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SUMMARY

Separation of isomeric C-glycosylflavones by reversed-phase high-performance liguid
chromatography

Isomeric C-glycosylflavones, which differ only from one another by the sugar
(or by one of the sugars) by epimerisation (glucose-galactose, xylose-arabinose), by
anomerisation, or by pyranosefuranose isomerisation, and some mixtures met in
nature are well separated by reversed-phase high-performance liquid chromatogra-
phy [LiChrosorb RP-18 and isocratic eluting systems (methanol-water-acetic acid or
acetonitrile-water)].

INTRODUCTION

L’étude des C-glycosylfiavonoides s’est considérablement intensifiée ces der-
niéres années’. Les plus répandues dans la nature sont les dihydroxy-5,7 C-glyco-
sylflavones dans lesquelles un sucre se trouve fixé sur le squelette flavonique en po-
sition 6 ou (et) 8. L’étude structurale de ces composés est rendue difficile par la résis-
tance a I'hydrolyse acide de la liaison carbone-carbone contractée entre le sucre et
la flavone, ne permettant pas I'identification directe du ou des résidus glycosyles.
Lorsque la quantité de substance disponible ne permet pas le recours a la RMN 13C,
la comparaison chromatographique avec des substances connues est utilisée. Cepen-
dant les techniques chromatographiques usuelles (chromatographie bidimensionnelle
sur papier, chromatographie sur couche mince (CCM) ou sur colonne de cellulose)
ne permettent pas une bonne différenciation des C-glycosylflavones isoméres et sur-
tout épimeéres: C-glucosyl-C-galactosyl, C-xylosyl-C-arabinosylflavones. Leur sépa-
ration par CCM nécessitait le passage par les dérivés perméthylés (PM), alors net-
tement différenciésZ. Nous montrons maintenant que cette différenciation est possible
sur les produits a I’état libre par chromatographie liquide 4 haute performance
(CLHP). D’autres auteurs ont appliqué cette technique a 1’étude de flavonoides pour
séparer des mélanges naturels®—, mais aucun ne possédait suffisamment de substances
témoins pour généraliser la méthode.
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MATERIEL ET METHODES

Appareillage

Sur un ensemble CLHP Touzart et Matignon, est ajoutée une colonne (300
x 3.9 mm) de LiChrosorb RP-18, 10 um (Merck), remplie par nous-mémes'® a l'aide
du poste de remplissage Touzart et Matignon. La détection 4 270 nm est assurée par
un spectrophotométre UV Gilson, Spectrochrom M, a cellule CLHP de 8 pl.

Elution

Deux systémes de solvants ont été utilisés & température ambiante en régime
isocratique: {A) méthanol-cau-acide acétique en proportions variables et (B)
acétonitrile-eau (13:87). Les mélanges sont dégazés en permanence par agitation
magnétique. La vitesse d’élution (1.4 4 2.0 ml/min) ainsi que la composition du me-
lange solvant ont été ajustées de maniére & obtenir la meilleure résolution.

Echantillons

Des solutions méthanoliques de 0.0025-0.025% de chaque C-glycosylflavone
sont injectées sur la colonne par I'intermédiaire de la boucle de 20 ul de la vanne
d’injection. L’origine des échantillons est données dans le Tableau II.

Expression des résultats
Les pics sont caractérisés par trois parametres: le temps de rétention, ¢, le
facteur de capacité!!, &', et la rétention relative'!, a, avec k&' = ({,—1g)/tp €t o =
4/k7 (to = temps de rétention d’une substance non retenue, solvant; k5 = facteur
de capacité du composé 2 et k7 = facteur de capacité du composé 1).

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans un premier temps, le comportement relatif des composés glycosylés ap-
partenant a la méme flavone, synthétique, la O-méthyl-4’ tricine, a été observé. Les
conditions chromatographiques fixes choisies, méthanol-eau-acide acétique (45:53:2)
et un débit de 2 ml/min, ont permis d’obtenir de bonnes différenciations des dérivés
de la O-méthyl-4' tricine. Chaque échantillon est injecté avec un témoin, la vitexine
(C-glucosyl-8 apigénine).

Les composés et leurs temps de rétention sont donnés dans le Tableau I.

Le comportement des glycosyl O-méthyl-4’ tricines est identique a celui observé
en CCM sur cellulose dans 'eau ou 'acide acétique dilué: les composés di-C-glyco-
sylés possédent des 7, plus faibles que leurs homologues C-glycosyl-6, eux-mémes
précédant leurs homologues O-glycosyl-7. Pour les C-glycosyl-6 O-méthyl-4’ tricines
’ordre de rétention croissant correspond a 'ordre d’hydrophilie décroissant des sestes
glycosyles: C-glucosyl-6, C-galactosyl-6, C-xylosyl-6, C-arabinosyl-6 et C-thamno-
syl-6; de méme pour les composés O-glycosylés en position 7. Pour les dérivés di-
C-glycosylés une inversion de ’ordre d’¢lution des di-C-pentosyl-6,8 par rapport aux
mono-C-pentosyl-6 flavones correspondantes est observée, phénomene déja vu lors
de comparaisons chromatographiques sur papier dans I’acide acétique dilué*! pour
des composés di-C-pentosylés symétriques.

La CLHP sur C,¢ posséde donc les mémes propriétés que la chromatographie
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TABLEAU I
TEMPS DE RETENTION EN MINUTES DES GLYCOSYL O-METHYL-4 TRICINES
Ri  Ra Rs
Apigénine H OH H
Tricine OCH, OH OCH;
O-benzyl-4' tricine OCH; OCH,Ce¢Hs OCH;
O-méthyl-4' tricine OCH3; OCH, OCHj,

Glc = f-D-glucopyranosyl; gal = B-D-galactopyranosyl, xyl = f-D-xylopyranosyl; ara = a-L-arabino-
pyranosyl; tham = a-L-rthamnopyranosyl.

Composés Temps de rétention (min)

Groupements glycosyles

Gle Gal Xyl Ara  Rham

Témoin

C-glucosyl-8 apigénine 22

Glycosyl O-méthyl-4' tricines

di-C-glycosyl-6,8 O-méthyl-4 tricines 27 — 5.1 4.1 9.8
C-glycosyl-6 O-méthyl-4" tricines 50 58 70 108 =x57.0*
O-glycosyl-7 O-méthyl-4’ tricines 7.4 — 9.0 108 =310*
O-glycosyl-5 O-méthyl-4" tricine — - 128 — -

Aglycones

Tricine 19.4*
O-benzyl-4 tricine 29.0*
O-méthyl-4’ tricine ~38.0%

* Ce solvant n’est pas adéquat pour ce type de molécules, qui n’ont été testées dans ces conditions
que pour donner leur position par rapport aux composés C-glycosyiés.

sur cellulose ou sur papier, mais le phénoméne important nouveau est la différencia-
tion nette observée entre les C-glycosyl O-méthyl-4’ tricines épiméres, différenciation
que I'on n’obtient pas sur cellulose et trés difficilement sur gel de silice (silice acti-
vée-APEM P20*). Cette observation est a I'origine de ’étude qui suit.

Le Tableau II donne les conditions chromatographiques, les temps de rétention
(t;), les facteurs de capacité (k') et les rétentions relatives (), ainsi que les structures
des composés testés pour cette étude.

L’utilisation de la silice greffée en C;g et des systemes de solvants polaires a
permis de distinguer toutes les mono- ou di-C-glycosylflavones, méme celles posseé-
dant des groupements glycosyles épiméres (C-glucosyl et C-galactosyl, C-xylosyl et
C-arabinosyl).

Mono-C-glycosyl dihydroxy-5,7 flavones
L’isovitexine et la vitexine, trés largement répandues dans le monde végétal,

* APEM P20 = acétate d’éthyle- pyridine eau-méthanol (80:20:10:5).
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peuvent étre aisément distinguées, respectivement de la C-galactosyl-6 apigénine et
de la C-galactosyl-8 apigénine, ceci pouvant étre généralisé a d’autres aglycones:
acacétine et O-méthyl-4' tricine. Les mono-C-pentosyl-6 apigénines, acacétines, O-
méthyl-4’ tricines et leurs homologues mono-C-pentosyl-8 acacétines se séparent en-
core plus facilement (x > 1.35). La C-a-L-arabinopyranosyl-6 et la C-a-L-arabino-
furanosyl-6 acacétine sont également bien séparées. Ce résultat est trés intéressant
puisque ces deux composés sont pratiquement inséparables a 'état libre par les tech-
niques habituelles; seule la chromatographie sur couche mince de leurs dérives per-
méthylés permettait de les distinguer®'.

Di-C-glycosyl-6,8 dihvdroxy-5,7 flavones

Les séparations entre di-C-pentosyl-6,8 apigénines, acacétines et O-méthyl-4’
tricines, symétriques, se font trés bien, souvent méme dans des solvants sans acide
acétique (« > 1.34). La vicénine-2 (di-C-glucosyl-6,8 apigénine), largement répandue
et la galactosyl-6 vitexine (C-galactosyl-6 C-glucosyl-8 apigénine) ont des compor-
tements chromatographiques trés voisins; la spectrométrie de masse ne les distingue
pas, seule I'obtention de plusieurs taches chromatographiques par I'isomérisation
acide (isomérisation Wessely- Moser?”) peut établir la nature dissymétrique de la
C-galactosyl-6 vitexine. Notre étude montre qu’une bonne différenciation est possible
entre ces COmposes.

Les C-hexosyl-6 C-pentosyl-8 apigénines et lutéolines différant par un sucre
épimeére se distinguent dans les mélanges méthanol-eau-acide acétique. La différen-
ciation entre les composés possédant un sucre anomére en position 8 (schaftoside-
néoschaftoside et carlinoside-néocarlinoside) est réussie. Les C-pentosyl-6 C-hexo-
syl-8 apigénines et lutéolines se séparent correctement entre elles, mais les composés
possédant un sucre anomére (pentose) en position 6 sont, dans les conditions utilisées,
inséparables (isoschaftoside-néoisoschaftoside) alors qu’en chromatographie sur pa-
pier, le néoisoschaftoside posséde un Ry nettement inférieur dans les acides dilués.

Mélanges de composés naturels

L’application de cette méthode a donné de bons résultats permettant 'identi-
fication et la séparation de mélanges de composés naturels: schaftoside,
isoschaftoside-néoisoschaftoside, néoschaftoside d’une part et des vicénines 1, 2 et
3 d’autre part. Pour ces derniéres, le résultat est trés intéressant puisque par d’autres
méthodes, non seulement les composés 4 1’état libre mais également leurs dérivés
perméthylés sont difficilement séparables.

L’emploi de cette technique résolutive, reproductible et rapide, utilisant des
produits a I’état libre, doit permettre dorénavant d’aider a distinguer et & identifier
ce type de produits naturels.

RESUME

Des C-glycosylflavones ne différant que par la nature du ou d’un sucre par
épimérisation (glucose-galactose, xylose-arabinose), par anomérisation, ou par iso-
mérisation pyranose-furanose sont séparées de maniére satisfaisante par chromato-
graphie liquide & haute performance en phase inverse [LiChrosorb RP-18 ¢t systémes
isocratiques de solvants (méthanol-eau-acide acétique ou acétonitrile-eau}].
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