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I. INTRODUCTION

1. HISTORIQUE

Lorsque LINNE [l] en 1753 établit le statut taxonomique du
genre Gentiana, il reconnut 23 especes réparties en trois
groupes; il fixa également le genre Swertia dans lequel

il distingue cing espéces (voir tableau 1). Toutefois, il
faut relever que c'est TOURNEFORT Gﬂ qui usa le premier du

terme Gentiana pour désigner un genre.

Tableau 1. Les genres Gentiana s.l. et Swertia de LINNE

Gentiana : 1. ¥ corollis quinquefidis subcampaniformibus *
(lutea, purpurea, punctata, asclepiadea,

pneumonanthe, etc)

2. ™ corollis quinquefidis infundibuliformibus *
(vavarica, verna, utriculosa, nivalis,

amarella, etc)

3. " corollis non quinquefidis "

(campestris, ciliata, cruciata, etc)

Swertia : " corollis quinquefidis "
(perennis, difformis, rotata, corniculata et
dichotoma)

Gentianella apparalt pour la premiére fois comme genre en 1794
dans 1'ouvrage de MOENCH [3] ; il est basé sur la seule es-
péce Gentianella tetrandra ( = Gentiana campestris).

SCHMIDT, BORCKHAUSEN et FROELICH, tous trois en 1796, tentérent

de subdiviser les genres Gentiana et Swertia de Linné en genres

plus petits. FROELICH distingue & cette époque 47 espéces dans
le genre Gentiana. Trente-trois ans plus tard, BUNGE décrit

80 espéces pour ce genre.



Les travaux de GRISEBACH [4] marquent des dates importantes
pour la systématique des Gentianacées. Cet auteur établit
le traitement taxonomique de la famille; pour le genre

Gentiana, il compte 15 sections (voir tableau 2).

HUXIEY, en 1888, propose un réarrangement du genre Gentiana s.l.
sur la base des mécanismes de pollination et des positions des
glandes corollaires. Ses deux sous-groupes du genre, les
Mesomelitae et les Periﬁelitae préfigurent les deux sous-genres
de KUSNEZOV. Celui-ci, en 1894, divise le genre Gentiana.de
Linné en deux : Eugentiana (qui compte 10 sections) et
Gentianella [5] (voir tableau 3). C'est avec KUSNEZOV et,

dans le méme ouvrage avec GILG [6] (voir tableau 4) que le
systéme entier est fixé, et il est resté ainsi, dans ses
grandes lignes, jusqu'd nos jours.

Les travaux de ce sidcle n'aboutiront, & quelques exceptions
prés, qu'd des réarrangements mineurs : WETTSTEIN [7] déerit
une nouvelle section (Comastoma) & partir de deux espéces du
sous-genre Gentianella; ce Sous-genre est élevé au rang de
genre par SCHUSTLER [8] .

Certains botanistes contemporains démembrent encore davantage
le genre Gentiana de Linné. MA [10] , en 1951, crée le genre
Gentianopsis & partir d'especes de la section Crossopetalum

de Gentianella. GILLETT [12] et TOYORKUNI [23] , [17] sont
en accord avec MA pour maintenir le genre Gentianopsis (= Eu-
blephis chez GILLETT). En plus, ils séparent la section Comas-
toma du reste des Gentianella pour en faire un genre.

LOVE et LOVE [14] et TovokunI [15] vont méme plus loin :
ils suggeérent de subdiviser aussi le sous-genre Eugentiana

de Kusnezov et de restaurer Hippion (section Cxclostigma)

et Ericoila (section Thylacites additionnée de Gentiana
prostrata et de Gentiana pyrenaica). Cependant, ce dernier

genre paralt par trop hétérogéne a beaucoup de botanistes

systématiciens.



Enfin, une derniére classification a été proposée récemment
par SMITH [16] . Elle différe de celle de Kusnezov par la
suppression de quelques petites sections qui sont soit réunies,
soit réparties en d'autres sections plus larges ( voir ta-
bleau 5).



Takleau 2. La sous-tribu des Swertiae de GRISEBACH.

Genre Gentiana Tournef.

sections

: Asterias Ren.

Andicola Griseb.
Imaicola Griseb.
Amarella Griseb.
Antarctophila Griseb.
Arctophila Griseb.
Crossapetalum Froel.
Cyclostigma Griseb;
Chondrophylla Bung.
Eurythalia Griseb;
Pneumonanthe Neck.
Thylacites Ren.
Coelanthe Ren;
Dasystephana Griseb.

Tretorrhiza Ren.

Genres

: Budoxia G. Don.

Crawfurdia Wall.
Tripterospermum Blume
Centaurella Mich.
Pleurogyne Escholz

Anagallidium Griseb.

Stellera Turcz.
Ophelia Don.
Exadenus Griseb.
Halenia Borkh.
Swertia Linn.

Frasera Walt.




Tableau 3. Le genre Gentiana selon KUSNEZOV

(avec en parenthises le nombre d'espéces)

Sous~genres :

I.

3

Eugentiana Kusn.

Sections :

1.
II;
III;
.
v.
vI.

VII.
VIII.

IX.

Coelanthe Ren. (5)
Pneumonanthe Neck. (41)
Othophora Kusn. (1)

Stenogyne Franch. (6)

"Frigida Kusn. (25)

Aptera Kusn. (17)

Isomeria Kusn. (5)
Chondrophylla Bg. (54)

Thylacites Ren. (1)

Cyclostigma Griseb. (6)

II.

XI.
XJII.
XIII.
XIV.
Xv,
XVI.
XVII.

XVIII.

XIX.

Gentianella Kusn.

Dasystephana Griseb. (1)
Andicola Griseb. { >50)
Imaicola Griseb. (1)
Stylophora Clarke (1)
Megacodon Hemsl. (1)
Amarella Griseb. { >40)
Antarctophila Griseb.
(4-6)
Arctophila Griseb.
(>10)

Crossopetalum Froel. (10)




Tableau 4. La famille des Gentianaceae selon GILG.

Sous-famille I. Gentianoideae

Tribus : 1. Gentianeae Sous-tribus :

2. Rusbyantheae
3. Helieae
4. Voyrieae

5. Leiphaimeae

Sous-famille II Menyanthoideae

b)
c)
)
e)

Exacinae
Erythraeinae
Chironiinae
Gentianinae

Tachiinae




Tableau 5. La sous-tribu des Gentianinae selon SMITH.

Genres : Ixanthus Griseb.
Jaeschkea Kurz.
Crawfurdia Wall.
Tripterospermum Blume

Gentiana L.

Sections : Coelanthe Ren. emend. Kusn.
Pneumonanthe Neck.
Othophora Kusn.
Stenogyne Franch. emend. Kusn.
Frigida Kusn.
Aptera Kusn.
Chondrophylla Bg.
Thylacites Ren.
Cyclostigma Griseb.

Gentianella L.

Sections : Crossopetalum Froel.
Arctophila Griseb.
Amarella Griseb.
Comastoma Wett.
Antarctophila Griseb.
Andicola Griseb.

Lomatogonium A, Br.
Swertia L.

Sections : Ophelia Don. Benth. et Hooke
Euswertia C.B. Clarke

Latouchea Franch.
Megacodon Hemsl. (H. Smith)
Halenia Borkh.

Veratrilla Baill.




2. CONSIDERATIONS BOTANIQUES

Les contours nets que 1l'on peut en général donner aux
diversés sections de l1la famille des Gentianacées pourraient
indiquer un f4ge élevé pour la famille. Notons cependant

gue les espéces du genre Gentianella sont parfois difficiles
a4 distinguer les unes des autres.

En taxonomie, les caracteéres morphologiques, qui pendant
longtemps furent les seuls & &tre utilisés, conservent
aujourd'hui toute leur valeur. Ils restent & la base d'une
classification valable et qui se doit d'étre aussi pratique
(détermination des espéces d'une flore par exemple). Nous
tenterons de relever quelques cas frappants de leur emploi
dans la classification des Gentianaceae.

La séparation des Gentianaceae et des Menyanthaceae a été
faite sur la base des différences morphologiques et anato-
miques, en particulier des grains de pollen. Selon GILLETT
[12] , 1es différences sont telles qu'il pourrait méme
s'agir 14 de deux familles sans parenté aucune, bien qu'én
n'ait pas encore pu mettre en évidence de relations phylo-

énétiques avec d'autres groupes de végétaux.
g g g

Le genre Gentiana se distingue aisément du genfe Gentianella.
SCHUSTLER [8] a clairement reconnu gqu'une seule caracté-
ristique morphologique est commune aux deux groupes et SMITH

[29] donne, en 1945, un nombre important de caractires
morphologiques distinctifs.

En 1940, LINDSEY [28] montre des différences basées sur
ltanatomie florale entre la section Crossopetalum (genre
Gentianopsis moderne) et les autres sections du genre
Gentiana s.1. MA et ILTIS [10] , [27] se servent de ces



données et de considérations sur l'aspect général des espéces,
de leurs graines et de la distribution des ovules pour jus-

tifier 1'érection du genre Gentianopsis.

GILLETT, lui, au moyen de données sur la position des nec-
taires et sur la forme des lobes corollaires, reconnailt
qu'au sein des Gentianella, les gentianes ciliées (Eublephis)
sont distinctes des espéces'de la section Amarella et que

les sections Arctophila et Amarella sont beaucoup plus pro-

ches 1'une de l'autre que de la section Eublephis. Il re-
margue en outre une parenté entre les genres Gentianella,
Swertia, Halenia et Lomatogonium, qui éloigne le premier

du genre Gentiana. Remarquons que selon LINDSEY [26] ,
l'anatomie florale du genre Lomatogonium indiquerait
qu'il s'agit 12 du plus primitif de la famille.

L'anatomie florale est aussi employée par ST-JOHN [9] qui

sépare le genre Swertia en deux sous-genres.

A 1'échelle infragénérique, notons que Gentiana lutea L.
différe des autres Coelanthe par la morphologie de ses grains
de pollen. Ce résultat sera du reste confirmé par les études

chimio-taxonomiques.

Relevons enfin, en ce qui concerne les études morphologigues,
que SCHARFETTER [25] a tenté d'estimer les Ages respec-
tifs des sections de Eugentiana et Gentianella (Kusn.)

I1 se base sur les quelques points suivants :

1. la morphologie des fleurs : les flieurs les plus

simples indiquent les espéces les plus anciennes.

2. 1l'amplitude de variation des espéces : les sections

les plus anciennes renferment des taxons & contours bien dé-

finis et leurs membres ne présentent que peu de variétés.
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3. les couleurs : les sections plus récentes présentent une

homogénéité du point de vue de la coloration de leurs fleurs.

4. la distribution géographique : des aires disjointes indi-

quent des espéces plus anciennes.

Ces considérations lui permettent d'ébaucher un tableau de re-

lations phylogénétiques que nous reproduisons ici (voir tableau
6).

Si intéressante que soit la tentative de SCHARFETTER, son essail
phylogénétique ne s'appuie que sur la morphologie et la distri-
bution géographique. En taxonomie moderne, le but ultime est
bien d'établir une classification phylogénétique, c'est-a-dire
de réunir dans un méme groupe les taxons les plus étroitement
apparentés, issus les uns des autres ou ayant un ancétre commun.
Mais la taxonomie moderne est essentiellement synthétique, .et
s'appuie sur tous les caractéres disponibles (cytologiques,
palynologiques, biochimiques etc.). Parmi ceux-ci, les carac-
téres cytologiques (nombre et morphologie des chromosomes) ont

une grande importance parce qu'ils ne dépendent pas du milieu.

La cytologie n'est employée que dans de rgres cas pour diffé-~
rencier des familles de végétaux. Il en est autrement pour la
division en genres et en leurs sous-groupes, car ceux-ci sont

le fruit d'une évolution plus tardive que celle des familles.

Les données relatives au genre Gentiana sont encore fragmentaires.
Les nombres de base de chromosomes sont multiples. Les résultats
doivent &tre examinés avec prudence en raison des phénoménes

de convergence possibles ou d'évolution paralleéle du caryotype
(FAVARGER [18] ).

Les nombres de base, établis indépendemment par RORK et FAVARGER
[20] , [21] , [22] somt x =5, 7, 9, 11 et 13. LoVE [24]
y ajoute x = 6 sur la base des travaux de SKALINSKA {231 , con-

firmés plus tard par d'autres auteurs. Relevons que les données
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cytologiques correspondent assez bien avec la classification de

Kusnezov. Certaines sections, telles Thylacites et Coelanthe,

qui représentent des groupes naturels, posseédent un mombre de
base unigue. Il en va de m&me pour les sections Amarella,

Arctophila, Andicola, Antarctophila et Comastoma, bien que ces

derniéres n'aient pas été étudiées suffisamment.

Quelques cas rares se signalent par des nombres de base aberrants,
mais le systéme ne perd pas de sa valeur pour autant. Par exemple,
Gentiana asclepiadea L. (2n = 44) se différencie des autres es-
péces de la section Pneumonanthe qui ont 2n = 26; NILSSON [30]
d'autre part a pu montrer que la morphologie des grains de pollen

de cette espéce s'éloignait de celles des autres espéces.

Trois sections présentent des difficultés plus importantes.

Dans la section Chondrophylla, les données de NILSSON ne corres—
pondent pas aux résultats cytologiques. Chez les Cyclostigma,

on trouve trois nombres de bases différents bien que les douze
especes goient morphologiquement voisines. Entin une espéce
collective (d'aprés GILLETT) de la section Crossopetalum
{Gentianopsis) présente deux nombres de bases distincts.

Nous constatons donc que la valeur taxonomigue des nombres
chromosomiques varie d'une section & l'autre. Cela pourrait
résulter des différences d'fge des sections., Remarquons que

la plupart des déviations importantes citées ci-dessus se ren-
contrent dans des sections plus récentes, selon SCHARFETTER.
De plus, les phénoménes d'hybridation (FAVARGER [19] et

LOVE [24] ) ont certainement joué un rdle non-négligeable

si 1'on se réfere & des analogies palynologigues entre des

sections aussi éloignées que les Cyclostigma, Chondrophylla et

Amaurella. Leus résultats cytologiques deivent donc ndcessairement

&tre employén azec cexx de toutes les autres dizciplines,
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Tableau 6. Relations phylogénétiques d'aprds SCHARFETTER.

Chondrophylla Cyclostigma

Frigida Thylacites Aptera Crossopetalum  EBndotriche

Ararella

Comastoma,
Pneumonanthe

Coelanthe

EUGENTIANA GENTIANELLA

URGENTIANA

Nous présentons ci-aprés (voir tableau 7) le schéma de la
phylogénie de la sous-tribu des Gentianinae tel qu'il a été établi
par TOYOXKUNI [15] . Cet auteur considére que tous les genres
proviennent du méme ancétre, le genre Pregentiana, suivant deux
lignes principales d'évolution. Nous y avons inclus les nombres

de base connus.
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Tableau 7. Phylogénie de la sous-tribu des Gentianinae

selon TOYOKUNI.

Pterygocalyx

Gentianella

/

Jaeschkea

/

Swertia

Frasera

r

Halenia

Gentianopsis

——”——”’

Comastoma

Lomatogonium

/

Pregentiana

Gentiana

Hippion

Ericoila

Tripterospermum

Ixanthus
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3. CONSIDERATIONS SUR LA CHIMIOTAXONOMIE.

Les caractéristiques morphologiques seront toujours prépon-
dérantes pour l'identification d'espéces végétales et pour

le regroupement de celles-ci en unités naturelles. Cependant,

4 cause des phénoménes de parallélisme ou de convergence et de
la diversification, des ressemblances morphologiques n'indiquent
pas toujours une parenté proche, et il n'est pas rare d'observer
des différences marquées entre taxons parents.

C'est alors qu'interviennent la chimie et la biochimie :

les corrélations entre les constituants chimiques d'un végétal
et son organisation ne doivent pas &tre négligées. La chimie
appliquée & des fins taxonomiques, la chimiotaxonomie, ne rem-
placera jamais d'autres disciplines systématiques, mais elle
apportera sa contribution & l'ensemble des données. Celles-ci
seront glanées dans un éventail de disciplines trés vaste.' La
chimie pourra intervenir de fagon prépondérante lors d'incer-
titudes. Mais pour cela, il est nécessaire que les corréla-
tions entre les données chimiques et botaniques aient bien été

établies et puissent &tre interprétées.

La chimiotaxonomie peut intervenir pour confirmer l'inclusion
d'une famille dans un ordre. Elle joue parfois un réle pour
caractériser une famille et pour la division en tribus ou en

sous~familles.

Elle peut vérifier l'homogénéité d'un genre ou expliquer la

formation de sous—-genres.

C'est cependant au niveau des sections, & des fins de compa-

raison, et au niveau des espéces pour leur caractérisation,
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qu'elle revét sa plus grande importance. C'est elle seule qui
pourra reconnaitre des races et des variétés chimiques au

sein d'une méme espece.

Enfin, elle joue un rdle capital chez les végétaux inférieurs

o1 les caractéristiques morphologiques sont plus vagues.

La chimiotaxonomie n'a pas toujours été appliquée avec toute
la rigueur nécessaire. Les comparaisons ne doivent pas &tre
fondées, comme c'est souvent le cas, uniquement sur des réac-
tions colorées 4 l'aide de chromatogrammes. Prenons comme
exemple le primvéroside xanthonique, le gentioside, qui est
trés facile 4 confondre avec la C-glucosylflavone, l'isosco-
parine, sur la base de la chromatographie. Que dire des au-
teurs qui fondent tous leurs résultats sur des considérations
chromatographiques élémentaires? Comment justifier les " ré-
sultats " obtenus aprés un traitement trop brutal, en particu-
lier lors de l'extraction, sans vérifier la présence d'arte-
facts ?

Nous nous élevons donc contre certaines manidres de procéder.
A notre avis, ne peuvent 8&tre considérés comme valables seuls
les résultats obtenus apreées combinaison d'au moins trois tech-
niques : chromatographie sur couches minces, comportement &
1'hydrolyse acide et spectrophotométrie UV ou spectrographie
de masse, et cela dans les cas simples (aglycones ou subs-—
tances bien connues telles la mangiférine ou 1'iso-orientine).
Dans les cas plus complexes (glycosides), il faudra y ajouter
le point de fusion et la spectrophotométrie IR pour les subs-—
tances connues; la formation de dérivés (méthylés ou acétylés)
et la spectrométrie RMN sont encore nécessaires pour les

composés nouveaux.

A partir de quelle concentration une substance revét-elle

une importance en ciimiotaxonomie ? Nous nous sommes apergu
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que les composés majeurs ne suffisent pas pour dresser une
image valable d'une espéce. Citons la mangiférine (identifiée
dans une quinzaine de familles) et les C-glucosylflavones
iso-orientine et isovitexine et leurs isoméres orientine et
vitexine (trouvés dans plus d'une douzaine de familles d‘'an-
giospermes, dans les monocotylédones et les dicotylédones)
dont la distribution est trop vaste pour en faire des criteéeres
taxonomiques intéressants. I1 faut aller plus loin et recher-
cher tous les glycosides des aglycones mis en évidence. Un
exemple frappant est celui de la section Cyclostigma dont les
membres sont tous caractérisés par des xanthones oxygénées

en 1, 3, 7 et 8, mais ou presque chague espéce peut &ire re-
connue par la présence d'un glycoside particulier [88] .

Certains auteurs préconisent l'examen chimique de tous les or-
ganes d'une espéce et & tous les stades de la végétation.,

Dans les travaux que les chercheurs de 1'Institut de Chimie

de Neuch&tel ont consacrés aux espeéces de la sous-tribu des
Gentianinae, il est apparu plus intéressant d'aborder un .grand
nombre de plantes dans le but de contribuer & leur chimiotaxo-
nomie, plutdt que d'approfondir 1l'examen d'un nombre restreint
d'espéces. Il ne s'agissait pas de donner un catalogue chi-
mique complet d'un végétal (on ne pourrait du reste pas se
contenter d'une seule classe de substances) mais de comparer
les espeéces. Or, en étudiant systématiquement les feuilles

des plantes choisies, prélevdes en période de floraison, nous

avions peut-&tre une vue d'ensemble partielle; cependant cette
approche nous permet de comparer entre eux nos nombreux résul-
tats et de contribuer de maniére précieuse & la connaissance

de la sous-tribu.

L'étude de la corrélation entre les substances chimiques trou-
vées d'une part et les systémes enzymatiques ainsi que la bio-
génése d'autre part, constitue un perfectionnement de la chi-

miotaxonomie. Cet aspect n'a été abordé gque par peu d'auteurs.
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Signalons par exemple les remarques de SWAIN sur les varia-

tions biosynthétiques et leurs effets sur la chimiotaxonomie

[110] .

En conclusion de cette introduction, relevons que c'est
BORODIN [ll] qui en 1892,fut 1'un des premiers chimiotaxo-
nomistes des Gentianacées. Il put mettre en évidence des cris-
taux d'oxalate de calcium dans le mésophylle des feuilles de
toutes les espéces d'EUGENTIANA (Kusnezov) et démontrer leur
absence chez les espéces de GENTIANELLA (Kusnezov). Depuis
lors, un éventail plus grand de substances a été utilisé,
notamment les polyphénols. Le lecteur trouvera dans 1'ouvrage
de HEGNAUER [68] un recueuil de tous les travaux consacrés,
jusqu'en 1965, aux Gentianacées. Nous nous sommes bornés a
relever dans un tableau (chapitre 9) la distribution des

polyﬁhénols dans la sous-tribu des Gentianinae.
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II. RECHERCHE ENTREPRISE.

4. BUT DU TRAVAIL

Depuis 1965, de nombreux travaux de phytochimie ont été effec-
tués 4 1'Institut de Chimie de 1'Université de Neuch&tel, en
collaboration avec 1l'Institut de Botanique. Ces études ont
toutes été consacrées a la sous-tribu des Gentianinae : de
nombreuses espéces des genres Gentiana et Gentignella ont été
examinées pour leur contenu en polyphénols. Notre travail se

situe dans le cadre de ces investigations systématiques.

Parmi les études faites par nos prédécesseurs, nous citerons les
travaux de HOSTETTMANN et JACOT-GUILLARMOD sur les sections
Coelanthe et Cyclostigma, ceux de KALDAS et JACOT-GUILLARMOD
sur le genre @Gentianella et enfin ceux de LUCNG et JACOTf

GUILLARMOD ayant pour objet de nouveaux composés dans la sec-
tion Coelanthe.

Dans chacun de ces cas, les espéces prises en considération

faisaient partie d'un ensemble botanique bien déterminé : tou-
tes les espéces d'une seule section par exemple. Ces investiga-
tions trés approfondies ont permis de définir les caractéristi-

ques chimiques de chaque groupe.

On peut toutefois se demander s'il est impératif d'examiner
plusieurs espéces avant de pouvoir définir les caractéristiques
principales d'une section. En effet, les Cyclostigma, qui pour-
tant ne forment nullement un ensemble homogéne du point de vue
cytologique, présentent une excellente homogénéité chimigue :

toutes ces espéces contiennent de nombreuses xanthones 1, 3, 7, 8.
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L'étude d'une seule espéce pourrait suffire pour déterminer
cette caractéristique. I1 va de soi que les études approfondies
de plusieurs représentants d'une section gardent toute leur
valeur et restent extrémement utiles pour la différentiation

des espéces. Notre approche se veut exploratoire.

Nous nous sommes donc intéressé & des représentants de sec-
tions ou de genre dont la chimie n'était pas connue ; afin
d'avoir des points de comparaison pour nos résultats, nous de-
vions, de plus, considérer les sections ou genres qui présen-
taient soit de forts liens phylogénétiques avec des groupes bien
étudiés, soit suffisamment de différences pour avoir été sépa-

rés en genres distincts par les botanistes systématiciens.

Notre choix s'est porté d'abord sur Gentiana asclepiadea L.,

qui fait partie d'une section dont la chimie est trés mal connue,
mais qui se rapproche selon SCHARFETTER de la section Coelanthe

dont le contenu en polyphénols est en revanche bien connu.

Gentiana cruciata L. nous a ensuite paru intéressante; tout en

faisant partie d'une autre section, elle est apparentée, d'a-

pres le méme auteur, & Gentiana asclepiadea L., laquelle pou-

vait nous servir de point de comparaison.

La troisitme espéce que nous avons choisie, Gentiana ciliata L.,

fait partie d'un genre distinct : Gentianopsis. Nous avons
voulu déterminer si 1'examen des composés polyphénoliques
dans cette espece permet de justifier d'une part sa séparation
du genre Gentiana et d'autre part son éloignement du genre

Gentianella, comme l'a suggéré MA (1951).
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5. ETUDE DES COMPOSES DANS LES FEUILLES DE GENTIANA ASCLEPIADEA L.

La trés vaste section Pneumonanthe, représentée principalement
sur le continent Américain, ne coumprend que deux esp&ces euro-

péennes : Gentiana asclepiadea L. et Gentiana prneumonanthe L.

Cette section, nous l'avons dit, serait tr2s proche de la
section Coelanthe qui nous est familidére puisqu'elle a été

bien étudié & 1'Université de Neuchitel (voir tableau récapi-
tulatif, chapitre 9).

Alors que les polyphénols de Gentiana pneumonanthe L. avaient
déja fait 1'objet d'un travail trés partiel de LEBRETON et
coll., [49] , Seules quelgues études sur les alcaloides
(MAREKOV et coll. [98] ) et les principes amers des racines
(WAGNER et coll. [99] ) avaient été consacrées & Gentiana
asclepiadea L. avant notre investigation. Comme cette espéce

est plus répandue dans nos régions que Gentiana pneumonanthe L.

elle constituait un choix idéal pour nos premiers essais.

Gentiana asclepiadea L. est une plante trés touffue, d'une

hauteur moyenne de 70 cm. Elle se caractérise par des feuilles
larges. Nous l'avons récoltée en période de floraison (aofit—
geptembre) en particulier dans la région du Gantrisch (canton
de Berne), sur des pentes humides et bien exposées, & une
altitude d'environ 1000 m. Nous n'en avons prélevé gue les
feuilles, organe généralement étudié dans nos laboratoires;
afin de ne causer aucune'dépradation A4 la nature, nous avons
pris soin de ne prendre gue quelques échantillons sur

chaque plante.
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5.1 Extraction du matériel végétal et fractionnement des extraits.

En vue de 1'extraction du matériel végétal, nous avons mis en
oeuvre la méthode de HOSTETTMANN et coll. [74] , lequel uti-
lise des solvants de polarité croissante. Cette technique s'est
toujours révélée &tre la meilleure dans les nombreux travaux
effectuds & 1'Institut de Chimie. Elle consiste dans 1'emploi
successif de ligroine, d'éther, de chloroforme et de méthanol
4 chaud, sur le matériel végétal séché et moulu. En principe,
chaque stade de 1l'extraction dure 12 heures et est répété.

Nous avons cependant usé d'une troisiéme extraction au chlo-
roforme, en raison des grandes quantités de caroténoides et

de chlorophylles contenues dans Gentiana agclepiadea L.

De plus il nous a paru utile de compléter les deux extractions
au méthanol par un traitement au méthanol aqueux en vue
d'extraire les polyphénols hautement glycosylés mis en évi-
dence dans la fraction méthanolique. Nous présentons le schéma

dtextraction ci-apres.
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MATERIEL VEGETAL
séché et moulu : 350 g.

2 x 12 h. 3 1. ligroine
|
| Résidu Extrait ligroinigue
23,0 g.

2 x 12 h. 3 1. éther
|
Extrait étheré Résidu
12,2 g.

3 x 12 h. 3 1. chloroforme

1
Résidu Extrait au chloroforme

17,9 g.
2x12h. | 2,81,
méthanol
L 1
Extrait méthanolique IRésidu'
70,5 g.
1l x 12 h. 2,5 1. méthanol 70 %
] . |
Résidu Extrait méthanolique
jeté aqueux 9,8 g.

Figure 1. Schéma d'extraction appliquée & Gentiana asclepiadea L.
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Les cing extraits ainsi obtenus sont ensuite examinés par CCM
(chromatographie sur couches minces) sur trois supports diffé-
rents (polyamide, cellulose et silicagel). Nous avons pu cons~
tater la présence de plusieurs polyphénols de polarité moyenne
ou forte, et 1'absence totale de polyphénols peu polaires :

il s'est en effet avéré que seuls les extraits au méthanol et
au méthanol aqueux & 70 % contenaient des quantités apprécia-
bles de polyphénols, alors que aucune trace de ces produits
n'était visible dans les autres extraits. Ces derniers ont
donc été écartéds. Les deux extraits polaires ont pu &tre
réunis en raison de leur composition semblable. Le lecteur
pourrait s'interroger alors sur 1'utilité de notre technique
d'extraction, en particulier du stade au méthanol; en fait,
nous nous sommes apergn dans un essai préliminaire que des
traitements au méthanol aqueux seul ne permettaient pas 1l'ex-
traction compléte des produits moyennement polaires.

Les extraits méthanoliques réunis sont ensuite soumis & un
fractionnement grossier sur colonne de polyamide. Ce support
parait étre le plus indiqué pour cette opération. Les produits
hautement glycosylés (c'est-a-dire tres polaires) sont facile-
ment séparés des polyphénols moyennement polaires; de plus la
capacité de la polyamide est suffisamment grande pour permettre
ltapplication dfune guantité importante d'extrait brut; enfin
les pertes par adgorption irréversible sur ce support sont
beaucoup plus petites que sur le silicagel. L'élution est ef-
fectuée par du méthanol & 50 %, suivie d'une augmentation pro-
gressive de la teneur en méthanol jusqu'ad 90 %. Les conditions
expérimentales exactes sont décrites au chapitre 10. Nous pré-
sentons le détail de ce fractionnement dans la figure 2, et
l'aspect chromatographique des diverses fractions dans le des-
sin de la figure 3. Dans la suite de ce chapitre, chacune de

ces fractions sera traitée séparément.
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EXTRAITS METHANOLIQUES
REUNIS (20g)

c.C. polyamide
MeCH 50 - 90 %

50 % 5O % 50% 70 % 80 % B0 % 90 %

F 1 F 2 F 3 F 4 F5 F 6 F 7
9,8 g 3,1 g 0,5 &8 1,0 g 0,5 g 1,4 g 1,0 g

Figure 2. Fractionnement des extraits méthanoliques.

1,0
,4'A '/- 7 7
g e 1T
- ] ! -
ZEZEN }: iF .
G H
05 | .l -
’ J
K

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Figure 3. Chromatogramme des fractions F 1 - F 7.
Polyamide DC 11; MeOH 90 %; Rév : UV 366 nm.
@ : spot bleu-clair . : spot brun O : spot jaune
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5.2 Examen de la fraction F 1

La fraction F 1 est obtenue & partir de la colonne de poly~
amide initiale par élution avec du MeOH & 50 %. Les premié-
res fractions d'une colonne de ce type contiennent invaria-~
blement des produits trés polaires, en particulier des poly-
saccharides, des sucres libres et parfois des polyphénols
hautement glycosylés. Cette fraction de téte, & 1l'encontre
des suivantes, est souvent d'une couleur trés foncée et son
examen est rendu difficile par la présence des sucres. Dans

Gentiana asclepiadea L., la fraction F 1 est plus importante

S

que dans les autres espéces gque nous avons étudiées; & elle
seule, elle représente en poids presque la moitié de 1l'ex~

trait- brut.

Avant de tenter une séparation des constituants de F 1, nous
nous sommes attachés & détecter la présence d'un éventuel
polyphénol. La technique est trés simple : hydrolyse acide
d'un aliquot de F 1 (HC1 2N; lOOO; 2h.), suivie de l'ana-
lyse par CCM de l'extrait butanolique de l'hydrolysat (voir
partie expérimentale). Dans une fraction aussi riche en impu~
retés que 1'était F 1, cette analyse est un peu plus ardue
que d'habitude mais nous gvons pu néanmoins prouver la pré-
sence d'au moins un glycoside polyphénolique par 1l'appari-

tion a bas Rf d'une substance brune.

Ce premier point acquis, nous nous sommes penché sur la sépa-
ration dec constituants de notre fraction. Aprés de nombreux
essais de CCM, nous avons choisi de soumettre cette solution
& une chromatographie sur colonne de cellulose microcristal-
line avec le solvant de Partridge:n-BuOH—AcOH—HZO; 4 +1:5

(phase supérieure). Ce systéme de chromatographie de partage
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présente 1l'avantage de faire migrer la plupart des sucres &
un Re > 0,50, alors que les glycosides polyphénoliques res-
tent au dessous de Rf = 0,40. Nous avons effectué deux fois

ce passage sur colonne.

1,0

/
0,5 | l/

‘;’ B l’ B
o 9/a 9ia

Figure 4. Chromatogramme de F 1 avant et aprés la premiéré
: purification.

Cellulose Merck; n—BuOH-AcOH—HZO (4:1:5)Rév.: UV 366nm

La séparation proprement dite a été réalisée par passages suc-
cessifs sur deux colonnes de cellulose (éluants : AcOH 4 % et
CHC1,-AcOB-H,0 20 : 15 : %). On obtient de ce fait deux cons—
tituants A et B qui sont finalement purifiés par filtration
sur gel de Sephadex LH 20 (MeOH).

Produit A : F : 206 - 8° (déc.)

Produit B : F : 211 - 13%(déc.)
350 g. de feuilles ont fourni 10 mg. de A et 12 mg de B.

La comparaison des comportements chromatographiques avec ceux
de certains témoins obtenus d'autres sources nous montre

qu'il s'agit, en effet, de polyphénols hautement glycosylés.
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1,0 1,0

"

‘ 0
0'5" 0,5‘ .
. )
s

0 (4]

A B [ 1§ A 8 | 1

polyamide DC 11 cellulose Merck

MeOH-H,0 (9 : 1) cnc'13-Ac0H~Hzo (20 : 15 : 3)

Figure 5. Comportements chromatographiques de A et de B.
substances témoins I : isovitexine-4'-0O-glucoside
II: iso-orientine-4'-0-glucoside
Rév. UV 366nm '

5.2.1 Détermination de la structure de la substance A.

Le spectre UV de A est caractéristique d'un squelette flavo-
nique [100] . L'addition de quelques réactifs (voir partie
expérimentale) indique que ce produit posséde

a) des groupes hydroxyles en position 5 et 7

b) pas de groupement o-dihydroxyle

c) la position 4' probablement substituée.
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Tableau 8. Maximums d'absorption des spectres UV de la substance A.

Solvant Maximums [nm]

MeOH 324 274
+ AlCl3 376 340 300 283
+ AlClB/HCl 376 336 296 (e) 283
+ NaOMe 372 281
+ NaOAc 372 281

(e) : épaulement
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Figure 6. Spectres UV de A.
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L'hydrolyse acide de A est effectuée comme précédemment par chauf-
fage & reflux avec de l'acide chlorhydrique 2N. Nous voyons appa-
ralire un produit i valeur Ry plus petite; aprés un certain temps
cet aglycone semble s'isomériser. Cela montre que A est un O-glyco-
side de C-glucoside flavonique. En effet, les C-glucosides possé-
dant un groupe hydroxyle libre en position 5 s'isomérisent, en mi-
lieu acide, par ouverture de l'hétérocycle flavonique en P-dicé-
tone selon le schéma de WESSELY-MOSER [101]

La comparaison du résultat -de l'hydrolyse de A avec certaines
substances témoins est présentée dans la figure 7.

1,0
] )
0,5
) ] 0
M ¢ [ ]
o N
1 2 3 4 5

Figure 7. Chromatogramme de A hydrolysé
Cellulose Merck; AcOH 10 %; Rév : UV 366 nm.
1. substance A
2. A hydrolysé, pendant 1 + heure
3. A hydrolysé, pendant 3 heures
4. Témoin isovitexine
5. Témoin vitexine

A est donc probablement un O-glycoside de l'isovitexine.
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Cette hypothése est vérifide par l'enregistrement des spectres UV

de l'aglycone Al. Ces spectres correspondent & ceux du témoin.

Tableau 9. Maximums d'absorption des spectres UV de 1l'aglycone

Solvant Maximums [nhm]

MeOH 335 272
+ AlCl3 382 349 305 279 265 (e)
+ AlClB/HCl 380 344 303 280 265 (e)
+ NaOMe 396 330 280
+ NaOAc 384 298 (e) 280

8 8
Pusnwsuss

gt

3 ¥
SHuniswuen

§s

Figure 8. Spectres UV de Aj.

Al.
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De plus, la valeur R, de Al dans différents systémes de CCM

f
correspond & celle de 1l'isovitexine.

La recherche des sucres libérés par l'hydrolyse est effectuée
dans la phase aqueuse de 1l'hydrolysat (voir chapitre 10). Elle

nous indique la présence de glucose uniquement.

I1 s'agissait alors de montrer que A est un glucoside simple
de 1l'isovitexine, c'est & dire sans autres substituants, en
procédant & son hydrolyse enzymatique avec la P-glucosidase.

Celle-ci nous indique les deux points essentiels suivants :

a) que A contient sans doute deux unités de p-—glucose,
puisqu'il subit deux modifications successives.

b) que A est bien un glucosidé simple, puisqu'il ne four-
nit que l'isovitexine lorsque 1'hydrolyse est compléte.

L'évolution de cette hydrolyse est résumée dans la figure 9.

1,0
. "
0
0,5 |-
1) () Y
0
1 2 3 4

Figure 9. Chromatogramme de l'évolution de l'hydrolyse enzyma-
tique de A.

Cellulose Merck; AcOH 10 %; Rév.: YV 366 nm

1. Substance A

2. Aprés 8 heures d'Lydrolyse
5. Aprés 24 heures d'hydrolyse
4. Témoin isovitexine
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Il est aisé de déterminer la position d‘'attache d'au moins
un glucose (probablement en 4') par la méthylation compléte
de A au moyen du diazométhane (voir partie expérimentale)
Suivie de l'hydrolyse acide. L'aglucone méthylé hydrolysé
est purifié par chromatographie sur colonne de Sephadex
IH20 (MeOH), et ses spectres UV sont enregistrés.

Tableau 10. Maximums d'absorption des spectres UV de A
méthylé hydrolysé.

Solvant | Maximums [nm]

MeCH 323 263

AlCl3 323 263

NaQOMe 380 300 (e) 262 (e) 240

3

MUz IWIVALY

absordance
4

4

3

Figure 10. Spectres UV de A méthylé hydrolysé.
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Le déplacement bathochrome important de la bande I, avec
augmentation de 1'intensité, lors de 1l'addition du méthylate
de sodium est dd & la présence d'un groupe hydroxyle libre
en position 4'., Il n'y a, de toute évidence, aucun autre
hydroxyle libre dans la molécule. Au moins un O-glucose

est fixé en position 4'.
Il nous reste d&s lors deux possibilités de structure :

a) le deuxidme O-glucose est fixé sur le glucose que
nous savons maintenant &tre en 4' (donc O- P -D-
diglucosyl-4'-isovitexine)

b) le O-glucose manquant est attaché sur la partie
C-glucosidique de 1l'isovitexine (donc di-O- B -D-
glucosyl-x",4'-isovitexine).

Comme les spectres RMN des dérivés acétylés des flavonoides
permettent de tirer de nombreux renseignements, nous avons
effectué 1lfacétylation de A par l'anhydride acétique en
présence de pyridine (voir partie expérimentale). Le dérivé
acétylé obtenu est recristallisé dans 1'éthanol (F. 156-8°)
et son spectre RMN est enregistré.
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H H H B3 . H H 1 .
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Figure 11. Spectre RMN de A acétylé (CDClz) (270 MHz)
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Dans ce spectre (270 MHz, 8 en ppm, avec le TMS comme réfé-

rence interne) nous relevons

a) les deux groupes acétoxyle aromatiques attendus & 2,40
(position 7) et 2,46 (position 5).

b) les gsix protons aromatiques, dont un & 6,52 (position 3)
deux a 7,11 (position 3' et 5', J = 8,5 Hz), un & 7,37
(position 8) et deux & 7,82 (position 2' et 6!,

Jd = 8,5 Hz).

¢) 21 protons aliphatiques correspondant & trois unités
de glucose et formant un multiplet complexe entre
3,35 et 5,36, dont les trois protons anomériques a
3,92, 4,20 et 4,80 (tous J = 10 Hz, précisant la con~
figuration B ). '

d) onze groupes acétoxyle aliphatiques (singulets entre
1,90 et 2,13). I1 faut remarquer ici 1l'absence du
groupe acétoxyle en 2" caractéristique des 6-C-
glucosides flavoniques acétylés (région 1,70-1,83)

[102] , ce qui nous indique la position d'attache
du deuxiéme O-glucose.

Ia figure 12 représente le spectre IR de A.

1\\ Wk \\ ?
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Figure 12. Spectre IR de la substance A.
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En résumé,la structure de A est établie comme étant le di-O- B -D-
glucosyl-2",4'~isovitexine. I1 s'agit 1& du premier di-O-glucoside

de C-glucosylflavone rencontré dans la nature.

OH

4 : di-0- P -D-glucosyl-2",4'-isovitexine

5.2.3 Détermination de la structure de la substance B.

Le comportement chromatographique de B sur de nombreux systémes de
CCM étant trds semblable & celui du produit A, nous pouvions nous
attendre & une structure assez proche de celle de notre premiére
substance. C'est en effet le cas. )

Ltexamen des spectres UV de B, en présence des réactifs usuels,
nous montre qu'il s'agit d'une flavone possédant des groupes hy-
droxyle libres en 5 et en 7 et probablement une fonction oxygénée
substituée en position 4'. La présence d'un groupement o-dihydroxy-
le est exclue. Ia position plus élevée de la bande I (333 nm)
chez B que celle dans A (324 nm) pourrait indiquer une oxygénation

supplémentaire sur le cycle B.
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Tableagu 11. Maximums d'absorption des spectres UV de la

substance B.

Solvant Maximums [nm]
MeOH 333 274
+ AlCl3 345 281
+ K101, /HC1 344 283
+ NaOMe 380 278 (e) 270
+ NaOic 350 315 (e) 27¢
t
12l .
! 0
o .
oo -

Figure 13. Spectres UV de B.



L'hydrolyse acide de B fournit un premier aglycone qui
s'isomérise peu & peu. Il pourrait s'agir 1& respectivement
de 1'iso-orientine et de son isomeére en 8, 1'orientine,

comme le montre le chromatogramme de la figure suivante.
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Figure 14. Chromatogramme de B hydrolysé.
Cellulose Merck; AcOH 10 %; Rév.: UV 366 nm

1. Substance B

2. B hydrolysé pendant 1,5 h.
3. B hydrolysé pendant 3 h.
4. Témoin iso-orientine

5. Témoin orientine

L'identité de l'aglycone Bi et de son isomeére avec ces deux
C-glucosides bien connus a été prouvée par co-chromatographie
sur plusieurs systémes de CCM, ainsi que par 1l'étude des.
spectres UV dans lesquels nous relevons notamment la présence
d'un groupement o-dihydroxyle, sans doute produit par la
perte du substituant en 4'.
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Tableau 12. Maximums d'absorption des spectres UV de
l'aglycone B_.

Y
Solvant Maximums  jnm]
MeOH 347 271 265 (e)
+ A1C1, 420 344 (e) 300 (e) 276
+ AlClB/HCl 381 355 295 (e) 278 265 (e)
+ NaOMe 406 337 (e) 275
+ NaOAc 396 324 (e) 278
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Figure 15. Spectres UV de B, dans le méthanol .
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Comme précédemment, lors de 1l'examen de A, seul le glucose est
mis en évidence dans la fraction des sucres apres 1'hydrolyse
acide.

L'hydrolyse enzymatique de B avec la P -glucosidase est effectude
comme pour A, et elle conduit & un résultat analogue : B four-
nit en deux étapes, l'aglucone iso-orientine. Ici, la premidre
phase de 1l'hydrolyse semble conduire & un produit connu : 1'iso-
orientine-2"- p -D-glucoside, isclé pour la premidére fois par
HOSTETTMANN et coll. & partir des feuilles de Gentiana verna L.

[s1] . .

1,0
¢ -
[ ]
0,5}
1) ) [
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Figure 16, Chromatogramme de 1'évolution de 1'hydrolyse
enzymatique de B.
Cellulose Merck; AcOH 10 %; Rév.:UV 366 nm.

1. Substance B

2. B hydrolysé pendant 10 h.

3. B hydrolysé pendant 24 h.

4. Témoin iso-orientine-2"-0- B -D-glucoside
5. Témoin iso-orientine

B pourrait donc &tre le diglucoside de 1'iso-orientine.

B méthylé puis hydrolysé est purifié sur colonne de Sephadex
LH 20 (élution au méthanol); les spectres UV confirment, selon

notre attente, la présence d'un groupe hydroxyle libre en 4',
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Tableau 13, Maximums d'absorption des spectres UV de B méthylé

hydrolysé.

Solvant Meximums  [nm]

MeOH 334 260 (e) 243
+ micl, 334 260 (e) 243
+ NaOMe 398 260 (e) 241
+ NaOAc 398 261 (e) 241
- T P
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Figure 17. Spectres UV de B méthylé hydrolysé.
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Figure 18, Spectre RMN de B acétylé (CDCl3).

(270 MHz)
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L'enregistrement du spectre RMN (270 MHz, & en ppm) du dérivé

acétylé de B (recristallisé dans 1'éthanol, F. 163-5°) nous

fournit la preuve finale que B est bien analogue & A.

Nous

notons les points suivants :

a) trois groupes acétoxyle aromatiques & 2,31 (position 3')
2,39 (position 7) et 2,46 (position 5),

b) cing protons aromatiques, dont un & 6,57 {(position 3),
un & 7,14 (position 5', J = 8,5 Hz), un & 7,36 (posi-
tion 8), un & 7,58 (position 2', J = 2,5 Hz) et un &
7,69 (position 6', J = 8,5 et 2,5 Hz).

¢) vingt et un protons aliphatiques, correspondant & trois
unités de glucose et formant un multiplet complexe entre
3,25 et 5,38, dont les trois protons anomérigues &
3,98, 4,21 et 4,84 (tous J = 10 Hz, précisant la con-
figuration P dans chaque cas).

d) onze groupes acétoxyle aliphatiques (singulets entre
1,90 et 2,12). L'absence du signal acétoxyle dans la
région 1,70 -~ 1,83 est une nouvelle preuve de 1l'attache
d'un glucose en 2".
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Figure 19. Spectre IR de la substance B.

B est donc le di-0- P -D~glucosyl-2",4'-iso~orientine, et

constitue le deuxiéme exemple d'un di-O-glucoside de C-gluco-

syl-flavcne naturel.



B

OH

: di-0- B -D-glucosyl-2",4'-iso~orientine
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Examen de la fraction F 2.

Par rapport & ¥ 1, la composition de la fraction F 2 est assez
simple; elle ne contient en effet qu'un seul polyphénol en
quantité importante, C. Les sucres présents ont pu &tre
facilemert éliminés par une premiére chromatographie sur
colonne de cellulose microcristalline (solvant : n-BuOH-AcCH-
H20; 4 : 1 :5)., La purification est achevée par passage sur
le méme support (AcOH 5 %) suivi d'une filtration sur gel de

Sephadex 1H 20 (MeOH).

C se présente sous forme d'un solide jaune plle se décompo-
sant & 204°. Quantité isolée : 20 mg soit environ 0,006 % du

matériel végétal de départ.

Détermination de la structure de la substance C.

Le comportement chromatographique de C est identique & celui
de l'isovitexine-~4'~0-glucoside, isolé par HOSTETTMANN et coll.
dans les feuilles des espéces de la section Coelanthe [79] .
La co-chromatographie a été effectuée sur trois supports dif-
férents : silicagel, cellulose et polyamide (voir partie ex-
périmentale).

Les spectres UV de €, avec 1l'addition des réactifs usuels sont
identiques & ceux de cet échantillon témoin.
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Tableau 14. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance C.

Solvant Maximums  {pm]

MeOH 322 274 255 (e)
+ AlCl3 380 342 300 282 262 (e)
+ AlClB/HCl 379 337 300 (e) 283 261 (e)
+ NaOMe 372 280
+ NaOAc 372 281
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Figure 20. Spectres UV de C.
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L'hydrolyse acide fournit, comme prévu, l'isovitexine gqui
s'isomérise peu & peu en vitexine, ainsi que du glucose.
L'identité de l'aglucone de  avec l'isovitexine est établie
sur la base de la co-chromatographie avec un échantillon
authentique et de la similitude des spectres UV. Les spectres
IR de C et de l'isovitexine-4'-O-glucoside sont du reste eux

aussi superposables.,
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Figure 21. Spectres IR de C et de 1l'isovitexine 4'-O-glucoside.

Enfin la valeur du point de décomposition mixte ne subit

aucune dépression.

C : isovitexine-4'-0- B -D-glucoside.
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Examen de la fraction F 3.

Un examen préliminaire de cette fraction par CCM (voir figure 3)
ne met en évidence qu'un seul spot pouvant correspondre & un
produit polyphénolique. Aprés 1l'élimination des impuretés par
trois passages successifs sur colonne de cellulose microcris-
talline (deux fois de suite avec le solvant de Partridge, puis
une fois avec CHClB—AcOH—HZO 20 : 15 : 3), il stavére que la
fraction contient en fait deux constituants. Ces substances,D
et E, sont enfin séparées par chromatographie sur le méme sup-
port (n—BuOH—AcOH—H20 10 : 4 : 7) et obtenues & 1'état pur par
filtration sur gel de Sephadex IH 20 (MeOH). Les substances

D et E se présentent sous forme de poudres jaunes trés piles
(recristallisation dans le méthanol).

Quantités isolées & partir de 350 g. de feuilles séchées :
: 8 mg; F. 209-10° (déc)

D
E :13 mg; F. 220-1 ° (déc)

Détermination des structures des substances D et E.

Comme dans le cas de 1'étude des structures de 4, B et C (voir
ci-dessus), la premiére opération consiste en l'enregistrement
des spectres UV (avec plusieurs réactifs spécifiques), lesquels
fournissent des informations précieuses et essentielles. Nous
devons cependant préciser que le relevé des spectres UV de subs-
tances encore impures est pratiquement inutile, en raison de

conclusions erronées que l'on peut faire.

Les spectres UV des composés D et E (voir tableaux 15 et 16 et
figures 22 et 23) présentent quelques analogies : ils sont
caractéristiques de xanthones et ressemblent & ceux de la mangi-
férine; nous y relevons notamment la présence de groupes hydroxy-
les libres en position 1 et 3 ou 6; en revanche le groupement
o-dihydroxyle présent dans ce C-glucoside xanthonigue bien connu
est absent.
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Tableau 15. Maximums d'absorption des spectres UV de la

substance D.

Solvant Maximums [nm]

MeOH 365 312 260 243
+ A.'LCl3 411 340 271 235
+ AlCl3/HCl 407 328 274 235
+ NaOMe ' 400 339 275 252
4+ NaOdc 390 341 274
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.
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Figure 22. Spectres UV de D,



Tableau lé. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance E.

Solvant Maximums [nm]
MeOH 353 315 257 242
+ AlCl3 390 340 , 266 233
+ AlCl3/HCl 392 335 266 233
+ NaOMe 1 381 303 272 238
+ NaOAc - | 379 303 271 230
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Figure 23. Spectres UV de E.
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L'hydrolyse acide fournit, dans les deux cas, la mangiférine

et du glucose. Alors que le glucose n'est déterminé que par
CCM, 1l'identité de D et E hydrolysés avec un échantillon authen
tique de mangiférine est prouvée par la co-chromatographie

dans plusieurs systémes de solvants, et par comparaisons des
spectres UV et IR. A titre d'exemple, nous présentons ici ces

spectres dans le cas de E hydrolysé.

Tableau 17. Maximums d'absorption des spectres UV de E hydrolys

Solvant Maximums  [nm]

MeOH 362 314 258 241
+ A1013 405 352 269 236
+ AlClB/HCl 400 336 266 235
+ NaQOMe 389 302 (e) 274 238
+ NaOAc 382 302 (e) 270 230
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Figure 24. Spectres UV de E hydrolys
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Figure 25. Spectres IR de E hydrolysé et de la mangiférine.

L'hydrolyse enzymatique avec la P -glucosidase donne aussi la

mangiférine; il n'apparait qu'une seule étape dans les deux cas.

1,0
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Figure 26. Chromatogramme de 1l'hydrolyse enzymatique de D et de
E.

Cellulose Merck; AcOH 10 %; Rév., UV %66 nm.
1. Substance D

2, Substance E
3. D hydrolysé pendant 10 heures
4. B hydrolysé pendant 10 heures

5. Témoin mangiférine.
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Certaines conclusions peuvent déja &tre envisagées.

Les valeurs_Rf élevées de D et de E (0,77 et 0,73 sur polyamide
DC 11, MeOH 90 %) indiquent qu'il s'agit de glycosides. Les
deux composés sont des glucosides de la mangiférine; l'un et
l'autre portent le sucre soit en 6 soit en 7, en raison de
l'apparition du groupement o-dihydroxyle de la mangiférine
aprés hydrolyse. L'acidité de E est certainement plus grande
que celle de D en raison du Rf plus faible du premier.

A priori, D et E pourraient &tre le 6- et le 7-0-glucoside
de la mangiférine. Relevons que ces informations et cette
conclusion probable ont été obtenues avec 3 mg. seulement

de produit.

Ia position d'attache du glucose est trouvée par la méthyla-
tion totale suivie de l'hydrolyse acide et 1l'étude des spectres

UV des dérivés obtenus.

Le déplacement bathochrome important que subissent toutes les
bandes lors de l'addition de la base faible dans le cas de D

méthylé hydrolysé indique un hydroxyle libre fortement acide

(c'est & dire en position 6).



55

Tableau 18. Maximums d'absorption des spectres UV de D méthylé

hydrolysé.
Solvant Maximums [om]
MeOH 330 (e) 310 226
AlCl3 330 (e) 310 226
NaOMe 366 275 (e) 228
NaOAc 366 275 (e) 233
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Figure 27. Spectres UV de D méthylé hydrolysé.
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Ce déplacement bathochrome n'est pas observé avec E méthylé hydro-
lysé lors de l'addition de l'acétate de sodium. L'hydroxyle libre,

ctest-a-dire la positioﬁ d'attache du glucose, est donc situé en 7.

Tableau 19. Maximums d'absorption des spectres UV de E méthylé

hydrolysé.

Solvant Maximums Emﬂ

MeOH 334 (e) 309 273 (e) 252
+ A1C1, 334 (e) 309 273 (e) 252
+ NaOMe 380 309 270 232

NaOAc 333 (e) 309 273 (e) 252 229
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Figure 28. Spectres UV de E méthylé hydrolysé.
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Les spectres RMN (270 MHz, § en ppm par rapport au TMS pris comme
référence interne) des dérivés acétylés de D et de E ont permis
de vérifier les structures proposées (voir tableau 20). Nous y
remarquons le grand déplacement des protons en 5 et en 8 par
rapport 4 ceux de la mangiférine acétylée (valeurs indiquées

par BELLMANN et coll. [72] , ainsi que les protons anomériques
des parties C- et O-glucosidiques dont les grandes constantes

de couplage précisent la configuration B . Nous notons enfin

la présence, attendue, du signal acétoxyle en 2" aux environs

de 1,80 ppm, relevé par GENTILI et coll. [102] .

Tableau 20. Spectres RMN des dérivés acétylés de D, E et de 1la
mangiférine (entre parenthdses constante de couplage

mangi- 7,28 7,45 (1) 8,08 (1) 7 H entre 3,80 et 5,80

J en Hz).
H-4 H-5 H-8 H glucosidiques
D 7,19 7,01 (1) 7,86 (1) 14 H entre 3,78 et 5,80
dont H-1% 44,85 (10) et
#-1% & 4,20 (10)
E 7,20 7,24 (1) 7,79 (1) 14 H entre 3,79 et 5,81

dont H-1% & 4,84 (10) et
8-1° & 4,23 (20)

férine dont H-1% & 4,87 (10)
Ac-1 Ac-3 Ac-6 Ac-T7
D 2,52 2,49 - 2,29
E 2,50 2,47 2,32 -
mangi— 2,53 2,47 2’33 2’32
férine

a : partie C-glucosidique

b: partie O-glucosidique
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Figure 29. Spectre RMN du dérivé acétylé de D (CDClB).
(270 MHz)
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Figure 30. Spectre RMN du dérivé acdtylé de E (CDClB).
(270 MHz)
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Les structures établies sont donc bien celles que nous proposions:
D: O0- B -D-glucosyl-6-mangiférine
E: 0- P -D-glucosyl-T-mangiférine

Bien que la présence de la mangiférine ait été observée dans de
nombreuses espéces végétales, aucun O-glucoside de celle-ci n'a
été identifié jusqu's présent. L'existence de telles substances

a cependant été prouvée dans Asplenium montanum [114] et dans

Hedysarum flavescens [115] , sans que les auteurs puissent tou-

tefois en déterminer les structures. D et E sont donc les pre-
miers O-glucosides de la mangiférine décrits. La figure 31 pré-

sente les spectres IR de ces composés.

3 4 .l N ! L 8 0 ” s -
5 e NNEIS "EESEDERSEE
w L §EBAE:VEC=ca "
VI . A 7.
7T S5E VIR
1] I D
I T e
i1 '
HEE L
3600 3000 2800 3000 o WM‘ID ‘-D 0 00 L]
WAVELENGTH (MCROMA}
.o 13 4 5 L] 7 L] ® © 24 5
e
\ —1.
\ A t
1 ¢ ATV
by [V 1A | N
\ i ~ 7 L E
\ 4
ﬁv\ - V: i
J . T ‘ L
600 3000 2500 3000 L 0 00 w0 O 800 800

WAVENUMEER (G

Figure 31. Spectres IR des substances D et E.
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OH

D : 0- P -D-glucosyl-6-mangiférine

E : 0- B -D-glucosyl-7-mangiférine
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Bxamen de la fraction F 4.

Les impuretés non-polyphénoliques que contenaient la fraction
F 4 ont pu &tre éliminées par deux passages successifs sur co-
lonne de Sephadex IH 20 (élution au méthanol & 80 %). Les deux
polyphénols qui se trouvent dans cette fraction sont ensuite
séparés sur colonne de cellulose microcristalline avec le sol-
vant CH013—ACOH—H20 (20 : 15 : 3).

Le premier, F, présent en plus grande concentration, est puri-
fié par filtration sur gel de Sephadex IH 20 (MeOH). Nous en
obtenons environ 115 mg. & partir de 350 g. de feuilles séchées.
F est un solide jaune fondant & 214°,

Le deuxiéme G, nécessite plusieurs recristallisations dans le
méthanol avant d'é&tre chromatographiquement pur.
Quantité isolée 20 mg. F 234-6°.

Détermination de la structure de la substance F.

Le comportement chromatographique de F dans divers systémes
de CCM est le suivant.:

R, = 0,72 polyamide DC 11; MeOH-H,0 (9 : 1)
R, = 0,56 cellulose Merck; AcOH 15 %
R, = 0,10 silicagel 60; AcOBt-MeOH-H,0 (21 : 4 : 3)

N

Ces valeurs sont identiques & celles obtenues pour un échantil-
lon du 4'-0O-glucoside de l'iso-orientine, identifié par-
HOSTETTMANN et coll. [79] dans les feuilles des espéces de

la section Coelanthe.

Les spectres UV, qui indiquent un noyau flavonique possédant
deux groupes hydroxyle libres en 5 et 7 et probablement un troi-

siéme occupé, en 4', sont eux aussi semblables & ceux de la

substance témoin,
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Tableau 21. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance F.

Solvant Maximums  [nm]

MeOH 335 273 243
+ AlC1, 375 (e) 354 284 265 (e)
+ AlClB/HCI 380 (e) 348 282 258
+ NaOMe 382 300 (e) 269 245
+ NaOAc 380 277
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Figure 32. Spectres UV de la substance F.
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L'hydrolyse acide conduit, comme c'est le cas pour le témoin,

4 1'iso-orientine (identifiée par co-chromatographie et ses spec-
tres UV) et & son isomdre l'orientine. Le glucose est mis en
évidence dans la phase aqueuse de 1l'hydrolysat.

Tableau 22, Maximums d'absorption des spectres UV de F hydrolysé.

Solvant Maximums  [nm]

MeOH 349 272 265 (e)
+ 4101, 424 334 278
+ A1C1,/HC1{ 385 362 295 (e) 279 268 (e)
+ NaOMe 404 275 (e) 269
+ NaOAc 402 280
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Figure 33. Spectres UV de F hydrolysé dans le méthanol.
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Le point de fusion du mélange ne subit aucune dépression (214-5°),

Enfin, le spectre IR correspond en tous points & celui du té-

moin.
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Figure 34. Spectres IR de F et du 4'-0O-glucoside de 1l'iso-
orientine.

E : 0- B -D-glucosyl-4'-iso-orientine.
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5.6.2. Détermination de la structure de la substance G.

L'examen des spectres UV de la substance G montre qu'il s'agit

4 nouveau d'une flavone; l'addition des réactifs permet de détec-
ter la présence d'hydroxyles libres en 5 et en 4' et d'exclure
celle d'un grbupement o-dihydroxyle. De plus, la position 7

est occupée.

Tableau 23. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance G.

Solvant _ Maxiomums [nm]

MeOH 329 272
+ A1013 378 349 301 279
+ AlCl3/HCl 376 " 343 300 279
+ NaOMe 385 307 (e) 271
+ NaOAc 388 270
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Figure 35. Spectres UV de G.

L'hydrolyse avec l'acide chlorhydrique et celle avec la Pr—
glucosidase sont relativement difficiles : dans le premier

cas, un chauffage avec l'acide 4N est nécessaire; par ailleurs
il faut attendre gquatre jours pour que l'hydrolyse enzymatique
soit compléte, Ces difficultés ont déja été remarquées par de
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nombreux auteurs dans le cas de glycosyl-7-flavones.

Ces opérations conduisent, lors de l'hydrolyse acide, au glu~

cose,.a l'isovitexine puis & la vitexine également, et lors de

1'hydrolyse enzymatique, & 1l'isovitexine uniquement.
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Flgure 36. Chromatogramme de l'hydrolyse acide de la
substance G

1. Substance G

2. G hydrolysé pendant 1 heure
3. G hydrolysé pendant 3 heures
4. G hydrolysé pendant 8 heures
5. Témoin isovitexine

6. Témoin vitexine

Ces observations sont en accord avec les spectres UV de
G hydrolysé.



Tableau 24, Maximums d'absorption des spectres UV de
G hydrolysé.

Solvant Maximums [nm]

MeOH 336 306 (e) 272
+ A:LCl3 381 348 303 279
+ AlCl3/HCl 380 344 302 279
+ NaOMe 395 328 280
+ NaOAc 380 300 (e) 280
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Figure 37. Spectres UV de G hydrolysé.
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La confirmation qu'il s'agit d'un 7-0O-glucoside est donnée par
1tétude (voir spectre UV) du produit obtenu par méthylation de
G suivie de lthydrolyse acide (HCl 4N; 6 h.).

Tableau 25. Maximums d'absorption des spectres UV de G méthylé

hydrolysé.

Solvant Maximums [pm]

MeCQH 325 266
+ AlCl3 325 266
+ NaOMe 376 277
+ NaOAc : 376 277
20 ! T ¥
o2 i l : . :5
o i N =

g se s

3
Duenwsuesy
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Figure 38. Spectres UV de G méthylé hydrolysé.
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Enfin, la superposition du spectre IR de G avec celui d'un é-
chantillon authentique de O-glucosyl-T7-isovitexine isolé de

Gentiana pyrenaica L. [90] constitue la preuve finale.

Ce composé a déja été signalé dans plusieurs familles mais

n'est rencontré que pour la deuxiéme fois dans les Gentianacées.

WAVILENGTH (VICRONN
‘J- 4 s [ 7 L) L] ° .ﬂ 7L1 2
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Figure 39. Spectres IR de G et de la saponarine.

G : O-glucosyl-T7T-isovitexine

(saponarine)



5.7. Examen de la fraction F 5.

La cinquidme fraction de la colonne de polyamide, F 5, contient
deux nouveaux composés ainsi qu'une trace de la substance F
déja identifiée. Deux passages successifs sur colonne de

cellulose avec AcOH 5 % suffisent & séparer ces constituants.

1,0
oH
[ N
0,5 - o F ]
o e
FS5 F

Figure 40. Chromatogramme de la fraction F 5 avant la séparation.
Cellulose Merck; AcOH 5 %; Rév. UV 366 nm.

Nous obtenons 13 mg du produit H (F. 208°) et 19 mg. de I
(F. 211°) apres purification sur gel de Sephadex LH 20.
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5.7.1. Détermination de la structure des substances H et I.

H et I sont tous deux de nature flavonique. Un examen plus appro-
fondi des spectres UV de H permet de préciser trois hydroxyles
libres en 5, 7 et 4'; il n'y a pas de groupement o-dihydroxyle.

Tableau 26. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance H.

Solvant Maximums [om]

MeOH 334 273
+ AlCL, 378 349 304 280 264 (e)
+ A1013/H01 378 344 303 281 264 (e)
+ NaOMe 397 332 280
+ DNaOfc 387 299 (e) 280

H
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Figure 41. Spectres UV de
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Quant & I, la présence d'un groupe o-dihydroxyle est probable;

ses spectres ressemblent & ceux de l'iso-orientine [106]

Tablegu 27. Maximums d'absorption des spectres UV de la

substance I.

Solvant Maximums [nm]
MeOH 347 272 259
+ A1C1, 422 337 (e) 300 (e) 278
+ A1C15/HC1 | 382 (e) 358 295 (e) 281
+ NaOMe 406 340 {e) 271
+ NaOAc 394 328 (e) 280
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Figure 42. Spectres UV de I.

L'hydrolyse acide fournit l'isovitexine dans le cas de H et

l'iso-orientine pour I. On n'observe du reste aucune différence
entre les spectres UV des substances initiales et ceux de leurs
aglycones. La recherche des sucres par CCM permet d'identifier

le glucose dans les deux cas.
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L'hydrolyse enzymatigue par la P -glucosidase conduit aux mémes
aglycones. Enfin la méthylation suivie de l'hydrolyse par l'acide
chlorhydrique méne & des dérivés ne possédant aucun hydroxyle
phénoligue libre (aucune modification du spectre par 1'addition
des réactifs). Voici & titre d'exemple, les spectres UV de

H méthylé hydrolysé.

Tableau 28. Maximums d'absorption des spectres UV de H méthylé

hydrolysé.
Solvant Maximums  [nm]
MeOH 330 263 252
+ AlCl3 330 263 252
+ NaOMe 330 263 252

5.

8

3

8
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Figure 43. Spectres UV de H méthylé hydrolysé.

Nous pouvons par conséguent conclure gqu'il s'agit de O-glucosides

dans lesquels le sucre est fixé sur la partie C-glucosidique !

HOSTETTMANN et coll. avaient mis un tel composé en évidence dans
les feuilles de Gentiana verna L. [81] : le O-glucosyl-2"-iso~-

orientine. La comparaison des points de fusion de I et de ce
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composé témoin, ainsi que celle de leurs spectres IR respectifs

ne laissent aucun doute sur laz structure de 1.
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Figure 44. Spectres IR de I et de la O-glucosyl-2"-iso-orientine.

I : O-glucosyl-2"-isco-orientine,

La substance H pourrait donc &tre le glucoside analogue de 1l'iso-

vitexine. Nous avons effectué 1l'acétylation de H et enregistré
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le spectre RMN du dérivé acétylé (F. 142-4°, recristallisé dans
1'éthanol).

™ s H “ 1 H

3
»
&

Figure 45. Spectre RMN du dérivé acétylé de H (CDClB).

Dans ce spectre (270 MHz, & en ppm par rapport au TMS pris com-

me référence interne) nous relevons :



a) trois acétoxyles aromatiques & 2,34 ,2,39 et 2,48 (posi-
tions 4', 7 et 5)

b) six protons aromatiques dont un & 6,57 (position 3), deux
4 7,26 (positions 3' et 5', J = 8,5 Hz) un & 7,37 (posi-
tion 8) et deux & 7,90 (positions 2' et 6', J = 8,5 Hz)

c) quatorze protons aliphatiques entre 3,54 et 5,28 corres-
pondant & deux unités de glucose, dont les protons anomé-
riques & 3,98 et 4,82 (J = 10 Hz, indiquant la configura-
tion B ).

d) sept groupes acétoxyle aliphatiques (singulets entre 1,90
et 2,13). L'absence du signal acétoxyle entre 1,70 et 1,83
précise la position d'attache du O-glucose.

H :0-B-D -~ glucosyl-2"-isovitexine.

La figure 46 représente le spectre IR de H.
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Figure 46. Spectre IR de H.

Le composé H est rencontré ici pour la premidre fois dans la
nature; relevons cependant que peu aprés la publication de nos
travaux TSCHESCHE et coll. l'ont également mis en évidence

dans 0Oxalis acetosella L. [103] . Ses isoméres en 7 et 4!

sont les seuls connus et ont déja été mis en évidence dans
les fractions précédentes. I, la O-glucosyl-2"-iso-orientine,

n'est isolé que pour la troisiéme fois.

5.8.Examen de la fraction F 6.

Les deux composés polyphénoliques présents dans cette fraction,
d et K, ont été trés facilement obtenus & 1'état pur par une
simple séparation sur colonne de polyamide SC 6 avec le solvant
toluéne-méthanol-acide acétique (45 : 32 : 16). d est encore
purifié par passage sur colonne de cellulose avec AcOH 10 %
suivi d'une filtration sur gel de Sephadex LH 20 (MeOH), alors

que K ne nécessite que le passage sur Sephadex.,

N

Quantités isolées & partir de 350 g. de feuilles séchées :

: 10 nmg; F. 231-2°

IR e

: 200 mg; F. 235-6°
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5.8.1., Détermination des structures des substances J et K.

Comme ces deux composés sont trés répandus dans le régne végétal
et qu'ils sont bien connus, nous traiterons de leur identifica-
tion en paralldle et de maniére breve.

J et K présentent un comportement chromatographique identique

4 celui des C-glucosides isovitexine et iso-orientine, dans
plusieurs systémes de CCM. Leurs spectres UV sont eux aussi
identiques & ceux d'échantillons authentiques de ces produits.
D'autre part, ils ne subissent que 1l'isomérisation lors de 1l'hy-
drolyse acide; leurs points de fusion sont les mémes que ceux
des témoins. Enfin, leurs spectfes IR sont superposables & des
spectres de référence.
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Figure 47. Spectres IR de J et de 1l'isovitexine (1), et de K
et de l'isco~orientine (2).
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Nous pouvons donc conclure quant & 1'identité des substances
Jd et K. I1 n'est du reste pas surprenant de trouver ces composés
dans Gentiana asclepiadea L., puisque nous y avons montré la

présence de quelques uns de leurs glucosides.

J : isovitexine

K : iso-orientine
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5.9. Examen de la fraction F 7.

Cette fraction ne contient qu'un seul polyphénol : la substance
L. Celle~ci précipite apreés une purification sur gel de Sephadex
IH 20 (MeOH). Elle est recristallisde dans du méthanol, F. 260°
(déc.). Quantité obtenue : 520 mg. soit environ 0,15 % du maté-

riel végétal de départ.

5.9.1.Détermination de la structure de la substance L.

L présente une fluorescence jaune sous lumiére UV 366 nm; la
méme caractéristique a été remarquée pour la mangiférine par
BELIMANN et coll. [72] dans les feuilles de Gentiana lutea L.

N

Nous avons donc procédé & la co-chromatographie de L avec un é-
chantillon authentique de ce C-glucoside xanthonique : leur com-—

portement est identique dans plusieurs systémes de CCM.

Les spectres UV de la substance L sont typiques d'une xanthone
(quatre maximums) possédant des hydroxyles libres en positions
1l et 3 ou 6, ainsi qu'un groupement o-dihydroxyle. Ils sont

identiques & ceux du témoin.

Tableau 29. Maximums d'absorption des spectres UV de L.

Solvant Maximums  [nm]

MeOH 365 315 271 (e) 259 242
+ AIC1s 405 354 288 (e) 270 237
+ AlClB/HCl 404 338 280 (e) 267 233
+ NaOMe 390 304 273 245 (e) 238
+ NaOAc 384 303 271 230
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Figure 48. Spectres UV de L.

L ne subit aucune modification par traitement & l'acide chlorhy-
drique 4N & chaud; de plus, son spectre IR est superposable

4 celui du témoin.
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L : mangiférine

La mangiférine est largement répandue dans le régne végétal; elle
a également été identifiée dans plusieurs espéces de la sous-

tribu des Gentianinae (voir tableau récapitulatif, chapitre 9).



- 86

5.10. Résumé

Nous avons été & méme d'isoler douze polyphénols dans les feuil-
les de Gentiana asclepiadea L. Ce sont tous des C-glucosides :

l1'isovitexine, 1l'iso-orientine, la mangiférine et neuf de leurs
O-glucosides.

[T
-
1
o
J

p -D-glucosyl-2",4'~isovitexine
¢ di-0- p -D-glucosyl-2",4'-iso-orientine
-D-glucosyl~4'-isovitexine

-D-glucosyl-6-mangiférine

-D-glucosyl-4'-iso-orientine

o
¥

B

B
: 0- P -D-glucosyl-7-mangiférine

B

p -D-glucosyl-7-isovitexine

p -D-glucosyl-2"-isovitexine
: 0- B -D-glucosyl-2"-iso-orientine
: isovitexine

: igo-orientine

[ B I O i = i T Lo B [ I L = (o T e
o
i

: mangiférine

Parmi les composés identifiés, il faut relever en particulier

la présence de cing nouveaux produits naturels :

et

B : les premiers di-O-glucosides de C-glucosylflavones.
et B : les seuls glucosides de la mangiférine dont la structure

19 I

ait pu &tre établie avec certitude.

H : le troisitme glucoside de l'isovitexine & &tre caractérisé.

En ce qui concerne les sept autres substances, notons que G est
trouvé seulement pour la deuxiéme fois dans les Gentianacées,
I pour la troisiéme fois, alors que C, F, J, K et L ont été mis

en évidence dans plusieurs espéces du genre Gentiana.
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ETUDE DES COMPOSES DANS LES FEUILLES DE GENTIANA CRUCIATA L.

Gentianz cruciata L. fait partie de la section Aptera. Rappelons

que celle-ci serait & rapprocher, selon SCHARFETTER, de la sec-
tion Pneumonanthe, dont nous avons étudié un représentant

Gentiana asclepiadea L.

Quelques travaux ont été consacrés aux constituants de Gentiana
cruciata : MAREKOV et coll., en particulier, se sont intéressés

3 divers alcaloides dans les feuilles et les racines [98] et

3 un dérivé de la lactone mévalonique [104] alors que HEGNAUER
reléve la présence de gentiopicrine dans les racines [68] .

En revanche, les polyphénols n'ont fait 1'objet d'aucune inves-

tigation.

Nous avons trouvé Gentiana cruciata L. dans des plturages peu

humides et en bordure de chemins de campagne, dans la région
de Ceillac (Hautes-Alpes, France). Nous en avons récolté des
feuilles, lors de la floraison (mois d'aofit). Le matériel est

géché, comme précédemment, & 40° pendant 48 heures.

Bxtractions et fractionnement des extraits.

Nous avons a nouveau appliqué la méthode d'extraction par des
solvants de polarité croissante. Le matériel sec (120 g.) est
traité & chaud pendant 12 heures avec successivement 900 rl.

des solvants suivants : ligroine, éther, chloroforme et métharol.
Chague étape est effectuée deux fois. Nous n'avons pas jugé uti-
le de compléter ces extractions par un traitement au méthanol
aqueux; en effet, un essai préliminaire sur une petite quantité
de matériel nous a montré que les polyphénols étaient obtenus

quantitativement lors de 1l'épuisement au méthanol,
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a

Les extraits & la ligroine (9 g.), & 1'éther (4,5 g.) et au
chloroforme (7,5 g.) ont chacun été passés sur colonne de poly-
amide MN SC-6 (solvant MeOH—AcOH-H2O 90 : 5 : 5). Ce systéme
chromatographique présente l'avantage suivant : les chlorophyl-
les et les carotenoides sont retenus sur le support, alors que
les polyphénols sont élués; il est alors aisé de contrdler

la présence de produits intéressants dans 1'éluat. Cette techni-
que nous a permis de montrer que seul l'extrait méthanolique
contient des polyphénols. Cet extrait est alors fractionné sur
colonne de polyamide (MeOH 50 %, avec augmentation progressive
du pourcentage de méthanol, jusqu'a atteindre 90 %). La figure
ci—éprés représente le schéma général de l'isolement.
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EXTRAIT METHANOLIQUE

(37_&.)
ccC polyamide
MeOH 50-90 %

50 % 50 % 70 % 80 % 90 % 90 %
[2]w7e2 ] 3,963 ] 2,66.[4 Ju.5. E5j7,6g. [s Jo, 95e.
sucres M N 0 P+ Q R
libres
Figure 50. Schéma général d'isolement.
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Figure 51. Chromatogramme des six fractions obtenues.
Polyamide DC 11; MeOH 90 %; Rév : UV 366 nm.
@ : spot brun Q: spot jaune
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6.2. Examen de la fraction 1.

Une analyse préliminaire de cette fraction par CCM semble indi-
quer qu'elle ne contient aucun polyphénol. Cela est aisément
confirmé : La recherche d'un éventuel aglycone apres hydrolyse

acide d'un aliquot de cette solution est négative.

Aprés environ trois semaines au repos, il apparait quelques
cristaux brunftres qui sont récoltés et recristallisés deux
fois dans le méthanol en présence de charbon actif. Nous obte-~
nons environ 40 mg. d‘'une substance cristalline incolore, res-
semblant & un sucre et fondant & 206°.

La compargison de cette substance avec le (+)-bormésitol isolé
4 partir des feuilles de Gentiana lutea L. nous indique qu'il
8'agit de ce cyclitol assez peu répandu dans la nature. Bn ef-
fet le point de fusion effectué avec le témoin ne subit aucune
dépression. Le pouvoir rotatoire spécifique, mesuré i 25° dans
1'eau est identiqus & celui du témoin : Eﬂzs =+ 32,1.

Enfin les spectres IR de ces substances sont rigoureusement

superposables.
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Figure 52. Spectres IR du (+)-bornésitol isolé de la fraction 1
et du témoin.
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Mises & part de nombreuses espéces des Gentianacées ou il a été
mis en évidence par BELLMANN et coll. [73] sScHILLING [105]

et HOSTETTMANN et coll. [75] , le L-(+)-bornésitol n'a été
signalé que dans les Apocynacées [106] et les Rubiacdes [107].

OCH3
HO OH

OH

L-(+) ~ bornésitol

6.3. Examen de la fraction 2.

Nous obtenons la substance M,seul polyphénol contenu dans cette
fraction, par un premier passage sur colonne de cellulose micro-
cristalline avec le solvant de Partridge (n—BuOH—AcOH—HZO

(4 : 1 : 5) phase supérieure) suivi de deux filtrations succes-
sives sur gel de Sephadex IH 20 (MeOH). M se présente sous forme
d'un solide jaune se décomposant entre 200 et 206°. Quantité
isolée : environ 0,03 % du matériel végétal de départ.

Le comportement chromatographique de la substance M est identi-
que, sur plusieurs systémes de CCM, & celui de C isolé & partir
de Gentiana asclepiadea L.

Les spectres UV effectués dans le méthanol et en présence des

réactifs habituels sont semblables & ceux de C.



Tableau 30. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance M.
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Solvant Maximums [om]

MeOH 322 274 255 (e)
+ LlCl3 380 342 300 282 262 (e)
+ AlClgHCl 379 337 300 (e) 283 261 (e)
+ NaOMe 372 280
"-i- NaOAc 372 281

éCS

3
Surnwsursn

abserbance

éss

2
SHuniwsunsy

Figure 53. Spectres UV de M .
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L'hydrolyse acide conduit & du glucose et & deux spots de Rf
inférieur corrdspondant & l'isovitexine et & la vitexine.

Enfin les spectres IR de M et du témoin C sont superposables.

T T =
2 N\
A A
i \F al 1L YA DL
| B 1,
HAVRabin' ARH )
CH,OH
OH

M : O- B -D-glucosyl-4'-igovitexine

6.4. Examen de la fraction 3.

La troisiéme fraction provenant de la séparation sur colonne
de polyamide contient des traces de M et une gquantité relati-
vement importante d'un autre polyphénol, N. Celui-ci semble

correspondre & l'iso-orientine-4'-0O-glucoside.
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Figure 55. Chromatogramme de la fraction 3 avec des substances
: témoins.

Cellulose Merck : AcOH 10 %; Rév. : UV 366nm
1.8ubstance M

2.Fraction 3

3.Témoin iso-orientine-4'-O-glucoside

Nous effectuons la séparation des constituants de la fraction 3
par chromatographie sur colonne de cellulose avec le solvant
AcOH 10 %. La purification de N est achevée par passage sur co-
lonne de Sephadex IH 20 (MeOH). 85 mg. de solide jaune sont
obtenus .(F.214°).

L'examen des spectres UV indique qu'il s'agit d'une flavone .,
possédant des groupes hydroxyles libres en 5 et 7; la position
4' semble occupée.



Tableau 31. Maximums d'absorption des spectres UV de la

substance N.
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Solvant Maximums  [om]
MeOH : 334 273 243
+ AlC1, 371 (e) 350 290 (e) . 283 259
+ AIC1,/HC1| 372 (e) 345 290 (e) 281 262 (e)
+ NaOMe 382 - 300 (e) 269 244 -
+ NaOAc 378 278
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Figure 56. Spectres UV de N.
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Ces spectres sont identiques & ceux du 4t0-glucoside de 1l'iso-
orientine.

L'hydrolyse acide fournit, selon notre attente, l'iso-orientine
(qui s'isomérise en orientine) ainsi que du glucose. Le méme

aglucone est obtenu par le traitement de N avec la P-glucosidase.

Les spectres IR de N et d'un échantillon authentique de 1l'iso-

orientine-4'-0-glucoside isolé a partir de Gentiana vilarsii

Ronn. [79] sont identiques. Ils sont présentés dans la figure
suivante.
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Figure 57. Spectres IR de N et de 1'iso-orientine-4'-0O-glucoside.

OH

N : O~ P -D-glucosyl-4'-iso-orientine.
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6.5. Bxamen de la fraction 4.

Une relativement faible quantité de la substance Q (0,02 % du
matériel végétal de départ) est obtenue lors du passage de la
fraction 4 sur colonne de cellulose avec AcOH 15 %. O est puri-
fié par filtration sur gel de Sephadex IH 20 (MeOH). '

L'identification de cette substance est immédiate. Elle ne subit
que 1'isomérisation (en vitexine) lors de l'hydrolyse acide

et ses spectres UV sont identiques & ceux de l'isovitexine.

Son point de fusion (229-2300), ainsi que la superposition de
son spectre IR avec celui d'un échantillon authentique isolé de
Gentiana punctata L. [79] confirme qu'il s'agit de ce C-gluco-
side flavonique largement répandu dans le genre Gentiana .
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Figure 58. Spectres IR de la substance Q et de 1l'isovitexine.

0 : isovitexine



6.6. Examen de la fraction 5.

La cinquiéme partie de l'extrait méthanolique contient deux poly~
phénols : P et Q. Ils sont séparés par chromatographie sur colon-
ne de polyamide SC-6 (Tolugne-méthanol-acide acétique 45 : 32 : 16,
puis passés sur colonne de Sephadex IH 20. P est chromatographi-
quement pur aprés ces opérations, alors que Q nécessite encore
deux recristallisation dans le méthanol. Quantités isolées :

respectivement 0,15 et 0,20 % du matériel végétal de départ.

6.6.1. Identification de la substance P.

Comme c'était le cas pour Q, la substance P est bien connue des
chercheurs de Neuchftel en raison de sa large distribution dans
le genre Gentiana.Il s'agit de l'iso-orientine. L'identification
est effectuée sur la base de la comparaison avec un échantillon
témoin.,

Les spectres UV, le point de fusion, le comportement chromato-
graphique dans divers systémes de CCM et le résultat de 1l'hydro-
lyse acide concordent tous avec les données pour l'iso-orientine.

La superposition des spectres IR est représentée dans la figure

suivante.
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Figure 59. Spectres 1R de P et de l‘'iso-orientine.
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6.6.2, Identification de la substance Q.

P : iso-orientine

99

La substance Q est de nature xanthonique comme le prouve l1l'exa-

men de ses spectres UV. Ceux-ci sont du reste semblables & ceux

de la mangiférine.

Tableau 32. Maximums d'absorption des spectres UV de la

substance Q.

Solvant Maximums  [nm)

MeCH 362 315 278 (e) 258 242
+ ALC1g 414 354 289 (e) 270 237
+ AlClj/HCl 401 338 280 (e) 267 233
+ NaOMe 388 304 272 246 (e) 237
+ NaOAc 385 303 272
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Figure 60. Spectres UV de Q.

I

Q n'est pas hydrolysé par l'acide chlorhydrique & chaud. Son
point de fusion (260°) correspond & celui d'un échantillon de
mangiférine. La superposition des spectres IR est présentée

dans la figure suivante.



i JIK .
N\ o .
TR~
: ~ 1 vﬂtﬁ,
| \NRTA AV AR
/ 7 —
L U/ A W -
---Lv;if' BEEINE 0 AN :
BN SRS EEENEECREE TR RINNE

Q : mangiférine.

6.7. Examen de la fraction 6.

Environ 20 mg. de la substance Q sont encore obtenus lors du
fractionnement sur colonne de cellulose (AcOH 15 %) de la sixie-
me et derniere partie de 1l'extrait méthanolique. Nous obtenons
d'autre part environ 3 mg. d'un produit R, & valeur Rf petite
(0,15 sur polyamide DC 11, MeOH 80 %). Celui-ci est purifié

sur colonne de Sephadex LH 20 (MeOH).
i



6.7.1, Identification de la substance R.

Les spectres UV de R sont caractéristiques d'une flavone pos-
sédant des groupes hydroxyle libres en 5, 7 et 4' ainsi qu'un
groupement o-dihydroxyle. Un examen plus attentif de ces spec-
tres'permet de mettre en évidence une particularité frappante :
la bande I, en présence de chlorure d'aluminium est dédoublée.
Cela n'est pas rencontré dans le cas des autres composés que

nous avons mis en évidence.

Tableau 33. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance Reo

Solvant Maximums  [nm]
MeOH 335 300 (e) 272 245
+ AlCl,), 419 384 302 274
+ AlCl3/H01 384 (e) 341 298 278 257
+ NaOMe 384 314 (e) 267 235 (e)
+ NaOAc 372 279 (e) 268




103

.,un§gm.u.,:

Duenjwsuen

s s

Figure 62. Spectres UV de R.

Le comportement de R & 1l'hydrolyse acide est également différent
de celui des autres polyphénols que nous connaissons. En effet,
lors du chauffage avec HCl, toutes les substances rencontrées

jusqu'd présent donnent lieu soit & une isomérisation, (sans
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disparition du spot initial) soit une hydrolyse (avec disparition

du produit initial et apparition de l'aglycone une valeur R

a
b
inférieure). Or R disparalt, mais son aglycone El est supérieur !
1,0
0,5
¢ v
» o
o A——
1 2 3 4 5

Figure 63. Chromatogramme de R et R,.
Polyamide DC 11; MeOH-H,0 (9 : 1); Rév : UV 366 nm

1. Substance R

2. R hydrolysé pendant 1 heure
3. R hydrolysé pendant 3 heures
4. Témoin iso-orientine

5. Témoin orientine.

L'aglycone gl correspond du reste & l'iso-orientine (par compa-
raison de ses spectres UV et de son comportement chromatographi-
que sur plusieurs supports). Il n'y a aucun sucre libéré lors de
cette hydrolyse. Nous pouvons donc conclure & la présence, dans
R, d'un substituant polaire, contenant éventuellement des OH
phénoliques, qui est 1ibéré par l'acide chlorhydrique : cela

explique le bas Rf de R et son comportement & 1l'hydrolyse.

De telles caractéristiques ont été rencontrées par LUONG et coll.
[85] dans le cas de cinnamoyl-C-glucosylflavones. Nous avons
donc, par analogie & ces travaux, procédé a l'examen de la phase
étherée de l'hydrolysat. Le substituant cherché a pu &tre mis
en évidence et identifié comme étant l'acide caféique (mélange
cis-trans) par co-chromatographie avec un échantillon authen-

tique dans divers systemes de CCM :
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polyamide DC 11; MeOH 90 %
cellulose Merck; AcOH 5 %
silicagel 60; toluéne-MeOH-AcOH (9 :2:1)

La visualisation des plaques est effectuée sous lumiére UV

avant et aprés révélation avec de la p-nitroaniline diazotée
[108] . R serait donc un caféoyl-iso-orientine dans lequel

1'acide caféique est sans doute fixé sur la partie C-glucosidique.

Le point de fusion de R (211-214° (déc)) est presque identique

a4 celui du t-caféoyl-2"-iso-orientine isolé dans Gentiana

burseri Lapeyr. (212-216° (déc)). De plus cette valeur ne subit

pas de dépression pour le mélangé.

Enfin, comme les spectres IR de R et de cette substance témoin
sont superposables, nous pouvons identifier R & cette cinnamoyl-

C~glucosylflavone.

- -
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Figure 64. Spectres IR de R et du t-caféoyl-2"~iso-orientine.
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R : t-caféoyl-2"-iso-orientine.
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6.8. Résumé
Six polyphénols sont isolés a partir des feuilles de Gentiana
cruciata L. Ce sont tous des C-glucosides.

: 0- B -D-glucosyl-4'-isovitexine

: 0- B -D-glucosyl-4'-iso-orientine
: isovitexine

: isc-orientine

: mangiférine

I W o lo = =

caféoyl-2"-iso-orientine

A 1'exception de la substance R, qui n'est trouvée ici que pour
la deuxitme fois dans la nature, ces composés ont tous été si-

gnalés dans plusieurs espéces du genre Gentiana.
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7. ETUDE DES COMPOSES DANS LES FEUILLES BT TIGES DE GENTIANA

CILIATA L.

Gentiana ciliata L. a longtemps €té classée dans le sous-genre

Gentianella (Kusn.). Depuis 1951, elle fait partie du genre
Gentianopsis. 11 nous a paru intéressant d'examiner cette es-
péce afin de déterminer si son contenu en polyphénols permet

de justifier son éloignement du genre Gentiana.

Nous avons récolté Gentiana ciliata L. en période de floraison

(Septembre), dans la région des Rasses {(canton de Vaud) et sur
les pentes du Mont-Soleil (Berne); elle se trouve souvent sur
les talus bien exposés et trés secs, en bordure des chemins.
Cette espéce se caractérise par la présence de plusieurs fleurs
ciliées sur une meme tige; sa hauteur varie enire 4 et 12 cm.
Quelques travaux phytochimigues consacrés a cette espece ont
permis de mettre en évidence la gentiopicrine (KORTE [109] ),
des triterpénes et des xanthones 1, 3, 7, 8 (CARBONNIER et coll.

[51] ). Les fleurs ont fait 1l'objet d'une récente étude de
MASSIAS et coll. [42] , qui ont identifié plusieurs xanthones
tri- et tetra-oxygénées.

~

Nous avions déja abordé l'examen de Gentiana ciliata L. lors de

la parution des travaux ayant trait aux polyphénols gue nous -
venons de citer; comme nos premiers résultats ne concordaient
pas entiérement avec ceux des auteurs frangais, nous avons con-

tinué nos recherches.
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7.1. Extraction du matériel végdétal et fractionnement.des extraits.

Un examen préliminaire effectué sur une petite quantité de

Gentiana ciliata L., nous indique qu'il est possible de réunir

les feuilles et les tiges; en effet, leur contenu respectif en
polyphénols est identique (extraction par les solvants usuels
et analyse par CCM dans plusieurs systémes de solvants). Cela
n'est du reste pas surprenant : HOSTETTMANN et coll, ont remar-
qué ce méme phénoméne dans le cas de plusieurs espéces de la
section Cyclostigma [88] , et CARBONNIER et coll. ont, eux
aussi, réuni ces organes lors de leur étude.

Les feuilles et les tiges sont donc extraites ensemble (200 g.);
nous employons les mémes solvants que dans le cas de Gentiana
asclepiadea L. et de Gentiana cruciata L. L'épuisement & la
ligroine (trois stades successifs de 12 heures avec 1600 ml.)

fournit un extrait pesant 10,9 g.; les extraits étheré et au
chloroforme (chacun deux fois 1600 ml.) pésent respectivement
6,8 et 5,4 g.; enfin 1l'extrait au méthanol (deux fois 1800 ml.)
a un poids de 53,5 g. Une extraction supplémentaire au méthanol

aqueux n'est pas nécessaire.

Le détail du fractionnement des extraits ligroinique et étheré
d'une part et de l'extrait méthanolique d'autre part, est pré-

senté dans la figure suivante.
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EXTRAITS LIGROINIQUE
ET ETHERE 17,7

ccC polyamide

MeOH—AcOH—H20 9 : 5 : 5

0,19. O,70g. 0,06g. 0,95g.

a ' B Y X3

EXTRAIT METHANOLIQUE | 20 &.

ccC polyamide
MeOH 50 - 90 %
11,75¢. 2,20g. 2,10g. 1,15g.
S+ 1 U v ¥o+x

Figure 65. Fractionnement des extraits.

L'extrait au chloroforme a lui aussi été passé sur colonne de
polyamide (MeOH—AcOH—H20 90 : 5 : 5). L'analyse par CCM de

1'éluat ne permet pas de mettre en évidence d'autres composés.

Ia figure suivante présente le chromatogramme des fractions

obtenues apreés ces différentes chromatographies.
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Figure 66. Chromatogramme des fractions 1-8 obtenues & partir des
extraits.

(Polyamide DC 11; MeOH-AcOH—H20 (90:5:5). Rev.UV 366 nm.)

' : spot brun O ¢ spot bleu clair.

7.2. Examen de la fraction 1.

La premiére fraction provenant du passage sur polyamide

des extraits apolaires contient un seul polyphénol : a .
Celui-ci est purifié par filtration sur gel de Sephadex 1H 20
(MeOH) suivie d'une recristallisation dans le méthanol. Nous

obtenons 18 mg. de cristaux jaunes fondant entre 158 et 160°.
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La présence de ce composé dans les extraits & la ligroine

N

et & 1'éther, ainsi que sa valeur R, sur pblyamide assez fai-

f
ble, indiquent qu'il s'agit d'un aglycore. En effet, @ ne
subit aucune modification lors d'un chauffage avec l'acide

chlorhydrique.

Les spectres UV de @ sont caractéristiques d'une xanthone
substituée en 1, 3,7 et 8 [64] , et possédant un hydroxyle
libre en 1 ou en 8. L'addition de NaOMe ne provogue qu'une
légere modification du spectre, ce qui semble indiquer qu'il

n'y a pas d'autres groupes hydroxyles libres.

Tableau 34. Maximums d'absorption des spectres UV de la subs-
tance @ .

Solvant Maximums Euﬂ

MeOH 372 311 260 240
+ AlCl3 424 328 275 237
+ AlCl3/H01 422 327 274 237
+ NaOMe 390 320 262 239
+ NaOAc 372 311 260
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Figure 67. Spectres UV de a .
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Le comportement chromatographique de @ est identique, dans
plusieurs systémes de CCM, & celui de la décussatine isolée

& partir des feuilles et tiges de Gentiana bavarica L. [77]

Le point de fusion d'un mélange de @ et d'un échantillon de
cet aglycone ne subit pas de dépression. Enfin, les spectres
IR sont superposables.
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Figure 68. Spectres IR de @ et de la décussatine.
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a : décussatine
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7.3. Examen de la fraction 2.

Cette fraction contient, en outre d'une petite quantité de a s
un deuxiéme composé B . Ces constituants sont séparés par un
passage sur colonne de cellulose microcristalline avec le sol~
vant AcOH 20 %, B est obtenu 2 1'état pur par recristalli-
sation dans le méthancl. Quantité isoldée & partir de 200 g. de
feuilles et de tiges séchées : 80 mg.; F. 194°.

Comme c'était le cas pour @ » le spectre UV de B est
typique d'un squelette xanthonique tetrasubstitué en 1, 3, 7

et 8. La présence d'un hydroxyle libre en 1 ou 8 est indiquée
par l'importante modification du spectre provoquée par l'addi-
tion du chlorure d'aluminium. Le déplacement bathochrome que
subissent toutes les bandes lors de l'addition de NaOMe suggére .

la présence d'un deuxieme OH libre.

Tableau 35. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance B .

Solvant Maximums [nm]

MeOH 375 310 261 239
+ ALCl, 426 328 276 236
+ AlCl3HCl 422 325 275 236
+ NaOMe 411 306 273 '
+ NaOAc 276 310 262

Ces spectres sont identiques & ceux de la gentiacauléine (di-
hydroxy-l, 7-diméthoxy-3, 8-xanthone). Comme le point de fusion
de B coincide avec celui de cet aglycone et que leurs spectres
IR sont rigoureusement superposables, nous pouvons identifier

notre composé.
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Figure 70. Spectres IR de B

CHy0

B : gentiacauléine.
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7.4. Examen de la fraction 3.

L'aglycone Y est obtenu en trés petite quantité, apres pas-
sages guccessifs de la fraction 3 sur colonnes de silicagel
(tolutne -~ acétate d'éthyle - éthanol, 7 : 3 : 1), de cellulose
(acide acétique 30 %) et de gel de Sephadex IH 20 (MeCH).

Y est encore recristallisé dans le méthanol.
Quantité isolée : 4 mg.; F. 236°.

Les spectres UV indiquent que Y est de nature xanthonique
oxygénée en 1, 3, 7 et 8, et possédant des groupes hydroxyles
libres en 3 et en 1 ou 8,

Tableau 36, Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance Y .

Solvant Maximums [nm]

MeCOH 384 333 (e) 313 270 243
+ AlCl3 418 (e) 349 279 245 231
+ AlClB/HCl 418 {e) 349 279 245 231
+ NaQMe 410 335 (e) 322 281 235
+ NaOAc 402 335 (e) 322 280 235
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Figure 71. Spectres UV de Y .

Le poids moléculaire, déterminé par spectrographie de masse,
est de 288, valeur correspondant & une dihydroxy-diméthoxy-

xanthone.



Les spectres UV de ! ainsi que le point de fusion concordent
avec les données citées dans la littérature [48] pour 1'iso-
gentiacauléine, xanthone déja isolée par CARBONNIER et coll.

4 partir des feuilles de Gentiana ciliata L. [51] . Le spectre

IR (figure 72) est aussi comparable & celui indiqué pour l'iso-
gentiacauléine [48] . Le peu de substance isolée ne nous a
pas permis de relever le spectre RMN. Toutefois, au vu des
données indiquées ci-dessus, nous pouvons conclure que Y

correspond bien & 1l'isogentiacauléine.
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Figure 72. Spectre IR de Y .

ROGOW

OCHz O  OH

Y : isogentiacauléine.
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7.5. Examen de la fraction 4.

35 mg. d'un quatridme aglycone, 8 , sont obtenus & 1'état

pur aprés passage de la derniére partie des extraits apolai-

res sur colonne de cellulose (acide acétique 30 %); les cris-
taux jaunes de 8 sont recristallisés dans le méthanol

(F. 223-4°).

Les spectres UV de 8§ sont identigues & ceux de la gentia-
kochianine (ou swertianine).

Tableau 37. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance & .

Solvant Maximuns Enﬂ

MeOH 385 325 268 239
+ 4101, 428 349 277 246
+ AlClB/HCl 356 330 273 240
+ NaQOMe 414 353 274 - 250
+ NaOAc 400 324 270
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La comparaison du point de fusion et du spectre IR de §
avec les données pour un échantillon authentique de gentia-
kochianine isolé & partir de Gentiana bavarica L. [77]

permet d'identifier cet aglycone.
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Figure 74, Spectres IR de & et de la gentiakochianine.
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7.6. Examen de la fraction 5.

La premiére partie de l'extrait méthanolique fractionné sur
colonne de polyamide contient, & part une quantité relative-
ment grande de sucres libres, deux polyphénols & valeurs

Rf élevées, § et T (respectivement 0,82 et 0,78 sur polyamide
DC 11; MeOH 90 %). Le deuxidme de ces composés est présent en
grande quantité.

Une purification grossieére de la fraction est achevée par
passage sur gel de Sephadex LH 20 (MeOH 70 %) suivi d'une
chromatographie sur colonne de cellulose (AcOH 5 %). La sépa-
ration des polyphénols S et T est effectuée sur cellulose avec
le solvant de Partridge, et ils sont obtenus & 1l'état pur
aprés recristallisation dans le méthanol & 90 %.
Quantités isolées & partir de 200 g. de fenilles et tiges
séchées : ’

S : 35 mg. (F. 191°)

T :540 mg. (F. 163-4°).

T.6.1., Détermination de la structure de la substance S.

Les spectres UV sont caractéristiques d'une xanthone 1, 3, 7, 8;
l'addition des réactifs n'en modifie pas 1l'allure. S'ne posséde

donc aucun hydroxyle libre.

Tableau 38. Maximums d'absorption des spectres UV de la
: substance S.

Solvant Maximums [nm]

MeOH 354 303 250 243
+ AlCl3 354 303 250 243
+ NaOMe 354 303 250 243
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Figure 75. Spectres UV de S.

La valeur Rf élevée de S laisse supposer qu'il s'agit d'un
glycoside. Cette hypothése est vérifide par 1l'hydrolyse acide,
qui fournit du glucose et du xylose (identifids par CCM) ainsi

que de la décussatine (spectres UV et IR identiques & a ).

S est donc un O-glucoside de la décussatine, probablement un
primveroside. Le point de fusion de § n'est pas abaissé par un
mélange avec un échantillon de primvercside en 1 de la décus-

satine. De plus, leurs spectres IR sont identiques.
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Figure 76. Spectres IR de § et du O~primverosyl-l-décussatine.
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7.6.2. Détermination de la structure de la substance T.

[o)]

L'étude des spectres UV de T permet de tirer les renseignements

suivants : il s'agit d'une xanthone tetrasubstituée en 1, 3, 7

et 8, possédant un hydroxyle libre, sans doute en position 7.

Tableau 39. Maximums d'absorption des spectres UV de la

substance T.

Solvant Maximums [nm]

MeCOH 362 303 252 241
A1013 362 303 252 241
NaOMe 409 275 248 (e)
NaOAc 362 300 253 242
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Figure 77. Spectres UV de T.

La gentiacauléine (identifiée par comparaison avec B :

spectres UV et IR, co-chromatographie) est obtenue par hydro-

lyse de T avec l'acide chlorhydrique. Les sucres libérés sont



128

le glucose et le xylose. Leur position d'attache est déterminée
par la méthylation de T suivie de l'hydrolyse acide; ces opéra-
tions conduisent & la décussatine (spectres UV et co-chromato-
graphie).

T est donc sans doute le primveroside en 1 de la gentiacauléine
(gentiabavaroside) isolé pour la premiére fois par HOSTETTMANN
et coll. & partir de Gentiana bavarica L. [77]

La preuve finale est apportée par la valeur du point de fusion
du mélange de T et d'un échantillon authentique de gentiabava-

roside (163°) et par la superposition des spectres IR.
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Figure 78. Spectres IR de T et du gentiabavaroside,
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T : gentiabavaroside.



7.7. Examen de la fraction 6.

Nous obtenons 18 mg. d'un troisiéme glycoside xanthonique, U,
&4 partir de la fraction 6. Celle-ci est passée successivement
sur deux colonnes de cellulose avec le solvant de Partridge
puis avec du n—BuOH—AcOH-HZO (10 : 4 : 6); U est enfin pu-
rifié par filtration sur gel de Sephadex IH 20 (MeOH) et re-
cristallisé dans le méthanol & 90 %. F 140-141°.

Les spectres UV sont typiques d'une xanthone 1, 3, 7, 8
possédant un seul hydroxyle libre, probablement situé en 7.

N

De plus, ils sont identiques & ceux de T (voir 7.6.2.).

Tableau 40. Maximums d'absorption des spectres UV de la
substance U.

Solvant Maximums [nm]

MeOH 360 303 251 241
+ Al01, 360 303 251 241
+ NaQMe 410 275 249 (e)
+ NaOhc 362 300 255 243
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L'hydrolyse acide conduit & la gentiacauléine et au glucose. Le
traitement avec la P-glucosidase donne le méme aglucone. U serait
par conséquent un glucoside de la gentiacauléine, dans lequel le
sucre est fixé en 1. Cette hypothése est vérifide par la méthyla-
tion de U suivie de 1l'hydrolyse acide; nous obtenons la décussatine
identifiée par comparaison avec un échantillon témoin (identité
des spectres UV et IR et co-chromatographie). La figure 80 présen-
te la superposition des spectres IR de U méthylé hydrolysé et de

la décussatine.
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Figure 80. Spectres IR de U méthylé hydrolysé et de la décussatine.

Le spectre RMN (enregistré & 90 MHz, avec le TMS pris comme réfé-
rence interne) du dérivé acétylé de U est présenté dans la fi-
gure 81,

Figure 8l. Spectre RMN de U acétylé (CDClj)

{an WMiIs Y
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Entre 2,04 et 2,16 ppm se trouvent trois singulets correspon-
dant & quatre groupes acétoxyle aliphatiques. Le groupe acéto-
xyle aromatique apparait a 2,34 ppm. Le déplacement chimique
assez bas de ce groupe indique qu'il ne se trouve pas au voi-
sinage de la fonction carbonyle (position 1 ou 8) [lll] .

La coﬁrbe d'intégration indique la présence de 13 protons
entre 3,87 et 5,47 ppm. Parmi eux, se trouvent, & 3,88 et 3,91
deux singulets correspondant & deux méthoxyles. Les protons
H-2 et H-4 forment un spectre AB & 6,56 et 6,74 (J = 2,5 Hz).
A 7,12 et 7,30 se trouvent les protons H-5 et H-6 (spectre

AB, J = 10 Hz).

Ce spectre confirme la structure d'un glucoside de la gentia-
cauléine, la position d'attache du sucre ne pouvant &tre qu'en
l. I1 s'agit 14 d'un nouveau produit naturel et constitue le

quatriéme cas seulement d'un glucoside de xanthone 1, 3, 7, 8.

1
I
Y
—

Figure 82. Spectre IR de U.
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CH30 o
OH
CHOH o OCH,
o
OH
HO
OH

b:0-p -D-glucosyl-l-gentiacauléine.

7.8, Examen de la fraction 7.

Un quatritme glycoside, V est obtenu & 1'état pur & partir de
la fraction 7, aprés passage sur colonne de cellulose avec
comme éluant : n—BuOH—AcOH-H20 (10 : 4 ¢+ 7), et filtration
sur gel de Sephadex ILH 20 (MeOH). Quantité isolée : 175 mg.;
F. 220-222° (recristallisation dans le méthanol).

Les spectres UV de ¥V sont caractéristiques d'une xanthone 1, 3,
7, 8 possédant un hydroxyle libre en 1 ou en 8. Ia position 3
est probablement occupée, puisque l'addition de NaOAc n'a

que trés peu d'influence sur le spectre.
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Tableau 41. Maximums d'absorption des spectres UV de la substance ¥V

Solvant Maximums [nm]

MeCH 379 312 269 240
+ A1C1, 4%2 341 280 245
+ AlCl3/HCl 430 338 279 244
+ NaOMe 410 300 (e) 276 244
+ NaOhc 386 310 270
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Figure 83%. Spectres UV de V.
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3

L'hydrolyse acide conduit au glucose et & du xylose, et & un
spot de Rf inférieur correspondant & la gentiakochianine (iden-
tité des spectres UV et IR).

La position d'attache du sucre est déterminée par la méthyla-
tion de ¥V suivie de l'hydrolyse acide; nous obtenons la décus-
satine (comparaison avec un échantillon authentique) comme

c'était le cas pour T et U.

V est donc sans doute le primvéroside en 1 de la gentiakochia-
nine. Ce composé est connu sous le nom d'isogentiakochianoside

[77] . Le point de fusion de V et de 1'isogentiakochianoside
sont identiques ; il en est de méme de leur spectres IR.

S 13 4 ; [ ] b4 [ ] ] © ” < 5 —
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A . ¥ !
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Figure 84. Spectres IR de V et de 1l'isogentiakochianoside.

CH30 o
////’cﬂh OH
0O o © (o) OH
H H
HO HO
OH OH

V : isogentiakochianoside.
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Examen de la fraction 8.

la derniére partie de l'extrait méthanolique fournit deux nouveaux
polyphénols aprés passage sur colonne de cellulose (AcOH 15 %) :
W et X. Ceux-ci sont purifiés par filtration sur gel de Sephadex
IH 20 (MeOH). Quantités isolées :
- ' ¥ : 11 mg.; F. 228-230°

X : 38 mg.; F. 234-236°
Ces composés sont les C-glucosyl-flavones isovitexine et iso-orien-
tine, déja rencontrées dans les autres espéces que nous avons é-
tudiées.

En effet, leur comportement chromatographique dans plusieurs sys-
témes de solvants, leurs spectres UV et IR et leur point de fusion

sont tous identiques aux données pour des échantillons authentiques
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Figure 85. Spectres IR de W et de l'isovitexine (1).
Spectres IR de X et de 1l'iso-orientine (2).
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W : isovitexine

X : iso-orientine
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7.10. Résumé.
Dix polyphénols, dont huit xanthones 1, 3, 7, 8 et deux C-glu-

cosides flavoniques, ont été isolés & partir des feuilles et
tiges de Gentiana ciliata L.

: décussatine

: gentiacauléine

isogentiacauléine

0

gentiakochianine

primvérosyl-l-décussatine

gentiabavaroside

0- P -D-glucosyl-l-gentiacauléine

..

isogentiakochianoside
: isovitexine

: iso-orientine

=IE 1< 1 18 K o 1< 1R

Alors que la plupart de ces composés ont déja été trouvés a
1'état naturel (en particulier dans plusieurs esptces du genre
Gentiana), U est un nouveau composé, le premier glucoside de

la gentiacauléine connu.

Nos résultats ne concordent pas entiérement avec ceux de
CARBONNIER et coll. [51] . En effet, seuls a , B, Y et S
sont signalés par ces auteurs; les six autres composés ne sont
pas mentionnés. De plus, nous trouvons les isoméres de deux
glycosides cités par CARBONNIER (gentiacauloside et gentia-
kochianoside). *
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8. CONCLUSION.

Notre objectif dans ce travail consistait avant tout dans
1'étude des constituants polyphénoliques des trois espeéces
de la sous-tribu des Gentianinae que nous avions choisies :

Gentiana asclepiadea L., Gentiana cruciata L. et Gentiana

ciliata L. Ainsi, nous avons pu isoler et identifier vingt-
huit polyphénols : douze & partir des feuilles de Gentiana
asclepiadea L., dont cing nouveaux composés naturels, six dans

s

les feuilles de Gentiana cruciata L. et enfin dix a partir des

feuilles et tiges de Gentiana ciliata L., dont le premier

glucoside de la gentiacauléine & &tre décrit.

La présence, dans les feuilles de Gentiana asclepiadea L.,

de nombreuses C-glucosyl-flavones, ainsi que l'absence de
xanthones autres que la mangiférine et ses dérivés, permet-
tent de rapprocher la section Pneumonanthe de la section
Coelanthe, comme le suggére SCHARFETTER [25] . Il est en
outre extrémement intéressant d'y trouver les cing nouveaux
produits naturels, qui se révélent &tre des critéres de dif-
férentiation entre ces deux sections; les glucosides de la
mangiférine et les di-O-glucosides de C-glucosylflavones
pourraient méme é&tre des caractéres précieux pour la diffé-
rentiation des diverses espeéces de la section Pneumonanthe.
Enfin, le 7-0O-glucoside de l'isovitexine (présent aussi dans
la section Chondrophylla) et le 2"-O-glucoside de 1l'iso-orien-
tine (trouvé dans la section Cyclostigma) pourraient consti-
tuer des caractéristigues permettant un lien entre ces deux

derniéres sections et la section Pneumonanthe.
[}

Nos résultats sont donc trés intéressants au vu des lignes
d'évolution suggérées par SCHARFETTER :
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Coelanthe - Pneumonanthe - Frigida - Chondrophylla
d'une part et

Coelanthe - Pneumonanthe - Thylacites - Cyclostigma
d'autre part.

De son cdté, Gentiana cruciata L. fait partie de la section

Apteré, qui, encore selon le méme auteur, se situe dans une
ligne d'évolution distincte des précédentes :
Coelanthe - Pneumonanthe ~ Aptera.

I1 est par conséquent extrémement intéressant de constater

l'absence de xanthones dans les feuilleg de Gentiana cruciata L.

mais d'y relever les C-glucosylflavones, en particulier la
caféoyl-2"-iso-orientine, mises en évidence dans la section
Coelanthe.

Gentiana ciliata I.. se situe dans un genre distinct du genre

Gentiana; nous nous attendions donc & y trouver de nombreuses
caractéristiques permettant de justifier cette séparation. Nos
résultats tendent & prouver que Gentiana ciliata L. {et proba-

blement avec elle la section Crossopetalum = genre Gentianopsis)
ne se différencie que trés peu, du point de vue chimique, des
espéces de la section Cyclostigma (genre Gentiana). En effet,
parmi les dix polyphénols que nous avons identifiés, seul le
glucoside de la gentiacauléine, nouveau composé naturel, et
l'isogentiacauléine, ne sont pas signalés dans les espices de la
section Cyclostigma. Or, si 1'on considére que parmi celles-ci,

seules Gentiana bavarica L., Gentiana nivalis L. et Gentiana

verna L. ont été étudiés avec minutie, la présence de ces deux

xanthones dans Gentiana ciliata L. ne permet vas une différen-

tiation s{ire et marquée. La morphologie de Gentiana ciliata L.

1'éloigne pourtant nettement des Gentiana; il semblerait donc
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que 1'on soit en présence d'un phénoméne de convergence chi-

mique entre taxons de genres différents.

En résumé, les résultats obtenus pour Gentiana asclepiadea L.

et Gentiana cruciata L. vont dans le sens desvlignes d'évolu-

tion pressenties par SCHARFETTER; ils permettent de plus la

différentiation de Gentiana asclepiadea L. avec les autres

espéces du genre Gentiana dont le contenﬁ polyphénolique est
connu. Enfin, la séparation des genres Gentianopsis et
Gentianella paralt justifiée sur la base du contenu en flavo-
nes et xanthones.
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Nous présentons ici un tableau récapitulatif complet de
la distribution des polyphénols dans les espéces de la
sous-tribu des Gentianinae.
Le lecteur y trouvera :

- toutes les espéces qui ont été étudides

- les polyphénols identifiés

- la mention de l'organe dans lequel se trouvent
les polyphénols

- le numéro du polyphénol, qui se rapporte & sa

formule développée (voir les pages qui suivent le tableau)
- la référence bibliographique du travail

Les abréviations employées dans ce tableau et dans la

liste des formules développées sont :

-

F : feuilles gluc : glucosyl
FL : fleurs glyc ¢ glycosyl
P : plente entieére prim : primvérosyl
R : racines rutin : rutinosyl

T : tiges



9. TABLEAU RECAPITULATIF DES POLYPHENOLS

DANS TA SOQUS-TRIBU DES GENTIANINAE

Organes
étudiés

Polyphénols

I. GENRE GENTIANA

A.

Section Coelanthe

gentiséine

isogentisine

gentisine

méthylgentisine
triméthoxy-1,3,7-xanthone
gentioside

dihydroxy-1,3-diméthoxy-
2,7-xanthone

mangiférine
isovitexine
O-glucosyl-4'-isovitexine

iso-orientine

O-glucosyl-4'-iso~orientine

Formules

No

Gentiana lutea

OW 3 00 W

74
75
88
89

143

46
46,
46,
46,
46

47,
97

72
72
74
72
74

47, 14
47

72
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Gentigna punctata L.

R gentisine 4 47, 79

R gentioside 7 47, 79

F, R isovitexine 74 79

F, R .0-glucosyl—4'-isovitexine 75 79

F t-feruloyl-2"-isovitexine 78 93

F ‘t-feruloyl-2"-0~glucosyl- 79 93
4'-isovitexine

F, R iso-orientine 88 79

F, R 0O-glucosyl-4'-iso-orientine 89 79

F 0-glucosyl-2"-iso-orientine 91 93

F t-caféoyl-2"~iso-orientine 93 93

F t-feruloyl-2"-iso-orientine - 94 93

F t-caféoyl-2"-0-glucosyl-4 "'~ 95 93
iso-orientine

F . t-feruloyl-2"-0-glucosyl- 96 93

4'~iso-orientine

F isoscoparine 99 93

Gentiana pannonica Scop.

R gentisine 4 47
R gentioside 7 47
F isovitexine 74 79
F O-glucosyl-4'-isovitexine 75 79
F iso-orientine : 88 79
F 0-glucosyl-4'-iso—orientine 89 79
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Gentiana burseri Lapeyr.

R isogentisine 3 83
F isovitexine 74 79
F O~-glucosyl-4'-isovitexine ) 75 79
F iso-orientine 88 79
F O-glucosyl-4'-iso-orientine 89 79
F t-caféoyl-2"-iso-orientine 93 82
F t~feruloyl-2"-iso-orientine 94 85
F t~-feruloyl~-2"-0O-glucosyl- 96 85
4'~iso-orientine.
F p~0-glucosyl-t-caféoyl-2"-0- 97 82
glucosyl~4'-iso-orientine
Gentiana purpurea L.
R gentisine 4 47
R gentioside 7 47
F isovitexine 74 79
F 0-glucosyl-4'-isovitexine 75 79
F iso-orientine 88 79
F O-glucosyl-4'-iso-orientine 89 79
Gentiana vilarsii Ronn.
F isovitexine 74 79
F O-glucosyl-4t'-isovitexine 75 79
F iso~orientine 88 79
F 0-glucosyl-4'-iso-orientine 89 79



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

R . gentisine

R gentisine

B. Section Cyclostigma

146

Gentiana hegetschweleri

Gentiana hybrida Schleich.

Gentiana bavarica L.

F, T norswertianine 32
F, T swertianine 33
F, T gentiacauléine 36
F, T décussatine 38
F, T norswertiaglucoside -39
F, T norswertiaprimveroside 40
F, T isogentiakochianoside 42
F, T désacétylgentiabavarutinoside 44
F, T gentiabavarutinoside 45
F, T gentiabavaroside 48
F, T O-primverosyl-l-décussatine 51
F, T isovitexine 74
F, T iso-orientine 88

59

77,88
77,88
77,88
77,88
77
77
77
89
77,89
77
77

88
88
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Gentiana brachyphylla Vill.

F, T swertianine 33
F, T gentiacauléine 36
F, T décussatine 38
F, T isovitexine T4
F, T iso-orientine 88
Gentigna favrgti Rittener
F, T swertianine 33
F, T gentiacauléine 36
F, T décussatine 38
F, T mangiférine 67
F, T isovitexine T4
F, T iso-orientine 88
Gentiana nivalis L.
F, T swertianine 33
F, T gentiacauléine 36
F, T décussatine 38
F, T mangiférine 67
F, T isovitexine T4
F, T iso-orientine 88
F, T O-glucosyl-3'-iso-orientine 90

88
88
88
88
88

88
88
88
88
88
88

88
88
88
88
88
88
76



148

TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Gentiana rostani Reuter

F, T swWwertianine 33 88
F, T gentiacauléine 36 88
F, T décussatine 38 88
F, T isoviiexine 74 88
F, T iso-orientine 88 88
Gentiana schleicheri Kunz.
F, T gentiacauléine 36 88
F, T décussatine 38 88
F, T isovitexine 74 88
F, T iso-orientine 88 88

Gentiana utriculosa L.

F, T gentiacauléine 36 88
F, T décussatine 38 88
F, T mangiférine 67 88
F, T isovitexine 74 88
F, T iso-orientine 88 88

-
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TABLEAU RECAPITUIATIF (suite)

Gentiana verna L.

F, T norswertianine ' 32 88
F, T swertianine 33 78,88
F, T gentiacauléine 36 88
R, F, T décussatine 38 59,88
F, T isogentiakochiancside 42 78
F, T 0O-glucosyl-8-swertianine 46 78
F, T gentiabavaroside 48 78
F, T O-primverosyl-l-décussatine 51 59,78
F, T mangiférine : 67 78,88
F, T isovitexine 74 88
F, T isco-orientine 88 78,88
F, T 0-glucosyl-4'-iso-orientine 89 81
F, T O-glucosyl-2"-iso-orientine 91 81
FL glucosides de la delphinidine 110 70
C. Section Aptera Gentiana cruciata L.
F, T mangiférine 67 86
F, T isovitexine T4 86
F, T O-glucosyl-4'-isovitexine 75 86
F, T iso-orientine 88 86
F, T O-glucosyl-4'-iso-orientine 89 86
F, T t-caféoyl-2"-iso-orientine 93 86
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

D. Section Pneumonanthe Gentiana asclepiadea L.
F mangiférine 67 87
F O-glucosyl-6-mangiférine 68 94
F O-glucosyl~T-mangiférine 69 94
F isovitexine 74 87
F 0-glucosyl~4'isovitexine 75 87
F 0-glucosyl-2"-isovitexine 76 87
F saponarine 77 94
F di-0-glucosyl-2",4'~isovitexine 82 91
F iso-orientine 88 87
F 0-glucosyl-~4'iso-orientine 89 87
F 0-glucosyl-2"-iso-orientine 91 87
F di-0-glucosyl-2",4'-iso~orientine 98 91
Gentiana makonoi Kusn.
F kaemférol 105 68, 69
F quercétine 106 68, 69
Gentiana pneumonanthe L.
F, FL mangiférine 67 49
FL apigénine 70 49
FL 0-glucosyl-T-apigénine 71 49
FL di-0-glucosyl-T-apigénine 72 49
FL O-rhamnoglucosyl-7-apigénine 73 49
F isovitexine 74 49

F iso-orientine 88 49
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Gentiana septemfida Pall.

F, T lutéoline 85 71
F kaempférol 105 68, 69
FL glucosides de la delphinidine 110 70
E, Section Thylacites Gentiana acaulis L.
F isovitexine T4 49
F iso~orientine ) 88 49
FL dérivé p-coumaryle de la O- 111 70

glucosyl-3-delphinidine

Gentiana alpina Villars

F, R gentiacauléine 36 51
R décussatine 38 51
FL gentiakochianoside 43 51
F, FL, R gentiacauloside 49 51
F, FL isogentiacauloside 50 51
F, FL - O-primverosyl-l-décussatine 51 51

Gentiana kochiana Perr.et Song

R, P, FL swertianine 33 48, 51, 58
R, F, F1  gentiacauléine 36 48, 51

F isogentiacauléine 37 51, 58

R, ¥, FL décussatine 38 48, 51, 58
R, F, FL gentiakochianoside 43 48, 51, 58
R, ¥, FL gentiacauloside 49 48, 51

R, F, FL isogentiacauloside 50 48, 51, 58
F isovitexine 74 49

F

iso-orientine 88 49
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TABLEAU RECAPITULATIF (suilte)

Gentiana angustifolia Villars

R swertianine 33 51
R gentiacauléine 36 51
R décussatine 38 51
R, F, FL gentiacauloside 49 51
R, F isogentiacauloside 50 51
Gentiana clusii Perr. et Song.
R swertianine : 33 51
R, F gentiacauléine 36 51
R, F décussatine 38 51
R, F gentiacauloside 49 51
R, F, FL isogentiacauloside 50 51
R, F, FL O-primvérosyl-l-décussatine 51 51
F. Section Chondrophylla Gentiana pyrenaica L.
F, T saponarine 77 90
F, T O-glucosyl-7~-C-glucosyl-6-acacétine 84 90
F, T O-glucosyl-7~-isoscoparine 101 90
F, T isopyrénine ) 103 90
F, T O-glucosyl-7-isopyrénine 104 90
F, T isoquercitrine 107 90



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

- - -

- - -

oo e L L T > T L T

-

II. GENRE GENTIANELLA

H B B A A B AxX 3

H B B B P B 3 133

A, Section Amarella

153

desméthylbellidifoline
bellidifoline
isonorswertianoline
isoswertianoline
corymbiférine ,
O-glucosyl-l-corymbiférine
mangiférine

swertisine

iso-orientine

glucosides de la delphinidine

Gentiana germanica Willd.

21
22
28
30
59
62
67
83
88
110

80,
80,
80,
80,
84,
84,
84,
84,
80,
70

desméthylbellidifoline
bellidifoline
isonorswertianoline
isoswertianoline
corymbiférine )
O-glucosyl-l-corymbiférine
mangiférine

swertisine

iso=-orientine

21
22
28
30
59
62
67
83
88

92
92
92
92
92
92
92
92
92

Gentiana campestris L.

92
92
92
92
92
92
92
92
92
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Gentiana ramosa Hegestschw.

F, T desméthylbellidifoline 21 92
F, T bellidifoline 22 92
F, T isonorswertianoline 28 92
F, T isoswertianoline 30 92
F, T corymbiférine 59 92
F, T O-glucosyl-l-corymbiférine 62 92
F, T mangiférine 67 92
F, T swertisine 83 92
P, T iso-orientine 88 92
B. Section Antarctophylla Gentiana bellidifolia Hook.
R desméthylbellidifoline 21 52
R bellidifoline 22 52
R isobellidifoline 23 53
R méthylbellidifoline 24 52
R corymbiférine 59 54
R diméthyl-4,7-bellidine 64 54
Gentiana corymbifera Kirk
R corymbiférine 59 54, 63
R O-glycoside de la corymbiférine 63 63

Gentiana turkestanorum Gand.

F. T bellidifoline 22 61



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

III. GENRE_GENTIANOPSIS

FL
FL
FI,
FL,
FL,
FL,
FL, R, F,
R, F, T

W oH o
e

FL, R, F,

F, T
FL, F, T
F, T
F, T
FL, R, F,
FL, F, T
FL, F, T
F, T
F, T

Gentiana ciliata L.

gentiséine

isogentisine

gentisine

méthylgentisine

swertianine

swertiaperenine
gentiacauléine
isogentiacauléinev
décussatine
isogentiakochianoside
gentiakochianoside
gentiabavaroside
O-glucosyl-l-gentiacauléine
gentiacauloside
isogentiacaulosgide
O-primverosyl-l-décussatine
isovitexine

iso-orientine

oS W

35
36"
37
38
42
43
48
48"
49
50
51
74
88

155

42
42

42

42

42,113

42
42,51,113
51,113
42,51,113
113

51

113

113
42,51

51
42,51,113
113

113
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

IV. GENRE SWERTIA

Swertia bimaculata Hook et Thoms

P dihydroxy-1-3-diméthoxy-4,5- 12 39, 60
xanthone
P 0-glucosyl-l-hydroxy-3-diméthoxy- 15 39
) 4,5-xanthone
P 0-glycosyl-l-hydroxy-3-diméthoxy~ 16 60
4,5-xanthone
P O-glucosyl-1l,3-hydroxy-l-diméthoxy- 17 39
4,5~xanthone
P méthylbellidifoline 24 60
P hydroxy-8-triméthoxy-1,3,5- 26 60
, xanthone
P 0-glycosyl-l-méthylbellidifoline 31 60
P décussatine 38 60
P hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,5 52 60
xanthone
P dihydroxy-1,4-triméthoxy-2,3,7 53 60
xanthone
P hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,7- 54 60
xanthone
P hydroxy-2-tetraméthoxy-1,3,4,7- 55 60
xanthone
P 0-glycosyl-l-hydroxy-4-triméthoxy- 57 60
2,3,7- xanthone
P dihydroxy-1,3-triméthoxy-4,5,8- 60 60
xanthone
P isovitexine 74 40

P iso-orientine 88 40



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Swertia chirata Buch. Ham.

64

64

33, 41

33, 41

32, 33, 41
32, 33, 41
33

33, 41

32, 41

32

33, 41
32, 33, 41
33, 4

44, 48
44
44

45
38
38

38
38
38

P gentiséine 2
P isogentisine 3
P desméthylbellidifoline 2l
P bellidifoline 22
P isobellidifoline 23
P méthylbellidifoline 24
P hydroxy-l-triméthoxy-3,5, 8-xanthone 25
P norswertianine 32
P swertianine 33
P swertinine 34
P swertiapérénine 35
P décussatine 38
P mangiférine 67
Swertia decussata Nimmo
F, T swertianine 33
P swertinine 34
FL décussatine 38
Swertia dilata C.B.Clarke
P norswertianine 32
P norswertiaglucoside 39
P mangiférine 67
P isovitexine 74
P 0-glucosyl-7-1lutéoline 86
P O-glucosyl-5-lutéoline 87
P iso-orientine 88

38



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

G L L R G R KN W " W KW

W W g W KW WK

Swertia gracilescens A. Sm.

norswertianine
norswertiaglucoside
mangiférine

" 0-glucosyl-7-lutéoline

O-glucosyl-5-1lutéoline

iso-orientine

Swertia japonica Makino

desméthylbellidifoline
bellidifoline
isobellidifoline
méthylbellidifoline
swertianoline
norswertianine
svwertianine
swertiapérénine
isovitexine
swertisine
iso-orientine
swertiajaponine

orientine

Swertia lawii
desméthylbellidifoline
hydroxy-l-triméthoxy-3,5,8-xanthone
norswertianine
swertianine
swertiapérénine
décussatine

hydroxy-l-tetraméthoxy-3,4,7,8~xanthone

32
39
67
86
87
88

21
22
23
24
29
32
33
35
74
83
88
100

102

21
25
32
33
35
38
65

45
38
38
38
38
38

35
35
41
41
41
35
35
35
40
65
40
65
65

31
31
31
31
31
31
31



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

W koW oo™ R

F,FL,T
F,T
R,F,T
R,FL
R,F,T
R,F,T
F,T

F,T
F,T
F,T
F,T
F,T

159

Swertia nervosa Wall.

swertianine

swertiapérénine
gentiacguléine

décussatine

isovitexine
O-arabinosyl-x"-igsovitexine

iso-orientine

Swertia perennis L.

bellidifoline

isoswertianoline

norswertianine

swertiapérénine

décussatine

norsvwertiaglucoside
di-0-glucosyl-1l,3-norswertianine
0-primverosyl—l-s§ertiapérénine
O-primverosyl-l-décussatine
mangiférine

isovitexine
QO-arabinosyl-6"-isovitexine
iso-orientine

O-arabinosyl-6"-iso-orientine

33
35
36
38
74
80
88

22
30
32
35
38
39
41
47
91
67
74
81
88
92

45
45
45
45
38
38
38

59, 95
95

59, 95
48, 59, 9
95

95

96

95

95

95

95

95

95

95



TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Swertia pseudochinensis

desméthylbellidifoline
bellidifoline
‘méthylbellidifoline
norswertianine
swertianine
swertiapérénine
décussatine
isovitexine

swertisine

2o B v B I e B T o B v B - B v B o

iso-orientine

Swertia purpurascens Wall.

desméthylbellidifoline
bellidifoline
isobellidifoline
norswertianoline
swertianoline
isoswertianoline
norswertianine

décussatine

Lae T - B o o T B v B o B - B o B v

hydroxy-l-tetraméthoxy-3,4,5,8
xanthone

hydroxy-l-tetraméthoxy-3,5%,7,8-
xanthone

Hd

&
=]

hydroxy-l-tetraméthoxy-3,5,7,8~
xanthone

P swertisine

21
22
24
32
33
35
38
74
83
88

21
22
23
27
29
30
32
38
61

65

66

83

160

4
41
41
41
4
4
41
40
40
40

37
34, 31
37
36
36
36
37
37
37

37
34

66
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Swertia racemosa Wall.

P desméthylbellidifoline 21 45
P bellidifoline 22 45
P méthylbellidifoline 24 45
P norswertianoline ' 27 38
P swertianoline 29 38
P norswertianine 32 45
P swertianine 33 . - 45
P swertiapérénine 35 45
P isovitexine ' T4 38
P iso-orientine 88 38

Swertia randaiensis Hayata
P desméthylbellidifoline 21 41
P norswertianoline 27 40
P norswertianine 32 41
P swertianine : 33 41
P isovitexine 74 40
P iso-orientine 88 40

Swertia swertopsis Makino
P méthylbellidifoline 24 40
P norswertianine 32 40
P swertianine 33 40
P swertiapérénine 35 40
P décussatine 38 40
P mangiférine 67 40
P isovitexine T4 40
P iso-orientine 88 40
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

Swertia tosaensis Makino

P  desméthylbellidifoline 21 41
P bellidifoline 22 41
P méthylbellidifoline 24 41
P  norswertianine 32 41
P swertianine 33 41
P swertiapérénine 35 41
P  isovitexine ' 74 40
P swertisine 83 40
P iso-orientine 88 40
P  swertiajaponine 100 40

_ Halenia asclepiadea (HBK) G. Don.
P hydroxy-l-triméthoxy-2,3,5-xanthone 8 57
P hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,5-xanthone 52 57
P  hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,7-xanthone 54 57
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TABLEAU RECAPITULATIF (suite)

VI. GENRE FRASERA

Frasera albicaulis Dougl.ex.Griseb.

R triméthoxy-1,3,5-xanthone 1 56
R méthylgentisine 5 56
R triméthoxy-1,3,7-xanthone 6 56
R hydroxy-l-triméthoxy-2,3,5-xanthone 8 56
R hydroxy-l-triméthoxy-2,%,7-xanthone 10 56
R hydroxy-2-triméthoxy-1,3,7-xanthone 11 56
R dihydroxy-1,3-diméthoxy-4,5-xanthone 12 56
R hydroxy-l-triméthoxy-3,4,5-xanthone ' 13 56
R tetraméthoxy-1,3,4,5-xanthone 14 56
R dihydroxy-1,3-diméthoxy-4,7-xanthone 18 56
R hydroxy-l-triméthoxy-3,4,7-xanthone 19 56
R tetraméthoxy-1,3,4,7-xanthone 20 67
R méthylbellidifoline 24 56
R hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,5-xanthone 52 56
R hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,7-xanthone 54 56
R hydroxy-2-tetraméthoxy-1,3,4,T7-xanthone 55 56
R pentaméthoxy-1,2,3,4,7-xanthone 56 56
Frasera caroliniensis Wall.
R hydroxy-i-triméthoxy-2,3,5-xanthone 8 55
R hydroxy-l-triméthoxy-2,3, 7-xanthone 10 55
R dihydroxy-1,3-diméthoxy-4,5-xanthone 12 55
R méthylbellidifoline 24 . 55
R 0O-glycosyl-l-méthylbellidifoline 31 55
R hydroxy-1-tetraméthoxy-2,3,4,5-xanthone 52 55
R hydroxy-l-tetraméthoxy-2,3,4,7-xanthone 54 55
R pentaméthoxy-1,2,3,5,8-xanthone 58 55
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FORMULES DEVELOPPEES

N2 SUBSTITUANTS NOM TRIVIAL

XANTHONES TRIOXYGENEES

En 1, 3 et 5

B ¥ 4
1 CH3 CH3 CH3
Eol, et 7

ro @ ‘ @
ORT
of o

B . B
2 H H H gentiséine
3 H H CH3 isogentisine
4 H CH3 H gentisine
5 H CH3 CH3 méthylgentisine
6 CH3 CH3 CH3
7 " pri

im ()H3 gentioside
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XANTHONES TETRAOXYGENEES

Enl, 2, 3 et 7

=2}
2]
=}
\S |
o
P}

10 B CH3 CH. CH
11 CH.
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En 1, 3, 4 et 5

ort ORS
o o
Rt B gt R
12 H H CH3 CH3
13 H CH3 CH3 CH3
14 CH3 CH3 CH3 CH3
15 gluc H CH3 CH3
16 glyc H CH3 CH3
17 H gluc CH, CH,
En 1, 3, 4 et 7
R B il R
18 H H CH3 CH3
19 H CH3 CH3 CH3



En 1, 3, b et

8

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

[

g jasjiil <= Ji < s R < s fi <1} |w

3
gluc

H
gluc
H

glyc

Enl, 3, 7T et

32
33
34
35
36

[

jacii« e« e i« o i« o] |R

W
Ul

CH
CH
CH
CH

W W W

fasiie~

CH

CH3
CH3

@

acii <~ g [asJie =J < = J« o |R
W

gluc

gluc

@

g fas] g oo |K
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desméthylbellidifoline
bellidifoline
isobellidifoline
méthylbellidifoline

norswertianoline
isonorswertianoline
swertianoline

isoswertianoline

norswertianine

swertianine
swertinine
swertiapérénine

gentiacauléine



B B’ -4
37 CH3 H CHs
78 H CH, CHy
39 gluc H H
40  prim H H
41 glue gluc H
42  prim CH, H
43 H CH H
44 H CH5 rutin
45 H : CH3 Ac-rutin
46 H CH3 H
47 prim CH3 CH3
48  prim CH3 H
48 gluc CH, H
49 H - CH3 prim
50 CH3 ‘ prim CH3
51 prim CH3 CH3

XANTHONES PENTAOXYGENEES

En l, 2, 31;4 etj

=]

=]

o
W

52 H CH

=
o om g m' .

prim

gluc

CH
CH

W W W

CH3
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isogentiacauléine
décussatine
norswertiaglucoside

norswertiaprimvéroside

isogentiakochianoside
gentiakochianoside
desacétylgentiabavarutinosic

gentiabavarutinoside

gentiabavaroside

gentiacauloside

isogentiacauloside
primverosyl-l-décussatine
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Bn 1, 2, 3, 4 et 7

or*
R30 @ o
or' O
B g% B r* 0
53 H CH3 CH3 H gHH-j
54 H CH, CH, CH, 3
55 CH, H CH, CH, CH,
56 CH3 v CH3 CH3 CH3 CH3
57 glyc CH3 CH3 H CH3

En 1, 2, 3, 5 et 8

R r® R’ R B®
8 CH CH CH [ CH
8 Oy By 3 By 3

En 1, 3, 4, 5 et 8

R R’ B R’ R®
59 H H CH3 CH3 H corymbiférine
60 H H CH CH, cH

W
LN
W



B
61 H CH3
62 gluc H
63 glyc H

En 1, 3, 4, 7 et 8

2w
64 I H

65 H 'CH3
En 1, 3, 5, 7 et 8
66 H CH3

r4

CH3
CH3
CH3

r4
CH
CH

170

L
CH3 CH3
CH3 H
CH3 H

LU
GI—I3 H diméthyl-4,7-bellidine
CH CH

3 3
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C-GLUCOSIDES XANTHONIQUES

R B B R
67 H H H H mangiférine
68 H H gluc H
69 H H H gluc

FLAVONES TRIOXYGENEES

10

ORS 0O
R B® 4y Y

70 H H H H

71 H H glue H

72 H H digluc H

73 H H rhamnogluc H

T4 H C~-gluc B q isovitexine
75 H C-gluc B gluc



R r

76 B 0-glucosyl-
2"-C-gluc

7 H C-gluc

78 H t-feruloyl-
2"-C-gluc

79 H t-feruloyl-
2"-C-gluc

80 54 O-arabinosyl~
z"-~C-gluc

81 H O-arabinosyl-
6"-C-gluc

82 H O-glucosyl-
2"-C-gluc

83 H C-gluc

84 H C-gluc

FLAVONES TETRAOXYGENELS

T

85 H H

86 H H

87 gluc H

88 H C-gluc

CH.
gluc
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g4
H

H saponarine

gluc

H
gluc

H swertisine
CH

3 A

lutéoline

mmmmlw
mmmmlm

iso~orientine



89
90
91

92

93

94

95

96

97

98

99
100
101

102

®o

H C-gluc
C-gluc

H O-glucosyl-
2"-C-gluc

H O-arabinosyl-
6"-C-gluc

H t-caféoyl-
2"-C-gluc

H t-feruloyl-
2"-C-gluc

H t-caféoyl-

. 2" -C-gluc

H t-feruloyl-
2"-C-gluc

H p-0O-glucosyl-
t-caféoyl-
2"-C-gluc

H O-glucosyl-
2" ~C~gluc

H C-gluc

H C-gluc

H C-gluc

A U

H H

-]

=+

H

CHz
gluc

CHz

CH

gluc

gluc

gluc

gluc

H
H
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isoscoparine
swertiajaponine

C-gluc

H

il

H

orientine



FLAVONES PENTAOXYGENEES

Bn 5, 7, 3', 4' eb 5!

R’
103 H
104 H
FLAVONOLS

&5
105 H
106 H
107 H
108 H
109 H

o

C-gluc
C-gluc

mmmmmlw

RZ

H

H
gluc
rutin

arabin
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OH

OH
OH

CH3 isopyrénine

kaempferol
quercétine
isoquercitrine
rutine

peltatoside



ANTHOCYANIDINES

g2 R
110 H 2}
111 gluc H

I’;U
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or?
+
e or%'

T '

A

H H delphinidine
H H
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DISCUSSION

En 1972, JOSSANG et coll. [50] ont &tabli une méthode de
chimiotaxonomie numérique des Gentianacées basée sur les modes
de substitution des xanthones identifides dans cette famille.
En ce qui concerne la sous-tribu des Gentianinae que nous a-
vons ﬁrésentée dans le tableau précédent, ces auteurs sont ar-
rivés & la conclusion que le genre Gentiana se rapproche plus
du genre Swertia que du genre Frasera, et que ce dernier s'ap-

parente plus & Gentiana qu'd Swertia. Ils ont déterminé les

" distances taxonomiques " suivantes :

Swertia - Gentiana : 0,41

Swertia - Frasera : 1,20

Gentiana - Frasera : 1,02

Ces auteurs n'ont cependant considéré gque les xanthones; de
Plus, ils ignorent les modes de glycosylation de ces molécules,
en précisant qu'd leur avis, trop peu d'espices avaient été
étudides pour leur contenu en glycosides. Enfin, ils ont in-

clu les genres Gentianella et Gentianopsis dans Gentiana.

Ils reconnaissent cependant deux points importants : tout

d'abord, les genres Frasera et Swertia sont bien indépendants

et ne doivent pas &tre réunis comme le proposait WAGENITZ en

1964 ; par ailleurs, Gentiana corymbifera Kirk et Gentiana

bellidifolia Hook (genre Gentianella !) se distinguent des

autres espéces du gerre Gentiana tel qu'ils le congoivent.

Sur la base des travaux effectuds & 1'Institut de Chimie de
Neuchidtel et du tableau récapitulatif que nous avons présenté,
nous nous proposons d'examiner qualitativement l'apport de
1'étude des polyphérnols & la chimiotaxonomie de la sous-tribdu.
Nous tiendrons compte non seulement des xanthones qui ont été
identifides mais aussi des flavones; de plus, pour les trois
4genres les plus étudiés, nous examinerons les modes de glyco-

sylation des xanthones.
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Malheureusement, les diverses espéces n'ont pas toutes été
étudides de la méme maniére; certaines identifications sont
manifestement incomplétes; dans gquelques cas, on ne s'est
intéressé qu'a un seul organe, alors que dans d'autres, la
plante entidre a été examinde. C'est donc avec beaucoup de
prudence que nous allons tenter de dégager 1l'essentiel des
données en question. Le lecteur devra tenir compte des res-
trictions que nous venons de mentionner et du fait que la
chimie des polyphénols de la sous-tribu est encore trés loin
d'étre entiérement connue. La mise au point qui va suivre,

toute partielle soit-elle, nous parailt cependant intéressante.

De nombreuses espeéces de la sous—-tribu sont caractérisées par
la présence de xanthones, dont une-majorité sont tetraoxygé-
nées. Les schémas de substitution impliguent tous les posi-
tions 1 et 3, avec des oxygénations supplémentaires en 5 ou

en 7, trées souvent en 8 et plus rarement en 4.

Parmi les xanthones identifiées dans le genre Gentiana, on note
une grande majorité substituées en 1, 3, 7 et 8. Il en est de
méme du genre Gentianopsis. Un lien analogue existe entre

S

Swertia et Gentianella puisqu'ils semblent &tre les seuls &

présenter de nombreuses xanthones 1, 3, 5 et 8. Remarquons
que Swertia semble occuper une place centrale puisqu'il réunit
les caractéristiques xanthonigues des autres genres en ayant

souvent &4 la fois les deux schémas de substitution.

Ia pentaoxygénation est plus rare; elle se trouve chez
Gentianella et chez Swertia mais est jusqu'a présent compléte-

ment absente des genres Gentiana et Gentianopsis.

Les xanthones sont fréquemment glycosylées, en particulier par
le glucose ou le primverose. Chez Gentiana, nous trouvons

une variété de sucres attachés aux diverses xanthones : glucose,
primvérose et méme rutinose. Le genre Gentianella au contraire
semble ne présenter que des glucosides. Swertia contient sur-

tout des glucosides, mais quelques primvérosides existent aussi .
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Enfin, le genre Gentianopsis est & rapprocher de Gentiana
semble-t-il, par la présence de divers primvérosides et d'un

glucoside.

Les C-glucosides flavoniques sont assez répandus; c'est le cas
notamment de l'iso-orientine et de l'isovitexine. Ce n'est
cependant que dans le genre Gentiana que l'on a trouvé un

nombre important de dérivés de ces flavones de base.

Les genres Fraserz et Halenia n'ont été que trés peu étudiés.

Néanmoins ils paraissent assez proches : tous deux semblent
caractérisés par l'absence totale de flavones. Les xanthones
'y sont nombreuses, mais on n'en trouve aucune qui soit oxygé-
née en 1, 3, 7 et 8, et de rares en 1, 3, 5 et 8. Notons enfin
que toutes les xanthones sont hautement méthoxylées et gque

les pentasubstituées sont nombreuses.

En résumé, au niveau des genres, nous constatons que Swertia
semble occuper une place centrale dans la sous-tribu; bien

qu'elle soit plus proche des genres Gentiana, Gentianella et

Gentianopsis, on y trouve certaines caractéristiques des

Frasera et Halenia. Le genre Gentianopsis semble se rappro-

cher de certaines espéces du genre Gentiana. Celui-ci se
distingue par l'ample variation des C-glucosides flavoniques.
Enfin, le genre Gentianella s'apparente nettement & Swertia

et semble s'éloigner des Gentiana et Gentianopsis. Halenia

et Frasera paraissent former un groupe & part.

Sur la base de ces considératiouns, il nous paralt justifié de

maintenir la séparation entre les genres Swertia et Frasera

de méme que celle éloignant Gentianella de Gentiagna. L& vali-

dité de 1'élévation de Gentianopsis au niveau de genre distinct
de Gentianella nous parait prouvée. En revanche, les différen-
ces entre Gentianopsis et certaines espéces de Gentiana sont

beaucoup moins nettes.
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En ce qui concerne le niveau infragénérique, nous ne pouvons

examiner que les trois genres Gentiana, Gentianella et Swertia,

gseuls A avoir été suffisamment étudiés. Les résultats obtenus

pour les trois autres genres (Gentianopsis, Frasera et Halenia)

gsont trop limités et ne peuvent &tre employés qu'au niveau des

genres.

Au niveau infragénérique donc, nous notons 1l'étonnante homo-
généité du genre Swertia : les xanthones tétraoxygénées y sont
uniformément répandues, et & l'exception des trois espéces,

assez peu étudides, il est vrai, Swertia chirata Buch. Ham.,

Swertia decussata Nimmo. et Swertia lawii, tous les membres

du genre contiennent aussi des flavones. Quelgques espéces ont
néanmoins un caractére particulier-: c'est le cas notamment

de Swertia chirata Buch. Ham., seule espéce possédant des xan-

thones trioxygénées et de Swertia bimaculata Hook et Thoms.,

ayant des xanthones tetraoxygénées autrement qu'en 1, 3, 5 et
8 et enl, 3, 7 et 8, ainsi que de nombreuses xanthones penta-

oxygénées. Swertia purpurasceng Wall. et Swertia lawii se

distinguent aussi par quelques xanthones pentasubstituées.

Enfin, Swertia perennis L. représente un cas tout & fait par-

ticulier par ses glycosides de flavones, par les seuls prim-~
vérosides dans le genre et par le di-O-glucoside de la

norswertianine, unique dans la nature.

Le genre Gentianella ne nécessite que peu de commentaires fant
son homogénéité semble bonne. Les cing espéces étudiées dans
ce genre semblent principalement caractérisées par les xantho-
nes 1, 3, 5, 8. Relevons encore la parfaite uniformité de la
distribution des polyphénols dans les trois espéces de la
section Amarella, qui contiennent, & part les xanthones 1, 3,

5, 8, des C-glucosides flavoniques et la mangiférine.

Nous nous étendrons un peu plus sur le genre Gentiana, qui a

particuliérement intéressé les chercheurs & Neuchidtel.
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Examinons en premier la section Cyclostigma qui offre une ex-
cellente homogénéité par la présence réguliére de xanthones

1, 3, 7, 8 et de C-glucosylflavones. Relevons 1l'intérét des
résultats qu'apporte une étude approfondie des espéces : la
différentiation de celles-ci au sein d'une section est possible.
Dans les Cyclostigma, trois espéces ont été examinées avec
minutie; or il s'avére que chacune d'entre elles se caractérise
par des glycosides particuliers : Gentiana verna L. se diffé-
rentie par son- O-glucosyl-2"-iso-orientine et le glucoside en

8 de la swertianine, Gentiana bavarica L. par ses rutinosides

de la gentiacauléine et enfin Gentiana nivalis L. par le O-

glucosyl-3'-iso-orientine.

Les espéces de la section Coelanthe sont principalement carac-
térisées par la présence de. C-glucosylflavones dans les feuilles
et de zanthones trioxygénées dans les racines. Relevons le fait
que Gentiana lutea L. se distingue des autres espéces en pré-
sentant ces xanthones aingsi que la mangiférine dans ses feuilles.

Ici aussi une différentiation entre les espéces semble possi-
ble, non seulement par le cas cité ci-dessus mais aussi sur la
base des étonnants cinnamoyl-C-glucosylflavones, dont six ont

été mises en évidence chez Gentiana punctata L. et quatre chez

Gentiana burseri Lapeyr. Or trois de ces molécules sont parti-

culiéres &4 la premiére espéce et une autre ne se trouve gque
dans la deuxidme. Ia présence d'isoscoparine dans Gentiana punc-
tata L. pourrait également constituer un caractere parti-
culier. A nouveau, seule une étude extrémement poussée a pu

fournir ces nouvelles informations.

A notre avis, les espéces de la section Thylacites n'ont mal-

heureusement pas été examinédes avec toute la rigueur désirée.

Ta différentiation des espéces n'est pas possible sur la base

des résultats connus a ce jour. Cependant, tous les membres de
la section contiennent des xanthones 1, 3, 7, 8 et quelques

primvérosides. Seule Gentiana kochiana Perr. et Song.

(= Gentiana acaulig L.) se distingue par la présence des C-

glucosides flavoniques iso-orientine et isovitexine.
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Le seul représentant de la section Chondrophylla & &tre étudié,

Gentiana pyrenaica L. constitue un cas tout-4-fait spécial :

les glucosides en 7 de C-glucosylflavones, les 6-C-glucosides
de l'acacétine et de la tricine ainsi que la présence du fla-
vonol isoquercitrine, lui conférent une place particuliére
au sein du genre. Parmi les substances identifiées dans cette
espéce, seule la saponarine a été mise en évidence ailleurs

dans le genre (Gentiana asclepiadea L.).

A 1'exception de Gentiana asclepiadea L. précisément, et de

Gentiana pneumonanthe L., les espéces de la vaste section

Pneumonanthe n'ont pas été étudides, et seule la premidre 1l'a
été avec suffisamment de minutie. Néanmoins, on remarquera

que l'analogie avec Gentiana pyrenaica L. que nous venons de

citer, ainsi que les quelques C-glucosylflavones également
identifiées dans la section Coelanthe pourraient avoir une
signification particuliére, si l'on se réftre au tableau des
relations phylogénétiques de SCHARFETTER (voir tableau 6).

L'identification, chez Gentiana asclepiadea L. des premiers

di-0-glucosides de C-glucosylflavones ainsi que des glucosi-
des de la mangiférine, pourrait &tre la base de la caractéri-
sation de la section dans le cas d'une étude approfondie des

quelques 35 auires espeéces.

En résumé, l'homogénéité des genres semble aisément établie
et vérifiéde sur la base du contenu polyphénolique. Les sec-
tions du genre Gentiana ont également chacune leur caractére

et leur unité.

Il semble méme possible d'aller plus loin, & l'aide des résul-
tats d'études approfondies, en particulier celles sur les gly-
cosides. A 1l'intérieur d'une section, aussi homogéne soit elle,
chaque espéce pourrait contenir une ou plusieurs entités
capables de lui donner un caractére propre. Il est possible que
cela dépasse les objectifs premiers dévolus & la chimiotaxono-
mie; cependant, en tant que chimiste, nous ne pouvons ignorer

ces aspects ambitieux.
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PARTIE EXPERIMENTALE.

TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIWUES.

Nous ‘indiquerons les divers supports et solvants qui se sont
révélés efficaces pour la séparation et la purification des

polyphénols.

Chromatographie sur couches minces.

La polyamide offre d'excellents résultats pour tous les poly-
phénols. Nous avons employé des plaques fabriquées par nous-
mémes, & 1'aide de 1'étendeur DESAGA. Pour 5 plaques de dimen-
sions 20 X 20 cm., on utilise 8 g. de polyamide en suspension
dans 45 ml. d'éthanol.

Types de polyamide utilisés : .
Macherey-Nagel DC-11, DC-11 AC et DC-6.

Solvants :

2
pour les aglycones : MeOH—HZO—ACOH 90 : 5 :

Toluéne~MeOH-AcCOH 45 : 32 : 16

pour les glycosides : MeOH-H,0 9 : 1, 8 : 2, 6 : 4
5

La cellulose est trés précieuse pour la séparation des

C-glucosides flavoniques et pour les glycosides xanthoniques.

Nous avons utilisé les plagues finies Merck, cellulose F 50,

épaisseur de la couche 0,10 mm.

Systémes de solvants
AcOH 5, 10, 15 et 30 %
n—BuOH—ACOH—HZO 4 : 1 : 5 (phase supérieure)
n—BuOH—ACOH—HZO 10 ¢ 4 ¢ 7
AcOEt-MeOH-H, O 21 : 4 : 3

2

CHClB—AcOH—HZO 20 : 15 + 3
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Pour les sucres libres (aprés hydrolyse)
n-BuOH—pyridine—H20 6 :41:3
n-BuOH-AcOH-H,0 4 : 1 : 5 (phase supérieure)

Les plaques de silicagel sont celles du commerce : Merck

60 F2 sur feuilles d'aluminium, épaisseur 0,2 mm.

54
Solvants pour les glycosides :
AcOEt—MeOH—H20 21 : 4 : 3

Acétone—CHClB—Hzo 16 ¢+ 4 : 1

pour les aglycones :
Toluéne-AcOEt 4 : 1
Toluéne-AcOEt-EtOH 7 : 3 : 1

pour les sucres libres :
AcOEt—AcOH—MeOH—H20 65 ::20 : 15 : 15

Chromatographie sur colonne.

Nous avons utilisé des colonnes en verre de diameétre intérieur
variant entre 2 et 6,5 cm. et de hauteur utile 30-130 cm.
Elles sont munies d'un dispositif permettant un écoulement va-
riable & pression constante. Le remplissage d'une colonne se

fait avec le support en suspension dans le solvant d'élution.

Avant l'introduction des substances & séparer, le support est
lavé jusqu'a disparition de tout résidu solide dans 1'éluat.
La substance est alors introduite en solution dans 1'éluant.

N

Les guantités de substance & introduire sur une colonne dépen-
dent bien évidemment de la nature de la séparation, du support
et des dimensions de la colonne. La vitesse d'écoulement varie
entre 10 ml/h. pour les petites colonnes et 40 ml/h. pour les

grandes.

A titre d'exemple, nous employons une colonne contenant environ

140 cm3 de polyamide pour un gramme d'extrait éthéré et 250 cm3

par gramme d'extrait méthanolique.
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Les supportsg utilisés, ainsi que les solvants sont :

Polyamide SC-6 Macherey-Nagel (grosseur des grains 0,16 mm)
MeOH—HZO 5¢5~-9:1
MeOH-AcOH-H20 90 ¢+ 5 ¢ 5
Toluéne-MeOH-AcOH 45 : 32 : 16

Gel de silice 60 Merck (0,063 - 0,200 mm)
Toluéne-AcOEt-EtOH 7 3 3 : 1

Cellulose microcristalline (Avicel) Merck
AcOH 5 - 30 %
n-BuOH-AcOH-H,0 4 : 1 : 5 (phase supérieure)
n—BuOH-AcOH—HEO 10 : 4 =2 7

CHCl3—Ac0H-H20 20 £ 15 ¢ 3

Sephadex LH 20 Pharmacia
MeOH
MeOH—Hzo 9:1,8:2

Tous les solvants utilisés en chromatographie sont fraichement
distillés.
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TECHNIQUES D'ANALYSE.

Spectroscopie UV.

Les spectres UV ont été enregistrés avec un appareil Unicam
SP 800, en solution dans le méthanol. La concentration des so-
lutions est ajustée de fagon & obtenir une absorbance maximale
aux environs de 1l. Pour chaque substance, les specires sont
réalisés en présence des réactifs usuels selon les indications

de MABRY et coll. [100] .

Spectroscopie IR.

Les spectres IR sont enregistrés & partir de pastilles de KBr
contenant 0,4 & 0,5 % de substance cristalline, sur un appareil
Perkin-Elmer modéle 521.

Résonance magnétique nucléaire.

Le relevé des spectres RMN a été effectué par la maison
Hoffmann-LaRoche et Co. & Bile, & 90 et & 270 MHz, dans CDClB.

Hydrolyse acide.

Trois mg. de substance en solution dans 5 ml. de méthanol sont
chauffés & reflux pendant 2 & 4 heures dans 20 ml. d'acide
chlorhydrique 2N. Apres refroidissement, la solution est
extraite & 1'éther puis au butanol. Ces extraits sont concen-
trés et analysés par CCM. La phase aqueuse est conservée pour

la recherche des sucres.

Hydrolyse enzymatique.

Nous dissolvons 1 mg. de substance et 1 mg. de p -glucosidase

(Sigma Corporation, St.Louis, Mo. U.S.A.) dans 2 ml. de tampon
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acétate de sodium-acide acétique 0,5 M. ajusté & pH 5.

Ia solution est maintenue 12 - 24 h. & 37°, puis extraite &
1'éther et au n-butanol. Les extraits sont lavés avec soin
avec de 1'eau et purifiés sur colonne de Sephadex LH 20 (MeCH).
Ils sont ensuite analysés par CCM.

Recherche des sucres.

la phase aqueuse de l'hydrolysat, apres extraction des aglyco-
nes & 1'éther et au n-butanol, est neutralisée par 1l'addition
de bicarbonate de sodium. Elle est ensuite évaporée & sec et
les sucres sont extraits & la pyridine a 60° pendant 30 minu~
tes. Cette solution est analysée par CCM (voir techniques chro-
matographiques). La révélation des sucres est effectuée par
giclage d'une solution de phtalate d'aniline (0,93 g. d'ani-
line et 1,66 g. d'acide phtalique dans 100 ml. de n-BuOH-H,O

9 : 1) et chauffage pendant 5 minutes a 100°,

2

Méthylation.

La préparation des éthers méthyliques se fait par traitement
au diazométhane. Celui-ci est obtenu & partir de la N-nitroso-
4-toludne-sulfométhylamide (Fluka) par hydrolyse basique (KOH
dans l}éthanol) et distillation, selon les indications de

DE BOER et coll. [1127 .

5 mg. de substance en solution dans 10 ml. de méthanol absolu
sont traités par un exceés de solution éthérée de diazométhane
(10 fois la quantité théorique requise). Le mélange est aban-
donné pendant 24 heures & 4° C puis 24 heures & température
ambiante. On contrdle par CCM si la méthylation est compléte :
polyamide DC 11, MeOH—HZO 9 : 1, disparition du spot initial
et apparition d'un nouveau spot, bleu-clair, & valeur Rf
élevée. Si nécessaire le mélange réactionnel est encore traité

par un exceés (cing fois) de diazométhane.

La solution est enfin évaporée 4 sec et le résidu est purifié
par filtration sur gel de Sephadex LH 20 (MeOH).
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11.8. Acétylation.

11.9.

L'acétylation est effectuée & température ambiante, 10 mg. de
substance cristalline, 15 ml. d'anhydride acétique fralchement
distillé et 3 ml. de pyridine anhydre sont réunis et agités
jusqu'a dissolution compléte. On ajoute alors une pointe de
spatule d'acétate de sodium anhydre. Le mélange réactionnel

est abandonné pendant 24 heures.

Cette solution est ensuite concentrée & petit volume; le 1li-
quide visqueux résultant est traité & l'eau froide et a la
glace pour faire précipiter le dérivé acétylé. Celui-ci est
recueilli par filtration, lavé & l'eau froide et enfin re-

cristallisé dans 1'éthanocl.

Analyse élémentaire.

L'analyse élémentaire a été faite, pour les nouveaux glycosi-
des polyphénoliques, sur les dérivés acétylés. Les résultats
sont les suivants :

A acétylé : 059}168033 (1303,15)

Calculé : C : 54,38 H : 5,10 %

Trouvé : C : 53,88 H : 4,97 %
B acétylé : c6lH68035 (1361,17)

Calculé : C : 53,83 H : 5,04 %

Trouvé : C : 52,97 H : 4,94 %
D acétylé : 047}150027 (1046,89)

Calculdé : C ¢ 53,92 H : 4,81 %

Trouvé : C : 53,79 H : 4,91 %
E acétylé : C47H50027 (1046,89)

Calculé : C : 53,92 H : 4,81 %

Trouvé : C : 53,38 H : 4,97 %



==}

i

acétylé

acétylé

s C, H_0

47750725

Calculé :

Trouvé

: C,-H,.0

31732716

-
.

C
C

(1014,88)

: 55,62
: 56,10

(660,59)

Calculé : C : 56,36

Trouvé

.

C

: 56,46

H: 4,96 %
H: 5,16 %
H: 4,88 %
H:5,02%
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