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Parmi les substances naturelles, les xanthones jouent un rdle de plus en plus
important en raison de la découverte de diverses activités pharmacologiques: action
antipsychotique, inhibition de la monoamine oxydase, activité antituberculairet. De
par leur structure, elles se rapprochent des fiavones et possédent un comportement
chromatographique similaire. Nous avons séparé avec succés um certain nombre

- d’aglycones xanthoniques par chromatographie liquide sous haute pression en utili-
" sant des colonnes remplies de phases greffées sur support enti¢rement poreux® Ces
séparations ont ét¢ effectuées avec des échantillons purs.

' Le présent travail a trait 4 application de cette technique 2 des extraits végé-
taux bruts et & Pidentification des xanthones séparées 3 I’échelle du microgramme.
Nous décrivons a cet effet une méthode de microtransfert indirect chromatographie
liguide sous haute pression-spectrographie de masse. La méthode décrite a aussi été
appliquée 4 la purification de glycosides xanthoniques perméthylés.

PARTIE EXPERIMENTALE

Préparation des échantillons

500 mg de racines de gentlaue séchées sont extraits & cbaud avec 50 ml d’éther
diéthylique. L’extrait évaporé 3 sec et repns dans 1 ml de chioroforme est injecté
directement dans le chromatographe a raison de 10 gl. Pour P'analyse des feuilles, il
est indispensable de faire une purification préliminaire de I'extrait par filtration sur
gel de Sephadex LH-20 (élimination des caroténes, chlorophylles, cires) avant I'in-
" jection.

Séparations

7 Les séparations ont été effectuées sur un instrument Varian 8500 équipé d’un

- programmateur de fiux. La colonne employée (25cm X 2.2 mm D.L) est en acier
iroxydable remplie d’uné phase greffée sur support entiérement poreux (Micropak
CN dé Varian = alkylnitrile sur silicone en couche épaisse) par la méthode du “slurry
packing”. La détection a été réalisée par absorption UV 3 254 nm avec un détecteur

- Variscan UV~Vis a longueur d’onde variable. Les échantillons (5-10Q z1) ont été in-

* jecté 2 Paide du systéme d’interruption de fiux de Varian. La phase mobile n-hexane-
-chloroforme (1: I} a été uti!zsee pour les aglycones, la phase mobile isooctane-
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- Pour. chaque aubstance, le spectre UV a ete em‘egtst _.-pendant la sepatatzon -
B graee au systéme d’interruption’ de flux- (enreg1<trement eatre 409-250 nm) ‘Les sub—f
" stances possédant le spectre carac‘erzattque des: xanthonac ont ét& collectées & Ia. sortie
“du détecteur dans un tube en verre de forme ‘cdnique d’un volume-de 2 ml Eéluat
est évaporé sous pression réduite. Le pmduu isolé restant au ford du rec:pxent pointu
- (1-10 gg) est additionné & une goutte de solvant, puis transféré l’axde d'une seringue -
“sur le tube d’mtroductxon directe du spectrccraphe de m1asse. Apres evaporat:on du_
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) Fxg. i Extran‘s etheres de racines r.t de feu:ﬂ&s de. Gezztzara m»a[zs i Coioxmc, Mlcropak,CN, 25 ém:
X 22mm DLy ‘solvant, n—hexa_te-chlo-‘ofcrme @ )5 mml/ -essxon, 'matm' echantfﬂoa, Su{ﬁ"
en squtmn dans chlomfcrmc .{eted:on, UV 254nm.
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'_ése vant, Ie spectre ‘de masse’ est enregxstr# a 75 eV sur un apparezi f-ﬁtachx/Perkm—i
,'-Eim T RMU 61; (temperature 150—200“) T ; S . : :

RESULTA’E‘S E’E‘ DI.SCUSSION

La methode dccnte cx-dessus a ete apphquee & l’xdeutxﬁcztmn de xanthcnes
cians les genttanes rares et de petite dimension: les espéces de la section Cyclostigma.
ELa Fxg. I montre le-chromatogramme ‘dextraits éthérés de racines et de feuilles de

’ Gentzana mmt‘z.s L. Les pics L'et 2 donnent le spectre UV caractéristique des xanthones.
'L&c spectres de’ masse enregistrés aprés le microtransfert permettent d’attribuer au
. pic I Ia stmcfure de ila decussatme ’I) et ag p:c 2 celle de ia gentzacau]eme an.

HO O‘AOéHB;

I R= CI—E,-,, décussatine I R = H, sentiacauléine

- A titre d’exemple, Ia Ei'g. 2 montre le spectre de masse de la décussatine isolée

a I’échelle du microgramme & partir d’un extrait éthéré de Gentiana nivalis L. Ce

spectre ¢st identique a celui d’un échantillon authentique et cris stallin de décussatine
et ne présente pratxquement pas de bruits de fond.

La Fig. 3 représente le chromatogramme d’un-extraii éthéré d’une autre es- -

) pece de la section C yclastzgma ‘Gentiana brachyphylle Vill. On retrouve 2 nouveau la

TR -

Fxg 2 Spectre de mm de Ia cfacussatme (I) :soiec a parttr d'un extralt étheze de racines de Germaﬁ.a
mva!:sL (vo:r Frg. l) . . R .
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Fxg 3 Exl:raits etheres de feuilles de (a) Gertmm mvahs L ct dc (b) Genrmna 6ra€[!}pfsy!(a vm
Condmons, vou' Fig. 1.

decussatme et Ia aentlacauleme La concentratlon de cetie derniére xanthone est
ne;temnnt plus elevee ici. I’étude des spectres de masse des cchoszdﬂs se fait avan-
* ‘tageusement sur les dérivés perméthylés. La ‘méthode de Brimacombe et af3 (action
. de'NaH sur CH;ilen milieu DMF sous atmosphere inerte) ne- couduzt ‘cependant ja-
- mais 2'un dérivé pur. On obtient des prodmts de condensatzcn divers ‘ét.souvent des’
dérivés pamellement permethyies. Pour'la punﬁcatlo&, ia pinpart des. auteurs\ ont.,
: employe jusqu’ ici la chromatographie sur. couche mince en bande‘-"*Apres eiutxen'ées'
~‘différentes Zones, les. spectres de masse ont: pu. &tre enregstres - Cette meihade est
laboneuse, fort longue et "femande passablement de substance(au mmzmum quek;ues ’
'\entames de ;zg) . ST

La chromatog.raphxe hquxdn sous haute nress on se pre_‘ fort bxe 3.Ia puri




Le melange react:onnel addmonne d’eau est extrait au ch!oroforme. L’extraxt
: ch!oroforme concentre, injecté directement, conduit au chromatogramme représente
a la Fig. 4. Le pic 4 donnant le spectre UV caractéristique des xanthones est collecté
'et le spectre de masse enreglstre (voir. Flg 5). On peut distinguer nettement le pic
moleculalre a. m/e 520 Le plC de base. correspondant : 3 i’aglycone apparait & mfe 302.
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: Elg. 4 'Etihydrexy—l 3 S-O-alucosyl-s-xanthone permethylﬂe Injectxon directe du melange réac-’

onnei (10 1&) ‘Le pic 4 donne [ spectre UV caractéristique des xanthones. Condltrons COMIE SOUs
:F g. 1 a l ptlon du so!vant‘ zscocéane—chicmfome 3: 7)

, La ch:omategrapbxe hqmde sous haute pressmn combmee avec !a spectro-
: graphxe demasse trouve de nombreux champs d’appdmtmn car elle permet I'identifi-
‘cation trés rapzde de composés &3 T eche!le du ‘icrogramme. Cette technique est indi-
- qu Panslyse d’extralts vegetaux bruts et prcsente un intérét part:cuher pour l’ctude
"phytcchxmlque (vozt cmrmotaxonoquue) d especcs rarcs et de petzte ézmens,on g




,..2”.,_ .é_..., fmoxw,_wmnm_,,“mwﬁ _%..y_gm_ o gm._g.m_. 7y a._ ww o : ,Ex __g__ ,a____,_c.,_,,
PR S, IR . B IR ) f
sk ,e,v, " W %,,mmm Ly zm_ _

I




387

g ; Les zm 'm:s remercxent ia. marson Vman SA, Zug, de Ia m:se a dxspos:tton

f’d’tm chromatographe Modéle 8500, ainsi que Mons:e&r Te Prof. H. McNair, Virginia -
i} 'Poiytechmc Instxtute, BIackserg (U.5.A) de: ses précicux consezis is expriment leur
“reconnaissarice au-Fonds. National Suisse de la Recherche Scxentxﬁque pour son sup-

o port ﬁnancxer {crédit No. 2.1608.74}, am51 q& au Professeur R. Tabacchx de Pintérét
'qu’ﬁ a parte &ce travaﬁ : s :

BEBLIOGRAPHIE

18 Ghosa! et. R. K. Chaudhun, .I Prarm. Sce ., 64 (1975) 888. v

T 2 K. Hostettmann et H. M. McNair, J. Chromatogr., 116 (1976) 201. ’

.~ 3 J.'S. Brimacombe, B. D. Jons, M: Stacey et J. J. Williams, Carbohydr. Res.,2 (1966) 167.
" -4 M. Kaldas, K. Hestettmann et A. Jacot-Guillarmod, - Helv. Chim. Acta, 57 (E974) 2557.



