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ABSTRACT.-Arenarioside (1) and pheliposide (2). caffeic acid glycoside esters, have been 
isolated from Orobanrbearwria by droplet countercurrent chromatography. The structures have 
been realized by high resolution ’H- and I3C-nmr studies. Compound 1 is P-(3’,4’-dihydroxy- 
phenyl)-ethyl-0-a-L-rhamnopyranosyl ( l++)-P-D{ P-D-xylopyranosyl ( 1*6)~-(4-0-caffeoyl)- 
glucopyranoside, and 2 is P-(3’ ,4’-dihydroxyphenyl)-ethyl-O-a-L-rhamnopyranosyl( 1*3)-P- 
D-[P-D-xylopyranosyl( 1~6)~-(4-O-caffeoyl)-(2-O-acetyl)-glucopyranoside. 

These molecules have been used as chemotaxonomic markers in the Trionychon section of 
the Orobanchaceae. 

Lors de travaux antkrieurs (1-3), nous avons montre I’importance des techniques de 
spectrometrie rmn haut champ pour la determination de la structure de derives 
hCtCrosidiques du 3,4-dihydroxyphCnyltthanol. Les techniques courantes actuelles de 
DEPT, nOe et decouplage selectif en rmn protonique et en rmn I3C permettent d’iden- 
tifier avec certitude la nature, les enchainements des sucres et leurs substitutions, sans 
avoir recours a w  derives methyles ou acetylb. 

L’ensemble des spectres de rmn ‘H et rmn I3C obtenus au cours de ce travail, et la 
comparaison avec les molecules dkjadecrites nous ont conduits a l’identification de deux 
nouveaux esters hkterosidiques de l’acide cafkique, isolCs a partir de Orobanche arenaria 
Borkh. (Orobanchaceae). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les deux composes dkcrits et appelCs arenarioside (1) et pheliposide (2) n’ont pu Ctre 
skpares par chromatographie sur colonne de polyamide, technique que nous utilisons en 
general pour ce type de substances. Par contre, la chromatographie liquide a contre- 
courant par gouttelettes nous a permis d’isoler skparkment et a I’Ctat pur le phelipsode et 
I’arenarioside, partir d’un extrait phenolique brut. 

1 R,=rhamnose, R,=xylose, R,=H (arenarioside) 
2 R,=rhamnose, R,=xylose, R,=CH,-CO (pheliposide) 

Ces deux molecules sont, par la nombre des sucres, assez proches du nCoactCoside 
(4), de I’echinacoside (2), du myricoside ( 5 ) ,  du teucrioside (6), et du poliumoside (3). 
Ces esters hCteiosidiques de I’acide cafkique possedent tous trois sucres et ont en com- 
mun le mCme aglycone: le 3,4-dihydroxyphknylCthanol. 

Les trois molCcules de sucres sont ici: le rhamnose, le glucose, et le xylose. 
Nous avons retrouve l’unite de Rha (1-3) Glc decrite pour le verbascoside ( l ) ,  like 
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par le C- 1 Glc’ au dihydroxyphenyltthanol, I’acide cafeique esdrifiant l’hydroxyle en 
C-4 Glc. Comme dans I’echinacoside, la fonction alcool primaire du glucose est sub- 
stituee, mais ici par un xylose. 

La seule difference entre I’arenarioside et le pheliposide reside en la presence, chet ce 
dernier, d’un groupement acetate substituk a I’hydroxyle en C-2 du glucose. 

Les Tableaux 1, 2, 3, et 4 ci-dessous donnent les valeurs des glissements chimiques 
des protons et des carbones de ces deux molecules. Ces tableuax component egalement 
les valeurs des deplacements chimiques des protons et des carbones du methyl-0-P-D- 
xylopyranoside mesurees dans les mtmes conditions et dans les m@mes solvants. 

RMN ‘H (Tableau l).-Les protons aromatiques sont resolus comme deux systkmes 
ABX, l’un appartenant a la substitution “cafeoyl” et I’autre au 3,4-dihyd- 

TABLEAU 1. Spectres de rmn’H (ppm) de I’Arenarioside (1) et du Pheliposide (2) dans le DMSO-&. 
Les Dblacements Chimiques et les Valeurs de] (Hz) Sont Donnes entre Parentheses 

Acide cafkique . . . . . 

Aglycone . . . . . . . . 

Glucose . . . . . . . . 

Xylose . . . . . . . . 

Rhamnose . . . . 

H 

2 
5 
6 
7 
8 
2’ 
5’ 
6‘ 
7’ 
8’ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

1 
2 
3 
4 
5(a) 
5(e) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

Arenarioside (1) 

6 

Pheliposide (2 )  

H 

2 
5 
6 
7 
8 
2’ 
5’ 
6’ 
7‘ 
8’ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
Ac(2) 
1 
2 
3 
4 
5(a) 
5(e) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

6 

roxyphenylethanol. Les deux protons ethyleniques de I’acide trans-cafeique resonnent h 
leurs valeurs habituelles et sont facilement identifiables par leur constante de couplage. 
Les deux protons en 7’ de la chaine laterale du noyau aromatique de I’aglycone donnent 
lieu au triplet habitue1 a 2,70 ppm, tandis que les deux protons P en 8’ non equivalents 
resonnent a 3,63 et 3,88 ppm. 

‘C-Glc, H-Glc, C-Rha, H-Rha, C-Xyl, ou H-Xyl avec un indice numerique reprbent les carbones 
ou les protons correspondant a I’indice et appartenant au glucose (Glc), au rhamnose (Rha), ou au xylose 
(Xyl). 
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rmn’H 

Le spectre de l’arenarioside (1) comporte trois protons anomkres, I’un a 4,12 pm 
(J=7,5 Hz), le second 94,35 ppm (J=8 Hz), et le troisikme a 5 , 0 4  pprn (J= 1,5 Hz), 
identifiant la configuration des trois sucres. Les irradiations selectives des protons de 
chacun des trois sucres permettent leurs attributions. On retrouve le proton H-4 Glc 
deblinde a 4,74 ppm par la fonction ester cafkique. Lirradiation de ce proton permet 
d’identifier avec precision H-3 Glc et H-5 Glc. Les deplacements chimiques des autres 
protons du glucose ainsi que ceux du rhamnose ont essentiellement les mCmes valeurs 
que celles rapportkes pour l’echinacoside (2) et le poliumoside (3). Le second sucre de 
configuration p, dont le proton anomere resonne B 4,12 pprn a kt6 identifie comme 
&ant le xylose par comparaison avec le spectre du methyl-P-xyloside (Tableau 2) et par 
microhydrolyse acide suivant une methode antkrieurement dkcrite (7). Le blindage du 
proton anomkre par rapport au xylose non substituk montre que le xylose est lik au glu- 
cose en C-6 comme nous I’avons observe pour l’kchinacoside et le poliumoside. 

rmn13C 

H-1 . . . . . . . .  

H-3 . . . . . . . .  
H-4 . . . . . . . .  
H-5 (a) . . . . . . .  
H-5 (e) . . . . . . .  

H-2 . . . . . . . .  
3,99(d, 7,5) 
2,93 (ddd, 5; 7 ,5 ;  9) 
3,08(dt, 5; 9) 

-3,25 (m, 5) 
3,02(dd, 10,5-11) 
3,69(dd, 5; 11) 

C-1 105 
c-2 73,9 
C-3 76,9 
C-4 70,5 
C-5 65,9 

Quant au pheliposide (2) il comporte des signaux voisins de ceux de I’arenarioside. 
On note cependant la prbence d’un signal supplementaire a 1,98 ppm correspondant a 
celui du CH,- d’un acetate. D’autre part, A c6tk du proton H-4 Glc dkblindk par la fonc- 
tion cafkate, on observe un quadruplet Q 4,7 1 ppm (J=8; 9,5). Ce signal est simplifie 
par irradiation des H-1 Glc et H-3 Glc, ce qui permet de I’attribuer a H-2 Glc. Les val- 
eurs des H-2, H-3, et H-4 Glc sont en accord avec la substitution acktylee en position 2 
du glucose, c’est-a-dire: dkbiindage de A6=0,5 pprn du proton en a de l’acktate et de- 
blindage de A6=0,3 ppm pour les deux protons en p. 

Les protons du xylose pour l’arenarioside et le pheliposide ont les mCmes valeurs en 
particulier pour H- 1 Xyl et H-5(a) Xyl (t,/=9). Par contre les deuxprotons H- 1 Rhaet 
H-2 Rha qui subissent I’influence de I’acktate sont blind& par rapport Q ceux de 
I’arenarioside. 

RMNI3C (Tableaux 3 et 4).-Les spectres sont en plein accord avec la structure 
ktablie par la rmn protonique et confirment en particulier la structure des sucres et leur 
liaison. Les valeurs des dkplacements chimiques de tous les carbones ont i t6  dkter- 
minks par la methode de DEPT qui permet de diffkrencier rapidement les carbones 
primaires, secondaires et quaternaires, par la mesure des constantes de couplagejca, et 
par comparaison avec les molecules deja decrites. 

En ce qui concerne les sucres en particulier et dans le cas de I’arenarioside, on re- 
trouve les valeurs attendues pour le glucose substituk en C-3, C-4, et C-6. Ainsi le C-3 
Glc subit le mCme deblindage. Le C-4 Glc, par contre, est blind6 par la substitution 
cafeoyl. Quant au C-6 Glc, il est deblindk de A6=7 pprn prouvant bien ainsi la sub- 
stitution du glucose en position 6. 

Les valeurs etablies pour le xylose sont en accord avec celles du methyl-p-xyloside, 
comme on peut le constater dans le tableau 2.  
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TABLEAU 3. Spectre de ~ m n ' ~ C  (ppm) de 1'Arenarioside (1) dans le DMSO-d6+CF3C0,H (2 gouttes) 

Acide cafeique 

c -  1 c -2  c -3  c -4  c-5 C-6 c-7 C-8 c -9  

125,51 114,77 145,54" 148,49 113,43 121,41 146,76' 115,78 165,90 

Aglycone 

c-1'  c-2 '  C-3' C-4' C-5' C-6' C-7' C-8' 

129,28 116,34 144,91 143,47 115,49 119,79 35,Ol 70,47 
(119,53) 

Sucres 

Glc XYl Rha 

C C C 
1 102,24 1 103,82 1 101,19 
2 74,42 2 73,22 2 70,50 
3 78,95 3 7 6 3 1  3 70.2 1 
4 69,19 4 69,48 4 71,76 
5 73,12 5 65,62 5 68,74 
6 67,95 6 18,10 

"Attribution incertaine. 

Avec le pheliposide, on note les mCmes dkplacements chimiques pour les carbones 
de la partie cafkique et aglycone, tandis que dans la rkgion des carbones des sucres on ob- 
serve pour le C- 1 Glc et le C-3 Glc, un blindage de A8= 1 i 2 ppm correspondant i la 
presence de l'acetate en C-2 Glc. Ce dernier carbone est lui-mCme blind6 par I'esterifica- 

TABLEAU 4. Spectre de ~ m n ' ~ C  (ppm) du Pheliposide (2) dam le DMSO-d6+CF,C0,H (2 gouttes) 

Acide cafeique 

c- 1 c -2  c - 3  c-4 c-5 C-6 c-7 C-8 c-9 
125,45 114,82 145,59 148,64 113,47 121,48 146.07 115,82 165,81 

Aglycone 

c-1'  c-2'  c-3'  c-4' C-5' C-6' C-7' C-8' 

129,44 116,30 144,89 143,46 115,42 119,49 3 4 6 8  70,22 

Sucres 

Glc XYl Rha 

C C C 
1 9 9 2 1  1 103,90 1 101,99 
2 73,32 2 73,24 2 70,73 
3 77,80 3 76,34 3 69,87 
4 69,30" 4 69,49 4 71,54 
5 73,10 5 65,64 5 69,14' 
6 67,77 6 18,12 

Ac(2) CO 169,08 
CH3 20,47 

'Attribution incertaine. 
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tion de l’hydroxyle. Les C-4, C-5, et C-6 Glc ne sont pas touch& par cette modification 
et resonnent au mCme champ que pour I’arenarioside. Les valeurs des deplacements 
chimiques des carbones du xylose et du rhamnose sont sensiblement les mCmes que pour 
I’arenarioside. Quant a l’acetate, il fait apparaitre deux signaux supplementaires: un a 
20,47 ppm correspondant au groupement methyle et un autre a 169 ppm correspon- 
dant au groupement carbonyle. 

La nature de la liaison du rhamnose au glucose a pu Ctre verifike d’une part, par ir- 
radiation du H-3 Glc et determination du C-3 Glc (qui est le carbone le plus dtblinde, 
parmi les sucres, en dehors des carbones anomlrres) et d’autre part, par determination de 
I’effet nOe sur H- 1 Rha obtenu par irradiation de H-3 Glc et effet inverse. 

Comme il a kt6 observe pour le poliumoside (3), nous avons note dans le spectre de- 
couple que les intensites des deplacements chimiques de chacun des carbones du xylose 
sont augmentkes de 40% par rapport a celles des carbones du glucose et du rhamnose. 
Ces differences d’intensite, en relation avec les effets nOe et les temps de relaxation, 
sont en bon accord avec le degrk de liberte du xylose et de la liaison ( 1-6) dans laquelle 
il est engage. Cette observation se verifie trks aiskment par fragmentation de la molecule 
aprks hydrolyse acide mknagee directement sur chromatoplaque de gel de silice (7). 

Nous pouvons donc attribuer aux deux nouveaux esters hetkrosidiques la structure 
suivante: (a) l’arenarioside est le p-( 3’ ,4’-dihydroxyphenyl)-~thyl-O-a-L-rham- 
nopyranosyl ( 1*3)-P-D-fJ3-D-xylopyranosyl ( 1*6)]-(4-O-caf&yl)-glucopyranoside 
et (6) le pheliposide est le p-(3’ ,4’-dihydroxyphenyl)-ethyl-O-a-L-rhamnopyranosyl 
( 1*3)-P-D-[ P-D-xylopyranosyl ( 1~6)~-(4-0-caf~oyl)-(2-O-ac~tyl)-glucopyranoside. 

La mise en evidence de ces deux molecules (ainsi que d’autres esters heterosidiques 
en cours d’etude au Laboratoire) nous a permis de distinguer nettement dans le genre 
Orobanche la section Trionychon Wallr. de la section Orobanche (=Osproleon Wallr.) 
seules sections reprisentkes en Europe. De plus, dans la section Trionychon, la distribu- 
tion differente de ces molecules selon les espkces nous a permis de dkcrire deux nouvelles 
sous-sections: Arenariae et Ramosae. Ces analyses chimiotaxinomiques sont en bon ac- 
cord avec les observations microscopiques que nous avons realisees partir du testa de la 
graine ainsi qu’avec certaines distinctions morphologiques (8). 

PARTIE EXPERIMENTALE 
Les khantillons de 0. a r m r i a  parasitant Artemisia ramjwstris var. girrtinosa Gay ont CtC r ko l tk  sur le 

littoral rntditerrankn (Carnon, HCrault) et conserves dans l’herbier C.A. (no 3-684). 
Les spectres de rrnn ont CtC  r6alisk a 360 MHz pour le ‘H et 90,53 MHz pour le I3C (Appareil Bruker 

WM 360 WB). Les deplacernents chirniques sont donnes en 6 (ppm) avec cornme Ctalon interne le TMS. 
Les ccrn ont &e effectuks sur plaque de cellulose (Merck, Ref.: 5552)  avec comrne solvant de dheloppe- 
ment le melange: EtOAc-MeOH-H20-Me,CO-CHC13 (60: 11: 11:5: 1 ,5)  (VN)  et comrne revtlateur la 
fluorescence en uv apres vaporisation d’une solution rnkthanolique a 1% de diphenylborate amino-2 ethyl 
(Fluka). 

EXTRACTION ET ISOLEMENT DE LARENARIOSIDE (1) ET DU PHELIPOSIDE (2).-La plante k h k e  et 
broyee a et6 extraite par de I’EtOH a 80% a temfirature ambiante. La solution extractive debarrasde de 
I’alcool est degraissk par de I’ether de fitrole puis 6puisk par de 1’AcOEt. L’extrait obtenu est dkhydrate 
par du Na,S04 puis concentre a sec pour donner une poudre de couleur chamois, contenant essentiellernent 
les esters hetkrosidiques. La separation du pheliposide et de l’arenarioside a CtC r h l i sk  par chromatog- 
raphie liquide-liquide a contre-courant par gouttelettes avec un chromatographe: DCC, Biichi 670 (294 
tubes de diarnetre de 2 , 7  mm). La phase mobile generatrice de gouttelettes est reprkentk par la phase in- 
ferieure du melange: BuOH-Me,CO-H20 (4: 1:5). L’appareil fonctionne en mode descendant avec un 
debit reg16 a 12 rnYh. Les fractions rkoltkes sont de 2 , 5  ml. On introduit dans l’ampoule B echantillon 300 
mg d’extrait poudreux dissous dans 15 ml du melange, a parries egales, des phases mobile et stationnaire. 
Les esters hetkosidiques, detectes a 330 nm apparaissent a partir de 600 ml de solvant d’elution. 

Arenarioside ( l ) .+a )”D=-72”  (MeOH), Rf=0,38, rmn’H (cf. Tableau l ) ,  rmnI3C (cf. Tableau 
3 ) .  

PbeIiposide ( ~ ) . + C X ) ~ ~ D =  -68” (MeOH), Rf=0,46, rmn’H) cf. Tableau l),  rrnn13C (cf. Tableau 4). 
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