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Le mklange diphknylborate d’amino&hanol-PEG 400 

Un intbressant r6actif de r6vklation des flavonoi’des 
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Luboratoire de Pharmacognosie, Institut de Pharmacie, VniversitC de Litige, Rue Fusch, 5. B-4000 LiSge 
(Belgique) 

(Rqu le 4 octobre 1985) 

C’est en 1957 que Neu’ proposa I’emploi de complexes d’acides diarylboriques 
et d’oxyalkylamines comme reactifs des derives de la phenyl-benzo-y-pyrone. Le reac- 
tif commercialist est le diphenylborate d’aminoethanol aussi appelt Naturstoffrea- 
genz A, Natural Product Reagent A et Flavognost; il est notamment repris dans la 
Pharmacopee Europeenne. 

Les chromatogrammes pulverists par une solution de ce reactif et exposes aux 
UV longs (360 nm) laissent apparaitre des fluorescences dependant de la structure 
des composes mis en Cvidence2. Ce reactif est de plus en plus employ& 11 est cependant 
possible d’en augmenter la sensibilitt et la spicificite en pulvtrisant ensuite une so- 
lution de polyethyleneglycol. Hiermann3 et Wagnep utilisent le PEG 4000 en solu- 
tion dans l’alcool tandis que Stahl5 emploie le PEG 400 en solution dans le methanol. 
Comme le PEG 4000 ne prbente pas d’interet majeur par rapport au PEG 400, nous 
avons utilise par commodite (solubilisation, pulvbisation), une solution mtthanoli- 
que renfermant a la fois le diphtnylborate d’aminotthanol et le PEG 4006. Afin 
d’eclairer le chercheur et l’analyste, nous avons testi une serie de flavonosides et de 
genines dans differents systemes chromatographiques, les references sur ce sujet etant 
rares ou trb incompletes. Ces flavonoides, a deux exceptions pres, sont tous substi- 
tues par deux hydroxyles en position 5 et 7, comme le sont la majorite des flavonoides. 
Notre etude s’attache ainsi a observer l’influence des substituants des cycles B et C 
et de l’absence ou presence de double liaison dans le cycle C. 

Signalons finalement que ce rtactif pet-met Cgalement la revelation d’autres 
composes tels que des acides phenols (acide cafeique... des depsides (acide chloro- 
genique, cynarine.. .) et des derives anthraquinoniques (aloines, cascarosides.. .)‘. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mattriel 
Plaques 20 x 20 cm de gel de silice 60 F 254 (Merck); plaques 20 x 20 cm de 

cellulose sans indicateur de fluorescence (Merck); papier Whatman 1. 

RPactifs 
Diphtnylborate d’aminoethanol pour analyse (Fluka); PEG 400 (U.C.B.). 
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Systhes uti1i.h 
(1) Gel de silice: acetone-butanone-acide formique (10:7: 1); migration, 12 cm. 

(2) Gel de silice: acetate d’ethyle-acide formique-eau (6:1:1), migration, 12 cm. (3) 
Gel de silice: benzene-acetate d’tthyle-acide formique (8:2: 1); migration, 12 cm. (4) 
Cellulose: acide acetique (60%); migration, 15 cm. (5) Cellulose: chloroforme-acide 
adtiqueeau (10:9:1); migration, 15 cm. (6) Cellulose: eau; migration, 12 cm. (7) 
Papier: eau; migration, 35 cm. 

RtvtYation 
Aprb sechage rapide du chromatogramme (l’odeur d’acide formique ou act- 

tique persiste), on pulverise une solution methanolique a 1% de diphenylborate d’a- 
minotthanol et a 5% de PEG 400 a raison de 10 ml environ pour une plaque 20 x 
20 cm. On &he dans un courant d’air froid et on observe a 360 nm immediatement 
et aprb une demi-heure, certaine fluorescences apparaissant lentement ou se modi- 
fiant. 

R&JLTATS ET DISCUSSION 

La presence de deux OH en position 5,7 n’est pas suffisante pour obtenir une 
fluorescence notable; un OH en 4’ (apigtnine) ou 3 (galangine) fait apparaitre res- 
pectivement une fluorescence vert brun ou verte. Cette dernibre nest pas influencee 
par la presence d’un OH suppltmentaire en 4’ (kaempferol) ou 2’ (datiscttine). La 
presence de deux OH en 3’4’ fait apparaitre une flavone en jaune (luteoline) et un 
flavonol en orange (querdtine). Si les deux OH du cycle B d’un flavonol sont places 
en meta l’un par rapport a l’autre, la fluorescence passe au vert. La presence de trois 
OH en 3’,4’,5’ (myricetine) produit une fluorescence orange; on peut cependant dis- 
tinguer la myricttine de la quercetine car la premiere apparait en rouge en visible et 

TABLEAU I 

COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES GfiNINES 

G&ines Substitution 

3 5 6 7 2 3 4 5 

Chrysine 
Apiginine 
Acacktine 
LutColine 
Galangine 
Kaempfkrol 
Kaempfkide 
Datiscttine 
Querdtine 
Morine 
Dihydroquercktine 
Dimkthyl-3,7 quercktine 
Tetramithyl-5,7,3’,4’ quercbtine 
Fisktine 
Myricktine 
Quercktagktine 
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1. FLAVONE Z.FLAVONOL 

3. FLAVANONE 4. DIHYDROFLAVONOL 

la seconde en orange. Le role de la double liaison du cycle C est plus difficile a cerner 
faute de reference. On peut cependant dire que l’absence de la double liaison soit 
diminue l’intensite de la fluorescence (naringoside, hesperidoside) soit retarde son 
apparition (dihydroquercttine). Hiermann3 qui utilise le PEG 4000 signale pour la 
chrysine une fluorescence violette. Nous avons realid cette experience mais nous 
avons obtenu la meme fluorescence qu’en utilisant le PEG 400. Par surcroit de pre- 
caution, nous avons realid les spectres UV de cette molecule: ils correspondent a 
ceux de la littCratures. D’autres fluorescences signal&es par cet auteur nous semblent 
douteuses. 

RI; x 100 

I 2 

Fluorescences obserkes aprPs 
i+vdation 

3 4 5 6 7 

100 100 72 75 94 0 0 
100 100 51 56 66 0 0 

100 100 65 69 95 0 0 

100 100 39 38 32 0 0 

100 100 73 60 92 0 0 
100 100 58 36 47 0 0 

100 100 67 54 92 0 0 
100 100 43 74 83 38 10 

100 100 43 23 17 0 0 

100 92 24 56 37 20 0 
100 100 30 67 27 30 27 

100 100 52 68 90 0 0 

100 Train&e 31 62 98 0 0 
100 too 40 36 28 0 0 

100 100 38 13 4 0 0 
22 42 27 18 2 0 0 

Brun 
Vert brun 
Vert brun 
Jaune 
Vert 
Vert 
Vert 
Vert 
Orange 
Vert 

Orange 
Vert 
Orange 
Orange (rouge en visible) 
Rouge fonci 
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La methylation ou la glycosylation de 1’OH en position 3 des flavonols ne 
modifie pas la fluorescence. Par contre, la methylation des OH du cycle B, supprime 
l’effet de ceux-ci: la tttramethyl-5,7,3’,4’ quercetine fluorise en vert comme la galan- 
gine, l’hesperidoside comme la naringoside. Le kaempferol et le kampferide appa- 
raissent en vert tous les deux car la seule presence de 1’OH en 3 suffit pour faire 
apparaitre cette fluorescence. 

Le comportement chromatographique des gtnines (Tableau I) dans les syste- 
mes 3, 4 et 5 est lit d’une part a l’hydroxylation de la molecule et d’autre part a la 
disposition de ces OH. D’une maniere g&&ale, plus la molecule est hydroxylee et 
moins elle migre. Les molecules hydroxylees en 2’ et 2’4’ migrent davantage que 
celles hydroxyltes en 4’ et 3’,4’. Le systeme 5 a un excellent pouvoir de resolution 
pour les gtnines courantes (apigtnine, luteoline, kaempferol et quercetine). 11 n’est 
malheureusement applicable qu’aux extraits dtpourvus d’heterosides car ceux-ci mi- 
grent tgalement. Pour l’analyse d’extraits renfermant a la fois g&nines et htttrosides, 
le systeme 3 est seul valable. Dans le systeme 6, seuls la morine, la datiscetine et la 
dihydroquercetine migrent. 

Le comportement des hetirosides (Tableau II) dans les systemes 1 et 2 est, 
d’une part, conditionne par la nature de la genine (plus celle-ci est hydroxylte et 
moins l’hettroside migre) et par la nature des sucres et leur nombre. Plus une molecule 
est chargee sucres et moins elle migre. Pour un m&me site de fixation des sucres, les 
RF des hettrosides suivent ceux des sucres seuls chromatographies dans les systbmes 
habituels: RF rhamnose > RF glucose > RF galactose et RF quercitroside > RF 
isoquercitroside > RF hypkoside. Le systime 2 est le plus interessant et ne donne 
pas de spots allonges. 

En observant les RF obtenus dans les deux derniers systemes, on remarque 
que, s’ils sont globalement cornparables, certains peuvent &tre bien differents (datis- 
&tine, morine, hesptridoside). La chromatographie sur couche mince de cellulose est 
plus commode a utiliser et necessite moins de solvants et de reactif de revelation: elle 
peut done avantageusement remplacer la chromatographie sur papier dans la plupart 
des cas. Remarquons cependant que dans le domaine des flavonoides, celle-ci con- 
tinue a etre utiliste. 

Signalons finalement que la sensibilite de detection du rtactif test& pour la 
rutine avec le systeme 2 est de 30 ng environ pour des depots circulaires de 4 mm de 
diametre. Sur plaque HPTLC, on peut arriver a 10 ng pour des depots de 3 mm de 
diametre. 
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