3050 HEerveTica CHIMIca AcTa — Vol. 56, Fasc. 8 (1973) — Nr. 315
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Summary. The xanthone isogentisin and two flavonic hetcrosides (isoorientin-4'-O-glucoside
and isovitexin-4'-0-glucoside) have been isolated from lcaves of Gentiana lufea L. by means of
column chromatography on polyamide. The determination of the structures and the NMR.
spectra of the acetylated derivatives are reported.

1. Introduction, — Dans une précédente communication [1], nous avons décrit
six hétérosides polyphénoliques isolés & partir d’un extrait méthanolique de feuilles
de Gentiana lutea L. au moyen de la chromatographie sur couche mince et sur colonne
de polyamide. La structure de ces composés a été établie a I’exception de deux d’entre
eux, (E (I) et F (II)). Ces deux derniéres substances libérent, par hydrolyse acide,
respectivement les C-glucosides flavoniques isoorientine III et isovitexine IV (par-
tiellement isomérisés en orientine V et vitexine VI), ainsi que du glucose.

La présente communication est relative d’une part a la mise au point d’un autre
mode d’extraction des feuilles de Gentiana lutea L. en vue de l'isolement d’autres
substances. Elle a trait d’autre part 4 la détermination de la structure des hétérosides
flavoniques E (I) et T (II).

2. Résultats obtenus. — 2.1. Isolement des composés. La méthode décrite précé-
demment [1] consiste & extraire le matériel végétal séché par le chloroforme en vue
d’éliminer les lipides, les caroténes, les chlorophylles. L’isolement des constituants
polyphénoliques avait été entrepris & partir d'un extrait méthanolique de ce matériel
purifié. Cette méthode est toutefois sujette & certaines critiques du fait qu'un traite-
ment préalable au chloroforme peut éliminer des polyphénols peu polaires, notamment,
les dérivés méthoxylés des composés flavoniques et xanthoniques.

Nous avons adopté une autre technique, a savoir, I’extraction 4 chaud du matériel
séché, par des solvants de polarité croissante: ligroine, éther, acétate d’éthyle, mé-
thanol.

A partir de l'extrait éthéré, nous avons isolé par chromatographie préparative
I'isogentisine VII (dihydroxy-1,3-méthoxy-7-xanthone). Sa structure a été établie
sur la base de I'étude des spectres UV., IR. et RMN., ainsi que par comparaison
directe avec un échantillon préparé selon la méthode de Grover & Shah [2] (voir partie
eXpér.).

1) Adresse présente: Institut Battelle, Centre de recherches de Genéve, 7, Route de Drize,
CH-1227, Carouge/GE.
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Les composés 1 et IT ont été isolés & partir de 'extrait méthanolique par chroma-
tographie préparative sur colonne de polyamide avec I'eau comme éluant.

I: R! = O-8-p-glucopyranosyle, R? = OH
R? == C-f-p-glucopyranosyle, R* = H

II: R! = O-f-p-glucopyranosyle, R2 = H
= C-p-p-glucopyranosyle, R* = H

\/R1 I1I: isoorientine
R! = R? = OH
= C-f-p-glucopyranosyle, R* = H

J IV: isovitexine
R3/ ' R! — OH, R? = R4 = H

R® = C-f-p-glucopyranosyle

V. orientine
=R? =OH, R® = H
R* = C-f-p-glucopyranosyle

VI: vitexine
R' = OH, R? = R® = H
4 -{3-D~
HO "~ -0~ R* = C-f-p-glucopyranosyle
VI1I: isogentisine
7 ”/ # \OCH3 (dihydroxy-1, 3-méthoxy-7-xanthone)

HO

2.2. Détermination de la structure des composés E (I} et F (IT). L’hydrolyse acide des
substances I et Il conduit respectivement a l'isoorientine IIT et & I'isovitexine IV
qui s’isomérisent peu 4 peu en orientine V et en vitexine VI.

Cette isomérisation peut étre expliquée par la transposition de Wessely & Moser {3]
des hydroxy-5-flavones.

L’analyse par CCM (Cellulose Merck AcOH 159%,. Rév. UV. 350 nm) montre que I'hydrolyse
acide de I et II donne lieu aprés 30" & III (Rf = 0,23) ct IV (Rf = 0,40); aprés 150" on déctle
aussi, & c6té de ITI et IV, V (Rf = 0,10) et VI (Rf = 0,18).

L’identité des produits d’hydrolyse de I et IT avec respectivement d’une part
Uisoorientine et 'orientine et d’autre part I'isovitexine et la vitexine a été établie par
comparaison directe avec des échantillons authentiques. La recherche des sucres a
mis en ¢vidence du glucose. La position d’attache du sucre au squelette flavonique a
été déterminée par I'étude des spectres UV.

Tableau 1. Spectres UV, (max. en nm)

Composé MeOH AlCl, AlClL,—HCl NaOAc NaOMe
I 272 282, 295 280, 295 276 268
335 352, 380 348, 380 378 380
I 274 283, 302 282, 300 280 282
326 342, 380 340, 380 375 375

I méthylé 264 264 263 264, 305 264, 300
hydrolysé 336 336 336 398 398

I méthylé 263 263 263 264, 307 264, 305
hydrolysé 326 326 326 364 364
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Les spectres UV. de I et II dans le méthanol avant et aprés addition des réactifs
AlCl,, AlCl~HCl, NaOAc et NaOMe indiquent que la position 4’ est probablement
substituée [4]. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons méthylé les groupes
hydroxyles phénoliques et examiné les spectres UV. des substances I et IT méthylées,
apres hydrolyse acide.

Les deux derniers spectres montrent la présence d’un groupe hydroxyle libre en
position 4’ [4].

La substance I est donc l'isoorientine-4'-O-glucoside et la substance II l'isovi-
texine-4'-O-glucoside.

Une confirmation a été apportée par I'étude des spectres RMN. des dérivés
acétylés de I et de II.

Tableau 2. Spectres RMN. dans CDCly du squelette flavonique de I et 11 acétylés (§ en ppm par rap-
port au TMS pris comme référence internc)

5-OAc
HE) H(8) H(2) H(3') H(5) H(6) 7-OAc 3"-0Ac
1 6,46 7,29 7,50 - 7,08 7,58 2,40-2,50 2,27
11 6,53 7.28 7,74 7.10 7.10 7,74 2,44-2,48 -
o
2,/ »
o "
( CH,OH | > \/
\
o \ \/ | \/
/2"
H()

De plus, les spectres RMN. 1nd1quent la présence de 2 unités hexapyranosiques?):

— 1 groupe acétoxyle aliphatique vers 1,806 correspondant a la position 2” du sucre
relié au squelette flavonique par une liaison carbone. Gentili & Horowttz [5] ont
montré que ce signal est caractéristique d’un 6-C-glucoside;

— 7 groupes acétoxyles aliphatiques entre 1,98-2,084;

— 14 protons (multiplet complexe entre 3,50 et 6,004). Parmi eux, vers 4,864, le
proton en 1”7 de la partie C-glucosidique indique qu’il s’agit de la conformation §
(J =10 Hz) [6].

3. Discussion. — La modification de la méthode d’extraction a permis I'identifi-
cation de l'isogentisine qui n’avait été isolée jusqu'ici qu’a partir des racines de
Gentiana Iutea L. [7] [8]. Ce mode d’extraction est particulierement indiqué pour
I'isolement des aglycones flavoniques et xanthoniques possédant des groupes hydro-
xyles ou méthoxyles. Nous I'avons appliqué avec succes dans 1'étude des constituants
des feuilles de Gentiana bavarica L. [9)].

Les substances I et IT ont été identifiées pour la premiere fois dans la famille des
Gentianacées. La substance I avait été signalée par Williams & Murray [10] dans les
feunilles de Briza media L. (Gramineae).

2) Dans notre précédent mémoire [1), nous laissions entendre la présence de 4 unités hexapyra-
nosiques dans F (IT). L’expérience nous a révélé que la substance F n’était pas suffisamment
pure.
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Cependant, ce n’est que dans un trés récent travail consacré aux C-glucosides
flavoniques de Coronilla varia (Leguminosae) que Sherwood et al. [11] en ont confirmé
la structure, notamment par I'étude de son spectre RMN. Quant a la substance II,
elle a été identifiée dans les Caryophyllacées [12], les Graminées [10] et les Légumineuses
[11]. Nos données analytiques completent celles de la littérature la plus récente [11].

Signalons enfin que nous avons isolé en quantité appréciable les substances I et 11
a partir d’autres especes du genre Gentiana [13].

Nous remercions Monsieur le Prof. Claude Favarger de ses précieux conseils, ainsi que MM.
Minh Dus Luong et Michel Goetz de I'aide qu’ils nous ont apportée. Nous exprimons notre re-
connaissance a la maison Ciba-Geigy 4 Bale pour l'octroi d’une bourse d’étude (4 K.H.).

Partie expérimentale

1. Isolement et purification des polyphénols. 500 g de feuilles séchées a 40° pendant 48 h ont
été finement moulues, puis chauffées a reflux avec 31 de solvant d’extraction, 4 savoir successive-
ment, la ligroine, I’'éther, ’acétate d’éthyle et le méthanol. Les différents extraits ainsi obtenus
ont été analysés par chromatographie sur couche mince (CCM.): polyamide Merck DCyy UV.yp,
avec les systémes de solvants: MeOH/H,O 9:1, MeOH/H,0/AcOH 90:5:5; cellulose Fg, Merck
(plaques finies) avec les systémes de solvants: iso-BuOH/AcOH/H,0 10:4:7, AcOH 5%, AcOH
159,.

I’isolement de l'isogentisine a été effectué a partir de I’extrait éthéré par chromatographie
sur colonne de polyamide Macherey-Nagel SCq avec le solvant MeOH/H,0/AcOH 90:5:5. Celle
des substances I et 1T par chromatographie sur colonne de polyamide de I’extrait méthanolique
avec le solvant MeOH/H,O 9:1. Un deuxiéme passage sur colonne de polyamide avec I’eau comme
éluant a permis d’obtenir les substances 1 et II pures. Les opérations décrites ci-dessus ont été
répétées huit fois.

2. Hydrolyse acide et vechevche des sucres. Cinq a dix mg de glycoside sont chauffés a reflux
avec 10-20 ml de HCI 2~ pendant 3 h. Les aglycones sont extraits au BuOH. La phase aqueuse
est utilisée pour la recherche des sucres: aprés neutralisation par NaHCO;, elle est évaporée &
sec. Les sucres sont extraits a la pyridine et chromatographiés sur papier Schkleicher & Schiill, en
présence de témoins dans différents systémes de solvants: BuOH/pyridine/H,0 60:40:30, BuOH/
EtOH/H,0 35:10:10. Les chromatogrammes ont été révélés par le phtalate d’aniline [14].

3. Acétylation. I’acétylation a été effectude & température ambiante par I'anhydride acétique
en présence de pyridine [15].

4. Méthylation. Le diazométhane conduit pour les aglycones et les glycosides flavoniques a
des produits complétement méthylés [15].

5 mg de substance en solution dans 20 ml de MeOH absolu sont trait€s avec un excés de
solution éthérée de diazométhane (10 fois la quantité théorique requise), puis abandonnés dans
I’armoire frigorifique a 4° pendant 48 h. Le mélange réactionnel est & nouveau traité avec un
excés de diazométhane (5 fois la quantité théorique requise) et abandonné pendant 24 h a 4°,
puis 24 h 4 temp. ambiante. Aprés évaporation du solvant, le résidu est repris dans le MeOH et
purifié par filtration sur gel de Sephadex LH 20.

5. Techniques spectroscopiques. Les spectres UV. ont été enregistrés sur un appareil Unicam
SP 800 en solution dans le méthanol et en présence des réactifs habituels [4]. — Les spectres IR.
ont été enregistrés a partir de disques de KBr contenant 0,59, de substance sur un appareil
Perkin-Elmer, modeéle 521. — Les spectres RMN. ont été enregistrés 4 60 MHz sur un appareil

Varian A-60 a 37° dans CDCl,.

6. Données analytiques des substances isolées. — Isogentisine: quantité isolée: 120 mg. F. 245°,
recristallisé dans I’éthanol (Lit. F. 245-246° (8]); Rf = 0,18 (polyamide, MeOH/H,O/AcOH
90:5:5). — UV. (méthanol): 236, 259, 310, 370 nm. (Lit.: 236, 259, 310, 368 [7]). — Spectres IR. et
RMN. identiques & ceux d’un échantillon authentique synthétisé par condensation du phloro-
glucinol avec l'acide hydroxy-2-méthoxy-5-benzoique [2].



3054 HrerveTica CHmMica AcTa — Vol. 536, Fasc. 8 (1973) — Nr. 315-316

Substance I: quantité isolée: 28 mg. F. 216° (déc.), recristallisé dans I’eau, Rf == 0,70 (poly-
amide, MeOH/H,O 9:1), Rf = 0,55 (cellulose, AcOH 159%,).
Cy7H,Op4 (610,35 Cale. C53,15 H4,93%  Tr. C51,30 H4,959%
Substance I1: quantité isolée: 40 mg. F. 206-207° (déc.) rccristallisé dans le méthanol, Rf =
0,80 (polyamide, MeOH/H,O 9:1), Rf = 0,68 (cellulose, AcOH 15%,).
Cg7H34045 (594,36)  Calc. C 54,58 H 5,02%  1Tr. C5245 H 5,489,
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316. Heterotricyclodecanes XVII?)
2,7-Dioxa-twist-4-ene and 2,7-dioxa-twista-4,9-diene
by Peter Ackermann and Camille Ganter
Laboratorium fiir Organische Chemie der Eidg. Technischen Hochschule, CH-8006 Ziirich

(9. XI.73)
Summary. 2,7-Dioxa-twist-4-ene (3) and 2,7-dioxa-twista-4, 9-diene (6) were prepared.

In connection with our studies on diheterotricyclodecanes we describe here the
synthesis of 2,7-dioxa-twist-4-ene (3) and 2,7-dioxa-twista-4,9-diene (6). Whereas
the mono-unsaturated compound 3 is the first example of a heterotwistene (pure car-
bocyclic twistene has already been synthesized earlier [2]), 2, 7-dioxa-twista-4,9-diene
(6) represents the first twistadiene prepared thus far.

Treatment of the twistane-mesylate 2 (prepared from twistanol 1 [3]) with -BuOK/
Me,SO gave almost quantitatively 2,7-dioxa-twist-4-ene (3), m.p. 46°. By a similar
reaction sequence 2, 7-dioxa-twista-4, 9-diene (6) (m.p. 84°) was prepared in excellent
yield starting from the twistane-diol 42) via its dimesylate 5.

1)  For part XVI, see [1].
2) The synthesis of 4 will be described shortly in Helv.





