thylation compl&te est op&ré
an moyen des spectres UV (aucun déplacement avec les réactifs

usuels).

7.2.2.3. Acétylation

10 mg du dériveé flavohique sont ajouté&s & un mélange constitué
de 10 ml d'anhydride acétigue (Fluka puriss) fraichement dietillé,
2 ml de pyridine (Fluka purise) séchée sur la potasse et une pointe
de spatule d'acétate de sodium anhydre. La suspension eet mainte-
nue sopus agitation constante pendant 24 heures 2 temp&rature am-—
biante. Le mélange réactionnel est ensuite analysé par CéM pour
s'assurer que l'acétylation est compl@te {obtention d'un seul
spot fluorescent). Dans le cas contraire, le temps de réacticn

est prolongé et éventuellement un chauffage & 40°¢C du mélange
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s'avére nécessalre. Le mélange est alors concentré scus pression
réduite 3 50°C et 20 ml d'eau froide y sont additionn&s.Le pré&-
clpité formé& est recueilldi par filtration sur un verre fritté

et lavé avec beaucoup d'eau. Le d&rilvE acstylé ainsi obtenu est

recristallisé dansg 1'&thanol.

7.2.3. LES METHODES SPECTROSCOPIQUES

7.2.3.1. La spectroscaople UV

Les spectres UV ont &t& enregistr&s avec un appareil UNICAM
SP 800. Le saolvant cholsl eat le mé&thanol de préférence & 1'étha~
nol car selon Porter & Markham &ﬂ la présence de traces d'eau
dans 1'&thancl ou dans le réactif AlCl3 provoque une inhibition
partielle de la formation de complexes; cette inhibition est
pratiquement inexistante laoreque du méthanol a &t& employé. La
concentration de la solution est zdaptée de maniére telle que
1'absorbance maximzle soit comprise entre 0,8 et 1,2. Les spec-~
tres en présence des r&actifs A1C13, A1C13+HC1; NaOMe et NaOAc

sont effectn&s selon Mabry et coll. @ﬂ . (sh: Epaulement)
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7.2.3.2. La spectroscopie IR

Les substances ont &tg& examinges sous forme de pastilles
de KBr & 0,5%. Les spectres ont &té& enregilstrée au moyen du

spectrophotom@tre PERKIN-ELMER modéle 521.

7.2.3.3. Résonance magnétique nucldaire

Les solvants employés sont le dimSthyleulfoxyde deutérs
(DMSO—dG) pour les dérivéc mSthylée et le chloroforme deutéré
(CDCl3) pour les dérivés acétylés. Les spectres 1H-RMN a2 60 MHz
ont &té enregistrés au moyen d'un appareil VARIAN A-60; ceux &
90 et 270 MHz ont 6té relevés par la malson Hoffmann ~ La Roche

& Co 3 Bile.

7.2.3.4. La chromatographie en phase gazeuse

Les chromatogrammes ont &t& enreglstré&s sur un apparell
PERKIN-ELMER mod2le 990 muni d'un d&tecteur 3 ionisation de

flamme (FID).

Le tableau suivant résume les conditions expérimentales

employ&es lors de l'analyse des dérivés méthylés et triméthyl-
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Substances

Conditions
expérimentales

Acides méthylée

Acides silylés

Colonne: phase station.

support

Dimensions (1;@{cm))
Quantités (ul)

Temp. injection {°C)
Temp. détecteur (FID)(°C)
Temp. four
Gaz porteur
Débit (ml/mn)

Vitesge du papiler (cm/mn)

NPGS 5%

Chromosorb G
{80-100 mesh)

1; 200
10
320
320
. ]
200-230;1,5 /mn
He
30

1l

ov 17 2%

Chromosorb W

1; 200
10
300
300
180-270; 6%/mn
He
20

1

Tableau 31l:- Conditions expérimentales pour la chromatographie

en phase gazeuse

7.2.3.5. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont &té& enregiefrés avec un appareil

HITACHI-PERKIN~-ELMER RMU-6L dans les conditions suivantea:




Potentiel d'ionisation:

Courant d'&mission ionigue:
Pression:

Voltage du photomultiplicateur:
Courant du filament:

Courant de la cible:
Température de la source:
Echelle de masse:

Vitesse du papier:

Sensibilitcé:

239

75 eV

50-10"°

10‘6 torr

A

5 Kv

3,2 A
2.10°% a
200%¢
500

100 mm/sec.

1

Le systéme GC-MS comprend un chromatographe en phase

gazeuse PERKIN-ELMER mod&le 990 et le spectrographe de masse

muni d'un séparateur de BIEMANKN,
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