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Phytochemistry of genus Gentianu, XIX: Identification of new C-glycosylflavones 
in Gcntianu pyrenuicu L. - Szcii~!?zavy. l’ivc flavuiie C-glucosides LG-C-u-~-gluc 

1 c o p ~ ~ ~ ~ ~ 1 i o s ~ ~ l - 6 - C - ~ - i ~ - ~ l ~ 1 c ~ ~ ~ ~ r ~ 1 i o s ~ l t i - i c i n c  (2) 
lucoside (3) ; 7-O-/~-n-glucop).ranosy1-6-(,-P-~-g 
ucosidc (5) or snpoiiarinc] as wcll as tho flavonol glucoside 
roinatographically, using polyaiiiiclc and ccllulosc columns, 

froiii tlic aci-ial parts of G~vi i iamz  pyvevaiccc L. 1 antl 2 arr iiow conipoiincls antl thc  first glpco- 
flavoiics trisulis(ittitc.tl on  cyclc 15, Compo~iiid 4 i s  nlso ciicuuntcrcd lor  tlic first time in nature. 

1. Introduction. - Gentzana ~ y e n a i c a  L. dvnt l’airc tle distribution est limit6c 
aux I’yi-h6es, lait partie de la section Chondrojdzylln r2 j qui compte 54 espkces dif- 
fkrentes, la plupart d’origine liiiiialaycnne ou arnkricainc. En Europe, cette sec-tion 
est eiicore reprksentke par Ccittiaizu Boryi Ro~ss. et Geiitiaiza ,brostrutir HLNK. Jusqu’i 
prt.seiit, ;~ucuiie espiice de cette grande section n’a fait l’objet d’irivestigation clii- 
miquc. Le pi-dsent travail a trait k la dktermination de In structure de six glucosides 
fln\~oniques 1-5 et 9 isolks i partir dcs feuilles et cles tigcs dc Gciztimtzic ~yreizuica I.. 
Lcs coniposks 1, 2 et 4 soiit dkcrits poiir la prciiiikre his. 

2. Resultats. - 2.1. Isolciitcrzt d e s  c o m f i o s b .  Le iiiat6riel v6gdtaI s6clid a 6tk ex- 
trait ~ c ~ l o i i  lc procddk classiquc dcs solvants i polarit6 croissante ~ 3 , .  L’extrait mCtlia- 
nolit~uc ;i cite (~lirom:~togi-aplii& sur colonne dc polyaniide ai‘cc (‘oniine 6luant 1111 

iiidlangc AlcOH/HzO tlont la tcneur en MeOH est graduelleiiicnt augment& Les 
diffdrentcs fractions olitenues, cliroiiiatojirapIii&es d’abord sur colonne de cellulose 
iiiicrocristalline (solvant : n-RuO€I/AcOH/H~O 4: 1 : 6), p i s  deux lois SUP colonne 
cle Sepliadcx LH20 (solvant MeOH), conduisent :tux composd.; p r s ,  B l’exception 
tlu glycosidc 1. Ce dcrnier a dt6 isold par c1iromatogral)liie pr@parative sur couclic 
iiiiiicc de silicagel (solvmt XcOEt/MeOH/HzO 10,5 : 2: 1’5). 

2.2. I)dtcvtieiizntiort 1ks stviichwes. - Conzi~ost  1. Les spectrcs U\’. (\wir tableau 1 j 
ciircgistrds en prksence des rkactifs usucls sont caract6ristiques d’uiie flavone possC- 
tlant des groupes liydroxylc libres en 5,i et 4’ ~41. La position de la h i d e  I (347 nm) 
suggkre quc le cycle B cst polysubstituh. La valeur Rf &lev& (polyaniide, MeOH/HZO 
q :  1, Rf = 0,7) indique qu’il ne peut s’agir que d’un glycoside. Le traitenlent ii l’acide 
clrlorhydrique conduit B l’isomkrisation bien conniie des C-glycosides Ij]. L’isomkre 
ol)tcnu ayant uii Rf plus bas que le coiiiposk initial sur plaque de cellulose, 1 est 
im~iiableiiient iiii 6-C-glycoside. En effet, dam tous les exemples de C-glycosides 
(~onnus, les 6-C-glycosides prksentent toujours une valeur Rf supPrieure (sur cellu- 
lose) clue leurs isomiires en 8. Le spectre RMN. du d6riv6 atiktyld montre la prksence 
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R’ 

R* R 3  H o d o H  0 1  

HO 0 

H OH 
1 
2 R1 = R3 = OMc, RL = OH, R4 = P-D-glUCOSC 10 R = H  

R1 = R3 = Ohle, R2 = OH, R“ = I1 9 R = p-D-gluCoSC 

3 
4 
5 
6 
7 
8 

R1 = OMe, R* - OH, R3 = H, R4 = /I-D-glucosc 
R1 = R3 = H, RZ = OMe, R4 = ~ - D - ~ ~ U C O W  

R1 = R3 = 1-1, RZ = OH, R4 = P - D - ~ ~ L I ~ o w  
R1 = OMe, R2 = OH, It3 = R* -- 11  
R1 = R? = R4 = H, Ti2 = O\fc  
R1 = R3 = R4 = 1 1 ,  R 2  = OIT 

de quatre groupes ac6toxyIe aliphatiques i 2,07, 2,06, 2,04 et 1,83 6. Ce dernier est 
caractkristique des 6-C-glucosides et correspond B la position 2“ 161. Pour les 8-C- 
glucosides ce signal est i environ 1,7 8. 1 x 5  troii groupei acktoxyle aromatiques ap- 
paraissent k 2,51 (position 5 ) ,  2,49 (position 7 )  et 2,37 6 (poiition 4’). On relkve eiicorc 
la pritsence de dcux groupes mkthouyle B 3,90 6 et de quatrc protons aromatiques 
formant des singuleti B 7,36 (H-C(8)), k 639 (H-C(3)) et  B 7,05 6 (2H) pouvant Ctre 
attribuks B H-C(2‘) et  H-C(6‘). Les groupcs mktlioxyle ne peuveiit dks lors que se 
trouver en po5itions 3’ et 5’. La similitude des spectres UV. de 1 et de ccus de la 
tricine (triIiydroxy-5,7,4‘-dimi\tlioxy-3’,5’ flavone) ‘41 (voir tableau I )  permet dc 
conclure que 1 est la 6-C-P-D-ghcopyranosyltricine. I1 s’agit du premier C-glucoside 
flavonique trisubstituk sur le cycle B. Par analogie, avec la nomenclature en usagc 
pour les C-glycosides, nous proposons de h i  attribuer le nom d’isopj rknine (la pyr& 
nine &ant l’isomhre en 8 obtenu par traitement acide de 1). 

Coqhose‘ 2. La valeur Rf klevke indique clue 2 est un glycoside. Les spectres VV. 
sont caractkristiques d’une flavone posskdant des groupes hydroxyle libres en 5 et 4‘ 
r4 j Ces spectres ont la meme allure que ceux de 1, B l’exception de celui enregistr6 en 
pritsence de NaOAc, oh l’on n’observe aucun dkplacenient batlioclirome de la bande 
11, suggkrant que le groupe hydrouyle en position 7 est iullstitu6. L’hydrolyse acide 
est difficile (voir partie expkrimentale), inais conduit halenient  B 1 partiellernciit 
isomitris6 et au glucose. Un traitenient prolong6 par la P-D-glucosidase donne kgalc- 
nient 1. Cette difficult6 de l’hydrolyse est typique de i  7-0-glycosides flavoiiiques 171. 
La comparaison des spectrcs RMN. de 1 et de 2 ac6tylCs (voir tableau 2) montrent 
quc les protons aromatiques ne sont pratiquemeiit pas cikplads, & l’exception dc 
H-C(S) (7,36 S pour celui de 1, 6,90 8 pour cclui de 2).  I,e composk 2 est donc la 
7-0-P-D-glucopyranosyl-6-C-~-n-glucopyranosyltricine ou isopyrhine-7-0-glucoside. 

Com$ose‘s 3-5. L’hydrolyse acide prolong6e conduit dans chaque cas au glucose 
et B deux composks de Rf infhieur. Le traitement par la P-n-glucosidase nkcessite 
une longue durke et  donne l’un des deux composCs (celui dont la valeur Rf est la plus 
grande). Ces observations permettent de penser que 3, 4 et 5 sont kgalement des 
7-0-glucosides de 6-C-glucosides flavoniques. La coniparaison des spectres UV. de 
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Tableau 1. Spectres U V .  des comfiose’s 1-9 (Amax en nm, solvant = &OH) 

Compose! Solvant pur Solvant additionnd de 

AlC13 AIC13/HCl NaOAc NaOMe 

1 

tricine 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

242, 271 
347 
244, 269 
350 
247, 272 
348 
254, 271 
343 
272, 325 

271, 329 

251, 272 
343 
272, 305sh 
326 
270, 329 

257, 265sh 
304sh, 3.55 

260sh, 279 
303, 390 
258sh. 277 
303, 393 
279, 300sh 
374sh, 391 
267~11, 278 
362sh, 386 
263sh, 280, 301 
345, 376 
268sh, 278, 300 
348, 376 
267, 278, 296sh 
363sh, 386 
263sh, 280, 303 
344, 376 
266sh. 278, 303 
346, 380 
275, 303sh 
,331, 432 

261sh, 280 
302, 382 
259sh, 277 
302, 386 
279, 301sli 
363, 382sh 
266~11, 277 
354, 378sh 
263sh, 281, 301 
338, 376 
296~11, 279, 300 
342, 376 
265sh, 277, 295sh 
350, 378 
264sh, 280, 304 
338, 376 
264sh, 280, 303 
342, 380 
270, 299sh 
360, 396 

264, 277sh 
325, 418 
264, 276sh 
321, 414 
263, 327 
428 
266, 325 
410 
273, 315 

270, 390 

272~11, 279 
325 
279, 296sli 
364 
279, 303 
386 
274, 321 
390 

265, 278sli 
330, 420 
263, 275sh 
330, 416 
262, 279sh 
329~11, 41.5 
265, 280sh 
400 
264sh, 295 

247~11, 271 
308, 386 
266, 277sh 
338sl1, 406 
279, 295sh 
366 
279, 328 
394 
272, 327 
408 

35Ssh (de!c.) 

Tableau 2 Spectre7 RA3N a) de dkrzve‘s ace‘tyle‘s de 1-4. Ddplacetneltts chrwiiqzie\ de  la parfre fla- 
voiziqi6eb) Les chiffres entre parenthkscs se rapportent aux  constantes de couplagc J (en Hz) 

H-C(3) H-C(8) H-C(2’) H-C(6’) H-C(3’) H-C(5‘) 

1 6,59 7,36 7,05 7,05 - - 

2 6,54 6,90 7,02 7,02 - - 
3 6,55 6,92 7,32d (2,5) 7,45d (2,s et 10) - 7,17d (8,5) 
4 6.51 6,92 7,79d (10) 7,79d (10) 7,02d (9) 7,02d (9) 

Ac-C(5) Ac-C(7) Ac-C(4’) -0Me 
______ 

1 2,51 2,49 2,37 3.90 (6H), positions 3’ et 5’ 
2 2,50 - 2.37 3,91 (6H), positions 3’ et 5’ 
3 2,50 - 2,36 3,92 (3H), position 3’ 
4 2,50 - - 3,90 (3H), position 4’ 

~ 

a) 

’1) 

Spectres enrrgistrCs k 270 BIHz dans CDC13 (8 en ppm par rapport au  ThlS pris comnie rCf& 
rencc interne). 
La partic glqcosidique de 1 est tlonnbc dans Ic tcxte. Elk cst la in6mc pour 2-4 et comprcnd 
8 groupes acdtoxyle aliphatiqucs (\, 1,75-222 d) et 14 protons aliphatiques (nz, 3,SO-5,90 6). 

3, 4 et 5 aver ceux de leur produit d’hydrulyse, respectivement 6, 7 et 8 indique 
clairement (voir tableau 1) que la position d’attache du glucose sur le squelette 
flavonique est bien en 7. L’ensemble des donnkes spectrales (UV. avant et aprhs 
hydrolyse acide, RMN. du d6rivC acCtyl6) permettent cl’attribuer ii 3 la structure 
d’i~oscoparinc-7-0-glucoside. Une vCrification a Ct6 apportCe par la romparaison du 
produit d’hydrolyse de 3 (6)  avec un Cchantillon authentique d’isoscoparine ou 6-C- 
~-~-glucopyranosyltrihydroxy-5,7,4’mCthoxy-3’-flavone. Le compos6 3 a dCjA CtP 
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signal6 par Seikel & Bushnell en 1959 [S], cependant nous rapportons ici pour la pre- 
mibe fois des donn6es spectrales complstes. Les spectres UV. de 4 hydrolys6 (7) 
sont identiques B ceux de la dihydroxy-5,7-m6thoxy-4‘-flavone ou acac6tine [4]. Le 
spectre KMN. du dQiv6 acktylk de 4 (voir tableau 2) confirme la structure de 7-0-P- 
n-glucopyranosyl-6-C-~-~-glucopyranosylacac6tine ou isocytisoside-7-0-glucoside. 
Les donn6es spectrales de 7 (= 4 hydrolys6) correspondent B celles indiqukes dans 
la littkrature pour l’isocytisoside [9]. Le compos6 4 est rencontr6 pour la premihe 
h i s  dans la nature. C’est aussi le premier 0-glucoside de l’isocytisoside connu. 

Le glucoside 5 n’a pu 6tre is016 qu’en trcs faible quantit6 et il n’a pas 6t6 possible 
d’en enregistrer le spectre IIMN. L’hydrolyse acide conduit B l’isovitexine 8 (identi- 
fication par comparaison avec un 6chantillon authentique is016 prdckdemment dans 
nos laboratoires). 5 est donc l’isovitexine-7-0-glucoside appel6 commun6ment sapo- 
narine. Les spectres UV., le comportement chromatographique et le F. correspondent 
aux donnkes de la littkrature [lo]. La saponarine a dCjB 6t6 identifi6e dans de nom- 
breuses espkces vkgktales [ll]. 

Compose‘ 9. Les spectres UV. sont caractkristiques cl’un flavonol posskdant des 
groupes hydroxyle libres en 5, 7, 3’ et 4’ [3]. Les hydrolyses acide et  enzymatique 
ronduisent au glucose et i la quercktine 10 (pentahydroxy-3,5,7,3’,4’-flavone) iden- 
tifiCe par comparaison avec un 6c,liantillon autlientique (UV., Rf, F.). De ce fait, la 
position d’attache du sucre ne peut 6tre qu’en 3. L’identit6 de 9 a encore 6t6 vCrifi6e 
par comparaison avec un Cchantillon authentique de 3-O-P-D-glUCopyranoSyl-tktra- 
hydroxy-5,7,3’, 4’-flavone ou isoquercitrine [12]. 

L’isoquercitrine est un produit naturel tr5s commun, mais cependant est dCcel6 
ici pour la premiitre fois dans le genre Gentiana. 

3. Discussion. - Les compos6s 1 et 2 sont les premiers C-glucosides flavoniques 
pr6sentant une trisubstitution sur le cycle B, les C-glucosides connus jusqu’ici &ant 
mono- ou disubstituks ill]. Le composk 4 est kgalement un nouveau produit naturel, 
alors que 3 avait dCjA 6t6 signal6 par Seikel et al. [S] dans la famille des G r a m i d e s .  

Le glucoside 5 (saponarine) en revanche a 6t6 identifit5 dans de nombrcuses fa- 
niilles I l l ] ,  mais pas encore dans les Gentianacies. I1 est int6ressant de remarquer que 
dam les 0-glucosides de C-glucosides flavoniques 2-5, le sucre hydrolysable se trouve 
en position 7. Cette position d’attache n’a pas 6tk rencontrke dans les glycosides 
analogues identifiks dans d’autres espitces du genre Gentiana 1131. Elle pourrait 6tre 
caractkristique de Gentiana $yrenaica L. qui selon Fauarger [14] occupe une position 
particuli6re dans le genre. 

Quant au compos6 9, sa prksence est inattendue, les flavonols &ant pratiquement 
absents dans le genre Gentiana (151. 

Lcs auteurs remercient M. le Prof. C2. Fauarger de l’identification du materiel v6gCtal et 
W. le Prof. R. Tabacchi de l’int6r&t qu’il a port6 h ce travail. 11s expriment leur gratitude au 
Fonds National Suisse de la Rechevche Scientifique pour son support financier (credit no 2.1600.74) 
ainsi qu’h la maison Hoffmann-La Roche & Co S A  h BLle pour le relcve des spectres RMN. 270 MHz. 

Partie experimentale 
Le materiel v6gCtal a 6t6 rCcolt6 dans la region du col de Puymorens, Pyrenees orientales, 

France. 
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160 g de poudrc de feuilles et  de tiges sCchCes ont C t C  trait is  ii chaucl successiveiiient par la 
ligroine, EtzO, CHCls e t  MeOH. Les rxtraits A la ligroine, & 1'Cthev et a11 chloroforinc nc conticnnent 
pratiqucment pas dc polyphPnols (vdrification par CCM. sur polyaniitlc .lluchrvey-ScrgeZ 1 K 1 1 ,  

solvanl hlcOH/.\cOH/HzC) 90: 5 : 5). L'cstrait  mCthanolique, 6vapoi-6 i 
solidc brun (36 g). Ce dernicr cst repris clans 120 ml dc M e 0 1 1  50% et chroniatographi6 en deus  
iois sur colonnc de polyamidc n/laclreveyNagel SCs (6,s ctn x 125 cm) avec cotnnie i luant McOM 
.5006 tlont la tcneur en MeOH est graduellcnicnt augmentdc. Les diffdrcntcs fractions o1)tcnues 
sont analpsdes par CCM: a) sur polyamide iWncirevry-Sngel 1)(.'11, LIcOH/1- l~ ( )  9 :  1 (solvnnt a) : 
11) sur  cellulose F50 ;l.levck, i i - B u O H / . \ c O H / ~ ~ ~ O  4:  1 :6 (sol\.ani 11) ;  c) sur  silic;igc.l 60 1;?~,, A l w r k ,  
. \ rOEt /h lcO~€/HzO 10,5:2:3,5 (solmnt c).  

Ccs fractions chromatographides L nouvcau stir colonne dc ccllulosc 111 iri-ocristallinc Jlevrk 
j4 cni x 3.5 cm) avec le solvant b conduiscnt aux tliff&rcnts glycosides qui sont cncorc purifies 
par passage sur Sephadex LH 20 (solvant MeOH). 

I,c con ips6  1 i i  B t C  sCpar6 par chromatographic prilxirativc sur placlur (I(. silicagel GO jllevck. 
.2pri-s diition cle la plaqur par lc XIeOH, 1 a dg:tlemcnt Ctd purifiC pxr clirom~~tograpliic SLIT co- 

c t l c  Sephadex LH 20. Lcs hytlrolyses acitlc ( x t  ciiz!~inatiquc, I';rn;ilysc, ~ I C T  sucrrs. ainsi clue 
tylntion ont dt6 c f f c c t u h  coninic' tl6crit prCc6tlcmincnt [16]. 
/)oii?rr'es ai~a/vtiqzics.  - Cowz$osP 1. Quantitd isol6c: 10 ma. 1:. = 234 -236 ' ( ~ C C . ) ,  rccristallis6 

thns \IcOII. Rf = 0,70 (solvant a), RI = 0,37 (solvant b), RI  -1 0,45 (solvant c) .  1 isoniC:risd 
(pyr6nine): Rf = 0,70 (sol\-ant a), Rf =z 0,28 (sol\.ant l ) ) ,  Kf =: 03.5 (solvant c).  

('oiizpos4 2. Quantitd isol6c: 20 mg. 1:. = 208' (ddc.), wcristallis6 clans hlvOH. RE = 0,85 
(solT.ant a), Kf = 0,2.i (solvmt h) ,  IZf = 0,3 1 (solvant c ) .  

Coiiiposr' 3. QuantitC iso1i.e: 15 ing. 12. = 210-212 ', rccristallisi. t hns  X1(,( ) I  I .  RI = 0,78 (sol- 
\.an1 a), R1' = 0,30 (solvanl. l ~ ) ,  Rf = 0,10 (solvant e ) .  

I16riv6 acityl6: E:. = 13.5-137", rccristallise dans EtO€I.  
CoiirposP 4. Quantitd isolCe: 7 mg. F. = 198-200 ', rccristallisd clans hIcOF1. Rf = O,T5 (sol- 

/ V r i ~ m ~  crrr't-ylb tlc 4: F. == 172', rrcristallis6 clans EtON. 
vnnt a) ,  Rf = 0,45 (solvant b), R f  = 0,20 (solvant c).  

Ctie;lTsoO%A (W6,S7) C'alr. C i5,98 I 1  5,07%, ' l r .  C 5 i ,97  T T  .i,440,6 

Coiiipost: 5.  Quantitd isnlic: 8 nig. I;. = 234', rccristallisti dnns 3Tt,Oli. T<I  = 0,74 (solvant a),  

Ctrniposi 9, voir [l 2 ~ 

Rf = 0,5l (solvant b), RE := 0,13 (strlvant c ) .  
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