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R&mm&--G&e & l’apport de la technique de la chromatographie sur colonne et sur couches minces de 
polyamide, nous avons pu caractkriser chez Anthyllis vulneraria (tigumineuses, sous-famille des Lotdid&), 
outre querc&ine, kaempfkrol et isorhamn&ine d&j& signal&, cinq autres flavonols: rhamnocitrine (I), 
rhamnCtine (II), trihydroxy-3,7,4’ flavone (III), fisktine (IV) et gbraldol (V), ce demier compose se trouvant 
mentionnC pour la seconde fois B Y&at 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), rham- 
netin (II), 3,7,4’-trihydroxy-flavone (III), fisetin (IV) and geraldol (V). This last compound has only been 
isolated once before as a natural product. 

INTRODUCTION 

DANS LE cadre d’une Ctude microsysttmatique de l’dnfhyllis vulneraria,2 nous avons ttC 
amen& Zt reprtciser le chimisme flavonique de ce reprksentant de la tribu des LotCes (sous- 
famille des Papilionatkes selon Taubert.3). En effet, alors que seuls, quercktine, kaempft5rol 
et isorhamn&tine avaient ttC signal&s chez cette esp&ce,4,5 notre analyse basCe sur le traite- 
ment d’un hydrolysat de feuilles B l’aide de divers pro&d&s chromatographiques (papier, 
colonne et couches minces de polyamide) nous a permis de &parer, outre les trois flavonols 
prtcitb, huit au&es composCs: cinq d’entre eux sont identifiks de manike indubitable, quant 
aux trois autres, en raison de leur trbs faible teneur, leur structure dCfinitive ne peut &e 
encore assurt5e. 

RESULTATS 

Les constantes chromatographiques et spectromCtriques qui nous ont permis d’identifier 
huit des onze composCs isol& d’dnfhyllis vulneraria sont rCcapitul6es dans les Tableaux 1-3. 

Nous ne nous attarderons pas sur les preuves de structure, particuli&rement Bvidentes, 
qui confirment la prCsence de quercetine, kaempfkrol et isorhamnCtine. Les cinq autres 

* Partie XXVII dans la sQie “Recherches Chimiataxinomiques sur les Plantesvasculaires”. Pour Partie 
XXVI voir Rtf. 1. 

1 M. JAY et P. LEBRETON, Le Naturdliste Can. sous presse. 
z H. COUDERC et J. F. GONNET, & paraitre. 
3 P. TAUBERT, in Die natiirlichen Plarzzenfamilien (edited by A. ENGL.ER and K. PRANTL), Vol. III, p. 70, 

Engelmann, Leipzig (1894). 
4 Z. KOWALESKI et H. KOWALSKA, Diss. Pharm. Pharmacol. 18, 615 (1966). 
5 R. LETOUBLON, Contribution d l’&ude biochimique des Lkggumineuses. Diplame d’Etudes SupCrieures, Lyon 

(1968). 
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composts identifies se rkpartissent en deux catCgories, mtthoxy-7 Aavonols (I)(H) et dtsoxy-5 
flavonols (III)-(V). 

TABLEAU 1. CONSTANTES CHROMATOGRAPHIQUES DES FLAVONOLS D’Anihyllis vulneraria 

Systttme 1 Systkme 2 

Quercktine 
Fisktine 
Kaempfkrol 
Trihydroxy-3,7,4 
IsorhamnCtine 
G&aldol 
Rhamnktine 
Rhamnocitrine 

flavone 

8 
11 
18 
20 
29 
31 
35 
58 

14 
17 
24 
27 
44 
50 
47 
75 

R, x 100 
Systkme 3 

33 
39 
46 
44 

:3” 
41 
51 

Syst&me 4 Systkme 5 

43 65 
54 66 
59 81 
58 79 
51 71 
57 74 
51 73 
75 89 

Systkme 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-H20-HCI, 30: 10: 
3); 5. Papier, BAW (n-BuOH-HOAc-HZO, 4: 1: 5). 

A la premiere cattgorie appartiennent la rhamnocitrine (I) ou methyl-7 kaempfkrol, et la 
rhamn&tine (II) ou mtthyl-7 querchtine. La substitution de l’hydroxyle en 7 est demontrCe 
par l’absence, dans les deux cas, de dkplacement de la bande II du spectre UV en milieu 
NaOAc. Sa nature mCthoxylique est prCcisCe pour la rhamnocitrine par la spectrometrie 
de masse (M 300 et pit & m/e = 167 correspondant & un noyau A monohydroxyl6, mono- 
mtthoxylt?) et par le spectre de RMN du d&iv& trimCthylsilylC (prCsence d’un singulet sit& 
en valeurs 6 B 3,86 ppm); pour la rhamnitine, nous disposions du spectre IR de rkf&ence 
auquel nous avons compart celui de notre 6chantillon. 

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

A,,, (nm) 
NaOAc 
Bande II 

Ah (nm) 
H3BOa AlC13 
Bande I Bande I 

-__ 

in EtOH 
Quercttine* 257 (272) 374 18 15 60 
Fisktine 250 319 365 

14 
23 63 

Kaempfkol 267 (325) 369 1 58 
Trihydroxy-3,7,4’ flavone 256 319 357 7 0 57 

in MeOH AICl,-HCl 
Isorhamnitine 253 (268) 370 21 1 62 57 

GBraldol 245 320 363 9 1 61 Rhamnttine 256 (271) 371 0 15 84 :z 
Rhamnocitrine 265 (324) 367 1 3 59 57 

* Tous ces flavonols sont d&composts en milieu EtOH-NaOEt. 

Dans la seconde sCrie, se rangent la trihydroxy-3,7,4’ fiavone ou dtsoxy-5 kaempfdrol 
(III), la fisktine ou dCsoxy-5 quercttine (IV) et le gCraldo1 ou dtsoxy-5 isorhamnCtine (V). 
L’isolement et l’identification de ces composCs nous ont posC de rbels problbmes du fait de 
’ H. AUDIER, BuIl. Sot. Chim. Fr. 2892 (1966). 



Les aglycones flavoniques d’dnthyllis vulneraria 

TABLEAU 3. MS DESAGLYCONESFLAVONIQUES D’Anthyllis vulneraria 
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M A B 
(m/e) (%I (44 (%) hl4 (%I 

Trihydroxy-3,7,4’ flavone 270 100 137 10 121 31 
Fisetine 286 100 137 39* 137 39* 
Gerald01 300 84 137 100 151 74 
Isorhamnetine 316 100 153 10 151 10 
Rhamnocitrine 300 100 167 5 121 35 

M dtsigne le pit molkculaire; A d&me le pit correspondant au noyau A; B designe le pit correspondant 
au noyau B. 

* Voir texte. 

leur trb faible teneur, de leur separation trb imparfaite avec Ies systbmes chromatographi- 
ques habituels, du fait enfin de leur t&s forte resistance a l’elution a partir d’un support 
cellulosique. Grace au couplage de la chromatographie sur colonne avec la chromatographie 
sur couches minces de polyamide, nous avons pu surmonter les deux dernieres difficult&. 

H3y&$LQH ~y$q-@Q~ 
HO o\ 

(I) R=H (III, “, = H 
(It) R-OH (IYP) R=OH 

(PI R=OCH3 

Outre Ieur trb intense fluorescence jaune-brillant, ces trois composes se distinguent des 
hydroxy-5 f?avonols correspondants par plusieurs caractdristiques spectrales: (a) spectro- 
photometric UV; en milieu alcoolique neutre apparition d’un pit supplementaire vers 320 
nm et observation d’un effet hypsochrome de 7-10 nm sur les deux bandes d’absorption, 
avec amortissement de la bande II; (b) spectrometrie de masse; existence dun pit important 
a m/e = 137 (au lieu de m/e = 153 pour l’hydroxy-5 flavonol correspondant) en accord 
avec l’hypothbe de la monohydroxylation du noyau A.6 (On notera toutefois que dans le 
cas de la fir&tine, ce pit est Cgalement attribuable a la dihydroxylation du noyau B). 

DISCUSSION 

L’originalitk du chimisme polyphtnolique d’dnthyllis vulneraria reside dans la presence 
de rhamnocitrine et de rhamnetine. En effet, la rhamnetine n’a semble-t-i1 Cte signal&e que 
dans un seul genre de Legumineuses: Acacia;’ quant a la rhamnocitrine, il s’agit a notre 
connaissance de sa premiere mention dans cette famille. 

Par contre, grace a ses desoxy-5 flavonols (structure dont il faut souligner la distribution 
botanique par ailleurs assez restreinte), Anthyllis vulneraria s’apparente a de nombreuses 
PapilionacCes.* En effet, la presence de tels composes, identifies chez les Mimoso’idees, 
les Caesalpinio’idees et dans sept au moins des neuf tribus de Lotoidees constitue l’une des 

'I J, W. CLARK-LEWIS et I. DAINIS, Austral. J. Chem. 21,425 (1968). 
8 M. JAY,P.LEBRETON et R. LETOUBLON, Boissiera 19,219 (1971). 
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caractkristiques du chimisme polyphknolique de cette famille. On notera toutefois que 
ces mentions intkessent surtout la robiktine (dksoxy-5 myridtine), la fis&ine et la 
trihydroxy-3,7,4’ flavone. Quant au gkraldol, son identification chez Anthyliis vulneraria 
constitute la seconde mention de sa prCsence 21 l’ttat naturel, les travaux originaux 2 son 
sujet ayant d’ailleurs CtC rCalists sur une autre LBgumineuse, Trifolium subterrarleum var. 
Geraldton,g dont les autres caractkres flavoniques montrent beaucoup de similitude avec 
ceux de 1’AnthyIlis. 

EXPERIMENTALE 

Extraction. 400 g de feuilles sBches d’Anthyllis vulneraria (rCcoltBes dans la R&serve des Bauges et sur le 
Plateau du Praz-de Lys en Haute-Savoie, France) sont soumis apr&s broyage B une hydrolyse chlorhydrique 
de 40 mn au bain-marie bouillant (par fractions de 5 g dans 200 ml d’HC12 N).“’ Apr&s extraction quantitative 
des flavonols par I’Cther &hylique, les fractions &h&es sont rCunies et concentrCes. 

Stiparation chromatogruphique. Le r&idu set 6tant solubili& dans une quantite minimale de m&hanol, 
cette solution, diluee par une quantitt &gale de benzene est d6posQ au sommet d’une colonne de polyamide 
dont le dCveloppement est assurk par du benzkne progressivement enrichi en MeCOEt puis en m&hanol.” 
La migration des composes polyph&oliques est suivie en lumiere de Wood. Les diverses fractions (50 ml) 
sont analysbes en chromatographie monodimensionnelle sur couches minces de polyamide dans le solvant 
benztne-MeCOEt-MeOH (6: 1 : 3). Apr& r&union des fractions chromatographiquement identiques, puis 
purification de ces derni&res par un nouveau passage sur colonne de polyamide (la composition du solvant 
d’dlution, mklange de benztne, MeCOEt et MeOH, est d&ermin&e en fonction du comportement des diverses 
fractions lors de la premikre skparation), les compos&s purs sont cristallises dans l’kthanol. Pour les d&oxy-5 
flavonols, la chromatographie sur colonne de polyamide ne permet pas I’obtention de quantitks pondCrables 
de ces composts B I’Ctat pur. C’est pourquoi nous avons eu recours, dans ce cas, B la chromatographie 
preparative sur couches minces de polyamide (polyamide Macherey-Nagel DC 11, 6paisseur 250 ~1, solvant 
6: I :3). Apr&s delimitation en lumiere UV, la bande chromatographique est rBcup&Ce sur creuset filtrant 
puis &l&e par le methanol (cette Ablution &ant presque quantitative). 

Identification. L’identification structurale est ensuite conduite selon les pro&d& classiques, chromato- 
graphie dans 5 systkmes solvants en p&ence de substances tCmoins (Tableau I), spectrophotomt%rie UV 
en pr&ence de divers rbactifs selon 12*13 (Tableau 2), spectrophotomCtrie IR apr8s pastillage dans le KBr, 
MS (Tableau 3), Cventuellement spectromCtrie de RMN apriis trimtthysilylation des hydroxyles selon.“’ 
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