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Abstract-A new biflavone, I-5’-methoxybilobetin has been isolated from Ginkgo hiloba leaves. ‘H and 13CNMR 
spectral data show that it is a II-4’, I-5, II-S, I-7, II-7-pentahydroxy-I-4’. I-5’-dimethoxy- [l-3’, II-81 biflavone. 

INTRODUCTION 

Le Ginkgo biloba L. est la premiere plante d’oh ont CtC 
isolees des biflavones. Ce sont: la ginkgetine (3) et 
l’isoginkgetine (4) [l], dont la determination de struc- 
ture a fait l’objet de nombreux travaux [2-61, la 
bilobetine (2) [6] et la sciadopitysine (5) [7]. Nous avons 
obtenu ces memes biflavones a partir dun extrait 
acttonique de feuilles de Ginkgo biloba L.; la fraction 
brute renfermant 2 a montre la presence d’au moins deux 
autres substances a priori inconnues. Nous rendons 
compte dans le present travail de l’isolement et de 
l’identification de l’une d’elles: une nouvelle biflavone 
pour laquelle nous proposons le nom de I-5’-mtthoxy- 
bilobetine (6).* 

RbSULTATS ET DISCUSSION 

La fraction brute contenant 2 est chromatographiee sur 
colonne de Polyclar AT; 6 (25mg) a Cte obtenu apres 
cristallisation dans un melange ethanol-eau sous forme 
dun solide jaune, F = 251”. En CCM, 6 presente une 
fluorescence pourpre a 366nm, et jaune intense apres 
revelation par AlCl, et par fester p-amino-ethylique de 
I’acide diphenyl-borique, caracteristiques des pigments 
flavoniques [8]. Le spectre UV dans le methanol est 
proche de celui de l’apigenine, mais la bande i. M 270 nm 
comparee B la bande i M 330 nm presente une intensite 
d’absorption plus elevee que pour les flavones mo- 
nomeres; le d&placement bathochrome apres addition 
d’AIC1, engendre I’apparition de deux epaulements a 385 
et 300 nm et de deux maxima a 345 et 280 nm; ce sont des 
proprietes generales des spectres UV-visibles des 
biflavones de type ‘biapigenine’ [9, lo]. 

Le spectre de masse de 6 per-TMS donne M+ = 942, 
M+ - 15 = 927, tandis que celui de 6 per-TM%& donne 
M+ = 987, M+ - 18 = 969. L’augmentation de masse 
est done de 45, ce qui correspond a la fixation de 5 TMS 
sur 5 hydroxyles libres de 6. La masse de 6 est done de 582. 
Le spectre ‘H RMN de 6 montre onze protons sur double 
liaison et deux pits correspondant a trois protons chacun, 

* Pour garder l’analogie avec les biflavones du Ginkgo biloba, 
nous avons maintenu la liaison C-C de 6 en I-3’. 

dus a deux methoxyles (voir Tableau 3). Une CCM 
preparative permet de recueillir les produits form& au 
tours des differents stades reactionnels dune de- 
methylation menagee de 6. Les spectres UV de 6 et du 
produit partiellement demethyle sont semblables, et en 
particulier, le d&placement bathochrome obtenu apres 
addition d’AIC1, ne depasse pas 55nm (Cpaulement a 
385 nm) tandis que le d&placement obtenu dans les memes 
conditions pour 6 totalement demethyle atteint 80nm 
(maximum a 410 nm) qui, par addition de HCl, subit un 
deplacement hypsochrome de i5nm (tpaulement a 
385 nm). Ainsi, dans 6 totalement demethyle il existe deux 
hydroxyles libres en ortho, dont au minimum un existe 
sous forme de methoxyle dans 6 [9]. L’un au moins des 
monomeres de 6 est done du type ‘luteoline’. 

Dans le spectre ’ 3C RMN, cinq parties peuvent ttre 
distingutes: I: deux carbones de carbonyle a 182.1 et 
181.9 ppm; II: onze carbones quaternaires lies a un 
oxygene, entre 164.4 et 150.8 ppm; III: trois carbones 
quaternaires non lies a un oxygene et six-CH entre 128.2 et 
110.8 ppm, a attribuer aux carbones des cycles B; IV: trois 
carbones quaternaires et cinq-CH entre 104.9 et 94.3 ppm, 
ou apparaissent les carbones des positions C-3, C-6, C-8 
(non lies a un oxygene) et C-10; V: deux methyles de 
methoxyles a 56.4 et 60.3 ppm [ll 1. 

Les deplacements chimiques des carbonyles dans la 
partie I, montrent qu’il s’agit dune biflavone, plutot que 
dun dimere de Bavonol, de flavanone ou de flavanonol 
[12]. Dans la partie II, huit carbones quaternaires 
reviennent aux carbones C-2, C-6, C-8 et C-9: il y a done 
trois carbones lies a un oxygene sur les cycles B. Sur les 
douze carbones des cycles B. on en retrouve neuf dans la 
partie III (les trois carbones de la partie II manquent ici); 
deux des carbones quaternaires revenant aux carbones C- 
l’, le troisieme intervient done dans la liaison inter- 
flavonique. La partie IV contient tous les huit carbones 
attendus; deux carbones quaternaires et deux-CH sont 
reserves aux carbones C-10 et C-3 respectivement; par 
consequent, les carbones C-6 et C-8 se partagent un 
cdrbone quaternaire et trois-CH. Ainsi, on peut dej:ja 
affirmer que la liaison CC interflavonique se fait entre le 
cycle B dune des unites flavoniques vers la position C-6 
ou C-8 de I’autre. 
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1 Amentofavone R1 = R’ = R” = H 
2 Bilob&ine R’ = Me. RL = R” zz H 

3 GinkgPtinr R’ _ R’ =- Mc. R’ z 1~ 

4 Ihoginkgttine R’ = R” s Me. RL z I_1 

5 Scladopitjsine R’ = R’ = R’ = $lc 

OMe 

HO 

OH 0 

6 

D’aprks la littkrature [ 111, les d&placements chimiques 
de 102.7 et 104.9 ppm appartiennent aux carbones C-3 
(-CH). celles de 103.9 et 103.6 (ou 103.9) ppm aux 
carbones C-10. Quatre d&placements chimiques sub- 
sistent pour les carbones C-6 et C-8: 94.3: 98.6: 99.1; 103.9 
(ou 103.6) ppm. D’autre part. un XII en C-6 rksonne 
vers 99 ppm, et un -CH en C-8 vers 94 pptn : voir Tableau 
1 (tire de [I 11). 

6 posdde ainsi deux -CH en position I-6 et 11-6, et un 
seul -CH en position C-8; la liaison interflavonique est 
done nkcessairement realiste en position C-8 sur fun des 
tiavonoi’des. Led&placement du C-8 en raison de la liaison 
C-C est de I’ordre de IOpptn. Habituellement, ce 
d&placement n’est que de Sppm environ. sauf pour 
l’amentoflavone (1) oil il est aussi de IOppm. ce yui incite 
B penser B une liaison du mZme type pour 6 jt2j. 

Le Tableau 2 (qui compare 6 h des d&iv& mkthoxylks 
de la luteoline pour la partie 11, permet de faire ressortir la 
parfaite identitk de la partie 11 de 6 avec la partie 
correspondante de l’amentoflavone (I). L’examen du 
spectre ‘HRMN de 6, comparativement B ceux de la 
bilobktine (2). de la I-4’. H-4’, I-7, II-7-tetramethoxy 
amentoflavone et de I’acacetine (Tableau 3), montre que la 
seulediff~renceentre6et2portesurIeprotonenI-3etsurles 
protonsducyleI-B,olileprotonet~C-5’manqueeto~iln’ya 
que deux protons coupks uniquement en r&7 (ct non plus 
en ortho). 

Compte tcnu des informations prkkdentcs. deux 
structures peuvent ctre proposees: celle d’une II-4’,1-5.11- 
5,I-7&I-7-penta-hydroxy-I-4’.5’-dimkthoxy- [I-3’.11-S] 
biflavone (6) ou d‘une II-4’.1-5,11-5.1-7.11-T-penta- 
hydroxy-I-5’.1-6’.dimt:thoxy- [I-3’.11-81 billatone (71. 

Tableau I. Comparaiaon des deplacements chimiqucs des carbones C-6 et C-X dans le sprctre “C‘RMN dc 111 I-i’-m~thow\ihilobCti~~e 
(6) et dc bitlavones de r~f&rence ltirC de [ll]) (DMSO-r/,-TMS: 2SOMHz) 

AmentoRavone (1) 
(1. I-3’. 11-8) 

Robustafla\one 
(1. l-3’. 11-6) 

Cupressuflavone 
(1. I-8, H-8) 

Suc&dan&aflavone 
(I. I-6. 11-6) 

I-i’-Methox,- 
bilobttine (6) 
(1. I-?‘. II-IO 

(104.1 II-81 (103.S 11-6) (101 I I-61 (103.9 II-81 
9Y.1 II-6 99.0 I-6 99.0 I-6 (101.1 II-61 99.1 II-6 
98.9 I-h 99.0 II-6 98.6 I-h 
94.2 I-8 94.0 I-8 (98.7 I-8) 94.7 I-X 94.3 I-8 

93.9 II-8 (98.7 II-R) 94.7 II-X 

Les dkplacements chimiques entre parenthtses correspondent aux carhonec intervenant dam Ies liasons intertlavoniques 
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Tableau 2. Comparaison des spectres ‘%RMN de la I-5’-methoxybilobktine (6) et de substances de reference (times de [ll] et [12]) 
(DMSO-d,-TMS; 250 MHz) 

I-S’-Mtthoxy- 
bilobetine 

6 Chrysotriol 

Partie II de 
I-5’-Mtthoxy- 

bilobetine Amentoflavone 
Diosmetine 6 1 

c-2 163.7 163.7 163.6 164.4 164.3 
c-3 104.9 103.8 104.0 102.7 102.8 
c-4 181.8 181.8 181.8 182.1 182.2 
c-5 161.5 161.6 161.7 160.8 160.8 
C-6 98.6 98.8 99.0 99.1 99.1 
c-7 163.1 164.2 164.4 161.8 162.0 
C-8 94.3 94.0 94.0 103.9 104.1 
c-9 157.5 154.4 157.5 154.3 154.7 
c-10 103.6 103.3 103.7 103.9 104.0 
C-l’ 125.9 121.7 123.3 121.4 120.3 
c-2 110.8 110.2 113.1 128.2 128.3 
C-3’ 126.7 115.8 112.1 115.8 116.0 
c-4 152.9 148.0 151.2 161.1 161.1 
C-5’ 150.8 150.8 146.9 115.8 116.0 
C-6 123.0 120.4 118.7 128.2 128.3 

Chrysotriol = 3’-O-methyl luteoline; diosmetine = 4’-O-methyl luttoline. Remarque: Pour garder I’analogie avec les biflavones du 
Ginkgo biloba nous avons maintenu la liaison C-C de 6 en I-3’; il a done ttk nicessaire de considkrer la luttoline comme itant une 4’,5’- 
dihydroxy flavone, et de numeroter son cycle B en sens inverse. 

Tableau 3. Comparaison des spectres ‘H RMNdela I-5’-mithoxybilobetine (6)et desubstances dertference (DMSO-d,-TMS;90 MHz) 

H 

I-S-Mtthoxy- 
bilobetine 

(6) 
Bilobetine 

(2) 

I-4, H-4, I-7, II-7- 
tetra-O-methyl 
amentoflavone Acacetine 

I-3 
I-6 
I-8 
I-2’ 
I-3’ 
I-5’ 
I-6’ 

II-3 
II-6 
H-2/,-6 
II-3’,-5’ 
-0Me 

s 7.08 
d 6.22 (2) 
d 6.51 (2) 
d 7.72* (2) 

d 7.76+ (2) 

s 6.80 
s 6.42 
d 7.54 (9) 
d 6.71 (9) 
s 3.63; 4.03 

s 6.93 
d 6.21 (2) 
d 6.50 (2) 
d 8.07 (2) 

d 7.36 (9) 
dd 8.19 (2~9) 

s 6.80 
s 6.41 
d 7.52 (9) 
d 6.72 (9) 
s 3.79 

s 7.01 
d 6.37 (2) 
d 6.79 (2) 
d 8.10 (2) 

d 7.51 (9) 
dd 8.20 (2; 9) 

s 6.96 
s 6.70 
d 7.62 (9) 
d 6.94 (9) 
s 3.76; 3.81; 

3.84; 3.84 

s 6.87 
d 6.20 (2) 
d 6.51 (2) 
d 8.03 (9) 
d 7.11 (9) 
d 7.11 (9) 
d 8.03 (9) 

*D&placements chimiques interchangeables. 
Chiffres entre parentheses = J (Hz). 
Les chiffres soulignes montrent les differences entre 6 et 2. 

L’eventualiti: de la presence Bun methoxyle en I-6’, au 
lieu de I-4’ a Ctc &cart&e pour la raison dkveloppke ci- 
dessous. 

La difference de structure Porte sur les deux protons 
pouvant &tre presents soit en I-2’ et -6’, soit en I-2’ et-4’. 
Les deplacements chimiques experimentaux de ces deux 
protons sont de 7.72 et 7.76ppm. Nous n’avons pas pu 
disposer des spectres RMN de la 5,7-dihydroxy-3’,4’- 
dimethoxy flavone et de la 5,7-dihydroxy-2’,3’-dimethoxy 

flavone pour les comparer. Mais la litterature donne les 
d&placements chimiques des protons du cycle B de la 
chrysine (5,7-dihydroxy flavone): H 2’, 6’ = 8.05 ppm; 
H 3’, 4, 5’ = 7.60ppm [13]; d’autre part, l’introduction 
dun methoxyle en C-3’ ou C-4’ entraine une diminution 
du deplacement chimique d’environ 0.50ppm pour un 
proton en ottho, d’environ 0.03ppm pour un proton en 
m&a et Genviron 0.33 ppm pour un proton en para, et cet 
effet est additif jusqu’a trois substitutions [14]. 
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Les dkplacements chimiques thkoriques approximatifs 
calcuk pour les deux protons concern&s sont: 

6: H 2’ = 8.05 - 0.03 (m) - 0.33 (11) = 7.69 ppm, 

H 6’ = 8.05 - 0.50 (0) - 0.33 (m) = 7.52 ppm, 

7: H 2’ = 8.05 - 0.03 (m) - 0.33 (p) = 7.69 ppm, 

Prlycrrution drs d&i&s per trbnJth~/sil~lt,s (per-7’MS) rle 6. 
DtrivC per-TMS: A 6 (lOO/cg) addition de 50;11 de Py et de 
BSTFA (N-0-bis-(trimtthylsilyl) trifluoroac~tamide) et I “<, de 
trim&thylchlorosilane; Iax& au BM g 80” pendant I?hr. D&iv& 
per-TMS-rl,: M&nes conditions. avec de I’hexami-thcldisilarane- 

‘I,* et l”,, dc trim&hylchlorosilanc non deutCriP. 
DP~~irhJ,l~~iorr &6. A 6 (2 mg) sent ajouties 15 gouttes de HBr 

H 4’ = 7.60 - 0.50 (0) - 0.03 (nz) = 7.07 ppm. 

L’introduction de la liaison C-C en C-3’ augmente de 
0.04- 0.16 ppm les dkplacements chimiques des protons en 
C-2’ et C-6’. et celui du proton cn C-5’ dc 0.25ppm 
(comparer les d&placements chimiques dc l’acaoktine avec 
ceux de la partie I de la bilobktine dans le Tableau 3). 
MCme avec une augmentation de 0.25 ppm, lc proton en 
C-4’ de 7 est trks loin du minimum requis (7.72 ppm), alors 
qu’avec une augmentation de 0.04.-0.16ppm pour les 
protons en C-2’ et C-6’ de 6, on retrouve les valeurs 
expkrimentales. 

et de HOAc I00 ” ,,; sejour au BM i 90 pendant 6 hr: addition 
d’un large cxct:s d‘HzO distill&. centrifugatmn; le risidu est lav& 
avec Hz0 distillee avant rcprrse par MeOH (2OO~cl). CC‘M 
prkparative de la solution MeOH sur plaque de micropolyamide 
Schleicher et Schiill [migration IOcm; solvant: CHCI., MeOH 
(I : I I]. Taches &l&es a\ec MeOH (Merck pour spectromCtrie). 
K, I 100: 6 totalement dcmcth>lc 15: 6 partiellement 
dtmithylt = 40: 6 = X5 ldans ies mSmes conditions = 701. 
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Le nouveau biilavono’ide, la 5’-mithoxybilobktine 
r&pond done A la structure 6, d’une II-4’.1-5,11-5,1-7,1I-7- 
pentahydroxy-I-4’,1-S-dimkthoxy- [I-3’,11-8 1 binavone. 

PARTIE EXPl?RIMENTALE 
1. 

F non corrigB, bloc Variac G.R. Spectreh UV effect& dans 2. 
MeOH, spectres ‘H RMN et 13C RMN dans DMSO-(I, TMS. i 3. 
90et 250 MHz respectivement: SM introduction direcie, temp. de 4. 
source: 270”. tension d’acc&?ation: 8 kV, Pnergic dcs klectrons: 5. 
70 et 12eV. 6. 

Extracrkm et isolenxwr. Fcuilles stches de Ginl\go bilohtr L. 
(1Okg). r&oh&es en PtP. kpuiskes par MelCO H,O (6:4) (2 
x 301.): kvapn de MeZCO. refroidissement. PrCcipitC (460g) 

CpuisP successivement par C,HCI, (4 x 450ml), HI0 bouillante 
et BuOH. Phase BuOH dpuisCe par KOH ay. (2.5”,,). Phase aq. 
amen&e i pH = 4 par addition de HCI diluk. Formation d’un ppt. 
(5.7g). repris par EtOH H,O (I:11 bouillant (50ml). Le 
prkcipitk obtenu apr&s refroidissement est constituk par un 
m&hinge (A) brut de biflavones (2.6 g). Le mClange A fractionnP 
sur colonne de Polyclar AT I75 g; solvant: 
CHCI,-MeOH- MeCOEt (4: 2: I )] donnc des fractions brutes de 
bilobktine (fraction B = l.Og). ginkgktine isoginkgktine e( 
sciadopitysine. La fraction B chromatographike sur colonne de 
Polyclar AT (2Og; m&me solvant) donne la fraction C (18Omg) 
contenant 6, rechromatographii-c sur Polyclar AT (5 p: m&me 
solvant). Obtention d’une fra&on brute (40mg) qui. aprt% 
cristallisation dans EtOH -H,O (1: I I. donne 6 (25 mg). 

7. 

8. 

9. 

10. 
11. 

12. 

13. 
14. 
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