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315. Contribution A la phytochimie du genre Gentiana 111. 
Etude des composb flavoniques et xanthoniques dans les 

feuilles de Gentiana lutea L. (2me communication) 
par Kurt Hostettmann, Giinter Bellmannl), Raphael Tabacchi 

e t  Andre Jacot- Guillarmod 
Institut de chimie de l’Universit6, Av. de Bellevaux 51, CH-2000, Neuchltel 

(8. XI. 73) 

Summary. The xanthone isogentisin and two flavonic hetcrosidcs (isoorientin-4’-O-glucoside 
and isovitexin-4’-0-glucoside) have been isolated from lcavcs of Gentzana lutea L. by means of 
column chromatography on polyamidc. The determination of the structures and the NMR. 
spectra of the acetylated derivatives are reported. 

1.  Introduction. - Dans une pr6cCdente communication [l], nous avons d6crit 
six h6tCrosides polyphinoliques isolCs B partir d’un extrait m6thanolique de feuilles 
de Gentiana lutea L. au moyen de la chromatographie sur couche mince et sur colonne 
de polyamide. La structure de ces composCs a Ct6 Ctablie B l’exception de deux d’entre 
eux, (E (I) et F (11)). Ces deux dernikres substances libkrent, par hydrolyse acide, 
respectivement les C-glucosides flavoniques isoorientine I11 et isovitexine I V  (par- 
tiellement isomCris6s en orientine V et vitexine VI),  ainsi que du glucose. 

La prCsente communication est relative d’une part B la mise au point d’un autre 
mode d’extraction des feuilles de Gentiana I d e a  I-. en vue de l’isolement d’autres 
substances. Elle a trait d’autre part A la dktermination de la structure des hCtCrosides 
flavoniques E (I) et F (11). 

2. RBsultats obtenus. -. 2.1. Isolement des composb. La mCthode d6crite pr6cC- 
demment [l] consiste A extraire le materiel v6gCtal s6ch6 par le chloroforme en vue 
d’kliminer les lipides, les carotgnes, les chlorophylles. L’isolement des constituants 
polyphholiques avait C t C  en trepris B partir d’un extrait m6thanolique de ce mat4riel 
purifi6. Cette mCthode est toutefois sujette B certaines critiques du fait qu’un traite- 
ment pr6alable au chloroforme peut Climiner des polyphdnols peu polaires, notamment, 
les dCriv6s mCthoxylCs des compos6s flavoniques et xanthoniques. 

savoir, l’extraction B chaud du matBrie1 
sCchC, par des solvants de polarit6 croissante : ligroIne, &her, acCtate d’Cthyle, m6- 
t hanol. 

A partir de l’extrait Cth6r6, nous avons isole par chromatographie prkparative 
l’isogentisine V I I  (dihydroxy-l,3-mCthoxy-7-xanthone). Sa structure a Ct6 Btablie 
sur la base de 1’Ctude des spectres UV., IR. et RMN., ainsi que par comparaison 
directe avec un Cchantillon prCpar6 selon la m6thode de Grover & Shah [2] (voir partie 
expCr.). 

Nous avons adopt6 une autre technique, 
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Les compost% I et I1 ont CtC isolCs partir de l’extrait inCthanolique par chroma- 
tographie preparative sur colonne de polyamide avec l’eau comme Chant. 

I: l?.l = O-B-D-glUCOpyIanOSyle, R2 = OH 
R3 = C-p-D-glucopyranosyle, R4 = H 

K1 = O-j?-D-gluCopyranosyle, R2 = H 
R3 = C-p-D-glUCOpyranOSyle, R4 = H 

11: 

I11 : isoorientine 
R1 = RS = OH 
R3 = C-B-D-glucoppranosyle, R4 = H 

IV: isovitexine 
R1 = OH, R2 = R4 = H 
R3 = C-~-D-glUCOpyranOSyle 

V:  orientine 
R1 = Ra = OH, R3 = H 
R4 = C-j?-D-glucopyranosyle 

VI: vitexine 
R1 
R4 = C-P-D-glucopyranosyle 

(dihydroxy-l,3-1nBthoxy-7-xanthonc) 

OH, R2 = R3 = H 

VII  : isogentisine 

2.2. Dbtermination de la strwtzlre des composLs E ( I )  et F ( I I ) .  L’hydrolyse acide des 
substances I et I1 conduit respectivement B l’isoorientine I11 et B l’isovitexine IV 
qui s’isomkrisent peu A peu en orientine V et en vitexine VI. 

Cette isom6risation peut Ctre expliquCe par la transposition de Wessely & Moser 131 
des hydroxy-5-flavones. 

L’analyse par CCM (Cellulosc Merck AcOH 15%. RBv. UV. 350 nm) montre quc l’hydrolyse 
acide de I et I1 donne lieu apr& 30’ 2 111 (Rf = 0.23) ct IV (Rf = 0,40); aprss 150’ on dCcBle 
aussi, 2 cBtd de I11 et IV, V (Rf = 0,10) et VI (Rf = 0,18). 

L’identitd des produits d’hydrolyse de I et I1 avec respectivement d‘une part 
l’isoorientine et l’orientine et d’autre part l’isovitexine et la vitexine a &tC Ctablie par 
comparaison directe avec des dchantillons authentiques. La recherche des sucres a 
mis en kvidence du glucose. La position d’attache du sucre au squelette flavonique a 
CtB dCterminCe par I’dtude des spectres UV. 

Tableau 1. Spectres U V .  (max. en n m )  

ComposC MeOH AlCl, AlC1,-HCI NaOAc KaOhfe 

272 
335 
274 
326 I1 

methyl6 264 
I { hydrolysd 336 

mCthylt: 263 
I‘ { hydrolys6 326 

I 282, 295 
352, 380 
283, 302 
342, 380 
264 
336 
263 
326 

280, 295 
348, 380 
282, 300 
340, 380 
263 
336 
263 
326 

276 
378 
280 
375 

264, 305 
398 

264, 307 
364 

268 
380 
282 
375 

264, 300 
398 

264, 305 
364 
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Les spectres UV. de I et I1 dans le mCthanol avant et aprks addition des rCactifs 
AlCl,, AICl,-HCl, NaOAc et NaOMe indiquent que la position 4’ est probablement 
substitude [4]. Afin de vkrifier cette hypoth&se, nous avons methyl6 les groupes 
hydroxyles phCnoliques et examin6 les spectres UV. des substances I et I1 mkthylkes, 
aprks hydrolyse acide. 

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

La substance I est donc l’isoorientine-4’-O-glucoside et la substance I1 l’isovi- 
t exine-4’-O-glucoside. 

Une confirmation a C t C  apportCe par 1’6tude des spectres RMN. des dCrivCs 
acCtylCs de I et de 11. 

Tableau 2. Spectres R M N .  dans CUCI, d u  squelette flavoncque de I et 11 ace’tylhs (6 en ppm par rap- 
port a u  TMS pris comme rkferunce internc) 

5-OAc 
H(3) H(8) H(2)  H(3’) H(5’) H(6‘) 7-OAc 3’-OAc 

I 6,46 7,29 7,50 - 7,08 7,58 2,40-2,50 2,27 

I1 6,53 7,28 7,74 7,lO 7,lO 7,74 2,44-2,48 - 

De plus, les spectres RMN. indiquent la prCsence de 2 unit& hexapyranosiques2) : 
- 3. groupe acktoxyle aliphatique vers 1,806 correspondant A la position 2” du sucre 

relic5 au squelette flavonique par une liaison carbone. Gentili & Horowitz [5] ont 
montr6 que ce signal est caractkristique d’un 6-C-glucoside ; 

- 7 groupes acktoxyles aliphatiques entre 1,98-2,086; 
- 14 protons (multiplet complexe entre 3,50 et 6,006). Parmi eux, vers 4,866, le 

proton en 1” de la partie C-glucosidique indique qu’il s’agit de la conformation 
( J  10 Hz) [6]. 

3. Discussion. - La modification de la mCthode d’extraction a permis l’identifi- 
cation de l’isogentisine qui n’avait CtC isolke jusqu’ici qu’A partir des racines de 
Gentiana Zutea L. [7] [S]. Ce mode d’extraction est particulikrement indiquC pour 
l’isolement des aglycones flavoniques et xanthoniques possidant des groupes hydro- 
xyles ou mkthoxyles. Nous l’avons applique: avec succks dans I’Ctude des constituants 
des feuilles de Gentiana bavarica L. [Sj. 

Les substances I et I1 ont C t C  identifikes pour la premikre fois dans la famille des 
Gentianacies. La substance I avait i t 6  signalee par Williams & Murray [lo] dans les 
feuilles de Briza media L. (Gramineae). 

*) Dam notre prBc6dent mdmoire [l], nous laissions entendre la prksence de 4 unites hexapyra- 
nosiques dans F (11). L’expkrience nous a rBv& que la substance F n’6tait pas suffisamment 
pure. 
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Cependant, ce n’est que dans un trbs rkcent travail consacre aux C-glucosides 
flavoniques de Coronilla varia (Leguminosae) que Sherwood et al. [ll] en ont confirm6 
la structure, notamment par l’6tude de son spectre RMN. Quant B la substance 11, 
elle a CtC identifide dans les Caryophyllackes [12], les G r a m i d e s  [lo] et les LLgumineuses 
[ll]. Nos donnkes analytiques complktent celles de la littCrature la plus rkcente [ll]. 

Signalons enfin que nous avons is016 en quantit6 apprCciable les substances I et I1 
B partir d’autres esphces du genre Gentiana [13]. 

Nous rcmercions Monsieur le Prof. Claude Favarger de ses pr6cieux conseils, ainsi que MM. 
Minh Duc Luong et Michel Goetz de l’aide qu’ils nous ont apport6e. Nous exprimons notre re- 
connaissancc & la maison Ciba-Geigy & R2le pour I’octroi d’une bourse d’6tude (& K.W.). 

Partie experimentale 
1. Isoleinent et puvijacation des polyphe’nols. 500 g de feuilles s6chCcs & 40” pendant 48 h ont 

C t C  finement moulues, puis chauffkes & reflux avec 3 1 de solvant d’extraction, 8. savoir successive- 
nicnt, la ligroine, l’Cther, I’acCtate d’6thyle et le mCthanol. Les diff6rents extraits ainsi obtenus 
ont dt6 analysCs par chromatographie sur couche mince (CCM.) : polyamide Merck DC,, UV.,,4 
avec les systkmcs de solvants: MeOH/H,O 9:1, MeOH/HZO/AcOH 90: 5 :  5; cellulose F5,, Merck 
(plaques finies) avec les systkmes de solvants: iso-BuOH/AcOH/H,O 10 : 4:  7, AcOH 5%, AcOH 
15%. 

L’isolemcnt de l’isogentisine a 6tC effectui B partir de I’extrait BthCrC par chromatographie 
sur colonnc de polyamide Macherey-Nagel SC, avec le solvant MeOH/H,O/AcOH 90: 5 : 5. Celle 
dcs substances I ct 11 par chromatographie sur colonne dc polyamide de l’extrait mkthanolique 
avec le solvant MeOH/H,O 9:l. Un deuxikme passage sur colonne de polyamide avec l’eau comme 
Bluant a permis d’obtenir les substances I et I1 pures. Les operations dicrites ci-dessus ont 6tB 
rkpCtBes huit fois. 

2. Hydrolyse acade et recherche des sucves. Cinq B dix mg de glycoside sont chauff6s B rcflux 
avec 10-20 ml de HC1 Z N  pendant 3 h. Les aglycones sont extraits au BuOH. La phase aqueuse 
est utiliske pour la recherche des sucres: aprks neutralisation par NaHCO,, elk est 6vaporCe B 
sec. Les sucres sont extraits B la pyridine et chromatographiks sur papier Schleichev & Schiill, en 
prCsence de tCmoins dans differents systhmes de solvants: BuOH/pyridine/H,O 60 :40: 30, BuOH/ 
EtOH/H,O 35 :10 :lo. Les chromatogrammes ont 6t6 rCv616s par le phtalate d’aniline [14]. 

3. A ce‘tylation. L’acCtylation a Ct6 effectuee B tempkrature ambiante par l’anhydride acktique 
en presence de pyridine [15]. 

4. Mkthylation. Le diazomethane conduit pour les aglycones et les glycosides flavoniques 
des produits complktcment methyl& [15]. 

5 mg de substance en solution dans 20 ml de MeOH absolu sont traites avec un cxcks de 
solution 6thCrde de diazom6thane (10 fois la quantit6 thCorique requise), puis abandonnCs dans 
l’armoire frigorifique 5 4’ pendant 48 h. Le melange r6actionnel est B nouveau trait6 avec un 
ex& de diazomethane (5 fois la quantite theorique requise) et abandonnk pendant 24 h B 4“, 
puis 24 h B temp. ambiante. Aprks 6vaporation du solvant, le rCsidu est repris dans le MeOH et 
purifi6 par filtration sur gel de Sephadex LH 20. 

5. Techniques s9ectvoscopiques. Les spectres UV. ont etC enregistrk sur un appareil Unzcam 
SP 800 en solution dans le mCthanol et en presence des r6actifs habituels [4]. - Les spectres IR. 
ont C t B  enregistres 8. partir de disques de KBr contcnant 0.5% de substance sur un appareil 
Perkin-Elmer. mod& 521. - Les spectres RMN. ont C t C  enregist& B 60 MHz sur un appareil 
Varian A-60 & 37” dans CDCI,. 

6.  Donne‘es analytiques des substances zsoldes. - Isogentisine: quantitd isol6e: 120 mg. F. 245”, 
recristallis6 dans 1’6thanol (Lit. F. 245-246” [ S ] )  ; Rf = 0,18 (polyamide, MeOH/H,O/AcOH 
90: 5:s). - UV. (mkthanol): 236, 259, 310, 370 nm. (Lit.: 236, 259, 310, 368 [7]). - Spectres IR. et 
RMN. identiques B ceux d’un Bchantillon authentique synthCtis6 par condensation du phloro- 
glucinol avec I’acide hydroxy-2-mCthoxy-5-benzoique [ Z ] .  
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Substance I :  quantitk isol6e: 28 mg. F. 216" (ddc.), recristallisk dans l'eau, Rf = 0,70 (poly- 
amide, MeOH/H,O 9:1), Rf = 0,55 (cellulosc, AcOH 15%). 

C2,H30016 (610.35) Calc. C 53'15 H 4,93% Tr. C 51,30 H 4,95% 

Substance 11: quantitk isol6e: 40 mg. F. 206-207" (dkc.) rccristallisd dam le mkthanol, Rf = 
0,80 (polyamide, McOH/H,O 9:1), Rf = 0.68 (cellulose, AcOH 15%). 

C,,H,,Ola (594,36) Calc. C 54,58 H 5,02y0 Tr. C 52,45 H 5,48y0 
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316. Heterotricyclodecanes XVIIl) 
2,7-Dioxa-twist-4-ene and 2,7-dioxa-twista-4,9-diene 

by Peter Ackermann and Camille Ganter 
Laboratorium fur Organischc Chemie der Eidg. Technischen Hochschule, CH-8006 Zlirich 

(9. XI. 73) 

Summary. 2,7-l)ioxa-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 [a]), 2,7-dioxa-twista-4,9-diene 
(6) represents the first twistadiene prepared thus far. 

Treatment of the twistane-niesylate 2 (prepared from twistanoll[3]) with t-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 4 7  nia its clitnesylate 5. 

1) 

2, 

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




