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SUMMARY 

Separation of isomeric C-glycosylfiuvones by reversed-phase high-performance liquid 
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 pyranoseefuranose 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’etude des C-glycosylflavono’ides s’est considtrablement intensifite ces der- 
n&es annees’. Les plus rtpandues dans la nature sont les dihydroxy-5,7 C-glyco- 
sylflavones dans lesquelles un sucre se trouve fixe sur le squelette flavonique en po- 
sition 6 ou (et) 8. L’etude structurale de ces composes est rendue difficile par la resis- 
tance a l’hydrolyse acide de la liaison carbonexarbone contractee entre le sucre et 
la flavone, ne permettant pas l’identification directe du ou des rtsidus glycosyles. 
Lorsque la quantite de substance disponible ne permet pas le recours a la RMN i3C, 
la comparaison chromatographique avec des substances connues est utilisee. 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 differentiation des C-glycosylflavones isomeres et sur- 
tout tpimeres: C-glucosyl-C-galactosyl, C-xylosyllC-arabinosylflavones. Leur stpa- 
ration par CCM necessitait le passage par les derives permethylts (PM), alors net- 
tement difft?renciW. Nous montrons maintenant que cette differentiation est possible 
sur les produits i l’etat libre par chromatographie liquide a haute performance 
(CLHP). D’autres auteurs ont appliquk cette technique a l’etude de flavono’ides pour 
&parer des melanges naturels3-9, mais aucun ne possedait suffisamment de substances 
temoins pour generaliser la methode. 
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MATl?RIEL ET Ml?THODES 

Appareiilage 
Sur un ensemble CLHP Touzart et Mat&non, est ajoutte une colonne (300 

x 3.9 mm) de LiChrosorb RP-18, 10 pm (Merck), remplie par nous-memes1° $ l’aide 
du paste de remplissage Touzart et Matignon. La dtttection g 270 nm est assurCe par 
un spectrophotom&re UV Gilson, Spectrochrom M, d cellule CLHP de 8 ~1. 

&ution 
Deux systkmes de solvants ont ttt utilists 6 temptrature ambiante en regime 

isocratique: (A) mCthanol_eau-acide adtique en proportions variables et (B) 
acttonitrile-eau (13:87). Les melanges sont dCgazCs en permanence par agitation 
magnktique. La vitesse d’Clution (1.4 B 2.0 ml/min) ainsi que la composition du mt- 
lange solvant ont CtC ajustkes de manitre i obtenir la meilleure r&solution. 

&ham tilions 
Des solutions mCthanoliques de 0.0025-0.025% de chaque C-glycosylflavone 

sont injectCes sur la colonne par l’intermkdiaire de la boucle de 20 ~1 de la vanne 
d’injection. L’origine des tchantillons est donnCes dans le Tableau II. 

Expression des rPsuItats 
Les pits sont caracttri& par trois paramhtres: le temps de rktention, t,, le 

facteur de capacitt 11, k’, et la rktention relative’l, c(, avec k’ = (tr- @/to et 01 = 
k;/k; (to = temps de rttention d’une substance non retenue, solvant; k; = facteur 
de capacitC du compost 2 et k; = facteur de capacitC du composC 1). 

Rl%ULTATS ET DISCUSSION 

Dans un premier temps, le comportement relatif des composts glycosylts ap- 
partenant d la m&me flavone, synthktique, la 0-mkthyl-4’ tricine, a ttt observk. Les 
conditions chromatographiques fixes choisies, mCthanol_eau-acide ac&ique (45:53:2) 
et un dCbit de 2 ml/min, ont permis d’obtenir de bonnes diff&enciations des dtrivb 
de la 0-mkthyl-4’ tricine. Chaque ichantillon est injectit avec un tkmoin, la vitexine 
(C-glucosyl-8 apigtnine). 

Les compo& et leurs temps de rt?tention sont don& dans !e Tableau 1. 
Le comportement des glycosyl O-mCthyl-4’ tricines est identique $ celui observi 

en CCM sur cellulose dans l’eau ou l’acide acttique dilutt: les composCs di-c-glyco- 
syl&s possCdent des t, plus faibles que leurs homologues C-glycosyl-6, eux-mimes 
prC&dant leurs homologues 0-glycosyl-7. Pour les C-glycosyl-6 O-m&thy14 tricines 
l’ordre de rttention croissant correspond ti l’ordre d’hydrophilie dicroissant des restes 
glycosyles: C-glucosyl-6, C-galactosyl-6, C-xylosyl-6, C-arabinosyl-6 et C-rhamno- 
~~1-6; de msme pour les composCs 0-glycosylts en position 7. Pour les d&iv&s di- 
C-glycosylCs une inversion de l’ordre d’klution des di-C-pentosyl-6,8 par rapport aux 
mono-C-pentosyl-6 flavones correspondantes est observCe, phttnombne d&jjd vu lors 
de comparaisons chromatographiques sur papier dans l’acide acttique dil#’ pour 
des composts di-C-pentosylis symetriques. 

La CLHP sur Cl8 posside done les mimes propriitts que la chromatographie 
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TABLEAU I 

TEMPS DE RfiTENTION EN MINUTES DES GLYCOSYL 0-MfiTHYL-4’ TRICINES 

“P R R3. %* 

309 

R5, 

:Q, q/z Apigknine H OH H 

R3’ 

Tricine OCHS OH OCH3 
HO 

% 

8 
0 
1 

: ’ 

0-benzyl-rl’ tricine OCH3 OCH&Hs OCHa 
O-methyl4 tricine OCHa OCH3 OCH3 

b, 

Glc = fi-D-glucopyranosyl; gal = j?-D-galactopyranosyl; xyl = fl-D-xylopyranosyl; ara = a+arabino- 
pyranosyl; rham = a-L-rhamnopyranosyl. 

Composks Temps de rkrention (min) 

Groupements glycosyles 

GIG Gal XYl Ara Rham 

Tkmoin 
C-glucosyl-8 apigenine 2.2 

Glycosyl O-methyl-4’ tricines 
di-C-glycosyl-6,8 O-methyl-4 tricines 2.7 - 5.1 4.1 9.8 
C-glycosyl-6 o-methyl-4 tricines 5.0 5.8 7.0 10.8 .z 57.0* 
0-glycosyl-7 O-methyl4 tricines 7.4 - 9.0 10.8 z31.0* 
0-glycosyl-5 O-methyl-4 tricine 12.8 - - 

Aglycones 
Tricine 19.4’ 
0-benzyl-4’ tricine 29.0* 
0-mtthyl-4’ tricine x38.0* 

l Ce solvant n’est pas adiquat pour ce type de molecules, qui n’ont Bte testees dans ces conditions 
que pour donner leur position par rapport aux composes C-glycosyles. 

sur cellulose ou sur papier, mais le phenomene important nouveau est la differencia- 
tion nette observee entre les C-glycosyl 0-methyl-4’ tricines epim&res, diffirenciation 
que l’on n’obtient pas sur cellulose et tres difficilement sur gel de silice (silice acti- 
vte-APEM P20*). Cette observation est a l’origine de l’ttude qui suit. 

Le Tableau II donne les conditions chromatographiques, les temps de retention 
(Q, les facteurs de capacitt (k’) et les retentions relatives (r), ainsi que les structures 
des composes testes pour cette etude. 

L’utilisation de la silice greffee en C rs et des systemes de solvants polaires a 
permis de distinguer toutes les mono- ou di-C-glycosylflavones, m2me celles posse- 
dant des groupements glycosyles epimtres (C-glucosyl et C-galactosyl, C-xylosyl et 
C-arabinosyl). 

Mono-C-glycosyl dihydroxy-5,7javones 
L’isovitexine et la vitexine, tres largement repandues dans le monde v&g&al, 

l APEM P20 = acetate d’ethyle- pyridine cau-methanol (80:20:10:5). 
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peuvent Ctre aisement distingutes, respectivement de la C-galactosyl-6 apigenine et 
de la C-galactosyl-8 apigenine, ceci pouvant etre generalisl a d’autres aglycones: 
acacttine et O-methyl-4 tricine. Les mono-C-pentosyl-6 apigenines, acacetines, O- 
methyl-4’ tricines et leurs homologues mono-C-pentosyl-8 acacetines se &parent en- 
core plus facilement (X > 1.35). La C-x-L-arabinopyranosyl-6 et la C-c+L-arabino- 
furanosyl-6 acacetine sont egalement bien separees. Ce resultat est trks intkressant 
puisque ces deux composts sont pratiquement indparables a l’etat libre par les tech- 
niques habituelles; seule la chromatographie sur couche mince de leurs derives per- 
methyl& permettait de les distinguer*‘. 

Di-C-glycosyl-4,8 dihJ,droxy-5,7_f?uvones 
Les skparations entre di-C-pentosyl-6,8 apigtnines. acacttines et o-methyl-4 

tricines, symttriques, se font t&s bien, souvent mfme dans des solvants sans acide 
acktique (3 > 1.34). La vicenine-2 (di-C-glucosyl-6,8 apigcnine), largement rtpandue 
et la galactosyl-6 vitexine (C-galactosyl-6 C-glucosyl-8 apigenine) ont des compor- 
tements chromatographiques tres voisins; la spectrometrie de masse ne les distingue 
pas, seule I’obtention de plusieurs taches chromatographiques par l’isomerisation 
acide (isomerisation Wessely Moser3’) peut ttablir la nature dissymetrique de la 
C-galactosyl-6 vitexine. Notre ltude montre qu’une bonne differentiation est possible 
entre ces composes. 

Les C-hexosyl-6 C-pentosyl-8 apigenines et luteolines differant par un sucre 
tpimere se distinguent dans les melanges methanoleauacide acttique. La diffkren- 
ciation entre les composes possedant un sucre anomtre en position 8 (schaftoside 
neoschaftoside et carlinoside-neocarlinoside) est reussie. Les C-pentosyl-6 C-hexo- 
syl-8 apigenines et luteolines se separent correctement entre elles, mais les composes 
possedant un sucre anomere (pentose) en position 6 sont, dans les conditions utilisees, 
instparables (isoschaftoside-neoisoschaftoside) alors qu’en chromatographie sur pa- 
pier, le neoisoschaftoside posskde un RF nettement inferieur dans les acides dilues. 

M&langes de composts naturels 
L’application de cette methode a don& de bons risultats permettant l’identi- 

fication et la separation de melanges de composes naturels: schaftoside, 
isoschaftoside-ntoisoschaftoside, neoschaftoside d’une part et des vi&nines 1, 2 et 
3 d’autre part. Pour ces dernieres, le resultat est trb interessant puisque par d’autres 
mithodes, non seulement les composes a l’etat libre mais tgalement leurs derives 
permethylts sont difficilement separables. 

L’emploi de cette technique resolutive, reproductible et rapide, utilisant des 
produits a I’etat libre, doit permettre dortnavant d’aider a distinguer et a identifier 
ce type de produits naturels. 

Des C-glycosylflavones ne diffcrant que par la nature du ou d’un sucre par 
Cpimtrisation (glucose-galactose, xylose-arabinose), par anomerisation, ou par iso- 
merisation pyranose-furanose sont separees de maniere satisfaisante par chromato- 
graphie liquide a haute performance en phase inverse [LiChrosorb RP-18 et systemes 
isocratiques de solvants (methanoleauacide acktique ou acetonitrileeau)]. 
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