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I. INTRODUCTIDON

I+ HISTAQRIGUE DU GENRE GENTIANELLA D

Le genre Gentiana est généralement attribué & TOURNEFCRT [ 1]
qui utilise un nom de DIOSCORIDE [ 2] commémorant la légende
du roi Gentius 4'Illyrie. RUPPIUS [ 3] en 1726 distingue deux
genres : Gentiana et Gentianélla: Dans son "Genera Plantarum"

de 1737 cependant, LINNE reprend le genre Gentiana de Tourne-
fort et le divise en sept groupes, dont quelques uns corres-
pondent aux sections actuelles. MOENCH en 1794 [ u] propose un
genre particulier : Gentianella, comprenant une seule espéce
Gentianella tetrandra MOENCH ( = Gentiana campestris L.). En
1796, BORKHAUSEN [ 5] de son c&té propose un genre Gentianella
dans lequel il inclut les gentianes ciliées (Section Crossope-
talum Fr#él.). Ces travaux resteront ignorés durant tout le

dix-neuvigme sidcle. Lorsqu'en 183% KUSNEZOV [ 6] propose sa

classification des gentianes, il regroupe toutes les espéces
dans le genre Gentiana qu'il subdivise en deux sous-genres
Eugentiana et Gentianella Kusnez. En 1922, SCHUSTLER [7] réta-

blit Gentianella au rang de genre en attribuant le hom incor-

S e

rectement & Borkhausen plutdt qu'd Moench.

Alors que de trés nombreux ouvrages maintiennent un seul genre,
certains auteurs, depuis une. vingtaine d'années ont adopté le
genre Gentianella : en particulier LOVE [8] » GILLETT[ 9] ,
TOYOKUNI [ 10] et ILTIS [11] .

1) Pour rédipger cette introductiocn, nous nous sommes servis,
entre autres, de la mise au point de GILLETT (1957). [ 8]



Tableau MNo. 1 :

Position systématique des taxons &tudifs

d'eprds Toyokuni 1962 [10] , Kusnezov [6] et Gillett 1957 [9]

Famille : GENTIANACER RE {ca 52 genres 2))
Tribu : Gentianeae
Sous-tribu : Gentianinae
1

Genres : Hazlenia, Opheiia, Swertia, Lomatogonium, T

Gentianopsis, Ptérigocalyx, Triptercspermum,

Gentiana, etc. Gentianalla
Sous-ganre : Gentianella, etc.
Secticns H Amarella, Andicola, Antarctephila, etce.
Espéces : G. campestris L.

G. ramosa Hegetschw.
G. germanica Willd.
G. amarella

G. austriaca

2) R. Hegnauer (1966} [12]
. i ete.



2,

COMPARAISON ENTRE LES GENRES GENTIANA ET GENTIANELLA

Hylander {1945) [1{] a résumé comme suit les caractéres mor-

phologiques appuyant la séparation des 2 genres

GENTIANA

. Nectaires basigynes

(autour du pédicelle

de 1'ovaire).

. Lobules accessoires

entre les pétales

{plicae).

. Membrane intracalycinale

=

unissant, & 1'intérieur,

les lobes du calice. Pré- .

floraison du calice wval-

vaire.

. Anthéres fixes.

. Pétales 4 3 faisceaux

libéroligneux.

. Mésophylle des feuilles

eontenant des cristaux

d'oxalate de calcium.

B'.

GENTTANELLA

Nectaires & la face inté-
rieure des pétales, prés

de la bhase.

Pas de lobules entre les

pétales.

Pas de membrane intracaly-
cinale. Préfloraison du

calice imbriquée.

. Anthéres versatiles.

Pétales 5~9 faisceaux

libéroligneux paralléles.

Mésophylle des feuilles
dépourvu de cristaux d'o-

xalate de calcium.
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L'anatomie florale apporie d'autres critéres

Selon Lindsey [147] par exemple, les faisceaux ventraux des car-
pelles fusionnent chez Gentiana, alors qu'ils restent libres
chez Gentianella. (Sauf dans la section Crossopetalum qui cons-

titue maintenant le genre Gentianopsis).

Les données palynologiques sont trop complexes et nuancées pour
apporter des avguments en faveur de la séparation des genres
Gentiana et Gentianella. Selon Nilsson (1967) [15] la morpholo-

gie du pollen des sections Crossopetalum et Comastoma différe

de celle des autres sections du genre Gentianella ce qui confir-
me le point de vue de Ma (in Toyokuni 1963 ) et de Toyakuni
(1962) [10 ] . En revanche, la section Amarella, rappelle par ses

caractéres palynologiques les espéces de Gentiana de la section

Cyclostigma.

Il convient de faire remarguer que plusieurs des caractéres

séparant Gentjanella de Gentiana se rencontrent dans les genres

Swertia, Lomatogonium et Comastoma. Ce dernier a €té considéré

jusqu'en 1961 comme section du genre Gentiana ou respectivement
Gentianella, bien que R. von Wettstein (1896) [16] ait montré
la ressemblance des espéces de la section Comastoma avec Loma-

togonium 3)

sition des nectaires et de 1'absence de la membrane intracaly-

et Swertia. C'est en particulier le cas de la po-.

cinale,

Au point de vue cytologique, d'aprés D. Live (1953} [8 7,
Gillett (1957)[ 97 , Toyokuni (1963) [107] et Favarger (1949,
1952, 1965 et communication orale) [17] , le genre Gentianella

3) A. et D. Ldve (1956) avaient propesé de transférer les es-
peéces de la section Comastoma dans le genre Lomatogonium.



dans l'acception de Toyokuni (1963), est remarquablement ho-
mogéne puisque la presqﬂe totallté des espéces &tudiées ont

un nombre zygotlque de 2 n = 364)..Favarger (1949} [17] estlme
que le nombre de base du genre est X = 9, contrairement 3 D. Ldve

(1953) [8lgui admet X = 6. En revanche, le genre Gentlana (sensu

stricto) offre une ample gamme de variations des nombres chromo-
somiques puisqu’on y rencontre: 2 N = 14, 185), 20, 22, 24, 26, 28,
30, 32, 36, 40, 42, 44, S2. On peut en déduire, avec plus ou moins
de certlitude les nombres de base sulvants: X = 5, 6, 7, 9, 11 et
13. Le nombre W = 16 cheg G. favrati semble &tre un nombre de base
secondaire (Miiller 1974). Le genre Swertla est lul aussi polybasique.
Selan Gill (1972) [19], les nombres de base seraient les sulvants:
X =8, 9, 10, 12, 13 et 14. Cependant, les ré&sultats des comptages
sur la meme espdce divergent parfols d'un auteur a 1l'autre; d'autre
part, selon Skalinska (1952) [20] et Ldve {1953) [8], les nombres
10, 12 et 14 pourraient é&tre ramenés respectivement 3 X =5, X = &
et X = 7.

La phylogénie de la soustriby de Gentianinae comprenant le genre
Gentianella a &té& &bauchée par Toyokuni (1962) [10] dans le
tableau sulvant gue nous reproduisons en y ajoutant le nombre de

base.

4)Le nombre 2 n = ca 54 a &té compté par Holmen {in Ldve et Ldve

1961) chez G. uliginosa

5)D'aprés Vasudevan 1975 [18].



Tableau No. 2 PUYLOGENIE DE LA SQUS-TRIBU DES GENTIANINAE
Swertia Gentianella Gentianopsls Gentiana
X =5 (2) 6 () 7 (2) X=9 X =11, 13 X=5,6,
£, 9, 13 7, 9, 11,

13

Comastoma
X =5

Lomatogonium
X =5, 6 (?)

Pregentianinae

3. OBJET DE NOTRE INVESTIGAT{ON

Nous nous sommes proposé d'ntiliser les données de la phyto-
chimie comparée pour tenter de résoudre les deux problémes

suivants;



1) L'homogénéité que montre sur le plan caryologique le genre
monobasigue Gentianella en regard de la variabilité des

genres Gentiana et Swertia va-t-elle de pair avee une ho-

mogénéité du spectre des polyphénols ?

2) Est-il exact que le genre Gentianella est plus étroitement
apparenté 3 Swertia, Lomatogonium et Halenia qu'd Gentiana,
ainsi que 1'ont affirmé Schustler (1923) [ 7] et Gillett
(1957y 9] 2

Favarger (1952) [ 17] a insisté sur le fait que les espdeces du

sous-genre Gentianella (Gentianopsis et Comastoma exclus) ont

non seulement X = 9 , mals une morphologie des graines trés
semblable. Nilsson (1967) [15] de son c6t& a observé que les
espéces de la section Amarella ressemblent par la morphologie
du pollen 3 certains Gentianella d'Amérique du Sud. L'homogé-
néité constatée n'est pas due au fait que ce genre compte peu
d'espéces. C'est au contraire un des plus riches en espéces de
la famille (Toyokuni 1963) [ 10] . Tout récemment, Toyokuni et
Toyokuni (1@75) C10] ont proposé de séparer les espéces de
Gentianella de 1'Hémisph&re Sud et celles de 1'Hémisphé&re Nord,
mais les aunteurs n'indiquent pas sur quel argument ils se ba-

sent.

Nous ne pourrons répondre aux deux questions posées que d'une
maniére trés partielle puisque nous n'avons &tudié que trois
espéces appartenant d la section Amarella. Toutefois, en com-
parant nos résultats: avec ceux d'autres auteurs ayant travaillé
sur des espéces néozélandaises de la section Antarctophila et
sur le genre Swertia, nous pensons pouvoir obtenir quelques é&1é-

ments d'une répcnse.




4, DISTRIBUTION DES POLYPHENOLS DANS LE GENRE GENTIANELLA

‘Les &tudes phytochimiques du genre Gentianella n'ont fait
1'ocbjet que d'un nombre restreint de mémeires. La distribu-
tion des polyphéncls telle qu'elle apparafitl avant nos tra-

vaux est résumée dans le tableau suivant .



Tableau No. 3

Distribution des polyphénols dans le genre Gentianella.

Secticn Espaces Substances REL.
Amarella G. campestris L. glucosides de la delphinidine [21]
glycoflavones [73]
Amarella 6. germanica Willd. gentialutéine 223
Antarctophila 6. corymbifera Kirk, copymbiférine Lz3]
glycogide de la corymbiférine [23]
Antarctophila 6. bellidifplia Hook. bellidifoline F2u]
5 -~ 0-méthylbellidifoline [2&]
desméthylbellidifoline [2u]
isobellidifoline *[2s5]
corymbiférine [28]
trihydroxy - 1,3,8- diméthoxy - 4,7
xanthone ou 4,7-di-O-m&thylbellidine [25]



-0 -

delphinidine

bellidifoline

R3 = CH3

RS = RB = H

desméthylbellidifoline
R3 = R5 = RB = H
5-0-méthylbellidifoline
Ry = Ry = CHys Ry = H
isobellidifoline

Ry = Ry = H3 R = CH

3 8 3

corymbiférine
Rg = OClg; Ry = H
4,7-di-0-mé&thylbellidine :

Rg = H; Ry = OCH,

Formules des composés cités
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Il RECHERCHE ENTREPRISE

Ak 0 Ak kL o T B e

Le chimiste qui s'attache & 1'étude de substances naturelles
est en fait confronté 3 deux problémes de recherches majeurs
l'extraction et l'isolement d'un ou plusieurs constituants &
partir d'un substrat donné, d'une part, et la détermination

de structures de ces constituants, d'autre part.

Le développement desg techniques chromatographiques sous toutes
leurs formes a permis ces derniéres années de réaliser des sé-
parations de neombreuses et nouvelles molécules d'origine natu-
relle. Dans le domaine qui nous intéresse, ces techniques ont
€té bien développées et perfectionnées & 1'Institut de chimie
de l'Université de Neuchétel. De ce fait, dans le cadre du pré-
sent travail nous n‘avons nullement 1‘ambition de nous &tendre
sur les critéres qui nous ont conduit & choisir tel type de
fractionnement plut8t qu'un autre, cela d'autant plus que Luong
Minh Due [277 dans son travail de thése s'est attaché 3 denner
une méthode systématique d'approche pour la mise au point des
séparations de polyphénols. Dans les trois espéces que nous
avons étudiées nous n'avons en fait caractérisé que des flavones
et des xanthones. Leur identification ne pose pas a priori de
difficultés majeures, car dans ce domaine, il est possible de
se référer 3 de nombreux travaux. Li encore, & l'Institut de
chimie de Neuchdtel, nous avons pu bénéficier des techniques
mises au point par nos devanciers. Toutefois, &tant donné que
dans la plupart des cas il s'agissait de substances ncuvelles,
nous nous sommes attachée 3 décrire en détail les processus d'i-
dentification en tentant de dégager certaines ré&gles notamment

pour l'interprétation des spectres UV et RMN,
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RESULTATS OBTENUS

Dans les troils espéces &tudlées, le contenu en polyphénols est
" 1dentlgue. Nous avons pu isoler et identifier au total 9 subs-
tances, & savoir: 7 xanthones et 2 flavones. Reste 3 caractériser

un polyphénol,

Les xanthones sont tétra- ou pentasubstituées. Nous avons deux
schémas d'oxydation: 1, 3, 5, 8 et 1, 3, 4, 5, 8. Il s'agit
d'une part d'aglucones et de gquelgues-uns de leurs O-B-D-gluco-
sldes d'autre part, parml ceux-ci I, K et I. sont décrits pour la
premiére fois. Mentlonnons encore un C-glucoside xanthonigue:; la
mangiférlne. Les flavones isolées ne sont pas nouvelles, ce sont

des C-glucosldes.

Les structures de nos différents composés gont décrites dans

le tableau sulvant, (Nao. 4).

5. EXTRACTION ET ISOLEMENT DES POLYPHENOLS

.

L'expérience de nos devanclers nous a incité a partir de matériel’
sec; en effet, il a &t& prouvé gue le contenu en polyphé&nols

&tait le méme gue celul de la plante fraiche [28].

Notre attentlon s'est unigquement portée asur les feunilles. Cette
discrlmlnatlon est voulue car tous les travaux entrepris & ce jour
& 1'Institut de Chimie de Neuchatel_ont toujours porté sur 1l'étude
des feullles d'espéces du genre Gentiana. En wvue de jeter les bases
d'nne chimiotaxonomie, 11 est indispensable de comparer les mémes
organes vé&gétaux, puisque 1l'con sait gue lesm autres corganes: fleurs
ou racines, n'ont pas forcément le méme contenu en polyphé&nols gue
les feuilles [29].


indispensable.de
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Tableau No. % : Composés isolés

Xanthones 0o

©

H
OR,

R,0 : 0
RO U

1

Ry R Ry
c H H H
B H CH3 H
L H H g-D-glucosyle
K H CH3 g8-D-glucosyle

I : R, = g-D-glucosyle
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HO

0
H : mangiférine © ©

glu OH

Flavones

G : isoorientine

OH

MeO

F : swertisine O |

glu
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5.1 MATERIEL VEGETAL.

»

Les espdces étudifes sont cueillies d 1'époque de la flo-
raison., Elles proviennent de divers endroits, ce qui n'a
pas d'incidence sur leur contenu chimique, comme nous 1'a-

vons prouvé dans nos essais préliminaires.

Nous citons ci-aprés (tableau No. 5} la provenance de ce
matériel végétal ainsi que 1'épogue & lagualle il a &t&

prélevé.

Les feuilles ont &té séchées pendant 4B heures a4 1'étuve &

40 °C puis moulues finement,

Tableau No. § Matériel vEpétal.
5 6) - .
Espéces Origine Floraison
Gentiana campestris L. Ceillac Aot - septembre

(tlautes-Alpes
France)
Chasseron (VD)

Pierre du Moélle

(Sepey VD)
Gentiana ramosa Simplon (V8) Mi-aoat
Hegetschw.
Gentiana germanica Sainte-Croix (VD) Septembre
Willd.

6) Echantillons d'herbier déposés 3 1'Institut de botanique
Neuch8tel.



5,2, EXTRACTION,

Hostettmann et Jacot-Guillarmod [30] ont montré 1'intérét
d'une extraction sélective du matériel végétal séché, cela
d 1'aide de solvants de polarité croissante, par exemple

ligroine, éther, acétate d'éthyle, méthancl. Cette maniére
de faire permet un fractionnement entre aglycones et hété-

rosides.

Nous avons apporté une variante & l'extraction sélective en

mettant en jeu &galement le chloroforme.

Pratiquement, on extrait successivement 150 g de poudre de
feuilles avec 2 fois 1,5 litre de solvant & &bullition pen-
dant 12 heures, sous agitation continue. Nous avons utilisé
successivement la ligroine, 1'éther &thylique, le chlorofor-
me, l'acétate d'éthyle et le méthancl. L'addition de 1-2 g

de carbonate de calcium Evite une hydrolysc des glycosides.

Les différents extraits sont concentrés sous pressicn réduite
et analysés par chromatographie sur couche mince (CCM) de po-
lyamide. Le systéme d'&lution choisi : méthanol-acide acéti-
que-eau (80 : 5 : 5) donne un aperqgu général des polyphénols

dans G. campestris (voir Fig. 1).

Les extraits & la ligroine (sl), a4 1'éther (s,) et au chloro-
forme (53) contiennent beauccup d'impuretés, principalement
chlorophylles, caroténes, lipides., Les 3 spots présents dans

§q et dans 83, donc solubles dans des solvants trés peu po-
laires eorrespondent ceritainement & des aglycones. Les extraits
de 1l'acétate d'éthyle (s”) et au méthanol (55) contiennent

vraisemblablement des glycosides.
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a i
0 @ I : 4 '
§, 8y . 83 S8, S5 1
Fig. 1 : Chromatogramme schématique des

extraits de G. campestris.

Légende

8 ¢ extrait ligroinique

5, extrait &théré

By extrait chloroforme

Sy extrait acétate d'éthyle
s : extrait méthanolique

1 : 1lisoorientine

manfigérine

Rév.: UV (350 nm)

(@ : spot rouge
%y : spot brun
iy @  spot orangé

{ 1 : spot bleu
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A premidre vue, le processus d'extraction pourrait &tre
simpiifié puisqu'il y a similitude entre les extraits 5, et
5, et entre les extraits s, et 8. Toutefols, l'expérience nous

4
montre gue si 1'on abandonne le traitement au chloroforme (ex-
trait 53) la séparation des glycosides est génée par des im-
puretés non €liminées au préalable. En revanche, le stade du

traitement & l'acétate d'é&thyle peut Btre &vité.

En résumé&, ie processus d'extraction est fondé sur 1l'empioi
successif de ligroine, 4'é&ther, de chloroforme et de méthanol.
Les trols espéces végétales ont £té traitées de fagon identique
(voir Fig. 2).



_lg_

4
N (;
[ I . i) 1 '.
t) E 7} )
wF ¥ &)
%- ¥ %) 7
784 2 2
A« &) 2
7 Z t2)
Mam . W @ :; @ n
mpm 1 W B i B B
wcm g N I B
0 m @ + @ ¥ + w m }
Sg S, S5 S3 S Ss S: S Sg
, G. campestris G. ramosa G. germanica
Fig. 2 : Chromatogrammes comparatifs
Légende :
s, extrait &théré
85 & extrait chloroforme
sg extrait méthanclique

Rév.: UV (350 nm)



5.3, SEPARATION ET 1SOLEMENT

Le choix des conditions de séparation & 1'échelle prépara-
tive sur colonne découle de nombreux eéssais entrepris par
chromatograghie sur couche mince. Comme nous 1'avons men-
tionné plus haut, nous n'avons nullement l'intention de

nous é&tendre sur les dilfBrents critéres qui ont 6té & la

base du choix des systémes chromatographiques. [27]

L'isclement de tous les composés identifiés a &té chague

fois effectué avec les 3 espéces. Les méthodes ont été peu

& peu perfectionnées, elles différent donc comme 1'indiquent
les schémas peprésentés dans les Fig. 3-5. La marche 3 sui-
vre la plus judicieuse nous parait celle décrite pour Gentia-
na germanica. Toutzfois, la détermination de toutes les struc-
tures a &té faite sur la base des substances isolées de Gen-
tiana campestris (Fig. 3). L'identité avec les polyphénols
isolés des esplces ramosa et germanica découle de la comparai-
son de spectres UV, avant et aprés hydrolyse, du comportement

chromatographique et des spectres 1R,

Il va de soi gque l'obtention d'une substance pure nécessite
souvent plusieurs chromatographies préparatives successives

sur colonne dans les mémes conditions.

Pour nos séparations, nous avons mis en ceuvre avec succds

n (Macherey-Hagel 3C 6), bien que

chague fois la polyamide
le gel de dextrane pulsse &tre aussi valablement utilisé dans

certains cas.

En fait, ce support {(séphadex LH 20} nous a servi principale-

7) Dans nos schémas Fig. 3-5, abréviation CC PA,
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extrait éthéré
ou extrait au chloroforme

S, et/ou Sy
I'/’/r:;hodm me’thode?_\
CC PA CC PA
Me OH-AcOH-H; 0 toluéne - MeOH- AcOR
(90:5:5 ) (45:32:16)
B C A B C
+ chlorophylie

extrait méthanolique
Ss

|

CC PA .
MeOH-H,;0 (5:5-»9:1)

| ] 1 | ] ]

i 2 3 4 5 '

! cc'pa cc'ea cc'pa | I
sucres  HaO-MeOH MeOW-AcOM-H0 tol.MeOK-AcOH  crist. crist,

libres (3:7-4:4) (90:5:5) (45:32:16) MeOH Me OH

A N B

MeoH F 1 G

CCM prép.

[
CC LH 20 1 K G H
Me OH ,

I

(=

Fig. 3: Schéma gé&néral d'isolement: Gentjana campestris
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extrait ligroinique S

i
cc PA
Me OH-AcOH-H1 0
{90:5:5)

]

CC-LH10 traces ¢
Me OH

traces E4

extrait au chioroforme S

cc silicagel
toluéne -acétate d'éthyle
{4:1)

I | [
B B+A < LH20
Me OH
|
C

extrait étheré
ou extrait au chloroforme
SaetiouS,y

cc PA
Me OH- Ac OH- H30
(90:5:5)

Fig. 4a: Schéma général d'isolement: Gentiana ramosa




extrait méthanolique
Ss

|

CC PA
MeOH =H0 { 5:5 - 9:1)
1 1 ] 1 L 1 1 1 i
1 2 3 3 5 6 |[| 7 8
i T |
S_u,l_.res cc :fgﬂose cc LH20 l
libres cc LH20 5% crist. MeOH cc PA crist.  crist,
| Me OH tol. MeOH:AcOH MeOH  MeOH
, (45:32:46)
ccM prép. & 1 K
l cclLH20 G
H K L
ce LH20 M‘To
Me OH
| F
E I kK &6 H

Fig. 4b: Schéma gé&néral d'isolement (suite): Gentiana ramosa

_EZ_
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extrait éthéré
ou extrait au chioroforme
S 1 et fou § 3

f
CCPA
Me OH - AcOH-H, 0
{90:5:.5)

[
A B c

extrait méthanolique
Ss
[

cc PA
MeOH-H0 (5:5 - 9:1)

[ ] | i
1 2 3 4 L] (3] 7
CCLH 20 ‘ CCLK 20 CCPA
sucres Me OH crist. MeOH  tol. MeOH-AcOH crist. crist, -
libres I I {45:32:16) MeOH  MeOH
ccmprép,  F
| l G
K L
CCLH 20
MeOH
£ 1 K G H

Schéma gé&néral d'isclement: Gentiana germanica

Fig. 5:
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ment 3 la purlfication finale.

Les fraction &ludes sont toutes analysées sur couche mince dans

les conditions indiquées dans le tableau:

Tableau No. 6 Conditions d'analyse sur CCM des fractions &lues

Extrait . Support . Solvant
éthéré (s,) PA MN DC,, MeOH-AcOH-H,0 (90:5:5)
chloroforme (63) PA MN DC11 Tol-MeCH-ACOH (45:32:16)
Silicagel : C6H6~A00Et (3:1)
méthanolique (55) PA MN DCll MeOH-AcOH—Hzo (90:5:5)
Cellulose AcOH 5%, 10%, 15%
Silicagel AcOEt-MeGH—H20 (100:16,5:7)

Extrait 3 la ligroine (s}

Les analyses par CCM des extraits 3 la ligroine (Fig. 1) ne présen-
tent pas de polyph&nols 3 premiére vue. Nous avons néanmoins procédé
4 une séparation sur colonne dans le cas de Gentlana ramosa. A cet
effet, nous avons mis en jeu 5,1 g d'extrait sec (en solution dans

MeQH-AcCH~H,0 (90:5:5) correspondant 3 150 g de feuilles sé&chées.



Cette &tude nous a permis de mettre en évidence des traces
de E, et de C (identification UV et Rf}.

Séparation de' A et de B (& partir de sy,et 53)

Le comportement chromatographique é&tant trés voisin, la éé-
paration de ces deux substances a &té difficile dans le cas
de Gentiana campestris car il s'agissait d'obtenir au meins
20 3 30 mg de produit pour l'étude des structures, A cet ef-
fet, nous avons utilisé deux méthodes (cf. Fig.3), celle uti-

lisant le soclvant HeQH-AcOH-H,0 {(méthode 1) s'est révélée la

2
plus efficace. Dans le cas de Gentiana ramosa, une troisidme
méthode a &té essayée sur gel de silice au lieu de polyamide

(cf. Fig. %a). Celle~ci n'est &galement pas a retenir.

Extrait méthanolique (sg)

L'extrait méthanclique, s;, est séparé sur colenne de polya-
mide en utilisant un gradient d'élution : MeOH 50%+90%. S'il
est aisé, dans chayue espéce, d'iscler les produifs Ket L,

en concentration telle qu‘tils cristallisent, il est en revan-
che souvent trés difficile d'obtenir les produits I, G et H.
Leur séparation nécessite un fractionnement ultérieur sur po-
lyamide avec le solvant toluéne-MeOH-AcOH. Ce systéme présente

toutefois 1'ineonvénient de ne pas former des fronts bien nets.

Quantités mises en jen

La caractérisation des substances pures nécessite 1l'obtention

-~

de quantitésde l'ordre de 20 3 30 mg au minimum. I) va de soi

que l'cpération ne peut &tre effectuée en une sesule feois. Il
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est nécessaire de répéter plusieurs fols les diverses sépa-
rations décrites dans les schémas Fig. 3-5. Pour chaque es-
sal, on part en pénéral de 150 g de matériel sec. Le tableau

No. 7 résume 1'étude pour Gentiana campestris.

Tableau No. 7

Quantités mises en jeu : exemple de Gentiana campestris.

Extraction : 150 g de feuilles séchées

Extraits
secs!: 8 ¢ 5,2g Sq 3 3,5g 84 ¢ 2,6g Bg : 33g

I_" \

A 4lmgy B : Wimgy C : 9lmg

I l I

E:f8mg F: 70mg G:45mg H:u0mg T : #5mg K : 24Smg L : 200 mg

Les dimensions des colonnes sont adaptées aux quantités a sépa-
rer. Le tableau No, 8 ci-apris donne les conditicns pénérales

les plus souvent utilisées.
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Tableau No, 8 Conditions et techniques d'analyse sur colonne
Extrait Masse introduite Dim. de la colonne
sur l1a colonne 0 om hauvt. com
S30 %3 1,3 -1,8 g 4 50
52’ 5, 0,25 - 0,35 g 2 50
s 16 - 17 g 6,5 120
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6. IDENTIFICATION DES SUBSTANCES ISOLEES

L'identification d'un composé polyphé&nelique ne présente en fait
pas de dlfficultés majeures, pour autant que la substance isclée
soit pure. Il est donc primordial de s'assurer de la pureté de
cette substance avant d'entreprendre tout travail d’analyse. En
réalité, 1l'isclement est certainement l'é€tape de la recherche la
plus délicate, nécessitant un long ¢t patient travail systématique

{31].

L'expérience réalis€e & l'Institut de Chimie de Neuchftel par
nos devanciers nous enselqne la nécéssité de vérifier la pureté
d'une substance isclée par chromatographle sur couche mince, &
lt'aide d'au meins deux supports différents, en utilisant divers
syst&mes de solvants. Dans les cas gqui nous occupent, cette vé-
rification a €té faite chague fois sur trols supports: polyamide,
cellulose et silicagel (volr 6.1.).

Le comportement chromatographigue de ces substances sur polyamlde
avec solvant polaire nous renseigne &ventuellement sur leur nature.
1] est connu [32] que plus un pelyphéncl aura de groupement OH
libres, plus son Rf sera abaissé; en revanche, la présence de
aucres dans la molécule E€l&vera celui-ci. Il sera donc intéressant

de comparer ces valeurs R_ avant et apr&s hydrolyse de la substance.

f
Pratiquement la recherche de structure débute par le relevé des
apectres UV, en présence des réactlfs usuels, relevé qul permettra
d'emblée de préciser sl la substance est de nature xanthonique ou
flanvonique. Une telle &tude donnera des indications sur la posi-
tion des groupes hydroxyles libres. Il sera donc utile de com-

parer les spectres de la substance avant et apr&s hydrolyse.



Par ailleurs, le spectre UV de la molécule ayant subi la méthy-
lation par le diazométhane suivie d'une hydrolyse pourra nous

préciser la position d'attache du sucre,

Toutefois, pour la description de molécules nouvelles, il est

indispensable de faire appel & la spectrométrie de RMN du pro-
ton, soit sur la substance elle-méme, scit le plus souvent sur
le dérivé acétylé. Lette technique permettra de localiser avec

certitude les substituants et surtout de dénombrer les sucres,

Dans les cas les plus ardus,l'@tude devra &tre complétée par le

relevé des spectres rMu-t¥c.

D'une maniére générale, il ne faut pas négliger 1'approche de la
spectrométrie IR. En effet, la pratique d'usage de relever lés
spectres RMN de dérivés acétylés peut Etre dangereuse, 1'expérien-
ce de nos prédécesseurs ayant attesté 1'existence dans la nature

de glucosides partiellement acétylés [33] . De tels dérivés n'ont

=

pu &tre décelés primitivement que grdce § 1'étude des spectres IR,

Relevons encore que dans de nombreux cas, les dégradations par
hydrolyse conduisent & des substances connues et dont les carac-
téristiques ont &té bien décrites,ce qui facilite grandement 1'&-

tude des structures de nos polyphénols.

Enfin, 1l'hydrolyse enzymatique par la B -glucosidase pourra nous
préciser de fagon certaine la nature du sucre présent dans 1'hé-

téroside.

En ce qui concerne le présent travail de recherche de structure,

Nous exposerons ci-aprés



- le comportement chromotographique des substances isolées,
avant et aprés hydrolyse,en faisant intervenir éventuel-
lement la méthylation.

- 1'étude par spectroméirie UV et IR.

- 1'&tude par spectrométrie de RMN -l

6.1, COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE

Nous rappellerdns que ces études ont &té réalisées chaque fois
avec les substances pures isolées selon les schémas décrits pré-

cédemment (chap. 5).

L'examen de 1'ensemble des substances isclées nous permet de
classer celles-ci en plusieurs groupes distincts selon les va-
leurs R, (veir fig. 6 ci-aprés).

=

Les substances & bas R A, B et C sont des aglucones, elles ne

f‘l
gubissent, semble-t-il aucune transformation lors de 1'hydrolyse
acide,puisque le Re de Ay, By, Cysproduits de 1'hydrolyse,sont

semblables a ceux des substances de départ.

En revanche, les composés & Ry plus élevés évoluent pour la plu-
part lors de 1'hydrolyse acide, les spots sont dédoublés pour F
et G: ils correspondent certainement 3 des C-glucosides flavoni-
ques, puisque ceux-ci, 5'ils poss&dent un OH libre en 5 s'iso-

mérisent selon le schéma classique de Wessely-Moser : [y



L'hydrolyse précise qu'il s'agit de 6&-C-glucoside car T, et &

sont de R_ plus bas, correspondant & ceux des isoméres 8-C-glu-

f
cosides.

Le comportement de H, qui reste inchangé lors du traitement aci~
de, aingi que la couleur du spot (orangé), permet d'assigner &

cette substance la structure de la mangiférine.

Enfin, I, K, L, et E sont chacune transformée en une seule subs-
tance 3 Ry plus bas (voir Fig. 6). Les spots I, K, et L1 cor-
respondent respectivement & A, B et C, ce qui nous permet d'avoir
la certitude que I, K et L sont des O-glycosides des aglucones

A, B et C, plus précisément des O-@-D-glucosides &tant donné que
ltaction de la B—glucosidase donne le méme rﬁsultat que 1 'hydro-
lyse acide 8 '
Quant au composé E, i1l est transformé tant par l'hydrolyse acide
que par 1'hydrolyse enzymatique en un nouvel aglucone El de Rf

éleve.

8) Aprés )l'hydrolyse acide de I, K, L et E, nous avons chaque

fois identifié du glucose (voir partie expérimentale).
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Fig. 6. Comportement chromatographique avant et -aprés hydrolyse

1, avant, 2 aprés hydrolyse.

Subtances provenant de 1l'extrait &théré
3,5,7,9 avant, 4,6,8,10 aprés hydrolyse

Subtances provenant de 1'extrait méthanoligue
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Tig. 7. Chromatogramme montrant les relations entre
les xanthones isoclées.

Support : Polyawmide DC 11 MN
Solvant : MeOH-H.0 (9:1)
Rév. UV (350 nm)}) & : brun O : bleu

Légende : 1. Extrait méthanolique partiel
2, Extrait méthanolique partiel méthylé

3. Extraiti méthanolique partiel mé&thylé,puis
hydrolysé

4. Extrait méthanolique partiel hydrolysé

5. Extrait méthanclique partiel hydrolysé, puis
méthylé

™ Hydrolyse
_~~ Méthylation

Ainsi 1'hydrolyse aecide des substances I, XK et L conduit aux subs-

tances A, B et C, et dans chaque cas libé&re du glucose.



La mise en jeu combinée de la méthylation suivie de 1'hydrolyse
acide suivie d'une nouvelle méthylation, comme indiqué dans la
Fig. 7, nous précise que les substances A, B, C, I, K et L cor-
respondent seulement 3 deux types de pclyphénols ayant des sché-
mas de substitution différents P et Q.

Les valeurs R, de nos différentes substances sur les différents

f
supports sont rassemblées dans les tableaux 9 et 10 ci-aprés.

Tableau No. 8 : Valeur Rf des aglucanes.
Systémes Substances
A B c El
PA DCll
MeOH -HZD (9:1) 0.13 0.10 0.0u 0.60
PA DC11
HeOH-AcOH—HQD (96:5:5) 0.20 0.17 0.11
PA Dcll
Tol-MeOH-AcOH (B5:32:18) 0.81 6.70 0.34
Cellulcse
AcOH 30% G.us B.36 0.31
Silicagel
CpHe-AcOEL (3:1) 0D.43 0.53 6.17 0.78
Silicagel
Tol~-AcOLt-EtOH (7:3:1) 0.62 0.65 0.52




Tableau No, 10

Valeurs R
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£ des glucosides.

Systémes

Substances

PA DC11

MeOH-H,0 (9:1)

2

Pa DC11

MeOH-AcOH—Hzﬂ {50:5:5}

PA DCll

Tol-MeOH-AcOH(u5:32: 16}

Celliulose

AcOH 5%
10%
15%
30%

Cellulose
1soBu0H—Acon-H20

(L0:47:7)

Silicagel
CHC1,-acétone-H
(20:80:5}

20

L6 10,36

.52 [0.u3

.31 {0.80

.81 |4.71

.32 10.23 0.78
0.20

.64 | 0.G1 | 0,37 |0.82

.68 10.67

.71

-7y

.34

D.ug
0.73

a.52

0.15
G.2Y

0.36
0.55




6.2, ETUDES DES SPECTRES UV,

La spectroscopie UV est devenue une technique importante dans
1l'analyse de structure des polyphénecls pour deux raisons. Pre-
mi&rement, elle nécessite une trés petite quantité de substan-
ce pure pour 1'enregistrement d'un spectre (&ventuellement le
spot prélevé sur un chromatogramme sur couche mince peut suf-
fire}. D'autre part, par addition de réactifs spécifiques, les
spectres seront modifiés suivant la nature et la position des
groupes fonctionnels substitués sur le squelette du polyphéncl.
Les réactifs couramment utilisés sont NaOMe, NaOAc/HBBOB,
AlCla)Alclachl. (Mabry 1970). [3{]

D'une manidre générale, il est aisé de distinguer un composé
xanthonique d'un composé flavonique par spectroscopie UV.

C'egt ainsi que d'emblée nous avons rangé les substances A, B,
C, H, J, K et L parmi les xanthones et les composés F et & par-
mi les flavones. Quant 3 la substance E, ses spectres UV sont

voisins de ceux d'une xanthone.

$'il est aisé, sur la base de 1'UV, de déterminer presque
entidrement la structure d'un composé flavonique {voir cata-
logue, Mabry 1970), il n'en est pas de méme pour les composés
xanthoniques. En effet, & notre connaissance, il n'existe pas
d'étude systématique permettant de déterminer les relations
entre le spectre UV et la structure d'une xanthone. L'é&tude
des spectres UV est cependant une démarche précieuse dans la
recherche de la structure et les renseignements obtenus se-

ront confirmés et complétés par la spectroscopie RMN.



6.2.1, FLAVONES ET FLAVONOLS

A. Spectres dans le méthanol

Les spectres UV des flavones et flavonols présentent pgénérale-
ment deux bandes d'absorption intense : la premiére (bande I)
dans la région de 3G0 & 380 nm et la deuxi&me (bande II) dans
la pégion de 240 & 280 nm. La position et l'intensité de cha-
cune de ces bandes varient selon la contribution relative de
certaines formes de résonnance a la résonnance globale de

la molécule de flavone. Les formes de résonnance ayant cctte

influence particulidre sur le spectre UV sont du type
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Bien que ces groupes agissent 1'un sur l'autre, les spectres
de flavones et de flavonols dans les milieux alcalins et neu-
tres suggérent que la bande I (300-380 nm) est principalement
associée 3@ l'absorption dans le groupe cinnamoyle, el que la
bande IT (240-280 nm)} est principalement associée & 1'absorp-

tion du groupe benzoyle.

La position de la bande I permet de distinguer le type de fla-
vonoide. Ainsi le maximum dans le cas des flavones apparait

dans la région de 304 & 350 nm alors que dans le cas des fla-

vonols {3-hydroxyflavones), il se situe entre 352 et 385 nm.
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De plus, les flavones et flavonols hautement oxygénés absor-
bent 3 une plus grande lengueur d'onde que ceux qui ont peu

de substituants oxygénés. La bande II est peu modifiée par les
changements de substituants oxygénés sur le noyau B; cependant
les flavones 3t, y'-dihydroxylées montrent généralement deux
~pies (ou ur pic et un &paulement} dans cette région, tandis

que les flavones L '-hydroxylées n'en montrent qu'un seul. D'au-
tre part, la bande II est modifiée d'unec fagon significative
par les changements du schéma d'oxydation sur le noyau A: elle
augmente de 250 nm pour la flavone simple & 252 nm pour une
7-hydroxyflavone, 8 268 nm pour une 5-hydroxyflavone et 5,7-di-
hydroxyflavone & 274 num pour une 5, 6, 7-trihydroxyflavone et &
281 nm pour une 5, 7, 8-trihydroxyflavone. L'absence de groupes
hydroxyles sur 1'un et l'autre des noyaux est généralement mi-
se en &vidence par unc intensité faible de 1l'une et/ou 1l'autre

bande .

La méthylation ou la glycosylaticn des groupes hydroxyles en
3~, 5-, et 41 du composé [lavenique provoque un déplacement
hypsochrome de la bande I en particulier. On gbserve un dépla-
cement de 3-10 nm (bande I) pour la substitution d'un groupe
hydroxyle en %', de 5-15 nm (bandes I et II) pour la substitu-
tion d'un groupe hydroxyle en 5 et de 12-17 nm pour 1'hydro-

xyle en 3.



- 4] -

Exemples : {spectres schémalisés)

Spectre UV de la flavone :

I I
Spectre UV de la chrzéine :
{(Dihydroxy-5, 7 flavone) 270

bi8 I

Spectre UV de 1'agpigénine :
{(trihydroxy-5, 7, 4' flavone)

Spectre UV de la lutéoline :
(tétrahydroxy~5, 7, 3',4' flav.)

Dans ce dernier cas, la bande II présente deux maximums ou T
max. plus une inflexion. 5i l'on a troils substituants sur le

noyau B, la bande II présente & nouveau un seul max.

Avec les S5-deoxyflavonels, pour la substitution d'un hydroxyle

en 3, le déplacement de 12-17 nm passe & 22-25 nm. De telles



substitutions en d'autres sites de la molécule n'ont que peu

d'effet sur le spectre UV,

Ltacétylation des groupes hydroxyles annule leur effet sur

1l'absorption; de ce fait une polyhydroxyflavone complétement
acétylée présente un spectre trés voisin de celui de la fla-
vone méme. Ceci peut &tre utilisé dans certains cas douteux
pour déterminer 3 quelle classe de flavonoldes la substance

appartient réellement.
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B. Modifications des spectres par addition de réactifs

AlCl3

Le chlorure d'aluminium (de m&me que Zr0Cl, et FeC13) forme
des complexes avec les flavones ou les xanthones possédant
un hydroxyle lihre en alpha (ou péri) de la fonction earbony-
le.

AICI;

AICI,

on

Pour le cas des composés flavoniques,  la stabilité€ des deux
types de complexes est différente vis-3-vis de l'acide citri-
que; ainsi,celui faisant intervenir 1'0H en b est décomposé
rapidement par addition de 1'acide citrique, alors que le com-
plexe faisant intervenir 1'OH en 3 ne subit aucune altération

f35]. Ceci est intéressant pour la différenciation entre fla-
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vones et flavcnols.

Avec les groupes o-dihydroxy, le chlorure d'aluminium forme
également des complexes qui sont décomposés en milieu acide

chlorhydrique dilué : [C36]

/A\ 1—CI
0

En présence d'un groupe o-dihydroxyle et d'un OH en péri de

la fonction carbonyle, il y a formation d'un double complexe :

~Al—CI
0™

Les conséquences de la formation de ces complexes sur le spec-
tre UV sont des déplacements bathochromes importants des ban-
des T et II.
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La présence d'un groupe hydroxyle en 5 est &vidente en
1'absence d'un hydroxyle en 3 par wn déplacement batho-
chrome de 35 - 55 nm par addition de A1C13/HCI. Un déplace-
ment de 17 - 20 nm seulement indique la présence 4d'un OH
en 6 {(en plus de OM en 5). [37)

Les compoaés avec hydroxyle en 3,ou 3 et 5, présentent un
déplacement bathochrome de 50 - 60 nm de la bande I par
addition de AlClB/HCI. On peut utiliser le réactif Zr0C12/
acide citrique pour détecter l'hydroxyle en 3 en présence
de S-hydroxyle.

La présence d'un ertho-dihydroxyle sur le noyau B est mise

en &vidence par un effet bathochrome de AlCl3 de 30 - 40 nm
au-deld et au-dessus de 1'effet observé par Al1Cl,/HCI. Alnsi
occaslonnellement, si AlCl3 est fralchement préparég, un composé
contenant un 3', 4' ~hydroxyle-méthoxyle montre un déplacement
de 10 nm au-dessus de celul observé pour AlC13/HCl. L'augmen-
tation due 3 la présence d'un groupe ortho-dihydroxyle sur le
noyau A ést de 20 -~ 25 nm et elle est additive dans le cas

d'ortho-dihydroxyle sur le noyau B.
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NalMe

En présence d'une base forte, tous les hydroxyles phénoliques
sont ionisés, ce qui provoque un déplacement bathochrome de

tout le spectre.

al En présence d'un hydroxyle en 4' la bande I subit un
déplacement bathochrome de 40-65 nm sans diminution

d'intensité.

b) Dans les flavonals 1l'hydroxyle en 3 produit, en l'ab-
sence de OH en 4%' un effet bathochrome de 50-60 nm de

la bande I, mais avec diminution de 1'intensité.

c) La glycosylation d'un hydroxyle en 7 peut scuvent &tre
détectée par 1'absence d'absorption entre 320 et 330 nm,

pie normalement présent dans 1'aglycone correspondant.

d} Les flavonols contenant des hydroxyles en 3,4' et/ou
3, 3', 4' s'oxydent dans NaOMe et donnent des spectres

dont l'intensité décroit avec le temps.

NaQAc

En milieu de base faible seuls les hydroxyles ph&énoliques les

plus acides seront ionisés.

a) Les flavones et flavonols possédant un hydroxyle en 7
montrent un déplaament bathochrome de 5 & 20 nm de 1la
bande II (voir G.). La présence d'un substituant oxy-

géné en 6 ou B, seulement dans les flavones, réduit



b)

)
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notablement 1'ampleur du déplacement.

Mears et Mabry [38) ont remarqué que la comparaison
des déplacements de la bande I de NaOMe et NalAc pour
les 4'-hydroxyflavones et flavonols peut révéler dans
la plupart des cas si l'hydroxyle en 7 est substitué.
S'il est substitué, NaGAc preduit sur la bande I un
déplacement semblable ou plus important que celui dG
& NaOMe,

La présence de groupements trihydroxylés tels que 5,
6, 7-5, 7, Bet 3, 3', 4', provoque une altération

du spectre dans NaOAc avec le temps.
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C. Substances isclées G et F

lLes spectres UV des substances pures en scluticn de méthancl et
apraés adjonction des réactifs usuels sont représentés dans les
fig, 8 & 10 ci-aprés. Le tableau 11 groupe les valeurs des maximums

enregistrés.

100 ARR fo arg J0e s 3o 408 10

-.=.= AlCl_ +HC]l coocoec NaQOMe -----— NaQAc . ....

MeOH : AlCl3 3

rig. B: Spectre UV de F
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Tableau WNo. 11 Spectres UV (A max. en nm, solvant MeoH}

Composé Solvant Bande II Bande I

¥ % pur 272 334
+ AlCl3 ) 281, 302 350, 376 sh
+ AlCla/HCl , 282, 302 . 350, 376 sh
+ NaCMe 272 388
+ NadAc 272 380

G pur 256, 270 348
+ ALC1, 276, 300 sh 420
+ AlCB/HCl 284 sh, 279, 295 sh 360, 384
+ NaQ Me 268, 276 sh 337 sh, 404
+ NaOAc 275 324, 390

9} : F et I, : spectres U identiques

_'[S_.
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Les spectres UV des composés G et F dans le méthancl carac-
térisent des flavones ou des flavonols : ils ne présentent
qu'un maximum dans la région de 300 & 380 nm (bande I). Dans
la région de la bande IT (2%0-280 nm)} F présente un maximum,
alors que G a deux maximums, ce qui est le cas lorsque le cy-

cle B est disubstitug [39] .

L'addition de chlorure d'aluminium provoque un déplacement ba-
thochrome des deux bandes dans chaque spectre. De plus, cer-
taines bandes présentent alors deux pics. Par conséquent, on
peut envisager la présence d'un groupe hydroxyle en 3 ou en 5.
L'sddition de 1iC1 ne modifie en rien le spectre de F, alors
que dans le cas de G, il y a une diminution d'intensité des
deux bandes avec effet hypsochrome de ls bande I. F n'a vrai-
semblablement pas de groupes orthodihydroxyles, alors que cela

est prévisible pour G.

Dans 1l'acétate de sodium, le spectre du composé T présente un
déplacement bathochrome de la bande I sans affecter la bande IT:
nous en déduisons un hydroxyle libre en L', mais pas d'hydroxy-
le libre en 7. Alors que pour G, le déplacement bathochrome a
lieu pour les bandes I et II: nous prévoyons donc des hydroxy-
les en position 3, &' et 7. ,
Dans un milieu fortement basique (MaOMe), le déplacement batho-
chrome d'environ &0 nn de la bande 1 s'accompaghne d'une aug-
mentation d'intensité& et cela pour chaque composé; ce phénomé-
ne confirme la position d'un OH libre en 4' tout en excluant
une hydrexylation simmltanée en 3, Pour I, la bande IT n'est
pas modifige, d'ol confirmation de la position 7 substituée,
Quant 8 G, l'effet bathochrome des deux maximums de la bande IT

confirme le O en 7.
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En conclusion, l'examen des spectres UV permet de proposer
pour F : deux groupes hydroxyles en 5 et en M', et un groupe,
par exemple OMe , en position 7; et pour G : deux groupes hy-

droxyles en 5 et 7, et un ortho-dihydrexyle en 3' et 417,

Hypothése de structure

HO O

D'aprés le catalogue, hous supposons par comparaison des spec-

tres UV que G est de 1‘isoorientine10); pour F,en consultant

la littérature [407] , nous pouveons prévoir la swertisine ll).

10) Résultat & confirmer par IR

11) Résultat & confirmer par RMN.
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6.2.2. XANTHONES

A. Spectres dans le mé&thanol

A premiére wvue, les xanthones se distinguent par des spectres

UV & quatre maximums dans les régions respectives: 225 - 245 nm
{bande I), 245 - 270 nm (bande II}, 300 - 345 nm (bande III) et
335 - 410 nm (bande IV). L'intensité de cette derni2re bande est
la plus faible, D'apré@s Markham [26], Ll'allure des spectres change
suffisamment en fonction de la substitution oxygénée; 11 parait
donc possible d'envisager de reconnaitre les différents types de-

substitution & 1'allure générale des spectres.

Les travaux effectu&s & ce jour & l'Institut de Chimie de Neuch&tel
nous permettent de tirer guelques enseignements concernant les
xanthones tétrasubstituées en 1,3,7,8 et en 1,3,5,8. Nous verrons
aussl gue la pentasubstitution en '1,3,4,5,8 se compare avec la
tétrasubstitution 1,3,5,8.

XANTHONES 1,3,7,8

Nous nous référons icil aux xanthones 1solées de Gentlana bavarica

par Hostettmann [41].

Le tableau 12 donne les formules et les spectres des xanthones
&tudiées.

La figure 11 donne un résumé des spectres enregistrés.



Fig. 11
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Allure des spectres de xanthones substituées en 1,3,7,8.
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Ces spectres, & quatre maximums chacun, se raménent 3 guatre
schémas. Les modifications observées affectent principalement
les bandes T et IT. Elles sonl en rapport avec les substitu-

tants en position 1 et 3 essentiellement.

Si lthydroxyle est libre en position 1, quels que soient les
substituants en 3, 7 et B, 1l'intensité maximum est obserwvée

sur la bande II. Si 1'hydroxyle est libre en position 3 et subs-
titué en 1, l'intensité maximum est cobservée sur la bande I, Si
les hydroxyles en 1 et en 3 sont substitués, les bandes I et II
ont une intensité tré&s semblable et si toutes les positions

sont méthoxylées, les bandes I et II tendent & se confondre en

un seul maximum,

D'auire part, on observe un effet hypsochrome de la bande ITI

par diminution du nombre 4'hydroxyles libres.



Composés. Schéma droxydation (1 max. nm)

1, 3. 7. 8. Bande I Bande II Bande III Bande IV
I OH OH OH OH 238 285 329 ags
11 OH OCH3 0H OH 23u 267 325 2813
III OH OCH3 OH OCH, 239 261 311 375
Iv OH OCHS OCH3 DCH3 240 261 312 37y
v O-glu OH DH OH 2u2 267 315 378
VI O-prim OCH3 OH OH ?HG. 274 312 380
VII on OCH3 O-rut . CH 237 283 330 378
VIII| C-prim OCH3 OH OCH3 242 253 30k 362
IX O-prim OCH3 OCH3 OCH3 242 250 30k 355
X OCH3 DCHa DCH3 OCI-[3 242 251 303 350

_LS_

Tableau 12 : Formules et spectres UV des xanthones susbstituges en 1,3,7,8.



XANTHONES 1, 3, 5, 8.

D'aprés la littérature et 1'étude des composés isolés de

G. campestris, nous donnons dans le tableau No.l1l3 les formu-
les et les spectires des xanthones tétrasubstitufes en 1, 3,
5, 8.

La figure 12 résume par trois exemples 1'allure de ces spec-
tres (C, B et §8),.

Ces spectres ont la particularité de présenter un maximum aux
environs de 275 nm. En cela, ils se distinguent de ceux des
xanthones substituées en 1,3,7,8, L'allure générale de tous

ces spectres est constante. La méthylation en position 1 ou 3
n'a aucune influence appréciable sur les divers maximums. En
revanche, la méthylation ou la glycosylation dfun groupe hydro-
xyle denne.lieu 3 un déplacement hypsochrome de la bande ITI
(de 3 & 7 nm) (voir tableau No. 14},

Il est donc possible de reconnaitre les xanthones substituées

en 1,3,5,8! en effet, elles possédent & la fois un maximum trés
intense proche de 250 nm et un autre, de plus faible intensité,
trés voisin de 27% nm. Bien que les bandes § chaque extrémité

du spectre soient parfois difficiles & enregistrer, on cbserve
cependant que la premi&re bande est & une longueur d'onde plus
faihle et la derni&re 3 une longueur d'onde plus haute que dans

les exemples de composés substitués en 1,3,7,8.



Composé&s Schémas d'oxydation {Amax. nm)
1. 3. 5. 8. Bande I II I’ II1 iv

C OH OH OH OH 227 254 278 a3s 390 sh
L OH OH OH O-glu 222 252 275 328 375 sh
B OH OCH3 OH OH 228 254 278 33z 382
K OH OCH3 OH 0-glu 222 254 276 325
Q O(ZH3 OCH3 OCH OCH3 231 - 274 307 350 sh
R OCH,  OCH,  OCH 0-gqlu 231 - 272 308 350 sh
5 OCH3 OCH3 OCH OH 238 248 276 318

Tableau 13: Formules et spectres UV des xanthones & schéma d'oxydation 1,3,5,8.

[sh = épaulement)

(IT': bande supplémentaire ~ 275 nm)

_Gg—
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Tableau 14: Effet hypsochrome de la bande III (& §) .
par méthylatlon ou glycosylation

Substltuants Bande III Déplacement
Substance 1. 3. 5. 8. max. {(nm} 4 d (nm)
C OH OH OH o 3358
B OH OCH3 OH od 332 C-B 3
L OH OH OH O-glu 328 c-L 7
K OH OCH3 ol 0-glu 325 B-K 7
5 OCH3 OCH3 OCH3 OH 318 K-5 7

XANTHONES PENTA-SUBSTITUTEES: 1,3,4,5,8

L'&tude des xanthones pentasubsgituées en 1,3,4,5,B d'aprés la ’
littérature et les composés 1solés de G. campestrils permet de
faire une comparalson inté&ressante avec les xanthones tétrasub-
stituées en 1,3,5,8. En effet, une substitution supplémentaire en
position 4 n'influence pas suffisamment 1'allure du spectre. La
figure 13 (page 60) permet de comparer les spectres de la 1,3,5,8-
tétrahydroxyxanthone (ou desméthylbellidlfoline, C) et la 1,3,8-
trihydroxy-4,5-diméthoxyxanthone (ou corymbiférine, A). Markham
[25] a signalé &galement la ressemhlance entre les spectres des
Xanthones tétra- et pentasubstitufes dans les cas sulvants: 1,3,
7,8 et 1,3,4,7,8 d'une part, 1,3,5,8 et 1,3,4,5,8 d'sutre part.
(Fig. 14, volr page 63).



Schéma d'oxydation

Composés 1. 3. 4. 5. . Bandes I Il i1’ Iy Iv
A OH 0OH OCH3 OCH3 OH 230 256 276 sh 347
I 0-glu OH OCHa OCH3 OH 231 254 278 330 375 sh
U OH OCH3 DCH3 OCH3 0»‘2‘.}-13 - 253 276 338
T O-glu OC}-I3 OCHS OCH3 OCHa 24y - 274 - 376
P OCl—l3 OCE-i3 OCH3 OCH3 OCH3 239 - - -

Tableau No. 15

-

- 29 -

Formules et spectres UV des xanthones 3 schéma d'exydation 1,3,4,5,8.

(rr:

bande supplémentaire ~ 275 nm)
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Le tableau Mo, 1% donne les formules et les spectres des xan-
thones 1, 3,4, 5,8 étudiges.

En ce qui cencerne les bandes II, II*, et III, les xanthones té-
tra ou pentaoxygénées sont trés semblables, et se distinguent par-

faitement des tétrasubstituées en 1,3,7,8.

l.e tableau No. 16 donne les maximums ( A, nm) caractérisant les

différents schémas d'oxydation.

Nous résumons ainsi les observations faites sur ces spectres en

milieu méthanolique.

Il est & remarquer qu'un composé n'ayant plus auvcun groupe OH
libre a un spectre difficile d caractériser, du fait gqu'on ne

peut déceler aucun maximum significatif.

9 :1

= 40 -

5' 3'5 -‘- -
-lllllllillllllllllll -lllllllllllll]llllll
220 25¢ 300 350 400 220 250 300 a50 400
Substitutions:

--- 1, 3, 5, 8. — 1, 3, 7, B.

- 1, 3, 4, 5, 8. ---1, 3, 4, 7, 8.

Fig. 14 Spectres UV [26]
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Schéma d'oxydation

1.3.7.8. 1.3.5.,8, 1.3.4.5.8.
I 23h - 242 222 - 227 230 - 232
11 250 - 270 252 - 254 254 - 256
IIe e 27y - 278 276 - 278
IIT 303 - 330 325 - 336 325 - 3u7
IV 350 - 380 382 - 380 375
Tableau No, 16 ; Maximums caractéristiques des différents

schémas d'oxydation des xanthones é&tudiées.

B. Modifications d2s specipres par addition de réactifs.

Généralités

Le chlorure d'aluminiwn forme des complexes avec les xanthones

possédant 1 groupe hydroxyle libre en position 1 ou 8

0
s
HO O on
1 [

Ces complexes sont stables en milieu acide chlorhydrique dilué.
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En revanche, les complexes formés en présence de groupes ortho-

dihydroxyles sont décomposés en milieu HC1 dilué

OH 0— Ai-ct
0 OH 0 0
AlICI3

_
HCI dis,

Les conséquences de la formation de ces complexes sur le spectre
Uv sont des déplacements bathochromes, en particulier de la ban-
de IIl.

En milieu de base forte, par exemple NaOMe, la ionisation de
tous les OH phénoliques entraine d'importants changements dans
le spectre. Le nombre et la position des substituants ~OH déter-

mineront ces altérations.

En milieu de base faible, par exemple NalAc, seul l'hydroxyle en 3-
ou en 6{le plus acide des xanthcnes) est complétement ionisé&. On

observe par conséquent les mémes changements qu'avec NaOMe. L'a-
cidité de groupements hydroxyles en d'autres positions n'est dé-
celée par NaOAc que par un léger effet hypochrome par rapport au

spectre en milieu neutre [42] .

AlCl3

Les tableaux No. 17 et 18 donnent le détail des effets bathochro-

mes enregistrés en présence de Al1Cl, pour toutes les xanthones



Camposés Substituants
1 3 7 8 Bandes IT III v 0OH en @ dihydroxyle
X
I OH ON OH OH 13 31/3 - 1 8 +
11 |oH OMe oH OH 11 2575 y7 1 - +
III |OH CMe OH OMe 15 13 53 1 - -
v | 0H OMe OMe OMe iy i8 51 i - -
v |o-giy on oH 0H 1 32/28 57 | - @ +
vI {G-gly OMe OH OH 16 26/26 4o - 8 +
VII |0H OMe 0-gly OH 15 30 30 1 8 -
VIII|0-gly OMe oH OMe 0 ] 0 - - -
A oMe OMe ~ OMe OMe 0 0 0 - - -
Variations - 10-15 nm 18-32 4057

Tableau No.. 17

Effet bathechrome df & AlCl3 pour les xanthones 1,3,7,8.

( &4 x nm)

(% Effet 40 & HC1)

- 99 -
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étudiées.

al Les xanthones tétrasubstitudes en 1,3,7,8 montrent un
déplacement de 18-32 nm de la bande III avec générale-
ment une augmentation d'intensité. Pour les 7-8-o~dihydroxy-
les 1taddition de HCl produit un déplacement hypsochro-

me de 1la bande III,

b)) Pour les xanthones tétrasubstituées en 1.3.5:8, AlCl3
provoque une forte réduction d'intensité de la bande II,
tandis que la bande IIT devient plus intense, et se dépla-
ce ae 29-39 nm. Méme situation pour les xanthones subs-
tituées en 1,3,4,5,8, avec déplacement de la bande III

de 39-41 nm.

Il n'est pas possible de déceler un groupe OH libre & la
fois en position 1 et 8 car le déplacement bathochrome
ne peut pas €tre additif. Le doute sera levé par d'autres

méthodes d'analyse, notamment la spectroscopie RMil.



Tableau No, 18 : &=ffet bethodhrome dg & AlCl, pour les xanthones 1.3.5.8 et 1.3.4.5.8

A A  {nm}
Composés (A X = A AlCla—AMEOH (nm)
1 3 4 .5 8 Bande II I1T ITI OH en o
X OH OMe - OH Oglu 13 8 29 1 -
L OH OH - OH 0glu 15 3 3y 1 -
S OCI-'I3 0(1‘I-'I3 - OC}E3 0H 8 i4 31 - g
B CH 'C)CH3 - OH [0)5] 8 11 38 1 8
C OH JH - OH OH g 11 33 1 8
1
Q OCH ocit, - OCH, OCH, o o o . _ o
1
A CH OH OCH, oCH, OH 19 12 1 1 8
I Qglu 45 OCH3 OCH3 04 15 11 25 - [
] OH OCJH3 OCHB OCH3 OCH3 7 10 30 1 -
Variations tétra 8-15 Bult 29-39
1.3.5.8
penta
1.3.4.5.8 L 7=1¢ 10-12 30-41
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NaOMe :

a)

En présence d'un hydroxyle libre en position 3, la bande
I{I a un déplacement de 20 nm au meins dans la régicn de
350 nm pour les xanthones substituées en 1.3.7.8 et dans
laz pégion de 360~370 nm pour les tétra-et pentasubstituées

en 1.3.(4) 5.8.

bj  8i 1l'hydroxyle en § n'est pas libre, le pic de 1la région
275 nm disparalt,

NaDAc

a) Pour les xanthones ayant un groupe-hydroxyle libre en 3 .
(ou 6), 1l'effet bathochrome, en particulier de la bande IIT,
sera semblable & celui provegué par acticn de la base forte.

b) 51 la molécule possé&de d'autres hydroxyles libres, le spec-

tre nfest pas modifié par NaOAc, si ce n'est un léger effet

hypochrome.

Nous donnons en détail ci-aprés, le cas des compesés di- ou

poly-substitués &tudiés.

Les composés dihydroxylés rencontrés, contiennent en plus des subs-

tituants méthoxyles ou glucosyles.

Hous observons les deux situations suivantes

1)

Cas de I

dihydroxy- 3!3 :
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L'acidité des hydroxyles esl décelée de manidre identique par
les spectres enregistrés en milieu de base forte et de base fai-
ble.

La situation est analogue & T pour les composés polyhydroxylés
suivants

De plus, dans les cas de T et de A, le groupement méthoxyle

voisin du OH &n 3, favorise encore 1'acidité de ce dernier [u?]
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2) Cas de K

HO 9  oglu
dihydroxy-1,§ !

L'acidité des hydroxyles n'est décelée par NaOAc que par un
léger effet hypochromique par rapport au spectre en milieu neu-

tre. [9]

Cette situation se retrouve dans le cas du composé B, trihydro-

xylé

(voir photographies des spectres, p. 78-84).
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Notons comme remarque finale que tous les spectres ont &€té enre-
gistrés en milieu méthanolique. Ce procédé offre comme dé&-
savantage le fait que 1'essentiel des spectres UV de la littéra-

ture correspond 3 des spactres mesurés dans 1'&thanol.

Cependant, Porter et Markham [36] ont montré que la présence de
traces d'eau dans le préactif ou dans le solvant provequait dans
1'éthanol  une inhibition ﬁartielle de ia formation du complexe
'.AlCI3 avec les groupements ortho-dihydroxyliques de flavonoides.
Cette inhibiticn est nulle ou insignifiante lorsque les spectres
sont réalisés dans le méthanol.

La concentration des solutions a été ajust&e de fagon & aobtenir
une absorbance maximale comprise entre 0,8 et 1,2 des pics de la

région comprise entre 250 et 400 nm.
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C. Cas des xanthones isolées

Pour les composés isolés, soit A, B, C, I, i, K et L, nous pré-
voyons (d'aprés AIC13) un hydroxyle libre en 1 et{ou)8. Pour H

un groupe o-dihydroxyle est prévu en plus par effet hypsochrome

dd & HCl. D'autre part, le déplacement bathochrome de la bande III
en milieu basique (NaOMe et NalAe) indique un groupe OH libre en 3
(et/ou 6) pour toutes les substances, sauf B et K. Si nous admet-
tons que 1'allure des spectres permet de prévoir une substitution
en 1,3.5.8 et 1.3.4.5.8 i1 n'y a que H qui soitexclu de ce schéma.
Or, pour H, le comportement chromatographique et la couleur du
spot, de m&me gque son comportement 4 1'hydrolyse ont déja pu nous
indigquer qu'il s'agit vraisemblablement de la mangiférine. Par

spectroscopie IR, nous confirmerons ce résultat.

Pour les autres composés, si nous ajoutons aux renseignements four-
nis par la spectrométrie UV ceux donnés par le comportement chroma-
tographique avant et aprés hydrolyse, nous pouvoens indiquer :

A et I sont pentasubstitués, alofs que B,C, K et L

sont tétrasubstitués.

&, I, C et [, possddent un groupe hydroxyle libre en pesition
3, en plus d'un hydroxyle libre en 1 et/ou B, alers que B et

K n'ont des groupes hydroxyles libres possibles qu'en 5, vrai-
gemblablement. Ces derniers sont détectables en l'absence de
OH en 3, par un effet hypochrome du spectre en milieu de ba-
se faible. (Voir fig. 1%, p. 74).

(Tableau No. 19 des spectres de A,B,C,IL,K,L et H),
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R, BK: R; #H
SIOHaumohs
RB ) cL: R3 =H
R
! §10H
RB au moins
Fig. No. 15

Nos hypoth&ses (selon Fig. 15) seront développées par analyse
RMN .



Tablegu No. 19 : Spectres UV (max. en nm, solvant MeOH)
Composés Solvant Bande I Bande I1I Bande II* Bande III Bande IV
A pur 230 258 2786 347
+ AlCl3 227 275 288 3ge
+ .“lel3 + HC1 227 2860 280 386
+ NalMe - 280 - 370
+ NaOAc - 280 - 369
B pur 228 254 278 332 382
+ A1013 - 262 289 370
+ ALCL, + HCI - 252 287 370
+ NaOMe - 264 284 368
+ NaDac - 2585 278 331 380
< pur 227 254 278 335 380
+ AlCl, 225 263 289 374
+ AlCL.+ HC1 225 257 287 376
+ NaOMe 232 260 acy 358
+ NalAc 233 2Lg 270 360

- §f -



Tableau No. 19 (suite) Spectres UV (max. en nm, solvant MeOR)
Compesés Solvant Bande I Bande II Bande II' Bande III Bande IV

I pur 232 254 278 331 375
+ AlCl3 225 269 289 366
+ AlClS + HC1 225 268 287 358
+ NaOMe 231 273 - 368
+ NaOAc 230 274 - 358

K pur 222 254 276 325
+ }-'ﬂ.lCl3 222 267 284 36k
+ A].Cla + HC1 222 287 282 360
+ NaOMe 222 254 286 340
+ NalAc 222 2554 288 324

L pur 22% 252 27 326 375
+ A1C13 225 267 281 360
+ 1-\1Cl3 + HC1 225 287 283 358
+ NaOMe 233 259 292 352
+ NaOAc 232 2u8 268 356

- Gf =



Tableau No. 19 (suite) Spectres UV (max. en nm, solvant MeOH)
Composés Sclvant Bande I Bande II Bande III Bande IV
H pur 242 259 3135 365
+ AlCl3 232 270 3586 408
+ AlCl3 + HC1 232 267,281 sh 338 402
+ NaOMe 238 273 305 sh 388
+ NaOAc - 265 305 sh 382

_LL-



- 78 -

'
i
t
I
Lo
{ i
|
e m ¥80 an 200 338 250 400 [*™)
'
W1
° I;O l;l o l,"l l;D 3;5 280 4;0 -450
MeOH: AlCl3 1=.=.- A1C13+HC1 t eveves NaOMe:-~~-~ NaQa:....

Fig. 16: Spectre UV de &



79 -

H
1
ol—a
00 218 113 an 100 au o 400 480
e
~
1
' -
o
';\ .
-~
T, ”~
N
——
o - “
s A A " " i --.""“
100 1es e an 00 30 380 400 @

Fig. 17:

Spectre UV de B



80

$00 1] L1 L] Yoo 338 3to 400 asa
]
Al
l;o E3 1) o an e 33 Mo 400 450
Fig. 18 Spectre UV de C



-

0o 256 25 (1] ] L1 J46 350 400 450

400 2 580 an L1 355 p L] 400 450

Fig. 19: Specgtre UV de I



a2

%

33 |

a;o l;l Yy l;l oo 333 ss0 400 o
.

1 Oy

r: L

oo

Fig. 20:

a0

350

Spectre UV de ©



- 83 -

il
l;o (2] 110 114} Foa l;l . 180 480 450
L
1
° L0 125 4o anrs 309 a8 380 400 443
Fig. 21: Spectre UV de I



84

s

Spectre UV de H




- B —

6.3, SPECTROMETRIE IR

La spectrométrie IR n'a &té& employée que relativement peu pour
‘&lucider les structures de nos polyphénels. Néanmoins, elle eat
grandement utlle dans la reconnaissance de deux structures iden-
tigues, En général, nous comparons les spectres IR des substances
1sclées avec ceux des témoins avthentiques : sl les spectres sont

superposables, l'identité est prouvée,

D'autre part, nous avens pris 1'habitude de relever le spectre IR
pour chaque substance nouvelle. En aeffaet, Hostettmann a montré la
présence dans la nature d'acétylglycosides f41]; il est donc né-
cessaire dans de tels cas, de contrdler le spectre IR avant de
procdder & 1'jidentification par spectrométrie RMN de dérivés acé-
tylés.

Dans 1'&tude qul nous cccupe, la présence d’iscorientine et de

manglférine (voir hypothése p. 53, 32) est confirm&e par les spectres

IR {avec t&meoins authentigques) volr Fig. 23, 24 ci-aprés.

Nous indlquons dans les Flg. 23 a 31 les spectres IR de toutes les
molécules identifiées.
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Spectre IR de A

Fig. 26:

Spectre IR de B
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Spectre IR de I

Fig. 29:

Spectre IR de K

30:

Fig.

Spectre IR de L

31:

Fig,



6.4, SPECTROMETRIE RMN

La RMN est devenue 1'un des outils modernes les plus précieux

pour 1'élucidation ou la confirmation des structures de composés
flavoniques ou xanthoniques. A l'aide de deux paramétres seulement,
4 savoir déplacement chimique des signaux de résonnance et constan-
te de couplage, elle nous informe avec précision sur la structure
et la configuration, de sorte qu'il n'est souvent plus nécessaire

de recourir aux méthodes classigues de dégradation.

Le DMS80-d; est de loin le solvant le plus utilisé généralement pour
les flavonoides purs. Ses désavantages sont cependant importants
point d'ébullition élevé, ce qui rend difficile la récupération du
flavonoide, risque de décompositicn de ce dernier et difficulté
d'éviter 1'absorption d'eau (qui produit un signal & 3,5 ppm). Nous
avons cependant &té amenée dans certains cas & enregistrer des spec-

tres de composés xanthoniques dans le DMS0-dg .

Un grand nombre d'auteurs préférent l'emploi de dérivés triméthyl-
silylés (TMS-&ther) disscus dansg €1, [4u3]. Ce syst2me présente des
avantages. Nous préférons cependant la préparation de dérivés acé-
tylés, facile et rapide, permettant 1'enregistrement des spectres
dans CDC13. Cette fagon d'opérer posséde les avantages suivants :

a) les protons des groupes acétoxyles donnent lieu & des spec-

tres trés lisibles {contrairement & ceux des protons-O0H) en

formant des singulets.

b) il est par conséquent plus aisé de déterminer le nombre exact
de groupes acétoxyles dans la molécule par intégration des
pics, que ce n'est le cas pour des protons ~0OH aliphati-
ques'ou phénoliques qui souvent sont perdus dans le bruit .de
fond.
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c) on peut distinguer les groupes acétoxyles aromatiques (par-
tie aglycone) des groupes acétoxyles allphatiques (reste gly-
cosidigue) et par i4 déterminer leur nombre éxact respective-

ment.

d} les protons acétoxyles osidiques résonnent & des champs nota-
blement plus €levés 1,80 & 2,10 ppm que les antres protons du
reste osldlque: 3,50 & 5,10 ppm [45), sans qu'il y alt de re-
couvrement, Ceci n'est pas le cas des protons hydroxyles du

sucre.,

Notre probléme réside dans la détermination de structures de com-
posés xanthonignes essentlellement. Nons pouvons appllquer & ces

composés les régles sulvantes:

1) Les protons aromatiques résconnent dans le volsinage de 7 ppm.
Les protons couplés en positlion ortho ou méta forment des
spectres AB dont les constantes de couplage sont respectivement

Jortho =9 cps et J = 2,5 cps.

méta

2) Les variations des 8 des protons aromatiques provoguées par
le remplacement d'un méthoxyle par un acftoxyle, étudiées par
Rivaille [46], s'appliquent aux xanthones, notamment au noyau
benzénique substitué en 1,3, mais moins hien auw noyau disubs-

titué en 7, 8., Les varlations suivantes ont &té observées:

A& =10,18 a 0,53 ppm pour les protons en ortho
0,02 & 0,18 ppm pour les protons en méta
0,31 & 0,32 ppm pour les protons en para



MeO ol
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QAc
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MeO
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A & ortho
7,22 0,50 ppm {4}
AcQ
© 0,25(2)
8'82
OAc
Ca
AcO A 0,49
678 0,25
OAc
La
OMe
7,08
0,20
605
OMe
A § méta 0,05
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3} L'acétylation des OH phénoligues provogne un déplacement des
protons aromatigues vers des champs plus bas: ainsi pour un
proton ortho d'un groupe acétoxyle A dé=+ 0,5 ppm et 0,15 ppm
pour un proton en para {34].

Exemple:

OMe OMe
HO AcO
633 816
HO AcO
A A acétylé
4} Les déplacements chimigues des protons acétoxyles aromatiques

se situent & 2,40 - 2,50 ppm lorsqu'ils sont voisins du C = 0,
[46], c'est & dire en position 1 ou 8, et & une valeur de §
inférienre & 2,40 ppmn pour toutes les autres positions, en
g&néral entre 2,30 et 2,35 ppm. La présence d'un OH chélaté

vers 12 - 13 ppm dans le produit non acétylé confirme d'ailleurs

la position 1 ou 8,



Tableau No. 20 : Déplacemant chimique & des acétoxyles

aromatiques sur le squelette xanthonique.

Substances compartes § en ppm
Substitution en : OAc en

1 3 ) 5 8 1 3 5 8
Ka QAc OMe -- OAc O-glu 2,49 - 2,40 -
L, OAc OAc -- OAc 0-glu o 2,48 2,30 2,38 -
Ia 0-glu OAc OMé OMe DAc - 2,34 - 2,46
B, 0Ac  OMe -- 0OAc  OAc 2,41 -- 2,41 2,4l
€, 0OAc 0OAc -~ DAc  DAc 2,42 2,33 2,42 2,47
Al OAc OAc OMe OMe OAc 2,38 2,35 -- 2,40
Sa OAc 0OMe - 0OMe OMe 2,45 -- - -

La valeur la plus élevée du déplacement chimique dfun acétoxyle
aromati que correspond toujours 3 une substitution en 1 ou 8. Ce-
pendant, si les deux positions sont cccupées en méme temps, cette
valeur baisse et peut &tre ramenée 3 la méme valeur que celle cor-

respondant 3 un acétoxyle en position 5 du squelette xanthonique.

5) L'étude d'un hétéroside xanthonique, comme pour les composés
flavoniques E?], comporte notamment la méthylation totale
des OH libres, suivie de l'hydrolyse acide de la chaine sucré&e

et enfin 1'acétylation du groupement OH ainsi 1ibéré.
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Exemple du glucoside de la desméthylbellidifoline

-

3 OMe

1 0-glu

3 OMe

3 e 4 OHe

1 OAc

La comparaison des spectres du produit final Sa et de la tétra-
méthoxy 1,3,5,8-xanthone permet de déterminer la position du grou-

pement glucosidique dans la molécule initiale.
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Lorsqu'il y a un seul groupe hydroxyle libre en péri de 1a
fonction carbonyle, il est chélaté et les protons d'un tel
noyau aromatique absorbent dans un champ plus haut gue les
protons du cycle non chélaté&, Cela est dd & la forte densité
&lectronique imposée par la ché&lation sur le cycle. Avec un
glycoside, cet effet est encore mieux cobservé dans le DMSO—-d6
[53], d'oill il ressort que la comparaison des spectres d'un
glycoside et de son aglycone permet de dédunire la position
d'attache du sucre sur le squelette xanthonique, ce qui est

vérifié par l'exemple de la corymbiférine et de son glucoside:

A: corymbiférine I: glucoside correspondant
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6.4,1, SUBSTANCES IDENTIFIEES PAR RMN

~

Nous avons @ &lucider par spectrométrie RMN les structures de six

composés xanthoniques A, B, C,I, K, L et duncomposé flavonique F.

La tableau No. 21 rassemble les spectres RHN des composés xantho-
nigues &tudiés,

Tableau No. 21 Spectres RMN ( § en ppm) des xanthones
Composés Protons aromatiques
H-C(2) H-C{4) H-C{(6)} H-€(7) —OCH3 —OCOCH3
J =2,5 + 0,2 Hz Fo= 9,5 + 0,2 Hz
C acétrylé 6,82 7,22 7,45 6,93 - 2,33(3H)
. 2,42(9H)
L acftylé 6,78 7,15 7,31 §,96 - 2,30(30)
2,38(3H)
2,u8(3H)
S acétylé 6,33 6,56 7,13 €,85  3,88(3H) 2,45(3H)
3,95(3H)
3,98(3H)
Q 6,32 5,54 1,08 6,65  3,87(3H) -
3,93(91)
B acétyléd 6,57 6,72 7,42 6,93  3,92(3H) 2,41{9H)
K acétylé 6,53 6,66 7,30 6,95  3,87(3H) 2,40(3H)
2,49 3H)
2%} 6,33 - 7,51 6,75  3,86(3H)
3,93 3H)
A acétylé 6,75 - 7,20 6,88  2,99(3H) 2,35(3H)
4,10¢3H) 2,38(3I0)
2,80(3H)
) 6,76 - 7,42 6,66  3,87(3I)
3,90(3H)
I acétylé 6,75 - 7,15 6,86  3,96(3H) 2,34(3H)
4,0303H)  2,u6{3H)

Solvant : CDCI, a) DM50-dg

en ppm par rapport au THMS pris comne référence interne.
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Fig. 33: Spectre RMN de L acétylé
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Fig. 43: Spectre RMN de 5 acétylé

Fig. 35: Spectre RMN de Q
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Spectre RMN de A acétylé
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BatearrRe s

Fig. 40: Spectre RMN de I (dans DMSQ)

Fig. 41: Spectre RMN de I acétylé
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Spectre RMN de F ac&tylé

Fig. 42:
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Dans le spectre RMN du dérivé acétylé de C, on compte quatre grou-
pes acétoxyles aromatiques : singulets 3 2,33 4 2,42, confirmant
1'hypothése d'une tétrahydroxyxanthone. Le spectre RMN de B acétylé
montre trois groupes acétoxyles aromatiques (singulets & 2,41) et
un groupe méthoxyle (singulet & 3,92) fixe en 3, position détectée
différente de OH par 1'analyse UV. Pour tous les deux composés, les
quatre protons aromatiques forment des specires AB avec couplage,
une fois en méta (J = 2,5 Hz) et une fois en ortho (J = 9,5 Hz),
ces dernidres valeurs étant pour C 6,93 et 7,45, alors que pour 8,
elles sont de 7,42 et 6,93 ppm. Celd doit donc correspondre aux
protons en H-C {6) et H-C (7). En effet, si nous comparons les spec-
tres RMN d'isomdres xanthoniques, enregistrés dans les mémes condi-
tions, nous remarquons que pour un méme spectre AB, de méme cons-
tante de couplage, les protons en ortho en. position 5 et 6 ont un
déplacement chimique dans un champ plus bas que les protons en opr-

the en position & et 7.

C
OAc
AcO 0 AcO o. 5
7,45 3
8,03
. OAc
aco ¢ 0ac aco 9 oac
B
OAc

MeO 0 MeO o. e
7,42 724
QIO OO

OAc
Aco © QAc AcO > OAc
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Pour C et B, nous confirmons ainsi les- hypothéses de la page 4.
Le composé C est donc la tétrahydroxy 1,3,5,8-xanthone ou desmé-
thylbellidifoline. Le composé B correspond & la trihydroxy-1,5,8-
méthoxy-3-xanthone ou bellidifoline. Ces deux substances ont &té
isolées pour la premiére fois dans Gentiana bellidifolia Hook par

Markham [24].

Le spectre RMN de A acétylé montre la présence de deux groupes mé-
thoxyles et de trois groupes acétoxyles aruomatiques dont deux a
2,38 et 2,40 ppm sont au voisinage de la fonction carbonyle [47],
ainsi que trois protons aromatiques 3 6,75 (singulet, position H-C(2)
et 4 7,20 et 6,88 ppm, spectre AB, J =9,5 Hz, protons en ortho
H-C(6) et H-C(7). Ainsi le composé A

thoxy-U4,5-xanthone ou corymbiférine, isolée pour la premidre fois

est la trihydroxy-1,3,8-dimé-
a4 partir des racines de Gentiana corymbifera Kirk {23].

Dans le spectre RMN du dérivé aéétylé de L, on compte quatre protons
aromatiques formant des spectres AB 4 6,78 et 7,15 (J = 2,5 Hz) et

a 7,31 et 6,36 (J = 9,5 Hz) correspondant respectivement aux protons
en méta H-C(2) et H-C(UY4) et aux protons en ortho H-C(6) et H-C(7).

I1 y a au total sept groupes acétoxyles dont quatre aliphatiques en-
tre 2,00 et 2,10 attribu&s au glucose, et trois aromatiques a 2,30
2,38 et 2,48 dont un seul enpéi dd la fonction carbonyle. Par con-
séquent, le sucre ne peut &tre attaché au squelette xanthonique gu*
en position 1 ou B. La méthylation des groupes hydroxyles phénoli-
ques libres par un excés de diazométhane, suivie de 1'hydrolyse aci-
de, fournit un composé S, leguel ne peut correspondre qu'da 1'hydroxy-
l-triméthoxy~-3,5,8-xanthone ou & 1'hydroxy-8-triméthoxy-1,3,5-xantho-
neg. Or, les spectres UV mesurés différent nettement de ceux du pre-
mier composé [#8]; en revanche, ils sont semblables 3 ceux du second

[26] (voir tableau No.13).
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La preuve est apportée par la comparaison du spectre RMN de S acé-
tylé avec celui de la tétraméthoxy-1,3,5,8-xanthone, composé Q :

en effet, les protons aromatiques en position 2 et 4 ont le méme
déplacement chimique {voir tableau Ho. 21}, alers que ceux &n po-
sition 6 et 7 du compcsé Sa subissent un déplacément par rapport

A4 ceux du composé . Ce déplacement est dd au voisinage du groupe-
ment acétoxyle en 8 sur le compeosé 8, Le composé L est donc la tri-
hydroxy-1,3,5-8-0-glugosyl-xanthone ou desméthylbellidifoline-8-0-

glucoside.

Le spectre RMN de K acétylé montre un groupe méthoxyle (singulet &
3,87), qui d'aprés 1'UV doit occuper la position 3 du squelette xan-
thonique. Il est aleors intéressant de comparer les spectres de K et
de L acétylés. Pour K acétylé, les protons aromatiques en H-C(2) et
H-C{u), subissent un déplacement par rapport & ceux de L acétylé'dﬂ
au remplacement d'un acétoxyle par un méthoxyle en 3. Quant aux pro-
tons en ortho H-C(8) et H-C(7), ils ont le méme déplacement chimique.
Restent encore pour K acétylé deux groupes acétoxyles aromatiques a
2,40 et 2,49, ce dernier se trouvant au voisinage de la fonction car-
bonyle, et quatre acétoxyles aliphatiques entre 2,00 et 2,16, La pe-
sition d'attache du sucre ne peut dont &tre qu'en 1 ou B. La méthy-
lation de K, suivie d'hydrolyse acide, conduit au composé S, comme
pour l& cas de L, donc & 1'hydroxy-8-triméthoxy-1,3,5-xanthone. La

substance K est donc le bellidifoline-8-0-glucoside.

Une preuve supplémentaire 3 la confirmation de cette structure a

&t€ apportée par les travaux de M. D. Davoust (sous presse) qui uti-
lise des ché&lates de lanthanides dans la RMN des polyphénols, ce qui
permet d'accentuer certains signaux. Ainsi,en mélangeant ) mole de
la substance K et 0,4 mole de perchlorate d'europium, 1'enregistre-
ment du spectre RMN du complexe dans le DMS0 permet de confirmer la

position d'attache du glucose en 8 sur le squelette xanthonique.
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Dans le spectre RMN de I acétylé, on reléve: quatre groupes acé-
toxyle aliphatiques entre 2,00 et 2,10 et deux groupes acétoxyle
aromatiques (singnlets & 2,34 et 2,46 ppm) dont un seul & proximi-
té de la fonctlon carbonyle. La position d'attache du glucose sur
1'aglucone A est donc située en 1 cu 8. Par comparaison des spec-
tres RMN de I et de A, enregistrés dans le DMSO, il est possible

de préciser gque le glucose est [ix& en position 1. En effet, les
protons H-C(&) et H-C(7) ne sont pratiquement pas déplacés (voir
tableau no 21), alors gue le proton H-C(2) du gluccside subit un
déplacement de l'ordre de 0,40 § par rapport a8 celul de 1'aglucone.
La substance I est donc le. corymbiférine-1-0O-glucoside: l'existence
d'un tel O-glucoside, prévue par Ross dans un travall consacré &
Gentiana corymbifera Kirk [23) , est démontrée icl pour la premi2re
fois.

Seul un composé flavonique, F, a &té ldentifié par spectrométrie
RMN. '

Dans le spectre du dérivé acétylé de F, on compte six protons aroma-
tigues: 6,60 H-C(3), 6,90 H-C(8), un doublet & 7,30 {J= 9 Hz) cor-
respond & H-C(3') et H-C{5'), alors que le doublet dans un champ
plus baa, a 7,90 correspond & H-C{(2') et H-C(6") [37, p.65]. Les
deux groupes ac&toxyles aromatiques & 2,3% et 2,51 sont attribués
respectivement aux posltions 4' et 5; ce dernier &tant voisin de la
fonction carbonyle a en effet un déplacement chimique plus &levé.
En position 7 se trouve un groupe m&thoxyle (singulet 3 4,03), pas
de OH libre prévu par le spectre UV. Quatre groupes acétoxyles ali-
phatiques apparalssent, dont trois entre 2,00 et 2,10 et un & 1,80.
Ce dernler signal est caracééristjque du 2" d'un 6-C-glucoside fla-
vonlque [49}. Rappelons que par chauffage en milieu acide, F peut
d'ailleurs se transformer selon Wesseley-Moser [44)] en isomére 8-C-
glucoside.

F correspond denc 3 la swertlsine ou dihydroxy-5,4'-m&thoxy-7-C-B-
D-glucopyrancsyl-6-flavone,
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F acétylé

6.5, RESUME ET CONCLUSIONS

A partir des extraits &thérés, chloroformés et méthancliques des

feuilles de Gentiana campestris L. de Gentiana ramosa Hegetschw.

et de Gentiana germanica Willd.nous avons isolé, par chromatogra-

phie préparative sur colonne de polyamide les 9 substances suivan-

tes

2 flavones :

F: R, =CH

7 3
Ry, = H
e R, = H
R,, = OH
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7 xanthenes :

R, = H

I Rl = B-D—glucosyleR3 = H; R, = OCHE; R5 = CHB; 3

K: R, = Hy R, = CH

3 33 Ry = B3 Rg = H; Ry = B-D-glucosyle

L : Rl = H; RS = Hy Ru = Hj R5 = Hj R8 = B-D-glucosyle

glu OH
wo ©
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La structure .a été Etablie sur la base du comportement chromato-
graphique, avant et aprés hydrolyse acide, des spectres UV, IR et

des spectres RMN des dérivés acétylés.

Les glucosides xanthoniques I, X et L sont isolés pour la premiére

fois.

I, glucoside en 1 de la corymbiférine avait &té pressenti par Ross
dans Gentiana corymbifera Kirk.[23}, mais cependant jamais identi-
fié. Quant aux glucosides en 8 de la bellidifoline K et de la des-
méthylbellidifeline L, ils sont nouveaux, mais les isomdres possé-

dant le glucose en 1 sont connus dans Swertia [50] ﬁl] .

L'hydrolyse, suivie de méthylation des 3 glucosides xanthoniques
montre 2 schémas de substitution, ce qui se retrouve par méthyla-

tion des agluccones. {voir Fig. No. 7).

Nous n'avens donc trouvé que des xanthones tétra substituées en
1, 3, 5, 8 et pentasubstituées en 1, 3, 4, 5, B. D'autre part, il

y @ 1 C-glucoside xanthonigque et 2 C-glucosides Flavoniques.

Relevons que la substance D {(voir Fig. No. 1) a &té isolée et iden-

tifiée accessoirement : il s'agit de sucrose.

Concernant les glucides libres, il faut signaler la présence du L-{(+)-
bornésitel dans Gentiana campestris et dans Gentiana germanica mise

en évidence par Schilling (1975) [52].
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Le tableau suivant résume les caractéristiques principales des

substances identifiées.

Substances Rf F F
PA DCll-MeOH-AcOH-Hzﬂ dérivé acétylé
{90:5:5)
A 0.20 266-7°/Me0H  194°/Ft0H
B 0.17 262°/Me0H 235°/Et0H
c 4.11 315°/Me0H 244°/EtOH
L .80 - -
F G.74 242-3%/1,0 155-8°/Et0H
G 0.52 235-5/Me0H -
H 0.52 260°/MeOH -
I 4.52 245%/MeOH 248°/Et0OH
K 0.u3 199°/He0H 242°/EtOH
L 0.31 241°/MeOH 2369 /E£0H

L'analyse &lémentaire a été faite pour les nouveaux O-glucosides

xanthoniques, soit sur le produit pur, soit sur le dérivé acétylé
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et les résultats sont les suivants

Calculé Trouvé
Substance P.M. C H c H
Cyqfye0yp I acétylé 718,62 | 55,18% 4,77%  54,80%  5,03%
Copliyg0yy-Ha0 K 454,38 | 52,85% 4,88% 57,03%  &,59%
Cighlyg0yq Hy0 L HYD,12 51,82é 4,54%  51,24% 4 ,66%
Cyatiznlyg L acétylé 716,08 | 55,2u% u,u2%  S4,90%  u4,13%
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UTTLISATION DES RESULTATS EN CHIMIOTAXONOMIE

PHYTOCHIMIE COMPAREE DU GENRE GENTIANELLA MOENCH

Les espéces étudifes présentent une homogénéité biochimique remar-

quable quant au contenu des composés polyphénoliques. En effet,

uvalitativement, il n'y a pas de différence d'une espice 3 1'autre.
q Yy F

Les substances isolées de G. campestris, de €. germanica et de G.

ramosa sont :

1

2)

3)

W)

5)

des apgluccones xanthoﬁiques : A corymbiférine, B bellidi-

foline, C desméthylbellidi-

faline.

des 0-glucosides xanthoniques : correspendant 3 ces agluco-

nes, soit respectivement : T, glucoside en 1 de la corymbi-
férine, K, glucoside en 8§ de la bellidifoline et L, gluco-
side en 8 de la desméthylbellidifoline.

Ces produits sont des xanthones oxygénosubstitudes en 1,3,5,
8 et 1,3,4,5,8.

un C-pgluceside xanthonique : H, la mangiférine

deux C-glucosides flavoniques : F et G, respectivement la

swertisine et 1l'iscorientine
une substance E, encore non identifiée.

(voir formules p.13)
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De plus, nos conditions d'analyse nous permettent d'apprécier &ga-
lement une homogénéité vis-d-vis d'un caractére négatif, par exem-
ple l'absence de composés flavonigues : aglucones et O-glycosides,

dans les espéces étudides.

Le tableau suivant résume la distribution des substances identifides

dans les trois espdces &tudiées. (Tableau No.22)

Tableau No. 22 : Distribution des substances identifiées au sein

des_espéces étudiées.

Substances G. campestris G. germanica G. ramosa
A + + +
B + + +
c + + +
E + + +
F + + +
G + + +
H + + ) +
I + + +
K + + +
L + + +

Les espéces étudides, comparées 4 G. bellidifcolia et 3 G. copymbi-
fera, contiennent des xanthones de substitutions oxygénées sembla-
bles, sauf en 1,3,4,7,8. Le tableau No.23 présente les xanthomes

du genre Gentianella avec leur schéma d'oxydation,



Tableau No, 23

Schéma d'oxydation des xanthones du genre Gentianella

Section Espéce schéma d'oxydation
1,3,5,8 1,3,4,5,8 1,3,4,7,8
Antarctophila 6. b2llidifolia Hook. + + +
J G. copymbifera Kirk. +
Amarelia G. campestris L.l) o # + -
" G. ramosa Hegetschw.l) + + -
" G. germanica Willd. >’ + ‘ -

1) présence de mangiférine : C~glucoside xantheonigue

(voir p. 14)

1T ~



8. DISCUSSION DES RESULTATS

La présence simultanée de C-glucosides flavoniques et xanthoniques
avec dcs composés xanthoniques : aglueones et O-glucosides substi-
tués en 1,3,5,8 et 1,3,4,5,8 pourrait caractériser les espéces de

la section Amarella.

8.1, DISTRIBUTION DES SUBSTANCES IDENTIFIEES. DANS LA FAMILLE DES
GENTIANACEAE .

Etudions la répartition dans la famille des Gentianaceae des subs-
tances identififées du genre Gentianella, afin d'examiner les liebhs

qu'il y a lieu d'observer entre les genres.

La présence d'iscorientine, 6, C-glucoside flavonique, dans les
gentianes &tudiées ici, n'offre pas un intérét spéeial, car cette
substance est tr&s répandue aussi bien dans le genre Gentiana [41]
que dans le genre Swertia [50, 54] . Tl faut retenir cependant gque
la C-glycosylation des composés flavoniques est considérée [55] com-

me un caractére primitif en phylogénie.

La swertisine : T, autre C-glucoside flavonique mise en évidence,
est, en revanche inconnue dans le genre Gentiana alors qu'elle a’

été isolée de S. japonica [w0] et de §. purpurascens [ 567 .

La mangiférine : H, C-glucoside xanthonique, est répandue aussi bien
dang le genre' Gentiana (G. lutea, 6. verna, 6. cruciata, G. ascle-

piadea,etc) [57] que dans le genre Swertia [50, 547 .

Si l'on veut différencier les genres Gentiana et Gentianella, il
apparait donc que l'iscorientine et la mangiférine ne serviront pas

de critéres, contrairement 3 la swertisnie.
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Quant aux composés xanthoniques, aglucones et O-glucosides, isolés
des espéces du genre Gentienella, ils se retrouvent uniguement dans

le genre Swertia.

A propos des O-plucosides xanthonigques, il est intéressant de re-
marguer gque, dans Swertia, la glycosylation a lieu le plus sou-

vent en position 1.

Le composé L, glucoside en 8 de la desméthylbellidifeoline, ou iso-
norswertiancline, a été identifié pour la premiére fois par nos
soins dans G. campestris, Dans différentes espéces du genre Swertia
S. purpurascens [58] , S. racemosa[ §9] , 5. rendaiensis [607,

la norswertianoline (glucoside en 1 de la desméthylbellidifoline)

est présente.

Le composé K, glucoside en 8 de la bellidifoline ou iéogwertianoline
a été identifié en 1974 dans 6. Eampestris {par nos soins) et par
Ghosal dans S. purpurascens [581 12? Dans la méme plante, Ghosal
trouve aussi la. swertiancline {(glucoside en )1 de la bellidifoline),

laquelle est présente aussi dans $. japonica [54 ]

Le composé I, plucoside en 1 de la corymbiférine, pressenti en 1950
par Ross dans G. corymbifera [ 23] a &té isolé pour la premi&re fois
dans G. campestris (1975). Le glucose est en position 1. Il s'agit

d'un des rares 0-glucosides pentasubstitués rencontrés 3 ce jour.

Le tableau No. 24 résume la distribution des substances identifides

dans la famille des Gentianaceae.

Nous laissons de cété la mangiférine et 1'isceorientine, substances

trop généralement répandues dans les végétaux.

12)3978. trouvé dans $. perennis {SD:].
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Distribution des substances identifiées dans la

Tableau No. 24 :
famille des Gentianaceae.
Substances Espéces REF .,
. & -
A G. corymbifera 1950 Ross [ 23]
G. bellidifolia 1965 Markham [ 26 ]
lawii 1975 Ghosal [ 61 ]
B G. bellidifolia 1964  Markham [2v])
japonica 1569 Komatsu [ 50 J
chirata 1973 ¢hosal [ s8]
S. purpurascens 18475 Ghosal [ s6]
c G. bellidifolia 1964  Markham [ 2u]
5. japonica 1969 Komatsu [ 627
§. chirata 1973 Ghosal fua’]
S. purpurascens 1975 Ghosal [ 56 ]
S. lawii 1875 Ghosal [ 6117
F S. japonica " 1967 Komatsu [uo]
. pUrpurascens 1975 Ghosal [56]
&
I G. campestris 1975 Kaldas [su]
Fi
K G. campestris 1974 Kaldas [ 63 ]
purpurascens 1974 Ghosal [ s8]
perennis 1976 Hostettmann [ 60 7]
L G. campestiris 1974 Kaldas [ GBJ

isolé pour la premiére fois
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8.2. REPARTITION DES COMPOSES XANTHONIQUES DES GENTIANACEAE.

En considérant (selon Jossang 1972) [65] que la substitution des
composés xanthoniques peut &tre considérée comme un caractére de
distinction des genres, nous avons rassemblé dans le tableau No.25
les renseignements concernant les xanthones de quelques genres des
Gentianaceae. Dans la mesure du possible, nous comparons des analy-
ses faites sur les mémes organes de la plante. En ce qui concerne
les genres BGentiana et Gentianella, le tableau No.25 peproduit des
résultats obtenus, pour la plupart, & 1'lnstitut de chimie de Neu-
chatel, il en est de méme de 1l'espéce 5. perennis. Pour le reste,

nous nous référons d la bibliographie.
Il ressort de ce tableau les faits suivants

- le genre Gentiana est caractérisé par des xanthones tri- ou

tétrasubstituées en 1,3,7 ou 1,3,7,0.

- le genre Swertia contient des xanthonas tétrasubstitufes en
1,3,5,8 et 1,3,7,8; la pentasubstitution ajoute & ces schémas

la position 4.

- chez Gentianella, nous notons l'absence de la tétrasubstitution
en 1,3,7,8, alors qu'elle existe en 1,3,5,8 et que chez G. bel-
tidifelia, la pentasubstitution est en 1,3,4,5,8 et 1,3,4,7,8.

- le genre Halenia quant & lui, présente des tétra ou pentasubs-
titutions leorsgu‘on ntilise la position 2.
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D'aprés les schémas de substitution des composés xanthoniques, il
apparaft d'emblée gue les penres Gentilana et Gentianella sont dif-
férents. Ainsi, les arguments de la chimiotaxonomie complétent les

critéres morphologigues appuyant la séparation des deux genres.

D'autre part, nous remarquons une nette ressemblance entre les gen-

res Swertia et Gentianella.
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{Tsbleau No.

25 suite)

Swertia

bimaculata

chirata

decussata
dilatata
gracilescens
japonica

lawii

nervosa
perennis
pseudochinensis

purpurascens

racemosa
»andaensis
swertopsis

tosaensis

plante

plante

plante
plante
plante
plante
plante
plante

entisre

entiére

entidre
entiére
entiédre
antiére
entiére

entidre

feuilles

plante
plante

plante
plante
plante

plante

entiére

entidre

entidre
entiére
entiére

entiére

1,3,5,8
1,3,5,8

1,3,4,5
1,2,3,7

1,3,5,8
1,3,5,8

1,3,5,8

1,3,5,8

1,3,5,8

1,3,5,8
1,3,5,8
1,3,5,8
1,3,5,8

1,3.7,8

1,3,7,8

1,3,7.8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8

1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8
1,3,7,8

1,2,3,4,5
1,2,3,4,7
1,2,3,4,5
1.2,3,4,7
1,3,4,5,8

1,3,4,7,8

1,3,4,5,8
1,3,4,7,8

L713
Cus]
L7s]

[ 58,467
Lse]
{59 ]
[ 62,507
[61]
[s9]
[e0]
Cso]
[ 58,56 ]

[ ]
[so]
[0 ]
[50]

- TeT -
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9. CONCLUSIONS

I1 faudrait &tudier encore d'autres espéces de la section Amarella
pour confirmer si cette section peut apparaitre chimiquement comme
un taxon défini. Néanmoins, nous apportons aux problémes posés les

réponses suivantes

1) L'homogénéité que montre sur le plan caryologique le genre
Gentianella va de pair avec 1'homogénéité du spectre des

polyphénols.

2) Sur la base de 1'&tude des schémas de substitution des com-
posés xanthoniques, nous admettons que le genre Gentianella
est plus étroitement apparenté 3 Swertia qu'd Gentiana ou
Halenia. La swertisine (C-glucoside flavonique) renforce
cette parenté par sa présence 4 la fois dans Gentianella et

dans Swertia.
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IV. PARTIE EXPERIMENTALE

10. TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIGQUES

10.1, CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Couches minces de polyamide

Les meilleures séparations ont &té cbtenues avec des plagues de
polyamide préparées par nous-méme, a l'aide de 1'étendeur DESAGA.
Pour une série de 5 plaques de verre, de dimensions 20 x 20 cm,
nous prépérons une suspensions de 8 g de polyamide dans 45 ml d'é-
thanol.

Type de polyamide utilisée:

Macherey-Nagel DC év, DC ., DC

11 11Ac 6

Systémes de solvants utilisés pour l'analyse des polyphénols: (v/v):
méthanol-ean (9:1); (8:2); (6:4)

méthanol-acide acétique-eau (90:5:5)
toluéne-méthanol-acide acétique (45:32:16)

Couches minces de ¢ellulose

Nous utilisons les plagues du commerce {Merck}, cellulose F50,
épaisseur de la couche 0,10 mm. Les séparations sont boune prin-
cipalement paour les glucosldes xanthonlgues et les C-glucosides

flavonigues.
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Systémes de solvants utilisés

acide ac&tique 5%, 310%, 15%, 30%
n-butancl-acide acétique-eau (M:1:5)

iscbutanol-~acide acétique-eau (10:4:7)

Couches minces de gel de silice

Nous utilisons des plaques du commerce (Merck) de gel de silice

60 Fzsu sur aluminium, épaisseur de la couche 0,2 mm,

Les séparations sont trés bonnes pour les aglucones xanthoniques

avec les solvants d'élution suivants- :

chloroforme-toluene (5:2)
benzéna-acétate d'&thyle (3:1) ou (u:1)
acétate d'éthyle-méthanol (5:1)

toluéne-acétate d'éthyle-&thanocl (7:3:1)
Pour les glucosides polyphénoliques, nous employons les solvanis

chloroforme-méthanol (7:3)
chloroforme-acétone-eau (20:80:5)

acétate d'éthyle-méthanol-eau (100:16,5:7) ou
10,5:2:1,5)

Couches minces pour analyse des sucres (aprés hydrolyse acide)

Les solutions aqueuses de sucres, obtenues aprds hydrolyse acide
des Q-glucosides polyphénoliques, sont analysées sur couches min-

ces avec succeés dans les conditions suivantes
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Support : gel de silice 60 Fogy» Merck ou
cellulose FSO’ Merck

Systéme de solvants

n-butanol-acide acétique-eau (4:1:5)
acétate d'éthyle-méthanol~eau-acide acétique(B5:15:15:20)

n-butanol-pyridine-eau {(6:4:3)
Révélateur : phtalate d'anisidine (solution 0,1 M de p-anisidine et

d'acide phtalique dans 1'éthanol 96%). Coloration en vert des hexo-

ses et en rouge-brun des pentoses,

10,2, CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHES MINCES A L'ECHELLE PREPARATIVE.

Nous utilisons des plaques du commerce (Merck) 60 Forys 20 X 20,

&épaisseur 2 mm,

La solution & analyser, préparée i 5% dans MeOH, et prélevée avec
une seringue de 0,10 ml, est déposée sur la plague 3 l'aide de
ltappareil Camag, (chromatocharger). La plaque vierge a &ré tout
d'abord lavée avec du méthancl. Le développement est réalisé une
premiére fois avec le systéme de solvants : acétate d'éthyle-mé-
thanol-eav (100:16,5:7), puis une seconde fois Avec le mélange
moins polaire : acétrate d'étrhyle-méthanol (100:16,5). La bande in-
téressante est alors prélevée et désorb&e avec du méthanol par ex-
traction au Soxlhet pendant 24 h. Le mélange cbtenu est concentré

et ensuite purifié par filtration sur gel de séphadex LH 20,

10.3, CHROMATOGRAPHEIE SUR COLONME.

Nous avons utilisé des colonnes en verre de diamétre 2, 4 et 6,5 cm

et de haulteur utile variant de 25 & 120 cm. Elles sont remplies a
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partir d'une suspension d'un support abondonnZ 24 h. au moins

dans le solvant d'élution. Les colonnes sont munies d'un disposi-
tif permettant une vitesse d'dcoulement variable 3 pression cons-
tante. Les fractions sont recueillies par un collecteur autcemati-

que réglé a volume constant.

Avant utilisation, toutes les colonnes sont lavées avec le solvant
d'élution jusqu'd disparition de toutes traces de résidu solide
dans les eaux de lavage.

L'introduction du mélange § séparer se fait & partir d'une solu-
tion dans 1'&luant, Les quéntités introduites dépendent de 1'adsor-
bant et des dimensicons de la colonne. Le gébit varie de 15-20 ml/h

pour les plus petites colonnes & 40 ml/h pour la plus grande colon-

ne.

A titre d'exemples, nous domnons ci-aprés ies conditions maximums
réalisées dans le cas {(No. 1} d'une sépavation d'extraits mé&thano-
liques et (No.2) d'une séparation d'extraits &thérés ou chlorofor-

més’

Conditions No. 1 No. 2

dimensions de la

colonne 6,5 X 120 cm h X 60 ¢cm
adsorbant , PA SC 6 MN PA SC 6 MN
2luant MeOH 50%-90% MeOH-AcOH—HQO
(90:5:5)
masse & séparer (séche) 13-15 g 1,3 - 3 g

vitesse d'élution 40 mi/h 20 ml/b
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D'autres systémes ont &té utilisés également
pour les aglucones : PA 5C 6 MN : toluéne-MeOH-AcOH {(45:32:16)
gel de silice 60 Merck : toludne-acétate d'éthyle (4:1)

et pour les glucosides
cellulose microcristalline Merck : AcOH 5%
Séphadex LH 20 : MeOH, éw. HQO.

Pour purifier les produits d'hydrolyse, de méthylation, ou sim-
plement des fractions cbtenues d'une premiére analyse chromato-
graphique, la filtration sur gel de séphadex LH 20 est trés appré-

ciée avec comme &luant le méthancl.

Tous les solvants utilisés en chromatographie sont fraichement

distillés. o

11, TECHNIQUE D'ANALYSE

11.1,HYDROLYSE ACihE

La réaction se fait pénéralement sur un produit pur, elle peut

&tre réalisée cependant sur un extrait brut.

Un échantillon de la substance 3 traiter est dissous dans MeOH, -
additionné de quelques ml de HC1l 2N et chauffé & reflux de 2 3 4 h.
La solution est alors extraite & 1'&ther puis au butanol. Ceg ex-
traits, concentrés et purififs sont analysés par CCM et par UV. La

phase aqucuse est utilisée pour la recherche des sucres.

11,2 . HYDROLYSE ENZYMATIQUE

Plus de la moitié des O-glucosides flavoniques (et xanthoniques)

sont des B-D-glucosides; il est donc possible de les hydrolyser
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par la g- D-glucosidase. L'hydrolyse enzymatique est limitée

par la pureté de 1'enzyme.

Dissoudre 1 mg du glucosideldans 2 ml de solution tampon de pH 5
{solution aqueuse¢ 0,5 M de NaOAc ajustée & pH 5 avec de l'acide
acétique) et ajouter environ 1 mg (généralement 1 pointe de spa-
tule de 1'enzyme en poudre) de 8 -glucosidase (Sigma Corp, St-
Louis. Mo), Le mélange est abandonné 24% h. 3 37°. Ensuite concen-
trer la solution scous vide, purifier sur LIl 20 et analyser par

CCM pour détecter l'aglucone.

11.3, METHYLATION

La préparation des esteps méthyliques se fait par traitement d'un
polyphénol en milieu méthanolique avec une solution éthérée de
diazométhane. Ce réactif est un gaz Jjaune toxique et explosif, &
manier avec précautions, mais gu'il est possible de conserver en
petites quantités quelques heures en solution &thérée. Il a été
préparé 3 partir de la N-nitroso -4-toluBne-sulfaméthylamide
(Fluka purum), selon les indications de DE BOER et BACKER [72] :
3-50 mg de substance, en solution dans 5-10 ml de m&thanol absolu,
gsont traités avec un excés de solution &thérée de diazométhane

(10 fois la quantité théorique requise), puis abandonnés a 4@ ¢
environ dans l'armoire frigorifique pendant 48 heures, puis 24 h.
4 température ambiante. On contréle par CCM si la méthylation est
compléte : spot de Rf trés &levé bleu sous lumidre UV (PA DCqq
(9:1)), Si nécessaire, le mélange réactionnel est traité une nou-
velle fois avec un excds de diazométhane (5 fols la quantité théo-

rique regquisel.

Aprés évaporation du solvant, le résidu est purifié par filtration

sur gel de séphadex LH 20 avec le méthanol comme &luant.
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11.4, ACETYLATION

Les dérivés acétylfs, pour l'enregistrement des spactres RMN,

sont préparés & température ambiante.

Dissoudre 30 mg de substance (au moins) dans un mélange de 5 ml
d'anhydride acétique frafchement distillé et de 1 ml de pyridine

sy

anhydre (distillée et conservée sur KOM). Agiter jusqu'd dissolu-
tion compléte, abandenner 24 heures a4 température ambiante. Eva-

porer ensuite le sol@ant jusqu'd cobtention d'un ligquide visqueux,
sous vide & 50° C. Traiter 3 l'eau froide et & la glace pour pré-

cipiter l'ester. Recristalliser le produit obtenu dans 1'éthancl.

Pour les C-glucosides (ex. swertisine), ajouter au mélange régction-

nel, une pointe de spatule d‘'acétate de socdium anhydre.

Pour certains aglucones, il est nécessaire de chauffer le mélange

-

réactionnel d reflux pendant deux heures.

11.5. spectroscorie UV

Les spectres UV sont enregisirés sur un appareil UNICAM SP 800,

en solution dans le méthanol. La concentration' des sclutions est
ajustie de fagon & obtenir une absorbance maximale comprise entre
0,8 et 1,2, Pour chague substance, le spectre a €té examiné en pré-
sence des réactifs chimiques habituels, selon les indications de

MABRY, MARKHAM et THOMAS [3u}

il.6. spPectroscorie IR

Les spectres IR sont enregisirés & partir de pastilles de KBr con-
tenant 0,3 3 0,5% de substance cristalline, sur un appareil PLRKIH-
ELMER, modéle 521.
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11,7, RESONANCE MAGNETIQUE RUCLEAIRE

Les spectres RMN sont enreqistrés sur un appareil VARIAN A-60 A&
37° C, dans le deutérochloroforme pour les aglycones et les déri-
vés acétylés, et le dedtérodiméthylsulfoxyde pour les glucosides.

Le relevé des spectres 3 100 MHz a &t& falt par la maison Hoffmann-
La Roche & Co. i Bile, )

l.a présente thé&se a fait l'cbjet de 2 publications:
Helv. 57, 2557 (1974} [63]
Helv. 58, 2189 (1975) [&4]
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280. Contribution & la phytochimie du genre Gentiana IX")
Etude (e composés flavoniques et xauthoniques dans les feuilles
de Gentiana Campestris L. 1ére communication

par Maryse Kaldas, Kurt Hostettmann et André Jacor-Guillarmod
Institul de Chimie de 1'Université, Avenue de Bellevaux 51, C11-2000 Nenchitel

(20, X1.74)

Summiary. Two new xanthone-O-glycosides, the 1,3, 3-tribydroxy-xanthone-§-O-f§-n-giuco-
pyranoside {3), the },5-dihydroxy-3-methoxyxanthone-8-O-f-p-glucopyranoside (4), have been
isolated from the leaves ol Gentiana eampestris L, by means of colnmn chromatography on poly-
wmid. Two known xanthones (I, ZJ which are respectively the agiycones of 3 and 4 and a flavone:
isu-orientioe {5) bave also been isolated and identificd.

1. Introduction. — Genfiana campestris 1. est unc des nombireuses espéees de
fa section dmarella. Bien qu'appartenant u genre Gentiana, cette section est com-
munément classée, ainsi que huit antres, dans le sous-genre Gentianella.

HQ

5
1! R' = R? = R¥ = R® = I 8! isoorientine
"2 R'= R = IF =11 6: Ri=HK¥= ~+=CH,
R* = C14, R¥ =1
3: R =R¥e= RY =} T W= 1t = Rf = R? = CH,

R? = f.p-glucosyle
4 W' = 1S = H, R == CIf,
R® = f.p-glucosyle

1y Dartic V111, v. Phylochemistry, sous presse.



2558 Hewverica CHimtca Acta — Vol. 57, Fasc. § (1974) ~ Nr. 280

Les études phytachimiques de ce sous-genre n’ont fait objet que d’un nombre
restreint de méninires, lesquels ont trait principalement a Gentiana bellidifolia Hook [1],
Gentigna coryinbifera Kirk (2] et Gentiana ciliata L. [3]. Dans la premiére espice, des
aglycones xanthoniques tétra-OR-substitudes en 1,3,5,8 ¢t penta-OR-substituées en
1,3,4.7,8 et en 1,3,4,5,8 (R = H, CH,} ont été mis en évidence. Ce dernier schéma
de snbistitution se retrouwve dans Genbiana corvnbifera Kirk, ce qui n'est pas étonnant
en raisen de Vappartenance de ces deux especes A la section Awnfarctophila. En
revanche dans Gentiana ciliata L. {section Crossopetalum) seules des xanthones tétra-
OR-substitnées en 1,3,7,8 ond été isolées.

Le présent travail a trait & la détermination des structures de quatre ).aut]mncs
1-4, dont deux, 3 et 4, sont décrites pour Ja premitre fois et d'une flavone 5, isolées
4 partir de feuilles de Gentiana campestris 1. 1.'étude d'autres substances analogues
est_en cours et [era 'objet d'une conmmunication ultérienre.

2. Résultats, — 2.1, Isolement des composés. Les feuilles séchées ont €€ extraites
a chaud par des solvants de polarilé ernissante: ligroine, éther, chloroforme, acétate
d'éthyle, méthanol, L’extrait éthéré, chromatographié sur colonne de polyamide
(élution MeOH/H,OfAcOH 90:5:5), fournit les composés 1 et 2 qui sont encore
purifiés par (iltration snr gel de Sephadex LH 20 (élution McOH). Les glncosides 3, 4
ainsi que V'isoorientine § ant été isolés & partir de I'extraiit méthanolique chromato-
graphié sur colonne de polyamide avee comme &luant, un inélange MeOH/H,O dont
la teneur en MeOH est augmentée graduellement. MeOH 4 709, donne 5, McOH
4 509, permet 'obtention de 3 et 4.

2.2. Détermination des structures. — Composé 1. Le spoctre UV, est caractéristique
dune xanthone tétrasubstituée en 1,3, 5,8 qii posséde an moins deux groupes hydro-
xyles libres dont un en position 3 et un en 1 ou 8 {4]. La valeur Rf particulierement
faible (CCM polyamide MNDC,,, MeOH/H,0 9:1, Rf = (,,04) indique gne 1 ne peut
étre que tétrahydroxylée, Le F. et les spectres UV, sont identiques & ceux de la tétra-
hydroxy-1,3,5,8xauthone [5]. Le spectres RMN.%) du dérivé acétyld montre la
présence de quatre groupes ncdtoxyles aromatiques (singulets 4 2,33 et 2,42) et de

Tabilean 1, Spectres UV, (max, ¢n nin, solvant = McOH)

Compnsé Solvant pur Solvant additionnd de:
AlCl, NaQAc NaOMe

1 254, 278 263, 290 250, 272
335, 300 sh 328 sh, 372 360

2 255, 279 265, 291 255, 270 267, 285 sh
334, 390sh 325, 372 334, 390 sh 368

3 252, 275 263 sh, 267, 283 248, 266 213, 258
328 324 sh, 362 2BB sh, 354 297, 358

4 254, 276 267, 284 254, 277 sh 248, 251
325 324, 362 288, 324 288, 344

6 238, 248 243 sh, 257 238, 248
276, 318 289, 348 276, 318

7 238, 271 238, 271 . 238, 271 238, 271
307, 350 sh 307, 3505h 307, 350 sh 307, 350 5h

%) Entegistré dans CDCiy (6 en ppm par rapport au TMS pris comme référence interne).
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quatre protons aromatiques formant des spectres 48 4 6,82 et 7,22 {(J = 2,5 Hz) et
46,93 et 7,458 (J = 9,5 Hz). Les valeurs obtenues différent cependant de celles de la
tétraacétoxy-1,3,5,8-xanthone données par Komalsu of al. [5]. Etant donné la trés
faible solubilité de ce dérivé acétylé dans CDCl,, il est possible que les auteurs cités
aient employé un autre solvant pour 'enregistrement du spectre. De plus, la méthyla-
tion par un exeés de diazométhane conduit & 7; tétramétlioxy-1,3,5,8-xanthone. Le
composé 1 est donc la tétraliydroxy-1,3,5,8-xanthone qui a été identifiée pour la
premiére fois dans Gentiana bellidifolia Hook [1] ct par la suile dans plusieurs espéces
du genre Swertia [6} [7).

Composé 2. Le spectre UV, indique qu’il s'agit d'une xanthone substitude en
1,3,5,8 ayant un groupe liydroxyle libre cn position 1 on 8. Le spectre RMN. du
dérivé acétyld monire la présence d'un groupe wéthoxyle et de trois gronpes acéto-
xyles (voir lab. 2).

Tableau 2. Spectres RMNI) {entegistrés dans CIDCl,, 8 en ppin par rapport au 'TMS pris conune
’ référence inicrrie)

Protons aromatiqnes

Composd H{2) et H (4) b (6) et 11 (7)
J=25402Hz J=95+021z —OCH, —OCOCH,
1 acétyld 6.82 7,22 6,93 745 2,33 (3H)
2,42 (9H)
2 acétylé 6,57 6,72 6,03 742 3,92 (3H) 241 (9H)
3 acétyld 6,78 7,15 6,96 7,31 2,30 (3H)
2,38 (3H)
2,48 (3H)
4 acétyld 6.53 666 6,95 17.30 3,87 (3H) 2,40 (3H)
2,49 {3H)
6 acétylé 633 6,56 6,85 113 3,88 (3H) 245 (3H)
3,95 (3H)
3,98 (3H)
7 632 6,54 6,65 17,08 3,87 (3H)
3,93 (91

Comune le spectre UV, ne subit aucune modification par l'additian de NaQAc, le
groupe méthoxyle ne peut étre fixé qu'en position 3, Le composé 2 correspond donc
a la triliydroxy-1,5,8-méthoxy-3-xanthone. Les spectres UV. et RMN. sont confor-
mes aux donndes de la littérature {1] [5]. Enfin, la méthylation par un excés de diazo-
méthane conduit & 7. Rappelons que 2 a ét¢ isolée pour la premidre fois & partir des
racines de Gentiana bellidifolia Hook par Markham [11 qni lui a attribué le nom de
hellidifoline,

Composé 3. L'hydrolyse acide de 3 fournit la tétrahydroxy-1,3,5,8-xanthone (1),
ainsi gqne du glucose. Dans le spectre RMN. du dérivé acétylé, on compte quatre
protons aromatiques formant des spectres AB 4 6,78 et 7,15 (J = 2,5 Hz) ¢t 2 6,96
et 7,31 (J =95 Hz), quatre groupes acétoxyles aliphatiques entre 2,00 et 2,108,
trois groupes acétoxyles aromatiques A 2,30, 2,38 et 2,48, dont un seul en « de la
fonction carbonyle [8]. Par conséquent, le sucre ne peut étre attaché au squeletie

3)  Pour les composdés 3 et 4 la partie glucosidique n'est pas reporiée dans ce tablean,
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xanthonique qu'en position 1 on 8, La méthylation des groupes hydroxyles phénobi-
ques libres par un excés de diazoméithane, suivie de 'hydrolyse acide, fournit un
- composé {6), lequel ne peut corregpondre qu'a hydroxy-1-triméthoxy-3,5, 8-xan-
thone ou & "hydroxy-B-trimdthoxy-1,3, 5-xauthone. Relevons que les spectres UV,
different nettement de ceux du premier composé [7]; en revanche, ils sout semblables
& ceux du second [4]. Une preuve suppidmentaire est apportée par la comparaison
du speetre RMN. de 6 acéiyld avec celui de la téiraméthoxy-1,3,5, B-xanthone (7):
les pratons en position 2 et 4 ne sont pas déplacés {91 {vair tab. 2). Le composé 3 est
donc le¢ trihydroxy-1,3,5-xanthone-8-O-glucoside ou  desmiéthylbellidifoline-8-O-
glucoside. Mentionnons qu'un isomére, la glucosyl-1-desméthylbellidifoline a été
isolée pur Tomémori ef al {10] dans différentes espéces du genre Swertia.

Conposé 4. L'hydrolyse acide de 4 conduit an glucose et & In trihydroxy-1,5,8-
méthoxy-3-xanthone (2). On observe dans le spectre RMN. du Qérivé acétylé la
présence de quatre protons aromatiques 4 6.53 et 6,66 {J = 25 Hz) et 3 6,95 et 7,30
(J = 9.5 Hz}, de quatre andtoxyles aliphatiques entre 2,00 ¢t 2,15, d"un méthoxyle
{singulet & 3.87) et de deux ucétoxyles arommatiques & 240 ¢t 249, Le déplacement
chimiquc élevé de ce dernier groupe précise qu'il se trouve au voisinage de la fonction
carbonyle (8]. La position d’attache du sucre ne pont donc étre qu'en 1 on 8. La mé-
thylation de 4, suivie de 'hydrolyse acide, condnit a hydroxy-8-triméthoxy-1,3,5-
xanthone (6). Le composé 4 est done Je bellidifolina-8-0-glucoside. Un isomeére de ce
glucoside, la swertianoline (bellidifoline-1-O-glucoside), a ét¢ identifié dans le genre
Swertia [11].

Composé 5. L'identification a été faile par comparaison stvec un échautilton
anthentique (comportement chromatugraphique, comportement a Fhydrolyse acide,
F., speetres UV, et IR)) [12].

3. Discussion, ~ Les O-glucosidus xanthorignes 3 et 4 sont nouveaux; senls les
isoméres avec le glucose attachié en position 1 sont connus actuellement [11]. Relevons
encoré que toutes les xanthiones que mons avons isolées A ce jour dans Gentiana
campestris L. ont le schéma de substitution 1,3,5,8, 4 savoir le méme que celui de
certaines xanthoues de Gentiana bellidifolia Hook {1], espice néo-zélandaise du sous-
genre Gentianella.

Les auteurs remercient Monsicur e Professeur Claude Favarger, Institut de Dotanique de
I"Université de Neuchitel, de V'identification du matéricl végétal. Us expriment lenr gratitude &
Meonsicur le Professeur ltaphaél Tabacchi, de I'intérét porté A ce travail eL & Mcsdemoiselles
Mawmela Léna e Gdelle Clare de Jeur aide technique.

Partic expérimentale

1. Fsolement et bechutigues analyligues. 1o matérie] végéial a été vécolté dans le Jura vaudois
{Chasseron). Y0 g de poudre de fenilies et de tiges séelids ont €ed extriits A ehuud par des solvants
vie polavité crojssante (13), Los différents extraits ont dld analysés pur CCM sur polyamide
Macheray-Nugel 1DC, AC: (McOLjH,O/AcOY 90:5:5) = solvantia; (MeOH|1,09:1) = solvantb.
La chiromatographic préparative sur colomne de polyamide MN SC, de Uextrait éthéré avee le
solvant u fournit 1 (55 wig} rt 2 (25 mg). L'exlrait inéthanolique est chromatographi¢ sur une
colonne de polyamide MN 5C; (longweur de Ja colonne: 100 om; @ int.: 6,5 cm) avee, comnme
Eluant un indtange MeOGH 110 1:1 donl la leneur e MeON est graduellement augmentée. MeOI1
4 70%, donne 5 (18 mg); McOH 3 90%, permct U'olitention de 3 (120 ing) ct 4 (147 mg). La méthyla-
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tion de 1 et  par un excds de solution éthérée de diazomdéthane conduit & 6 ot 7 qui sont séparés
par filtration sur gel de Sephadex LH 20 (solvaut MeOH), L'bydrolyse acide, la reeherche des
sucres, l'acétylation, la méthylution, aiusi que Penregistremnent des spectres UV, et RMN, ont
éitd elfectués comme déerit précédemmnent [13].

2. Donndes analytigues. Composé 1, reeristallisé dans MeOQH, F. 315° (lit. F.317°{6)); Rf = 0,1}
(solvant a); R = 0,06 (solvant b). Dérivé acéiylé recristallisé dans E1OH, F, 244° (Lit. I¥. 244°[5]).
Décivé méthylé (7), recristallisé dans MeOH, 1°. 207°; Rf = 0,49 (solvant b).

Composé 2, recristallisé dans MeQH, F. 262° (Lit. F. 263° [6]); Rl = 0,17 (solvant a}; Rf = 0,08
{solvant b). 1)4rivé acdtylé, recristallisé dans EtOLl F. 235° (Lit. T, 238° [5]). Dérivé méthylé (7),
recristallisé dans MeO11, F. 207

Composé 3, recristallisé dans MeOH, ¥, 241°; 1M = (0,29 (solvant ).

Cipl4)30y, - HyO (#40,12)  Cale. €51,82 M 4,54% Tr. C51,24 H4,66%
Diérive ncdtylds, recristallisé dans ELOL1, I, 246°,
Cg,Hy,0,, (716,08)  Cale. C5524 H 4,429 Tr. C5490 H4,13%
Composé 4, recristallisé dans MeOH, F, 199¢; Rf = 0,36 (solvant h).
CppHyOy, « Hy0 (454,38)  Cale. C52,85 I 4,88%  Tr. C52.03 H4,50%

Dérivé acétylé: I 242°,

Composé 5. Voir [12].

Conrposé 6, recristallisé dans MeOH, I, 208° (Lit. I, 206—207" [1; Rf = 4,25 (solvant b).
Dérivé aebtyld, reeristallisé dans CHCI,, F. 223°; (Lit. ¥, 222-224° [1]).

Compdsé 7, reeristallisé dans MeOH, ¥, 207°; Rf == 0,49 {solvant bj.
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235. Contribution 4 Ia phytochimie du genre Gentiana, X111},
Etude des composés flavoniques et xanthoniques dans les
feuilles de Gentiana campestris 1.
2tme communicalion
par Maryse Kaldas, Kurt Hostettmann et André Jacot-Guillarmod
Instilut de Chimic de I'Université, 51, avenuc de Bellevaux, CH-2000 Neuchatel
{29. 1%, 75)

Phytochemistry of genus Gentiana XIIL. Study of flavanic and xnntonlé compounds
In the leaves of Gentlana campestris L. 2nd communication. Suminary. By means of
colurnn chromatography on palyamide, we have isolated from Lhe leaves of Gentiana campestris
L. a new xanthonc.O-glucoside, the £ 4-dimeihoxy-5,B-dihydroxy-xanthone-1-0-4-p-glucopy-
ranoside (2) and jts aglucone, the ¥ 4-dimeihoxy-1,3$,8-irihydroxy.-xanthone (k). The C-gln-
cosides anaugiferin (3} and swertisin {4) have also boen isofated aud identified.

1. Introductlon. — Dans une précédenic comununication[l], nous avons dé-
crit quatre xanthones isolées 4 partir de feuilles de Gentiana canmpestris 1., subs-
tances dans le schéma de substitution 1, 3, 5, 8 correspond & celui de certaines xan-
thones de Gentiana bellidifolia Heok [2), espiee néo-zélandaise du sous-genre Gentia-
aella. Une nouvelle analogie du point de vue phytochimique est mise en évidence
entre ces deux especes, en raison de la présence dans Gentiuna campestris 1. de xan-
thones penta-Oit-substituées (R = H, CHa, f-p-glucosyle} dont nous déerivons ci-
aprés l'isolement ct la détermination de structures. 11 s'agit du diméthoxy-%4-di-
hiydroxy-3, 8-xanthone-1-0-f-p-glucopyranoside {2}, décrit ponr Ia premiére fois et
de son aglucone (1), 1a corymbiférine, rencontrée précédemment dans Gentiana
bellidifolia Hook. Relevons enfin que nous avons identifié encore la mangiférine (3)
¢t In swertisine (4).

2. Résultats, — 2.1 fsolement dvs composds, L'exiraction 4 partir de feuilles
et de tiges séchdes a été réalisée comne déerit précédeyment [1]. La fraction étliérée,
chromatograpliée sur colonne de polyamide (élution: MeOH{Hz0[{AcOH 90:5:3),

1) Partie X111, v. Thytochemistry, sous presse.
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fournit le composé 1 qui est encore purifié par filtration sur gel de Sephadex LH 20
{solvant MeOH). Les composés 2, 3 et 4 ont été isolés & partir de I'extrait méthano-
lique, selon le schéma indigué dans la figure.

lEllra]l mélhanoliques |

CC. potyamide MN SCg
MeOH  50%-+ 90%

l

4 » glycaanth.non kentiti 2+3
CEC potyamideMN SCg CC potyamide MN SC
MeOH 30%+50% . loltene MeOH A
45:32116

glyc.xanth, s_i_E _zw_in_191 ﬂF}l

CCaephadex LH20 CCseph €€ sephan
MeOH L
& 5 8

2.2, Délermination des structures. — Composé 1. Les spectres UV, enregistrés en
présence des réactils usuels, sont caractéristiques d'une xanthone possédant des groupes
liydroxyles libres en 3 et en 1 nu 8. Le spectre RMN. du dérivé acétylé montre la
préscnce de deux groupes méthoxyle et de trois groupes acétoxyle aromatiques,
dont deux 4 2,38 et 2,40 4 sont au voisinage de la fonction carbonyle [3], ainsi que
de trois protons aramatiques 4 6,75 § (singulet, position 2} et 4 6,88 et 7,204 (spectres
AB, J = 9,5 Hz, position 6 et 7), Toutes les données spectrales ainsi que le comporte-
ment chromatagrapliique et le F, correspondent a la trihydroxy-1, 3, 8-diméthoxy+4,5
xanthone {corymbiférine) isolée pour la premiére fois & partit des racines de Gentiana

corymbifera Kirk (section Antarclophila) [4].

L R'=H 2: R = g-p-glucosyle


glyc.xanth.non
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Composé 2, L'hydrolyse acide de 2 donne I ainsi que du glucose. Dans le spectre
RMN, de 2 ncétyld, on reléve: quatre groupes acétoxyle aliphatigues entre 2,60 et
2,10 4 et deux groupes acétoxyle aromatiques (singulets 4 2,34 et 2,46 6) dont un
seul A proximité de la fonction carbonyle {3). La position d’attache du glucose sur
'aglucone 1 est donc située en 1 ou en 8. Par comparaison des spectres RMN de 2
et de 1, enregistrés dans le DMS0, if est possible de préciser que te glucose est fixé
en position 1. Eu effet, les protons M (6) et II(7) ne sont patiqnement pas déplacés
(voir tablean 2), alors que le proton H-C(2) dn glucoside subit un déplacement de
I'ordre de 0,4 & par rapport & celui de 'aglucone.

Composé 3. L'identification a été faite par comparaison avec un échantillon
authentique de mangiférine, isolé précédemment dans notre laboratoire [5] (compor-
tement chromatographique, I, spectres UV, et IR.).

Composé 4. Les spectres UV., caractéristiques d'nn composé flavonique, indiquent
la présence de denx groupes hydroxyle libres en 5 ¢t en 4, la position 7 étant substi-

Tableau 1. Spectres UV, (max. en nm, solvani = MeOH)

Solvant additionné de

Composé Solvant pur AlCly AlCLfIICI NaQOAc NuOMe

1 230, 256 227,275 227, 260 3h 227, 250 sh 225, 250 sh
276 sh, 347 288, 386 280, 386 280, 369 280, 370

2 231, 254 223, 269 . 225,268 248 231, 248
278,330,375 sh 289, 366 . 287,359 273, 367 273, 367

3 259, 270 sh 270, 287 sh 267, 278 sh 265 273
315, 365 356, 400 338, 402 300 sh, 382 300 sh, 388

4 222,272 222, 281, 302 222, 282, 302 226, 272 222,272
334 350, 376 346, 376 380 388

Tablean 2. Spectres RAIN_ (8 vn ppm par rapport au TMS pris commme référence interne)

Composé H—C(2) H—C(6) H—C(7) —OCH; —OCOCH;
(f=95Ha) (J=95Hz
18) 6,33 6,75 7.51 3,86
3.93
21) 6,76 6.66 7.42 3,87
3.90
Lt) acétylé 675 6,88 7,20 3,99 2,35
4,10 2,38
2,40
28 acéryld 6,75 6,86 7,13 3,96 2,34
4,03 2,46

% Selvant: DMSO. b) Solvant: CDClj.
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tuée. Dans le spectre RMN. de 4 acétylé on compte six protons aromatiques (6,60 &
H-C{3); 6,904, H-C(8); 7.304, J = 9 Hz, H-C(3"), H-C(5"); 7,93 4, ] =9 Hz, H-C(6"),
un groupe méthoxyle (3 4,03 & position 7), deux groupes acétoxyle aromatiques &
2,51 & {position 5) et 2,33 § (position 4'), quatre groupes acétoxyle aliphatiques dont
trois entre 2,00 et 2,10 § et un 4 1,80 4. Ce dernier signal est caractéristique d'un 6-C-
glucoside flavonique [6]. Par chauffage en milieu acide, 4 peat d'ailleurs se transfor-
mer, selon Wessely-Moser [7] en isomére 8-C-glucoside de Rf différent®). Le composé
4 est donc la dihydroxy-4.5 -méthoxy-7-,6-C-f-p-glucopyranosyl-flavoue (swerti-
sine) dont la structure a été établie par Komalsu [8] & partir de Swertia Japonica.

3. Discussion. - La substance 2 est le prewier O-glucoside de la corymbi-
férine connu. Mentionnons toutefois que dans un travail consacré 4 Gentiana corym-
biféra Kirk, Ross [4] concluait 4 l'existence d'un O-glucoside de ce type, sans toute-
fois procéder & l'isolement ct & la déterniination de structure. La swertisine (4} avait
déja été signalée dans le gente Swertia [8]; sa présence dans Gentiana campesiris L.
confirme Ianalogic du point de vue pliytochimique, entre les genres Swertia et
Gendiana [9]. La mangiférine (3) a déja &té identifiée dans le geure Gentiana (Gentiana
Iutea L. [5] et Gentiana verna 1. [10}) ainsi que dans le geure Swerdia (9],

Les anteurs remercient M. le Professeur Cl. Fevarger pour V'identification du matériel végétal
et M. le Professenc R. Tabacchi de 1'intérét qu'il a portd A ce travail. 11s expriment leur gratitude
au Fonds Nalional Suissedela Recherche Scientifigue pour son support finaneier {crédit no 2.1600.74)
ainsi qu'd la maison F. Hoffmann-La Rache b Dale (laboratoire du Prof, ¥, Boguth) pour le relevd
du spectre RMN. 90 M1z, :

Partle expérimentale

1. Isolement st lechnigues analyligues. Le matériel végéial a étd récolté dans le Jura vaudois
{Chasscron), 90 g de poudre de fenilles et de tiges séchédes ont fourni 25 mg de 1, 27 mp de 2,
25mgde3 et 42 mg de 4. Les difidrents extrails ont £t analysés par CCM, sur polyainide Masherey-
Nagel DC 11, (MeOH/[HO/ACOH 90:5:5) = sclvant A, (MeOH/H0 9:1] = solvant B, (laluénef
MeOHfAcOH 45:32:16) = solvant . Les séparations sut colonne ont ét€ réalisées & I'aide de
polyamide MN SC 6 et de Sephadex LH 20. L'hydrolyse acide, la recherche des sucres, l'acétyla-
Lion, l'enrepistrement des specires UV. et RMMN. ont £ié effectnés comme déerit précddemment [11].

2. Donndes analytiguss. Composé 1. F. 266-267°, recristallisé dans McOM (lit 268° (2]), Rf: 0,20
{solvant A}, Rf: 0,13 {solvant B}, Ri: 0,81 {solvant C}.

Dérivé acétylé; F. 194°, recristallisé dans E10H. {lit. F. 202° [2]).

Composé 2. F. 245°, recristallisé dans MeON, RI = 0,52 (solvant A}, Rf = 0,45 (solvant B),
Rf = 0,81 (solvant C).

Dérivé méthylé: UV. (MeOH) 244, 274, 376. Rf = 0,7 (solvant B).

Dérivé méihylé hydrolysé: UV, (MeOH) 253, 276, 338, 4-AlCly 260, 286, 368, Ri = 0,51
(solvant 1),

Dérivé acétylé: T'. 248°, recristallisé dans E10H.

CagliggOys (718,62) Cale. C55,16% N 477%  Tr. C54.80% T1503%

Composé 3. Voir [5].

Composé 4. 1. 242-243°, reeristallisé dans 1O (lit. 243° [8]}. Rt = 0,46 cellulose Merch,
solvant AcOH 15%; Rf = 0,72 (solvant B).

¥} Les deux isoméres 6-C et B-C-glucoside ont des speetres UV, identigues.
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