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Résumé—Grace a "apport de la technique de la chromatographie sur colonne et sur couches minces de
polyamide, nous avons pu caractériser chez Anthyllis vulneraria (Légumineuses, sous-famille des Lotoidées),
outre quercétine, kaempférol et isorhamnétine déjd signalés, cinq autres flavonols: rhamnocitrine (I),
rhamnétine (II), trihydroxy-3,7,4’ flavone (I11), fisétine (IV) et géraldol (V), ce dernier composé se trouvant
mentionné pour la seconde fois a Pétat naturel.

Abstract—Anthyllis vulneraria (Leguminosae, subfamily Lotoideae) has been investigated for flavonoids by
means of polyamide column chromatography and TLC, The following flavonols have been characterized:
quercetin, kaempferol and isorhamnetin, previously reported in this genus, and rhamnocitrin (I), tham-
netin (I1), 3,7,4'-trihydroxy-flavone (I1I), fisetin (IV) and geraldol (V). This last compound has only been
isolated once before as a natural product.

INTRODUCTION

DaNs LE cadre d’une étude microsystématique de U Anthyllis vulneraria,® nous avons été
amenés a repréciser le chimisme flavonigue de ce représentant de 1a tribu des Lotées (sous-
famille des Papilionatées selon Taubert.?). En effet, alors que seuls, quercétine, kaempférol
et isorhamnétine avaient été signalés chez cette espéce,* > notre analyse basée sur le traite-
ment d’un hydrolysat de feuilles a I’aide de divers procédés chromatographiques (papier,
colonne et couches minces de polyamide) nous a permis de séparer, outre les trois flavonols
précités, huit autres composés: cinq d’entre eux sont identifiés de maniére indubitable, quant
aux trois autres, en raison de leur trés faible teneur, leur structure définitive ne peut étre
encore assurée.

RESULTATS

Les constantes chromatographiques et spectrométriques qui nous ont permis d’identifier
huit des onze composés isolés d’ Anthyllis vulneraria sont récapitulées dans les Tableaux 1-3.
Nous ne nous attarderons pas sur les preuves de structure, particuliérement évidentes,
qui confirment la présence de quercétine, kaempférol et isorhamnétine. Les cingq autres
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composés identifiés se répartissent en deux catégories, méthoxy-7 flavonols ((II) et désoxy-5
flavonols (IID)-(V).

TABLEAU 1. CONSTANTES CHROMATOGRAPHIQUES DES FLAVONOLS D' Anthyllis vulneraria

Ry x 100
Systétme 1 Systéme 2  Systeme 3  Systéme 4  Systeme 5
Quercétine 8 14 33 43 65
Fisétine 11 17 39 54 66
Kaempférol 18 24 46 59 81
Trihydroxy-3,7,4’ flavone 20 27 44 58 79
Isorhamnétine 29 44 38 5t 71
Géraldol 31 50 43 57 74
Rhamnétine 35 47 41 51 73
Rhamnocitrine 58 75 51 75 89

Systéme 1. Couches minces de polyamide, solvant Bz-MeCOEt-MeOH (30:13:7);° 2. Comme 1, solvant
ratio (6:1:3); 3. Papier Whatman No. 1, solvant HOAc 60 %;; 4. Papier, Forestal (HOAc-H,O~HCl, 30:10:
3); 5. Papier, BAW (n-BuOH-HOACc-H,0, 4:1:5).

A la premiére catégorie appartiennent la rhamnocitrine (I) ou méthyl-7 kaempférol, et la
rhamnétine (II) ou méthyl-7 quercétine. La substitution de ’hydroxyle en 7 est démontrée
par I'absence, dans les deux cas, de déplacement de la bande 1I du spectre UV en milieu
NaOAc. Sa nature méthoxylique est précisée pour la rhamnocitrine par la spectrométrie
de masse (M 300 et pic & m/e = 167 correspondant a un noyau A monohydroxylé, mono-
méthoxylé®) et par le spectre de RMN du dérivé triméthylsilylé (présence d’un singulet situé
en valeurs 8 & 3,86 ppm); pour la rhamnétine, nous disposions du spectre IR de référence
auquel nous avons comparé celui de notre échantillon.

TABLEAU 2. PROPRIETES SPECTRALES UV DES FLAVONOIDES D’ Anthyllis vulneraria

AA (nm)
NaOAc H;BO; AlCl,

Amax (nM) Bande II Bande [ Bande [

in EtOH
Quercétine* 257 (272) 374 18 15 60
Fisétine 250 319 365 — 23 63
Kaempférol 267 (325) 369 14 1 58
Trihydroxy-3,7,4" flavone 256 319 357 7 0 57

in MeOH AlCI;-HCI
Isorhamnétine 253 (268) 370 21 1 62 57
Géraldol 245 320 363 9 1 61 59
Rhamnétine 256 (271) 371 0 15 84 54
Rhamnocitrine 265 (324) 367 1 3 59 57

* Tous ces flavonols sont décomposés en milieu EtOH-NaOEFEt.

Dans la seconde série, se rangent la trihydroxy-3,7,4" flavone ou désoxy-5 kaempférol
(11I), 1a fisétine ou désoxy-5 quercétine (IV) et le géraldol ou désoxy-5 isorhamnétine (V).
L’isolement et I'identification de ces composés nous ont posé de réels problémes du fait de
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TABLEAU 3. MS DES AGLYCONES FLAVONIQUES D’ Anthyllis vulneraria

M A B
(mfe) o (mfe) %) (mfe) $79]

Trihydroxy-3,7,4" flavone 270 100 137 10 121 31
Fisétine 286 100 137 39* 137 39*
Géraldol 300 84 137 100 151 74
Isorhamnétine 316 100 153 10 151 10
Rhamnocitrine 300 100 167 5 121 35

M désigne le pic moléculaire; A désigne le pic correspondant au noyau A ; B désigne le pic correspondant
au noyau B.
* Voir texte.

leur trés faible teneur, de leur séparation trés imparfaite avec les systémes chromatographi-
ques habituels, du fait enfin de leur trés forte résistance & I’élution 2 partir d’un support
cellulosique. Gréce au couplage de la chromatographie sur colonne avec la chromatographie
sur couches minces de polyamide, nous avons pu surmonter les deux derniéres difficultés.

R R
o: < j o: ( j
H,CO l OH HO‘@[ l OH
¢ OH ¢ OH
HO O o
{I) R=H (IT) R=H
(O) R =0HK (IV) R =OH
(Y) R = OCH3

Outre leur trés intense fluorescence jaune-brillant, ces trois composés se distinguent des
hydroxy-5 flavonols correspondants par plusieurs caractéristiques spectrales: (a) spectro-
photométrie UV; en milieu alcoolique neutre apparition d’un pic supplémentaire vers 320
nm et observation d’un effet hypsochrome de 7-10 nm sur les deux bandes d’absorption,
avec amortissement de la bande IT; (b) spectrométrie de masse; existence d’un pic important
a mje = 137 (au lieu de m/e = 153 pour I’hydroxy-5 flavonol correspondant) en accord
avec hypothése de la monohydroxylation du noyau A.® (On notera toutefois que dans le
cas de la fisétine, ce pic est également attribuable 4 la dihydroxylation du noyau B).

DISCUSSION

Loriginalité du chimisme polyphénolique &’ Anthyllis vulneraria réside dans la présence
de rhamnocitrine et de rhamnétine. En effet, la thamnétine n’a semble-t-il été signalée que
dans un seul genre de Légumineuses: Acacia;” quant & la rhamnocitrine, il s’agit & notre
connaissance de sa premiére mention dans cette famille.

Par contre, grice 4 ses désoxy-5 flavonols (structure dont il faut souligner la distribution
botanique par ailleurs assez restreinte), Anthyllis vulneraria s’apparente 3 de nombreuses
Papilionacées.® En effet, la présence de tels composés, identifiés chez les Mimosoidées,
les Caesalpinioidées et dans sept au moins des neuf tribus de Lotoidées constitue I'une des
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caractéristiques du chimisme polyphénolique de cette famille. On notera toutefois que
ces mentions intéressent surtout la robinétine (désoxy-3 myricétine), la fisétine et la
trihydroxy-3,7,4" flavone. Quant au géraldol, son identification chez Anthyllis vulneraria
constitute la seconde mention de sa présence a I’état naturel, les travaux originaux & son
sujet ayant d’ailleurs été réalisés sur une autre Légumineuse, Trifolium subterraneum var.
Geraldton,’ dont les autres caractéres flavoniques montrent beaucoup de similitude avec
ceux de 'Anthyllis.

EXPERIMENTALE

Extraction. 400 g de feuilles séches d’Anthyllis vulneraria (récoltées dans la Réserve des Bauges et sur le
Plateau du Praz-de Lys en Haute-Savoie, France) sont soumis aprés broyage & une hydrolyse chlorhydrique
de 40 mn au bain-marie bouillant (par fractions de 5 g dans 200 mi d’HCI 2 N).*® Apres extraction quantitative
des flavonols par I’éther éthylique, les fractions éthérées sont réunies et concentrées.

Séparation chromatographique. Le résidu sec étant solubilisé dans une quantité minimale de méthanol,
cette solution, diluée par une quantité égale de benzéne est déposée au sommet d’une colonne de polyamide
dont le développement est assuré par du benzéne progressivement enrichi en MeCOE! puis en méthanol.!!
La migration des composés polyphénoliques est suivie en lumiére de Wood. Les diverses fractions (50 ml)
sont analysées en chromatographie monodimensionnelle sur couches minces de polyamide dans le solvant
benzéne-MeCOEt-MeOH (6:1:3). Aprés réunion des fractions chromatographiquement identiques, puis
purification de ces derniéres par un nouveau passage sur colonne de polyamide (la composition du solvant
d’élution, mélange de benzéne, MeCOEt et MeOH, est déterminée en fonction du comportement des diverses
fractions lors de la premiére séparation), les composés purs sont cristailisés dans I’éthanol. Pour les désoxy-5
flavonols, la chromatographie sur colonne de polyamide ne permet pas 'obtention de quantités pondérables
de ces composés a I’état pur. C’est pourquoi nous avons eu recours, dans ce cas, & la chromatographie
préparative sur couches minces de polyamide (polyamide Macherey-Nagel DC 11, épaisseur 250 g, solvant
6:1:3). Apres délimitation en lumiére UV, la bande chromatographique est récupérée sur creuset filtrant
puis éluée par le méthanol (cette élution étant presque quantitative).

Identification. L’identification structurale est ensuite conduite selon les procédés classiques, chromato-
graphie dans 5 systémes solvants en présence de substances témoins (Tableau 1), spectrophotométrie UV
en présence de divers réactifs selon'?-'® (Tableau 2), spectrophotométrie 1R aprés pastillage dans le KBr,
MS (Tableau 3), éventuellement spectrométric de RMN aprés triméthysilylation des hydroxyles selon.'*
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