
Journal of Chromatography, 303 (1984) 3 12-3 17 
Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. 17,037 

Note 

Micrombhode d’analyse des esters hbtbrosidiques de I’acide cafbique 

C. ANDARY*, J. L. ROLJSSEL, J. P. RASCOL et G. PRIVAT 

Laboratoire de Botanique et Cryptogamie, FacultP de Pharmacie, 34060 Montpellier Cedex (France) 

(Rwu le 9 juillet 1984) 

Les esters htterosidiques de I’acide cafeique (E.H.C.) sont des molecules com- 
plexes qui ont Cte deceltes et identifiees chez de nombreuses espkes appartenant 
essentiellement a l’ordre des Tubiflorales (ex: Orobanchackes, Scrophulariactes, La- 
bikes, Verbena&es, Acanthacees)1-7. Dans ces molecules, l’acide cafeique. esterifie un 
heteroside (au niveau d’un glucose central) dont l’aglycone est le dihydroxyphenyl 
ethanol (Fig. 1). Cet alcool est cependant remplack par le dihydroxyphenylglycol 
dans l’orobanchoside qui semble &tre caracteristique des Orobanchacees. 

E.H.C. Rl R2 RB R4 R&f. 

Verbascoside (V.) Rha H H H 1 
Poliumoside (P.) Rha Rha H H 3 
Pheliposide (Ph.) Rha XYl H H 4 
Arenarioside (A.) Rha XYl CHsCO H 4 
Myricoside (M.) Rha-Api H H H 5 
Echinacoside (E.) Rha Glc H H 6 
Orobanchoside (0.) H H Rha OH 1 

Fig. 1. Formules chimiques des differents E.H.C. analyses. Abreviations: Api = apiose; Glc = glucose; 
Rha = rhamnose; Xyl = xylose. 

Ces E.H.C. pharmacologiquement actifs s+8 et difficiles a &parer, ne se diffe- 
rencient que par la nature de leurs sucres et par la position des liaisons osidiques. 
Devant le nombre croissant de nouveaux E.H.C. identifies ou en tours d’identifica- 
tion, nous avons mis au point une methode d’analyse rapide et pratique, ne nices- 
sitant que de tres faibles quantites de produit. 

Cette methode comporte deux phases distinctes. La premiere consiste en une 
hydrolyse acide totale de 1’E.H.C. qui nous renseigne sur la nature et le nombre de 
sucres contenus dans la molecule. La deuxieme phase consiste g rtaliser la fragmen- 
tation de 1’E.H.C. directement sur chromatoplaque par hydrolyse acide menagee. 
Cette hydrolyse menagee de l’E.H.C., suivie dans le temps, est effectuke en paralltle 
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avec celle du verbascoside. En effet, cette derniere molecule est la molecule la plus 
simple a partir de laquelle la structure des autres E.H.C. s’tlabore. En comparant les 
fragments obtenus a la suite de l’hydrolyse menagee des E.H.C. on peut ainsi en 
deduire une s&e de renseignements caract&istiques et utiles a la determination de 
ces molecules. 

PARTIE EXPERIMENT’ALE 

Microhydrolyse de la fraction osidique des E.H.C. 
Matkriels et r6actifs. Acide chlorhydrique 3 N; chromatoplaque de gel de silice 

a haute performance (HFTLC, Merck, r&f: 5633); acetate d’ethyle (Merck, pour ana- 
lyse); solvant: butanol-acetone-tampon phosphate (pH = 5) (4050: 10)g; revelateur: 
(a) chlorure de triphtnyltitrazolium (Merck) a 4% dans le methanol, (b) hydroxyde 
de sodium 1 N. 

Mode opkratoire. L’hydrolyse des E.H.C. est realisee en milangeant 100 ~1 
d’une solution mithanolique a O.l-OS% d’E.H.C. et 100 ~1 d’acide chlorhydrique 3 
N. Ce melange est chaulG. a 100°C pendant 3 h. Apres refroidissement, la solution 
est trait&e par 0.5 ml d’acbtate d’ethyle qui est ensuite rejete. Des solutions bquimo- 
laires de sucres &talons sont traittes de la mtme man&e. Les solutions d’E.H.C. 
hydrolydes sont directement chromatographiees a c&e des solutions etalons de su- 
cres dans le systeme indiqd. Le reactif (a) melange a volume igal au rbactif (b) revele 
les sucres en rouge-brique apres chauffage des chromatogrammes a 100°C pendant 
5 min. 

Technique de fragmentation des E.H.C. par hydrolyse acide sur chromatoplaque 
Materiels et rkactifs. Acide chlorhydrique 3 N, chromatoplaque de gel de silice 

a haute performance (HFTLC, Merck, ref. 5633); solvant: acetate d’ithyle-acide 
formiqueeau (100:20:30); revelateur: solution de diphenylborate amino-2-Cthyle 
(Fluka) a 1% dans le methanol (ou reactif de Neu); solutions d’E.H.C. a 0.5% dans 
le methanol. 

Mode opbratoire. Chaque depot d’E.H.C. (2 a 3 PI), apres avoir CtC s&hi dans 
un courant d’air froid, est recouvert de 2 ~1 d’acide chlorhydrique. Sans &her cette 
fois-ci, on pose une plaque de verre propre par dessus le depot acidifie et delicatement 
on met le tout a chattITer a 100°C pendant un temps determine. On ttudie ainsi 
l’hydrolyse des E.H.C. au bout de 5, 10, 15 et 30 min en realisant une nouvelle 
chromatoplaque pour chacune de ces durtes. A la fin de chaque chauffage on ajoute 
sur la chromatoplaque les E.H.C. temoins a cBtC de chaque E.H.C. hydrolyst et on 
developpe dans le solvant indiqui. Apres un sechage suffisant de la chromatoplaque 
dans un courant d’air chaud, la revelation par le reactif de Neu rend fortement fluo- 
rescent l’acide cafeique et tout fragment en contenant. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Dans le cas de l’hydrolyse totale des E.H.C., le choix des conditions chroma- 
tographiques et le fait d’bliminer les produits de degradation par l’acttate d’ethyle, 
permettent de chromatographier directement l’hydrolysat et d’analyser les sucres. Le 
meme traitement pour les solutions btalons de sucre ameliore la comparaison des RF 
et des RG (Tableau I). 
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TABLEAU I 

VALEURS DES RF ET DES Rc DES SUCRES ETALONS APRES TRAITEMENT ACIDE 

Sucres RF RG 

Galactose 0.27 0.84 
Glucose 0.32 1.00 
Xylose 0.50 1.56 
Apiose 0.56 1.75 
Rhamnose 0.63 1.96 

Enfin, une evaluation semi-quantitative est tres simple a realiser grace a la 
bonne coloration des taches et a la comparaison entre l’intensiti de la coloration des 
sucres temoins en solution iquimolaire et celle des sucres appartenant au verbasco- 
side. 

Par ailleurs, l’hydrolyse menagee des differents E.H.C. realisee sur chromato- 
plaque en comparaison avec celle du verbascoside nous fait apparaitre des fragments 
identiques ou differents qui vont nous renseigner sur la labilite des sucres, leur empla- 
cement et la nature des autres molecules composant Pester heterosidique. 

Pour mieux demontrer cette fragmentation nous avons rassemblt dans les Fig. 
2 et 3, le rcsultat de l’hydrolyse menagbe du verbascoside (V.) et de l’kchinacoside 
(E.) aux temps 5, 10, 15 et 30 min. 

V. 5 10 15 30 min. 
Fig. 2. Cinttique de l’hydrolyse m&tag&e du verbascoside r&tlisCe directement sur chromatoplaque de gel 
de silice (HPTLC). Hydrolyse au bout des temps 5, 10, 15 et 30 min. Solvant de developpement: acetate 
d’ethyle-acide formique-eau (100:20:30); rtvelateur: diphenylborate amino-2-ethyle. 
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Fig. 3. Cinktique de I’hydrolyse m&nag&e de I’echinacoside rkliske directement sur chromatoplaque de gel 
de silice (HFTLC). Hydrolyse au bout des temps 5, 10, 15 et 30 min. M&mes conditions chromatograp- 
hiques que pour la Fig. 2. 

Les fragments les plus importants et qui apparaissent progressivement au tours 
de l’hydrolyse sont: F1 ou cafeoyl-Cglucose lit au dihydroxyphenykthanol (ou au 
dihydroxyphenylglycol (Fr’) pour l’orobanchoside) puis Fz ou cafeoyl-4-glucose. Ces 
fragments ont Cte analysis a la suite de leur isolement par chromatographie prepar- 
ative sur couche mince de silice’. 

A titre d’application pratique nous presentons a l’aide d’une chromatographie 
comparative (Fig. 4), l’hydrolyse mtnagee au bout de 5 min. de sept E.H.C. Ce temps 
d’hydrolyse permet de retrouver une partie de la molecule initiale, non encore hy- 
drolyske et d’observer le plus grand nombre de fragments majoritaires. Les molecules 
telles que le poliumoside, le pheliposide, I’arenarioside, le myricoside et l’kchinaco- 
side, en lib&ant du verbascoside prouvent I’existence dans leur molecule d’un sucre 
suppltmentaire plus labile que le rhamnose fkt en C-3 du glucose central. Pour le 
poliumoside, par exemple, le degre de liberte du rhamnose en C-6 est virifie au tours 
de l’etude du spectre RMN du 13C de la molecule3 od l’on observe, pour les depla- 
cements chimiques des carbones de ce rhamnose, des intensites nettement sup&ieures 
a celles des carbones du rhamnose lie en C-3. Notons que pour I’echinacoside ce 
meme rhamnose est par contre plus labile que le glucose supplementaire lie au C-6 
du glucose central (Fig. 3 et 4). Enfin, l’etude des fragments relatifs aux molecules 
d’arenarioside et de pheliposide est Cgalement instructive. L’arenarioside se dike en 
deux fragments d’egale importance (V. et A,) indiquant que le rhamnose et le sucre 
supplementaire, ici du xylose, ont la mcme facilite de separation. Le pheliposide par 
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Fig. 4. Comparaison de l’hydrolyse m&tag&e des differents E.H.C. sur chromatoplaque de gel de silk 
(HPTLC) au bout de 5 min. Les conditions chromatographiques sont les m6mes que pour les Fig. 2 et 3. 
Le point noir sur certaines taches indique l’E.H.C. initial encore present en forte concentration. Abrev- 
iations: 0. = orobanchoside; V. = verbascoside; P. = poliumoside; Ph. = pheliposide; A. = arenarioside; 
M. = myricoside; E. = echinacoside. 

contre semble plus complexe. Tout en liberant les m6mes fragments que pour l’are- 
narioside, mais en faible proportion, il se fragmente en de nouvelles moikcules (Phi, 
Phz et Ph3) qui rappellent celles don&es par l’arenarioside avec cependant un RF 
plus Clevi. Ceci s’explique par la prksence du groupement CH&OO (fix6 au n&au 

du C-2 du glucose central) qui entraine fapparition de fragments homologues mais 
moins polaires que ceux lib&es par l’arenarioside. Tous ces E.H.C. relkhant du 
verbascoside font apparaitre, de ce fait, les fragments F1, puis Fz caracteristiques de 
cette derniere molecule. 

En conclusion, nous pouvons dire que cette micromtthode d’analyse a I’avan- 
tage de nous donner tres rapidement des renseignements sur Ia nature des sucres et 
de la molecule elle-m@me en attendant une confirmation et une structure totale par 
spectromitrie RMN. De plus, ces resultats peuvent itre obtemts ri partir de petites 
quantites de substances de l’ordre de 200 a 300 pg. Cette methode nous permettra 
d’entreprendre plus aisement des travaux sur le mttabolisme et la biosynthese de ces 
E.H.C. Enfin, ce processus de fragmentation par hydrolyse dire&e sur chromato- 
plaque peut (Are applique & l’etude d’autres hctirosides tels que les saponosides. 
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