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La biosynthèse des composés organiques, que l'on 

trouve chez les végétaux, pose aux physiologistes dea problèmes 

très complexee, mais aussi très intéressants. Parmi eux, noua 

avons choisi de noua pencher sur celui de la formation des 

dérivés du groupe dea flavonoidea, pigmenta qui colorent en 

jaune certains organes végétaux, particulièrement las fleurs, 

et dont le rOle reste mal connu. 

A la recherche d'un bon matériel d'étude, noue avons 

pensé à la Gaude~nRESEDA LUTEOLA", "déjà utilisée à la période 

néolithique, et qui semble la plue ancienne matière colorante 

connue en Europe. VIRGILE en a parlé, les Gaulois l'ont utilisée 

et Albert le Grand l'a mentionnée au .XIIème siècle" (DILLEHANN 

1968). La Gaude fut d'ailleurs autrefois cultivée sous le nom 

de Waide, dans la vallée de l'Oise (GRAVES - 1857), pour la 

production d'un produit tinctorial jaune. 

Aujourd'hui encore les artisans perses de la zone dite 

"CH~AR-MAHAL" adoptent de préférence les couleu~s végétales 

pour la teinture dea laines qui serviront à la confection de 

tapis 1 le jaune soutenu est obtenu par la "RESEDA LUTEOLA"• 

(HANGELDIAN'- 1959). 

L'existence de ·pigments flavon~ques dans .la Gaude 

~ta1t eonnue depuis.longtempe· t·dès 1830, CHEVREUL y cara.ctéri­

~ait le lutéolo~, 5, 7, 31• 4'-tétrahydroxyflavone, et en 195~, 

~ARIS mettait en évidence et identifiait le lutéoloside, lutéo­

lol-7 ~ glucoside. 
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Dans un premier temps, nous nous sommes attachée à 

vérifier la composition en dérivés flavoniquea da la plante, et 

nous avons constaté, qu'à cOté des flavonoides cit6a ci-dessus, 

il y avait d'autres substances du m~me groupe chimique. Nous 

avons isolé certaines d'entre elles pour en déterminer la atruc-

ture. Naturellement nous avons été amenée à nous intéresser au 

probl~me de la localisation de chacun de ces pigments, d'abord 

dans les différents organes de la plante, puis dans les divers 

tissus qui constituent ceux-ci. 

Afin d'essayer de suivre l'apparition et l'évolution 

dea dérivés flavoniques au cours du cycle évolutif de la plantes 

noua avons établi une technique de dosage que nous avons appli-

quée aux principaux de ces composés. 

Par ailleurs nous avons pensé que la technique de ' . 

culture des tissus "in vitro" pourrait être un instrument pré-

cieux pour la recherche dea éléments précurseurs dea flavonoidoa 

et l'étude de leurs modifications au sein des cellules. Au préa-

lable,\noua avons da isoler, à partir de la Gaude, une souche 

de tissus, dont nous avons étudié sommairement les conditions de 

culture "in vitro". 

Nous avons également étudié l'influence des flavonoide 

de la Gaude sur dea cultures "in vitro" de tissu de Carotte. 

Enfin, noua avons tenté de formuler les conclusions 

auxquelles nos résultats nous ont conduite quant à la physiologi~ 

dos flavonoides chez la Gaude. 
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LA GAUDE •RESEDA LUTEOLA L." 

-~-·-·-

CARACTERES BOTANIQUES ET ECOLOGIQUES 

La Gaude est une plante bisannuelle, herbacée de 50 cm 

à 1 m 30 de hauteur, à racine principale très développée et pro-

fondément enfoncée dana le sol. 

Lee feuillee alternes sont vertes, allongées, entières, 

sauf une petite dent à la base. 

Lee inflorescences apparaissent en Juin. Ce sont des 

grappes allongées de petites fleura irrégulières d'un jaune vel.'­

ddtre. Le calice possède 4 sépales, la corolle 3, 4 ou 5 pétales 

libres J le pétale supér.ieur est concave, comme coupé au sommet 

et porte sur le dos une sorte d' append~.ce divisé en 5 à 7 laniè-

res. 

' Le fruit est une capsule, formée de 3 carpelles pres-, 

qua séparée, qui s'ouvre par 3 dents. Lee grainee sont nombreuse~ 

noires et lisses quand elles sont mares. 

Espèce pionnière, RESEDA LUTEOLAL.profite bien souvent 

des travaux de voirie et d'urbanisme qui impliquant toutes sortes 

de terrassement pour prospérer dans des sites anthropisés,à la· 

flore le plus souvent assez banale. 

Aussi n'est-il pao rare qu'aux abords des grandes 

villes fréquemment transformés par 1 1 urbanisation, ou bien le lone 

de routes nouvellement tracées se remarquent çà. et là dès popu.la-

tiens homogènes et parfois importantes de RESEDA LUTEOLA 
1 

una 
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te11e expansion de 1a Gaude s'observe en particu1ier 1orsque 1e 

eo1 est crayeux ou bien à 1a suite de terrassements assez pro-

fonde ayant ramené de 1a craie en surface. 

A ce sujet indiquons quo nous avons observé une popu-

1ation importante de RESEDA LUTEOLA aux aborde de 1a vi11e 

d'ETAPLES (Pas-de-Ca1aie),à1'emp1acement précisément d'une 

ancienne tranchée creusée dans 1a craie et comb1ée depuis peu 

de mois. Le re1evé de végétation suivant rend compte de 1a 

composition floristique de ce groupement végétal pionnier a 

.Septembre 1972 1 100 m2 J recouvrement a 40. 
fiilJ\ 
~ 

Reseda 1uteola ••••••• 3~2(*) 
Carduus nutans ••••••• 1-2 
Cirsium arvense •••••• 1-2 
Fumaria parviflora •••• x-2 
Pastinaca sativa •••••• x-2 
Papaver Rhoeas •••••••• x-2 
P1antago lanceo1a~a ••• x-2 
Tussilage farfara ••••• x-2 
Melandrium al.bum ••••• • x-2 
Sonchus arvenais ••••• x-2 
Lolium perenne •••••••• x-2 
~romus eterilie ••••• ~. x-2 
Trifo1ium repens •••••• x-2 
Matricaria inodora •••• x-2 
Arctium minus ••••••••• x-2 

·Prunus spinosa •••••••• x-2 

Reseda 1utea ••••••••••• 

Echium vulgare ••••••••• 
Artemisia vulgaris ••••• 
Eupatorium .. cann.abinum •• 
Polygonum aviculare •••• 
Si1ene inf1ata ••••••••• 
Linaria vu1garis ••••••• 
Mercurialis annua ••••• 
Urtica diorca •••••••••• 
Agrostis vulgaris •••••• 

Ranunculus repens •••••• 
Medicago lupulina •••••• 
Rubus SP••••••••••••••• 

1 -1 

X-2 
x 
x 
x 
x 
x 
x 
X-2 
1 _, 

1-2 
X~2 
1 _, 

Soulignons simp1ement la présence auprès des Resed~ de 

Ce.rduus nutans, le chardon penché, dont 1a position phytooociolo 

gique est très comparab1e à ce11e de 1a Gaude. 

L'essentiel des caractères écologiques de la Gaude, 

se résume ainsi 1 mauvaise herbe pionnière (ou mesoiccle) rocher· 

chant des sole chauds et secs (ou récemment ass~chés), richec en 

baoes et en matières organiques (surtout calcaires) J les sols 

·argileux et pierreux à la texture grossiôre lui conviennent 

parfaitement. 

(*) Le premier terme indique le "recouvrement", noté par 
x, o, •. 5, le 2ôme la "sociabilité", notée de 1 à 5. 

.,--- 1 
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D'après OBERDORFER -1970- Reseda luteola aa range du 

point da vue phytosociologique, de préférence dana l'alliance 

de l'ONOPORDION acanthii --BRAUN-BLANQUET -1926-, elle-m~me 

située dans l'ordre des ONOPORDETALLA - 'BRAUN-BLANQUET et 

Coll.-1943-, qui rassemble les associations rudérales de char­

dona et d'arbustes thermophilea. L'alliance et l'ordre font 

partie de la classe dea CHENOPODIETRA- BRAUN-BLANQUET -1951-, 

où s'intégrant toua lee groupements végétaux de mauvaises herbes 

rudérales. 

\ 
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1 • ISOLE!J!ENT DES FI-'AVONOIDES DE LA PLANTE 

1.1. EXTRACTION DES FLAVONOIDES 

Lee échantillons de Gaude utilisée tout au long. de ce 

travail ont été récoltée aux environs d'M~IENS (Somme), dans un 

champ en friche où ln plante avait poussé spontanément. 

Les divers organes de la plante l racine, tige, 

fleurs, fruits et axes d'inflorescences des fleurs et des fruits 

ont été séparés et mis à sécher sous abri et à l'obscurité. 

Dea essaie, sur lesquels nous reviendrons plus loin 

( GORIS DUBREUIL- MONIEZ- 1961), ont montré quel~ dessicca-

tion n'e~tra!nait pas de modifications sensibles dù contenu 

~lavonique de la plante. 

Plusieurs essais d'épuisement dea organes réduito 

en poudre, par l'éther de pétrole, le chloroforme, l'éther 

sulfurique, l'éthèr acétique ne no'us ont donné que des réoul-

tats médiocres. Nous avons finalement procédé par épuisements 

succea~ifs p~ndant une demi-heure de la poudre grossière de 

plante, par l'éthanol à 90c bouillant, jusqu'à ce que nous 

obtenions une liqueur presque incolore. Lee extraits alcooli-

ques recueillie, brun verdâtre d'abord puis jaunâtres, aban-

donnent par refroidissement un précipité vert riche en chlore-

phylle, surtout lorsqu'ils proviennent du traitement des parties 

vertes de la plante 1 feuilles, fruits et tiges. Les solutions ,. 
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alcooliques, priv~es de ce pr~cipité, sont concentrées assez 

fortement par distillation. Par refroidissement, un nouveau 

pr~cipité vert se dépose, que l'on réunit au premier. 

Les pr~cipit~s verts sont ~puisés par le ch~oroforme 

chaud qui entraîne la chlorophylle, sans dommage pour les fla-

vono!des. 

L'extrait G ainsi obtenu se présente sous forme d'une 

poudre amorphe jaune d'or, l~gèrement verdâtre, riche en flavo-

noS:des divers. 

1.2. ANALYSE DU CONTENU FLAVONIQU'E DE L'EXTRAIT G 

Nous avons analysé l'extrait G par chromatographie 

descendante sur papier,. avec le solvant de PARTRIDGE l n-butanol­

'acide acétique-eau 1 4-I-5 (v/v). Après s~chage à l'air, le. chro­

matogramme a ~t~ observ~ en lumière de WOOD, qui a fait appe.ra1-

tre dea taches fluorescentes, violettes ou brunes. Après pulv~-

risation du chr~matogramme par une solution éthanoli_que d 1 hydro­

xyde de potassium à 5 %. les taches repérées en lumière de WOOD 

sont colorées. en ·jaune. 

Nous avons d'abord utilis~ le papier Arches 301• sur 

lequel nous avons observé, outre le lutéolol et le lutéolooide, -
deux autres substances 1 l'une formant une tache peu étendue 

mais très nette, de· Rf :s 0, 22, que nous d~signerons provisoil·e-

ment par X, l'autre se traduisant par une tache asse~ diffuse , 
de Rf= 0,60, que nous appelerons produit Y. Lorsque nous avons 
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employé le papier Arches 302, une troisiême substance nouvelle 

apparut soue la forme d'une tache d'assez faible importru~ce de 

Rf a 0,26. Nous nommerons désormais les dérivés de Rf • 0,22 

et 0,26 respectivement glucolutéoloside (§)et produit x
1

• 

1. 3. ESSAIS D' ISOLEl\ŒNT DE FLAVONOIDES PURS 

La séparation et la purification des divers flavonoï-

des ré~nie dans G furent la source de grandes difficultés et 

noue avons dft successivement faire appel à la dissolution frac-

tionnée et à différente typee de techniques chromatographiques. 

1.3.1. DISSOLUTION FRACTIONNEE 

Des. tentatives d 1 épuisement pur différente eolvo.n.ts 

nous ont conduite à des résultats peu satisfaisants. Nouo lee 

'rappelons brièvement a 

1.3.1.1. EMPLOI DE L'ACETONR 

\ L'acétone à l'ébullition a entra~né trop peu de 

produit pour que ce procédé puisse être retenu. 

1. 3.1 .2. EMPLOI DE L'EAU DISTILLEE 

L'eau distillée à froid a laissé, après éva.poratio~ 

à seo, un résidu important, riche en glucolutéoloside. Nous 

l'avons repris successivement par l'alcool éthylique à 96° à 

l'~bullition, puis par le méthanol chaud. Les solutions éthane-

liques et méthanoliques concentrées par distillation abando~~è-

rent respectivement un précipité riche en glucolutéoloside et 

un mélange renfermant en proportions égales du glucolu'téoloside 

(§) Ce produit, que nous avions primitivement appelé X , a été 
identifié par nous à un glucoside du lutéoloside 2 (DUBREUIL, 
MONIEZ, FRIGOT et GORIS- 1961). . 
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et du lutéoloside, souillés de traces du produit Y et de lutéoloJ 

1.3.1·.3. EMPLOI DE L'ETHANOL A 960 

Le traitement de G directement à froid par l'étha-

nol à 96c a permis d'obtenir une. solution qui, évaporée à sec, a 

laissé un résidu que nous avons repris par l'éthanol à 96° 

bouillant. Far refroidissement, un précipité brun enrichi en 

lutéoloside, en produit Y et en lutéolol s'est formé. La solutioï 

m~re concentrée par distillation a abandonné, après refroidisse-

ment, un précipité jaune renfermant surtout du lutéoloside et 

du glucolutéoloside. 

1 • 3.1 • 4. EHPLOI DE L'ETHANOL A 96° BOUIL~ 

L'~puisement de G par l'éthanol à 96° bouillant 

a conduit à une solution qui, après séparation d'un dépOt noi-

râtre apparu lore du refroidissement, a été agitée avec un velu-

me égal d'éther sulfurique et une quantité suffisante d'eau dis-

tillée pour que deux phases apparaissent. La liqueur éthérée, 
\ 

décantée puis évaporée à sec, abandonna un résidu bien jaune 

contenant du lutéolol, du lutéoloside et un peu de produit Y. 

La phase aqueuse a été lavée à plusieurs reprises avec chaque 

fois un volume égal d'éther sulfurique. Ce dernier décanté puis 

évaporé à sec a laissé un résidu renfermant surtout du lutéolo-

aide. 

Lee procédée suivante noue ont conduite à de meilleurs 

résultats : 

23 g de produit brut ont été épuisés à aix repri­

ses par, chaque fois, 200 ml de solvant bouillant pendant une 
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heure. Après refroidissement un précipité vert g~latineux est 

apparu d~~s les liqueurs extractives. Il a ~té sépar~ par fil-

tration sur papier. Les filtrats, bruns, puis jaunas, ont ~té 

concantr~a progressivement et à chaque fois abandonnés à la 

temp~rature ambiante. Le lendemain un d~p6t brun verdâtre dana 

les premières solutions, jaune dana les suivantes, a'~tait formé 

Ils furent recueillis sur des filtres en verre fritté, puis s~-

ch~s dans le vide phosphorique. 

La chromatographie sur papier nous a révél~ que le3 

premiers renfermaient toua les flavonoïdes, les suivants su:r·tout 

du lut~oloside et du glucolutéoloside et les derniers une grosse 

proportion de lut~oloside accompagné seulement de traces de glu-

colutéoloside. 

Une partie de G était restée insoluble dans l'alcool 

méthylique. Nous l'avons alors épuisée par l'~thanol à 96° 

bouillant à dix reprises. Les liqueurs obtenues, jaune doré, 
\ 

puis jaune clair, abandonnèrent après concentration. des préci-

pités riches en lutéoloside souillé de traces de glucolutéolo-

aide. 
, 

Ce traitement avait encore laissé un r~sidu qui s'est 

av~ré soluble en totalité dans l'alcool éthylique à 60c. De ces 

liqueurs noua avons retiré un produit jaune cristallin renfer-

mant du lutéolooide accompagné de très légères traces de gluco­

lutéoloside. 
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Afin de s~parer le glucolut~oloside et le lut~oloside, 

nous avons réuni les extraits qui renfermaient, à l'exclusion 

'de tout autre, ces deux flavonoides soit en proportions égales, 

soit aveo pr~dominance du lut~oloside. Nous en avons traité des 

fractions dans un appareil de Kumagawa, soit par l'~thanol à 

96°, soit par l'ac~tate d'~thyle, soit encore par l'alcool iso-

butylique ou le N-Butanol. Dans ces conditions, nous avons re-

cueilli des masses cristallis~es qui se sont r~v~l~es, à 1 1 

se chromatographique, n'~tre que des mélanges seulement enrichis 

en lut~oloside par rapport au produit de départ. 

Nous avons repris tous cee derniers extraits avec de 

l'alcool ~thylique à 960. Après une ~bullition à reflux d'une 

heure environ, la solution a été filtrée chaude puis laios~e à 

refroidir. Un premier précipité amorphe a ~té s~paré. La liqueur 

alcoolique a été concentr~e progressivement par distillation au 
. . 

bain-marie. Chaque fois après refroidissement nous avons pu 

isoler\un pr~oipit~ cristallisé s'enrichissant progressivement 

en lutéoloside aux dépens du glucolut~oloside. 

Purification du lut~oloside 

Toue les pr~cipit~a à très forte teneur en lutéoloaido 

ont ~t~ réunie et repris par de l'éthanol à soc bouillant, à 

raison de 60 ml pour 1 ·g environ. La liqueur prit d'abord un 

aspect moiré qui disparut après complète dissolution. Nous 

l'avons filtrée chaude sur verre fritté et recueillie, lors d'un 

premier essei, dans une fiole qui ~tait à la tem~érature ambiante 

un précipité gélatineux, jaune apparut immédiatement. Par la 

suite pour éviter cet inconvénient nous avons pris la précaution 
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de chauffer au préalable la fiole destinée à recueillir le fil-

tra~, et de la porter, dès que la filtration était terminée, sur 

un bain-marie bouillant que nous venions d'éteindre. Après re-

froidissement, des aiguilles l.ongues et fines apparurent dans 

la li'queur. 

Nous avons rediss0 ua ces cristaux dans de l'alcool 

éthylique à 96° froid (0,10g dans 100 ml). La liqueur ~ar éya.po ... 

ration à l'air libre abandonna de nouveau des aiguilles jaunes, 

longues et fines qui à l'analyse chromatographique sur papier, 

donn~rent uniquement une tache de lutéoloside. 

1.3.1.6. VARIANTE DU PROCEDE PRECEDENT 

Une variante du procédé précédent nous a dom1é des 

résultats différente, mais également intéressante. Après une 

dizaine d'extractions de G par le méthanol, celui-ci a été rem-

placé directement par l'éthanol à 60°. Le premier épuisement par 

ce deuxième solvant, après filtration et refroidissement, a av~lL_,_ 

\ donné un précipité gélatineux que nous avons séparé de la solu-

tion qui, laissée à la température ambia.nte, puis mise à + 4° C, 

donna. naissance à un dépOt amorphe jaune clair. Recueilli par 

filtration sur verre fritté, puis séché dans le vide phosphoriqu 

nous l'avons analysé par chromatographie sur papier ; il ne ren-

fermait que du glucolutéoloside. Les épuisements ultérieurs par 

l'éthanol à 60° se troublèrent par refroidissement et à + 4o C 

abandonnèrent des sphéro-cristaux jaunes, qui furent identifius 

à du glucolutéoloside à l'exclusion de tout autre flavonoïde. , 



Purification du eJucolutêoloside 

Dans 200 ml d 1 éthru1ol à 70c, nous avons dissous au 

bain-marie 0,85 g de ephéro-crietaux. La liqueur filtrée chaude 

abandonna après refroidissement à la température ambiante, de 

nouveaux sphéro-cristaux, qui furent recueillis sur verre fritté 

lavés à l'éthanol à 96° froid, 'séchés dans le vide phosphorique 

et pesés (0,50 g). Le filtrat après un séjour de quelques jours 

à + 4° C laissa encore se déposer 0,15 g de cristaux. 

Rendement = 0,76 ~. 

La recristallisation du glucolutéoloside dans l'alcool 

éthylique à 80° donne, après amorce par un cristal du flavonoide 

un précipité floconneux, qui au microscope apparatt constitué 

d'aiguilles jaune pâle, longues et courbee tendant à s'associer 

en "oursin" (Photographie 1). 

\ 

Photographie 1 - Glucolutéoloside cristallisé (x 90). 
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1 .:5 .2. CIIROt-~ATOGRAPHIB SUR GEIJ DE SILICE 

1.:5.2.1. SOJJVANT = ETHANOL A 90° 

Nous avons préparé aveo la Kiesalgel de chez Merck 

(0,05 - 0,20 mm) mis en suopension dans l'éthanol à 90° une 

colonna de 2,5 cm de diamètre sur 45 cm de hauteur, dans une 

allonge de verre munie à sa partie inférieure d'un robinet 

surmonté d'une plaque en verre fritté. A sa partie supérieure 

nous avons déposé 1 .g de G. L' élution da la colonna a été réa­

lisée à 1' aide d'éthanol à 900. Nous avons recueilli des fra.ctior. 

de 5 ml, limpides, d'abord jaune doré puis jaune de plus en plw:. 

clair. Rapidement l'écoulement est devenu si lent que nous avons 

dG interrompre 1 1 essai4 

Des chromatographies sur papier des différantea frac-

tiens nous ont permis de tirer la conclusion suivante 1 dans ces 

conditions le complexe flavonique G se trouve purifié, mais on 

ne parvient à aucune séparation des divers flavonoides qu'il 

. \ 
renferme. 

1.:5.2.2. SOLVANT DE PARTRIDGE 

Le solvant de Partridge nous dor~ait d'excellentea 

séparations en chromatographie sur papier. Espérant obtenir des 

résultats semblables, nous avons déposé l'extrait G au sorr~et 

d'une colonne de gel de silice préparée par suspension de Kiesel 

gel dans la phase aqueuse du mélange de Partridge, puis nous 

avons pratiqué l'élution par la phaoe butanolique de ce même 

solve..nt. 



.. 
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Lee premi~rea fractions recuei11iee renfermaient toua 

1es f1avono!des à 1'exception du g1uco1utéo1oside. Rapidement 

ce dernier faisait son apparition tandis que peu à peu le lutéo­

lo1 puis le produit Y disparaissaient de ces é1uats. Dana 1ea 

derniers, 1e g1uco1utéo1oaide n'était que très 1égèrement aoui11 

de lutéoloside. 

Ces résultats qui ne correspondaient pas à ce que 

noua avions espéré quant à 1a séparation dea f1avonea ne noue 

ont pas encouragée à poursuivre notre effort dana cette voie. 

1.3.3. FILTRATION Slffi GEL 

1.3.3.1. GENERALITES 

1 • 3. 3 .1 •. 1 • THEORIE 

Cette technique permet la séparation de molécules 

d 1après leurs dimensions respectives. 

Le Séphadex fabriqué par la firme "Pharmacia Fine 

Chemical" est un Dextran modifié a les macromolécules qui le 

constituent sont réticu1ées et forment un réseau, à trois dimen­

sions, de chatnes polysaccharides. Le Séphadex G25 que noue . 

avons uti1isé est celui dont 1e degré de réticu1ation est 1e 

plue é1evé. Formé de très petites perles il a l'aspect d'une 

très fine poudre blanche, qui a 1a propriété de gonf1er considé­

rab1ement en présence d'eau 1 1 g de Séphadex forme un gel p 

qui occupe un volume de 5 ml, si.on le met en suspension dans 

environ 2,5 ml d'eau distillée. 

,. 



Par filtration sur ce gel, seuls les corps d'un poids 

moléculaire inférieur à 5000 peuvent pénétrer dans lee pores ou 

interstices de ce support où ile sont retenue. Lee autres sont 

~liminés rapidement. Une élution convenable permet ensuite da 

récupérer lee molécules lee plus petites dana l'ordre de leur 

poids moléculaires croissants. 

'1.3.3.1.2. PREPARATION DU GEL 

23 g de Séphadex G2 ont été versée en pluie fine dans 
1200 ml d'eau distillée * misa en mouvement par un agitateur ma­
gnétique. Le contact a été maintenu, dana ces conditions, pendan · 
3 heures 30. Après un repos d'une demi-heure, l'eau surnageanta 
contenant de très fines particules de Séphadex a été décantée. 
Deux lavages successifs, avec chaque fois un litre d'eau distil­
lée, ont permis d'éliminer complètement les trop fines particulef.: 
dont la présence risquait d'entratner le colmatage de la colonne. 

1.3.3.1.3. MATERIEL UTILISE 

Noua disposions d'une colonne de 1,5 cm de diamètre 
sur 90 cm de haut, conçue par la firrne "Pharmacie. Fine Chemical", 
pour les séparations par filtration sur gel. Les deux extrémités 
sont munies de bouchons en polyéthylène, comportant chacun une 
tubulure d'entrée ou de sortie pour 1 1 éluant. Un tamia en nylon 
est inclus dana le bouchon inférieur. Des tubes capillaires en 
tigon \* furent mis en place. 

1.3.3.1.4. CONFECTION DE LA COLONNE 

Après avoir vérifié la verticalité de ia colonne, nous 
l'avons remplie, au tiers environ, d'eau distillée fraichement 
~ouillie 1 nous avons versé la suspension aqueuse de Séphadex, 
sans ·Cesser de 1' agi ter à 1' aide d'un grand entonnoir souple 
fixé de façon étanche à'la partie supérieure de la colonne privée 
de son bouchon. Nous avons laissé la gel se déposer, en prenant 
soin de maintenir l'ouverture du tube de sortie de la coloru1o au 
niveau du liquida contenu dans l'entonnoir. Nous avons ensuite 

* On utilise de l'eau distillée fratchernent bouil~ie et refroidie 
afin d'éviter le plus possible les contaminations extérieures. 
En effet le milieu aqueux dans lequel on travaille est favora­
ble au développement de microorganismes 1 bactéries, algues en 
particulier. 

** Chlorure da polyvinyle. 



.vid~ lentement l'eau qui recouvrait le gel, à la surface duquel 
nous avons d6posé un disque de papier filtre sans cendres afin d 
régulariser et de stabiliser le sommet de la colonne. Nous avons 
alors remis le bouchon supérieur en place et avons laissé trave 
eer la colonne de haut en bas, pendant 24 heures, par de l 1 eau 
distillée fraîchement bouillie. Le débit fut maintenu constant, 
grâce à une pompe refoulante, appliquée au tube capillaire d'en­
trée. Un léger tassement a pu ~tre observé au coure de cette opé 
ration. 

1.3.3.1.5. PREPARATION ET APPLICATION DE 

L'ECHANTILLON 

Afin de ne pas surcharger la colonne en produits inso­
lubles dans l'eau, 1 g de G, finement pulvéris~ au mortier, a ét 
épuisé par 30 ml d'eau distillée, à l'ébullition à refltu pendan 
une heure. Le lendemain, le résidu insoluble fut séparé par fil­
tration sur verre fritté. 

Afin de déterminer l'extrait seo correspondant au 
trat brun recueillinoue en avons prélevé 1 ml, que nous avons 
évapor~ dans Un petit cristalliaoir taré, puis desséché dana le 
vide phosphorique," avant de le peser. L'opération répétée à qua­
tre reprises noua a donn~ les résultats suivants l 0,0267 g, 
0,0262 g, 0,0260 g, 0,0265 g, soit un poids sec moyen de 26,35 mi 
par ml d'échantillon. 

Une chromato~raphie noua a permis de constater un net 
enrichissement de l'échantillon en produit x1 et en glucolutéolo 
aide, tandis que la teneur en lutéolol était plus faible. 

\ L'eau distillée qui recouvrait la surface supérieure 
du gel fut aspirée et remplacée par 25 ml de la solution des fla 
vono!dea. Afin d'éviter de détériorer la surface du gel noua 
avons utilisé une pipette dont l'extrémité recourbée nous a pe~­
mie de laisser couler lentement l'échantillon sur la paroi de 
verre de la colonne. Quand cette solution a été absorbée par le 
Sép.hadex, noua avons pratiqu~ l"élution de la colonne. 

--
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1.3.3.2. ESSAIS D1 ELUTION 

Nous avons réalisé sept essais successifa, apportant 

chaque fois des modifications dictées par les résultats précé-

demment obtenus. 

Lors d'une première expérience, nous avons utilisé 

1 1 eau distillée (vitesse d'écoulement 92 ml/heure). 

Un anneau beige, suivi d'un anneau ocre se sont déta­
chée rapidement du sommet de la colonne, qui est devenue jaune 
p~le, puis blanche. 

Noua avons recueilli 219 fractions de 10 ml. Lee deQ~ 
premières étaient bistres et moussaient par agitation. La frac­
tion 4 était jaune d'or, celles qui suivirent jaune de plus en 
plus pdle. L'addition d'une goutte d'ammoniaque concentré à cha­
cune des fractions· fit se développer, à partir du numéro 3, une 
coloration jaune intense, dénotant la présence de dérivée flavo­
niquea. 

Analyse deA différents éluats 

Les fractions 25 à 170 abandonnèrent assez rapidement 
un précipité jaune partiellement cristallisé. Ces :fractions fure" 
donc filtrées avant d'être, comme toutes les autres, fortement 
concentrées par évaporation sur le bain-marie. 

\ -

L'étude de leur composition par chromatographie sur 
papier noua a permis de lee grouper comme suit 1 -

Fractions 1 

Fraction 3 

- Fractions 4 

- Fractions 24 

et 2 

à 23 

à 48 

- Fractions 49 à 170 

Fractions 171 à 219 

1 Exemptee de flavono!des. 

a Glucolutéoloside seul 

1 Glucolutéoloside, lutéoloside 
et produit Y, auxquels vient 
s'ajouter le produit x

1
• 

r Précipité 1 

Lut~oloside souillé de traces de 
glucolutéoloside et de produit y 

Solution mère 1 

Glucolutéoloside accompagné en 
pluo d'une faible~proportion de 
produit x,, de lutéoloside et de 
lutéolol et de produit Y. 

Mélange complexe où aucun flavo­
noide ne domine nettement. 

Lutéoloside et lutéolol, accompa· 
gnés de traces de produit Y. 



Conclusion 

Aucune séparation satisfaisante des dérivée flavonique[ 

n'a été obtenue. Néanmoins une certaine purification du mélange 

semble pouvoir ~tre réalisée par filtration sur gel, les tout 

premiers éluats ne renfermant que des substances non flavoniquec. 

1.3.:5.2.2. 

L'essai suivant a été réalisé avec une colonne plus 

haute (78 cm) et un débit beaucoup plus lent & 27 ml/heure. 

L'élution, commencée avec deux litres d'eau distill6e, 

a été poursuivie avec de l'éthanol à 20°, afin de nettoyer plus 

rapidement et plus effice.cement lé gel. 241 fractions de 10 ml 

ont été recueillies au total. 

Analyse 

Le volume de l'éluat brun, exempt de ~lavonoides,a été 
cette fois plus important & 50 ml. La fraction N° 6 ne renfermai< 

_que du glucolutéoloside, mais dans le 7ème tube apparaissaient 
aussi du lutéoloside et du produit Y. Dans lee tubes euivo.nts est 
venu s'ajouter à ces trois composée le produit x,. Lee 40 derniè­
res fractions, obtenues par élution par l'éthanol à 20c, renfer­
maient un mélange de cee m~mee flavonoidee et de lutéolol. 

\ 
Conclusion 

Le débit plue lent a permis une séparation plus nette 

de la fraction non. flavonique de G. Quant à l'emploi de l'éthane: 

à 20 0 é é t comme luant, il s'avère peu int resean • 

Afin de déterminer le meilleur solvant de G, nous avor-: 

préparé des solutions saturées de celui-ci dans des alcools éthy· 

liques à 10c, 20c, 30° et 40° et dnns des solutions aqueuses d'~: 

moniaque à 0,2 %, 0,5 % et 1 %. La solution aqueu~e d'a~oniaque 

à 0,5 %a été retenue compte tenu de l'importance relative de 

l'extrait sec qu'elle fournit et des récultats de l'analyse par 

chromatographie sur papier. 
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Dans cette troisième expérience, la vitesse d'écoule-

ment de l'éluant était da 12 ml/heure. 

Après avoir fait passer 2100 ml d'eau distillée, nous 
avons versé sur la colonne 450 ml de solution aqueuse d'a~onia­
que à 0,5 %. Le gel alors s'est coloré en jaune orangé puis a 
pdli peu à peu. Nous avons enfin lavé la colonne avec de l'eau 
distillée pure afin d'éliminer toute trace d'ammoniaque. 

Conclusion 

L'élution par la solution ammoniacale a débarrasoé plue 

rapidement et plus complètement le gel dea substances qui a 1 y 

étaient fixées. Par contre nous n'avons obtenu aucun résultat 

intéressant concernant la séparation des dérivée flavoniques. 

Afin d'augmenter les écarta entre les poids moléculni-

rea dea différente flavonoïdea que nous cherchions à séparer, 

nous avons tenté de lee combiner avec un métal alcalin bivalent. 

Noua avons choisi d'éluer une colonne de Séphaclex gar-

nie à son sommet de 25 ml de solution de flavonoïdea, par de 

l'eau dé chaux espérant qu'un atome de calcium se combinerait 
/ 

à deux molécules de chaque dérivé flavoniqua. 

Nous avons versé 350 ml d'eau dè chaux. La colonne eot 
devenue orangée. Noua avons poursuivi l'élution dans ces condi­
tions jusqu'à ce que l'éluat devienne alcalin. Nous avons alors 
continué le lavage de la colonne avec 850 ml d'eau distillée. 

Nous avons fractionné l'éluat en unités de 10 ml. Les 
7 premières fractions coulèrent limpides et de couleur chamois. 
Elles ne renfermaient pas de flavonoidas. 

Les fractions 8 et 9, troubles et pe11 colorées, étaieni 
riches en glucolutéoloside, accompagné de trucJs de lutéoloside. 
Lee 20 suivantes, limpi~cs et colorées en jaune clair, conta- · 
na.ient du glucolutéoloside et du lut6oloside en quantités sensi­
blement équivalentes, et des traces de produit Y.' 
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A partir de 1a ~raction 30 et jusqu'à 1a fraction 34, 
les 1iquides d 1 êlution devinrent plus foncés. Nous avons pu y 
mettre en évidence du 1utéoloside, du produit Y et des traces de 
g1ucolutéoloside et de produit x1. 

Toutes ces fractions étaient neutres au papier indica­
teur de pH. La fraction 35, se révélant alcaline, c'est alors qu.­
noue avons employé l'eau comme éluant. 

•Les fractions suivantes, dans lesque1les apparut un 
précipité cristallin jaune, qui après séparation se révéla cons­
titué de carbonate de calcium ayant adsorbé des traces de dérivé: 
flavoniquea, contenaient en solution le mélange dea flavonoïdes. 

Après avoir réuni les fractions identiques et les avoi: 

concentrées, nous avons essayé d'éliminer le calcium par diffé-

renta procédés notamment par l'addition d'acide sulfurique dilué 

Aucun d'eux ne donna satisfaction, la combinaison calcium-dérivé 

flavonique apparaissant très stable. Les séparations obtenues 

restant, d'autre part, insuffisantes, l'idée ne fut pas retenue. 

Un gel nouveau, le Séphadex G
10

, mis au point pour le 

fractionnement de substances de .faibles poids molécu1aires nous 
\ 

parut mieux répondre au problème de séparation qui se pose.i t à 

nous. 

20 g de Séphadex sec nous ont permis de réaliser une 
colonne de 31 cm do haut sur 1 ;5 cm de diamètre. L'échantillon 
a été préparé comme·pour les essais précédents 2 15 ml d'extrait 
aqueux de G ont été déposés au sommet d~ gel. L'élution réalis&e 
par l'eau distillée - le débit ayant été initialement réglé à 
22 ml à l'heure - se fit de plus en plus lentement par suite, 
sembla-t-il, d'un tassement du ge1. L'expérience dut ~tre inter-
rompue avant que nous ayons pu passer 1000 ml d'éluant. 

Nous avons alors envisagé de faire circuler l'éluant 

à travers la colonne, de bas en haut. A cette fin nous avons 

réalisé un dispositif consistant à placer à la surface du gal, 
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un petit appareil étanche de notre conception **• que noue 

pouvions déplacer suivant lee variations de volume du "Séphadex". 

Une colonne réalisée comme précédemment fut coiffée de ce petit 

appareil. 

Par eiphonnage nous avons introduit au bas de la colon­
ne 25 ml de solution de flavonoides puis l'eau d'élution, le 
débit étant réglé à 15 ml à l'heure. 

Nous avons recueilli des fractions de 5 ml •. Un mélange 
de glucolutéoloside et de produit X1 avec prédominance du gluco­
lutéoloside, est apparu à la fraction 15. Les autres flavonoides 
n'ont été élués à c8té dea produite précédente qui persistaient, 
qu'à partir de la fraction 58. 

Conclusion 

Cette méthode semble assurer une séparation intéres-

sante du mélange glucolutéoloside-produit x,, malheureusement 

pour une part encore souillé d'impuretés brunes. 

Il noue a semblé intéressant de débarrasser l'échan-

tillon de cee impuretés brunes, avant le fractionnement. C'est 
\ 

pourquoi nous l'avons filtré sur une petite colonne de Séphadex 

G25 de 2,5 cm de diamètre. sur 8,5 cm de haut. 

L'élution par l'eau.distillée donna des fractions colo­
rées en brun ne renfermant pas de flavonoides. Puis les éluats 
devinrent nettement jaunes et riches en dérivés flavoniques. Nous 
les avons concentrés à 25 ml soue vide au bain-mario. L'extrait 
sec calculé pour 1 ml était égal à 6,8 mg. 20 ml d'échnntillon 
purifié, correspondant à 136 mg d'extrait sec, furent amenés, 
comme lors de l'essai ci-dessus, au bas d'une colonne de Séphadex 
G10• L'opération fut conduite comme précédemment. 

** Cet appareil comprend un corps cylindrique en polyéthylène 
percé d'un canal axial de 1mm de diamètre. A l'extérieur une 

h . • 
encoc e c~rcula.ire permet de loger un anneau d~ caoutchouc 
assurant l'étanchéité. A sa partie supérieure se trouvent 
vissé un cylindre creux également en polyéthylène d'un mè~re 
de long, destiné à déplacer l'appareil dans la colonne de 
verre et, serti dans le canal axial, un tube en ticron permet­
tant l'écoulement des éluate. 
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Conclusion 

Une purification certaine de l'échantillon résulta de 

son passage sur Séphadex G
25 

•. La filtration sur Séphadex G
10 

eut pour conséquence une séparation nette du glucolutéoloside 

et du produit x1 des autres flavonoides. Hélas les conditions 

dans lesquelles nous avons utilisé cette technique ne nous ont 

pas permis de mettre en oeuvre suffisamment de produit pour 

envisager une séparation quantitativement rentable. 

·1.:5.4. CHROMATOGRAPHIE SUR CELLULOSE 

1 .:5.4.1. UTILISATION DU "COLLECTOCHROM" 

1.3.4.1.1. GENERALITES 

Cet appareil conçu pa.r la Société "Pleuger" est basé 

sur le principe de la chromatographie descendante sur papier, 

où l'élution est prolongée assez longtemps pour que le solvant 

entra1ne successivement hors du papier les substances, dans 
\ 

l'ordre dans lequel il les sépare. 

Un dispositif ingénieux, que nous allons décrire, 

permet, grâce·à une rotation lente et constante du papier, de 

déposer l'échantillon d'une façon continue et de recueillir les 

éluats dans une série de petite~ burettes. 

Une feuille de papier de 56 cm de hauteur sur 60,5 cm 
de largeur, dentée sur 20 cm dans le bas, et découpée en lan­
guettes sur 14 cm dans le haut, est cousue bord à bord avec du 
fil de coton blanc afin d'obtenir un cylindre. On glisse ce der­
nier sur un squelette en verre, constitué d'un axe portant deux 
anneaux, et coiffé d'un réservoir, sur le bord duquel o~ replie 
les languettes de papier. Une plaque de verre déposée sur celles 
ci au fond du réservoir, maintient le papier en place, l'axe 
vient se fixer dans un rodage au centre d'un socle qui renferme 



deUx moteurs synchrones 1 1'un entra!ne 1'axe et le cy1indre de 
papier, l'autre actionne une micro-pompe munie d'une serin~~e 
chargée de déposer l'échantillon à séparer à la· base dea languet­
tes. Le tout est enfermé dana une cuve de verre·- cylindrique étan­
che posée sur le .socle. 

Le papier est d'abord lavê avec l'éluant qui est placé 
dans une ampoule alimentant le réservoir, de telle sorte que dans 
celui-ci le niveau du liquide reste constant. Le solvant s'écou1e 
au bas du cylindre, suivant les dents, dans 28 petites burettes 
en verre. Lorsque la cuve chromatographique est convenablement 
saturée par les vapeurs de solvant, l'échantillon est déposé à 
la partie supérieure du papier, à la base des l~1guettes, par 
l'intermédiaire d'un capillaire fixé à la sortie d'une seringue 
de 5 ml, dont 1e piston est déplacé mécaniquement et régulièremer. 
Le débit de dépOt est de 0,07 ml·à l'heure. · 

Chaque composant de l'échantillon est entra!né par le 
solvant à une vitesse qui lui est propre, vera la partie infé­
rieure du papier, semblant décrire une hélice plus ou moins dres­
sée selon son Rf dana le solvant utilisé, et dont l'origine se 
confond avec le point d'application de l'échantillon. 

Si la vitesse de rotation est convenablement choisie 
en fonction de la vitesse de migration des différentes substan­
ces à séparer, chaque hélice reste fixe dana l'espace, malgré 
la rotation du papier, et aboutit aux m~mee burettes, qui reçoi­
vent donc un solvant ne contenant qu'un seul composant du mélru1ge 
de départ. 

\ 
1.3.4.1.2. DIFFERENTS ESSAIS 

1.,.4.1 .2.1. PREMIER ESSAI 

Nous avons choisi le solvant de Partridge qui nous 

avait donné satisfaction lors des analyses chromatographiquea 

dea mélangea étudiée. 

Préparation de l'échantillon 

Il consiste en une solution saturée, obtenue par agi­
tation à froid pendant p1uaieura heures d'une quantité suffisant . 

. de poudre dana la phase butanolique du mélange dG Partridge, 
suivie d'une filtration. 
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Protocole op6ratoire 

Nous avons choisi la vitesse de rotation du papier la 
plue faible possible pour l'appareil l 10 mm/heure ; nous avons 
num6roté les burettes en donnant le N° 1 à la prcmiàre qui avait 
reçu le solvant. 

La présence de flavonoides fut recherchée dans toutes 
les fractions par addition d'une goutte d'ammoniaque à un petit 
volume de chacune d'entre elles. La coloration jaune caractéris­
tique des dérivés flavoniquee apparut dans les fractions 6 à 23 
qui furent évaporées à sec sous pression réduite à l'aide d'un 
évaporateur rotatif. Les résidus bruns obtenus furent difficiles 
à redissoudre. 

Conclusion 

Des chromatographies analytiques sur papier noue indi-

quàrent que toutes les fractions contenaient un mélange de fla-

vonoides. Ce fait était da, nous a-t-il semblé, à une trop grande 

vitesse de rotation du papier par rapport à la vitesse de migra-

tien des produite, de sorte que lee hélices dessinées par ceux-ci 

ne restaient pas fixes et qu'ile se répartissaient dans un trop 

gran~ nombre de burettes successives. Les substances de faible 

Rf venaient ainsi s 1 écouier, dana les mêmes burettes qui avaient 

recueilli au tour précédent les dérivés de Rf élevé. 

Ne pouvant diminuer la vitesse de rotation du papier, 

nous avons envisagé l'utilisation d'un autre solvant. 

1.3.4.1.2.2. DEUXIEME ESSAI 

Notre premier travail fut de déterminer la composition 

de ce nouveau solvant. A ces fine, des bandes de papier Arches 

302 de 25 cm sur 3 cm furent préparées. Sur une ligne tracée à 

troie centimàtres d'une des extrémités, noue avon~ fait deux 

tachee, l'une avec quelques jul de solutio~a éthanolique ·de G2, 

l'autre avec une goutte·de liqueur alcoolique contenant du 

lutéoloeide et du glucolutéoloeide pour servir d'étalon. 



--------~ 

- 26 -

Des éprouvettes de 500 ml (5 cm de diamètre sur 34 cm 

de haut) munies de bouchons de caoutchouc tinrent lieu de cuves 

chromatographiques. Un agitateur, dont l'une des extrémités for-

mait un petit crochet, traversait le bouchon et permettait de 

suspendre le papier pendant une heure environ, au-dessus du ni-

veau du solvant placé dans l'éprouvette, afin de la saturer en 

vapeurs. L'agitateur était ensuite abaissé jusqu'à ce que l'ex-

trémité inférieure du papier plonge dans le solvant eur une 

hauteur de 1 cm. 

Pendant toute la durée de cette 'chromatographie asean-

dante lee éprouvettes étaient maintenues à l'obscurité à une 

température égale à 21° C ± 1. 

Une'vingtaine de mélanges furent essayés dans ces cond~ 

tiens 1 les résultats furent peu satisfaisants 1 migration trop 

lente, mauvaise séparation de l'échantillon, Rf de certains camp 

santa tr9p faibles. _Cependant trois d'entre eux 1 A, B et C* 
\ 

purent finalement @tre retenus pour faire, comparativement avec 

le solvant de Partridge, des essais en chromatographie descendan 

te sur une longueur de 35 à 40 cm, avec le papier Schloecher et 

Schull utilisé dans le Collectochrom (TABLEAU~). 

* Solvant A 

Solvant B : 

Solvant C 

phase butanolique du mélange : n-butanol-acide 
formique-eau : 2-2-1 · (v/v). 

alcool isopropylique-hexane-acide f9rmique-eau 
3-2-33-3 (v/v). . . 

Phase butanolique du mélange 1 méthyléthylcétone­
n-butanol-eau : 3-5-3 (v/v). 



---------:--------z---------1-----------:------~-----~---z--------------
1 

A 1 0,90 1 0,77 
z 
1 0,59 

1 
1 0,36 0,36 

---~-----t--------z---------:-----------1----------------z--------------
1 1 

B 0,93 1 0,78 0,57 0,35 0,35 
---------:--------1---------:~----~-----z----------------z~-------------

c 0,84 0,63 0,45 0,21 0,21 -
TABI,EAU -1.- 1 

( .c . 
·· W!f.t 

VALEURS DES Rf DES FLAVONOIDES DE LA GAUDE, DANS-~~ 
DIFFERENTS SOLVANTS, SUR PAPIER SCHLOECHER ET SCHULL 

La solvant C, qui migre plus rapidement qua le mélange 

de Partridge, tout en permettant une aussi bonne séparation dea 

flavonoides, fut finalement retenu. 

Préparation de l'échantillon 

1 g de G fut agité pendant plusieurs heures, dana 
150 ml de solvant. 

Le lendemain la solution fut décantée et le résidu 
repris dans les m~mes conditions par 50 nouveaux ml de solvant. 
Lee liqueurs furent réunies. Nous avons évaporé 1 ml de cette 
solution, afin de nous assurer que la récupération des produite 
qu'elle\renfermait se faisait dans de bonnes conditions. Contrai 
rement à ce que nous avions observé avec le butanol acétique, 
nous avons obtenu un beau résidu jaune, soluble dans l'éthanol 
à 96° chaud. . 

L'extrait sec calculé pour 1 ml de la solution était 
de 7,5 mg. 

Résultats 

La vitesse de rotation du papier fut réglée cette fois 

à 20 mm à l'heure. 

A partir du point d'application de l'échantillon les 
hélices qu~ se dessinèrent colorées en jaune étaient irrégulière 
~ent ondulees. Cette anomalie dénotait une vitesse de migration 
~nc~nstante, probablement due aux variations de lQ température 
ambl.ante. 

Des flavonoides furent mis en évidence dana toutes les 
burettes (coloration jaune par l'ammoniaque). 
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L'analyse chromatographique indiqua que z lee troie 
premières fractions renfermaient du lutéolol, du produit Y, du 
lutéoloeide, du glucolutéoloside, lee troie suivantes, du produi. 
Y, du lutéoloside, du glucolutéoloside, lee quatre suivantes, du 
lutéoloside et du glucolutéoloeide, les dix huit dernières, du 
glucolutéoloside et des traces de lutéoloside. 

Conclusion 

Deux raisons pouvaient être envisagées pour expliquer 

ces résultats encore insatisfaisants : d'une part lee fluctua-

tione de la température ambiante, d'autre part la trop grande 

vitesse de rotation du papier, .inconvénient que nous avions déjà 

rencontré précédemment. 

1.,.4.1.2.,. TROISIEII.E ESSAI 

Nous avons repris l'essai en faisant tourner le papier 

à la vitesse de 10 mm à l'heure, toutes les autres conditions 

restant identiques à celles de l'expérience précédente. 

L'analyse du contenu des burettes nou.s révéla les 
compositions suivantes 1 

\ 

1 à 6 

7 à ,, 

l mélange des flavonoides, excepté du glu­
colutéoloside. 

disparition du lutéolol, diminution du 
produit Y, apparition du glucolutéoloside 

- 1' à 26 1 enrichissement ~n glucolutéoloside, dis­
parition du lutéoloside. 

- 27 à 28 1 produit x
1 

et traces de glucolutéoloside. 

Conclusion 

Noue pouvons remarquer que les flavonoides de Rf élevé 

apparaissent l.es premiers faisant place peu à peu aux flavonoides 

de plus faible Rf. 

Il est à noter que seul ce dernier essai nous a permis 

d'obtenir des fractions renfermant le produit X
1 

pratiquement· 

séparé des autres flavonoïdes. 
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En conclusion, cet appareil, dans les conditions où 

nous l'avons utilisé, ne nous a pas permis d'obtenir une sépa-

ration à proprement parler des flavonoidee. Plusieurs raisons 

peuvent être avancées, en particulier lee fluctuations de la 

température ambiante et la migration trop lente des flavonoides 

de faible Rf pour qu'ils ae trouvent élu~e aprês un tour de 

révolution du papier, ce qui entra!ne la formation d'un mélange 

dans les burettes. 

_Une mise au point trop longue pour des résultats incer-

tains nous a conduite à envisager _une autre technique. 

1.3.4.2. CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE 

_1.3.4.2.1. CONFECTION DE LA COLONNE 

Nous avons utilisé de la poudre de cellulose sans 

cendres Whatmann •s~andard grade". 

375 g furent imbibés de 750 g d'eau distillée, Après 
avoir obtenu un mélange aussi homogène que possible, nous l'avene 
introduit dans une allonge de 4 cm de diamètre et de 60 cm de 

.haut, m~ie d'un filtre en verre fritté et d'un robinet à sa Par­
tie inférieure, en prenant soin de réaliser un·tassement régulier 
sur toute sa longueur. 

Au mortier nous avons imbibé 50 g de cellulose pulvé­
risée'avec une solution concentrée de G. Le tout, desséché dans 
le vide phosphorique, fut pesé. Le poids total étant de 215 g, 
165 g d'extrait de Gaude environ avaient donc été absorbés par la 
cellulose. Nous avons déposé ce mélange à la partie supérieure de 
la colonne. 

· 1.3.4.2.2. ELUTION 

-Nous avons d'abord élué par de l'éther saturé d'eau. 

La vitesse d'écoulement fut réglée à XXV gouttes par 
minute. Nous avons recueilli 68 fractions de 500 ml. Après dessic 
cation sur du sulfate de sodium desséché, chacune d'elles, les 
premières jaune vif, les suivantes de plus en plus p~es, fut· 
concentrée à 25 ml. Toutes ces fractions, qui renfermaient unique­
ment du lutéolol comme l'avait montré un contrOle chromatographi­
que,furent réunies. 
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- Les dernières fractions recueillies entra1nant très peu de 

produit, nous avons poursuivi l'élution par de l'acétate d'~thyle 

saturé d'eau. 

Les éluats coulèrent alors jaune ambré très intense 
puis plus clair. 

Sur les chromatographies sur papier des fractions ains:i. 
obtenues, on vit apparattre deux taches : l'une correspondant au 
lutéoloside, dont 1 1 imp.ortance grandit, au fur et à mesure qua 
l'autre, due au produit Y, disparaissait peu à peu. Nous avons 
ainsi fait passer 65 litres d'acétate d'éthyle à travers la 
colonne. 

Nous avons alors utilisé un· troisième éluant z l'éthanol à 

~-
L'éluat d'abord brun fo~cé, s'éclaircit et devint .ja.un 

Les chromatographies sur papier nous indiquèrent que cee liqueur~ 
alcooliques renfermaient du glucolutéoloside. 

0 
Après le passage de 10 litres d'alcool à 90 , la colon-

ne était alors très décolorée, et l'élution fut arr~tée. 

1.3.4.2.3. ISOLE~·1EI~T DES FLAVONOIDES DES 

·DIFFERENTS ELUATS 

Chacune dea fractions z éthérée, acétate d'éthyle, al­

cooliquè, fut alors traitéé séparément, de façon à isoler les 

flavonoides qu'elles renfermaient. 

- Fraction éther sulfurique (34 litresl 

Les solutions, qui renfermaient pour tout flavonoide d· 
lutéolol, abandonnèrent après une assez forte concentration, un 
produit jaune verdâtre encore impur. 

- Fraction acétate d'éthyle (65 litres) 

* 11 litrês de t~te 1 

Dans les premiers flacons un faible dép5t brunâtre fut 
séparé par décantation. Il était exempt de flavonoïdea. 

Dans les suivants, le dépOt étuit plus abondant et 
fermait 1e produit Y souillé de traces do lutéoloôide. 

ren 



Lee liqueurs furent concentrées au quart de leur volum 
par distillation au bain-marie. Un précipité, apparu après refro 
dissement, fut séparé par filtration. Le filtrat devenu brun, 
resta trouble. Concentré de nouveau, il s'éclaircit d'abord, pui 
un début de précipitation s'amorçant sur lee borda du ballon, 
noue avons laissé la liqueur abandonner par refroidissement un 
deuxième précipité. Le surnageant, après une évaporation poussée 
laissa un résidu brun foncé, d'aspect huileux à forte odeur 
d'acide acétique. Nous n'avons pas réussi à le dessécher, m~me 
après un séjour prolongé dans le vide phosphorique. Ni ces pré­
cipitée ni l'extrait, pourtant très enrichis, ne nous ont permis 
d'isoler le produit Y pur, par cristallisation fractionnée dans 
l'éthanol à 90° ou à 6oc. 

* 7 litres suivante 1 

A plusieurs reprises nous avons concentré la liqueur 
par distillation au bain-marie, jusqu'à apparition d'un troublo. 
Chaque foie, par refroidissement un précipité se forma, que nouE 
avons recueilli et réuni aux précédents. Le produit de concentr 
tion finale prit le m~me aspect que celui de la fraction précé­
dente et fut éliminé. 

Analysée par chromatographie sur papier, ces précipité 
se révélèrent renfermer du produit Y et du lutéoloside en quanti 
tés égales. 

* 15 litres suivants 1 

Noue avons d'abord séparé, par décantation, un préci­
pité jaune sale qui s'était formé spontanément au sein de la 
solution. La liqueur surnageante a été concentrée, par .distilla­
tion au\bain-marie, à deux reprises successives. Nous avons obte­
nu ainsi deux précipités. Le premier, jaune doré, le second, jau­
ne clair a ils furent réunis au dépOt initial, car tous renfer­
maient une grande proportion de lutéoloside souillé de produit Y. 

* 42 derniers litres 1 

Cette fraction traitée de la m~me façon que les précé­
dentes permit d'isoler des précipitée jaunes très riches en lutéo 
loside, le produit y ne s'y trouvant qu'à l'état de traces très 
légères. 



Fraction éthanol à 90° (10 litres) 

Nous avons réuni lee liqueurs alcooliques qui, d'après, 
lee chromatographies sur papier, renfermaient seulement du gluco­
lutéoloside et du produit X1, le premier en très forte proportion 
Nous lee avons concentrées au 1/15ème de leur volume environ ce 
qui provoqua l'apparition d'un précipité jaune clair, constitué 
par du glucolutéoloeide eeu1, tandis que lee solutions mères 
retenaient la totalité du flavono!de x1 et une certaine propor­
tion de gluco1utéo1oeide. 

Conclusion 

Cette technique s'est avérée très longue et ne nous a 

pas d'emblée fourni d'échantillons très pure. Cependant elle nous 

a permis d'isoler du 1utéo1o1 et du glucolutéoloeide et d'obtenir 

des mélanges très riches en certains composée flavoniques qui 

nous ont servi de matières premières pour une extraction par 

chromatographie sur papier. 

1,3,4,:5, CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVE SUR PAPIER 

1.:5.4.:5.1. TECHNIQUE CHROMATOGRAPHIQUE 

Danà l'espoir d'obte~ir un mellleur rendement qu'avec 

le papi~r Arches 302 utilisé jusqu'alors, noue avons essayé 

d'autres papiers plue épais, que noua pouvions charger davantage. 

Aucun d'entre eux n'a donné une séparation aussi satisfaisante 

que le papier Arches 302. 

Nous avons donc utilisé des feuillee de papier Arches 
302 de 55 cm da cOté. A l'aida d'une pipette, noue avons déposé 
l'échantillon suivant une ligne tracée à 8 cm d'un dea cOtés, 
tout en respectant à chaque extrémité, une marge da 1,5 cm afin 
d'éviter lee "effets de bord". L'échantillon fut constitué tantOt 
par lee mélanges,, enrichie en l'un ou l'autre flavonoide, obte!lus 
au terme des essais précédemment décrite, particulièrement bien­
venus quand il s'agissait do dérivée peu abondants dans la plante 
tantOt Par une solution saturée à. froid de G dana l'eau ammonia­
cale à 5% *• Le développement dans la solvant da~Partridge du-
rait 16 à 18 heures à. 20° C ± 1. · 

* A titre d'exemple 1 

0,5 g da G, soit 9 ml da solution furent répartis sur 12 reuil­
les. 
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Les chromatogrammes séchés à l'air libre * étaient 
observés en lumière ultra-violette. A l'aide d'Ùn crayon, nous 
délimitions les différentes "bandes", d'ailleurs plus ou moins 
ondulées, qui correspondaient aux divers flavonoïdes. A notre 
surprise six zones nettes, et non cinq, purent atre mises en 
évidence. Elles étaient duos/ dans l'ordre croissant des RfJ 
respectivement au glucolutéoloside, au produit X1, au.lutéo- ·· 
losida, au produit Y, au lutéolol, enfin à une sub~tance dont 
nous n'avions pas soupçonné l'existence jusqu'alors, et que la 
répartition en "bandes" venait de mettre en relief. Nous l'avons 
désignée par la lettre z. Des traces beaucoup plus diffuses de 
substances fluorescentes furent également distinguées entre le 
glucolutéolosida et le produit x

1
• 

Nous avons découpé cas "bandes", afin d'éluer séparé­
ment les substances dont elles étaient chargées. 

Elles furent effectuées· à chaud dans des appareils 
de Kumagwa, dans la capsule desquels nous placions 4 à 5 "bandee 
à éluer, enroulées sur elles-m~mes. Le lavage durait 24 heures, 
la non coloration du papier, séché, puis exposé aux vapeurs 
d'ammoniaque attestant la fin de l'opération. Différents solvant 
furent utilisés, en rapport avec les solubilités variées des fJ.e.. 
vonoïdes. 

Produit Z, lutéofol, produit Y 

L'alcool éthylique à 96° fut tin excellent solvant pour 
les produits Z, Y et la lutéolol. Les liqueurs très fortement 
·concen~rées par distillation au bain-marie, abandonnèrent d'aber 
un faib~e dépOt noirâtre qui fut écart~. Une nouvelle concentra­
tion suivie d'une addition de quelques ml d'eau distillée à la 
liqueur refroidie entratna la séparation d'une huile brune et 
l'apparition de précipités beiges à bruns, renfermant l'un des 
flavonoïdes soit seul soit légèrement souillé de celui de Rf 
voisin **• 

*' 

** 

Un séchage à haute température entra~nant une adsorption 
irréversible des composés, ( TEOULE .. , 960). 

I,a proxj_mi té des "bandes" rend en effet souve;t imposcibla 
leur délimitation sans équivoqua lors de la révélation. 



Purification du lutéolol 

Nous avons opéré par cristallisation fractionnée dans 
l'éthanol à 80°: 1,10 g furent repris par 100 ml d'éthanol à 
80° à l'ébullition. Dana la liqueur, filtrée bouillante, un pré­
cipité abondant se forma rapidement. Recueilli le lendemain sur 
verre fritté, il apparut au microscope, sous forme de cristaux 
m61és de quelques petites masses amorphes. Une deuxième opéra­
tion, semblable à la première, noue permit d'obtenir une poudre 
jaune légèrement verdâtre composée de cristaux microscopiques 
transparents, en forme de triangles effilée t F. = 332° C. 

Puri~ication du produit Y 

Nous avons précédemment (1-2-2-1) observé que G se 
trouvait nettement purifié après son passage à travers une 
colonne de gel de silice. Cette technique de purification fut 
de nouveau utilisée ici. 

- Essais préliminaires sur couche mince de silice 

Dea plaquee de verre de 20 cm sur 20 cm, enduites 
d'une couche de silicagel G selon Stahl de 0,25 mm d'épaisseur, 
activé par un séjour de 30 minutee dans une étuve à 110° C , 
furent employées. 

Sur une ligne située à 3 cm du bord dea plaques, nous 
avons déposé, toue les.3 centimèt:es, 10~1 d'une solutio~ à . 
1 mg pour 100 de l'un des flavono1dee su1vants l gluooluteolos1de 
lut6oloside, produit Y, lutéolol, produit Z, la dernière tache 
correspondant à un mélange de tous ces dérivée. 

\ Noue avons essayé successivement les solvants de déve-
loppement I, II, III et IV *• la migration so faisant toujours 
en atmosphère saturée. 

Lee chromatogrammes, séchée à l'air libre, furent 
examinée en lmnière de Wood, avant et après pulvérisation d'une 
solution alcoolique de potasse à 5 %. Lee taches des produits X 
et Z et du glucolutéoloside se colorent en jaune vif, celles du 
lutéoloside et du lutéolol en bistre, celles du produit Y onfin 
en jaune orangé. 

* Solvant I 

Solvant II 

Solvant III 

Solvant IV 

benzèno-pyridine-acide formique l 180-45-25 (v/v) 

n-butanol-acide acétique-eau t 4-1-5 (v/v) 

acétate d 1 éthyle-méthyJ.éthylcétone:acide formi.que· 
eau t 5-3-1-1 (v/v) 

acétate d'éthyle-méthanol-eau t 80-15-15 (v/v) 



- ~5-

Les mélanees que nous noue proposions de purifier 
renfermaient le produit Y souillé de traces de lut6olol et de 
produit z. 

Dans les trois premiers' solvants les Rf' du produit 1 
n'étaient pas suffisamment distincts de ceux du lutéoloside et 
du lutéolol. Les résultats observés après développement du chro­
matogramme dans le solvant IV, par contre, nous laissaient espé­
rer qu'en traitant les extraits à purifier sur une colonne de geJ. 
de silice avec ce solvant, le produit Y pourrait ~tre séparé. 

Mode opératoire 

Nous avons utilisé des petites colonnes de 1,5 cm 
de diamàtre, munies à leur partie inférieure d'un filtre en verre 
fritté et d'un robinet. Elles ont été garnies d'une suspension, 
dans le solvant IV, de 12 g de gel de silice *préalablement 
chauffé pendant une demi-heure à 110° C et refroidi dans un doa­
eiccateur. 200 mg du m6lange à purifier porphyrisé furent dépof>ét.~ 
à la surface de chaque colonne. Lora de l'élution avec le solvan~ 
IV, la partie supérieure de chaqua colonne s'est colorée en noi­
râtre, tandis que la partie inférieure a pris une teinte jaune 
orangé. Nous avons recueilli l'éluat en fractions de 5 ml. Les 
deux premiàres étaient fortement colorées en jaune doré. Les 
fractions 3 et 4 étaient d'un beau jaune intense.; de très petitb 
cristaux y sont apparue au bout de 24 heures. Les fractions sui­
vantes furent de moins en moins colorées. Lorsque nous avons eu 
.recueilli 245 ml, nous avons remplacé le solvant IV par de l'al-
cool méthylique. ·un anneau brun se détacha rapidement du SOffimet 
de la colonne et passa dans 1,5 ml de mélange solvant IV-méthanoJ 
L'élution fut arr~tée lorsque 250 ml de méthanol eurent travers~ 
la colo~e. Un résidu brun noirâtre assez important est resté 
insoluble au sommet du gel de silice. 

'Les éluats furent analysés par chromatographie sur pe.-
pier. 

Résultats 

Les fractions 1, 2 et 3 renfermaient à la. fois du pro­
duit Y, du lutéolol et du produit Z (certaines impuretés restè­
rent à l'endroit du dépOt, d'autres migrèrent avec le front du 
solvant), les fractions suivantes du produit Yseul. Elles furent 
réunies et abandonnées à l'air libre. Rapidement des précipités 

* Kieselgel 0,05-0,20 œm de chez Merck. 



- SCHEMA DES DIVERS PROCEDES D'EXTRACTION MIS EN OEUVRE -

DISSOLUTION FRACTIONNEE 

- Eau disti11ée (à froid) 

Ethanol à 96° (à froid) 
----------------~ Méthanol 

./' 

---------------~ Extrait riche en glucolutéoloside 

---------------~ Extrait riche en lutéoloside, 
Y et 
lutéolol 

- Ethanol à 96c (à l'ébullition) ---------~ Ether + Eau ------------~ Extrait riche en lutéolol 
et Y 

f.!éthanol (à 1' ébu1li tion) 

puis 

Ethanol à 96° (à l'ébullition) 

puis 

Ethanol à 60° (à l'ébullition) 

Méthanol (à l'ébullition) 

puis 

Ethanol à 60° (à l'ébullition) 

CHROHATOGRAPHIE 

GEL DE SILICS 

f:t;;\ 
~ 

---------------~ Extrait enrichi en lutéoloside 
et glucolutéoloside 

+ 
Ethanol à 96° 
(à l'ébullition) 

. ~ 

Lutéoloside cristallie 
dans é'thanol à 80° 

---------------~ Extrait enrichi en lutéoloside 
et glucolutéoloside 

---------------~ /Glucolutéoloside cristallisé oc ou soc 

- Ethanol à 90c -------------------~ Séparation des impuretés non flavoniques 

Mélange de Partridge ------------~ Aucune séparation 



DEXTRk~ SEPHA~EX g25 

Eau distillée -------------------~ Séparation des impuretés non flavoniques 

Ethanol à 200 -~-----------------~ Séparation des impuretés non flavoniques 

NH40H à 0,5 % -------------------~ Séparation des impuretés non flavoniques 
. 

Eau de chaux -------------------~ Combinaisons flavonoïdes - ca~cium non dissociables 

S3PHADEX G25 + Eau distillée -------~ Séparation des impuretés non flavoniques 

~ 

SBP~ADEX G10 + Eau distillée -------~ Séparation du glucolutéoloside· et du produit x1 
(bas--~ haut colonne) 

CELLULOSE "COLLECTOCHROM" + Méthyléthylcétone, n-butanol, eau z 3-5-3 (v/v) 
3 

' 

-------~ Séparation de x1 des a~tres flavonoïdes 

SUP. COLO~E + Ether saturé d'eau ---~ /Lutéolol recristallisé dans éthanol à 90°/ 

+ Acétate d'~thyle saturé d'eau ---~ lutéoloaide + Y 

+Ethanol à 90° ----~ x1 + /Glucolutéoloside cristallisé dans éthanol 70°-80°/. 

SUR PAPIER + Mélange de Partridge 
E-

bandes éluéea par éthanol à 960 ---~ /Lutéolol cristallisé dans éthanol à 90?J 

• • • ---~ /Y cristallisé dans éthanol à 50°/ 

" • • ---~ /Lutéoloside cristallisé dans éthanol à 80 1 

• 

~ 
~ 

• 70° ---~ /Glucolutéoloside cristallisé 
étha~o1 à 70°-80° 



jaunes)cristallisés apparurent qui furent repris par de 1 1 éthanoJ 
à 50° d'où Y précipita en aiguilles microcristallines jaune p~le. 
F a 247-248°C. 

Lutéoloside 

L'emploi d'éthanol à 96° pour l'élution du lutéoloside 
fournit d'excellents résultats. Une concentration poussée de la 
solution d'extraction suivie de plusieurs concentrations succes­
sives per~it de recueillir une eéri~ de précipités d'un jawte 
plus ou moine beau. Ile furent recristallisés une première fois 
dans l'alcool éthylique à 96°, puis dans l'éthanol à 80°. 
F • 279-280° c. 

Glucolutéolosidf!, 

L'épuisement m~me prolongé par l'alcool éthylique à 
96° n'a pu permettre d'éluer qu'une faible proportion de ce 
flavonoide trop peu soluble dans ce solvant. L'eau distillée, 
l'acétone n'ont pas donné de meilleure résultats. Par l'éthanol. 
à ~6° additionné de 5.% d'ammoniaque, l'élution fut complète, 
maie la liqueur noircit rapidement, à la suite probablement 
d'une altération du produit. L'éthanol à 30c * fut finalement 
utilisé avec euocèe. La liqueur d'extraction, après plueiau~a 
concentrations par distillation au bain-marie, abandonna des 
résidus jaune brun que nous avons fait recristalliser dans 
l'éthanol à 70°. Fa 241° C. 

Produit x
1 

L 1 élution par l'éthanol à 96° ammoniacal à 5 % suivie 
de la concentration de la liqueur n'a permis de recueillir qu'un 
résidu noir, très peu soluble dans l'alcool éthylique à 96c. · 
Une purification fut possible par passage sur Séphadex 25, mais 
nous n'obtinrent qu'une quantité négligeable de ce composé. 

Conclusion 

Cette méthode quoio..ue longue, peu originale, et d'un 

rendement ·relativement faible (1 ,25 g d'extrait total fournit 

0,35 g de lutéoloeide pur, flavonoide de loin le plus abond~~t 

dans la plante), fut la seule qui, combinée avec des procédés 

de purif~cation particuliers à chaque produit, nous permit 

d'obtenir d~13 eubetancea ;pures en quantités appréciables. 

* Il titrait en fait 70° lorsqu'il refluait dans la nacelle 
du Kumagaua. 
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2. ETUDE DES FLAVONOIDES ISOLES 

2.1. TECJlliiQUES D'IDENTIFICATION UTILISEES 

2.1.1. FLAVONOIDES . 

2.1 .1.1. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Noua avons réalisé des chromatographies ascendante 

et descendantes sur papier Arches 302 1 dans différents solvants, 

comparativement à des dépOte de substances témoins. 

La mise en évidence des taches a été faite par 

examen des chromatogrammes en lumière de Wood, avant·et aprè3 

·pulvérisation d'une solution éthanolique de potasse à 5 %. 

2.1.1.2. REACTIONS COLOREES 

2.1.1.2.1. REACTION DITE "DE LA CYANIDINR" 

Nous avons utilisé la technique proposée par CORNILLEA. 
1954 : à 5 ml de solution à 0,2 °/oo dans l 1 &thw1ol, on ajoute 
1 ml d'acide chlorhydrique (da 1,19) et aussit~t 75 mg de tour­
nure de magnésium. Sous l'action de l'hydroeône naissant, une 
coloration orangée plus ou moins intense, caractéristique d.e la 
réduction des flavonee en anthocyanae, se développe. 

1 

2.1 .1 • 2. 2. REACTION DE Nür-iURA MODIFIEE 

En 1959 1 NOMURA a décrit une réaction caractéristique 

dea composés qui possèdent deux groupements hydroxyles en posi-

tien ortho. Nous l'avons adaptée aux composés-flavoniques. 

Principe : 

La faible acidité de l'acide borique est exacerbée par 
lee composés orthodihydroxylés. Il forme avec eux .un complexe 
qui se colore en orangé en présence d'un réactif renfermant du 
aulfanilate de sodium, du nitrite de sodium et de l'~ naphtylamin 
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?>1ode op~ratoire 

Quatre solutions sont prépar~es 

-1- 2,6 g d'acide sulfanilique neutralis~s exactement 
par la lessive de soude, dans 15 ml d'eau distill 

-2- 0,7 g de nitrite de sodium dans 15 ml d'eau dis­
till.~e 

-3- 1 , 8 g d'~ naphtyl.amine dans 40 m1 d' ~thanol.. 

Au moment de l'emploi, 1 ml de chacune des deux pre­
mières solutions sont mél.ang~s à 2 ml de la troisième. Le 
réactif (R) obtenu est limpide • 

. -4- solution satur~e d'acide borique -dans 1 1 eau. 

Pendant une demi-heure on laisse en contact 1 à 3 mg 
de flavonoïde cristallisé dans III gouttes de la solution 4, pui 
on ajoute 0,5 ml de réactif (R) fratchement préparé. Un témoin 
sans flavone est réalisé dans les m~mes conditions. Une coloratio 
orangée apparatt au bout de 10 à 15 minutes, si l.e flavonoide 
possède deux groupements hydroxyles libres en position ortho. 
Le témoin, se teinte seulement de rose. 

2 .1.1 .:3. SPECTROPHOT0r1ETRIB E:~ I,UHIERE ULTRA-VIOI,E 

Nou,s avons déterminé les spectres des flavonoides à 

l'aide d'un spectrographe, type Maroc, de chez Jobin-Yvon. 

\ 
Les techniques d'analyse et l'interpr~tation des 

résultats sont inspirées des travaux de nombreux auteurs, en 

particulier 1 HARBORNE-1954, JURD-HOROWITZ-1957, JURD-1956-1962 

' 
et 1969,- MABRY et Coll. -1970• . 

Les spectres des flavonoïdes à analyser ont d'abord 
été établis sur des solutions de ceux-ci dans l'éthanol à 96c. 

Les absorptions maximales se situent entre 300-390 
(bande I due au cycle B) et 240-280 nm (bande II due au cycle A) 
pour les flavones, et sont déplacées vers les grandes longueurs 
d'onde lorsque les mol~cules sont hydroxylées. · 

L'acétylation abolit l'effet bathochrome qu'exercent 
les groupements hydroxyles sur la position des ma~imums d'absorp 
tion de la molécule de flavone. 
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La bande I du spectre d'une hydroxy-flavone, dont les 
hydroxyles sont libres, subit un d~placement hypsochrome, lors­
qu'une molécule de glucose ou un groupement méthyle est fixé en 
3,5 ou 4' ( Â :a 3 à 10 nm pour une substitution en 4'). La subs­
titution d'hydroxyles situés ailleurs qu'en 3,5 ou 4 1 n'a aucun 
ef~et sur le spectre. 

Certains réactifs provoquent des déplacements dea 

bandes I et II, dont l'étude fournit des précisions utiles quant 

à la position des groupements hydroxyles et à leur degré de 

liberté 1 

- le chlorure d'aluminium forme avec les hydroxyles 

des flavones et flavonole en solution méthanolique, un complexe 

etable en présence d'acide,(la bande I subit un déplacement 

hypsochrome de 30 à 40 nm). s'ils sont placés en position 5 ou 

en position 3, un ~omplexe labile en préoerice d'acide si.lea· 

hydroxyles constituent un système ortho-dihydroxylé sur le 

cycle B. 
\ 

- l'acétate de sodium fondu ionise les hydroxyles les 

plue fortement acides, ceux qui se trouvent en position 4' et 7, 

provoquant des effets be.thoohromee respectivement sur les bandes 

I et II. 

l'éthylate de sodium ionise toua les groupements 

hydroxyles, ce qui entratne des déplacements bathochromes dea 

bandes I et II. Le. stabilité du spectre n'est affectée que lors­

que le dérivé possêd~ deux groupements hydroxyles libres simul-

tanément en positions 3 et 4'• 

- l'acétate de sodium fondu, en présence d'acide bori­

que~forme des chélates avec les composés qui possèdent deux grou­

pements hydroxyles libres en positions 3' et 4'. Il s'ensuit un 

d6placement bathochrome de la bande Ide 15 à 20 nm. 
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2.1.1.4. SPECTROPHOTOMETRIE EN LUMIERE INFRA-ROUGE 

Lee spectres d'absorption en lumière infra-rouge des 

flavonoidee solides, pastillée dans le bromure de potassi~m, 

ont été déterminée par un apparei~ Infracord Perkin-Elmer. Nous 

noùe sommee inspirée dea travaux da BELLAMY-1958, LEBRETON-1962 

et de LEBRETON et CHOPIN-1963, pour leur interprétation : 

FREQUENCES D'ABSORPTION 

.Vera 3300cm- 1 

Vers 1650°m-1 

Vera 1600°m-1 
et 1500cm-1 

Vera 1365cm-1 et 1190om-1 

Vera 1170cm-1 

\ 
Vera 1240cm-1 

Inférieures à 1000°m-1 

a Bande dea hydroxyles libres 
(sucree notamment et phényle 
·latéral) 

a Bande des carbonyles chélatés 
par un hydroxyle en 5, l'intro­
duction d'un hydroxyle en 7 ne 
déplaçant pas la banda. 

s Bande des doublee liaisons aro­
matiques. 

s Bande des hydroxyles phénoliques 
.dea dihydroxy, 5-7 flavones. 

1 Bande da la métasubstitution 
(dihydroxy, 5-7) 

1 Bande du groupement éther-oxyde. 

1 Bande dea hydrogènes des cycles 
benzéniques. 

(iiÙ\ 
~ 
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2.1.2. OSES· -
Nous avons réalisé des chromatographies descendantes 

sur papier. 

_Papier Arches 302, durée de migration t 85 heures à 

-Solvant 1 alcool iooamylique, pyridine, eau t 7-7-2 

(v/v) J 

-Révélation pulvérisation du réactif au phosphate 

d'aniline *• suivie de chauffage à 105° C pendant 5 minutes. 

Des dépOta de glucose, fructose, ·galactose, rhamnose 

et xylose, ainsi qu'un mélange de ces cinq sucros ont servi de 

témoins,; 

\ 

*Aniline récemrr.ent distillée ••••••••••••• 
Thymol •••••.•••••.•••••••••••••••••••••• 
Acide orthophoephorique ••••••••••••••••• 
Ethanol à 96c •••••••••••••••••••••q.a.p. 

rBu\ 
~E) 

0,4 ml 
2 g 
2 Itll 

150 ml 
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2.2. LUTEOLOL 

Le produit que nous avons isolé et que nous pensons 

' . c 
3tre du lutéolol, recristallisé dans l'éthanol à 80 , a l'aspect 

d'une poudre jaune verdâtre constituée de fines aiguilles micros 

copiques. Nous le nommerons produit A, tant que son identité 

avec le lutéolol n'aura pas été vérifiée. 

2.2.1. POINT DE FUSION 

Au bloc Maquenne, son point de fusion instantané est 

de 332° c. 

2.2.2. HYDROLYSE ACIDE 

Nous avons chauffé à reflux pendant 4 heures le pro-

duit A, en solution aqueuse sulfurique à :S % • On peut ·noter que 

la dissolution.reste incomplète. Nous avons filtré la solution. 

Le précipi t.é ré cueilli, recristallisé dans 1 1 éthanol à SOc et 
.. , 

séché, a un point de fusion identique à celui du produit A. Ce 

dernier est donc une aglyco~e, que l'on peut supposer ~tre très 
\ ' 

probablèment le lutéolol, pour laquelle la littérature cite des 

Pointa de fusion peu différents 1 329° C - 330° C (MOLDENHAUER-

1856, PERKIN-1896, PA~IS et BEAUQUESNE-1950), 3340 C (HAAG­

BERRURIER-1964)~ 

2.2.3. SOLUBILITE 

La solubilité du produit A, très.faible dans l'eau et 

dana le chloroforme, est beaucoup plus élevée dans les solutions 

alcalines, l'éther sulfurique et le méthanol. Dans l'éthanol f 

il se dissout très facilement à chaud. La pyridine est Un excel-, 
lent solvant, mOrne à la température ordinaire. 
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2.2.4. DETERHINATION DES RF 

Nous avons déterminé 1es Rf. du produit A dans diffé-

renta solvants en chromatographie ascendante sur papier Arches 

302. Les taches de 1a substance, incolores en mi1ieu neutre ou 

acide à 1a 1umiàre du jour, sont révé1ées par 1eur fluorescence 

violette en 1umiàre de Wood. Par exposition aux vapeurs d'ammo-

niac, elles se colorent en jaune vif et leur fluorescence vire 

également au jaune. 

·Le tab1eau 2 permet de comparer nos résu1ta.ts à ceux 

obtenus par les différents auteurs, pour le lutéolol 1 

1 l ............ 
S 0 L V A N T S 1 PRODUIT A . . 1 LUTEOLOL ) 

--~~-~~ . ) 
------------~-------~------------~1-----------~-----.-------------~--

Eau · . · . ·. · · 1 0 1 0 •. ) 
. 1 t . ) 

Acide acétique à 15 %% (solution aqueuse): O, 04 1 0, 05' l 
Acide ~ti ( · ) l ac~ que à 30 solution aqueuse 0, 17 

1 
.Acide acétique à 60% (solution aqueuse)• .0, 52 1 O, 50·-o, 51 1 ) 

Solvant de "Fores tai~ 
1 

0, 63 : . 0, 63' ~ 
n Butanol-acide acét~que-eau (4:..1-5) :. 0, 79-0, 80 :0,81 •.;.0,83'-(!),84'~ 
n Butanol-acide acétique-eau (6-1-2) 1 0, 82-0, 84 : ) 

t 
n Butanol-méthyléthy1cétone-eau (5-3-3) 1 0, 93 l 

Acétate d'éthy1e saturé d'eau . 1 0, 93 1 O, 94 1 -0, 93" 
. 1 1 

-----------------------------------------1~-~--------------a-~--------------
(•) • HAAG-BERRURIÉR-1964 . 

(") a PARIS-1962 

TABLEAU 2 1 VALEURS DES RF CALCULES POUR LE PRODUIT A ET LE 
LUTEOLOL EN CHROr-tATOGRAPHIE SUR PAPIER ARCHES 302, 
AVEC DIFFERENTS SOLV~~TS. 
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2.2.5. REACTIONS COLOREES 

v. & 
La réaction dite de la Cyanidine est positive : une 

coloration jaune orangé se développe sous l'action de l'hydra-

gène naissant, permettant d'attribuer au produit A la structure 

d'une flavone. 

En·milieu alcalin, le produit A se colore en jaune et 

développe une fluorescence jaune vif caractéristique de fonction 

phénoliques. 

Avec le chlorure d'aluminium une coloration jaune fluo 

rescente appara!t. 

En présence de perchlorure de fer la solution se col.or 

en vert olive dénotant la présence dans la aubstancé de deux gre 

pementa hydroxyles en position ortho• 

Il. réduit à froid le ni tra·te d 1 argent ammoniacal.. 

Enfin nous avons effectué la réaction de NOMURA 

modifiée a au bout de 10 à 15 minutes une coloration orangée 

\ 
appara!t. Un témoin sana flavonoide dana lee m~mea conditions, 

prend seulement une teinte tràs légèrement rose. Après une heure 

la coloration orangée dea essaie a viré au rouge, tandis que le 

témoin est devenu ora~gé. 

Cette réaction apporte la preuve que le produit A 

possède, comme le lutéolol, dea hydroxyles libres en position 

3 1 et 4'. 
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2. 2. 6. ANALYSE ELEl1ENTAIRE 

L'analyse élémentaire centésimale du produit, desséché 

dans un appareil de Bouillet à la temp~rature d'ébullition du 

xylène (E • 140° C) pendant 4 heures et refroidi sous vide, donn 

les résultats suivants 1 

1 

:_:~~~~~-~-~-:~~-~~~-~-~~-:~~~~=:-~~~=-l 
1 . CARBONE 1 HYDROGENE , 

--~-~----~-~-~---------------1------------------- ------------------~-) 

THEORIE CALCULEE POUR LE 

LUTEOLOL (c
15 

H10o
6

) 

- Anhydre 

- + 1/2 H20 

- + 1 H20 

------~----------------------

PRODUIT A DESSECHE 

62,9:5 
61 ,oi 
59,21 

60,08 

60,87 

3,49 

:5,74 
:5,94 

@ 

----------------~---

3,79 
3,66 

· L'identité du produit A et du lutéolol apparatt clai-

rament, les différences que l'on peut noter entre les chiffres 

expérimentaux et les chiffres théoriques étant probablement dues 

à une déshydratation incomplète du produit A, lora de sa dessic-

oation. 
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Figure 1 _Spectre infra -rouge du Produit A (Luté olof). 1 mg/100 mg de K Br. 
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Figure 2 • Spectres ultra-violets du Produit A (Lutéolol),dans divers solvants. 



Q) 
:J 

.S! ..... 
a. 
0 

'0> .... 
Cl) 

c: 
Q) 

0 

220 260 300 340 380 

Me OH 
MeOH + AICI3 
MeOH + AICI3 + HCI 

Figure 3 • Spectres ultra. violets du Produit A ( Lutéolol), 
dans divers solvants. 

\ 
\ 

' 
\ 

\ 

\. 

À en nm 

420 



- 46 -

2.2.7. SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'INFRA-ROUGE 

Le spectre d'absorption en lumière infra-rouge du 

produit A est tout à fait comparable (Figure 1) à celui que 

rapporte Madame HAAG-BERRURIER-1964, à propos du lutéolol qu'elle 

a isolé de la Piloselle 1 

Bande à 3320cm-1 

Bande à 1650cm-1 

Bande.à 1366cm-t 

Bande à 1270om-1 

Bandee à moine de 1000cm-t 

• 

a Hydroxyles libres du phényle 
latéral. 

Carbonyle chélaté aveo un hydro­
xyle en 5. 

1 Hydroxyles en 5 et 7. 

1 Groupement éther-oxyde. 

Hydrogènes des cycles benzéniques; 

2.2.8. SPECTRE D'ABSORPTION DMIS L'ULTRA-VIOLET 

Le spectre d'absorption en lumière ultra-violette 

a été déterminé sur une solution 2.10-5 M pour 1000 m1 du produit 

·A * dans l'éthanol à 96° (Figure 2)9t dans le méthanal (Figure 3). 

Divers réactifs modifient ces spectres : 

- L'addition de chlorure d'aluminium se traduit par un 

dédoublement des deux bandee, ce qui indique la présence d'un 

hydroxyle libre en position 5. 

- En présence d'acétate de sodium fondu, les bandes I et II 

subissent un déplacement bathochrome (6 m 47 et 20) indiquant 

l'existence de deux hydroxyles libres, respectivement en position 

4 1 et 7. 

* Nous pr€tons au produit A la structure du lutéolol, dont la 
masse moléculaire est égale à 286. 



SOLVANT 

1 
1 

max, en nm 

------------~-~~-~--~-----~---~--~--~-~-~-------~---------~-
' 1 
1 PRODUIT A 1 

1 1 
LUTEOLOL 

1------~------------~--~-----~a-----------------------~------
1 & 1 1 
1 BANDE I 1 BANDE II 1 BM~DE I 1 BANDE II 
1 1 1 1 

--~--------------- --~--------~ ----~------------ ------------- ----------------1 ' 1 1 
Ethanol. à 96° 1 353 1 267,5§ 255 1 350* 1 267§ - 257,5* 

1 1 1 353** 1 268§ - 255** 
. 1 1 1 1 

~------------~---- ------------ ------------~~-~- ------------- -~--------------
Ethanol à 960 

+ Chlorure 

d'aluminium 

' • 1 : 
a a 392,5-362* 1 

', 387,5 - 355 1 277 265 s 388, 5-360** : 
1 1 1 
& a 390 -362***a 

276,5 - 265* 

277 - 263*** 

1 1 1 1 ' 

~--~~------------- --------~--- ----------~--~--- ------------- ----~-----------: 1 ' 1 1 
a :367,5 à 400s 275 1 :375* 1 269,5*-269,·5***. 

+ 
A 1 1 1 1 ' 
cêtate de sodium ~ 

1 1 1 c 
------------~-----:--------~---1----~------------i~---~---~--~-s-~-~~--~~----~~~ 
Ethanol. à 96° 1 1 1 1 . 

+ & 1 ' 1 
Acêtate de sodium 1 380 1 261 a :573, 5**** t 

.. -t:.... ... .. .• ;. 1 1 1 1 . 

Acide borique 1 a a : @v ; 
-- 1 1 . l - - 1 1 LJ .1:!. ' 

-~-------------- ~-----~-~--- ~~-----~-----~- -~---~~---~- - --~~~- "n~ _, ' . 1 1 1 
Ethanol à 96C & a a c ~ 

+ 1 405 ' 1 
270 ' l 406***• *** 1 275*** 277**** 

Ethylate de sodium: & 

~~---------------- ----~~------~-----------~-----~------------~~----------------{ l & z 1 § 
Mêthano1 . l :350 ' 290§, 270, 256 1 349***** 1 291 , 267. 253 ) 

l 1 ·l ' ' ------------------ -----------~ ------~---~------ ------------- ------~---------\ l 1 1 1 ' 
MA thanoJ. 1 1 a 1 § ) 
+ Chlorure s 424, 330 l 300§ - 274 1426, 328***** 1 300 -274* ... *** ) 
d'alumiüium & 1 1 ) 

-------- : · 1 a. r ) ------------ ----~-----~- ----------------- ------------- ~---------------, ' : 1. 1 1 1 

Méthanol + Chlo- 1 s 1 ) 

rure d'aluminium . 1 & 294§ • 272 , 262 · a 'lf55***** 1 29 § ) + Acide chlorhy- 1 . 38:5, :555 
1 1

385, ~ 1 4 ,275,266·•::) 
drique s 1 1 s ) 

: l ' ) 

-------------~-- . . \ --.------------:--------------~--:-----------~-.-~-----~----~~--) 
' ) 

§ 1 Inflexion ; * : HAAG-BERRURIER-1964 1 ** 1 HARBO&~E-1954 1' *** 1 JURD-1962 i 
**** : JURD-1956 • ***** : MABRY-1970. ' , { 

TAB"LEAU 3 ' LONGUEURS D'ONDE, en nm, AUXQUELLES SB SITUENT LES fJtAXIHU!1S DU 

PRODUIT A ET DU LUTEOLOL, DANS DIVERS SOLVA~TS. 

1 
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- 1 1 ac~tate de sodium en présence d'acide borique a 

pour effet un déplacement bathochrome de la bande I (à = 27) • · 

- 1'addition de chlorure d'aluminium à la solution 

méthanolique du produit provoque un déplacement bathochrome de 

74 nm de la bande I. En milieu chlorhydrique, cette banda se 

dédouble et subit un effet hypsochrome insuffisant pou~ repren­

dre la. position qu'elle occupait dans le méthanol seul 

( Â =- 33 nm) 1 la subste.nce étudiée, 12ossède donc deux hydroxyle~ 

libres en position 3' et 4 1 • 

- Enfin la. stabilité du spectre n'est pas affectée par 

l'éthylate de sodium ce qui exclut la présence simult~~ée d'un 

hydroxyle en 4' et d'un hydroxyle en 3 dans le produit A. 

Le tableau 3 réunit nos résultats comparativecent à 

ceux que d'autres auteurs ont obtenue, dans des conditions aimi-

laires, ·avec le lutéolol. 
\ 

2.2.9. PREPARATION ET PROPRIE~~S DU DERIVE ACETYLE 

2,2,9,1. PREPARATION 

Deux techniques ont été utilisées 1 

La première consiste à chauffer à l'ébullition à 
reflux 1,50 g de produit A dans 5 g d'anhydride acétique, sur 
un bain de sable à 210 - 2200 C, pendant 3/4 d'heure. 

La deuxième 
128,5 mg de produit A 
de pyridine anhydre à 
acétique, on agite et 
pendant 24 heures. 

est celle que rapporte HAAG-BERRURIER-1964 
cristallisé sec, sont dissous dana 2 ml i 
froid. Après avoir ajouté 1 .ml d'aruîydride · 
on porte la fiole bouchée à l'étuve à 37o ( 

" 

Dans les deux cas, le mélange devenu incolore est 
refro~di à + 4° C et additionné de 50 ml d'eau distillée glacée. 
Un precipitê blanc floconneux se fonno par agitation. Il est 
recueilli our verre fritté, lavé à plusieurs reprises, chaque 
foie avec de petites quantités d'eau distillée glacée séché 
sous vide phosphorique. Lao 168, 5 mg (rendement = 82:8 %) de 
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la substance blanche soyeuse obtenue furent repris par 30 m1 
d'alcool à 96C bouillant. Dana la solution filtrée chaude, des 
aiguilles blanches apparurent par refroidissement. Elles furent 
séparées, séchées soue vide phosphorique et pesées 1 86,65 mg, 
soit un rendement de 42,58 %. 

2.2.9.2. PROPRIETES 

Solubilité 1 

Le dérivé acétyl~ est tr~s peu soluble danB l'eau 

distill6e à + 4° C, très soluble à chaud dans l'éthanol fort, 

beaucoup moins à froid. 

Point de fusion instantané 1 

228 - 2.29° C. (Tétracétate du lutéolol :s 222 - 224° c. 

(FARIS-1965), 232 - 233° C, (HAAG-BERRURIER-1964). 

L'analyse élémentaire 1 

Elle a été effectuée sur le dérivé desséché dnns un 

appareil de Bouillet, pendant 3 heures à la température d 1 ébul-

lition de l'eucalyptol (E = 170° C). fiill\ 
~ 

) \ 1 ) 

1 TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT ) 
1 ) 

:-----~;~~;~----~--:----~~~~~~~;------~ 
: t ) 

-------~----------- -------------------~ -------------------
DERIVE ACETYLE 

DU PRODUIT A 

1 60,61 1 4,11 ~ 
1 60,64 1 3,84 
1 1 ":l 
1 61,21 s J,92 

-~--------·--------:--------------------1~------------------
1 

. 
THEORIE CALCULEE • 

s 1 
POUR LE TETRACETATE 60,79 1 3,96 
DU LUTEOLOL ANHY- r l 

DRE : 1 ) 
1 : 

) 
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R~actions colorées 1 

Le dérivé présente en lumière de Wood une fluorescence 

violette, qui vire au jaune en présence de vapeurs ammoniacales. 

Contrairement à ce qui se passe pour le produit A, la fluoree-

cence du dérivé acétylé n'est pas modifiée par le chlorure 

d'aluminium, la fonction hydroxyle en position 5 se trouvant 

ioi bloquée par un radical aoétyl. L'addition d'acétate de 

lutéolol au perchlorure dè fer n'entratne d'ailleurs aucun 

changement de coloration de ce dernier. 

Chromatographie sur papier l 

Des chromatographies ascendantes sur papier Arches 302 

ont été réalisées avec le dérivé acétylé du produit A, dans 

chacune des phases du solvant de Partridge. Dans leB deux cas 

on observe une tache unique en lumiàre de Wood. Après dévelop-

pement dans la ·phase butanolique du solvant, le Rf du dérivé 

acétylé a été trouvé égal à 0,87. La migration dans la phase 

aqueuse de ce m~me solvant conduit à une tache très allongée 
\ 

dont l'extrémité migre jusqu'au front du solvant, ce qui rend 

difficile la détermination du Rf. 

Noue n'avons observé aucune migration du dérivé après 

développement d'une chromatographie dans l'acide ac~tique à 

15 tf,. 

En chromatographie ascendante eur papier Arches 302, 

avec le solvant mis au point par Koch-1965 : benzène, acétate 

d'éthyle, méthanol : 50-49-1 (v/v), le dérivé acétylé donne 

une seule t~che de R~ 0 95 ._... J.. ... , • 

Spectre d' nbAorpti on en 1 mr.ièr!'! ul tru-violette : 

Le spectre d'absorption en lumière ultra-violette a 

été déterminé sur une solution contene..nt 45,4 mg du dérivé dans 

50 ml d'éthanol à 96°. 
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Bande I· 

Bande II 
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a 
1 TETRACETATE DU LUTEOLOL 
1 
1 

1 

-------~~---~------~---~---

1-~---------------~-----a~---~--------·---------~----
~ 1 

' 1 
1 1 
1 304 1 298* J 298** J 300*** 
1 1 

a 257 1 261* • 259** 258*** t 

' 1 

A minimum, en nm 1 270 1 270,5* J 270*** 
1 1 

1 r 

--~----~-----~------------------------~----&------~---------------------

* HAAG-BERRURIER-1964 J **HOROWITZ & GENTILI-1960 ; *** JURD-1962 

.,. 

Ce spectre (Figure 4) est identique à celui de la 

flavone non bydroxyl~e,:dont les maxim~a d'absorption se 

situent à 307 nm et 250 nm. 

\ 
Il apporte la preuve de l'ac~tylation de tous lee 

hydroxyleA du produit A. 

CONCLUSION 

Toutes ces d~terminations nous permettent d'affi~~er 

que.le composé, que noua avons isolé de la Gaude, a été obtenu 

pur et qu'il s'identifie au lut~olol,5~7-3'-4' tetrru~droxy-

flavone. 
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et de la Flavone, dans l'éthanol à 96c. 
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2.:5. LUTEOI,OSIIlE 

Le produit condidérê comme étant du lutêoloside cris­

tallisé dans l'alcool à 80° soue forme d'aiguilles microsco-

piques courtes, qui, rassemblées, constituent une poudre jaune 

franc. Noue le désignerons par "produit B" tant que son 

identité n'aura pas êté confirmée. 

2.:5.1. POINT DE FUSION 

Lora de la détermination du point de fusion au bloc 

Maquenne, noue avons d'abord observé le phênomène suivant s 

vers 200° C, le produit semble se décomposer, puis se resoli­

difie et prend la forme d'une substance jaune plus foncé. La 

fusion instantanée n'a lieu qu'à 279-280° c. 

Cette température est A rapprocher de celle que 

PARIS-1955 rapporte pour le lutéoloside (7-~ monoglucoside 

de lutéolol) qu'il a isolé de la Gaude t 274-276° C. Madamo 

HAAG indique ~81,5° C pour celui qu'elle a obtenu à partir 

de la Piloselle. 

Il faut toutefois noter qu'un autre flavonoide, le 

ga1utéoloside (5-monoglucoside de lutêolol) présente un point 

de fuoion de 280° C (PARIS &: BEAUQUESNE-1950). 
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Lee analysee centésimales du produit B cristallisé, 

d'une part non desséché, d'autre part séché pendant 4 heures à. 

+ 105° C, ont donné lee rêeultate suivants s 

: 
a TENEUR E..~ g POUR 1 00 g DE PRODUIT BRUT 

·------~-------~----&--------------------) 
1 . CARBONE s HYDROGENE 

--------------------------1~~-----------------s-------------------~ 

_::::~:::~:~~------_______ j _______ ~~~.~~----~--l ___ -----~~~~--------! 
PRODUIT B : 54,75 s 4,72 ~ 
séché à. + 105° C 1 54,82 1 4,62 ) 

. 1 1 ) 

; LUTEOLOSIDE ANHYDRE 1 56,25 s 

LUTEOLOSID~ + 1 H20 1 54,07 
1 

> LUTEOLOSIDE + 2 H20 52,06 s 

' 

4,46 
4,72 

4,95 J 
< 
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Figure 5- Spectres ultra-violets du Produit B (Lutéoloside), 
· dans divers solvants. 
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2.3.3. SOLUBILITES 

Le produit B est très peu soluble dans l'~ther sulfu-

rique, l'eau froide, le chloroforme. Il est un peu plue soluble 

dans l'ac~tate d'éthyle et l'ac~tone~ Dans le méthanol et l'é 

nol à 96° bouillants, sa eolubilit~ est nettement plue grande 

qu'à plus basse température (0,36 % dans l'alcool 

contre 0,10% dans le m~me solvant à+ 4° C). A+ 23° C, il se 

dissout dans 1 1 ~thanol à 80° à raison de 0,86 % *• Enfin, il est 

très soluble dans les solutions alcalines et la pyridine. 

2,3.4. SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET 

Le spectre d'absorption en lumière ultra-violette du 

produit B a ét~ d~termin~ sur une solution renfermant 4,48 mg de 

substance dans 50 ml d'~thanol à 95° (Figure 5) • Il est très 

voisin de celui du lutéolol. Il présente 2 maximums à 257,5 um 

'(Bande II) ~t à 353 nm (Bande I), et un épaulement à 267,5 nm. 

2.3.5. SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'INFRA-ROUGE 

\ Le spectre d'absorption en lumière infra-rouge présent 

les caractéristiques suivantes (Figure 7 ) l 

Bande à 3360cm-1 1 Hydroxyles libres (sucree - phé 
nyle latéral). 

Bande à 1668cm-1 z Carbonyle chélaté par un hydro-
xyle en 5, caractéristique des 
dihydroxy-5,7 flavones. 

Bandee à 1595cm-1 et 1490cm-1 : Doublee liaisons conjuguées, en 
particulier des noyaux aromati­
ques. 

* La technique utilisée pour déterminer les solubilités du pro­
duit B dans différente solvants est la suivante : à un poids 
du composé exactement pesé on ajoute peu à peu de faibles . 
voltwes connus de solvant, jusqu'à dissolution complète. Il 
suffit alors de faire le rapport entre le poids de substance 
dissoute et le volume de solvru1t utilis~ pour obtenir dea 
valeurs approximatives des solubilités. 
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Bandes à - 1440cm-1 et 1350cm-1 1 Hydroxy1ee phéno1iquee dea 
dihydroxy 5,7 f1avones. 

Bande à - 1260cm-1 

Bande à- 1180cm-1 

Bande à moine de 860cm-1 

1 Groupement éther-oxyde. 

1 Métasubetitution en 5,7. 

1 Hydrogènes aromatiques isolée. 

11 est comparable à ceux qu'ont rapportée BELLAMY-1958 

et LEBRETON et CHOPIN-196:3 pour 1e 1utéo1oeide. 

2.3.6. DETERMINATION DES RF 

. Le produit B s'est comporté en chromatographie sur 

papier comme un échan~i1lon de lutéoloeide *• 

Le tab1eau 4 permet en outre de rapprocher nos résul-

tate de·ceux qui ont été observée par différente auteurs à propos 

du lutéoloeide 1 

1 
VALEURS DES RF 

S 0 L V A N T S 
·--~----------------------------~-

· . 1 PRODUIT B 1 LUTEOLOSIDE 
-;::--------------------------------------:-------~--------:-----~:-~;:-----! 

. 1 1 ) 
Acide acétique à 15 '% ( eo1ution aqueuse) : 0, 10 1 0, 1 :3* ) 

Aoide acétique à 30% (eo1ution aqueuse) 1 0, 33 O, '1* 
1 

Acide acétique à 60 % (solution aqueuse) : 0, 59-0, 61 O, 58-0, 60* 

So1vant da "Foreeta1" ,1 0, 72 1 O, 79* 
1 1 

n-Butano1-acide acétique-eau (4-1-5) 1 O, 45 :0,40-0,47* 0,47* 

n-Butano1-acide acétique-eau ( 6-1-2) 1 0, 37-0, 39 1 J 
n-Butano1-méthy1éthy1-cétone-eau (5-3-3) : O, 66 t . 

--!~~!~!~-~~~~~~!~-~aturé d 1 eau . 1 0 08 ! • 0, 08* 0, 09 

* HAAG-BERRURIER-1;~~-~-::-;:;~~=~;;;-~-:::-;:;~:=~;~~----.----------------~ 

TABLEAU 4 1 VALEURS DES RF CALCULES POUR LE PRODUIT B ET LE 
LUTEOLOSIDE EN CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER ARCHES 302 
DANS DIFFERENTS SOLV~~TS. 

, 

* Noue remercions Monsieur le Professeur PARIS qui a eu l'amabili­
té de nouo fournir cet échantillon. 
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... 

2.3.7. REACTIONS COLOREES 

Le produit B se dissout très facilement dans les 

solutions alcalines 1 soude, carbonate de sodium, potasse, 

ammoniaque, en donnant des liqueurs jaune doré. 

L'addition de perchlorure da fer à sa solution aqueuse 

la colore en vert olive. 

Le chlorure d'aluminium colora sa solution alcoolique 

en jaune vert fluorescent. 

Il réduit à 'froid le nitrate d'argent ammoniacal et 

donne par la réaction dite de la cyanidine une coloration rose 

groseille intense. 

Enfin, la réaction modifiée de NOMURA fait apparattre 

apràs 10 à 15 ·minutes une coloration orangée qui viro au rouge 

au bout d'une heure indiquant comme dans le cas du produit A la 

présence de 2 hydroxyles libres en position ortho. 

\ 
2·.3.8. HYDROLYSE 

2.3.8.1. HYDROLYSE ACIDE 

Le produit B, chauffé pendant 4 heures à l'ébullition 
en solution aqueuse à 3 %d'acide sulfurique, libère une génine 
insoluble dans l'eau et un sucre réducteur. L'hydrolyse totale 
est assez difficile· 1 une petite quantité de produit non trans­
formé peut encore être décelée en fin d'opération. 

2.3.8.2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

.Le produit B est hydrolysé par l'émulsin~ à la tempé~ 
rature do 37° C. L'analyse chromatographique révèle une réaction 
incomplète. 

Le produit B est donc bien un h6térooide flavoni~uc. 
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2.3.9. ETUDE DE LA GENINE 

165 mg de produit B mis dans 20 m1 d'eau distillée 
additionnés de 3~5 ml d'acide sulfurique officinal sont placés 
au bain marie bouillant pendant six heures. Après refroidissemen · 
on recueille par filtration sur verre fritté 104,5 mg de préci­
pité. 

De la solution aqueuse, on extrait encore, par l'éther 
sulfurique, 2 mg ~'aglycone (rendement tota~ a 64,54 %). 

On péùt ·.id·2ntifièr àette agl-yoone ~:U. lutéolol, par chromatogr'aphie! 

su:r:· papier dlil.ris différent li sobrd.nt.s. ainsi que par son point de 

fusion instantané (F • 330° C au bloc Maquenne) et eon spectre 

ultra~violet. 

2.3.10. ·E~UDE DES SUCRES 

Le fiitrat soigneusement neutralisé (§) réduit à. chaud 

la liqu~ur de FEHLING. Le sucre réducteur a. été identifié à du 

glucose par chromatographie • 

' 
2.3.11. DETERMIN TION DU NO MOLECULES DE GLUC 

Sur le filtrat précédent, noue avons dosé les eucroa 

rédu-cteurs par la méthode de BERTRAND 1 71 ,98 mg, exprimée en 

glucose (soit 43,62 %). 

(§) par addition de carbonate de baryum et séparation du préci­
pité de sulfate de baryum formé par filtration sul" filtre sans 
cendres. 
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Le tableau ci-deeeoua donne la proportion th6orique 

d'aglycone et de glucose dans des composée renfermant une ou 

deux molécules de ce sucre po~r une de lutéolol 1 

1 

Composition des glucosides· 1 

1 
' 

Sucree 
réducteurs % 

(glucose) 

Lutéolol 
anhydre % 

'· 
1 

---~~----~-------------------:~----------~---- -----------~-~--

Produit B anhydre 

Lutéolol + 1 glucose 1:1 

loeide anhydre 

Lutéolol + 2 glucosee 

1 
1 
1 

Lutéo-1 
1 
1 
1 
1 
t 

43,62 

40,2 

59,01 

64,54 

63,84 

46,88 

Notre produit B est donc un monoglucoeide du lut~olol •. 

2.,.12. DETERMINATION DE LA POSITION DU SUCRE 

\ La grande similitude des spectres d'absorption en lu-

miêre ultra-violette du produit B et du. lutéolol, noua a inci­

tée à supposer que notre flavonoide était un 7-monoglucoside de 

celui-ci. 

Afin de vérifier cette hypothèse, noue avons étudié le . 
d6placement dea bandee d'absorption du spectre ultra-violet de 

1'hétéroside dans l'éthanol à 96c et dans le méthanol sous 

l'influence de divers réactifs • (Figure~ 5 ·et 6) ., 
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-Chlorure d'aluminium a le dédoublement de la bande I: 

en deux maximums à 355 nm et à 387,5 nm ainsi que· son déplacemon") 

ba.thochrome de 34,5 nm indiquent la. présence d'un hydroxyle librr. 

~. êcartant ainsi la possibilitê d'identifier notre produit B 

au galutéoloside. 

- Ac6ta.te de sodium fondu 1 l'effet bathochrome de 

52 nm que présente la. bande I, tandis que la position de la. 

bande II ne change pas, traduit la. présence d'un OH libre en 4', 

le OH en 7 étant blogué. 

Acétate de sodium et acide borique a le déplacement 

bathochrome de 2J nm de la bande I est le fait de 2 grourernents 

ortho-dihydroxyl6s libres qui sont ceux qui se trouvent en 3' et 

4 t • 

- Le spectre du produit B dans le méthanol est modifié. 

par l'addition de chlorure d'aluminium 1 déplacement bathochrome 

.de la. bande I de 75 nm. En milieu chlorhydrique, la. bande I se 

dédouble et subit un dêpla'cement hypsochrome, sans toutefois re­

trouver la. position qu'elle occupait dans le méthanol (~ • 34 
' \ 

nn, 

ce qui confirme la présP.nce de deux groupements·hydroxylee en 

position ortho sur le cycle B. 

Les c.olorations obtenues avec le perchloru:re de fer 

d'une part, et par la. réaction de NOHURA modifiée, d'autre part, 

confirment cette assertion. 

Le tableau 5 permet de rapprocher noa résultats da 

ceux obtenus par d'autres auteurs pour la lutéoloside. 



1 

: )\ max • en nm ~ 
----~-------------~ ~---------~----~------------------~--~~------~----------~--

' 1 
J PRODUIT B 1 LUTEOLOSIDE 

SOLVANT 1 

·-------~------------------·------------------~-------------1 BANDE I 1 BANDE II 1 BANDE I 1 BANDE II ) 
1 1 1 1 

;~~==:~-~-;~~------:----;~;----:-~~;~~§=~;;~~-:----;~;:------:----------;;~:---~; 

Ë~h~~î-;-96ë--:---1-;~s-;-;6s-~--;~s-;-;7s---l-;9s~~~~~~::--~~~~~:: ___ ~~!::: __ j) 
chlorure d'alumini~ 1 1 390 à 355*** 1 

) 
- • 1 1 1 

E;~~~î-;-96ë--:---~~4~5-;-;62~~----262:5-----.----4~;::-----~-----------------) 
acétate de sodium 1 1 1 409*** 1 

)) 
- . l l. 1 1 
E;~~~Î-~-96°------,-----------.--------------~--------------,-----------------) 
+ ac;:êtate de sodium 1 376 1 260 1 .. c 378*** ~ 
+ aoide borique · 1 1 1 1 < 

1 1 1 1 ~J 

;~::::~-~-~~~-=----:---~~~-;---:----~~~--5-----:--------------:----------~-~: 
.6. 1 , 1 • 1 1 ,, 
~thylata de sodium · i 
-- 1 1 1 1 ) • 
-----------------,-----------~-------------- --------------~-----------------~ 

l-iéth~ol 1 353 1 270§-257 348**** 1 267§ 255~'""** · ' 

-------------------~-----------~-------------- --------------~-----------------< 
Mllthanol + chlorure 1 428 - 332 : 298§-274 432 - 329***t 298§ 274**.** ) 
d'aluminium 1 . 

~------------------~ 1 ·----------- ) ----------- -------------- -------------- ------· Méthanol + chlorure 1 \ 1 1 
· ) 

d'aluminium + acide 1 387 - 360 1 294§-274 387 - 358***' 294§ 273**·** ~ 
Chlorhydrique 1 1 1 

) 
·1 1 ) 

~~-----------------&------~----&-------------- --------------:-----------------' . \ 
§ 1 Inflexion 1 * HAAG-BERRURIER-1964 J ** PARIS-1955 J *** OUNG-BORAN-1965 J ) 

~ **** MABRY et Coll.-1970 

TABLEAU 5 1 LONGUEURS D'ONDE, en nm, AUXQUELLES SE SITUENT LES MAXIHUMS 

D'ABSORPTION DU PRODUIT B ET DU LUTEOLOSIDE, D~{S DIVERS 

SOLVANTS. 

Le produit B que noua avons isol~ est dono bien du 

l~t6oloside, 7- ~ monoglucoside du lutéolol. 

~ 
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2.3.13. PREPARATION ET PROPRIETES D'UN DERIVE ACETYLE 

2.3.13.1. PREPARATION 

Nous avons utilisé la technique indiquée par HAAG-

BERRURIER-1964, comme noue l'avons indiqué A propos de l'aoé-

tylation du lutéolol (ChapitraI- 2.2.9.1). Partant de 

145,75 mg de produit B, nous avons obtenu 217,5 mg de produit 

acéty~é brut, soit un rendement de 90 %. Repris par 60 ml 

d'éthanol à 60° bouillant, le produit cristallise en longues 

aieuilles micro,scopiques transparentes, groupées en "oursin". 

A l'oeil nu, il est très blanc et a un aspect soyeux. 

2.3.13.2. PROPRIETES 

Solubilité 1 

Le dérivé est très peu aolubl.e d·ans 1' eau distill.ée 

à + 4° C, très sol.ubl.e à chaud dans l'éthanol fort, beaucoup 

moins à :froid • 

Point de fusion instantané au bloc Maguen~ 1 

\ Il présente certaines particularités que l'on peut 

·rapprocher de ce que nous avons observé à propos du produit B 

lui-mOma t vers ~00° c, le dérivé acétylé se modifie, il se 

liquéfie et se colore, puis se resolidifie. Vere 242-245° C, 

il fond définitivement. 

Se produit-il. vers 200° C une sol.ubil.ieation dea 

êchantil.lone dans leur eau de cristallisation ou de combinaison, 

suivie du départ rapide de cel.J.e-ci ? 

A la suite de la remarque précédente nous avons 

desséché dana un appareil. de Bouil.J.ot pendant 5 heures, deux 

échantill.ons da l'acétate du produit B, préalablement séchés 

sous vide phosphorique 1 l'un à 144° C, pour lequel nous avons 

calculé une perte de poids de 5,04 %, l'autre A 2200 C qui 
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accuse une perte de poids sensiblement égale et dans 1equo1 

nous avons vu apparaitre de petits points jaunes. Cee pouroen-

tages sont très proches de ce1ui que 1 1 on peut établir théori-

quement pour une molécule de lutéoloside qui aurait fixé 7 

radicaux acétylés et qui cristalliserait avec 2 molécules d'eau 

4,6 % 
L1 an1yse centésimale de ces deux ~chantillons a donné 

les résultats suivants s 

1 
t TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT ) 
l . " ) 
~----~-~-----~-------~------~----------1 

1 CARBONE ' 1 HYDROGENE 

-------~---~--------~~---~--~-----~-----:-----~-----------~--
Produit B chauffé 

à. 144° c 

1 
l 
1 
1 

55,07 
55,7' 
56,24 

' 1 
1 
1 

--~~~-------------~~~~-------~~~~-----~---~-~~--~---------~ 
Produit B chauffé 

à 220° c 
1 
z 56,77 

1 

1 
1 1 

4,91 

-------~------------ -~----------------- ---~-----------~--~-Th6orie calculée J ' 
pour 1~ dérivé hep- 1 1 

1 56,60 1 4,58 
tacéty1é du lutéo-
loaido ' : 

s 1 

' 1 

Le chauffage prolongé du dérivé acétylé du produit B 

à une température supérieure à 200° C, ne semble pas, malgré 

certaines apparences, modifier de façon importante sa composition 

Réactiona colorées t 

Le dérivé acétylé donne lieu aux m~mes réactions ùe 

fluorescence et de coloration que le dérivé homologue du ltttéolol 

(Chapitre I- 2.2.9.2). 

Chrometo~:rf\Tlhi e sur r~-pier r 

Noua avons étudié eon comportement chromatoerarhi~ue 

dans plusieurs solvants t 



(1) 
:J 
0" 
.... 
a. 
0 

~(1) .... 
en 
c 
(1) 

0 

1\ 
1 \ 
1 \ 
1 \ 
1 \ 
1 
1 
1 
1 
1 

• 1 
\ 1 
\ 1 
'-

220 

,• 

\ 

260 300 

@" ,, 
,_) ' . 
. t} _,. .. 

À en 

340 380 420 

Produit B ( Lutéoloside ) acétylé 
Flavone 

nm 

Figure 8 • Spectres ultra ·violets do Produit B (Lutéoloside) acétylé 
et de la Flavone, dans l'éthanol à 96c. 
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Phase butanolique du Solvant de Part ridge 1 Rf s:1 0,91 

- l'hase aqueuse .. • • 1 R:r -0 

Acide acétique à 15 % (solution aqueuse) & Rf = 0 

Solvant de Koch 1 Rf·.., 0 

Spectre d'absorption en lumi~re ultra-violette 1 

Nous avons ~tabli,la spectre d'absorption en lumi~ra 

ultra-violette du produit en solution dans 1'éthanol à 96c, à 

la concentration de 14 mg p •. 1000 ml. Il présente un maximum à 

:504 nm, un minimum à 270 nm et un ~paulement à 257 nm. Notons 

1 1 identit~ de ca spectre avec celui du d~rivé acétylé du lutéo-

1o1 et aveo celui de la flavone {Figure 8) ' lo produit B a ~té 

totalement acétylé. 

2 • 3 • 14. DERIVE METHYT.JB 

2.:5.14.1. PREPARATION 

Nous avons suivi la technique utilisée par PACHBC0-195E 

.Pour la méthylation de la rutine. 

A une suspension da 200 mg de produit B et de 1g de 
carbonate de potassium anhydre dana l'acétone pure, nous avons 
ajouté 9,25 ml de sulfate da méthyle fraichement distillé. Nous 
avons pôrt~ ce mélange hétérog~ne à l'ébullition pendant 30 
heures. Apr~a refroidissement, noua l'avons décanté, puis nous 
avons évaporé à sec le liquide surnageant coloré en jaune d'or. 
Le beau résidu de m~me couleur obtenu a été desséché sous vide 
phosphorique, puis repris par 30 ml d'alcool méthylique bouill!mt 
Par refroidissement lent, afest séparé un produit cristallisG 
sous forme de courtes aiguilles microscopiques jaune orangé dont 
noue avons recueilli 30 mg. 

2.:5.14.2. PROPRIETES 

L'analyse chromatographique ascendante sur papier 

Arches 302 du d~rivé méthylé a été faite à l'aide de plusieurs 

solvants. Dana chaque oas une seule tache a été révél~a par sa 
~ . 

fluorescence violette à la lumière de Wood, coloration non modi-

fiée par les vapeurs d'ammoniac, contrairement à ce que l'on 

peut observer pour le produit B. Les Rf cprreepondanta sont leo 

suivante a 
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-Solution aqueuse d'acide acétique à 60 tf, ••••• 0,78 

- So1vant de Foreetal . . • ... • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0,87 

- Solvant de Partridge••••••••••••••••••••••••• 0,48 

So1vant de Koch • •••••••••• •. • • •. • • • • • • • • • • • • • 0 

CONCLUSION 

Le produit B que noua avons obtenu crista11isé à par­

tir de 1a Gaude est bien le lutéoloside ou 7-monogluccside du 

1utéolol, déjà décrit dana 1a Gaude par PARIS-1955 et iso1~ 

êgalement de la Piloae11e par Madame HAAG-BERRURIER-1964. 

\ 
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2.4. GLUCOLUTEOLOSIDE 

Le produit, que nous avons appel~ gluoolutéoloside~a 

l'aspect d'une poudre miorocristalline jaune soufre, constituée 

de longues aiguilles, légàrement courbee, qui se groupent en des 

formations qui ressemblent ê. des"oureins"• (Photo n°1). Noue le 

désignerons par produit C tant que sa structure n'aura pas été 

précisée. 

2.4.1. POINT DE FUSION 

Au bloo Maquenne, le produit C présente un point de 
0 

fusion instantané de 241 c. 

2.4.2. SOLUBILITES 

Le produit C est insoluble dans l'alcool méthylique, 

l'éther-sulfurique, le chloroforme et l'acétone. Il est tr~e 

pou soluble dans l'éthanol à 96°, sa solubilité augmente dans 

les alcools de titre plus faible (solubilité dans l'éthanol à 

80°. ê. 25°C • 1 P• 1000). Il est assez soluble dana l'eau et 

tr~s soluble dans les solutions alcalines. 

2.4.3. REACTIONS COLOREES 

La solution aqueuse du produit C se col.ore en jaune 

vif par alcalinisation, en brun rouge par addition de perchlorurc 

de fer dilué et en jaune vif par le chlorure d'aluminium. Elle 

réduit le nitrate d'argent ammoniacal et développe une coloration 

jaune orangé p~le lora de la réaction di te de la. cyanidi:..1.e. 

La réaction de NOMURA modifiée, exécutée sur 3 mg, 

conduit à une coloration jaune pâle qui vire à 1' orangé seule:n;ent 

après une heureo Aucune différence ne peut ~tre observée aveo le 

tube témoin qui ne contient pas de produit C. 
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Cette observation laisse, dès à présent, supposer que 

le produit C ne possède pas de groupements hydroxyles en positior. 

ortho, tele ceux que nous avons pu mettre en évidence, par le 

m~me proc~dé, dans le lutéolol et le lutéoloside. 

2.4.·4. SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOL:ST 

Le spectre d'absorption en lumiàre ultra-violette du 

produit C (§§) présente troie maximums (figure 1 9 ) 1 à 345 ~~ 

(bande I), 272,5 nm et 242,5 nm (bande II) et trois minimums à 

295 nm,·255 nm et 235 nm. Il est Ôaractériatique d'une flavone. 

D'ores et déjà, il est intéréssant de remarquer quo 

les densités optiques correspondant aux pics d'absorption sont 

ici moine élevées que celles que nous avons observ~es pour une 

solution de lutéoloside, pourtant moins concentrée. L'absorption 

en lumière ultra-violette mesurée pour un dérivé flavonique 

étant d~e essentiellement au noyau benzo~ pyronique qu'il pos­

sède, on peut supposer que le proàuit C est un hétéroside, où 

l'aglycone entre pour une plus faible part que dans 1~ lutéolo-

aide.· 

2.4.5. SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'INFRA-ROUGE 

(Figure 1 1 ) 

Le spectre d'absorption en lumiàre infra-rouge prée:;ent( 

les caractéristiques suiv~1tes 1 

(§§) En solution dans l'éthanol à 96c, à la concentrat~on de 

12,2 mg p. 1 000 ml.. 
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l hydroxyles libres (sucres et 
phényle latéral) 

Bande à 1668cm-1 
1 carbonyle chélaté par un hy­

droxyle en 5, caractéristique 
des dihydroxy, 5-7 flavonea 

Bandee à. 1595cm-1 et 1496cm-1 

Bandes à 1437cm-1 , 1370cm-l, 
134ocm-1 et 127Qcm-1 

Bande à. 1260cm-1 

Bande à. 1170cm-1 

Bandee à. 1090cm-1 , 1035cm-1 , 

885cm-1, 855cm-1, 830cm-1, 

810cm-1
1 7~ 5 cm-1 1 680cm-1 

1 doublee liaisons conjuguées 
des noyaux aromatiques 

s hydroxyles phénoliquee des 
dihydroxy, 5-7 flavonee 

1 groupement éther-oxyde 

1 métasubstitution en 5-7 

et 660cm-1 
1 hydrog~nea aromatiques isolés. 

2 .. 4.6. CIIROf·1ATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Des chromatographies ascendantes, sur papier Arches 

302, ont été effectuées dans différents solvants. Lee valeurs 

des Rf calculées pour le produit C, consignées dans le 

•.. ·tableau 6, sont en faveur d'une structure hétérosidique • 

\ 
....._,.. 

S 0 L V A N T S 1 VALEUR DES RF 
. 1 

~~--~------------------~--~-~-----------~~--~----~~-~----~---~----------~~ 
Eau 1 0,04 

Acide acétique à 15 % s 0,10 
1 

Acide acétique à 30 % 1 0,22 

Acide acétique à 60 % 1 
0. 51 

1 

Acide acétique-acide chlorhydrique-eau 1 30-3-10 (v/v) r 0,71 

n-Butanol-acide acétique-eau 4-1-5 (v/v) 
l 

0,22 l 1 

n-Butanol-acide acétique-eau l 6-1-2 (v/v) s o, 18 

n-Butanol-méthyléthylcétone-eau 5-3-3 {v/v) 1 
. 0 ,,.35 1 

f 

Acétate d'éthyle " saturé d'eau • 0 . 
' 

TAT3I,EAU 6 : VALEURS DES RF CALCULES POUR LE PRODUIT C, APRES 

CHROMATOGHAPHIE SUR PAPIER ARCHES 302, DANS 

DIFFERENTS SOLVANTS. 

} 

) 
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2.4. 7. HYDROLYSE 

2.4.7.1. HYDROLYSE ACIDE 

380 mg de produit C porté à l'ébullition dans 50 ml de 

solution aqueuse à 3 % d'acide sulfurique pendant eix heures, 

libàre une aglycone insoluble dans l'eau, qui apparatt soue la 

forme d'un précipité jaune d'or foncé, et un sucre réducteur. 

Aglycone 1 

Le précipité séparé, lavé à l'eau glacée jusqu'à 
élimination de l'acide, puis desséché à l'étuve à 110° C, a été 
pesé 1 182 mg (soit 47,83 g pour 100 g de produit c). 

Par chromatographie sur papier dans différente solvantR 

et par son spectre d'absorption dans l'ultra-violet, cette agly-

cone a été identifiée au lutéolol. 

Noue avons noté, par ailleurs, sur les chromatogrammes, 

la présence d'une tache de lutéoloside, fait sur lequel nous re-

viendrons (2-4-10-1) •· 

Ose 1 

Le filtratneutralisé * réduit la liqueur de Fehling. 
\ 

Par chromatographie, nous avons identifié dana ce filtrat du 

glucose, qui a été dosé par la méthode de BERTRAND 1 173,5 mg 

(soit 45,59 g pour 100 g de produit c). 

* Par addition de carbonate de baryum et séparation du précipité 
de sulfate de baryum formé par filtration sur filtre sans 
cendres. 
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Le produit C est donc un glucoside du lutéolol. Si 

nous comparons les résultats de noe dosages d'aglycone et de 

glucose libérée par le produit C aux calcula théoriques établis 

pour des composés renfermant une, deux, trois molécules de 

glucose pour une de lutéolol, nous sommes amenée à lui attribuer 

la structure d'un diglucoaide du lutéolol*t 

1 & 

s GLUCOSE % & LUTEOLOL % 
--~--~~--~-~-----------------------------~---1-----------:-------------

& t 

__ :~~~~=~-=---------------------------~------!---~~~~: ___ !---~~~~~-----~ 
LUTEOLOL + 1 Molécule de glucose . 

(Lutéoloside) 

LUTEOLOL + 2 Molécules de gl~cose 

LUTEOLOL + 3 Molécules de glucose 

\ 

s 

t 

s 
s 
1 
1 

40,18 

59,01 
69,94 

2.4.7.2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

1 

t 

63,84 

Le produit C est hydrolysé par l'émulsine à 37° c. 

11 libàre du glucose. Il a donc une structure ~ -glucidique. 

*Les différences observées s'expliquent probablement par le 
caractère incomplet de l'hydrolyse du produit c. 

~ . l 
l 
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2.4. 8. ANALYSE ELEf-tENTAIRE 

Lee teneurs en carbone et en hydrogène du proquit C, 

recristallisé puis séché à 105° C, confirment la structure de 

diglucoside du lutéolol que noue lui avons attribuée 1 

1 1 
. s CARBONE % 1 HYDROGENE % ) 

~~:::::::~:-~---~-~-------~~~--~--------~--~-:---::-::·--:--~--:-~:----l 

M-~~~~~~~---~~~-~~-~--~----~-~~~~~--~---~---:~-~2~:21.-~:--~-~2:~~~---l 
THEORIE POUR 1 

LUTEOLOL + 2 glucose 

LUTEOLOL + 2 glucose, 1 II20 

LUTEOLOL + 2 glucose, 2 H
2

0 

1 

1 

1 
t 
: 
1 
t 

53,11 

51,59 

50,15 

: 
1 
1 
1 

1 

a 
1 

4, 91 

5,09 

5,26 

2.4. 9 • DETERMINATION DE LA POSITION DES GLUCOSES 

\ 
PRINCIPE 

2.4.9·.1. HYDROLYSE ACIDE MENAGEE 

~e produit C (50 mg) a été porté à l'ébullition en 

solution aqueuse d'acide sulfurique à 3% (50 ml), pendant eiz 

heures. Dea prélèvements (5 ml), échelonnée toutes les demi-

~ 

heures pendant lee troie premières heures, puis toutes les heures, 

ont permis de réaliser, après neutralisation, deux séries de chro-

matogrammee, afin d'identifier d'une part les flavonoides, d'autre 

part lee osee au fur et à mesure de leur libération. 

•' 
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Résultats 

Après une demi-heure d'hydrolyse, noua avons noté la 
présence de lutéoloside et d'une trace de lutéolol d'une part, 
de glucose d'autre part. La libération progressive du l.utéolosi­
de se poursuit, celles de lutéolol et de glucose s'intensifient. 
Après six heures, la solution·renferme du lutéolol, souillé d'un' 

. petite quantité de lutéoloside, et du glucose. 

Moins de deux heures après le début de l'hydrolyse, le· 
produit C ne peut plue ~tre caractérisé dana le milieu. 

Conclusion 

La libération de .lutéoloeide , lutéolol-7 ~glucoside, 

lors de l'hydrolyse du produit C, indique la présence en positio: 

7 d'une molécule de glucose. 

Deux hypothèses peuvent alors ~tre retenues quant à 

la position de la deuxième molécule de glucose s elle peut se 

trouver soit combinée à un autre hydroxyle de l'aglycone (en poe: 

tion 5,3' ou 4 1 ), soit fixée à l.a première par une liaison rela-

tivement plus labile ·que celle qui lie cette dernière à 1 1 e.glyc02:. 

2.4 .. 9 .2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

\ Si les deux molécules de glucose du produit C sont 

fixées en position 7, il doit ~tre possible, par hydrolyse enzy-

matique, de détacher et d'identifier un diglucoside. 

Parmi les diglucosidea mis en évidence dans les compo­
sés flavoniques, HARBORNE-1964 cite le gentiobiose (Glucose~1-6 
glucose) et le aophoroae (Glucose~ 1-2 glucose). Noua dispo~lons 
de gentianoae (trioside), sur lequel nous avons fait agir l'émul­
sine 1 il s'est dédoublé en fructose et en gentiobiose, qui lui­
m~me a libéré progressivement du glucose. L'hydrolyse par l'émul­
sine du produit C, suivie périodiquement par chromato~raphie sur 
papier, a libéré du glucose. A aucun stade de la réaction, la 
moindre trace de gentiobiose n'a pu ~tre mise en évidence. 

Il semble donc peu probable que le produit C soit du 

lutéolol-7 ~glucose-glucose. 
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2.4. 9.3. SJ1ECTRE D'ABSORPTION EN LUMIER?. 

L'étude des modifications du spectre d'absorption en 

1umièra u1tra-violette sous l'influence de divers réactifs nous 

a donn~ da pr~cieuses indicationo quant au degré de libert~ des 

hydroxyles. Le tableau 7 et 1es figures 9 & 10 rapportént lee pos 

tiona des maximums d'absorption en fonction du solvant utilisé. 

SOLVANT 
1 

• 
1 

PRODUIT C 

------------------------ ---------------------------------------1 s 
a BANDE II s BANDE I 
1~--~-~--~-~-~--~-----·----------------~ 
1 s 

Ethanol à 96° 1 242,5, 272,5 • 345 
+ Chlorure d'aluminium ' 277,5, 297,5§ 1 347,5, 385 

1 
+ Acétate de sodium 270 ' 402,5 

~+ Acétate de sodium 
t 

.+ Acide borique 
230 270 

@Y 
345 

a 
+ E.thylate de sodium 255 

. ' 408,5 
1 

M6thrmol 238 267 1 338 
\ 

d'aluminium 262§ 293§ 1 351 385 + Chlorure 275, , 
+ Chlorure d'aluminium 

262§ 293§ 
1 

+ Acide chlorhydrique 275 t 347 382 t 
1 
1 

§ .• Inflexion 

TABLEAU 7 LONGUEURS D•ONDE, en nm, AUXQUELLES SE SITUENT 
LES :t'.u\XIMUJm Dt ABSORPTION DU l?RODUIT C, . DANS 
DIVERS SOLVANTS. 

- Le d~doublement accompagn6 d'un d~placement ba.tho-

chrome da la bande I (tl= 40) en présence du chlorure dt alumi-,. 

nium indique 1a présence d'un hydroxyle libre en position 5. 
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En présence d 1 aoêtate de sodium, la bande II reste 

située à 270 nm ce qui dénote un hydroxyle oombinê en position7 • 

• A La bande I, par contre. subit, co~ne soue l'action de 1 1 éthy­

late de sodium, un déplacement bathochrome (~ ~ 57,5), qui tra-

duit la prêsence d'un hydroxyle libre en position 4'• 

- Les actions conjuguêea de l'acétate de sodium et de 

l•acide borique ne modifient pratiquement pas le speotre du pro­

duit C dans l'éthanol à 96°. Il ne possède dono pas d'hydroxyles 

libres en position ortho sur le cycle B. 

- L'étude des modifications du spectre du produit C 

dans le méthanol, à la suite de l'addition de chlorure d'alumi­

nium, puis d'acide chlorhydrique confirme l'ab~ence d'hydroxyles . 
libres en position ortho sur le cycle B : le spectre obtenu en 

-
présence à la fois de chlorure d'aluminium et d'acide chlorhy-

drique est pratiquement superposable à celui que l'on observe 

dans le méthanol pur (~igure 10). 

\ 
L'hydroxyle en 3' du produit C n'est donQ pao 11.hre. 

- La stabilité du spectre en présence d'éthvlate de _ 

. SOdium dénote l'absence èimultun6é de deux hydroxyles librP.A en 
-------.. 

position 3 et 4 1 ~ . 

Il semble donc que le produit C, que nouo avons proposé 

en 1961 d'appeler glucolutéoloaideJeerait un lutéolol - 7 }b glu­

cose - 3' ~ glucose. 
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'\· 

2 • 4. 1 0 • DERIVE ACETYI,E 

2.4.10..1. PREPA-l1ATION 

Noua avona utilisé la technique indiquée par Madame 

HAAG-1964, déjà employée pour la préparation du dérivé acéty16 

du lutéolol (chapitre I, 2.2. 9.1.}. 

143,5 mg de produit C ont conduit à 211,1 mg de dérivé 

acétylé (soit un rendement de 83,7 %), qui a êtê recristallisé 

dana l'éthanol à 60° et eéchâ à 170° c. 

2.4.10.2. PROPRIETES 

- Point de fu.sion instantl.".né a 218-219° C. 

Solubilité 1 

Le dérivé est peu soluble dans l'eau distillée à + 4° C 

ou 1' éthanol fort, soluble dans 1' éthanol à 60°~, à oha.ud dav-anta.­

ge qu'à froid• 

- Réactions colorées 1 
\ 

Les observations faites à propos du dérivé acétylé du 

lutéolol sont vraies pour celui du glucolutéoloside (chapitre I, 

2.2. 9.2.). 

- Chrom~toeraphie sur papier 1 

Les Rf du dérivé acétylé dana le mélange de Partridge 

et dans l'acide acétique à 15 % sont respectivement de 0,87 et o. 
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- Analyse ~l~mentaire a 

Lee résultats de l'analyse élémentaire sont tr~s procheE 

des valeurs théoriques calculées pour le dérivé totalement acétylÉ 

du lutéolol - 7 glucose - '' glucose 1 

1 TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT DRUT 

·----~----~--------~~-~-------~-~-~--~~~-• . 1 
a CARBONE a HYDROGENE 

1 ,. ·-----------------------~----~-~----~-~~-~--~ ~------------------. 1 . 1 

PRODUIT C 
a a 
1 
1 

a 
1 

4,86 

----------~~---~------•------------------~~-~~------------~-~~~ 
1 

THEORIE CALCULEE POUR a 
LE DECACETATE DE a 
LUTEOLOL - 7 glucose a 
3' glucose r 

1 

• 

54,75 

1 
1 

• 
1 
& 

4,85 

\Spectre d 1 absorption en lumiôre ultra-vioJ_ette 

0 . 
Dans l'êthanol à 96 , le spectre d'absorption en lumière 

ul. tro.-violette du dérivé ~c~tylé du glucolutéoloside prée.ente dea 

maximums d'absorption aux m~mes longueurs d'onde Q 304 nm et 

1 

257 nm que les dérivés acétylés de son aglycone, le lut~olol, du 

7-monoglucoside de ce dernier, le lutéoloside, et que la flavone. 

Nous avons donc préparé le dérivé totalement acétylé du glucolu-

téoloside (Figure 12). 

CONCT,USION 

Noue avons isola un nouvel hét~roside d.a flavonique, la 

elucolutéoloside, pour lequel nous proposons la structura suivante 

lutéolol 7 ~ glu~oae - 3' ~ glucose~ structure non encore signalée 

l notre connaissance. 
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2.5. PRODUIT Y 

Le produit Y cristallise en fines aiguilles jaune p~e. 

2.5.1. POINT DE FUSION 

Le point de fusion instantan6 du produit Y se situe à 

2.5.2. SOLUBILITES 

Le produit Y eat peu soluble dana l'eau à froid. A 

100° C, il s'y dissout dana lee proportions d'environ 0,035 %. 

Il est assez soluble dana l'éthanol de faible titre (éthanol à 

50° a 0,6% à froid, 2,~% à l'ébullition)·et tr~s soluble dans 

l'éthanol à 96° et le m6thanol tant à froid qu'à 1'6bullition, 

Il est également tr~e soluble dans la pyridine. 

2.543. REACTIONS COLOREES 

Une aolution du produit Y ae colore en jaune, par 

addition de soude, de potasse ou d'ammoniaque et en brun vert 

par addition de perchlorure de ~er. 
' 

\ , . . 
Le nitrate d'argent ammoniacal·est redu~t lentement à 

froid, rapidement à chaud. 

La réaction "di te de ~a cyanidine" donne une colol'a.tion 

orangée, caractéristique des flavonoides. 

En lumi~re de Wood, le produit Y émet un~ fluorescence 

brun violet, qui vire au jaune brillant en présence da chlorure 

d'aluminium. 

La réaction de NOMURA modifiée, appliqu8e à 2 mg du 

produit Y, a pour résultat une coloration jaun~ pâle du milieu, 

dans lequel apparatt un précipité blanchdtre. Aprèa une heure, 

le milieu est devenu orang6. Un témoin sa~s dérivé Y se comporte 

de façon tout à fait comparable. Le produit Y paraît donc ne pas 

pooséder de groupements hydroxyles en position ortho, 
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2.5.4- SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET 

Le spectre d'absorption en 1umière ultra-violette du 

produit Y * présente dea maximums (bandee I et II) à dea 1ongueur 

d'onde caraotérietiquee du groupe dea flavonoidea (Figure 13 ). 

I1 est comparab1e à ce1ui de ·1·' apigéno1 5, 7, 4 '-trihydroxyf1a- i 

vone 1 

1 1 ) 
. 1 BANDE II ()\en nm) 1 BANDE I ( )'\ en nm) ) 

1 1 . ) 

-;~=~=~:-;---:-----------;;~----------:----------;~~-----------l 
. 1 . 1 

-~:~:~:=~----:-----------;~;----------:~---------;;~-----------1 
. 1 (JÛRD-1964) 1 -(JURD-1964) ) 

1 t ) 

2.5.5- CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Noua avons réalfeé.dea chromatographies al!oendantea sur 

papier Arches 302 dana différents ao1vanta. Lee valeurs des Rf, 
·, 

calculées pour 1e produit Y sont en faveur d'une structure hét6-

rosidiqu~ (Tab1eau 8 ). 

'-r'' 
S 0 L V A N T S 1 VALEUR dea Rf 

1 . . 

----~----~---------~-----------~----------------------- -------~---~---. 1 

Acide acétique à 5 % 
Acide acétique à 15 % 
Acide acétique à 60 % 
Acide acétique-acide ch1orhydrique-eau 1 30-3-10 

n-Butano1-acide acétique-eau 1 4-1-5 (v/v) 

n-Butano1-acide acétique-eau t 6-2-1 (v/v) 

n-Butanol-méthyléthylcétone-eau 1 5-3.:.3 (v/v) 

Benzène-acide acétique-eau 1 125-72-3 (v/v) 

(v/v) 

1 
1 
a. 
1 
1 
1 
• • 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

0,06 

0,15 

0,72 

0,82 
. 0,60 

0,59 

"" 
0,73 

0,79 
J 
) 

TABLEAU 8 1 VALEURS DES Rf CALCULES POUR LE PRODUIT Y EN CHROI~ATO­
GRAPHIE ASCENDMlTE SUR PAriER ARCHES 302, DANS DIFFERENTS 
SOLVMlTS. 

(*> En solution dans l'éthanol à 96o, à la concentration de 4,32 mg Pour 
1000 ml.. 
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2.5.6. HYDROLYSE 

2.5.6.1. HYDROLYSE ACIDE 

Le produit Y, porté à l'ébullition en solution aqueuse r 

à 3 % d'acide sulfurique pendant 4 heures, libàre une aglycone 

(56,54 %), insoluble dans l'eau et un sucre réducteur (37,69 %). : 

Aglycone 

Son étude par chromatographie eur papier (Tableau 9 ) 

et par apectrophotométrie dana l'ultra-violet (Tableau 10-

Figure 15) a fait apparattre eon identité avec l'apigénol. 

1 VALEUR DES Rf 
·------------1-----~----

S 0 L V A N T S . : AGL~goNE : APIGENOL ~ 
1 PRODUIT Y 1 ) 

-~~::-~:~~:::-:-;~-;--------~~------~-------~---~:;;-----~~:;;! _____ ! 
Acide acétique-acide chlorhydrique-eau a 1 0,73 t0,7210,83§§) 
30-1-3 (v/v) t 1 ) 

1 

n-Buta.nol-acide\acéti~ue-eau t 4-1-5 (v/v) : 0,88 :0,85~0,89§§~ 
n-Butanol-acid~ acétique-~au t 6-1-2 (v/v)· 

1 
0 • 88 : 

n-Butanol-méthyléthylcétone-eau t 5-3-3 (v/v) 0,96 

~ 
Acétate d'éthyle saturé d'eau . : 0,94 : 

Benzène-acide acétique-eau : 125-72-3 (v/v) 
1 

0,33 
1
0,33§§ 

1 t . . 

-----------------------------------------------1------------:----------
§ TORCK-1970 ; §§ HARBORNE-1962 · 

TABI1EAU 9 1 VALEURS DES RF, CALCULEES POUR L' AGLYCONE DU PRODUI'I 
Y ET L t APIGENOL, APRES CiffiOMATOGRAPHIE SUR PAPIER 
ARCHES 302, DANS DIFFERENTS SOLVANTS. 



" 
( J ~ -~: - ~ - --- -- ~ - ~ -~ 

( 1 AGLYCONE DU .PRODUIT Y c .Al'IGENOL ) 

f SOLVANT :----;:;;;-~~-----------;-~~~~-;---:------;:;~;-;;------:-----------;:;~;-;----------
~ : 1 1 1 

~-:::::::-:-:::-----:-:~:-------------------;-~:~-~-----:--::::-=-::::::-----:-~:::-.-:~::::-.-:::::::------
~ : : , : r 

1-~::::~-~-;~:--:~-:-:~~~:=:~:~:;::~~~:=~::T~::~-:::--:--::-=-:~:::::-----:-:::~-~::::~-:::::::::::---~· 
~~:::::_~~~::~=~::-----------------------~-~---------:--------------------:----~.-----------------------l c . . . 

Ethanol. à 96 + s 1 ~ a r . 
• 2 .277 5 1 305~-365 : 278* - 271 **** ' : . 350**** ) 

~
Acétate de sodium ' 1 ~ a r · a . 
-~----~---------~--1~----~~---~------------J---~-------·--------------------:-----~-~--------------------

( Ethanol à 96 c + 1 1 1 1 . ) 
( 1 1 1 : ) 

(Acétate de sodium 1 240 - 271 1 341 : 269**** : 336* - 341**** ) 
( • 1 1 1 ~ 

~
+ Acide borique • 1 · s 1 . 1 . 

-------------------:------------~----------J------~----:--------------------1-----~---------~------------) 
( c l 1 §. 1 : ) 

( Ethanol à 96 + : 230 - 279 : 335 -408 1 2.77**** . : 397* - 404**** . ) 

f::::~:::_::_:::~::_: _______________________ ~-------~---: ____________________ : ____________________________ j 
~ . ) 
( . § Inflexion s * HARBOR...~E-1967 ; *** JURD-1 969 ; ) 
1 

** SKRZYPCZAKOWA-1968 ; **** TORCK-1970. 
-~ 

.... , :"":, 

\.r;, q 
'T.A:9JJ3AU 10 1 LONGUEURS D•ONDE, en nm, POUR LESQUELLES L'AGLYCONE DU PRODUIT Y PRESE..""fTE 

DES MAXHWMS D'ABSORPTION EN LUMIERE ULTRA-VIOLETTE, D.fu.~S Dr/ERS SOLVANTS. 
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Dana ~e eurnagean~ de l'hydrolysa~, nous avons mis en 

évidence du glucose, par chromatographie sur papier. 

2.5.6.2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

10 mg de pro~uit Y, sous l'action de l'émulsine, libère: 

5,40 mg d 1 aglycone e~ ,,6 mg de glucose. C'est donc un glucoside. 

Lee résultats dea dosages dea produits d'hydrolyse 

du produit Y (apigénol et glucose), lora de ces deux expériences,. 

fon~ appara~tre ce dérivé comme un monoglucoside d'apigéno~ 1 

. . ~u 
LILL 

1 GLUCOSE ~ : APIGENOL % ) 

--~-----------------~-~------~--~---~--~-~·-~---- -~~---~----1------------) ' . ) 
PRODUIT Y 37,69 1 56,54 ) 

.. • 

-----~--------------------------------------~-~--
APIGENOL + 1 Molécule de glucose 

APIGENOL + 2 Molé~ules de glucose 

2.5.7. ANALYSE ELEMENTAIRE 

36 : 54 

-------~~--~--------~--~ 

41,66 

60,60 

s 
c 
s 

. t 

62,5 

45,45 

Lee teneurs en carbone et en hydrogène du produi~ Y, 

recristallisé puis séché à 105° C, confirment la structure de 

monoglucoside d'apigénol que noue lui avons attribuée. 

1 TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT 
1-----------------------------------------

<--------------------~-----------~:-------:~~~~~------!-----~=~~~~~N-E_ )~ ( . -............ ... 
( PRODUIT Y : 57,43 : 4,86 

~(--------------------------------s-------2lL2~--------·--------2L~1 ) . --------~) 
THEORIE CALCULEE POUR 1 1 ~ 

( APIGENOL + 1 glucose : 58,'37 ; 6 ~ 4, 2 
APIGENOL + 2 glucose 1 54,54 5,05 

1 
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2.5.8. DETERMINATION DE LA POSITION DU GI,UCOSE 

Les modifications du spectre d'absorption en lumière 

ultra-violette, sous l'influence da divers réactifs sont consi-

gnés dans le tableau 11 •. De leur examen (Figura 13), nous pouvons 

déduire que le ~reduit Y possède 1 

- un hydroxyle libre en 5 : dédoublement et effet bathochro­

me, b. • 50, de la bande I, sous l'action du chlorure d'aluminium, 

- un hydroxyle libre en 4 1 : effet bathochrome sur la bande 

.I, A • 10 et 69 J respectivement sous 1' action de 1 1 acétate et de 

l~éthylate ae èod1um, 

- un hydroxyle combinê en 7 i la bande II ne change pas de 

position, sous l'effet de l'acétate de sodium, 

- la stabilité du spectre en présence d'éthylate de sodium 

indique que le produit Y ne p'ossède pas à la :fois deux hydroxy]~ 

libres en 3 et 4' 1 

- L'acétate de sodium et l'acide borique ne modifient en 

o· 
rien le èpectre du produit Y dans l'éthanol à 96 , 

• Le spectre du produit dans le méthanol ne se t~ouve pas 

sensiblement modifié par addition à la fois de chlo~e d.' alu--­

minium et d'acide chlorhydrique (Figure 14 ) • 

Ces deux dernières observations traduisent 1 1 abs~nce 

go deux hydroxyles conjueués en position ortho sur le c;ycl~. 

fait non surprenant puisque l'apigénol est une 5-7-4' trihydroxy 

flavone. 
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Le produit Y se présente dono comme le 7-~ monoglu­

coaida de l 1 apig6nol. 

PRODUIT y 

1 
---~-----~----~--~---~---------• s SOLVANT 

1 BANDE II . 1 BANDE I 
1 1 

----~---~-~~~--~---~--------- -----~--------- ---------------• a . 
Ethan.ol ê. 96 ° 1 270 1 340 

1 1 
---~-----------~--~---------- -~------~------ --------------~ . • 1 . 

Ethanol à 96° 

+ Chlorure d'aluminium 

----~------------------~-----
Ethanol à 96° 
+ Acétate de sodium 

-----------------------------
Ethane-\ à 96.0 

+ Acétate de sodium 

+ Acip.e borique 

-----------------------------
Ethanol à 96 ° 
+ Ethylate de sodium 

• 
1 
1 
l 

$ 

• 

217,5 
232,5 § 

275 
300 

1 

• 
1 

1 
1 
1 

345 
390 

------~~-------~-----------~-~-.--.. 
272,5 ~ ijU 350 

· t· l..a.u: 
1 

----~----------1---------~----~ 

270 

1 
t 
1 
1 
a 

340 

---------------:-----------~---
256 
267 § . 1 

1 

409 

M;;h~~ï---------------------=-----~67-------ï------334 _____ _ 
1 1 

-----------------------------ï---------------.------------~--
Métbanol + Chlorure d'algT&; 1 276, 298 1 346, 382 

----~------------------------1---------------:---------------~ rr.étho.nol + Chlorure d' alumi- 1 276 298 1 342 3 2 l 
~=~~-:-~~=~~-~:=~~~:=~=~~~---!----~-~--------~~-----~- 8 . -----------"' § 1 Inflexion 

TA BI1P.AU 11 1 LONGUEURS D' ONDE • en nm, POUR LES QUELLES LE 

PRODUIT Y PRES:~HTE DES l~AXIMUHS D'ABSORPTION EN 

LurUERE ULTRA-VIOLETTE, D~"'fS DIVERS SOLVANTS. 
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2 • 5 • 9 - DERIVE ACETYLE 

2 • 5 • 9 • 1. PREPARATION 

Nous avons utilisé la technique indiquée par }~dame 

HAAG-1964, déjà employée pour la préparation du dérivé acétylé 

du lutéolol (Chapitre I-2-2- 9 -1). 146,5 mg de produit Y ont 

conduit à 217,5 mg de dérivé acétylé, (soit un rendement do 

93,46 %), qui a été recristallisé dans l'éthanol à 50°. 

2.5.9.2- PROPRIETES 

Point de fusion instantané s 224-225° C. 

- Solubilités 1 le dérivé est peu soluble dana l'eau 

distillée à + 4° C ou l'éthanol fort, soluble dans l'éthanol à 

50°, à chaud davantage qu'à froid. 

- Réactions colorées 1 les observations faites à pro-

poe du dérivé acétylé du lutéolol (Chapitre I-2-2- 9-2) sont 

vraies pour celui du produit Y. 

- Analyse élémentaire 1 lee résultats de l'analyse 

élémentaire sont tràe proches dea valeurs théoriques calculées 

pour le dérivé totalement acétylé de l'apigénol -7 glucose 1 

1 

1 

1 
1 

.......:__.-
TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT 

BRUT . l 

) 

' 1---------------~----------------------l 1 1 

-----------------------:---~-~~~~~~~------: _____ :~~~~~:E . 1 . 1 -------

Produit Y acétylé 
: 
1 
1 

57,43 
57,54 

1 

1 
1 

4,86 

, 5,07 

----------~------------1------------------s---------------~---
1 Théorie calculée pour 

l'hexacétate d'apigénol: 57,89 
1 
1 
1 
: 

4,67 
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- Spectre d'absorption en lumiàre ultra-violette : 

dana l'éthanol à 96c, le spectre d'absorption en lumiàre ultra­

violette du dérivé acétylé du produit Y présente dea maximums 

d'absorption aux m~mea longueure d'onde 1 304 nm et 257 nm• que 

la flavone (Figure c 16) • 

CONCLUSION 

Le produit Y. que noue avons isolé de la Gaude, 

JACQùiN-DUBREUIL-1967- , est de l'apigénol-7 glucose. Les 

résultats que noua avons obtenue, comparée aux données de·la 

littérature pour le cosmoeiine, apigénol-7 glucose, (Tableau 12), 

isolée de Cosmos bipennatua par NAKAOKI.en 1935, font apparattro 

l'identité de cee deux dérivée. 

\ 



' 1 

1 

PRODUIT Y ' 1 
1 

COSMOSIINE 

-----------------------------~------ ---------------- ------~-----------------------------------~--------
Rf a acide acétique à 15 % 

solvant de Partridge 

n-butanol-acide acétique-eau 1 

6.1 .2. (v/v) 

o, 15 

0,60 

0,59 

0,33-0,34 

0,54-0,56 

*** 

*** 

J 0,28 ***** 

0,59 ***** 

0,60"***** 

SPECTRE Dk~S L'ULTRA-VIOLET 

( À max. en nm) 
__,... 

Ethanol. à 96c 210 a 340 1 270;341** -269a340*** -268;333**** 

+ Chlorure d 1 al.umini um 275,300;345,390 f 281,301 J 347,386**- 277,298; 343,382*** 
: : 276,300 ; 348,386**** ) 

+Acétate de sodium 1 272,5 ; 350 ; 270;344** -270;343***- 267;355;387**** )-

l 
~+ Acétate de sodium 1 

1 ~ 
{+ Acide borique 1 270 ; 340 a 268;340*** -267;340**** ) 

1 1 
+ Ethylate de sodium a 256,267 ; 409 1 270;403** -277;388*** -245,269,301 ; 386**** ) 

(------------------------------------:----------------:---------------------------------------------------~ ( ) 
** CHALLICE et Coll.-1968- 1 *** TORCK-1970- 1 **** ~~RY et Coll..-1970 1 

***** CHABANNES-1970-. 

TABLEAU 12 1 TABLEAU CO!"lP ARA TIF DES VALEURS OBTENUES POUR LE PRODUIT Y ET POUR LA COS.f'.tOSIINE • 

' 

) 
) 
) 
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2.6. PRODUIT X1 

Noua n'avons pas réussi à isoler le produit x1 pur. 

Néanmoins, après hydrolyse d'un mélange de produit x1 et de glu­

colutéoloside, en solution aqueuse à 3% dans l'acide sulfurique 

pendant cinq heures, nous avons caract~ris~, par.chromatographie, 

du lutéolol, provenant du glucolutéoloside 1 et de l'apigénol, qui 

ne peut dériver ~ue du ~roduit x1. 
D'autre part, l'analyse chromatographique dea sucres du 

produit d'hydrolyse n'a permis de mettre en évidence ~ue du 

glucose. 

Le produit x
1
. apparait donc comme un glucoside de l'api-

géno1. La valeur de son Rf dana le solvant de PARTRIDCE (0,26) 

laisse supposer qu'il s'agit d'un dig1ucoside~ 

\ 
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3. DISTRIBUTION DES FLAVONOIDES DANS LES DIFFERENTS 

ORGANES DE LA GAUDE 

,.1. Préparation du mat6riel v6gétal utilisé 

La Gaude a ét~ réco~tée à deux époques de son dévelop­

pement 1 au moment de la floraison (début Juin) et lors de sa 

fructification (début Juillet),d~s la population d'un même champ 

Afin d'apprécier l'effet d'hydrolyse éventuel consécu-

tif à la conservation de la plante par dessiccation, nous avons 

chaque foie réparti la récolte en deux lots s l'un directement 

séché sous abri et à l'obscurité, l'autre soumis, dès la cueil-

lette, à une "stabilisation" par la vapeur d'eau sous pression 
1 • 

(huit minutes à 110° C), selon la technique de GORIS et ARNOl~D 

-1907-, avant d'~tre séché. 

Au terme de ces opérations, les divers organes t ra-

cines, tiges, fleurs, fruits et axes d'inflorescence des fleurs 

et des fruita des plantes constituant chaque lot ont été séparés 

et trait~s selon le procédé d'extraction rapporté ci-après. 

3.2. Préparation des extraits 

Un gramme de chacun des organes, préalablement pulvé-

risé, est épuisé à l'ébullition pendant une demi-heure par 25 ml 

d'éthanol.à 60°. Après séparation da la colature par essorage, 
• 1 

la poudre est traitée à nouveau dans les m~mes conditions 1 on 

obtient ainsi deux teintures que l'on ne mélange pas, la deuxième 

servant à vérifier que l'épuisement de la drogue a été r~alisé 

totalement ou presque par le premier traitement. 
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'·' • Mise en êvi.dence des fle,vonoïdea 

Chaque extrait d'org~le a été soumis aux tests dea 

réactions colorées suivantes, plus ou moins spécifiques des 

dérivée flavoniques 1 

coloration jaune intense de la teinture additionnée 

de quelques gouttes de soude, de potasse ou d'ammoniaque, 

coloration en brun rouge par addition de perchlorure 

de fer, 

réduction de la liqueur de Fehling, 

- sur un papier filtre imprégné de liqueur et séché, 

formation d'un complexe jaune en présence de chlorure d' alund.nium. • 

Afin d'apprécier comparativement la teneur en dérivés 

flavoniques des différents organes, nous avons effectué sur 5 ml 

qe teinture la réaction dite de la cyanidine, suivant la techni­

que rapportée ci-dessus (2.1.1.2.1.). 

\ ,.4. Analyse du contenu flavonigue 

A chaque extrait d'organe, nous avons appliqué la chro­

matographie descendante sur papier Arches 302 (§), à raison de 

. , 

{§) Des essais comparatifs effectués avec les papiers Arches 
301 et Arches 302 ont fait apparaître une meilleure sépa­
ration des dérivés flavoniques de la Gaude av·ec le deuxième. 

,. 
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20 /ul de teinture par tache, comparativement au m@me volume 

de solution t~moin à 1%o de lut~olol ou de lut~oloside. La 

migration du solvant de Partridge . • n-butanol-acide ac~tique­

eau 1 4-1-5 (v/v) sur 43 cm dure de 16 à 18 heures pour dea 

temp~ratures variant de 18 à 24° c. 

Apr~s a~ohaee à l'air, les chromatogrammes sont révé-

l~s par la lumière de Wood, qui fait appara!tre des fluorescences 

violettes ou brunes, virant au jaune brillant après pulv~risation 

d'une solution de chlorure d'aluminium à 5% (p/v). En lumière 

visible, la pulv~risation d'une eolution-~thanolique d'hydro-

xyde de potassium à 5 % (p/v) fait appara!tre des tachee 

jaunes. 

Les r~eultate consignés dans le tableau13 entratnent 

\ 
les remarquee suivantes 1 

Tous lee organes de la Gaude renferment des d~riv~e 

flavoniques 1 les fleura sont lee organes lee plue riches. Loa 

feuilles en contiennent également une quantité non négligeable, 

quoique un peu moindre. La teneur des fruits est inférieure à 

celle des feuillee, celle dos tiges, relativement faible, quant 

aux racines, on n'en peut extraire que des tracee. 



PLANTES EN FLEURS (début Juin) PLANTES EN FRUITS (début Juillet) 

Glu co- Réaction Glu co- Réaction 
lutéo- Lutéo- Produit Produit de la lutéo- Lutéo- Produit Produit de la 
loside loside Lutéolol y X1 cyanidine loside los ide Lutéolol y x 1 cyanidine 

Racines séchées traces. + 0 traces + + , traces + 0 traces + + - -
stabilisées traces + o. traces + + traces + 0 traces + + -

Tiges séchées + + + 0 ~~+ ± + + ± + + 0 + + + - + 
stabilisées + + + 0 + :!: + + ± + + + + + + 

Feu ill es séché es + + ++++ + +++ + + +++++ + + ++++ + + + ~ + + +++++ - -
stabilisées + + ++++ + +++ + + +++++ + + ++++ + + + ± + + +++++ - -

Fleurs séchées +++ +++++ + + +++ + + +++++ ++++ + ++ +++ + + ++ + + ++ + ±. .... + + +++ 
stabilisées +++ +++++ + + + + + 1-++ ...... ++++ ++++++ + + ++ + + ++ + ±• + + + + ++ 

Axes d 'infloresce nees 
en fleurs séchés + + + + + + + +· + • + ++ :!: • +. + • ++++ -

stabilisés + + + + + + + + +. + ++ :!: • +. ! • + + • - -
Fruits séchés + + + + ... + ±· + + + + + + + + + i 

stabilisés ++ + + + :!: 'f-·+:!: + + + + + 1 

i 
Axes d'inflorescences 

i en fruits séchés + + + + + + + + 
stabilisés + + + + + + + -

. • Lors de la récolte du mois de Juillet, un certain nombre de plantes n'étaient pas complètement en fruits: 
J'extrémité de la grappe portait encore des fleurs; nous avons séparé cette partie de 1 'inflorescence-

----

'- tG\ 
d d 'ff, \fSf/1 ''d es 1 erents avono1 es de la Gaude, Tableau 13- Distribution 

en fonction de ses organes_ 

/ 
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- Quelque soit l'organe étudié, le lutêolosida coneti-

tue la majeure partie des dérivés flavoniques extraits. 

Le lutéolol n'est caractérisé à l'état libre qu'en 

faibles proportions J lee racines et les tiges n'en renferment 

pas. 

Le gluoolutéoloside, lee produits Y et X1 représentent 

dea quantités non négligeables de la masse flavonique totale 

extraite de chacun dea organes de la Gaude, en particulier en 

ce qui concerne la substance Y. 

-La dessiccation naturelle ne parait pas entraîner d'hy~ 

drolyae appréciable des hétérosides t les résultats obtenus pour 

lee organes simplement séchée et pour ceux qui ont été préala­

blement stabilisée sont sensiblement identiques.(§). 

4. LOCALISATION HISTOI,OGIQUE DES FI,AVONOIDF:S 

La présence de dérivés flavoniques dana tous les orga-
\ 

nes de la Gaude nous a incitée à tenter de préciser leur locali-

sation histologique. Deux types de techniques peuvent ~tre envi-

sagées. Les unes consistent à séparer mécaniquement les tissus 

différents avant d'en faire les analyses chimiques TRONCIŒT-1967-

TISSUT-1969-. Ces procédés requi~rent un matériel végétal qui se 

prate, grâce à sa rigidité et à sa forme, au prélèvement dea 

diverses fraotione tissulaires, auxquelles néanmoins une fa.ible 

épaisseur du tisou adjacent se trouve toujours malée. 

A la sui te de DELAVEAU-1968- et de GUERIN, DEI.AVEAU 

et PARIS-197~-, noua avons préféré faire appel à l'obse!~ation 

microscopique en lumière ultra-violette de coupes hiatoloeiques. 

( §) Tout au moine dana les conditions dan.s lesquelles noua avons 
opéré, quelques heures ayant pu s'écouler entre la cueillett~ 
des plantes dana la campagne et leur"stabilisation"en 
laboratoire. 
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4.1. Counes anatomiaues 

Les premières coupes que nous avons réalisées au mi-

crotome à congélation avaient pour épaisseur 30ju •. Elles se sont 

avérées trop minces, les cellules apparaissant vidées de leur 

contenu• Noue avons choisi d*exécuter lee coupes à main lev6e. 

4.2. Coloration 

La fluorescence brun violet propre aux dérivée flavo-

niques de la Gaude en lumière de Wood ne peut ~tre décelée sur 

lee coupee histologiques simpl.ement montées dans du glycérol 

dilué. 

Dans cee conditions, on observe seulement une fluores­

cence vert cru due aux parois cellulaires c8toy~nt une fluoree-

cence rouge due à la chlorophylle présente dans les parenchymes 

corticaux et foliaires, ainsi que dans les rayons cibro-vascu-

laires. 

\ Le chlorure d'aluminium fait virer au jaune brillant 

la fluorescence des dérivée flavoniques, lee rendant plue faci-

lament et plue sélectivement décelables. 

Noe premiers essaie avec une solution à 5 % dans 

l'éthanol à 90c ont mie en évidence une diffusion très rapide 

des produite colorée hors dao cellules, rendant l'analyse den 

coupee extr~mement difficile. La grande solubilité dea flavonee 

dans 1 1 alcool expliqu.e probablemement ce fait • Nous avons donc 

utilisé une solution aqueuse de chlorura d'aluminium à 5 %, dans 
~ . 

laquelle les coupos sont plongées un cou1~ instant, avant d'~tre 

~ ! 
1 ' 

1 ' 
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rapidement mont~ee dans du glyc~rol dilué dana l'eau. Noua avons 

en effet noté que la pr~aenoe du glycérol rend la fluorescence 

beaucoup plus brillante que l'emploi de l'eau seule. 

4.,. Observation microscopique 

Microscope Leitz équipé pour la fluorescence. 

Filtre d'excitation 1 B. G. 12. 

Filtre d'arrêt 530. 

Grossissements a x 40, x 100, x 250. 

4.4. Interpr~tntions 

Des coupes transversales et longitudinales ont ét~ 

réalisées dans les différents organes de la Gaude, à des moments 

successifs de son développement 1 avant l'apparition des fleurs, 

pendant la floraison et pendant la fructification (Photos 2 à 6). 

Noua avons observé que a 

\ 
4.4.1- La fluorescence jaune vif caract~ris- · 

tique des dérivée flavoniquea se situe au niveau du contenu 

cellulaire. 

4.4.2- Les cellules qui présentent cette 

fluorescence appartiennent à dea tissus bien précis 

- épidermes dea tiges, dea feuilles, des p~talea et du 

péricarpe 

endoderme dea feuilles 



Photographie 2 -(x100) Photographie 3 -(x250) 

Photographies 2 et 3 1 Mise en évidence par fluorescence des flavonoidos 

dans la moëlle de tige de Gaude. 

En 2 1 coupe transversale 

\ 

Photographie 4 -(x40) 

Photoernphies 4.5 et 6 : Mise en 

~vidonce par fluorescence de 

flavonoides dans l'épiderme (4 et 5) 

et l'endoderme (4 et 6) de 

la feuille de Gaude 

En 3 a coupe longitudinale 

Photographie 5 -(x250) 

Photographie 6 -(x100) 
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-zone externe du parenchyme médullaire dea tiges (§). 

4.4.3- La présence de dérivés flavoniquea 

dans les tissus internes que sont l'endoderme de la feuille et 

le parenchyme médullaire de la tige de Gaude, fait constaté é~~-

lement chez d'autres plantes par GUERIN et Co11.-1971-1 ne peut 

justifier le r51e d'écran sélectif qu'on leur attribue parfois. 

TRONCHET-1967-. Quel r81e jouent-ile donc ici ? 

4.4.4- La teneur en flavonoides d'un m~me 

organe à différentes périodes du développement de la plante ne 

semble pas varier. En fait, elle est difficile à estimer avec 

précision 1 l'oeil ne mesure guàre l'intensité de la fluorescence. 

De plus un nombre non oontrOlê de cellules renfermant dea dérivée 

flavoniques sont détruites lors de la confection des coupes. 

Néanmoins, la localisation histochimique des dérivés 

flavoniquea explique la richea~e relative des feuilles et dea 
\ 

fleurs, dont les épidermes représentent une proportion importante 

de l'ensemble des tissus. 

(§) Les plages fluorescentes qui apparaissent au niveau dea 
parenchymes sous épidermiques dans les feuilles semblent dues 
à une certaine diffusion à partir des ce~lules de l'épiderme. 

L'absence de toute trace de fluorescence jaune vif sur les 
coupes de racine s'explique probablement par la faible teneur 

·de ces organes en dérivés flavoniquea. 



C H A P I T R E 

II 

DOSAGE DES PRINCIPAUX FLAVONOIDES DE LA GAUDE. 

' \ 
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La chromatographie sur papier nous a permis de mettre 

en évidence une très in~gale r~partition dea compos~e flavoniques 

dans l.es divers organes de l.a Gaude (Tableau 1:5 ) • 

Aussi, avone_noue cherché à vérifier cette observation 

en la pr~cisant par des donn~ee quantitatives,afin de suivre l'évo. 

lution respective de chacun des flavonoides dans lee divers or-

ganes de l.a pl.ante racines, tiges, feuilles et inflorescences. 

Pour cala il ~tait nécessaire da poss~der une technique de dosage 

précise, suffisamment simple pour pouvoir s'appliquer en série 

aux extraits complexes que l'on peut facilement préparer par 

épuisement de la plante par un sol.vant convenablement choisi. 

Noue exposerons dans ce chapitre, la mise au point de 

cette technique at les résultats obtenue. 

1. DIVERSES METHODES DE DOSAGE DBS FLAVONOIDES COURAI·l---
MENT EMPLOYEES 

Lee dérivée flavoniquee sont dosée par dea procédés 

très vari~e. 

Lee une utilisent certaines propriét~e physiques des 

flavonoidee 1 fluorescence naturelle dana dea techniques flue-

rométriquee_SHOSTAKOVSKII et Coll.-1962-,abeorption de la. lumiôre 

à des longueurs d'onde caractéristiques dana des techniques epee-

tropho.tométriquee.PORTER et Coll. -194 7- • 
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La présence de fonctions phénoliquea dana la structure 

des composés flavoniques permet d'autre part un certain nombre 

de réactions chimiquea.DELAVEAU et Coll.-1966- qui conduisent à 

la formation de dérivés colorée se pr~tant à des mesuree cole-

rimétriques. Les chélates obtenus avec des sels d'aluminium sont 

les plus fréquemment utilisée. 

On a également recoure aux propriétés réductrices dea 

flavonoides vis-à-vis de solutionsde phosphomolybdata et de 

tungstate de sodium.TANGUY et Coll.-1969- ou de ferricyanure 

ferrique.MICHAUD et Coll~-1966- • On masure alors l'intensité 

des colorations bleues que communiquent aux solutions ces dérivés 

sous leurs formes réduites. 

Tous.cee procédés de dosage sont largement utilisés 

Par les différente auteurs. Il faut remarquer néanmoins que, 

selon les conditions de leur emploi, les infor~ations qu'ils 

apportent sont plus ou moins complètes r si on les applique à 
\ 

des extraits végétaux simplement purifiés, qui sont, à de rares 

exceptions près.MC CLURE et Coll.-1970-,des mélangea de flavo-

noidee, on procède seulement à une évaluation globale du contenu 

flavonique du matériel étudié-DELAVEAU-1967,PARIS et Coll.-1968, 

TANGUY e~ Coll.-1969,TISSUT-1969,DURET et.Coll.-1970, LIPFERT et· 

Coll.1970• Dans le cas partic~lier o~ ynQ aglyQon$ et .und~ ~es 

hétérosides sont les seuls composée flsvoniques de la solution à 

doser, on peut indiquer leurs teneurs respectives en comparant 

les résultats obtenus avant et après hydrolyse-PISLARASU et Coll. 

-1969-. 

Dans tous les autres cas, l'estimation singulière d'un 

ou de plusieurs flavonoidea présenta dans le matériel étudié doit 
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~tre précédée d'une séparation de ceux-ci. A ces fins les tech-

niques chromatographiques, tant sur papier que sur couche mince 

ont été abondamment utilisées. Il e 1 agit ensuite d'appliquer aux 

différente composée isolée l'un des procédés de dosage rapportés 

ci-dessus. 

On peut alors choisir entre deux types d.e techniques 1 

la premi~re consiste à d'abord séparer chaque substance isolée 

du support sur lequel elle est adsorbée-SWIFT~1967-, BOURZEIX a~ 

Col1 .. ~19G7-t MAKHSUDOVA et Co~l.-1968, TYUKAVKINA-1969, :LARSON .. 
.;.1969, HARPER et. Coll.-1969, .POETHKE-1969, MULLER .et Coll.-1970. 

La deuxi~me se borne à évaluer directement sur lee chromatogram-

mes la concentration de chaque tache séparée, sans élution préa-

lable. Le procédé le plus simple est alors celui qui fait appel 

à l'appréciation visuelle des taches qui se dessinent sur les 

chromatogrammes~CLAIR et Coll.-1964-, PARIS et Coll.-1968-·le 
/ 

plus souvent on rapporte la surface mesurée pour la tache formée 
\ 

par la substance à doser à celles que l'on a calculées,pour une 

gamme étalon, établie à l'aide d'une solution témoin. On obti~nt 

ainsi une premi~re estimation de la concentration de la solution 

étudiée en ses différents oonstituants-BCNDIVENNE et Coll.-1970-. 

La précision des résultats est limit6e du fait que cette techni-

que ne tient pas compte de l'intensité de la coloration ou de la 

fluorescence dea taches. Un procédé plus précis utilise la pho-

todensitométrie qui a l'avantage de permettre la mesure de l'i.n-

tensité lumineuse réfléchie ou transmise par les taches du chro-

matogra.mme. 
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2. MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE DE DOSAGE 

Il nous est apparu que, quelle que soit la méthode 

choisie, la mise au point d'une technique de dosage dea flavo-

noides da la Gaude devait comporter deux étapes·a 

- dea essais sur dee solutions connues de produits 

purs, 

- l'application de la technique établie aux extraits 

de la plante. 

2.1. DOSAG:21 SPECTROPHOTOMETRTQUE DE FLAVONOIDES 
SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE SUIVIE D'ELUTION 

Notre intention de doser chacun des flavonoides présenta 

dans les extraits de Gaude rendant nécessaire leur séparat.ion 
.. ). 

préalable, nous ~vons d'abord envisagé de faire appel à la chro-

\ 
rnatographie, suivie de l'élution des produits aépar~s. puis du 

dosage spectrophotométrique direct de chacun des éluats, le 
. ' 

résultat étant rapporté à une courbe étalon établie à·l'aide 

d'une solution de titre connu du flavonoide correspondant. 

Des solutions connues de chacun des flavonoides purs 

ioolés de la Gaudà ont été utilisées pour lee essaie de mise au 

point d'une telle technique de dosage. 

- 2.1.1- Pr~paration des solutions 

Une solution-mère de chacun des flavonoides purs isol6s 
de la Gaude e été~aite dans l'éthanol à 96C à la concentration de 
2 M 10-3 p. 1000ml, sauf pour le glucolutéoloside, dont la faible 
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solubilité dans lee alcools forts n'autorise pas une concentra­
tion supérieure à M,1o-3 p.1000 ml. 

Au moment de l'emploi, dea dilutions dâns l'éthanol à 
96c ont êté faites do telle eQrte que leurs concentrations soient 
de 0,5-1-1~5-2-3-4 et 5 M.10_, p.1000 ml. 

2.1 .2~ Mesures epectrophotomét~igues 

Les mesures ont étê faites directement sur les solu­
tions fratchement préparées, avec un spectrophoto:n~tre JOBIN-YVC'l~ 
type MAROC, dans dea cuvee en quartz de 1 cm d'épaisseur, aux 
longueurs d'onde correspondant aux maximums d'absorption de 
chacun des flavonoides dosés : 255 nm, 268 nm et 353 nm pour le 
lutéolol, 256 nm, 267 nm et 353 nm pour le lutéoloside, 242 nm, 
270 nm et 344 nm pour le glucolutéoloside et 269 nm et 339 nm 
pour le produit Y. L'éthanol à 96C a servi de solvant de réfé­
rence. 

.2.1.3- Courbes-étalons 

Pour chacun dea flavonoides, plusieurs .mesures, faiteo 

aux différentes longueurs d'onde choisies, sur des dilutions 
\ 

préparées successivement, ont permis de tracer des courbes d'éta-

lonnage 1 en ordonnées, nous avons porté lee densités optiques, 1 

en abcisses, les concentrations en flavonoides. (Figures 17 à 20).1 
1 
1 

1 

2,1 .4- Dosage de solutions connues de f1~- 1 

vono!des purs, ap~êA chromatographie et élution. 

Il était indispensable que les solutions de flavonoides 

purs, comme les extraits de Gaude pour lesquels elles devaient 

"' servir de référenc~ 1 soient doe~es après chromatographie puis 

élution, le résultat, rapporté à la courbe d'étalonnage, permet-

tant d'ailleurs da mesurer le pourcentage de récupération du 
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flavonoide. 

2.1.4•1• Chromatographie sur pGpier 

~6paration chromatographigue 1 l'analyse chromatogra­
phique de l'extrait de Gaude, sur papier Arches 302 avec le 
solvant de PARTRIDGE, conduisait à dea séparations satisfuisnnt~r: 

'des divers fla.vonoides. Noue avons donc appliqué cette technique 
aux solutions de :flavonoidee pure: sur une ligne do dopa.rt si tu~~ :' 
à 8 cm du bord d'une feuille de papier Arches 302, toue les 3 cm, 
noue ~yens fait à l'aide d'une micropipette de précision, une 
tacheU?.~0,5 cm) a.~ec 25-50-75-100 (§)-150-200 ou 25qJU.l de la 
solution-mère de lutéolol~ de lutéoloside ou de produit Y. La 
solution-mère de glucolutéoloeide étant moitié moins concentrée, 
lee dépOta avaient chaque foie un volume double. Un blanc étnit 
développé conjointement aux écha~tillons• 

La migration descendante du solvant de PAHTRIDGE était 
arr~tée loroqu~ celui-ci avait parcouru environ 45 cm. 

Lee chromatogrammes étaient séchés sous vide phophori­
que, puis lee tachee de flavonoides repérées en lumière de WOOD. ' 

· Elut ion 1 noue avons d'abord agi té lee frc.gments de 
chaque ta~he découpée dans de l'alcool éthylique ou méthylique. 
Le volume de solvant nécessaire à une extraction complète des 
flavonoides était tel qu'il fallait le concentrer pour que la 
mesure spectrophotométrique soit possible. 

Cherchant à réduire le volume de l'éluat, nous avons 
pensé à entra1ner les flavonoidos par un solvant n.pproprié mi­
grant par capillarité. Dea languettes, de 3 cm de large sur 10 cm 
de long environ, taillées en pointe à l'une dea extrémitéo furent: 
ainsi découpées dans les chromatogrammes autour de chaque tache, 
de façon à la prélever intégralement. 

(§)Noue avons fait deux dépOte de 100~ dans un but de 
vérification supplémentaire. 

' 
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Un dispositif décrit par la figure21 permettait de 
recueillir l''luat do chaque tache dans une ~iole jaugée (§), 
de telle sorte qua lee concentrations des éluats restent dans 
les limitee de bonne précision de la mesure epectrophotométrique. 

gros papier 
filtra 

languette de 
papier Arches 
302 

fiole jaugée 

enceinte étancha 

support.® 
BU 
LILLE 

solvant 

Figure 1 21 "" Dispositif utilisé pour l'élution des flaYonoidos 
après chromatographie sur papier. 

Après des essais avec différents solvants, nous avons 
retenu l'éthanol à 96c pour l'élution du lutéolol et du produitY. 
.. l'éthanol à 80C pour celle du lutéoloside et l'éthanol à 6QC ' 

pour· celle du glucolutéoloside : moins de 10 ml (20 ml dans le 
cas des taches provenant des dép8ts de 200 et 250~ des solu­
tions de\concentration 2 M.1o-5 ·p.1000) de solvant étaient suf­
fisants pour une élution complète. L'emplacement de la tache, 
exposé aux vapeurs d'ammoniaque, restait alors blanc. 

Une languette correspondant à chaque flavonoide fut 
découpée entre deux taches au niveau de celles-ci et éluée comma 
ces dernières, afin de servir de témoin. 

Ré sul tata 1 lee ré sul tata des mesures d'absorption dru1 r' 

l'ultra-violet, aux longueurs d'onde choisies pour chaqua flavo-

nolde, avec pour témoin l'éthanol de m~me titre que celui u.tilis( 

pour l'élution, furent rapportées aux courbes-étalons. 

(§) Lo~e des p~emiers essais, nous faisions plonger dire~tement 
la languette de papier.Arches 302 dans le solvant. La migra­
tion était extrSmoment lente. Sa vitesse fut très am6lioré 9 
grâce à la fixation, par quelques points de fil de coton 
blanc, d'un triangle de gros pepier filtre, à l'extrémité 
de la languette opposée à la pointe. 
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Il apparut gue les êluats des différentes taches 

de flavono!des étaient beaucoup plus opaques que la théorie ne 

le laissait prévoir. Ceux des blancs absorbaient également for-

tement la lumière ultra-violette. Il était évident que le papier 

portait des substances ·non flavonoidiquea, qui se trouvaient 

entratnéea lors de 1.' élut ion et qui absorbaient la lumière ultra-

violette aux m~mes longueurs d'onde que les flavonoides. 

Essais d'amélioration de ln métho~e l nous avons 
d'abord pensé à utiliser un autre papier à chromatographie. Les 
essais que nous avons fa.i ts avec les papiers }1ACHEREY et NAGEL : 
2214 F, 2261 F et 263 F n'ont pas été satisfaisants l nous 
n'obtenions que deux taches après chromatographie de 1' ext;.ai tG 
de Gaude. 

Noua avons alors envisagé de débarrasser le papier 
Arches 302 des impuretés qu'il portait avant de l'utiliser. 
Nous avons en premier lieu employé l'eau distillée que nous 
avons laissé migrer le long d'une feuille pendant 24 heures. 
L'uti~isation de ce papier ne nous donna pas entière satisfactior. 

Le lavage par l'éthanol à 96c fut plus efficace, mais 

o' 
l'éthane~ à 80 se montra ~tre le meilleur solvant des impuretés 

1 

g~nantes pour le dosage des flavonoides. 

Conclusion l malgré les précautions opératolres défi-

nies ci-dessus, les comparaisons répétées entre les mesures 

.spectrophotométriques effectuées sur les éluats des taches ob-

tenues après chromatographie de volumes connus de solution~-

étalons des flavonoides purs de la Gaude, et celles faites di-

rectement sur les dilutions correspondantes de ces m~mes aolu-

tions-étalons ne nous ont pas encouro.eée à poursuivre nos re-

cherches dans cette voie 1 l'irrégularité de 1 1 absorption·du 

blanc, après chromatographie et élution.,était la preuve qu'un 

élément incontrôlable entachait d'erreurs nos résult~te. 



.2.1 .4.2- Chromatograuhie sur couche mince 

Séparation chromatographigue t grâce à la ch~omato-

graphie eur coucha mince, nous espérions à la fois mieux contrô-

1er le support absorbant et simplifier la technique d'élution. 

De nombreux essaie d'analyse de solutj.ons da composi-

tien connue en flavonoidee ~ur différente supports, gel de silice, 

polyamide acétylée, cellulose, associés à divers solvants, ont 

mie en ~vidence la nette supériorité de la cellulose, qui nollB a 

seule permis d'obtenir des résultats satisfaisants, comparables 

d'ailleurs à ceux que donnait 1 1 emploi du papier Arches 302, les 

taches ayant de plus l'avantage d'~tre moins allongées. 

Le protocole opératoire suivant fut adoptéa 

- support s noue avons utilisé de la cellulose micro­
cristalline des établissements HERCK, dont noua avons enduit des 
plaques de verre de 20 cm de cOté, sur une épaisseur de 40JU (§) 
à l'aide d'un étaleur. 1 

\ 
- dép6t des échantillons 1 des dép6ta ponctuels de 

quantités connues dea flavonoïdes isolés de la Gaude ont été 
faits tous les 2 cm, sur une ligne située à 2 cm du bord da lu 
plaque, à l'aide de micropipettes de précision. Le dernier empla­
cement fut réservé au prélèvement de la cellulose pour le blanc. 

- solvant 
phase butanolique du 
5-3-3 (v/v), dont la 
solvant de Partridge 

et développement : nous avons utilisé la. 
solvant 1 n-butanol-méthyléthylcétone-eau 
migration est plus rapide que celle du 

16,2 cm en 5 h contre 15,6 cm en 8 h 30. 

(§) Cette épaisseur était indispensable pour déposer une quantité 
da flavonoides suffisante pour pouvoir effectuer un dosage 
par spectrophotométrie après ~lution. 
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Le développement se fait à 20° C en migration ascen­
dante. La saturation de la cuve demande approximativement une 
heure. 

On laisse sécher lee plaques à température ambiante, 
à l'air libre, mais à l'abri des vapeurs alcalines. 

Les Rf des flavonoldes de la Gaude, mis en évidence 
par la lumière de WOOD, sont les suivants : lutéolol = 0,86, 
lutéoloside = O, 35, glucolutéoloside = 0,22, produit Y = 0,44, 
produit X1 = 0,26. 

-élution : chaque tacha, éclairée en lumière de WOOD, 
fut délimitée à l'aide d'une aiguille fine. La cellulose corres­
pondant à cette zone fut aspirée, à.l'aide du dispositif repré­
senté par la figure 22, dans un petit tube garni.à l'une de ses 
extrémités effilée d'un tarnpon de coton do verre. Ce petit tube 
avait l'avantage de pouvoir servir de colonne pour effectuer 
l'élution. · · 

manchon de 
caoutchouc 

tube de verre 
(95 • 0,5 cm) 
dont l'ex­
trémité ef(Jt 
coupée en· 
biseau 
et rodée 

' 

vide 

tampon de coton 
de verre 

@ 
tache de flavo­
noide 
cellulose 

'--------- plaque de verre 

Figure 1 22 = Schéma de l'appareil permettant le prélèvement 
de la cellulose à partir des couches minces. 

- résultats 1 lora d'un premier essai, nous avons sim­
plement fait migrer le solvant le long d'une plaque qui n'avait 
roçu aucun dép8t. Après séchage à l'air, la cellulose fut pr6lcvée 
sur des zones correspondant au Rf de chacun des flo.vonoides, pui.s 
éluée avec l'éthanol à eoc ou à 50c selon les cas. La mesure 
spectrophotométriquo des différents éluats mit en évidence une 
absorption anormalement élevée de ces blancs. La cellulose· utili­
sée était donc, comme le papier Arches 302, m~lée d'impuretés 
entraînées au cours de l'élution. 
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Nous avons lavê la cellulose avec de l'~thanol à SOc 
avant de l'étaler sur les plaques • Un nouvel essai1 similaire au 
premier, montra que l'absorption par les éluats était devenue 
boaucoup plus faible,- mais qu'elle restait très v-ariable selon 
1a zone de pré1èvement. (Tableau 14). 

Nous avons donc pris soin d'homogénéiser très intime­
ment (§) la bouillie cellulosique (15 g de cellulose microcris­
talline dans 90 ml d'eau distill~e) avant de. l'étaler sur lee 
plaques de verre. Ce troisième essai conduisit aloro à des résul­
tats assez homogènes. (Tableau 14). 

- conclueion a la répétition de mesuree sur des vo1u-

mes identiques des mômes solutions ~talons de flavonoides purs, 

faites directement et après chromatographie suivie d'élution, 

noue a montré que 1a précision et la reproductibilité des résul-

tate étaient nettement amé1iorées par rapport à ce11es que per-

mettait la chromatographie sur papier. 

Cette méthode de dosage présentait, néanmoins, divers 

inconvénients 1 
\ 

- pour une m~me so1ution, les résultats différaient 

légèrement selon la longueur d'onde à laquelle était faite la 

mesure epectrophotométrique s par exemple, la concentration d'une 

so1ution de lutéoloside était de 1,35 M.{o-5 p.1000 à 256 nm, 

1,47 M.1o- 5 p.1000 à 267 nm et do 1,32 M.1o- 5 p.1000 à 353 nm. 

- la technique était longue et r~clamait beaucoup de 

minutie; eon application au dosage des flavonoides dans les 

divers organes de 1a Gaude, à des etadee successifs de son dévG~ 

loppement, aurait obligé à répéter de nombreueeo fo!s tout une 

série d'opérations pour le dosage d'un seul flavonoide. 

- enfin au cours des premières mesures que nous a.vone 

réalisées sur lee extraits végétaux, noue avons remarqué une 

(§) Noue avons utilisé à cee fins un homogénéieeur BIORBX, 
type H 451. 



À 1 Densité optique 

~ 1 
(en 1/1000e d'unité) en nm ) 1 

·----------------------------~--:--------------------------------) 
1 Cellulose .lavée à .1 1 éthanol à 1 Cellulose lavée à 1' éthanol à ~ 

1 80° préparée au mortier t 80° homogénéisée 
1----------------------------~--s--------------------------------) 
1 . t ·: t 1 ) 
1 Blanc n°1 Blanc n°2sBlano n°3t Blanc n°11 Blanc n°2t Blanc n°3) 
a 1 1 1 1 ) 

---------~-1---------- ----~:~---:--~~:;---~----::----~----~:----~----:~----~. 1 
252 90 

254 86 63 154 1 
54 1 62 57 l 255 86 63 152 1 53 60 56 

256 84 62 149 1 52 1 60 1 56 
J 1 

257 81 60 147 51 1 58 1 55 

258 78 1 59 143 48 . 1 
58 55 

1 1 
260 75 1 57 139 50 58 55 
262 73 1 56 134. 48 1 56 

1 54® 1 1 l 
2'64 72 1 55 130 49 l 56 53 lillE 

266 69 1 
53 127 48 

J 
54 54 ) . a 1 • 

267 68 1 53 126 48 1 54 ~ 53 ) 
268 68 1 

53 124 49 1 54 
1 

52 
) 

1 ) 
270 65 1 51 : 120 48 1 53 t 52 ) 
271 65 1 51 118 48 1 53 

1 52 ) 

'• : ~ 272 65 1 50 116 48 1 53 52 

275 63 1 46 106 45 51 51 
) 

1 t ) 
276 63 t 46 105 46 1 51 50 ) 
285 1 

55 1 41 90 40 l 44 44 ) 
1 1 1 ) 

290 1 51 1 39 85 1 38 42 43 ! 330 1 
31 1 27 65 1 

25 28 1 
27 1 1 1 l 

348 1 24 23 65 1 22 27 1 23 ) 
350 1 24 23 65 1 23 27 23 ) 

1 1 

~ 351 24 1 23 1 65 1 22 27 24 
352 23 1 23 1 65 1 22 26 23 ) 

z l 1 : ) 
353 1 23 1 23 65 1 22 26 1 22 l 355 1 23 23 1 64 1 21 26 

, 1 
22 1 1 

360 22 1 21 63 21 25 22 ) 
1 ) 

Tableau 1 14 = Absorption due à la cellulose, lavée à l'éthanol à 80°, 
après migration du solvant et élution par l'~thanol à 
soc = influence du procédé de préparation. 
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évolution très sensible des solutions ~·calons dea flavonoidee 

purs, qui ~taient, il ne faut pas l'oublier, de faibles con-

centrations. Ce fait ~tait un grave handicap pour la méthode, 

.êtant donn6e la rareté deo produits purs, qui n'avaient pu être 

isoléa de la Gaude qu'avec de grandes difficultés. 

A la recherche d'une méthode plue facile à appliquer 

aux nombreux extraite de la Gaude que noue noue proposions de 

doser, noue ayons envisagé d'évaluer les flavonoides séparés 

directement sur laa chromatogrammes', grâce à ·l'utilisation de 

la photodensitométrie. 

Plusieurs auteurs - MICHAUD-1966.- 1 DELAVEAU-19.67-,­

LEIBA-1967-a MICHAUD et Coll.-1968.~nt utilisé cette teéhnique 

après avoir pulvérisé aùr les chromatogrammes un 

nure ferrique. On doit oependant.noter qu'il est très diffi~ile 

dans.ces\conditions d'obteni~ des colorations uniformes dru1s 

l'épaisseur de la·couche absorbante. 

Afin d'éviter cet inconvénient, noue avons choisi de 

mettre au point une m~thode photodensitométrique basée sur la 

seule révélation par l'éclairage, en lumière de WOOD, des chro-

matogrammes réalisés sur couche mince de cellulose.- JACQUIN-

DUBREUIL-1972. 

XION 

MINCE 

2.2. DOSAGE DBNSITOMETRIQUE DIRECT PAR REFLE­

DES FLAVO~OIDES SBPARRS PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE 

2.2.1- Essais sur des solutinns de flavonoid~ 

l•es concentrations des solutions éthanoliques des 

flavonoides purs extraits da la Gaude, dont nous nous sommes 
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servi. au cours de ce dosage, sont rapportées dans le tableau 15. 

Concentration 
Flavonoide 

molaire 

Concentration ) 
1 ) 

s en g. par litre ) 
1 ) 

------------------·-----------------~ 
1,2 x 10-3 : 0,343 l -----------------

Lutéolol 

Lutéoloside 

Glucolutêolosidé 

froduit Y 
~pig6nol 7-glucos~ 

1,5 x 10-3 1 0 672 ) 
' ) 

0 7 10-3 , x 

1 ,4 

1 

1 
1 

0,427 

0,605 

) 
) 

Tableau 15 • Concent~ation des solutions-étalons 

2.2.1.1- Sêparstion chromatogrnnhigue 

2.2.1 .1.1- Choix de la m6thode 

\ L'analyse de solutions de flavonoides par chromatogra-

phie descendante sur papier avec le solvant de Partridge (n-bu-

tanol, acide acétique, eau 1 4-1-5 (v/v)) permet de mettre en 

évidence dea taches isolées maie très allongées, ne se pr8tant 

pas à une lecture facile au photodensimètre. Par contre, la . 

chromatograph:f.e sur couche mince permèt généralement d'observer 

des taches plus ramassées et aux contours bien définis, répon-

dant mieux aux conditions de lecture par l'appareil. 

De nombreux essais, associant divers type.s de couches. 

minces et de solvants de développement, nous avaient permis lors 

de l'essai précédent (chepitreii-2-1-4-2 ) de sélectionner,· 

d'une part la cellulose, d'autre part le m61ange original que 

constitue la phase butanolique du mélange suivant 1 



·, 
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n-butanol, méthyléthylcétone, eau distillée 5-3-3 (v/v). 

2.2.1.1 .2- Choix des plaques 

L'utilisation de plaquee préparées au laboratoire a 

attiré notre attention. sur l'importance de l'homogénéité et da 

la régulqrit6 de l'épaisseur de la couche de cellulose, ce qui 

noua a amen6e à employer des plaques "pr~tee à l'emploi" com­

mercialisées (§), de 20 cm x 20 cm, d'une épaisseur de 0,25 mm. 

Ayant constaté dea variations au coure de mesures 

densitométriques effectuées à blanc en divers points d'une 

m~me plaque ou sur des plaques différentes, noua avons pu les 

imputer à la présence d'impuretés solubles dans l'alcool. C'est 

pourquoi noue prenons la précaution de procéder, avant de leo 

utiliser, à un lavage des couches minces par migration asean-

dante d'éthanol à 96c, qui a pour effet d'entratner les impu­
\ 

retés aveo le front du solvant danl3 une région de la. plaque que 

nous maintiendrons ultérieurement en dehors de la surface de 

développement de la chromatographie des flavonoides. 

2.2.1.1 .3- Dépôt des échantillons sur les 

plaques 

Des études systématiques ont montré que la plus grande 

attention doit ~tre pr~tée à cette opération, en raison de son 

incidence sur la précision et la reproductibilité ~e la méthode. 

(§)Nous avons utilisé dee~laques finies de Cellulose pour 
C.C.M.", 8ans indicateur :fluoreacent,des Etablisoementa 
l\lERCK. 
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Lee meilleure r~eultate sont obtenue en proc~dant de 

le. façon suivante 1 on dépose .des volumes constants (5;ul) des 

différentes solutions à doser, à l'aide d'une micropipette ca-

librée, afin d'obtenir des dép8ts de surface réduite et régu-

liêre. La diffusion du flavonoide au cours de le. migration est 

ainsi comparable d'une tache à l'autre• 

Nous verrons plus loin que l'emploi de la même micro-

pipette pour tous les dépOta de m~me volume ajoute à la prtci-

sion de la méthode. 

Les dépOte sont répartie sur uno ligne située à 2 cm 

du bord de la plaque correspondant à la ligne de départ de 

l'éthanol de prélavage. 

2.2.1 .1 .4- DP.veloppement et révélation 

\ Noue avons procédé, comme dans la technique de dosage 

aprês élution dea taches sépar~es par chromatographie sur couche 

mince (chapitrai II -2-1-1-4-2 ). Les taches formées par· les 

différents flavonoidee séparés sont mises en évidence par simple 

exposition à un faisceau de lumière do WOOD. 

2.2.1 .2- Analyse densitométrigue 

La plaque est entra1née sous un faisceau de lumière 
,. 

de WOOD de longueur d'onde proche de celle qui correspond à 

l'absorption maximale dea eubotancea à doser. On mesure la den-

aité optique de la lumière réfléchie par la plaque, à l'aide 

d'un densitométre.à double faisceau qui permet l'enregistrement 
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automatique des courbee traduisant la variation de l'absorption 

lumineuse au niveau des taches {§).Un "blanc" développé con-

jointement aux échantillons à doser permet le réglage du zéro 

de l'appareil (ligne da base). 

L'aPpareil peut intégrer automatiquement la surface de 

chaque pic en unités arbitraires, mais il est très difficile de 

faire c·oincider le zéro de 1 • intégrateur et la ligne de base des 

pics, comme l'a d'ailleurs déjà observé HEATHCOTE et Coll.-1969-

Â la mesure de la surface des pica, entachée d'erreurs 

dues à la séparation imparfaite dea flavonoides sur les chroma-

togrammes, noua préférons la mesure de la hauteur maximale des 

pica. 

Lee meilleuresconditiona d'utilisation de l'appareil 

que nous avons déterminées sont les suivantes 1 

Source lumineuse t lampe à hydrogène 

\- Filtre correspondant à une lumière de longueur d'onde> 
0 

égale à :3 400 A 

- Fente de lecture 1 1 mm x 0,5 mm 

- Sensibilité 1 cama c. 

(§) Nous avons utilisé un appareil Chromoscan, distribué 

par les Etablissements JOYCE-LOEBL France. 
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2.2.1 .3- Définition des meilleureA condi­

tions de dosage et appréciation de la valeur de la méthode 

A~in de définir les meilleures conditions opératoires, 

il était important d'essayer de mesurer lee erreurs imputables 

aux diverses manipulations nécessaires au dosage. 

Le calcul de la reproductibilité des mesuree a permis 

d'apprécier la valeur de la méthode proposée, dana lee divers 

·cas étudiée. 

2.2.1 .3.1- Influence des micropipettes 

utilisées pour le dépOt des fla.vonoides 

Lora d'une première série d'essaie, deux plaques ont 
été préparées 1 sur l'une, trois volumes identiques d'une m~me 
dilution de lutéoloside ont été déposés en utilisant chaque fois 
une nouvelle micropipette (tableau 16 ) J sur l'autre, la m~me 
micropipette a servi à réaliser les dépOta (tableau 17). 

\ 

La mesure de la lumière réfléchie par chaque tache a 
été répétée quatre fois. 

tee coefficients de variation, calculés sur les hau-

teurs dea pica enregistrés, traduisent dans lee deux essais 

réalisée une bonne reproductibilité de la mesure de chaque 

tache. 

Le tableau 16 montre une plus grande dispe::c:-sion dea· 

résultats quo lo tableau 17 (coefficient de variation 1 ! 8,3 % 
+ contre- 2,25 %), ce qui nous a conduitaà utiliser~lt6rieuremint 

la m~me micropipette pour tous lee dépOta. 



~ 

D~pOte de 1 ,008 ;us de ·lutéoloside, effectués avec dea 

micropipettea différentes. 

) 

~ 
----------------------------------------------------------------------------~----------------------) 

\ 

: : c : : Moyenne c :Coefficient de) 
DépOt n,0 

· : 1 . : 2 : 3 : TOTAL s ithm.Lt. : Ecart-Type z • ti tf!. ) 

, z s ·c : a : a ar ~ ~que var~a on ~ ~ 

~--------------------~---------:-------~-:---------:---------:------~----:-----------~:-------------) 
( Hauteurs en mm dea 1 50 : 55 1 51 : 1 56 1 : 1 ) 

( s 1 z : : • • ) 
( Pica enregistrés au 49 55 52 156 52 75 • + 4 38 • + 8 ~ ) 

: : : :· ' t : ' : - .~ 
( cours de lectures : 53 s 56 c 52 1 161 1 : - 1 ) 

t-~~::~~:: ___________ ~----~~;--~---~~~~--l----~~~--~---~~;---l-----------: ____________ : _____________ 1 
~--------------------:-----~---: _________ : _________ : _________ :--------------------------------------~ 
( : : : 1 ~ Moyenne . 

~ . th éti : 51 ,2: 55 : 52 : 
ar~ m que. ) 1 • • • 

(--------------------:---------; _________ ;~ ________ ; ) 
( ·+ 1 + ··+ • ) 

~ 
Ecart-Type • - 2,05 - 0,8 • - 0,8 • ~ 

: 1 : . : 

(--------------------:---------:---------:--------~: 
( Coe~fi~ient de ; : 4 -; ! 1 45 ; ! 1 45 : 
( ve.r~at~on % : : ' : ' : . . . . : 

Tableau : 16 = Influence de l'emploi de micropipettes différentes sur la reproductibilité dea 

, mesures. 



( 
Dépôts de 0,840/ug de lutéoloeide• effectuée avec la même micropipette 

(-------~--------------------------~----------------------------------------------------------------------( : r : : : : : : : : : Moy- : · :Coefficient ) 
( Dépôt n ° : '1 z 2 : 3 : 4 : 5 : 6 : 7 : 8 : 9 :TOTAL : enne :Ecart-: ) 

l . : : : : : : : t 1 : :arith-:T :de·varia.tion) 
: : 1 1 : : : : : r :méti- : ype : ) 

, 1 1 1 : : : 1 . : 1 1 : que 1 1 % ) 
( 1 : : 1 : 1 1 : : 1 1 ' : ) 

[~::~::::-::-::-:-;~---:-;~---:-;~-:-;;-~-;~-~-;;--:-;;---:-;;~~:-;~---:-;~~--:------:------:------------~ 
( ds: 1· : 1 : : : : : : 1 : 1 ) 

(pics enregisfrés 53 : 51 : 54 : 53 : 53 : 52 1 52 : 52 : 51 1 516 1 :+ : + ) 
(au cours de :53 1 51 5: 54 1 53 1 53: 51 ·:52 1 51 5: 51 1 515 1 52 • 31 :- 1 • 171 - 2 •25 ) 
( : : ': : : : 1 : ': 1 1 1 1 ) 

(lectures : 52,5: 50. :54: 53: 53: 51 9 5: 54 :53 : 51,5: 518,5: : : ) 
(répétées : : : : : : : : : : : : : ) 
( . . . . . . . . . . : . : ) . . . . . . . . . . .. 
(---------------s------:------:----:----r----z-----~~-----z-----•------t------a------s------s------------) 
(M : 1 : : : : : : : 1 ) 
( , oyenne 2 . ~ ~th éti : 5 .3 1 50,8 : 54 : 53 : 53 : 51 ,8: 52,7 : 52' 1 : 51 '1 : . . 

. !ar.... m que . : . . . . . . . . . . . . . . . . . 
~----t--T--------~:--0--9-::--o--6-~:~-o-~:--o-~:--o-~:--o~-8~:--0--9-::-~1--8::--o--2-: ) 

!
""'car - ype - , - ' - - - - • - · • - ' - ' l 1 : : : : : : :. ; 1. 

~::~~~=~==~-~=-~;-1~7;~;-~~~~:;-~-:;-~-:~-~-:~~~;~:;-~~~~~;;~~;:;-~~;;: ) 
: : : : : : : : : :: ) 

variation % : : . : : : : : : : : 
( 

Tableau 

: . . : 
: 

: : 
: : 

: . . : 
: 

. . : . . ' . . : 
: 

i7 = PréQieion des résultats pour des dépôts de lutéoloside effectués avec la 

• 
' 

mSme micropipette • 
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2.2.1.3.2. Influence de la quantité de 

flavonoide d~posée 

Deux plaques ont été préparées 1 

- sur 1 1 une, dea quantités croissantes de lutéoloside 
~chelonnéee de 0,168 à 1,680 ;ug (tableau 1~ )) 

- sur l'autre, dea quantités croissantes de gluco­
lutéoloside, échelonnées de 0,106 à 1 , 067 ;ug (tableau 19) ont 
été déposées. 

Les résultats réunie dans les tableaux 18 et 19, tra-

duieent une reproductibilité dea mesures du m~me ordre que celle 

obt~nue lora dea essaie précédente, quelle que soit la concen-

tration de la tache, entre 0,168 et 1,680 ;ug pour le lutéolo­

'eide 1 et entre 0,20 et 1~00 /ug pour le glucolutéoloaide. 

2.2.1.3.3- Influence du support 
\ 

A partir de chacune dea solutions éthanoliques dea 

flavonoidee de la Gau~e dont.noua disposions, noua avons pré-

paré, à plusieurs reprises, dea gammes de dix dilutions conve-

nablement choisies, chacune donnant lieu à une série de dépOts 

de S ;ul chacun sur une plaque pour chromatographie. 

Les résultats de lecture de ces chromatogrammes sont 

rapportés dans lee tableaux 20 à 23. 



r 1 1 = ~ , , , , , J 
(DépOte de lutéo-s0,168:0,336r0,504s 0,672s0,840r1 ,008:1,176:1,344:1,512:1,680 ) 
los ide, en ;ug l l 1 1 1 1 l l 1 : ) 
---------~------ ~---- ·-----1-----:----~-a----- -----1----~ -----~-----1--··---) 
Hauteurs en mm 8 20 :26 : 43 :46 56 : 60 69 :10 : 70 ~ 
des pics enre- 8 20 r26 1 43 146 54 1 60 65 170 : 70 ) 

gistrée au cours 8 19 27 : 42 ·1 46 53 61 68 1 71 1 70 ) 

de lectures 8 21,5 28 a 41 :45 53 1 61 66 :72 : 73 ~ 
répétées 1 a 1 1 ) 

1 1 1 1 ) 

;:~::::--------- ---;- -;~~~ ;~~;;:-~;~;;:~;~;; -;~--:-~~~; -~;--:;~~;;:-;~~;~~ 
::~:~:~:~~:: ____ ----- ----- _____ : ______ : __________ : _____ , _____ ; _____ : ______ ! 
Ecart-Type · ! 0 ! 1 !o 9 =! o 9 1!o 5 1! 1 4 1! 0 5 1! 1 s'!o 9 =: 1 5 

'a' a~ a 'a 'a 'a' a' 
----------------1----- -----z-----•------•-----1-----c-----a-----c-----:~-----
Coefficient de 
'Variation % 

-
+ a+ s+ a+ a+

1 - 0 ~- 5 ,-3,3 ,- 2,1 ,-
1 1 1 
t ~~ 

r+ a+ '+ a+ a+ 
a- 2,5:- O,Bs- 2,6:-1,2 a- 2,1 
1 1 1 

Tableau a 18::::o Ef'f'et our. 1e dosage de 1a quantité de lutéoloside dépooée. 

) 

----------------s-----1------ -----s-----s-----1-----:-----:--~---
s l l 

Moyenne 
anthmétique 

1 
4,75& 

1 
9,25 14,5 18 21,8:28,25: 29 &31 ,75: 33 : 41,5 ) 

-------------~~-
Ecart-Type 

-----------------
Coefficient de 
'V' aria ti on ~~ 

~----::----::----::----::----::-----l - 1 , 3 -0,6 - 0, 8.-0, 5 - 1 , 1 - 0, 5 \ 
. l l • 1 : 1 

-----2------t----- -----
:!:1 ,2 1 :!: 0,9 1 :!: 0,5 -:!: 0 

l : : 

-----:------:-----&----- -----:-----·-----:-----:-----:-----~' 1 

'! 2,7=!1,5 :! 3,3=:!:-1 2) 
: : :· l , . ) S:!: 9,7 ::!: 3,4: :!: 0 S:!: 5,9::!:2,1 

1 • • 

l 

' t • . 1 < 
) 

1 

Tableau 19= Effet sur le dosage de la quan~ité de glucolutéoloside 

déposée. 



·-------· 

: : : t : : t 1 1 : f
~-- ---
Dépôts de lutéolo-: : 1 : : • : 1 1 1 1 . ) 

( : 0,168: 0,336 1 0,504 l 0,672 s 0,840 l 1,008: 1,176 1 1,344 1 1,512: 1,680) 

{_:~:~::_~:: _______ : _______ : _______ : _______ : _______ : _______ ; _______ : _______ : _______ ; _______ : _______ j 
( 1 : : 1 : : : : 1 1 ) 
( . Hauteurs en rnm dea z : : 1 s : : : : 1 ) 

( pics enregistrée : : : 1 : : 1 1 1 1 ) 

( au coure de lee- 1 z : 1 : : 1 1 : 1 ) 

l turee répétées 1 : : 1 1 : z 1 1 : ) 

1 : : : : : : : l : ) 

Plague N° 1 1 · ' 8 : ~20 : 26 : 43 : 46 : 56 : 60 : 65 : 70 : 70 ) 

( 1 8 . : 20 : i6 : 43 : 46 : 54 1 60 l 66 1 70 1 70 ) 

l 1 : : s : l : 1 f : ) 

: 8 : 19 1 27 . : 42. : 46 : 53 1 61 : 68 1 71 l 10 ) 
1 8 1 21 5 : 28 . : 41 : 45 1 53 1 61 1 69 1 72 : 73 ) 

( 1 1 '1 1 1 1 1 1 1 : l 
( Plaque N° 2 1 1 18 1 : 37 : : 50 : 1 60 : 1 63 
( 1 : 18 : 1 36 5 : 1 4 9 1 1 60 : 1 64 
( 1 : : 1 • 1 : 1 ·1 1 1 . 

( 1 1 18 1 : 37 1 1 53 1 1 61 ·1 1 65 l 
( : 1 18 : . 1 39 1 •l 51 1 1 59 : : 63 
( 1 : : 1 1 : 1 ' 1 : 
( Plague !-f0 3 1 : 1 7 · 1 : 38 1 1 53 a : 58 : : 62 ) 
( 1 : 20 1 1 37 : 1 52 . : 1 57 1 : 63 . ) 
( 1 : : : : : 1 : 1 r l 
( 1 1 18 1 : 35 : 1" 52 : : 61 1 1 65 
( l : 19 1 1 35 1 1 53 1 : 59 : 1 66 
( t : 1. : : 1 1 : 1 1 ) 

( Plaaue N° 4 : : 19 : 1 37 : : 55 : : 79 : 1 18 ) 
( 1 : 1 9 : : 38 1 : 55 1 1 78 1 1 78 ) 
( 1 : 20 1 : 39 : : 56 1 1 68 : 1 78 ) 
( · : : 20 : : 40 : @ g 1 54 a a 10 : : 79 ) 
(-------------------1-------:-------:-------:-------:~~- --:-------z-------1-------1-------:-------). 
(l\1oyenne arithmétique 8 : 19 1 26,75 : 38,5 : 45,75 : 53 : 60,5 : 64,8 : 70,75 : 69 ) 
( 

• • • • • • • if • • ) . . . . . . . . . . 
c-------------------,--+----~-+-----,-+-----=-+ _____ :+------~-+-----,-+-----~+------~+------,-;-----) 
( Ecart-Tvn~ - 0 - 1,1 - 1 - 2,5 - 0,5 - 1,9 - 0,5 - 6,8 - 0,9 - 6,2 ~ 

~- 1 : .l : 1 : : 1 1 1 

(~~~;;~~~~:;-~~-----~--:----:-:-----~-:-----,-:-----::------,-:-----=-:-----=:------~:------=-:-----
( • nf :-0:-5,7:-3,3:-6,4:-2,1 :-3,51-0,8:-10,4:-1,2:-9 
var~ation 10 • • • • • • • • • • . . . . . . . . . . 

Tableau : 20= Influences conjugu~es de la concentration dea dé~Ote et de la plaque utilisée sur 
le d0886& du lutéoloaide. 



1 1 1 1 1 1 1 1.1 1. J 
Dépôts de glu- 1 1 1 1 l 1 1 1 1 t l 
~;~~~;:~::~:~ ___ ::~~::_::~:~:::~:::::~:::::~:::::~:::::~:::::~:~:::~::~:~~:::_ 
~::t;~:: ::r::ia~ : : . : : : : : )l 
trés au cours de 1 1 1- r 1 1 l 

lectures répét6e+ 1 t : : : 1 

Plaque N° 1 r 6 1 0 14 1 18 20 28 1 28 1 32 1 34 1 42 ) 

Plaque NO 

1 5 10 15 : 18 22 1 28 1 29 : 32 34 l 41. ) 

! ; ~ ~ ~ : ~ ~ ~~ '5
: ~~ : ~6 : ~1 ~~ : !~ ~ 

1 
2:. 4 10 

1 5 8,5 
1 4 9 
1 6 9,5 
1 

16 17 
14 18 
15 18 
13 19 

21 
21 
22 
23 

l l 1 
29 1 29 1 31 : 33 r ·43 
27 t 28,5: 31,51 32 1 41 
28 1 29,5 r 32 1 33 1 40 

-~~-------------1------ ----- ----- ----- --.--- _:: __ :_::~_:_~:~::_:: __ :_:~ 
• l t t 

28,25r 29 :31,75r 33 : 41,5 
. 1 1 

Moyenne 
4,75 9,25 14,5 18 21.8 arithmétique 1 

l 

----------------1----~- -----1----- --~-- -----s-----:-----:-----1---~-s------
Eoart-Type 

Tableau 1 21 = Influences conjuguées de la concentration des dép8ta et de la 
plaque utilisée sur le dosage du glucolutéoloside. 

..... . 
~D6pOta de 1ut6o-1 1 1 1 1 1 

) 

(=~=~~~-[~~------:-~:~~~:-~:~~~:-~:~~~:-~:~~~ -~~~~~ -~~~~~ -~~~~~:-~:~~~:-~:~58~ (li l 1 --( au te urs en mm 1 1 \ 1 1 

dea pica enregis! 
1 

. 
1 1 

: 

1

1 l 
trés au ~ours de 1 1 1 1 • 
lectures r6pétée~ 1 1 

Plagu~ N° 1 : 15 22 1 28 : 34 43 53 56 70 : 80 ~ 
1 1 5 23 1 29 32 44 52 54 69 1 81 ) 
1 13 24 32 33 43 49 56 1 73 1 82 ) 
1·14 23 31 132 43 51 57 173 181,5) 
& 1 ) 

Plaque N° 21 16 22 31 32,5 45 52 56 : 71 78 ) 
1 15 25 29 33 1 42 50 55 73 1 78 ) 
1 13 25,5 30,5 t 34 1 43 51 1 54 l 70 77,5 ) 
1 1 5 23,5 30 1 33 r 43,5 54 t 57 69 1 77 ) 

M~;;;::---------~------ ------ ---~--:------:------=------:------:------:------~ 
~~=~~:=~=~~~----·-~~~~-:-~~~~- -~~---:-~~~~-:-~~~~-:-~~~~-:-~~~~-~~~~---: 79;3 ~ E 1 1 . 1 s 1 s : ~-----) 

Cart-Type t± 1,141± 1,64 ± 1,75:± 0,601± 0,78:± 2,57:± 1 ,40:! 3,14:! 3,91) 

~~~;~!!~!~~~-~;--:~-;~~-:!-~~;-:~-;~;-:~~~~;-:~-~:;-:;-;---:;-;:;-:;-;:~-:;-~:;-l 
1 r r r : 1 1 ' 1 ) 

Tableau 1 22 = Influencee conjuguées da la concentration des dêpOtA et de la 
plaque utilisée sur le dosage du lutéolol. 



( : : : : : : ' : : r ) 
(Dépôts de Produit Y1 : : : : : : : : 1 1 ) 

((Apigénol-7glucose): 0,151: 0,302: 0,454 1 0,6051 0,756 r 0,907: 1,058:-1,2101 1,360 s 1,512) 
~ en ;ug : : : . : . : . : s 1 : : ) 

--------------------=-----~-=-------= : : : s 1 1 1 ) 
( 1 : =-------,-------~-------~-------~-------~-------~-------~-------) 
(Hauteurs en mm des r : : : : : : 1 · : : ) 

(pics enregistrés au : : : : : : : : : : ) 
(cours de lectures : 1 : : : : : : : 1 ) 

(répétées. : : 1 1 : : : : 1 : ) 

!( Plaque N° 1 : 6, 5 
1 

15 : 23 1 34 : 36 1 41 : 48,5 1 55 1 63 1 68)) 
: s : 1 : 1 : ·1 s 
: 5 r 14,5 : 23,5 1 33 1 35 : 42 1 49 1 54 1 64 69 ) 

: 5 5 : 1 5 5 : -------23 : 32 : 36 : 42 5 1 50 1 . 56 1 62 68 ) 
( 1 '1': : : :. : : : ) 
( : 5 1 15 : 22 '5 : 33 : 35 '5 : 43 : 49 : 55 1 63 70 ) 
( r : : 1 : 1 : : 1 ) 

! Plagu~ N° 2 : 5 1 15,5 : 23 : 33 : 36 : 44 : 4 7 : 55 z 62 60 ) 

: 5 5 : 14 5 : 22 1 32 : 36 5 : 42 5 : 48 : . 57 : 61 59 ) 
1 , : , : : : , : , :. : : ) 

( : 5' 5 1 14, '5 : 2_3 1 32 1 3 7 1 4 3 . : 4 7 : 54 : 62 61 ) 

( ·. 
1 

6 : 15 5 : 24 : 31 ~ 36 . . 1 42 : 4 7 5 1 54 1 63 61 ) .. 

~ ____________________ : _______ : ___ ~ ___ : _____ ~_: _______ : ___ ~ ___ -: _______ : ___ ~--~: _______ : _______ -------)~ 
. : : :. : : : 1 : 1 : 

!1oyenne arithmétique: 5,5 : 15 : 23 : 32,5 : 36 : 42,5 1 48,5 r 55 : 62,5 : 64,5. ) 

('-------------------l'-------'-------'-------=-------~-------=-------=-------=-------~-------'-------j • 1 •• : ••• 1 • 
"+ + "+ "+ + ·~ "+ "+ + "+ (Ecart-Type _ :- 0,65 :- 0,46 :- 0,6 :- 0,92 :- 0,6 1- 0,18 :- 1,06 :- 1,13 :- 0,92 :- 4,06 

( : : : 1 : 1 1 : : 1 

,--------------------=-------~-------~-------,-------~-------,-------~-------=-------=-------,-------) 
(Coefficient de ::!:11 8 =:!: 3 ':!: 2 7 =! 2 8 =:!;: 1 6 =:!;: 0 88 =:!: 2 1 =:!: 2 =:!;: 1 4 =:!: 6 2 ) 
( Ye.riation % : ' : : ' : ' : ' : ' : ' : : ' 1 ' · ) 

1 : 1 1 1 1 : 1 1 ) 
: : 1 : :~: : 1 : r 

Tableau : 23 = Influences conjuguées de la dépôts et de la plaque utilisée 

' pour J.e dosage du produit Y (-Apigénol.- 7 gl.ucose). 
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Lee coefficients de variation sont ioi parfois supé-

rieurs à ceux calculés lore des précédents essais ; ils repré-

sentent la somme des erreurs qui peuvent ~tre introduites par 

les diverses op~ratione du dosage a préparation des dilutions à 

partir d'une solution mêre de concentration connue, dépOts, mi-· 

gratien, lecture, ainsi q,uè lee ~Variations inhérentes à la couche 

mince d'une plaque à l'autre. N~anmoins, la précision des résul-

tate obtenue par la m~thode reste satisfaisante. 

On peut noter que la limite de détection de l'appareil 

n'autorise pas lee mesuree pour dea dép~te inférieure à 0,171/ug 

de lutéolol et 0,20/ug de glucolutéoloside. 

2.2.1 .4- Etablissement des courbes d'étA.lon-

A 1' aide des ré sul tate consignée dans les tableaux pré-. 

cédente, quatre courbes ·d' étalo~nage ont pu ~tre tracées en por­
\ 

tant en abscisses les hauteurs des pics enregistrés et en ordon-

nées les quantités de flavonoides déposées, exprimées soit en 

poids (figure 23 ) , soit en· concentrations molaires (figure 24 ) • 

On peut assimiler chacune dea courbes à une succession de seamenT 

de droites dont on a calculé l'équation par la méthode dea moin-

dres carrée. 

On obtient lee relations suivantes entre la hauteur du 

pic d'absorption enregistré, mesurée en mm, et la teneur en 

flavone exprimée en ;ug: 
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Lutéoloeida pour h < 45,7 mm c .. h x 0,01756 + 0,01863 

pour h > 45,7 mm c :a h x 0,02692 - 0,4122 

Glucolutéoloside: pour h ~ 29 mm c 1:1 h x 0,02496 - 0,02074 

Lutéolol 1 pour h <55 mm c = h x 0,0120 - 0,0009 

Produit Y 1 pour h< 55 mm c .. h x 0,02187 - 0,01189 
( ApigénoL. 7 glucose) @ E 

Le trac~ des courbes d'étalonnage appelle les remar-

quee suivantes 

- La sensibilité optimale da la mesure correspond à 

des dépOta de flavonoides 'allant de 0,20 ~·0,70/ug~ Dans cette 

zone, lee courbes d'étalonnage peuvent en. effet ~tre confondues 

avec des ~roitea passant par l'origine des coordonnées. 

La courbe d'étalonnage du lutéoloside, par contre, 

peut être assimilée A deuX portions de droite. 

- Si l'on exprime les quantités de flavonoides déposée; 

en moles, les courbes d'étalonnage du lutéolol et de ses deux 
\ 

hétérosides sont confondues en una seule droite passan·t par 

l'origine des coordonn~ee, pour des dép8ts de quantités infé­

rieures à 1,5 x 10-9 M. 

Une droite différente, par contre, se dessine pour le 

produit Y (Apigénol-7 glucose). 

Cette constatation expérimentale doit ~tro rapprochée 

du fait qu'une génine différente caractérise les deux groupes 

de dérivée étudiés, génine qui est à l'origine du ph6nornène 

d'absorption. . "' 
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Le dosage par apeotrophotométrie directe dea solutions 

étalons (chapitre II-2-1-1-3.) a d'ailleurs conduit aux m~mes 

conclusions. 

Cette coïncidence des courbes d'étalonnage dea dérivée 

d'une m~me génine exprimés en moles permet d'envisager le dosage 

de substances identifiées, mais non isolées, à l'aide de la 

courbe d'étalonnage de la "série" correspondante. 

2.2 .2- Ap"OlicA.tion dP. la technique mise nu po:tm 

au dosage dea flnvonoides dana la Gaude 

Le dosage dea flavonoides dans la Gaude, tel que nous 

le proposons, comporte troie temps : 

2.2.2.1- Préparation dea extraits à partir 

dea divers organes de la plante1 

2.2.2.2- Séparation des pigments flavoniques 
. \ 

par chromatographie sur couche mince1 
.. 

2.2.2.3- Analyse densitométrique des taches 

dues à chacun dea flavonoidea et détermination quantitative à 

l'aide dea courbes d'étalonnage, 

2.2.2.1- Prépnrati~n des extraits 

Noua avons choisi d'épuiser les organes secs par 
l'éthanol à 90c bouillant dans lequel toua lee flavonoides eont 
solubles de façon satisfaisante. 

,. 
I·es divers organes de la plante, séchés à 1' air libre, 

sont réduite en poudres grossières ; celles-ci additionnées de 
4 à 5 foie leur poids d'éthanol à 90c sont chauffées jusqu'à 
6bullition du solvant que l'on maintient pendan~ une heure 
environ, temps nu bout duquel on filtre le liquide chaud. La 
poudre est alors traitée à nouveau de la m~me façon avec une 
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nouvelle quantité d'éthanol et ce à plusieurs reprises, jusqu'à 
extraction complète des pigments flavoniques 1 l'addition de 
quelques gouttes d'ammoniaque à quelques millilitres de la 
dernière colature ne doit ~tre suivie d'aucune coloration. 

Les différentes solutions alcooliques obtenues à 
partir d'un organe.donné sont réunies et amenées à un volume 
connu en relation avec le poids de poudre sèche traitée. 

2.2.2.2- Séparation chrcmatograrhigue 

Dans un premier temps, on évalue approximativement la 
teneur en chacun des flavonoidea dea extraito à doser en com­
parant à l'oeil nu lee taches qu'ils donnent par chromatographie 
ascendante sur papier (Arches 302, Solvant de Partridge), avec 
celles obtenues dans les m~mes conditions à partir de solutions 
témoins de concentrations connues. 

On calcule ensuite, si nécessaire, la dilution qu'il 
faut faire subir à l'extrait pour pouvoir effectuer le dosage 
dans la zone de-sensibilité optim~le de chacun des flavonoides. 
Les concentrations respectives du lutéolol et de see deux hété­
rosides dans un m~me extrait sont le plus souvent trop diff~ren­
tes pour que la m~me dilution permette un dosage correct de 
chacun d'eux. On prépare donc trois dilutions appropriées, dont 
on dépose ponctuellement 5/ùl, cOte à cOte, sur une m~me plaque 
de cellulose, du type dont nous avons précédemment justifié le 
choix, préalablement lavée à l'éthanol. 

Le développement est conduit dana les conditions pré­
cisées antérieurement. 

2.2.2.3- Dosaae proprement dit 

La plaque~développée et séchée à l'air libre à l'abri 
dea vapeurs alcalines1 sur laquelle apparaissent cinq taches 
correspondant au lutéolol, au lutéolosido, au glucolutéoloside 

. ' au produit Y et au produit x1 , est alors soumise à la lecture 
par le photodensitorn~tre dans les conditions optimales ~ue nous . ~ 
avons ind~quées plus haut. 

On relève, pour chaque flavonoine, la hauteur du pic 
obtenu avec la dilution qui lui correspond. Cette valeur reportée 
sur les courbes d'étalonnage permet de connaitre la concentration 
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en poids ou en moles du flavonoïde dans la dilution en question. 
Il suffit alors de ramener par le calcul à l'extrait, puis au 
poids d'organe seo ayant servi à préparer celui-ci. 

Dans le cas du produit X1 (Apigénol-glucose-glucose), 
flavonoide dont noue n'avons pas réussi à isoler une quantité 
suffisante, pour la préparation d'une solution témoin, nous· avons: 
utilisé la propriété de coïncidence dea courbee d'étalonnage des 
dérivés d'une m~me aglycone lorsque les concentrations sont ex­
primées en moles 1 nous avons rapporté les valeurs obtenues pour , 
ce flavonoïde sur la courbe établie pour le produit Y (Apigénol-
7 glucose). 

2.2.2.4- Appréciation da la valeur du dos4~c 

Pour mettre en évidence les qualités du dosage, nous 

·avons effectué les calculs d'erreurs se rapportant à deux extrait· 

obtenus, l'un à partir de racines, organes de la Gaude les moins 

riches en flavonoides, l'autre à partir d'inflorescences encore 

en fleure~organes les plus riches en flavonoïdes. A ces fins, 

nous avons procédé à trois reprises différentes au dosage de ces 

extraits dans les conditions décrites ci-dessous. Les résultats 

sont réunis dana le tableau 24 • Il apparait que la technique de 
\ 

dosage que nous avons mise au point peut être appliquée à des 

extraite d'organes de Gaude, quelle que soit leur teneur en 

flavonoïdes. 

2.3. CONCLUSION 

Réalisée dans les conditions que nous avo~s définies, 

la mesure photodeneitométrique directe dans l'ultra-violet des 

taches obtenues après chromatographie our coucha mince' de cel-

lulose dea extraits alcooliques des divers orgrules de ~a Gaude 

permet de connattre avec une précision supérieure à !12% d~s 

la plupart des cas, la teneur de cea or.eanes en chacun des prin-

cipaux flavonoïdeo. 



: : : : 1 

1 1 : . :ApigénoJ..7gl.uooae 1 (Apigén~-Gl.ucoee) t
. : Lutéolol : Lutéoloside :Glucolutéoloside: Produit Y 1 Produit x1 

RACINES : 1 . 1 1 : -Gl.ucoae) ) 
: (mg/ 1 00 g : (mg/ 1 00 g : (mg/ 1 00 g : (mg/ 1 00 g 1 (mg/ 1 00 g · ) 

( · : d'organe sec) : d'organe sec) : d'organe sec} : d'organe sec) : d'organe sec) ) 

(-------------------:---------------:----------~----:--~-------------~--------------~-~-----------------) 
~(~~~~~~-~~-: ________ : _______ ~ _______ : ______ ::~:: ____ : _______ ~: _______ : _______ ~~:~~---~: ______ :~:--------l 

: : : l 1 

(~~~~~~-~:_: ________ =-------~-------'------~~~:~----=-------~~:~----~=-------~~:~~----'-------:~--------! ( • . • . • 1 • 

( Dosage N° 3 • 0 • 182,5 • 70,7 67,32 • 115 
: : 1 1 : 

(-------------------~---------------=---------------=----------------~----------------.-----------------
( Moyenne • 0 176,6 64,8 61,95 106,3 ) 

• 1 / : : 1 

(-------------------,---------------.------;--------.------;---------~------;-----~---~------+----------) 

~~~~~::::~---------=-------~ _______ ; ______ :_~ ______ ; ______ :_~:~-----'------=-~~~------'------=-~~~-----~~ 
( Coefficient de : 0 

1 
+ 3 4. : +12 

1 
+1 0 8 : + 8 · 1 . . % • .: - , : - : - • : -

!:~~I~~L~O~;:-S~F;~;~---;---------------:-----~------~--:----------------:----------------:-----------------
( E.HCûRE EN PLEUR : • • . · • . • ~ . . . . . 
~;~;:;:-;:-~--------:-----~-~;;-----:----6-2;7------:----2-900-~--~--:----~-9~~-----~-:------952:5 _____ _ 
<,n~::;:-;~-;--------,-----;-;;;-----.----6-ooo------.----;-4~;-------.----,-~4;-------.----;-;;~-------- 1 

t : t 1 : ) 
c-------------------~---------------,---------------=----------------~----------------~-----------------> 
(Dosage N° 3 : 1 885 : 7 009 

1 
3 320 

1 
2 074 : 777,5 ) 

,------------------- --------------- --------------- ---------------- ---------------- -----------------) 
( f.1oyenne : 1 818 : 6 412 : 2 900 : 1 966 1 

· 919,3 ) 
. : : : : 1 

(~------------------,------;--------=----+----------~----+-----------~----+-----------~----+------------) 
( Ecart-Type - 76,5 • - 222 - 132 • - 116 - 128,5 } 

. : . : . : ,------------------- --------------- --------------- --------------------------------- -----------------, 
(Coe:ficien; de ~ ·± 4,2 : ! 3 , 5 :. ! 4,5 : ! 5,9 : ! 13,9 ) 

~
var~ation ,.J : : : ' . : : ) . . . ,,~ : . ) . . . . ~. . 

-:·· ~ ,-· '1 

\;;.""':'-5' 
Tabl.eau : 24 = Dosage des f'lavonoides dans un extrait de racines ét un extrait d'inf'l.oreacencea en 

\ 

f'l.eur de l.a Gaude. 
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3. DOSAGE DES PRINCIPAUX FLAVONOIDES DE LA GAUDE 

Dana le but d'étudier les variations physiologiques 

des flavonoïdes de la Gaude au cours de sa végétation, nous 

avons appliqué la technique de dosage exposée ci-dessus aux 

divers organes de la plante, cueillie à différentes époques de 

la deuxi~me année de eon développement, depuis celle où les 

feuillee sont encore •en rosette" jusqu'à celle où les graines 

sont mQres (stades A à J). Noua·avons chaque fois traité eépa-

rément lee racines, les moitiés inférieures et supérieures dea 

tiges, lee feuilles de la moitié basale et celles de la moitié 

apicale des tiges, lee inflorescences en fleurs et en fruits. 

Le tableau 25rapporte les teneurs en chacun des prin-

oipaux flavonoides et lee teneurs globales des divers organes à 

chaque stade considéré. i. 

r 
\ 

t 
1 
l 

i 

f 
1 

\ 
t 
1 
l . 
i 1, 



r : r r r r r r 1 : 
STADES r : A : .B r C 1 D j · E t F 1 - G 1 . H 1 J 

: : 1 1 1 1 1 1 1 1 

;::~~==--------------~--~--:---~---:---~---:---~---:-------:---~----:---~--:--~~--- ---~---:---~----~ 

L 
1 

111 s1 
83 4

1 
276 

1 1 
257 

1 
116 

1 
173 1o9 s' 1oo l 

1 · ' 1 ' r . 1 . 1 : 1 ' :· 

GL 1 4,,51 1~,71 94 1 1 52,5 : 64 1 95,5 25,:5: 22 

Ga 1 61 1 
: 23 1 55 : 1 109 5 1 64 1 38 40 2 1 22 

1 1 1 z 1 '1 1 'a ) 
GGa : 125 1 _55 1 274 a 1 15~,5 1 104 1 122 4~,71 55 ) 

r 1 1 1 : 1 : : ) 

TOTAL • 1 401 1 189 1 1 699 1 1 568 5 1 408 1 428 5 217 7 1 199 ) 

1-~~~~~~~-------------i--~--1-------;--~~:~;--~~::-~---:::-·-:::::--~--:~:-~--:~::_ -~::::-~-::~:---1 
1 1 1 1 1 1 1 1 

inférieures 1 GL : 1 373,7: 1150 : 500 348 : 338 1 450 412 1 745 ! 
des ti es : Ga 1 1 332 5 1 259 1 204 218 1 92 1 153 1 312 1 302 

g 1 : 1 '1 : 1 1 1 1 

: GGa : r 348 1 567 1 232 152 : 146 1 293 : 293 1 560 
:1 : 1 1 : 1 1 ' 1 

------=~=~~----------: -----: -------: _::~:::: __ :~~~-: __ :~=~- 1 -=~~~---; ~~~~-: _:~~~--: _::.~=--: _:~~~---l 
1 l. 1 1 : . 1 0 : 0 1 0 : 0 ,·· 1 0 1 0 
1 :· 1 1 1 1 : r ·: : · 

Moitiés · 1 L t : 1 1 1300 1 1800 1 1390 1 1235 1. 1400 1 2030 

é i 1 GL 1 1 1 1 677 1 750 1 940 1 825 1 545 1 865 

~
. eup r eures 

1 
: 

1 1 1 1 
· 

1 
: 

1 
: 

des tiges t Ga 1 t : t 380 , : 410 : 247 1 300 1 313 : 374 
1 GGa 1 1 1 1 256 1 ·390 1 360 1 480 1 270 1 490 
1 1 : 1 1 1 1 1 1 ~----< 

( TOTAL 1 1 1 :: 1 2613 1 3350 1 2937 1 2840 1 2528 1 3759 
( 1 1 1 : 1 : : 1 1 1 

( z : z :~: : : : : : ) 

~ ... ; ... 
' 



) 

. ~ 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 } 
STADES s 1 A 1 ~ 1 Ca D 1 E 1 Fa G 1 H 1 J 

1 1 r 1 1 1 1 1 1 a 
~----------------~--- ----- ------- ---~--- -~----- ------~ ------- ------- ------- ------- ---------

Feui11es portées 

par 1es moitiés 

inférieures des 

tiges 

TOTAL 

1 1 1 : : 1 1 c l 1 

1 1 a 297 1 -· 1 - &traces atraces 1 287 1 334 &traces 1 traces 
1 L 1 6740 1 10790 116320 1 6138 1 3717 1 4320 1 5880 1 8115 1 7945 
1 a 1 1 1 1 · 1 1 1 1 
a GL a 3260 a 5538 1 8784 1 4277 1. 1420 1 2340 1 2775 1 3230 1 3655 
1 Ga 1 2270 1 2300 1 3275 1 1100 1 576 1 985 a 2760 1 1710 1 1145 
1 1 1 1 : 1 1 1 : 1 
: GGa 1 2490 
1 1 

1 115057 

1 3418 
: 
122046 

1 4030 
1 
132409 

1556 1 575 1 950 1 2560 · a 1590 1 2160 
s l s l 1 

13071 1 6288 a 8882 114309 114645 a 14905 l 
----------~---------a--~--a------~a-------1-------•-------z-----~-z-------a-------•-------a---------

Feui11es portées 

par 1ee moitiés 

supérieures des 

tiges 

TOTAL 

1 

1 
1 

1 L 
1 GL 
1 

1 

1 
• • 
1 

1 
1 Ga 1 

1 GG 1 
: a 1 

1 1 

s 1 

-------------------~~-----·-----~-

Inflorescences 

en fruits 

TOTAL 

' 

1 

1 
1 

1 L 
1 GL 
: 

s 
1 
1 

1 

1 

1 Ga : 
1 GGa 1 
1 . • 
1 : 

1 

1 

1 

1 

1 
J 

: 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 

J 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 

1 

: 195 
1 
110906 
1 6151 
1 

1 ·330 
1 

9630 1 

1 3790 
1 

1 2585 1 2157 
1 1970 1 1872 1 1 ___ _ 

• 1 

t21807 117779 
-------·------~·-------1-------

1 
1 

J 
1 

1 
1 
1 

1 

1 

1 
1 

1 
. 1 

1 
1 

1 

1 
1 
1 

. 1 

. 1 

1 
1 

1 
1 
1 

1 

1 1 

1 1 
1 1 
1 ~ 1 

{ :=-;::: ) 
~ 

500 

5510 

3330 

950 

1 1 traces 570 
1 1 
1 6185 1 6730 
1 3525 1 4155 
l 1 
1 1095 1 1050 

1 
1 
1 

1 

1 
1 

550 

6155 

2740 

1045 

1210 
1 

1660 
1 

1140 
1 

1340 1 
------' l ·---------

1 1 l 

~~~~~--~~~~~~--::~~~~--:_::~~~---
1 290 1 1360 1 650 1 510 
1 1 1 1 
1 1120 
1 706 
1 
1 595 

1 4620 
: 3320 
1 
1 2100 

1 245 1 1450 1 J __ _ 

1 3530 : 2700 
1 1540 1 1000 
1 1 
1 111 5 1 635 
1 1200 1 735 
1 ~---------

1 1 1 1 

1 2966 a12850 1 8035 a 5580 
1 1 1 1 
1 1 1 1 

... ; ... 

) . 



•• ·1 ••• 

& a 1 ' l 1 1 1 

STADES 1 : A· :a 1 .c 1 D 1 E 1 F 1 G 1 H 1 J 

' 1 1 1 1 1 1 1 
-----~-------------~- --~-- ------- ------- ------- -~-~--- ------~ ------- ~~---- ------- ---------1 1 1 1 1 1 1 

~ 1 1 1 431 587 1 1846 1 3795 1 1 

L 1 1 1 14500 16540· 1 6330 1 10390 1 1 
Inf:torescences 1 1 1 1 1 1 1 1 

en f1eurs 1 GL 1 1 1 6410 4600 1 2565 1 4950 1 1 

Ga 1 1 
: 3515 5040 1 1980 1 3550 1 1 

1 1 1 1 • 1 
GGa 1 1 1 2255 2260 1 840 1 2340 1 1 

1 1 1 1 : 1 1 
TOTAL 1 1 _./ 1 121111 29027 113560 125025 1 1 

1 1 1 1 : 1 1 
f 1 1 1 : 

Stade A a p:tantee "en rosette" a Stade :B • p1antes possédant une courte tige ; 
Stade C = p:tantes possédant une tige bien formée ; Stade D ~ p:tantes commençant à f1eurir J 
Stade E = p:tantes en fleurs ; Stade F • p:tantes en début de fructification ; 
Stade Ga p:tantes dont :tes inf:torescences sont aux 3/4·en fruits J 
Stade H = p:tantee entièrement en fruits, p:tantes dont :tes graines sont mOres. 

TA13LEAU 

.... 

25• Teneur en f1avonoides (en mg pour 100 g de poids seo) des divers organes 
de :ta Gaude, au cours de sa végétation - (~ • ~utéo:to~ J L a :tutéo:toside J 
GL • g:tuco:tutéo1oside ; Ga • apigéno:t -7 g:tuoose J GGa a apigéno:t-g:tucoee-g:tuoos~. 

~ 
~.r;E) 

"'--'-· 



C H A P I T R E 

III 

ISOLEMENT D'UNE SOUCHE DE TISSU DE GAUDE ET ETUDE 
\ 

DE LA FORMATION DES FLAVONOIDES. 
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Parallèlement à l'étude dynamique des flavonoides dans 

la Gaude, il nous a semblé intéressant d'aborder le problème da 

la genèse de ces composés grâce à la culture"in vitro"des tissus 

végétaux, technique qui s'est révélée riche en enseignements 

concernant nombre de constituants cellulaires 1 protides, glucide 

alcaloïdes, eto ••• 

C'est ainsi que, dans un premier temps, noue noua 

sommes attachée à obtenir une souche de tissu à partir de frag-

mente de tige de Gaude. Dana un deuxième temps, noua avons tenté 

de mettre en évidence, dana ces tissus, la présence de dérivés 

flavoniques. Enfin, nous avons étudié l'influence de certains 

précurseurs sur l'élaboration de ces dérivés par nos cultures. 

1. OBTENTION D'UNE SOUCH~ DE TISSU DE GAUDE 

1.1. CHOIX ET PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL 

Les plantes sont récoltées entières dans la nature et 

. traitées aussi rapidement que possible après leur cueillette. 
\ . 

Les fragments mis en culture. sont prélevés à partir dea tiges. Or 

celles-ci sont creu~es, ce qui a été, pensons-noua, à l'origine 

de l'infection quasi générale de nos premières cultures. Nous 

avons pu surmonter cet inconvénient grâce au mode opératoire 

suivant 1 

-Tremper les plantes entières dans l'éthanol à 95c, 
avant de détacher racine et feuilles des tiges, qui sont ensuite 
sectionnées en ~ragments de 20 à 30 cm. 

Laisser séjourner ces derniers 1j2 heure dana une 
solution aqueuse d'hypochlorite de calcium. 

Rincer trois fois à l'eau stérile. 

1 .2. PREPARATION DES MILIEUX DE CUJ,TURE ET CONDI­
TIONS D'ENSEMENCEMENT 

Nous avons respecté, tout au long de ce travail, les 

conditions opératoires décrites par GAUTHERET-1942-. 
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1,3, CHOIX DU MILIEU DE CULTURE 

Deux objectifs ont successivement guidê noe recherches' 

- obtenir une culture primaire de tissu da Gaude, 

- conserver la souche obtenue. 

1.3.1- Obtention d'une souche de G~ude 

Des fragments, de 3 cm environ, de tiges de Gaude 

préalablement et~rilisée ~elon le processus exposê ci-dessus 

ont été simultanément ensemencée la partie apicale plongeant 

dans le milieu, par séries de 12 sur 5 milieux différents : 

o( , ~ , )(, 5 et é. dont lee compositions sont rapportées dans le 

tableau 25, le milieu t étant un mélange des milieux o{, ~ 

et ~dana les proportions de 1/4, 1/4 et 1/2 • 

TABLEAU 25 

Milieu Milieu Milieu 
1 

Milieu' 

Solution saline oligodynamique 
de BERTHELOT-1934 
Glucose 
Chlorhydrate 
Chlorhydrate 
Gélose 
Lait de Coco 

de thiamine 
de cystéine 

\ 

Suc de xylème de racine 
de Carotte (s.x.c.)o 
Protéolysat de caséine · 
Cytokinine (6-furfurylaminopurine) 
Acide naphtalène-acétique 
Lutéoloside 

~ 
XGttea 

30 g 
1 mg 

10 mg 
13 g 

100 ml 

~ 
XGttee 

30 g 
1 mg 

10 mg 
13 g 

100 ml 

'( 
XGttea 

30 g 
1 mg 

10 mg 
13 g 

20 mg 
1 mg 

0,01mg 

XGttea 
30 g 

1 mg 
10 mg 
13 g 

20 mg 
1 mg 

0~01mg 
1 mg 

:1 
;. 

Solution macromoléculaire 
minérale de HELLER-1953 q.e.p. q.e.p. q.e.p. q.a.p. 

1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 m: 

Lee cultures sont maintenues à la lumière du jour et 

à la température du laboratoire (18-22° c). 

0 s.x.c. 1 suc obtenu par simple expression du xylème prélevé 
sur la racine de Carotte, filtré sur papier et conservé en 
petite flacons stérilisée à 110° c. 
Des propriétés excitoforrnatricea ont été misee en évidence dana 
ce suc - GORIS et Coll.-1971-. 
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Une quinzaine de jours plus tard, de petits cals étaien1 

apparus sur un certain nombre da fragments de tige, dana chacune 

des séries d'expérience. Mais la plupart d'entre eux ne aurvi-

vrorit pas. 

55 jours après l'ensemencement primaire, toutes les ex-: 

croissances qui avaient pria naissance sur les milieux~, Set ~ · 

étaient mortes. 

Sur les milieux~ et~, quelques fragments de tige 

paraissent encore vivants. Deux seulement, dana chaque s6rie, 

portent une petite excroissance verte. Les tubes de ces deux 

séries sont décapuchonnés de façon à favoriser les échanges 

gazeux aveo l'atmosphère ambiante • . 

En conclusion 1 

- Contrairement à nos eap6rancea, le lait de Coco n'a 

pas favorisé la prolifération des tissus de tiges de Gaude. 

-L'addition de lutéoloside au milieu (milieu~) s'est 

révélée, tout a~ moins à la concentration employée, néfaste pour 

la survie m~me dea explantata. 

- Le milieu contenant 10 % de s.x.c. (milieu~) semble 

celui qui donne les meilleurs résultats. 

109 jours après l'ensemencement primaire, les deux 

explantats sur milieu ~·sont encore vivants. L'excroissanc~ pré­

sent6e par l'un deux s'est nettement développée depuis l'obser-

vation précédente et se trouve maintenant au contact du milieu. 
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L'excroissance qui a pris naissance sur l'autre ex-

(Photographie 7 ) • 
1 

plantat est sensiblement moins gross~ 1 

L 1 une des deux cultures sur milieu ~ mon.tre, à ce té ~ 
de la prolifération verte déjà observée au 55ème jour de culture 

et qui ne semble d'ailleurs pas avoir grossi depuis cette date, 

une excroissance de tissu blano au contact du milieu. L'autre ne 

présente ·qu'une excroissance blanche au contact du milieu. 

· Toutes les excroissances sont détachées des fragments 

de tiges sur lesquels elles ont pris naissance et repiqu~es sur 

des milieux correspondants. Les tubes de culture sont capuchonnés 

d'étain. 

67 jours plus tard il est remarquable que seules les 

excroissances tissulaires chlorophylliennes qui se sont form~os 

aux dépens des assises cambiales, aient survécu, bien que leur 

développement soit extrèmement lent. 
\ 

Les autres d'aspect blanchâtre sont mortes. 

110 jours après le repiquage, les milieux sur lesquels 

se trouvent les excroissances (Photographie 8 ) commençant à se 

concentrer fortement, nous transférons les colonies sur· des mi-
' ' 

lieux .de compositions· identiques auxquels nous ajoutons de 1 1 acid 

indolyl-acétique dans la proportion de 1 mg par litre, dans l'es-

poir d 1 accélérèr le développement. 
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Apràs 120 jours de culture, l'excroissance tissuleire 

(Photographie 9), qui provient de J.'explantat cultivé sur le 

milieu~ renfermant 10 ·%de s.x.c., a maintenant atteint un 

volume suffisant pour pouvoir ·être rèpiquée. Son développement 

a été extr~mement lent 1 il. a fallu six moie pour obtenir cette 

masse tissulaire. Afin de tenter de stimuler la croissance, noua 

inspirant des travaux de MURASHIGE et SKOOG-1962- sur la culture 

des tissus de Tabac, noua repiquons J.es cinq fragments que nous 

avons pu obtenir, sur le milieu I suivant : 

Solution saline oligodynamique de BERTHELOT X gouttes Glucose 
30 g Chlorhydrate de thiamine 1 mg Chlorhydrate de cystéine 
10 mg Acide indolyl.-aoétique 

@ 0,05 mg Protéolysat de caséine 
1 g Glycocol.J.e E 2 mg 

Cytokinine (6-furfuryJ.aminopurine) 0,05 mg Méeoinositol. · 
1 g Acide nicotiniqu~ 

0,5 mg Pyridoxine 
0,5 mg s.x.c. 
100 ml. Gélose pour solidifier \ 

13 g Solution macromoléculaire minérale de HELLER q.a.p. 1000 ml 

L'excroissance tissulaire qui s'était développée sur l'explantat 

cultivé sur J.e milieu~, ne renfermant pas de s.x.c., trop peu 

dével.oppée pour faire l'objet d'une division, est transférée sur 

le milieu I. 20 jours plus tard elle est morte. 
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Apràa 73 jours de culture sur le milieu I, à l'excep-

tion de l'une d'entre elles qui est morte, les colonies issues 

de l'explantat cultiv~ sur le milieu~ renfermant du s.x.c., se 

sont suffisamment développées (Photographie 10).pour pouvoir 

être repiquées. Elles se présentent sous la.forme de masses 

hémisphériques blanch~tres, parfois 1~g~rement rosées, -A 

surface régulière. Les tissus de trois d'entre elles sont homo-

gènes et compacts. La quatrième colonie par contre, est hétéro-. 

gène, formée en partie de tissu compact, en partie- de tissu , 

d'aspect pluo lâche, tranal~cide {Photographie 1~. 

Toutes les colonies sont repiquées sur le · 

milieu I. La fraction de tissu d'aspect lâche ne se développera 

pas.'·. 

52 jours plus tard, certaines colonies occupent toute 

la surface du milieu. Noua procédons à un troisième repiquage. 

. 53 jours plus tard, les colonies sont bien développées 
\ 

et ont extérieurement un aspect sain, cependant si le tissu qui 

les constitue est blanc et ferme à la périphérie sur 1 à 1,5 mrr 

il se teinte très faiblement de brun vers le centre, et la zone 

qui est en contact aveo le milieu est nettement brune et friable. 

Au cours du quatrième repiquage auquel noua procédons 

alors, nous observons, dans un certain nombre da colonies, des 

lames de tissu brun qui divisent de façon très irréguliàre l'en-

semble de la masse tissulaire, semblant indiquer qu'en réalité ,. 

les cultures étaient moins florissantes qu'alles ne le parais-

saient extérieurement. 



Photographie 7 - Cul ture primaire de 
tissu de Gaude âgée de 109 jours. 

Photographie 8 -- Tiss'u de Gaude 
Agé de 110 jours. A gauche, sur 
milieu ~renfermant du s.x~c., 
à droite sur milieu ~ sans s.x.c. 

Photographie 10 

fBù\ 
~ 

Photographie 9 :.. Tissu de Gaude 
âgé de 230 jours. A gauche, sur 
milieu t:_ renfermant du s.x.c., à 
droite sur milieu ~ sans s.x.c. 

Photographie 11 
Photographiee 10 et 11 - Colonies de tissu de Gaude provenant de 1' explantat 
obtenu sur milieu~ renfermant du S.X.C., cultivées depuis 73 jours sur 
milieu I. En 11,à droite 1 colonie homogène, à gauche : colonie hétérogène 
Portant du tissu translucide à sa partie supérieure. 



-120-

Noue sommee alors en possession d'une souche de tissu 

de Gaude (RESEDA LUTEOLA L.) et d'un milieu, le milieu I, sur 

lequel elle prolifère de façon correcte. Maie celui-ci se rêvèle' 

à la longue assez toxique pour que se pose à noue la question 

du choix d'un milieu d'entretien. 

1.::5.2-Conservation de la souche 

Il s'agit de eêlectionner le milieukle moine complexe 

possible, qui assure' la pêrenni tê de la souche. isolêe' dans lee 

meilleures conditions quant à sa vitesse de croissance et à la 

qualit~ de ses tissue. 

1.::5.2.1-Principe de la mise nu point 

Des explantate calibrêe de tissu de Gaude ieolê sur 

le milieu I sont ensemencée sur des milieux de composition 

variable, le mi'lieu I servant de rêfêrence. 

Après une période déterminée par la vitesse de croie­

eance des colonies, celles-ci sont pesêes à l'état fraie 

et ~apiquées sur leurs milieux respectifs. L'étude.de·la 

variance des poids fraie par le test F de SNEDECOR permet. 

de dêgager lee différences significatives qui peuvent apparattre 

en fonction des conditions de culture. 

Lee variations dans la composition des milieux qui ~nt 

6té employée portaient, d'une part sur 1a nature dea substances 

o~ganiques introduites, d 1 aut~ê pa~t eu~ 1a pr~sence oti non de 



.121 -

S.X.C •• Le tableau 26 permet de comparer l.a composition des mi-

lieux I, A, B, C et D • 

TABLEAU 26 

Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu 

Solution saline 
I A B c D 

oligodyna.mique 
de BERTHELOT XGttes XGttes XGttee XGttes XGttes Glupose 30 g 30 g 30 g 30 g 30 g Chlorhydrate de thiamine 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg Chlorhydrate de cystéine 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg Acide indolyl.~aéétique 0,05 mg 0., 0~ ma 0,05 me. 0,05 mg 0,05 mg Protéolysat de caséine 1 g 
Glycocolle . . 2 mg 
Cytokinine ~6 f 0,05 mg 0,05 mg 0,05 mg Mésoinosito - urfurylaminopurine) 

1 g 1 g 1 g Acide nicotinique . 0,5.mg 0,5 mg 0,5 mg Pyridoxine 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg s.x.c. ' G . 100 ml 100 ml 100 ml élose pour solidifier 13 g 13 g 13 g 13 g 13 g Solution macromoléculaire minérale 
de liELLER q.s.p. q.a.p. q.a.p. q.a.p. q.a.p. 

1000 ml 1000 ml. 

\ 

1.3.2.3- Résultats 

1000 ml 

rBù\ 
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1000 ml 1000 ml 

Au 38ème jour de culture, l'observation des colonies 

permet déjà de faire de~ remarques z 

- Le S.X.C. semble exercer une action favorable sur la 

croissance du tissu de Gaude "in vitro" & les colonies placées 

sur lee milieux I, A et C, qui renferment 10% de s.x.c.~ se 

sont mieux développées que celles placées sur les milieux B et D 

qui en sont privée. 

, 
- Les facteurs de croissance que sont la cytokinine, 

le mésoinoaitol, l'acide nicotinique et la pyridoxine ne aembleni 

pas indispensables au développement du tissu de Gaude "in vitro": 

aucune difîérence ne peut ~tre relevée entre les colonies pous-

sant sur lee milieux A et B, qui se distinguent uniquement par 

la. présence ou non de ces composée. 
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Aprèe 65 jeure de culture, les colonies se sont bien 

développées sur les milieux I, A et C qui renferme~t du s.x.c. 
(photographies12,13et14)• Elles sont blanches ou un peu 

rosées, légèrement brunâtres au contact du milieu, surtout au 

niveau de l'explantat initial, dont la base est généralement 

nécrosée, cette action toxique étant d'ailleurs plue sensible 

dans les cas des milieux A et I, que dans celui de c. 

Sur lee milieux.B et D, les colonies ont bien ~rQliféré 

Elles sont blânchéa à ~eine brunâtres au~ivea~ de l'explantat 

initial~ .mais l~ur c~oiasa.nce. bien ~ua- régulière ~at nettement 

p1~a ~aible que aur lea mil~eux précédents {Photographies 15,16.). 

Les colonies sont pesées à l'état fraie, avant d'~tre 

repiquées sur le milieu sur lequel elles se sont précédemment 

développées. La confrontation dea résultats obtenue selon lee 

milieux de culture appelle de nouvelles remarquee 

1) CompRr~ison entre lee cultures faites sur lee milieux 

~ d~e ( ) renfermant 10 ~ S.X.C.Milieux I, A et C 

La présence dans le milieu de culture dea acides aminés 

que sont le protéolysat de caséine et le glycocolle, et dea fac-

teurs de croissance que sont la : ~ytokinine, le mésoinositol, 

l'acide nicotinique et la pyridoxine entratne une croissance de 

tissu de Gaude plus rapide que sur un milieu qui en est priv~ 

(test de SNEDECOR entre les milieux I et C significatif à 99% 

Tableau 27). , 
Pourtant si l'on prive le milieu uniquement dea acides 

aminés cités plus haut, la vitesse de croiar,ance reste pratique-

ment inchangée (test de SNEDECOR entre les milieux I et A non 

significatif-Tabl. 28), ce qui inclineraït à considérer corr.me 

très faible le rOle joué par les acides aminés en présence de 
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Photographie 12 

Photographie 1 4 

Photographie 1:5 
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Photographies 12, 1:5, 14- Colonies de tissu de Gaude âgées da 65 jours, 
cultiv~srespectivament s~r les milieux I, A etC renfermant du s.x.c. 

Photographie 1 5 Photographie 16 

Photographies 15 et 16 - Colonies de tissu de Gaude âgées de 65 jours, 
oul~iv~srespectivement eùr les milieux B et D sana s.x.c. 



1 1 1 1 1 

1 Origine de Somme 1 Degrê dea 1 F 1 Pro ba-
Cultures 1 1 1 1 Variance 1 1 bilité 

ala variation& dea carrés 1 liberté 1 ade SNEDECORa d'effet 
1 1 1 1 

----------•~-------~--- ------------•---------a-------------1-----------•--------
Milieu I 

Milieu C 

1 
1 Traitement 
1 Erreur 
1 Totale 
1 

802 143 
1 582 831 
2 384 974 

1 

1 1 
_1.1 

18 

802 
93 

1 1 
143 aFe = 8,60: 
108 aFo,o5= 4,45: 99 % 

1Fo,o1• 8,401 
1 1 

·----------•------------ ------------a---------1-------------s----------- ---~----
Milieu I 

Milieu A 

Traitement 
Erreur 
Totale 

328 778 
2 243 525 
2 572 303 

1 
1 

1 

1 
_1.1 

18 

328 778 
131 972 

1 
:Fe = 
1Fo,o5= 
aFo,o1= 
1 

2,5 
4,45 
8,40 

nulle 

~--------- ------------·------------·---------·-------------1----------- -------~· 
Milieu A 

Milieu C 

Traitement 1 98 641 
Erreur 1 1 660 021 
Totale 1 1 758 662 

1 
1 1 

_1.§. 
1 1 7 
1 

1 
1 

98 641 
103 751 

aFa = 0,95 
aFo,o5= 4,49 
1Fo,o1= 8,53 
1 

nulle 

~ablea.u 27= Analyse de la variance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies 

de tissu de Gaud.e cultivées sur des milieux différente A, I et C, 

renfermant toua 10 % de S.X.C. 

Cultures 

.......... ______ _ 

' t 

1 1 1 1 
Origine de 1 Somme 1 Degré dea 

1 1 Variance 
la variation:dee carrés . 1 liberté ' ade SNEDECOR 

\ 

1 
1 1 1 

------------·------------·---------1---------~---f-----------
1 

Traitement 1 526 881 1 
~· 526 881 aFa = 222 

Erreur • 52 208 1 22 1 2 373 :Fo,o5= 4,30 • 
Totale ' 579 089 1 23 1 :Fo,o1= 7,94 

1 1 :& • • 
t 

Pro ba-
bilité 
d'effet 

---------
99 % 

~ableau 28= Analys~ de la variance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies 

de tissu de Gaude cultivées sur lee milieux B et D, qui renferment 

10 % de S.X.C. 

., 
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s.x.c •• 

D'autre part, entre un milieu priv~ de protéolysat de 

caséine et de glycocolle, mais renfermant les facteurs de crois· 

eance cités plus haut, et un milieu ne renfermant aucun de ces 

~l~ments, on n'observe aucune différence, (test de SNEDECOR 

entre les milieux A. et C non aignificatif-Tabl. · 2~,ce qui 2aisf 

croire que ces facteurs de croissance restent sans action sur 

la vitesse de développement des tissus en présence de s.x.c •• 

Parmi les milieux ~tudiés renfermant 10% de s.x.c., 

le milieu I riche à la fois en acides aminés et en facteurs de 

croissance se révèle ~tre le plus stimulant. 

2) Comparaison entre les cultur~s réalisées sur des 

milieux privés de S.X.C. (r>Hlieux B et D) 

Contrairement à ce que nous avons observ~ avec les 

milieux qui renfermaient du S.X.C., les facteurs de croissance 

que sont la oytbkinine , le mésoinositol, l'acide nicotinique 

et la pyridoxine exercent1 m~me en l'absence de protéolysat de 

caséine et de glycocolle, une action stimulante notable sur la 

croissance du tissu de Gaude (test de SNEDECOR entre les milie~~­

B et D significatif à 99 %-'Tableau 28). 

3) Comparaison entre les cultures ef~ectuées sur d~s 

milieux diff6rnnt par la présence ou non de S.X.C. 

La comparaison deux à deux dea cultures réalisées sur 

les milieux I, A et C, qui renfermaient 10 % de S.X.C. d'une 

part, aveo celles qui se sont développées sur les miliot~ B et D 

qui en étaient privés, d'autre part, fait ressortir l'importance 
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de celui-ci pour la croissance du tissu de Gaude "in vitro"_ 

(Tableau 29). 

Test de SNEDECOR entre l.ee milieux B et I significatif' à 99 % 
" " " B et A " " 
" " " B et c " " 
" " " D et I " a 

" " " D et A " " • • " D et c • " 
On peut noter d'ailleurs que le s.x.c. exerce une 

action stimulante sur la croissance du tissu de Gaude "in vitro"' 

supérieure à celle que peuvent avoir lee facteurs de croissance 

que sont la eytokinine, le mésoinositol, ·l'acide nicotinique et 

la pyridoxine réunis, m~me asaociés à du protéolysat de caséine 

et à du glycoooll.e. 

Sarts ~réjuger de la·nature de la substance excitofor-
• 1 

matrice, il. est permis cependant d'affirmer que l'action exercée' 

~ar le s.x.c. ne résulte paa d'Un apport suppl.àment~ire en ~ucre 

""Cet'apporttv-ariable av~c les sucs. étant de l. 1 Qrdre de 2 g par 

\ 
litre àe milieu. 

Ul.Hirieurement à nos travaux,.THDr-!A.S -1971- a montré 

que l'effet stimulant exercé par le S.X.C. sur la croissance du 

tissu de Gaude n'était pas da non plus à l'apport,pourtant non 

négligeabl.e,en potassium. 



Somme 
Cultures 

1 
1 Degré de 
f 

'1 

: ( 
1 

F a Proba-
Vari~~ce 1 bilité 

Origine de 1 

f f 

r1a variationz 
f 1 

des carrée r liberté 
1 

rde SNEDECOR: d'effet, 
1 

1 

1 
1 

----------1~-----------:------~-----r--------- -------------~------------ z --------.. ' 
1 

Milieu I Traitement 4 323 621 

Milieu B 
Erreur , 045 979 
Totale 5 369 600 

...... ________ 
------------ ------------

Milieu A Traitement 2 020 910 

~ilieu B 
Erreur 1 123 169 
Totale 3 144 079 

1 
f 

1 

1 
20 
21 

---------
1 

19 
20 

1 

' 1 

1 1 ' 
4 323 621 zFe a 82,6·, 

52 299, 1Fo,o5= 4,351 99 cJ, 
:Fo,ol::a 8,10: 
1 1 

-------------r-----------1--------·\ 

2 020 910 
59 114 

1 
::Fe • 34 1 
1Fo,o5= 4,381 
zFo,o1= 8,18r 
l 

99 %. 

........... ________ 
------------ ------------ ---------r-------------1-----------s---------~ 

: 
Milieu B 1 Traitement 1 1 179 024 

l Erreur : 462 475 
Milieu C z Totale ~ 1 641 499 

1 
19 

20 
1 s ---­~-----·------------a------------1---------

Milieu I 1 Traitement : 9 658 491 
1 

1 Erreur l 1 1 72 56 3 1 
Milieu D 1 Totale z10 831 054 1 

a 1 1 

1 
22 
23 

...... __ 
------1-------~----:---~--------r---------

f 

1 
: l 

1 179 024 aFe = 48,4 1 

24 341 :Fo,o5= 4,30: 99% 

-------~-----j::~:~:_:~~:~@----
9 6 58 4 91 1 Fe = 18, 1 : 

53 298 :Fo,o5= 4,30r 99 % 
:Fo,o1= 7,941 
1 

-------------:-----------:-------~-
M 1 a 1 1 1 
j ilieu. A : Traitement 1 4 383 195 1 4 383 195 :Fe = 66,6 1 

'Mi Erreur 1 1 249 753 _12 a 65 776 :Fo,o5= 4,38r 99 % 
~~·lie~ D : Totale : 5 632 948 : 20 

1 
:Fo,o1= 8,18: 

1 
----.. - ' . ---z------~-----1------------t---------•-------------•-----------s---------

.Milieu C : Traitement : ' 045 103 1 1 : 3 045 103 rFe m 98 1 

~ilieu D r Erreur 589 059 1 _12 31 003 :Fo,o5= 4,38z 99 % 
r Totale. 1 3 634 162 1 20 1 :Fo,o1= 8,18: 
.1 1 1 

Tableau 29= Analyse de 1a variance, par 1e test de SNEDECOR, pour des colonies 

de tissu de Gaude cultivées eue des milieux différente, renfermant 

ou non du S.X.C. 

h 
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Après 64 jours de culture, noua avons de nouveau exa-

min~ les colonies avant de les repiquer sur leurs milieux rea-

pectifa (Tableau 30). 

- Sur les milieux I, A et C, les colonies ont bien 

prolifér~. Elles sont un peu plus grosses sur le premier, plus 

r~gulières sur le dernier. 

ï 
J 
·J 
1 

-Sur les milieux B et D, privés de s.x.c., par contre, 

les colonies sont nettement plue petites, très irrégulières en 

outre sur le milieu B. 

L'~tude de la variance des poids frais par le test P de 

SNEDECOR (Tabl.31), permet de confirmer les conclusions formul~ea 

64 jours plus tet en particulier en ce qui concerne l'importance 

du rôle joué par le s.x.c. dana la croissance du tissu de Gaude. 

Conaid~rant l'évolution dea poids frais dea colonies 

cultivées pendant trois périodes successives et égales sur un 

m~me milieu (§) (Figure25), notre choix d'un milieu d'entretien 

\ 
de la souche de Gaude s'est porté sur le milieu C, un peu moins 

favorable que le milieu I à la croissance dea tissue, mais de 

façon non significative (Tabl.32), et présentant le double avan-

tage d 1 ~tre moins toxique et moins complexe que lui. 

L'observation au microscope de coupee pratiquées dana 

des colonies développ~ea sur ce milieu r~vèle une structure ana-

tomiqua comportant un parenchyme fondamental sans organisation 

apparente, p~eentant çà et là, en plue ou moine grande abondance 

selon les régions, des cellules diff6renciéea en courtes trach6i-

des, isolées ou associés par petis groupes (Photographie17 ). 

(§) Nous n'avons constaté aucune variation significative des 
poids fraie entre deux passages successifs sur un m~me 
milieu (Tableau 30). 



r-------------------------.1 
a Origine de : Somme 1 Degré de: 1 J! :: Pro ba- l 

ulturea J 1 Variance 1 J bilité 
ala variationl dea carrée 1 liberté 1 ade SNEDECORa d'effet ! 

'l 1 1 

---------1~-----------1------------ ---------1-------------l-----------t---------. 
1 1 1 

ilieu I 1 Traitement 1 6 378 1 1 6 378 1Fe a 0,041 
er Passage Erreur t 2 597 378 
ilieu I 1 Totale 2 603 756 

_12 1 136 704 Fo,o5= 4,38r nulle 
20 1 Fo,o1= 8,18: 

e Passage 1 1 1 

~----~--~1------------·------------ ---------1------------- -----------·---------
ilieu A 1 

r Passage 1 Traitement 
1 Erreur 

ilieu A 1 Totale 
e Passage: 

1 
102 398 

2 210 785 
2 313 183 

1 
_lê 

19 

1 

1 
1 . 

1 

102 398 
122 821 

Fe a 

Fo,o5=­
Fo,o1:a 

1 
0,801 
4 ,41 1 
8,281 

1 

nulle 

...... 
------~-----------:------------ ---------:------------- -----------:---------· 

Milie~ B 
r Passage 

ilieu B 
e Passage 

----------

1 

Traitement 1 
Erreur 
T·otale 

1 

' 

11 242 
251 011 
262 253 

: 
1 
1 

1 
-1!! 

19 

1 

1 
1 

1 

1 1 
13 

1 
242 Fe = 0,80: 
945 :Fo,o5= 4 ,4, t nulle 

1Fo,01= 8,281 
. 1 1 

------------z-----~------1---------:-------------:-~---------z---------· 
!lieu c 1 1 
r Passage Traitement 1 108 980 1 1 108 980 :Fe = 1 , 20: 
ilieu C Erreur 1 1 688 209 1 _12 t 88 853 :Fo,o5=- 4,381 nulle 

Totale 1 1 797 189 1 20 a :Fo,o1::. 8,181 
e Pas cage 1 1 . 1 1 1 1 
~-- . 

-------:----~-------:------------:------~--:---~---------:-----------:---------· 
i.lieu D 1 
r P • Tro.i t.emen t 1 11' 575 assage• . Erreur 1 202 310 
,ilieu D ·: Totale r 315 885 ~ e • 
· Passage 1 r ...._____ 1 

1 
1 1 

:a 22 
r 23 
1 

: 
z 
1 

1 

113 575 
9 195 

• • 
:Fe ... 12,30 s 
rFo,o5= 4,301 
:Fo,o1= 7,94: 

99 % 

1 @l 
\ • c; 

~· 
ableau 30 • Analyse de la variance, par le test de SNEDECOR, pour dea colonies 

de tissu de Gaude, cultivées deux fois de suite sur le m~me milieu. 

h 



1 
1 Origine de 
1 
1la variation 
1 

Somme 

dea carrée 

De gr~ dea 
f 1 

1 libertél 
a 

1 

Variance F 1 Proba-· 
1 1 bi lité 
tde SNEDECOR1 d' effe· 
1 1 

--------~~-~-----~--~~ --~----~~---:---------1-------------:---------~~:---~----· 
1 

~lieu I 1 
a 

1ilieu c 1 

• 

Traitement 
Erreur 
Totale 

519.477 
:2 702 757 
3 222 234 : 

1 

1 
21 -22 

1 

519.477 
128 702 

1 
1Fe= 
1Fo,o5= 
:Fo,o1= 

1 

4 1 

4.:52 1 
8,02: 

1 

nulle 

---------•-~----------.------------:---~-----z-------------1---------~-s--------· 

ilieu I 

ilieu A 

: 
Traitement 1 131 355 

2 564 639 
1 2 695 994 

Erreur 
Totale 

1 

1 

1 
1 

1 

1 
20 

21 

1 131 355 
128 23~ 

rFe = 
aFo,o5= 
:Fo,o1= 
1 

1 1 

4,351 
8' 10: 

nulle· 

------------:------------:---------:-------------1------~----·--~------
1ilieu A 

1 1 J 1 

Traitement 1 122 863 1 1 & 122 863 aFe = 1 1 

'ilieu C 
Erreur 1 2 238 974 1 ~ .. 106 618 :Fo,o5= 4,32: nulle 

ilieu B 

Totale 1 2 361 837 z 22 1 1Fo,o1= 8,02& 

------------:------------:---------:-------------:-----------:~----
~lieu D 

Traitement 
Erreur 
Totale 1 

1 

158 454 
401 113 
559 567 

1 

1 

: 

1 

..J..ê. 
. 19 

1 

1 

158 454· 
22 284 

:Fe = 
1Fo,o5= 
1Fo,o1:s 
1 

7 
4. 41 1 
8,281 

95 % 

........ ------- -~----~-----:~----------~1---------:-------------:-----------:--------~ 

I 

ilieu B 

r Traitement 1 4 390 527 
1 Erreur 1 1 802 410 
1 Totale 1 6 192 937 

. 1 a 

1 
1 _!1 
1 18 
1 

: 
1 
1 

1 
a 

4 390 527 
106 024 

1 1 

1Fe = 41 
1Fo~o5= 4,451 
1Fo,o1= 6,40: 
1 1 

99 % 
...... ____ _ 

~--a------------a------------:---------:-------------z----------•1---------

Milieu A 
a 1 a 1 : 

1 Traitement 1 3 107 329\ 1 1 3 107 329 :Fe '"'· 39,5 : 

Milieu 
1 Erreur 1 1 338 627 : -l.1 78 742 1Fo,o5= 4,451 99 % 

B 1 Totale 1 4 445 956 1 18 1 1Fo,o1= 8,40: 
1 1 t ·a : ----- ....... _ 

-~-z------------:------------1---------a-------------:-----------:---------
Milieu B : 1 1 : 

i Traitement 1 2 172 579 1 1 1 2 172 579 aFe a 26 a 

i z Erreur 1 1 476 745 1 _18 : 82 041 1Fo,o5= 4,411 99% 
lieu C 1 Totale 1 3 649 324 19 .1 1Fo,o1a 8,28: 

..... _ 1 1 . 1 : 1 1 

--~~--·------------+-------~----:---------·-------------:-----------:---------
ilieu I 

ilieu D 

1 

1 Traitement 
Erreur 
Totale 

..... 1 -------- 1-----------~ 

C
Mi.lieu A Traitement 

1 
1 Erreur 

. 
l. ieu D 

1 Totale 
--- ... ._ 1 

-----~·--------~---

·-~-

6 743 602 1 

1 627 125· 1 
8 370 727 

1 

1 

.21 
22 

6 743-603 
77 482 

a 
:Fe a 87 1 

:Fo,o5= 4,321 
:Fo,o1= 8,021 
a : 

99 cjo 

-------------a----~----1-------------1--------- ... - s ----,-----· 

4 957 791 
1 163 342 
6 121 133 

1 

1 

1 
1 

21 
22 

: 
1 

: 

4 957 791 
50 635 . 

:Fe 1:1 98 
1Fo,o5= 4,32: 
1Fo,o1= 8,021 
1 

99 % 

-----------~:~--------:-------------1--~--------:~---------



---------a------------a------------a---------a-------------a---------•-:---------
a 1 a 1 1 c 1 Traitement 1 :5 679 708 1 1 1 :5 679 708 :Fe • 62 1 1 Erreur 1 1 301 460 22 1 59 157 1Fo,o5= 4,30: 99 % -D 1 Totale 1 4 981 168 1 23 1 :Fo,o1= 7,94: : 1 1 

1 . 

~ablenu 31~ Analyse de la variance, par le test de SNEDECOR, pour dea colonies 

de tissu de Gaude, 2ème passage, sur différente milieux renfermant 
ou non du s.x.c. 

\ 

... 

.. 



1 1 1 1 

1 Origine de 1 Somme Degré der F 1 Pro ba-
Cultures 1 1 1 1 Variance 1 1 bilité 

ala variationl dea oarr~e 1 li bert~ 1 ade SNEDECORr d'effet 
1 1 r 1 

~------~-t----~------~s---------~--c---------•-------------z~----------:---------, 
1 1 : t l • • 

ilieu I t Traitement 1 1 978 1 1 1 1 978 rFe = 0,201 
1 Erreur :. 1 772 129 19 93 269 :Fo,o5= 4,38r nulle 

ilieu c 1 Totale 1 1 774 107 20 1 rFo,o1= 8.18a 
1 1 1 J 1 

-~-------1------~----~ ------------a---------:-------~-----z------•----1---------
1 1 1 1 r 

ilieu I 1 Traitement 38 918 1 1 1 38 918 :Fe 1:1 0,40: 
1 Erreur 1 939 1 51 r 21 1 92 340 kFo,o5= 4,32: nulle 

ilieu A 1 Totale 1 978 069 1 22 r 1Fo,o1= 8,02: 
1 1 1 1 

---------1------------ ------------1---------a-------------a-----------a---------
ilieu A 

ilieu C 

---------
ilieu B 

ilieu D 
.... _______ _ 

ilieu I 

ilieu B 
....... __ 

-----
ilieu A 

ilieu B 

1 
1 Traitement 
t Erreur 

Totale 

1 

19 483 ·l 
886 373 
905 856 

1 
..2.§. 

19 
1 
1 

19 483 
49 242 

1 

:Fe = 
:Fo,o5::z 
rFo,o1= 

1 

0,40t 
4 '41 1 
8,28: 

nulle 

1 . 1 1 .lâù\. . 
------------;------------:-~-------:-------------:-~-------- ~-----
Traitement 1 928 140 1 1 ·1 928 140 :Fe • 4,911 
Erreur 1 359 082 1 _1.2 : 1 889 :Fo,o5= 4,38: 99 % 
Totale 1 1 287 222 20 r rFo,o1= 8,18: 

1 1 1 

---------~--~------------1---------r-------------a-----------1---------

Traitement 
Erreur 
Totale 

1 
: 2 181 352 
1 1 716 044 
1 3 897 396 

1 
1 
1 

1 
1 

. 1 
22 
23 

1 

l' 2 181 352 
1 78 002 
1 
1 

1Fe = 28 : 
:Fo,o5== 4,30: 
1Fo,o1== 7,94: 

t 

99 % 

--------~~--s------------1---------:~------------:-----------:---------
1 

Traitement t 
1 Erreur 
1 Totale 

\ 1 
1 750 083 t 

663 267 : 
2 413 350 

1 
....1.2 

20 

1 1 .750 
34 

1 

. • 
083 ·:Fe = 50 : 
908 :Fo,o5= 4,38: 99 % 

:Fo,o1= 8' 18: 
J 1 t 

-~--~ . 
~---:------------

ilieu B 

ilieu C 

1 

1 Traitement 
t Erreur 

Totale 
...... 

-----~:------------
ilieu I 

ilieu D 

1 Traitement 
Erreur 
Totale r 

1 
1 

------------1---------s-------------:-----------:---------· 
1 555 502 

830 289 
2 385 791 

1 
s 1 

1 

_gJ_ 
22 

1 

s 
1 

1 555 502 
39 537 

1 1 

:Fe = 39 t 
:Fo,o5= 4,32t 
:Fo,o1= 8,02: 
1 1 

99 % 

------------:---------t-------------r-----------1---------· 
t t 

5 432 539 r 1 5 432 539 :Fe = 70 l 
1 461 944 : ...1.2. 1 77 260 :Fo,o5= 4,38: 99 % 
6 900 483 1 20 1 1Fo,o1::z 8,18: 

1 t .:' 

1 1 1 .... ------- ------------a------------•---------2-------------c-----------r--------
1 t 1 1 1 

Traitement 1 4 573 800 1 1 1 4 573 800 :Fe = 176 1 
Erreur 1 415 167 1 _J.§. 1 25 947 tFo,o5= 4,49: 99 % 
Totale : 4 988 967 1 17 1 :Fo,o1ra 8,53: .. __ _ 

...... .. __ 1 1 

-~---------~z------------r---------:-------------:-------•---:--------

·---



--------•------------t------------1---------~-------------•-----------:---------• . . 1 1 c 

D 

1 t 1 Traitement 1 4 424 490 1 1 l 4 424 490 zFe • 136 r l Erreur 582 188 1 18 1 32 343 1Fo,o5= 4,41 : 99 -1 Totale l 5 006 678 l 19 1 &Fo,o1= 8,28: 1 1 1 1 1 l 

32= Analyse de la variance, Par le test de SNEDECOR, pour dea colonies 

de tissu de Gaude, 3ème passage sur différents milieux, renfermant 
ou non du s.x.c. 
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Photographie 17 -Coupe de tissu 

de Gaude.montrant des trach~ides 

et du tissu indifférencié. (x 100). 

\ 

Photoeraphie 18 -Coupe de tissu 

de Gaude présentant des nodules. 

(x 250). 
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. Par places, on peut voir aussi des nodules plus ou·moinr 

sphériques comportant un centre formé d'amas de trachéides dis-

posées enna orientation précise, entouré de cellules parenchy-

mateuses, allongées tangentiellement, mais non organisées, 

semble-t-il, en zone génératrice (Bhotographie 18). 

· 2. RECHERCHE DE FLAVONOID"F.:S DANS LE TISSU DE GAUDE 

CULTIVE "IN VITRO". 

Bien naturellement s'est posée à nous la question de 

la présence de flavonoidee dana le tissu de Gaude cultivé "in 

vitro". Aussi au coure des différente essaie de cultures que 

noue venons d'exposer, lee avons-noue recherchée, lors de chaque 

repiquage, dana un certain nombre de colonies non utilisées 

pour le prél~vement des explantata. 

2.1. EXTRACTION DES FLAVONOIDES 

Les tissus de Gaude cultivée "in vitro", préalablement 
pesés, sont épuisés par un volume suffisant d'éthanol à 90c 
porté à l'ébullition. Après filtration, l'extrait alcoolique est 
concentré à sec par distillation et le résidu repris par do 
l'éthanol ammoniacal (§) dans la proportion de 0,5 ml par gramme 
de tissu. 

2.2. ESSAIS D'IDENTIFICATION DES FLAVONOIDRS 

La solution précédemment obtenue est partagée en deux 
parts : 

- sur l'une nous effectuons la réaction dite"de la 
cyanidine" (chapitre I-2-~-1-2-1). 

- sur l'autre noue réalieone dea essaie chromatogrs­
phiques, plue sensibles que la réaction chimique. 

(§) Ethanol à 6oc additionné de XI gouttee d'ammoniaque pure 
pour 100 ml. 
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Deux techniques utilisant des solutions témoins pré­
parées avec lee flavonoides isolée de la Gaude sont appliquées. 
L'une est une chromatographie descendante sur papier Arches 302 
avec le mélange de Partridge (n-butanol-acide acétique-eau 1 

4-1-5 {v/v))comme solvant de développement. 
L'autre est une chromatographie' ascendante sur le même papier 
avec une solution aqueuse à 60% (v/v) d'acide acétique. Après 
séchage, les chromatogrammes sont observés en lumière de Wood, 
puis révélés par pulvérisation d'une solution alcoolique de 
potasse à 5% (v/v). 

Quelle qu'ait été la technique d'identification utili-

sée, jamais noue n'avons pu mettre en évidence, dans 1 1 un ou 

l'autre dea divers tissue analysée, de dérivée flavoniquee iden-

tiques ou non à ceux de la Gaude. 

L'hypothèse .selon laquelle le tissu de Gaude en culture 

"in vitro" est probablement incapable de synthétiser; à partir 

dea seules substances présentes dana le milieu de culture mis à 

sa disposition, les constituante de base nécessaires à l'élabo-

ration dea flavonoidee, noue a conduite à penser qu'en les lui 

fournissant cela deviendrait possible. 

3. ACTION DE PRECURSEURS DES FLAVONOIDES SUR LE TISSU 

DE GAUDE CULTIVE "IN VITRO" 

3.1. PARTIE EXPERIMENTALE 

Divers travaux ont montré que, parmi lee précurseurs 

probables dea flavono!dee, se rangeaient l'acide acétique 

(GRISEBACH-1957, HUTCHINSON et Coll. -1959) capable de servir 

à la synthèse du noyau phényl A de la chromone, ainsi que la 

L. phénylalanine (UNDERHILL et Coll.-1957, ARISEBACH-1958) 

" 
l'acide shikimique.(UNDERHILL et Coll.-1957, ZAPROl\1ETOV -1962) et 

l 1 acide cinnamique (UNDERHILL et Coll. - 1957) qui parti cipero.icn~. 

à la synthèse du noyau B et de l'élément central à troie atomes 
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à.e carbone. 

Noue inspirant de ces données, noue avons procédé à 

4 séries d'expériences en enrichissant J.'e· milieu sélectionné 

pour l'entretien de la souche de Gaude en l'un dee·compoeée 

suivants, à la concentration de ~ par litre : acide acétique§ 
100 . 

L.phénylalanine, acide ehikimique §§ et acide cinnamique §§. Dans 

un 5ème essai, nous avons employé le milieu enrichi à la fois 

en acide acétique~ et en L.phénylalanine, chacun à la même 

concentration de .J!.. par litre. · 
100 

Sur chacun dea milieux ainsi obtenue, de même que sur 

le milieu d'entretien, qui sert de référence, noue avons repiqué 

10 explantate de tissu de Gaude. Lee cultures, maintenues à la 

lumière du nycthémère, se sont développées depuis la fin octobre 

jusqu'au dernier jour de décembre (63 jours), date à laquelle 

noue lee avons prélevées pour y rechercher, selon la technique 

déjà indiquée, la présence de flavonoides: aucun des tissus 

formée n'a prèduit\de flavonoidee. 

· Notons que lee explantats sur acide cinnamique ne se 

sont pas développés, ce qui indique une forte toxicité de ce 

composé. Sur l'acide ehikimique, la croissance était normale, 

tandis que l'acide acétique et la L.phénylalanine se sont montrée 

légèrement toxiques pour les tissus, toxicité plus marquée 

d'ailleurs lorsque ces deux substances sont associées. 

§.sous forme d'acétate da sodium. . ,. 
§§ le milieu a été ramené à fH=6 pnr quelques gouttee de soude. 
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Nous avons dono repris l'expérience sur ces deux der-

niera précurseurs aveo dea doses dix fois plus faibles. Après 

91 jours de cul ture, les colonies bien développées préaente.ient, 

en outre, des plages .chlorophylliennes, plus nettes peut-être 

sur L. phénylalanine. Il est possible qu'un éclairement plus 

intense soit à l'origine de cette formation de chlorophylle. 

Les réactions d'identification des flavonoides ont été, 

cette fois encore,négativea. 

3.2. INTERPRETATIONS DES RESULTATS. 

L'absence de flavonoidea dans les tissus de Gaude cul-

tivéa •in vitro•, m~me lorsque les milieux leur apportent les 

précurseurs supposés, ne doit pas ~tre considérée pour autant 

comme une négation catégorique.des données actuellement admises 

sur la génàse·de ces dérivés. Soulignons pourtant que DELAVEAU-

1967-, lui non plus, n'a pu observer leur formation dans des 

feuilles de Grande Capucine (Tropaeolum majua L.) maintenues sur 

une solution d'acétate de sodium marqué au Carbone 14. 

\ 
Nous pensons en effet que différents facteurs peuvent 

fttre intervenus, de façon défavorable, dans notre expérience, à 

savoir l'intensité et la durée de l'éclairement journalier et la 

nature du tissu cultivé. 

La lumière est un facteur dont le rOle sur la genèse 

et le métabolisme dea flavonoidea semble "à priori" considérable. 

En fait les résultats expérimentaux sont nuancée 1 NICK-1953-

montre qu'en présence de sucres les feuillee étiolées de Poly-

gonum bistorte. L. ne synthétisent cee composée qu'à la lumiôre. 

BASSLER-1957- observe que la teneur en flavonoides des feuilles 

de Fagopyrum sagitatum Gilib et de F. tata.ricum L. est plue 
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élev~e chez les plnntes éclair~ee naturellement que chez celles 

qui sont maintenues. à l.' ombre. Maie d' apràe cet auteur, l.a 

lumiàre ne aerait pas un facteur indispensable à leur apparition 

elle n'agirait que sur leur taux par eon intensit~ et sa durée 

d'action. Pour AHLGRIMM-1956, ainsi que pour GRISEBACH et BOPP-

1959, la l.umière n'est pas un facteur essentiel. à la genèse des 

:f'lavonoidee chez le Sarrasin. Par contre, d'après STAFFORb .... 1 96~ 

elle le serait chez de très jeunes plantules de Sorghum vulg~re 

~·' DELAVEAU-1967 1 quan:t à. lui·, indique qu'à une grande <ii:f­

f~rence de niveau d'éclairement correspond chez les plantes 

assez évoluées de Grande Capucine une variation rnarqu~e de ln 

teneur en flavonoidea, tandis que chez lee jeunes plantes 

cette variation reste faibl.e. Il. montre d'autre part que des 

feuil.les excisées de p~antulee étiolées placées pendant trois 

jours à l'obscurité sur dea solutions aq~euaes à 5 % de glucose 

ou de saccharose ne forment aucun dérivé flavonique, alors 

qu•un· très faible stimulus lumineux Y. déclanche leur apparition. 

La !.Um.têi-e sémble ,âono indi$p~ttsab~e: -~u -dê·olsnchement 

cle la. eynth~ee des· flavonoS:deè, · rnai_e !:t suffit d •un& 1ntQnài t~ 

faible ~t da eourte durée. 

Sana doute, dana le cas dea plantee vertes, l'influence 

favorable observée résulterait-elle en fait d'une production 

accrue des précurseurs par suite de la stimulation de la photo­

synthèse. 

Ce ne aerait donc pas à un manque de lumière qu'il ~ 

faudrait attribuer 1 1 nbsence de dérivée flavoniquea dans lee 

tissue de Gaude cultivés "in vitro". Ce facteur était en effet 

suffioant dans noe expériences pour déclancher leur formation 

en quantité telle que l.'analyee chromatographique les révèle, 

si tous les éléments nécessaires avaient été réunis. 
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Le d~faut da formation de dériv~s flavoniques n'est-il 

pas dQ, en réalité, à la nature même des cellules de la souche de 

Gaude qui a servi à noa expériences ? 

En effet, il faut noter que pour des cellules qui ne 

sont plus placées sous l'influence directe ou indirecte des' 

autres parties de la plante, il y a, comme l'écrit PETIARD-1970, 

•rupture des phénomènes de corrélation~.De plus, les conditions, 

particulières de nutrition qui sont imposées aux cellules, l'ad-

dition, en particulier, d'hormones végétales aux milieux de cul~ 

ture, peuvent ~tre à l'origine d'une"dérégulation cellulaire~. Il, 

n'est pas impossible que ces deux "chocs" se traduisent entre 

autres par l'arr~t de certains phénomènes de synthèse. 

D'autre part, si l'on peut détecter des flavonoides 

dana des organee végétaux profonds, racines, rhizomes, tuberculest 

graines, ils sont essentiellement localisés dans les tissus ouper-

ficiele d'organes aériens 1 grains de pollen, pétales da fleurs, 

fruits, feuilles, tiges chlorophylliennes. Ainsi HEIN-1959 carac­
\ 

térisa les flavonoïdes dans les pétioles et les jeunes tiges de 

Verbe.scum phlomoides L., au niveau de l'épiderme des poila et c1u 

parenchyme cortical, phloème, xyl~me et cambium n'en renfermant 

pas. Madame TRONCHET-1968 constate également que les :f'lavonols mie 

en évidence dana le limbe dea feuilles de Bryophyll um crens.tum 

~ sont strictement localisés dana les épidermes, à l'exclusion 

du mésophylle. TISSUT-1969 arrive à des conclusions similaires 

lora de l'étude de la feuille de Hêtre et par dos techniques histc 

chimiques appliquées à des coupes d'organes de diverses plantes, 

GUERIN et Coll.-1971 ont mia deo darivéa flavoniquea en évidenca 

principalement dans les épidermes et l'assise palisse.dique des 

feuilles et à la périphérie des tiges. Rappelons que nous-m5moa 

(Chapitre I 4.4) appliquant les m@mes techniques aux organes de 



la Gaude, avons obaerv6 dea flavonoïdes dans les cellules épider­

miques et endodermiques des feuilles et dans l'épiderme, l'endo­

derme et le parenchyme médullaire des tiges. Nous n'avons pu les 

mettre en ~vidence dans les racines, mais nous savons que cas or­

ganes en renferment très peu. 

Il est remarquable que jamais encore à ca jour on n'a pt 

détecter de flavonoides dans le tissu cambial, dont la.tiesu de 

notre souche, rappelons-le est issu. 

En ce qui concerne les cultures de tissu proprement di­

tes, signalons que KOZJEK-1968 n'a pu révéler aucune trace de fla­

vono!des, bien que leur teneur en acides phénoliques ait augmenté, 

dans des tissus cultivés "in vitro" obtenue à partir de tige de 

Vj.ncetoxicum officinale L., qui contient normalement dos flavonols 

et dea flavonolosides. Ces dérivés n'ont pas pu ~tre davantage 

identifiés dana dea tissus issus de la zone cambiale de la nerr~E 

principale d'une feuille de cette plante par NETIEN et Coll.-1968. 

Ces auteurs ont également noté l'absence de flavonoides dans des 

tissus de tige de Th& les catéchines les plus simples à l'exclu-· 

sion de plus complexes, attribuant cette incapacité d'élaboration 

au processus de vacuolisation cellulaire. 

Faut-il déduire de tout cela que les cellules issues du 

tissu cambial, cellules d'origine secondaire, ne possèdent pas, 

quelle que soit 1' espèce, 1' équipement enzymatique L .phénylalanine. 

ammoniac-lyase, acide trana-cinnamique 4 hydroxylase en particuliE 

nécessaire à la synthèse flavonique, ou à celle du phytochrome,qui 

activé par la lumière, stimule la formation ou l'activité dea pr6-

cédcnts enzymes? BOTTOr·lLEY et Coll.-1966, HARPER et Coll.-196?• 

La question reste posée de savoir s'il serait possible 

qua ce tissu acquiert, sous l'influence de facteurs convenables, 

cette faculté de synthèse particulière, que d'autres cellules de 

la m~me plante possèdent, mais qui lour manque. 



C H A P I T R E 

IV 

ACTION DES FLAVONOIDÈS DE LA GAUDE SUR LE TISSU DE CAROTTE 



·' 

L'êtude dea facteurs qui favorisent la croissance dea 

tissue v~gétaux en culture "in vitro" a suscité dea travaux de 

toutes sortes. Notre attention fut attirée particulièrement pnr 

ceux da KOVOOR-1954- et.de NITSCH et NITSCH-1959- qui ont mie 

en êvidence,pour le premier, l'action stimulante du jus d'Orange 

sur la croissance des tissus de Topinambour, de Carotte et de 

orowrt-gall de Scorsonère, pour le second, celle du jus de Tomate 

eur les tissue de tubercule de Topinambour. La présence de fla-

vonoides dans ces extraits végétaux a conduit NITSCH et Coll. à 

utiliser le test de la croissance du tissu de tubercule de Topi-

nambour pour étudier l'effet de dérivée flavoniques connus à 

des concentrations diverses. NITSCH et NITSCH-1960-, NITSCH et 

.PARIS-1962-. Lee r6sultata obtenue en présence d'acide 

indolyl-acétique avec certains d'entre eux noua ont incitée à 

mesurer l'action dea flavono!des de la Gaude sur la croissance 

du tissu de Carotte\en culture "in vitro" {§) (§§). 

Noue avons tenu d'autre part, au terme de chaque expé-

rience, à vérifier la nature dea dériv~s flavoniquea présenta 

dana chaque milieu, et à rechercher et identifier, s'il y avait 

lieu, ceux que renfermaient lee tissus form~s. 

(§) 

(§§) 

Il ne nous a pas semblé opportun d'employer, pour cette 
étude, le tissu de Gaude, sur lequel le lutéoloside s'était 
montrê toxique, lora d'expériences précédentes-
(Chapitre III- 1-3-1). 

Nous avons utilis6 la souche de Carotte isolée par GAUTIIERET. 
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1. ACTION DES FLAVONOIDES DE LA GAUDE SUR LE D"SVELOP­

PEMENT DU TISSU DE CAROTTE (§§) EN CULTURE "IN VITRO" 

1.1. PREMIERE EXPERI8NCE 

1.1 .1- Milieu de culture 

La composition du milieu de.base 'tait la suivante 1 

Solution saline oligodynamique de BERTHELOT •••••••••••••• X gouttas~ 
G1uoose .••. .................. • ••• • •• • ••••••• • ••• • •••••• , • 30 g 
Chlorhydrate de cystéine•••••••••••••••••••••••••••••••• 10 mg 
Chlorhydrate de thiamine••••••••••••••••••••••••••••••••• 1 mg 
Acide indolyl-acétique•••••••••••••••••••••••••••••••• 0,05 mg 
Gélose pour solidifier•••••••••••••••••••••••••••••••••• 13 g 
Solution macromoléculaire minérale 'de HELLER•f•••q.a.p.1000 ml 

Nous avons préparé huit autres milieux en ajoutant à 

ce milieu de base, aux concentrations de 10-3 et de 10-6 mole 

par litre, pour chacun des flavonoides isolés de la Gaude a 

lutéolosid~ (7-monogluooside du lutéolol), gluoolutéoloside 

.(digluooside du lutéolol) et 7-monoglucoside de 1 1 apigénol, 

\ 
dissous dans des alcools de titres convenables. Le pH dP.s milieu. 

a toujours 't' ajusté à 5, avant stérilisation à l'autoclave à 

110° C pendant vingt minutes (§). 

Douze fragments calibrés (cubes de 5 mm d'ar~ te) d.e 

tissu de Carotte ont été ensemencés sur chacun des milieux, les 

cultures sur milieu de base devant servir de témoins. 

Après 69 jours de culture à 20° C environ et à la 

lumière du jour, les cultures ont été pesées. (Tableau 

(§§)Nous avons·utilisé la souche de Carotte isolée par 
GAUTHERET. 

33 ) • 

(§) Nous avons chaque fois vérifié que les glucosides ne subis­
saient pas d'hydrolyse sous l'action de la chaleur. 



( : : -~*--- ------:------- ---~ -----=------------ ) 

( Concentration: : 1 : 7 1 ·d 1 Gl ) 
du flavono1de : . Témoins 1 Lutéo1o1 1 Lutéoloside 1 1 ( - -monog ucos1 e uco- ~ 

( en mole par : 1 : : d 1' i é 1 1 l. té 1 id 
1 re : t 1 1 ~ 1 · t t e ap g na u o os e ) 

: : . : 1 1 ) 

(--------------;-----------------:--------------~--:-----------------1-~---------------:------------------) ( • • • 1 • • • • • • . • • • • . • ) 

( ;P. F.;P. S~; P. :P. F.;P. S.; P. ;P. F.;P. S.; P. ;P. F.;P. S.; P. ;P. F.;P. S.; P •. ) 
( : mg : mg t mg : mg : mg : mg : mg 1 mg : mg s mg 1 mg s mg : mg 1 mg 1 mg ) 
( s : 1 1 : 1 1 1 1 1 t 1 .1 1 t ) 

l--------------:-----:-----:-----:-----s-----:-----:-----s-----:-----:-----1-----:-----r-----:-----:------) 
-3 : : S 1 : : : t : 1 : S. 1 1 S ) 

10 :769,5:52,35127,70:122,5:11,10: 6,60:103,5: 7,55: 4,6 :103 : 7,40: 4,25:856 :58,65:28,65 ) 
( : • ·: s . : . 1 : : 1 : . : 1 : . : : s ) 
(--------------:-----z-----:-----:-----:-~---:-----1-----:-----:----~:-----:-----l-----a-----s-----:------) 
( - 6 : : : 1 : s 1 1 : 1 t t . -~ 1 1 1 ) 

( 10 :831,5:58,60:31,20:896,5163,20:33,20:917,5:60,10:32,101808,5158,40:31,15:761 :55,95:26,25) 
( : : : : s /s : : : : s 1 : : : ) 

: : : : : : s : : : : 1 : : : 

Tableau 33 = Influence de la nature et de la concentration des flavonoïdes sur la croissance du 

tissu de Carotte. 

P. F. = Poids frais moyen d'une colonie 

@ P. s. = Poids sec ·moyen d'une colonie 
. 

P. = Poids moyen de pulpe pour une colonie 

' 
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1.1.2. R~sultate 

Sur toue lee milieux renfermant les flavonoides à la 

-6 concentration de 10 mole par litre, des excroissances se sont 

développ~ee de façon comparable à la e~rie t~moin. 

Sur les milieux contenant du lut~olol, du lut~oloside 

ou du 7-monoglucoside de l'apigénol A la concentration de 10-3 

mole par litre, aucun des fragments de tissu mie en c~ture n'a 

prolifér~. Ils ont pria une teinte brun-verdâtre, noire m~me au 

contact du milieu. 

Sur le milieu qui renfermait du diglucoside de lut~olol 

à la m~me concentration, dee cala sont apparus et se sont bien 

développ~s. Leur tissu avait une belle couleur vert clair, se 

teintant superficiellement de noir seulement au contact du milieu 

1.1.3. Conclusions 

Introduits dans le milieu de culture à la concentration 

de 10-6 mole par litre, chacun des flavonoides employ~s laisse le 
\ 

tissu de Carotte se développer de façon tout à fait comparable 

· au lot témoin. 

A 1 -3 . a concentration de 10 mole par litre de milieu, 

par contre, l'aglycone et lee deux monoglucosides flavoniques 

isolés de la Gaude se montrent toxiques pour le tissu de Carotte 

en culture "in vitro". Seul le diglucoeide du lut~olol semble 

n'avoir aucun effet. 

Cette diff~rence de toxicit~ qui se manifeet~, pour · 

une m~me dose, entre l'aglycone et les monoglucosides employ~a 

d'une part, et le diglucoside d'autre part, a retenu notre 

attention. 
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Nous l'avons rapproch~e de l'hypothèse soutenue par 

GORIS-1964 selon laquelle la combinaison dea aglyconee, le plus 

souvent ph~noliques, dono toxiques pour la cellule, aveo un ose 

aerait pn m~canieme de d~toxication. Lee travaux de GORIS-1965 

sur la toxioit~ compar~e de la vanilline et du vanilloeide vie 

à vis dea cultures "in vitro" de tissu de Carotte sont d'ailleurs 

en faveur de cette hypothèse. 

Nous noue sommee donc pos~ la question de savoir s'il 

existait une dose à laquelle le monoglucoside du lut~olol, ajouté 

au milieu de culture, se montrait moine toxique nour le tissu de 

Carotte que le lut~olol lui-m~me. C'est pour tenter d'y répondre 

que noue avons fait lee essaie suivante. 

1,2, DBUXIEME EXPERIENCE 

1 .2.1- Milieux de culture 

Douze fragmente calibrés de tissu de Carotte furent 
\ 

ensemencée concurremment sur le milieu de base et sur des milieux 

enrichie soit en monoglucoside du lut6olol, soit en lutéolol, aux 

concentrations de 10-5 , 5.10- 5 , 10-4 , 5.10-4 mole par litre. 

1.2.2- Résultats 

Après 69 jours de culture à la lumière du jour et à 

22° C environ, lee fragments mie en culture n'avaient proliféré 

sur aucun des milieux renfermant soit du lutéolol~ soit du mono­

glucoside de celui-ci aux concentrations de 5.10-4 et 10-4 mole~ 

par litre. 

~ 
1 
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A la concentration de 5.10- 5 mole par litre de milieu, 

le lutêolol, comme le lutêoloaide, n'ont permis que la formation 

de ca1s très petits. 

Seule la concentration de 10-5 mole par litre de milieu 

de culture en l'un ou l'autre de cee flavonoidea a permis aux 

explantata de ae· développer, et ce dana dea proportions in:f6-

rieures au lot témoin, mais comparables entre elles, contrairemen 

à notre attente (Tableau 3~. 

( 

( 

: J~ 1 Lutéolol 1 Lutéoloside 
1 10-5 : -5 .~;1'.1: 

Témoin mole 10 . ·mole 
1 
1 par litre 1 par litre 
1 1 

-----~-~-~---~~~-~~----~~--~~---~-~~---~~----~~-----
1 1 1 1 1 1 1 1 

:P, J', :P. S.z P. :P. l'. :P. S.: P. :P • .F. :l'. S. z P. ~ 
mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 

______ : _____ : _____ : _____ : _____ : _____ : _____ :-----~-----
: : 1 t : 1 : : ) 

1~84 :84,05:47,35: 757 1 58,3:32,551752,5:61,35:33,85) 

• . 1 : : ) 
1 ) 

Tableau 34 ... Influence du lutéolol et du lutéoloaide1 à la 
concentration 10-5 mole par litre de milieu~ 
sur la croissance du tissu de Carotte. 

P. F. m Poids fraie moyen d'une colonie 

P. S. "" Poids sec moyen d'une colonie 

P. a Poids moyen de pulpe pour une colonie. 

1.2.3- Conclusions 

1) L'action toxique du lutéolol et du lutéoloaide 

vie à vis du tissu de Carotte se confirme. 

2) L'hypothèse selon laquelle un héréroside serait 
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Figure 26.Effet du lutéolol, du lutéoloside,du glucolutéoloside 

et du 7-monoglucoside d' apigénol sur la croissance du 

tissu de Carotte. 
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moine toxique pour la cellule que eon aglycone, ne se trouve 

pas confirmée dana le cas du lutéolol et de eon monoglucoaide, 

le lutéoloaide. 

1.3. CONCLUSION GENERALE 

La croissance du tissu de Carotte n'est pas sensible-

ment influencée par la présence de glucolutéoloaide, diglucoaide 

du lutéolol, dana le milieu de culture à dea doses inférieures· 

ou égales à 10-3 mole par litre. 

Le lutéolol et son monoglucoaide, le lutéoloaide, 

ainsi que le monogiucoaide d 1 apigénol exercent une action inhi-

bitrice tràa ·nette sur la croissance du tissu de Carotte. A dea 

doses supérieures ou égales à 10-4 mole par litre de milieu de 

culture, ils empêchent m3me tout développement du tissu, 

{Figure 26). 

Remarquons que NAEF-1971- a observé l'action stimulante 

sur le tissu de Carotte de dérivés du rutoside. 

\ 
Noua pouvons rapprocher noe résultats, dea études faite 

"in vitro" par MUMFORD et Coll. en 1961, puis par FURUYA et Coll. 

en 1962, sur l'effet produit par certaine dérivés flavoniquea 

sur l'acide. indolyl-acétique oxydase. Il ressortait de ces tra-

vaux que ai la quercétine, m3me à doses faibles, et le kaempférol 

-6 pour dea doses supérieures à 5.10 mole, agissaient comme des 

inhibiteurs de l'enzyme1 le m~me kaempférol, pour dea doses in­

-6 férieures à 5.10 mole, la naringénine et le 7-monoglucoaidc de 

1 1 apigénol se révélaient en Atre les cofacteurs. 
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Cette hypothàee selon laquelle lee dérivée flavoniquee 

agiraient comme des régulateurs de croissance à travers leur 

effet sur l'acide indolyl-acétique oxydase trouve sa confirma• 

tion lorsque l'on rapproche lee travaux de MUMFORD et Coll.-1961 

et de FURUYA et Coll.-1962 de ceux de NITSCH et PARIS-1962 selon 

lesquels la quercétine et eee dérivée ont un léger effet etimu-

lant sur la croissance du tissu de Topinambour, la naringénine 

au contraire l'inhibant. Noue-m~mes avons constaté l'effet inhi-

biteur du 7-monoglucoeide de 1 1 apigénol sur la croissance du 

tissu de Carotte. Il serait intéressant de vérifier l'effet du 

lutéolol, du lutéoloside et du glucolutéol~side sur l'acide 

indolyl-acétique oxydase, noe résultats laissant supposer que 

les deux premiers agiraient comme des cofacteurs à certaines 

dosee, alors que le glucolutéoloeide serait plut6t inhibiteur. 

2. RECHERCHE DES FLAVONOIDES 

2.1. TECHNIQUES UTILISEES 

2.1.~- Milieux de culture 
1 

10 ml de milieu liquéfié au bain-marie sont versés en 
agitant dans 50 ml d'éthanol à 95c. Apràe filtration, le jaunis­
sement du filtrat à la suite de l'addition de quelques gouttee 
d'ammoniaque pure indique la présence de flavonoides. 

La nature du ou des flavonoides est déterminée par 
chromatographie descendante sur papier Arches 302, en présence. 
du mélange de Partridge, appliquée au filtrat concentré par 
distillation, comparativement à des témoins. 

2.1.3- Tissue cultivés "in vitro" 

Les colonies eont"etabilieéee"par ébullition pendant 
1/2 heure dana cinq foie leur poids d'éthanol à 95c bouillant. 

~ 
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Elles sont ensuite, après avoir ét~ hachées, épuisées à chaud 
par l'éthanol (§). Les alcools de stabilisation et d'extraction 
sont réunis puis distillés sous vide. Le résidu sec est repris 
par un faible volume d'éthanol à 95° puis par quelques gouttes 
d'eau distillée, le tout étant réuni dans un petit flacon placé 
au réfrigérateur. Après 24 à 48 houres deux sortes de cristaux 
se sont formés en faible quantité : des petits cubes au fond du 
flacon (sucres), des cristaux "en espalier" sur les parois (sels 
minéraux). Le liquide est décanté puis évaporé à sec. Le résidu 
est repris par un volume d'éthanol à 95c, tel que en ml il soit 
égal au quart du poids du tissu frais trait6. La partie insolu­
ble est dissoute dana très peu d'eau additionnée d'une trace 
d'ammoniaque. 

Sur ces solutions alcooliques et aqueuses, la déter­
mination des flavonoides est faite par chromatographie, comme 
il est rapporté .ci-dessus à propos des milieux de cul ture. 

2.2- Résultats 

Dans chaque milieu nous avons retrouvé la flavone in-
. . 

troduite au début de l'expérience et elle seule r elle n'a subi 

aucune dégradation. 

Dans les tissus de Carotte, nous avons identifié la 

flavone introduite dans le milieu, seule quand il s'agissait 
\ . 

du lutéolol, à c~té de traces de leurs produits d'hydrolyse dans 

le cas des glucosides. 

2,3 .. Conclusions 

1) Les flavonoides pén~trent dans lee tissus cultivés 

sur des milieux qui les renferment. 

(§) Ethanol à 95c pour les colonies cultivées sur milieu de 
base et en présence de lutéolol, de lutéoloside ou de 
7-monoglucoside d'epigénol. 

c 
Ethanol à 70 pour les colonies provenru1t des milieux ren-
fermant du glucolutéoloside. 
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2) Ils y subissent une hydrolysa libérant notarr~ent 
( 

~'aglycona, qui pourrait ~tre l'él6ment toxique. 

Dans le cas du glucolutéoloside, cette décomposition 

conduit surtout à la formation de lutêoloside, des traces seule-

ment de lutéolol étant observées. Ceci pourrait expliquer la 

non toxicité du diglucosida sur la croissanaeetissulaire. 

\' 
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1. ETAT DES CONNAISSANCES SUR LA BIOSYNTIŒSE FLAVONIQUE 

La biosynthèse des flavonoides a fait l'objet de nom-
...... ., ' 

breux travaux au cours de ces dernières années et l'on peut con-

sidérer que ses principales étapes paraissent maintenant bien 

établies. 

1.1. ORIGINE DU SQUELETTE DES FLAVONOIDES 

Le noyau A des composés flavoniques prend naissanc~ 

par condensation "ttlte à queue" de trois molécules acétiques, 

activées sous forme d 1 acétyl-coenzyme A. Il réagit avec une 

uni té cinnamique C6·-C3 ( acid~ p-coumarique) • elle aussi activée 

par la coenzyme A, unité qui est ainsi à l'origine du cycle B et 

des carbones du noyau C. GRISEBACH-1957- 1962 J BIRCH et Coll. 

-1953- 1 BIRCH-1962- J UNDERHILL et Coll.-1957. 

Une chalcone.intermédiaire se forma, prêcurseur im-

médiat des flavones • GRISEBACH-1962- 1967 1 WONG et GRISEBACH 

-1969. 

Les gluoidas sont à l'origine de l'unité cinnamique, 
. \ 

DAVIS-1955, l'acide shikimique et la phénylalanine figurant 

parmi les intermédiaires reconnus de cette biogénèse, selon le 

processus schématisé par la figure 27-28. 

1.2. HYDROXYLATION 

Dans la famille dea flavonoides, on distingue plusieurs 

groupes parmi lesquels on peut citer les flavones, les flavonols, 

les flavanones, les anthocyanes. A l'intérieur de chacun de ces 

groupes les dérivés se différencient par le nombre et la position 

u 1; des hydroxyles sur le noyau flavonique. 

Il y a lieu d'envisager séparément le cas des hydre-

xyles fixés sur le cycle A et celui des substitutions sur le 

cycle B. 
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1.2.1- Cycle A 

Il semble admis que le modèle d'hydroxylation du cycle 

A soit fixé dês les. premiers stades de la eyhthèse flavonique, 

GRISEBACH-1965, la suppression d'un hydroxyle en 5 intervenant, 

quand elle a lieu, avant la formation de la chalcona, WONG et 

FRANCIS-1968. 

1~2.2- Cycle B 

En ce qui concerne le cycle B, il faut envisager dea 

modalités différentes selon la position dea hydroxyles. 

Il est communément admis que l'introduction d'un hy-

. droxyle en 4' a lieu avant la formation de .la molécu1e en c15 des 

flavonoides, HESS-1964, GRISEDACH-1965. Les travaux de ZENK-1967, 

ceux de SUTTER et GRISEBACH-1969, utilisant dea rri.olécules marquée<:: 

ont précisé que l'hydroxylation en 4' du cycle B prenait place au 

stade de l'acide cinna.mique, le transformant en acide p-coumarique 

L'introduction d'un hydroxyle en 3', par contre, est 

située, selon les auteurs, à dea stades différents de la synthèse 

flavonique. HARBORNE-1962, MOHR-1964, STAFFORD-1965, BOTTOMLEY 

\ 
et Coll.-1966, HESS-1968, la situaient avant la formation de la 

molécule en c15. 

Cependant des travaux ultérieurs apportent dea arguments 

en faveur d'une hydroxylation plus tardive P~ILICH-1969 iden-

tifie d'abord de l'apigénine 7-monoglucoside dans les cotylédons 

de graines de Silybum mariRnum Gaertn. commençant à germer, un 

dérivé du lutéolol n'apparaissant que cinq jours plus tard. 

TRONCIIET-1968, constatant la grande richesse de l'épi-

derme de nombreuses plantes en dérivés ortho-diphénoliques, l'in-

terpr~te comme le résultat de la transformation, sous l'effet de 

la lumiêre, dea hétérosides monophénoliquea présents d~1s les 

tissus plus profonds. 
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HARPER et Coll.-1970, 'tudiant l'effet de la lumière 

sur l'incorporation de ph~nylalanine marqu~e au Carbone 14 dana 

les flavono!des de Piaum aativum L., notent une radioactivité 

plus basse dans les d~riv~s du quercétol (2 OH} que dans ceux du 

kaempférol (1 OH), ce qui suggère que les premiers nommés sont 

synthétisés après les seconda. 

· TRONCHET-1971 observe dans l'~piderme d'une m~me feuil-

le d'Allium porum L., l'existence d'un gradient flavonique, 1~ 

rapport quercétol/kaempférol augmentant de la base au sommet, ce 

qui laisse présager que la formation du kaempférol pr~cède celle 

du quercétol. 

WONG et FRANCIS-1968~1971- précisent, à la suite 

d'études sur des mutante de Trifolium subterraneum L., que la 

fixation d'un hydroxyle en 3' a lieu après la formation de la 

chalcone • 

. Enfin, certa:i,ne auteurs utilisant dea pré. curseurs me.r-

qu~e au Carbone 14, vo!ent se former des flavonoidee ortho-

.dihydroxyl~e à partir de composés monoph~noliquea. RIBEREAU- · · 

GAYON-1968 observe que. l'acide p-cournarique (1 OH) est un meil-

\ . . ( ) leur pr~curseur du quercétol que l'acide caféique 2 OH • 

WALLACE-1967 isole du 7-monoglucoside de lutéolol à partir de 

~ieds de Spirodelà polyrhiza Schleiden, auxquels il a fourni de 

l'apigénol. 

L'hydroxylation en 3' du cycle B semble donc avoir 

lieu après la formation de la molécule en C15• sur la chalcone 

intermédiaire ou m~me sur un glucoside. 

Dea enzymes contrôlant l'hydrcxylation de l'acide 

p-cournarique (1 OH) en acide caféique (2 OH) ont d'ailleurs été 

extraites de cultures de suspensions cellulaires de 

r--, 
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Petroselinum hortense Hoffm.-HAHLBROCK et Coll.-1971/et des 

feuilles de Beta vulgaris L.-VAUGHAN et Coll.-1969. Ces derniers 

auteurs ont par ailleurs obtenu "in vitro" la ~ixation d'un by-

droxyle en 3 1 sur des mol~cu1es en c15 possédant d~jà un hydro­

xyle en 4·1 , telles celles du kaempférol, du naringénol et du 

dihydrokaempf~rol, en pr~sence de 1 1 enzyme isol~e de la Betterave 

Mais il.reste à prouver que ces enzymes jouent naturellement un 

rOle dans la biosynthàae dos flavonoides. 

Ainsi, s'il ne fait pas de doute que la fixation d'un 

hydroxyle en 4' intervient précocement au cours de la 'synthèse 

des flavonoidee, les avis sont plus partagés en ce qui concerne 

le stade o~ s'effectue l'hydroxylation en 3' 1 si nombre d'ex-

périences incitent à penser qu'il se situe apràs la formation de 

la chalcone, ou mOrne des glucosides, il reste cependant à appor-

ter la preuve irréfutable qui écarterait l'hypothèse inverse. 

1.3. GLYCOSYLATION 

Les compos~s flavoniques identifiés dans les v~gétaux 
\ 

sont le plus souvent des h~térosides, aussi la question de· savoir 

à quel stade.de la. biog~nèse a lieu la fixation des oses vient­

elle tout naturellement à l'esprit. 

Les travaux de VILLE et PACHEC0-1967 sur les hétéro-:· 

aides flavoniques de Prunus mahaleb L. laissaient penser que la 

synthèse des glucosides précédait l'apparition des aglycones 

libres. 

Madame TRONCIIET-1970, ~tudiant laa flavonola des pé-

tioles et des limbes de PRP-onia corallina Retz. au cours du déve-

loppement dea feuilles, note l'apparition initiale de digluco-

aides, des monoglucosides ne pouvant ~tre mis en ~vidence que 

bien après, des triglucosidea plus tard encore. 

• 
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Pourtant des systèmes enzymatiques, capables "in vitro' 

de former dea hétéroaidee à partir dea aglyconee, ont été ieolêa 

des plantee, MARSH-1960, CONN-1964, BARBER-1962, BARBER et 

Coll.-1968, LARSON-1971, HMILBROCK et Coll.-1971, SUTTER et 

Coll. 1972. 

Lee résultats d'expériences utilisant dea précurseurs 

marquée par le Carbone 14 semblent indiquer que la glycosylation 

des flavonoides est une étape tardive de leur biogénèsa, posté­

rieure .à la formation dea aglyoones, HARBORNE-1967, WALLACE-1 967, .· 

WONG et Coll.-1969, ZAPROMETOV et Coll.-1972. 

2 • TRAVAUX PERSONNELS CONCERNANT L'ETUDE DU f.îETABOLISl't!"8 

DES FLAVONOIDES CHEZ LA GAUDE 

Noua avons suivi, tout au long de la deuxième année du 

cycle végétatif de la Gaude, la teneur en flavonoides dea divers 

organes de la plante .1 racine, moitiés inférieure et supérieure 

des tiges, axe d'inflorescence, feuillee de la. moitié basale et 

de la moitié apicale de la tige, fleurs, fruite. Nous avons ainsi 

distingu~, depuis 1 1 6poque OÙ les feuilles sont encore en 

"rosettew jusqu'à celle où les grainee sont mUree, neuf stades 

définis comme suit 1 

Stade A • plantee en "rosette" . 
Stade B 1 plantes possédant une courte tige .. 

(hauteur • 18 A 28 cm). 

Stade c 1 plantee possédant une tige bien formée, sans 

fleure· (hauteur • 40 à 45 cm). 

Stade D 1 plantee commençant à fleurir 

Stade E 1 plantee en fleure 

Stade. F plantes en début de fructification 

Stade G plantee dont lee inflorescences sont aux 

troie quarts en fruite. 

Stade H 1· plantee entièrement en fruits 

Stade J 1 plantee dont les graines sont mUree. 

,. 



- 147 -

Les résultats du dosage ont été rapportés au chapitre II-3. 

Pour la discussion de leur signification quant au métabolisme 

des dérivés flavoniquee chez la Gaude, noue les exprimerons tan-

• tOt en poids, tant6t en nombre de molécules-grammes, rapporté 

soit à 100 g d'organe sec, soit à la plante entière au stade 

considéré. 

2.1. REPARTITION DES FLAVONOIDES SELON LES 

ORGANES DE LA PLANT~ 

Une première observation intéressante, que noua avons 

déjà précédemment indiquée (Chapitre I-3.5) est qu'il existe des 

dérivés flavoniquee dans toue lee organes de la Gaude. 

En effet, 'si de nombreuses plantes renferment dea fla-

vonoides dans leurs organes aériens, les graines et les organes 

souterrains, racines et rhizomes de certaines d'entre elles, en 

sont généralement exempts. Citons notamment les graines et raci-

nes de Sina.pis ~ L. CLAIR et Coll.-1964, les graines, racines 

et fruits verts de Tropaeolum majus L. DELAVEAU-1965-1967-, les 

graines de Colchicum autumnale L.-SKRZYPCZAKOWA-1968, les graines 
\ . 

·et racines de Bryonia. dioica Jacq.-LEIBA et Coll.-1968, les ra-

cines de Cassia mimosoides L.-SUBRAMANIAN et Coll.-1970, les 

racines dea pousses de Fa.gopyrum eaculentum Moench.-STAFFORD-1969 

Il est donc remarquable que la Gaude toute entière ren-

ferme des flavonoides. Toutefois ce n'est quand m~me pas là un 

fait unique car il se retrouve dans Cochlea.ria ar.moracia L.~ 

CLAIR et Coll.-1963, Ruscua racemosus L.-DELAVEAU et Coll.-1969, 

u 
Euphorbia amygdaloïdea L.- MULLER et POHL-1970, et dans un 

Polyeonum non spécifié KUKENOV-1970. 



- 148 -

2.2. NATURE DU CONTENU FLAVONIQUE DES DIVEP.S 

ORGANES 

L'analyse qualitative du contenu flavonique des ·divers 

organes de la Gaude a donné des résultats constante, quelque soit 

le stade de développement sur lequel aient porté lee essaie s 

du lutéolol et ses deux glucosides s le lutéoloside et le gluco­

lutéoloside, de l'apigénol, eon 7-monoglucoeide et u~ composé 

qui est probablement un diglucoside de 'cet apigénol, flavonoides 

appartenant toue au groupe dea flavonee, ont toujours pu ~tre mis 

én évidence à cOté de tracee de dérivée non identifiée. 

Lee grainee, seules, ont montré un contenu flavonique 

original. Noua y avons trouvé à la foie une plue grande propor-

tion _et une plue grande variété d'aglycones, un certain nombre 

de substances non identifiées y apparaissent en effet à cOté du 

lutéolol et de l'apigénol. 

La disparité observée entre les dérivés décelée dans 

lee grainee et ceux des autres organes de la Gaude semble, en 

dépit du petit nombr~ d'études qui ont été faites sur des graines; 

~tre-un fait général. C'est ainsi que PARIS et Coll.-1971, ont 

mie en évidence dans· laa grainee de Sarothamnus scoparina Ko~h 

la présence d'aglyconea libres du groupe des flavonols 1 quercé-

tol. et kaempférol·, alors que laa gousses et lee organes végéta-

tifs sont riches en flavonee et ieoflavonea. TRONCHET-1972, pour 

sa part, lora d'une étude portant sur lee dérivés flavoniquea 

dea fruite de 70 espèces diverses a observé une grande disparité, 

qui était m~me totale pour certaine d'entre eux, entre le contenu 

dea graines et celui de l'épicarpe. Cos plantee, dont les grainee 

présentent un contenu flavonique différent de celui dea autres 

oraanea, ph6nomène que l'on c'observe pas· chez toue les vég6te.ux, 

pourront peut-3tre constituer une catégorie originale. 
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Si l'on compare lee résultats que nous avons obtenue 

pour les organes de la Gàude autres que les grainee à ceux qui 

sont rapportés à propos de diverses plantes, on constate un 

certain nombre de divergences& 

MELIN-1964 a reconnu la présence d'une plue grande 

variété de flavonoidea dans les feuilles de Periploca graeca L. 

que dans les tiges, certaine d'entre eux "ne passent pas", 

d'après lui, dans ces dernières •. 

L'attention de divers auteurs a été retenue par l'ap-

parition dana les fleura ou les fruite, d'une ou plusieurs eub-

stances n'existant pas dana les organes végâtatifè 1 CLAIR et 

Coll.-1964 chez Sinapie alba L.,DELAVEAU-1965 chez T~opaeol~~ 

majua L., MURGU et Coll.-1970 chez Spirea crenata L •• Anemone 

hepatica L. renferme dea hétéroeides flavonique~ dont l'hydro­

iyee libère des aglyconea différentes selon qu'ils proviennent 

dea feuillee ou dea fleurs RAYNAUD et Coll.-1970. Chez Hypericum 

Eerforatum L. le nombra de flavonoïdee passe .de 4 à 10 de la 

germination à la floraison•ALYUKINA et Coll.-1966, puis diminue 
\ 

pendant la maturation dea fruita-ALYUKINA-1971. TISSUT-1967, de 

eon cOté, observe un changement de glycosylation des flavonola 

de ia feuille de Fagua silvatica L. selon les époques de l'année. 

Ultérieurement, TISSUT et Coll.-1972 ont noté que chez 

Quercus Corylua et Tilia, les glycoaidea dea feuilles jeunes et 

ceux dea fouilles âgées différaient• 

Ainsi,contrairement à ce que noua observons chez la 

Gaude, dea variations qualitatives du contenu flavonique, liées 

soit à la nature de l'organe, soit à l'âge du végétal, ont été 

observées dana un certain nombre de plantes. 
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Néanmoins, VALUTSKAYA et Coll.-1970 et PARIS et Coll. 

-1971 ont notê, chez Bupleurum multinerve L. pour lee premiers, 

chez·Sarothamua acopariua Koch pour les seconda, ~e stabilité 

de la composition en flavonoidea à rapprocher da celle que noua 

observons chez la Gaude. TRONCHET-1972 a également remarqué, 

chez 24 eapêcea végétales que l'équipement flavonique superficie] 

était le m~me dans toua lee organes aériens J tiges, feuillee, 

sépales, .fruite. 

Si l'on doit considérer le comportement de la compo-

sition en flavonoidee d'une plante.comme le aigne sensible de 

leur rOle dana le métabolisme vég6tal, on peut alors se demander 

ai les diverses tendances décelées dans les observations que 

nous venons de rappeler ne traduisent pas en fait une certaine 

complexité de leur signification physiologique. 

2.3. VARIATIONS QUANTITATIVES DU CONTENU FLAVO-

NIQUE 

Si tout au long de la croissance de la Gaude nous ob-

servons la présence des m~mes flavonoides dans tous les organes 
\ 

il faut noter cependant dea variations dans leurs concentrations 

et dana leurs rapporte. 

2.3.1- "Flavonoidea totaux" 

Nous envisagerons d'abord le comportement dans la 

plante des flavonoidee pris dans leur ensemble. 

pement 

Si noua étudions les résultats exprimés en poids pour 

100 g'de plante entière sèche (Figure 29- Tableau 35), nous 

observons une forte augmentation continue de la teneur en flavo-

noidea au coure dea premiers stades de la croissance. Ce taux 
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s'abaisse brutalement une première fois au moment de la forma-

tion dea fleura, plue légèrement une deuxième fois au début de 

la fructification. La formation dea graines s'accompagne d'une 

f.aible remontée de la concentration bientOt compensée par une 

nouvelle baisse. 

Dans .la littérature, rares sont lee données relatives 

à la teneur en.flavoncidea d'une plante entière, néanmoins noe 

résultats vont dans le sena de ceux de MASCRE et Coll.-1936 et 

de Sl?RECHER-1936, qui ont .. conataté une diminution de la teneur 

en flavonoidea de la Rue au moment de la floraison. ALYUKINA et 

Coll.-1966 et PARIS et Coll.-1971, ont fait des observations 

comparables respectivement chez Hypericum per~oratum L. et chez 

Sarothamnus scopar:i.us Koch·~ 

DELAVEAU-1967, par contre, note une élévation cons-

tante de. la teneur en flavonoidea de Tropaeolum majus L. aveo 

l'augmentation de la masse de la plante, de aorte que ce que 

1•on peut appeler la •criee de la floraison" n'apparait pas net-

tement dana ce cas. 
\ 

Cee chutee du taux des flavonoides qui ne peuvent 

s'expliquer par un accroissement sensible et brusque de la masse 

tissulaire, pourraient donc correspondre à une utilisation méta-

bolique liée surtout à la floraison et1à un degré moindre,à la 

fructification. 

2.:5 .1 .2- Répp.rti ti on de.nn les di vers orrre11.e:, 

selon le stade dP. développement 

Selon le stade de la végétation des modifications sen-

Bibles apparaissent dana la teneur en flavonoidea dea divers 

organes de la Gaude (Tableau 36). 
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Lee racines restent toujours très pauvres en flavo-

noidee en regard dea autres organes de la plante. C'est d'ail-

leurs un fait g~n~ralement reconnu que les parties souterraines 

renferment peu de flavonoidea, citons notamment les travaux de 
.. 

fiSLARASU et Colle-1969, do MULLER et Colle•1970 et caux da 

KUKEN9V-1970. Deux exceptions sont cependant eignal~es de racines 

relativement riches en dérivés flavoniques 1 celles du Ruscus 

ra.cemoeue L. et du Sophora pa.chycarpa Schrenk 1 étudil!es respec­

tivement par DELAVEAU et Coll.-1969 et par RADZHABOV et Coll. 

-1971. 

Lee organes aériens sont nettement plus riches. L'é-

clairement dont ile jouissent en est probablement la principale 

cause. Il est établi en effet que les premiers stades, tout au 

moine·, de la biosynthèse des :f'lavonoides sont contr8lés par la 

?--umi~re1 FURUYA et Coll.-1964, MUMFORD et Coll.-1964, BOTTOHLEY 

et Coll.-1966, SMITH et HARPER-1970. La photoactivation du phy-

tochrome provoque une augmentation du taux, ou pour le moins de 
\ . . 

1 1 activité de la ph6nylalanine-ammoniac-lyase 1 enzyme qui cata-

lyse la conversion de la phénylalanine en acide trane-cinnnmique 

{Figure28), selon lee conclusions de ATTRIDGE et Coll.-1967, 

IIARPER.et Coll.-1969-1970, SMITH et ATTRIDGE-1970, HAHLBROCK et 

Coll.-1970. 

Il faut souligner d'ailleurs que la répartition dea 

flavonoidee dans lee divers organes aériens de la Gaude est loin 

d'tltre uniforme. 

Lee feuillee sont toujours beaucoup plus r.ichee que 

lee tiges, observation qui concorde avec ce qui a été observé 

sur de nombreuses plantes 1 Tropneolum mnju!l L.-DELAVEAU-1965, 



Sophora prode.nii Andere-PISLARASU et Coll.-1969, Pôlye;onum ep. -

KUKENOV-1970, Bupleurum aureum Fiech.-KISELEVA et Coll.-1971, 

Hypericum perforatum L.-RAZINSKAITE-1971, Sophora pachycarpa 

Schrenk RADZHABOV et Coll.-1971 •. 

Aux stades où la Gaude porte dea fleure, ce sont cee 

derniàres qui sont les organes les plus riches. PISLARASU et 

Coll.-1969 sont arrivâs à une conclusion identique à propos de 

Shophora prodanii Anders., ainsi que KUKENOV-1970 pour le 1olyeo-

~ qu'il étudiait. Au contraire RADZH.A.BOV et Coll.-1971 chez 

Sophora pachyce.rpa Schrenk et RAZINSKAITE-1971 chez Hyrericum 

perforatum L. ont trouvé que les fleurs renfermaient moins de 

flavonoidee que lee feuilles. Quant à PARIS et Coll.-1971, ils 

n'ont pour leur part noté que peu de différence entre feuillee 

et fleurs du Sarothamnus scopariue Koch •• Faut-il considérer 

cette différence dans .le comportement des diverses espàcee comme 

le signe d'une certaine disparité dans les sites de formation 

des flavonoidee ou dans leur utilisation métabolique ? 

Lee fruite de la Gaude, quant à eux, renferment une pro 

portion plus faible de dérivés flavoniques que lee fleurs* et ru~m 
1 

que les feuilles, fait noté également chez Sophora prode.n:i.i Ander' 

par PISLARASU et Coll.-1969 et par RETEZEANU et Coll.-1972 chez 

Rosa rugosa Trunb., maie ile restent plus riches que les tigas. 

La comparaison entre-elles des teneurs en flavonoides 

des moitiés inférieures et supérieures des tiges d'une part, de 

celles des feuilles de la base au sommet d'autre part, montre que 

les organes située vers le bas de la plante sont toujours moins 

richos que ceux du sommet, exception faite pou~ les feuilles dea 

. " 
plantes en pleine fructification ou porteuses de graines mares 

{Tableau 36). 

* La concentration plus faible chez lee fruite que celle obser­
vée chez lee fleure dont ils proviennent· peut s'expliquer en par-1 
tie par le chute des pétales qui sont très riches en flevonoides. ~ 

1 
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Ce sont dono lee organes supérieurs, lee mieux exposés 

à 1a lumière, qui sont lee pl~a riches en flavonoides. Cee ob­

servations confirment celles de DELAVEAU et Coll.-1961, CLAIR 

et Coll.-1964, DELAVEAU-1967, TRONCHET-1966, LEIBA et Coll.-1968. 

Il est intéressant de signaler à ce propos l'hypothèse 

~mise par DELAVEAU et Coll.-1968 qui, constatant la teneur éla­

vée en dérivée flavoniquea dea organes assurant la photosynthèse,: 

avaient envisagé l'existence d'une relation entre lee synthèses 

chlorophyllienne et flavonique. Dès 1966, ZAPROMETOV et Coll. 

faisaient d'ailleurs dea chloroplastes le lieu du stade primaire 

da la formation dea dérivée flavoniquea et SATO en 1966 et 1967 

y localisait 1 1 hydroxylation de cee composée. Cette conception 

pourrait trouver sa justification dans la fait que MONTIES en 

1969 et WEISSENBOECK et Coll. en 1971 ·mettaient en évidence la 

présence de flavonoïdea dana les chloroplastes de diverses 

Angiospermes. 

Quant à l'inversion dans lee rapporta de teneurs en 

flavonoidee en~re les feuilles du sommet et celles de la base 

de la tige qui apparait lora de la fructification et de la for-

mation des graines, elle suggère l'hypothèse d'une migration da 

ces dérivés, dea organes chlorophylliens vera lee fruits et lee 

graines, qui se ferait surtout aux dépens des feuilles lee plus 

proches de ces organes en formation. 

2.3.1.3- Variation du tnux dans chngua 

orenne au cours de lP. vée~tation 

Si nous considérons maintenant l'évolution-de la teneur 

en flavonoides de chacun des organes de la Gaude tout au long 

de la végétation (Tableau 36) nous pouvons faire les remarques 

suivantes• 
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Au cours de la période qui précède la floraison (etader 

A,B,C), la teneur en dérivés flavoniques des organes aériens de 

la plante 1 tiges et feuillee, ne cesse de crottre de façon très 

sensible. Ce fait peut @tre interprétê comme un effet de l'acti- · 

vité synthétique de ces organes chlorophylliens, à la fois jeune~ 

et bien éclairée, qui,· rious venons de le voir, sont généralement 

tenus pour lee sites de la formation de cee composée, lee feuil-

les occupant dana cette synthèse une place privilégiée sans 

doute du fait de leur surface proportionnellement plue grande. 

Au moment de la floraison (stades D,E,F) nous aoeis-

tons à·une baisse de terieur en flavonoides dans lee organes véeé-

tatifs aériens, surtout dans les feuilles, où elle paese de 32 g 

à ,o g pour 100 g de poids seo dans les tiges la bais~a est 

moine marquée 1 3,4 g à 1,7 g. 

Cette"criee de la floraison• n'est pas un fait parti-

culier à la Gaude. Elle a été observée dans nombre d'espèces 1 . 
Sinapis alba L. -·CLAIR et Coll.-1964 , Saxifraga cuneifolia L. 

' 
et S._aizoides t.-COMBIER-1968, Bupleurum ~--MINAEVA ~t Coll. 

-1968, Sarothamnus s'coparius Koch-PARIS· et Coll.-1971, Rhu.s 

coriaria L. et Cotinus coegyrie, Scop.-BUZIASHVILI et Coll.-1972. 

Comment expliquer cette brusque diminution de la 

richesse en flavonoides dea feuilles ? Il est peu probable 

·qu'elle soit due à un ralentissement notable de l'activité ayn-

thétique de cee organes. Il semble plus vraisemblable qu'il 

s'agit d'une "fuite" de cee dérivés vere lee fleure dont la 

" teneur est particulièrement élevée aux stades D et E. 
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Toutefois, il faut noter que pour d'autres espàces 

les organes végétatifs présentent une teneur maximale en flavo-

noides au moment de la floraison Corchorius olitorius L.-

GilEDOV-1969, Delphinium consolid·a L. et Consolida rega.lis Gray- . 
. . 1 . 

MEL'NICHUCK-.1971, Artemiei.ê,cina Berg.-BALTABAEVA-1971, Hyperi­
J 

~ perforatum L.-RAZINSKAITE-1971, diverses l?olygonacéee 

KUKENOV et Coll.-1971, Bupleurum a.ureum FischrKISELEVA et Coll. 

-1972. 
·' 

On peut se demander si cette disparitê des faits ne 

traduit pas celle au rôle jou~ par lee flavonoides dans la cel-

lule végétale ? 

Chez la Gaude donc, la baisee de la teneur en flavo-

noïdea dans lee organes chlorophylliens correspond à l'appari-

tion d'un taux élevê dana les inflorescences fleuries. Cette· 

coïncidence résulte-t-elle, comme noua l'avons suggéré ci-dessus 

du passage. de ce.s substances dea feuilles dana les fleurs ? 

Cette possibilité de migration semble encore .contestée. Si 
\ . 

COMBIER-1968 e~visage que ces dériv.és circulent dana lee plantes, 

notamment entre feuilles et fleu~s, et si JJIURGU et Coll.-1970 

concluent, mais sana preuve formelle, que ""pendant la période 

de floraison, une partie des flavonoidea qui existe dana les 

feuillee migre vers les fleuraw chez Spirea crenatq L., des.ex-

périencee de greffes d '·une plante capable de synthétiser cer-

tains flavonoides sur une autre formant dea dérivée différents 

de ce m3me groupe, n'ont pas permis de conclure au transport de 

tele composée de sujets à greffons, DELAVEAU-1964, SCIWLTZ-1969. 

Néanmoins SCHULTZ-1969 a observé un transport "in vitro". 
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I~ sa pourrait ~gelament que ~es inflorescences f~eu-

ries soient le ~ieu de synthèse des d~riv~e flavoniques qu'elles ' . 
contiennent. Notons que pour HESS-1963 le bouton floral est le 

lieu de la synthèse des anthocyanes, compoe~e voisine des fla-

vonee, qui exercent ainsi vis-à-vis dea organes vé&~tatifs une 

certaine concurrence quant à ~ 1 uti~isation des matières premièrec. 

indispensables à ces synthèses, telles lee sucres. 

~a r~alité se situe peut-atre à la fois dans ces deux 

hypothèses, le pouvoir de synthèse des fleurs n 1 exc~uant pas la 

possibilité.d 1 une migration eritra lee feui~les et les fleurs. 

Dans le cas de la .Gaude, où nous notons que le taux 

dea flavonol.dea diminue à cette époque dans les tiges, l'hypo-

thèse n'est pas apparamm.ent en faveur d'une circulation accrue 

dans la plante, cependant l'examen du tableau 36,révèla que la 

;baisse observée porte sur l'ensemble de la tige, mais qu'elle 

n 1 e~t pas constante tout au long de celle-ci. La teneur reste 

élevée dans la moitié supérieure pour diminuer consid~rablement 
\ 

dans les parties bassee. La chute est d'autant plus apparente 

sur 1 1 ensemble que la masse des tiges atteint alors son · · · · 

~aximum, la part la plus grande revenant incontestablement à 

la moitié inf~rieure de la tige, ca qui pourrait d 1 ailleurs.ex-

pliquer dans une certaine mesure la "dilution" du contenu flavo-

nique de cette r~aion. L'hy~othèee émise pr6cédemment d'une mi-

gratien des flavonol.des se faisant principalement aux dépens des 

feuillee du sommet de la plante ne se trouve donc pas ~~futée. 

Juste au d~but de la fructification (Stade F), prend 

place un phénomène comparable à celui obseryé au moment de la 

floraioon r la teneur en flavonoides des inflorescences fleuries 
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baisse brusquement (Tableau 30), ce qui parait assez difficile 

à comprendre, d'autant plus que dana les dernières fleura qui 

se forment on retrouve un taux assez voisin de ca qu'il ~tait 

avant que n'apparaissent 'les fruits. Un arrât progressif de la 

synthèse dans 1es feuilles et de la migration à partir de celles-

ci vere les fleurs.-·puis les fruite, pourrait tenir lieu en 

partie d'explication. D'autre part on peut penser ~vec 

KUKENOV-1970, que les flavonoides sont utilisés au début da la 

formation des fruits, peut-~tre même selon nous dans le m~canisme; 

dœ la fécondation ( 0 ). 

1 

Lorsque les fruite se forment (Stade G), la concentra-

tion en flavonoides augmente dans les feuilles, ce qui confir-

merait l'hypothèse que noua venons d'émettre d'un arr6t de lour 

migration vere les inflorescences. Noua retrouvons dans lee 

fleurs qui persistent éncore, un taux voisin de ce. qu'il était 

avant la chute observée au Stade F, nous remarquons ~galement 

que la teneur des fruits en ces pigmente s'est considérablement 

\ 
~lev~e bien qu'elle n'atteigne pas la valeur qu'elle prend dans 

l.es fleure. Dana l.'hypothèse d'un ralenti'ssement de l'apport des 

feuilles cela laisse supposer, selon une opinion déjà émise par 

TRONCHET-1972, que les fleurs et les fruits seraient comme les 

feuilles 

( 0 ) S'il est facile de s~parer sur une inflorescence, la partie 
inférieure portant des fruits déjà apparents, il est impoe­
sible de faire une distinction entre les fleurs déjà fécon~ 
déoa et celles qui ne le sont pas encore. Il est donc pos­
sible qu'à ce stade F nous ayono eu, dans ce que nous consi­
dérons comme "inflorescence fleurie", une certaine··quantité 
de fleurs non fécondées riches en flavonoides et le reste 
formé de fleurs fécondées très pauvres en cee éléments, comme. 
semble le prouver la teneur très faible des premiers fruits 
(2,95 %), ce qui entrainait pour l'ensemble un maigre taux 
moyen. Ce pourrait être là la véritable explication de cette 
baisse spectaculaire dea flavonoides ,que noua observons à 
ce stade. 
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dea lieux de eynthàoe des dérivés fl.avoniquee, ca qui ne saurait 

étonner si l'on admet 1'intervention dea tissue chlorophylliens 

présenta tant dana certains organes floraux que ·dans· le péri-

carpe des jeunes fruite. 

Au coure de leur maturation (Stades H et J) lee fruits 

voient baisser rapidement leur teneur en fla:v·onoides, ce qui 

peut ~tre la conséquence d'un arrêt de la synthèse conjuguê.avec 

le développement de la- masse _tissulaire, ou plue aimpl.emen"t d'un·. 

destruction l.iée·A.J.a sclérificà.tion et la mort des cellules. 

Dana le m~me tempe, on peut constater.un.plafonnement du taux de 

ces pigments dans laa feuilles , signe de vieillissement ?,l'aug-

mentation qui pourrait ~tre due à l'arrêt de la migration vers 

les inflorescences étant_annulée par un ralentissement notable 

ou m~me la suppression de la synthèse. 

Lee racines restent, tout au long de la végétation de 

la Gaude, très pauvres en flavonoidès, la teneur étant toujours 
\ 

bien inférieure à 1 %. Il. paratt évident que ces organes no 

synthétisent pas ces composés et que ceux ·qu'on y décèle pro-

viennent des organes aériens par le canal de la tige. 

Enfin, il convient de remarquer (Tableau 36) que, 

jusqu'à la maturation des fruits (Stade H), la moitié supérieure 

des tiges est toujours plus riche en dérivés flavoniques que la 

moitié inférieure, l'explication pouvant ~tre trouvée dana le 

fait que les cellules de la partie supér~eure sont plus jeunes 

" et mieux éclairées que les autres 1 le vieillissement_, surto~t 

sensible, à partir da la formation des graines, entratnerait 

finalement l'uniformité de composition constatée alors tout au 

l.ong de l'organe. Mais ce qui parait plus difficile à. comprendre 
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ai l'on tient compte de l'interruption de leur eynth~se, c'est 

l'augmentation du taux des flavonoidea obaerv~e, dès ce stade, 

à la base dea tiges et qui gagne ensuite le sommet, La cause en 

est peut-~tre, par suite du vieillissement, une perte de matière 

e~che prop.ortionnellement plue importante pour d'autres consti-

tuante cellulaires que pour les pigments flavoniquee. 

Un phénomène analogue, mais plus précoce puisqu'il 

apparatt au coure de la formation des fruite (Stade G)• se mani­

feste au niveau des feuillee. Jusqu'alors lee feuilles de la 

moitié supérieure des tiges, plue jeunes et mieux éclairées, 

avaient une teneur plus élevée en fla~onoidee que celles insérées 

vers la basef cela n'est plus: tandis que le taux demeure senoi-

blement identique dans les feuillee supérieures, il s'élève dru1s 

lee feuilles inférieures jusqu'à une valeur qui dépasse celle 

observée dans les feuillee du sommet. Il semble que nous devions 

ici encore invoquer le vieillissement, plue aocentu~ à la base 

de la plante~ qui provoque la d~struction d'une importante quan­

tité de constituante cellulaires tout en respectant. les dérivée 

flavoniquae. 

Il semble donc que l'on puisse conclure que tous les 

organes aériens, principalement les feuilles et sans doute aussi 

les fleura, sont dea sites de formation des flavonoidee, les 

organes jeunes étant les plus actifs. On peut concevoir aussi le 

transfert d'une certaine quantité de flavonoides dea feuilles 

vere lee fleure au moment de la floraison. Il apparaitrait par 

ailleurs que cee substances pourraient jouer un rOle dans lo . 

phénomène d~ la fructification et qu'elles résisteraient mieux 

que bien d'autres à la destruction qui s'instaurerait lors du 

vieillissement. Quant à la présence de cee pigments décelée en 
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~n faibles proportions dans la racine elle rêaulte tr~s proba-

blement d'une migration rêduite à partir des organes aériens. 

2.3.1.4- Variation des guantitês totales 

dans chacun des organes au coure du développement 

Nous avons pensé que l'on pourrait mettre en évidence 

de façon plus nette la circulation supposée des flavonoides et 

leur utilisation envisagée lora de la floraison et de la fruc-

tification, ·en suivant, non plus les variations de taux par 

organe, mais les quantitês absolues présentes dans ceux-ci à 

chaque stade du développement• 

Il est êvidemment impossible de suivre de telles varia-

tions sur un m~me individu, aussi avons noua êtabli, pour chaouna 

dea époques, un "individu moyen• en prélevant, dans les lota 

utilisés pour le dosage des flavonoidea, une dizaine de plantes 
. 1 

de taille variable sur lesquelles noua avons déterminé la· moyenne 

dea poids secs dea divers organes. Ceci noua a amenée d'ailleurs, 

en dehors des déductions sur le comportem6nt des dérivés flavo­
\ 

niques, à faire certaines remarques sur la croissance des organes 

végétatifs de la Gaude·.(Tableaux 37 et 38). 

Le poids sec de la racine crott r6guli~rement jusqu'à 

la floraison (stades A, B, C) ce qui paratt ~tre en relation avec 

le développement général de la plante. Il se stabilise pendant 

toute la période de floraison (stades C, D, E), ce qui pourrait 

indiquer que l'anabolisme végétal est alors accaparé p~r vn phé-

nom~ne déterminé qui pourrait ~tre précisément la floraison. 

PasGée ce stade la racine s'alourdit considérablement, ca qui ne 

peut gu~re s'expliquer que par une accumulation de substances 



l 1 l 1 1 1 1 l 
STADES 1 A 1 B 1 0 1. D 1 E 1 F 1 G 1 H 

f 1 1 . 1 1 1 1 1 

------------------------------- --------- --------- --------- --------- --------- -------~- ----------' 1 : 1 1 l 1 1 
1 : 1 1 1 1 1 1 

Racines l 0,16 1 0,21 1 0,4 1 0,37 1 0,40 1 1,35 1 . 3,4 1 5 
1 1 l l 1 1 1 

Tiges 1 1 0,34 1 1 1,7 1 _1,85 1 5,8 1 12,8 1 16,1 
1 1 1 1 1 • • 

Feuilles 1 0,35 1 0,65 1,2 1 1,3 1 1,3 1 3,95 1 5,8 1 7 
- 1 1 1 1 1 1 1 

! Inflorescences en 1 1 1 1 1 1 1 
frt.li ta 1 1 ./ 1 1 1 0, 75 a 8, 5 1 

1 1 1 1 1 1 1 

1:5,5 

( Inflorescences en 1 1 1 z 1 · 1 1 
( fleurs 1 1 1 0, 48 1 0, 6 1 1 , 6 5 1 1 , 5 1 

~---------------------:---------:------~-- _________ :_~ _______ : _________ : _________ : _________ :----------~ 
( . : 1 •• 
( Plante entière 

1 

1 

1 

0,5 1 ,2 2,6 :5,9 1 

1 

4,1 1 

1 

13,5 1 32 

: z 
.1 
f 

Tableau 37 • Poids seo en g d'un "individu moyen" de Gaude et de chacun de ses 

organes, aux stades successifs de son développement. 

"\ 

1 
1 
1 

41,6 
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-----~~~~~--~ _______ : ____ ~ ____ : ____ ~ ____ : ____ ~ ____ : ____ ~ ____ : ____ : ____ : ____ ~ ____ : ____ ~ ____ : _____ ~----l 
: 1 1 1 1 1 ' 

1 1 1 1 1 1 ~ 
Racines 1 0,64 0,4 1 2.,8 1 1 2,2 5,4 1 13,7 1 11 

1 1 1 1 1 . 1 

Tiges 1 3,8 1 34,5 1 36 1 48. 98,4 1 268 1 370 
1 1 1 1 1 1 

Feuilles 1 52,7 143,3 1 389 1 221 . 1 153 395 1 766 1 980 
2 1 1 1 1 1 

Inflorescences en 1 1 1 1 1 1 

fruits s 1 1 1 22 1 1090 1 1080 
1 ./' 1 1 .. 1 1 1 

l Inflorescences en 1 1 1 1 1 t 

fleurs 1 1 1 130 1 174,2 223,7 1 :515,:5 1 

1 1 . 1 1 1 1 

·~--------------------~--------- --~------1---------s---------•--------- ---------a---------1----------
1 1 1 1 1 1 

Plante entière 1 53 147,5 1 426 1 387 1 377,4 744 1 2513 1 2441 
2 1 . 2 1 1 1 

1 ' : z • . 

Tableau 38 • Poids en mg des flavonoides extraits d"un "individu moyen" de Gaude et de 

ses divers organes, aux stades~essifs de son développement. 

~ 

' 
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qu'elle mettrait en réserve sana qu'on puisse déceler quel en 

est l 1 int6r~t pour la plante qui évolue vers la mort. (Tableau 37) 

Les quantités de flavonoidea présents dans la racine 

sont toujours extrêmement faibles de aorte que lee variations 

observées ne sont sans doute guère significative~, sauf peut-~tre 

l.a baisse qui accompagne J.e début de J.a formation de la tige et 

qui pourrait faire.penser à une utilisation dans ce processus. 

L'augmentation qui se manifeste vere la fin de la végétation ne 

paratt découler que du phénomène général d'accumulation da aube-

·tances que noue venons de signaler (Tableau 38). 

La tige n'a d'existence véritable qu'à partir du stade 

B, et, malgré une croissance en hauteur importante, son poids sec 

qui augmente d'abord régulièrement, n'atteint qu 1une valeur rela-

tivement faible au moment de la pleine floraison (stade E), pour 

s'accrottre ensuite considérablement dès que les fruits commen-

cent à se former, majoration qui ne peut se justifier que par 

une accumulation de substances• En effet, ce n'est ni l'allan­
\ 

gement pourtant encore sensible de cet organe durant toute la 

période de fructification, ni m~me la croissance diamétrale, bien 

que notable, qui peuvent suffire à justifier ce phénomène. Cette 

constatation infirme l'hypothèse émise précédemment d'un vieil-

lissement générateur d'une perte de matière sèche (Tableau 37). 

La quantité de flavonoides d'abord faible e'accrott 

avec le développement de la tige, pour se stabiliser sensiblement 

lorsque commence la floraison, ce qui peut ~tre le aigne d'une 

" utilisation dans l'établissement da ca processus. Elle augment~ 

ensuite, a.oeez lentement d'abord jusqu'au début de la fructifi-

cation, pour crottre enfin de façon intense tout au long de cette 

période (Tableau 38). 
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Le poids sec dea feuilles augmente de façon continue jus­

qu'au etade qui précède l'apparition des fleurs (stade C). Sans 

pour autant nous attacher à 1a valeur absolue des chiffree étant 

donn~ l'imprécision liée à la technique m~me, noue devons cons­

tater que leur masse évolue peu jusqu'au début de la ~ructifi­

cation, pour ensuite, durant cette période, e'accrottre inten­

sément. Il ne semble. pas que l'on puisse attribuer un tel accrois­

sement de poids seo à une multiplication du nombre des feuilles, 

ni à une augmentation de leur taille, maie qu'il faut envisager 

une accumulation de substances en leur sein. Processus qui, à 

nouveau, vient infirmer toute idée de vieillissement cellulaire 

entrainant une perte de matière sèche. Notons d'autre part que 

si dans les premiers stades du développement da la plante, le 

poids seo dea feuilles l'emporta sur celui des tiges, ultérieure­

ment le rapport s 1 invers~ bien que le port de la plante fasse 

para~tre eon feuillage plue important que sa tige. 

La quantité de flavonoidee présente dans les feuillee 

augmente beauoo~p pendant la croiss~~ce de la tige. Au moment 

de la floraison (stades D etE), elle baisse fortement. 

Ce ph~nomène pourrait s'expliquer par l'intervention 

des flavonoides dans l'~laboration de l'inflorescence, plus pré­

cisément peut ~tre lors de la formation des g~~ètes et de la 

fécondation. Le besoin serait particulièrement important, de telle 

sorte que la synthèse de oes composée, pourtant probablement 

toujours très intense, ne suffirait pas, ce qui entra1nerait le 

recours aux quantités préalablement formées. Lee chiffres~ 

{tableaU38) semblent indiquer qu'à ce moment (stade D) il eat 

fait appel non seulement aux dérivée existant dans lee feuillee 

mais aussi à ceux des tiges. 
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Avec 1 1 épanouiaaement des fleurs (stade E), leur uti-

1ité se ferait moins sentir et si e11e se traduit encore par 

1'appauvriaeement des feuilles, la tige peut de nouveau s'enri-

chir. Ces fluctuations entra!nent 1a nécessité d'un transfert 
; 

des flavonoides, donc d'une circu1ation des feuilles vers l'in-

florescence au travers de la tige. 

Pour 1a formation des fruits et des graines, il appa-

raït que l'intervention des flavonoides deviendrait, sinon inu-

ti1e, tout au moins extr~mement r~duite de sorte que 1eur ayn-

thèse couvrirait non aeu1ement les besoins, mais permettrait 

leur accumulation aussi bien dans 1es feuilles que dans la tige, 

comme nous 1'avons déjà vu. 

Notons que les feuilles sont toujours beaucoup plus 

riches que la tige en dérivés.flavoniques, oe qui est en faveur 

du r01e prépondérant qu'on leur reconnait dans la synthèse da 

oes composés. 

L'inflorescence, qui est une grappe d'abord serrée, 
\ 

s'allonge fortement au cours de la floraison qui s'étale de juin 

à septembre, les fleurs se transformant progressivement en fruits 

de 1a base au sommet, aussi s'il est normal de voir le poids seo 

da cette inflorescence cro!tre du début à la pleine floraison 

(stades D etE du tableau 37), i1 est plus surprenant de constate 

que ce1ui de la partie fleurie, qui pourtant ne semble pas avoir 

beaucoup grandi, augmente encore intensément au début de la fruc-

tification (stade F), et surtout qu'il na baisse que faiblement 

lorsque l'inflorescence porta dea fruits sur les trois quarts de 

sa longueur (stade G). I1 est possible que ce fait résulte de la 

technique utilisée pour séparer la partie da l'inflorescence 

encore en fleurs de celle qui est déjà en fruits, l'oeil ~uquel 
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elle fait appel ne permettant pas de distinguer les fleurs non 

fécondées de celles qui, bien qu'apparemment semblables, ont déjà 

commencé leur transformation en fruits, organes beaucoup plus 

lourds. 

La quantité des flavonoides est d'emblée très élevée 

dans les fleurs (stade D) et s'accroit continuellement m@me 

lorsqu'elles n'occupent plus qu'une minime portion de l'inflo-

rescence. La masse importante de flavonoides qui appara!t ainsi 

rapidement dana l'infloresc~nce dès sa formation, liée à la perte 

concomitante de ces substances subie par les feuilles, semble en 

faveur d'un transfert plutOt que d'une synthèse locale importante. 

Cependant les quantités disparues des feuilles sont plus grandes 

que celles apparues dans les fleurs, ce qui peut confirmer l'hy-

pothèae de leur utilisation métabolique dans le phénomène de flo-

raison, d'autant plus qu'à ces quantités apparemment disparues il 

faut ajouter celles certainement élaborées dans le m~me temps par 

les feuilles et qui n'ont pu ~tre mises en évidence du fait m~me 

de leur emploi immédiat. Quant aux dernières fleurs (stade G) 

elles profiteraient de 1 1 arr~t du phénomène conao~~ateur en déri-

vés flavoniques pour les accumuler à l'instar des tiges et des 

feuilles. 

Les fruits sont dea organes proportionnellement très 

lourda et surtout très peu hydratés puisque pour un volume ap-

paremment assez faible ils donnent un poids de tissu seo sup~rieu1 

à celui des feuilles, et presque égal à celui des tiges pourt~1t 

plus volumineuses. 
~ 

Les premiers fruits formés (stade F) renferment d'abord 

peu de flavonoides, beaucoup moins que les fleurs dont ils pro-

viennent. La chute des pétales floraux très riches en dérivés 



- 166 -

flavoniquee pourraient ~tre la cause de ce phénomàne. Lee fla-

vonoidea s'accumulent ensuite tràa fortement dana lee fruits en 

sorte qu'ile se trouvent rapidement en quantité supérieure à 

celle des feuilles (stades G et F). Sont-ils le résultat d'une 

synthèse locale ou proviennent-ils plutOt dea feuillee dana 

1esquelles, il faut le remarquer, la masse cro!t également à 

ce moment ? Cette accumulation dana les fruite rend peu proba-

ble en tout cas que lee flavonoidee aient un rOle métabolique 

dans le développement du fruit. 

Ainsi l'analysé do la variation dea quantités absolues 

de flavonoïdea présentes dana les divers organes de la Gaude au 

cours de la deuxième année de son dév~loppement nous amène à 

dea conclusions dont certaines renforcent des hypothèses pré-

oédemment envisagées et d'autres s'opposent à quelques unes de 

noe suggestions. 

S'il apparaÎt comme certain que la synthèse dea fla-

vonoidee s'effectue principalement au niveau dea.feuilles et 

\ 
probablement aussi des tiges, il semble plue difficile d'émettre 

une opinion tranchée au sujet dea fleure et dea fruite. Bien 

que l'on ne puisee affirmer qu'ile soient dénués de tout ~ouvoir 

de synthèse de ces composée, la masse principale dea flavonoides 

que l'on peut y mettre en évidence proviendrait plutOt essen-

tiellement dea feuillee, le mécanisme du transfert restant 

inconnu. 

Il paratt évident que lee flavonoidee ont un rOle méta-

bolique intense dana le mécanisme physiologique de la fleur, non 

seulement par leur accumulation visible dana lee pétales, mais 

surtout, sana qu'on puisse le préciser, dana l'un ou plusieurs 

des phénomènes. dont cet organe est le siège t formation des ga-

mètea, fécondation. Leur intervention dans le développement des 

l 
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fruits, par contre, na semble pas devoir @tre retenue. 

I~ faut enfin rejeter ~'idée d'un "vieillissement" de 

la plante, cause d'une destruction de certaines substances et 

non des flavonoidea au cours de la maturation des fruits, et 

reconna~tre au contrair~ le maintien d'une forte activité ana-

bolique entrainant, par suite de l'arrêt de leur utilisation 

majeure, une forte accumulation générale de ces dérivée. 

2.3.2- Flavonoides isolés 

Nous avons dosé séparéme~t lee principaux flavonoidea 

que renferme la Gaude dans ses divers organes, aux différents 

stades da sa végétation précédemment définie. 

Nous avons pensé que dans ce cas il êtait préférable 

d'exprimer los résultats en "milli molécules d 1 aglycone" plut~t 

qu'en poids, afin "d'effacer" la place occupée dans les gluco-

aides par la partie oaidique, et de tenter de serrer de plus près 

le métabolisme du squelette flavonique. 

Observons d'abord comment se répartissent les princi­
\ 

pa':'X flavonoides dana lee· divers organes de la Gaude pour chacun 

dea stades évolutifs envisagés (Tableau39)• 

Le lutéolol n'a pu Gtre décelé ni dans les racines, ni 

dans les tiges si l'on en croit l'opinion selon laquelle la syn-

thèse de 1 1 aglyoone précèderait la formation des glucosides, on 

peut admettre que l'activité synthétique de ces organes est trôe 

faible et que la petite quantité d 1 aglycone formée est imr.aédia-

ternant transformée en glucosides. Néanmoins il est plue-·vraisem-

blabla que la synthèse du noyau flavonique y est nulle et que les 

glucosides présents proviennent d'autres organes, ce qui est ccn-

forme à l'hypothèse que noua avons émise plus haut d'une circu-
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Au stade de :La p:Lante "en rosette" i~ est pratiquement.impossib1e de séparer :La.tiga 

des feui:L~es 

Tab:Leau 39 =Teneur des organes de 1a Gaude en :Les principaux.f:Lavonoidee iso:Lés en 

"mi:L:Limo:Lécules d'~g:Lycona" pour 100 g d'organe seo, au cours da 1a végétation. 

Stade A 2 p:Lantes "en rosetteR . Stade B • p:Lantes possédant une courte tige 1 ' Stade C = p:Lantes possédant une tige bien formée . Stade D a p:Lante commençant à f:Leurir ' Stade E = plantes en f:Leurs ; Stade F c p1antes en début de fructification . ' Stade G =plantee dont :Les inf:Lorescences sont aux-3/4 en fruits J 
Stade H = p:Lantes entièrement en fruits, p:Lantes dont :Les grainee sont mQrea. 

(1 • 1utéo1o1 ; L m 1utéo1oeide 1 GL • 

GGa • apigéno1-~1ucoee-g1ucose). 

' 

gluoolutéo:Loside ; Ga • apigéno1--7 glucose ; 

® 
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lation de ces composés à travers la planta. L'absence de lut~oloJ 

ne contredit pas d'ailleurs cette possibilité, car la faible 

solubilité dea aglyconee dana lee milieux aqueux exclut une 

circu1ation sensible da leur part. 

Le lutéolol existe dans les feuillee, les fleurs et 

les fruits. Lee variations irrégu1i~res et somme toute minimes 

de sa teneur dans les feuilles ne se pr~tent pas à des conclu-

sione précises quant à eon rale dans ces organes1 par contre le 

fait que cette teneur reste toujours faible en regard de celle 

des glucosides, m~me quand ceux-ci s'amenuisent, peut faire son-

ger à une glucosidification intervenant aussitat après la ayn. 

th~se du noyau flavonique. 

La teneur en lutéolol des fleurs est beaucoup plus 

élevée que celle des feuillee, et ne cesse de crottre da façon 

de plue en plue intense depuis le début jusqu'à la fin de la 

·floraison (stades D à G). On peut admettre, dans une premi~re 

hypoth~se, que les fleurs effectueraient la synth~ee du noyau 

flavonique et sa glucosidi~ication, mais que cette dernière 
\ 

réaction se trouverait peu à peu limitée par manque de sucre 

disponible, par suite de l'utilisation de celui-ci à d'autres 

fine, la formation des fruits peut-3tre ? Les faits précédemment 

exposés. nous conduisent à pencher de préférence pour un apport, 

A partir des feuilles, des flavono!des sous forme de glucosides 

et leur dédoublement in situ, glucose et flavone libérés étant 

utilisés séparément dans des métabolismes différents 1 mécanisme 

que noue tenterons d'expliquer un peu plus ~oin. 

Les fruits, eux aussi, ont une toneur non négligeable 

en lutéolol, qui paese par un maximum, mais vans atteindre 

dant la valeur la plue élevée observée dana les fleura. Ce maxi-

mum, qui correspond à la fin de la floraison (stade G), se situe 

à l'époque m~me où le taux est le plus grand dans lee fleurs qui 
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existent encore, aussi est-il permis de penser qu'il y a entre 

ces deux faits une certaine corrélation. La baisee continue de 

teneur qui affecte lee fruits aux stades de développement sui-

vanta peut simplement résulter de leur croissance qui augmente 

leur masse sans modification de celle du lutéolol. 

Pour ce qui est des glÙcoeides, qui constituent la 

plus grosse part des flavonoides, nous retrouvons les variations 

observées pour ces derniers dans les différente organes selon 

lee époques de la végétation, ce qui conduit aux conclusions 

générales que nous avons précédemment retenues. 

Parmi les glucosides, nous pouvons distinguer, d'une 

part lee dérivée du lutéolol (tétrahydroxy-5,7,3',4' flavone) 

ceux de l'apigénol (trihydroxy-5,7,4' flavone), d'autre part lee 

monoglucosides et les diglucoeides de l'une et l'autre génine. 

Notons d'abord que, quelque soit l'organe considéré, 

le.lutéoloside, monoglucoeide du lutéolol, est le flavonoide le 

plue abondant tout au long de la vie de la Gaude. 
1 

Il est à remarquer, par ailleurs, que dans un organe 
:· .. ~ 

donné les concentrations des monoglucosides d'une part, celles 

des diglucosides d'autre part, varient généralement dans le m~me 

sene, et que les dérivés du lutéolol sont toujours plus abondants 

que leurs homologues de l'apigénol à deux exceptions près r dana 

la racine le taux du diglucoside du lutéolol reste constamment 

inférieur à celui du diglucoside de l'apigénol, dans la tige qui 

commence à se développer (stade B) le glucoapigénol est relati-

vernant plus important que le lutéoloside tandie que lee diglu-.· 
coeidee s'y trouvent en quantités égales. A part ces deux cas, 

auxquels il ne semble pas qu'il faille attacher une signification 
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biologique trop importante ( 0 ), cee observations pourraient 

s'accorder avec l'hypothèse selon laquelle lee flavonoidea 

diphénoliquee périphériques (oo) se formeraient à partir des 

dérivés monophénoliquee correspondante 1 lee principes du groupe 

de 1 1 apigénol sana cesse transformée en ceux du lutéolol appa-

rattraient moine abondante que cee derniers. Quant à savoir si 

l'hydroxylation se fait essentiellement sur la génine libre ou 

à 1a foie sur celle-ci et sur·ees glucosides, celà paratt dif-

ficile à préciser. Cependant si 1'on prend en considération, 

d 1 une part le fait que sur lee chromatogrammes obtenue avec lee 

flavonoides extraite des feuillee, lieux privilégiée de leur 

synthèse, l'apigénol n'apparatt jamais autrement qu'à l'état de 

tracee, d'autre part que la teneur de cette génine sous forme de 

glucosides est toujours beaucoup plus importante que celle du 
l' 

lutéolol libre quelque soit l'organe envisagé, on peut déduire 

que 1 1 hydroxylation da 1'apigénol s'effectuerait moine rapidement 

que.ea glucosidification et que, par suite~ lee glucosides du 

lutéolo1 proviendraient surtout de l'hydroxylation de leurs homo-
. \ 
loguea de 1 1 apigéno1. 

Revenons plue précisèment sur le comportement, au co'l:t:t's 

de la végétation, des principes du groupe du lutéolol dans lee 

feuillee, lee fleura et lee fruits. 

(•) S'il existe, comme il est vraisemblable, une faible migra­
tion des flavonoides des feuilles vere la racine au travers 
de la tige, il est possible que1 du fait da leur plus~grande 
solubilité dana l'eau, lee glucosides de l 1 apigénol aient . 
une mobilité supérieure à ceux du lutéolol et par suite 
puissent proportionnellement e 1 accu~uler davantage. 

( 00 ) C'est-à-dire orho-dihydroxylés sur le cycle B. 
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Dans les feuilles, nous observons un accroissement 

continu de la teneur en glucosides pendant toute la p~~iode de 

développement de la. tige en l'absence de fleurs (stades A,B et C) 

mais dês l'apparition de celles-ci se produit une chute brutale 

de la concentration de ces dérivés tandis que leur teneur dans 

1es fleurs est d'embl~e très élevéè (stade D), constatation qui 

noua a déjà conduite à· admettre 1.'' existence d'un transfert des 

flavonoides dea feuilles vers les fleurs et à envisager leur .. 
intervention dana le phénomène de floraison. 

Au stade E, plein épanouissement des fleura, le taux 

des glucosides baisse encore dans lee feuillee, mn:i.s de fc.çon 

moine intense, tandis qu'il. reste constant dans 1ee fleurs avec 

cependant une augmentation du lutéoloeide aux dépens du glucolu-

téol.oeide, ce qui pourrait traduire un début de d~doublement de 

ce dernier en vue de l'utilisation du glucose libéré. 

Quand 1ee premiers fruits commencent à se former et 

qu'il y a. encore beaucoup de fleurs (etade F), la. baisse da con­

centration des glucosides dans lee feuilles se poursuit ; dans 
\ 

les fleurs, un phénomène nouveau appara!t se traduisant par tula 

chute importante du taux des glucosides qui porte surtout sur. le 

lutéoloside, et pa.r l'apparition d'une quantité relativement im-

portante de lutéolol dont l'origine semble mieux s'accorder avec 

une hydrolyse des glucosides qu'avec une exaltation de la cyn-

thèse locale. Contrastant avec ce qui s'est produit pour lee· 

fleura, lee jeunes fruits ne contiennent qu'un teux relativement 

faible de glucosides et de lutéolol, ce qui pourrait s'expliquer 

par la chute des pétales, organes fort riches. 

Au fur et à mesure de la formation dea fruits, on as-

siste dans les feuillee à une remontée de la teneur en glucosider 

d'abord faible (stade G),puie três nette (stade H), comme s'il 
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se produisait un ralentissement de plus en plue marqu~ du trans-

fert de ces composés vers les organes reproducteurs. Malgré tout, 

oe transfert para~t encore conséquent au stade G puisqu'on voit 

les fleurs qui demeurent retrouver un taux de glucosides élev·é et 

que les fruits eux-mêmes s'en enrichissent fortement. Mais le 

fait le plus remarquable à ce moment est .l'accroissement consi-

dérable, déjà amorcé ant~rieurement,. de la teneur en lutéolol des 

fleurs, qui s'accompagne aussi d'une augmentation du taux de oett· 

flavone dans les fruits. Ce lutéolol qui appara~t ainsi dans une 

proportion jamais atteinte dans auc~n autre organe de la Gaude à 

quelque période de son développement doit certainement provenir, 

comme nous venons de le dire ci-dessus, d'Une hydrolyse dea glu-

cosidee dont la cause pourrait ~tre l'utilisation du glucose dans 

la formation des fruits. 

Avec la maturation des fruits et la formation des grai-

nee (stades H et J), 1e taux des glucosides dans les feuilles se 

stabilise à un niveau qui est celui qu'elles avaient dana la 

plante "en rosette" et qui correspond probablement à un métabo-

lisme."d'entretien". La baisse continue de la teneur des fruits 

eh ces dérivée peut être rapportée, ~omme noua l'avons déjà eup-

pos~ pour le lutéolol, à une augmentation générale de la masse 

matière sèche sans accroissement de celle des flavono!des. 

De l'ensemble des faits que nous venons de rapporter. 

d6coule,semb1e-t-il)la confirmation de certaines hypothèses a.c­

tuellement émises sur l~ génèse et le mé~abolisme des flu~onoideE 

chez les végétaux. 

Il appara~t ainsi z 

- que les flavono!des doivent prendre naissance 

organes chlo~ophylliens, et, à ce point de vue, si on ne peut re-

fuser un rOle aux tiges, fleurs et fruits, il est bien évident qu . 
c'estpresquo essentiellement dans les feuilles, organes qui reprG 
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sentent la plus grande surface verte da la plante qu'a lieu 

cotte synthèse, 

que la formation dea aglyoonea précèdarait, mais de 

très peu, la formation des glucosides, les dérivés mono sa for-

mant sans douta avant les digluoosidee, dont la proportion reste 

toujours plus faible, 

- que les dérivés diphénoliques périphériques se for-

meraient à partir des déri~és monophénoliquea correspondants, 

- que l'hydroxylation sur le cycle B de 1 1 apigénol 

pour conduire au lutéolol s'effectuerait plus lentement que la 

fixation du glucose sur la première de ces deux géninea. 

En ce qui concerne plus particulièrement la Gaude, il 

para.tt évident qu'il existe nu travers de la plante une circula-

tien dea flavonoidea, qui n'intéresse pratiquement que les gluee· 

aides, assurant à partir des feuillee un transfert de ces compo-

sés en quantité infime vera la racine d'une part, en masse vere 

l.ee inflorescences d'autre part. 

Il aemble enfin qu'on puisse niveau 

\ 

,., .. 
organes reproducteurs : fleure et fruits, los gluccsi~ee flavoni· 

quea jouent un double rOle métabolique, intervenant, après hydre· 

lyse, tour à tour par chacun dea groupes chimiques qui les cons-

tituent : glucose et flavonea. 

C'est ainsi que dans un premier temps, lora des ph6no· 

mônea de la floraison, d'une part une quantité notable de flavo-

noidea s'accumulerait dans certains organes floraux, comme lee 

p6ta .. l.ea qui leur doivent leur belle coloration jaune, en ne subi::-

sant qu'un faible dédoublement, ce qui justifierait la forte ., . 
teneur en glucosides flavoniquea que possèdent d'embl6e les 

fleura, et la petite quantité de lutéolol qui s'y trouve et qui 

no peut venir dea feuilles sous cette forme puisqu'il n'y e.n a. 

pa.a duns la. tige; d'autre part une certaine quantité de glucooi-
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des subirait l'hydrolyse, le glucose s'accumulant ( 0 ) tandis que 

la flavone libérée interviendrait comme métabolite par un'méca-

nisme inconnu dans l'un ou l'autre des nombreux phénomènes dont 

la fleur est le siêge 1 formation dea gamètes, fécondation ? ce 

qui pourrait expliquer qu'on ne retrouve pas dans l'inflorescence 

en fleurs (stades D et E) la quantitô de flavonoidee disparue 

des feuilles. 

Dana un deuxième tempe, correspondant à la formation 

des fruits, ce serait alors le glucose qui serait utilisé en 

quantité telle que son apport soue forma libre·ne suffirait pas 

et qùe la plante aerait alors obligée de faire appel, non seule-

ment au glucose précédemment libéré des flavonoides et localement 

accumulé comme· nous 1 1 avons admis, maie aussi à celui combj.né 

dans les glucosides présenta, le dédoublement portant d'abord 

partiellement sur lee diglucosides puis s'étendant aux dérivés 

monoglucoséa. Cette interprétation permettrait d'expliquer cer-

tains de nos résultats, ainsi notamment la baisse du glucolutéo­

loside au moment de la pleine floraison (stade E) car dca fruits 

ont déjà dd commencer à se former alors, sans que cela ne soit 

vraiment apparent. On comprend aussi pourquoi, un peu plus tard 

(stade F), on aosisteà une baisse plus pouasée.de ce mème gluco-

lutéoloside et surtout à celle, beaucoup plus importante, du 

lutéoloside, tandis que le taux du lutéolol s'élève brusquement 

dans iea fleurs ( 00 ), indiquant, à n'en pas douter, que cette 

( 0 ) Il s'agit là d'une h~,rpothèse, dont nous n 1 avons mc~lheureu­
semont pas pu vérifier le bien fondé car nou~ n 1 avi9no pas 
prévu dana notre programme de recherche da suivre le compor .. 
toment dea sucres. 

( 00 ) On pout égalemont noter, A cette ~poque, une augmentation 
du taux de lutéolol dans lee feuilles, qui peut ~tre inter­
prétée comme un ralentisAement de la tran~formation en glu­
cosides par manque de glucose. 
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flavone libérée des glucosides "in eitu" voit son·role e'amenui-

eer, la presque totalité des fleurs, qui seront en fin de compte 

portées par la plante, étant déjà formée à ce stade de dévelop-

pernant. Cette conception de la fin de l'intervention métabolique 

du noyau flavonique trouve une confirmation dans le fait qu'au 

moment (stade G) où l'inflorescence porte ses dernières fleU1~s, 

leur teneur en lutéolol s'est sncore conaidérablement··auementée. 

A ce stade, il apparatt aussi'que la formation des fruits, qui 

est tràs avancée, ne requiert plus une aussi grande quantité de 

glucose, ce qui ralentit l'hydrolysa des glucosides flavoniquee 

et leur permet d'atteindre de nouveau dans les fleura restantes 

une teneur élevée. Les fruits, dont beaucoup sont encore à cette 

époque au début de leur développement, profitent également du 

taux élevé en flavonoïdes 1 lutéolol et lutéoloside surtout, 

qu'ont pu leur trru1smettre en partie les fleurs d'où ile provien­

nent. Ultérieurement (stades H et J), la maturation et la forma-

tien des graines qui augmentent la masse des fruits se co11jugucnt 

\ 
pour entratner dans ces derniers cetto baiose du taux dee.flavo-

noïdes dont nous avons déjà donné précèdemment l'explication. 
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Lee flavonoidee de la Gaude ont ~té pour noue l'objet 

d'un travai~ au terme duquel noue pouvons dresser ~e bi~an 

suivant 1 

La Gaude était connue pour renfermer deux ag1yconea 

le 1utéo~o~ et ~ 1 apigéno~, et un hétéroside s ~e ~utéo~oside, 

7-monog~ucoside du ~utéo~o~. Outre ces dériv~e, nous avons isolé 

et caractérisé deux autres glucosides s ~e 3', 7-diglucoaide du 

lutéolol, auque~ ~èus avons donné le nom de glucolutéoloside1 et 

la 7-monoglucoside de l'apigénol ou coamosioeide. Un diglucoside 

de 1 1 apigéno~ a étâ mis en évidence, mais n'a pu ~tre iso~é en 

quo.nti té suffisante pour que eon étude' complète soit menée à biël. 

- Une technique denaitométrique que noua avons 

mise au point noua a permis de doser à ! 12% près chacun dea 

principaux flavonoidea dana .~es divers organes de la Gaude, aux 

·stades successifs de son déve~oppement. 

- Noua avons isolé une souche de tissu crunbia1 de tige 

de Gaude chez ~equel nous avons tenté, sana succès dans ~es 
\ 

conditions dans lesquelles noue avons opéré, de provoquer la 

synthèse de dérivés flavoniquee. 

Nous avons, grâce à l.'utilisation d'une souche de 

Carotte, cherché à cerner le r61e dea flavonoidea sur la croio-

eance tissulaire. 

Cee différents moyens d'approche par ~eaquels nouo 

avons tenté d'aborder, à propos de la Gaude, les queations que 

posent ~es flavonoideo chez ~cs plantes, nouo ont conduite à 

quelques conclusions.J 

- Lee flavonoidea que nous avons mis en évidence dana 

l.a Gaude appartiennent toua au groupe dea flavones. 

- Doo flavonoidea sont pr6senta à tous moments, dar4a 

toua ~es organes de la Gaude. Toutefois, il est remarquable que 
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~es grainee présentent un contenu flavonique original par rappori 

aux autres parties de la plante. Ce fait, noté également chez 

d'autres vêg6taux, pourrait caractériser une catégorie de plante~ 

dans laquelle la Gaude entrerait •. 

Nous avons pu observer dea flavonoidea plue préci-

semant dana les tissus épidermique• endodermique et médullaire 

dea organes aériens. 

Lee aglyconaa libres n'ont été mises en évidence que 

dans les feuilles·, 'fleurs et frui ta J les premi~rea peuvent ~tre 

consid6rées comme les lieux essentiels de la synthèse flavonique, 
, 

tandis qua dans les fleurs et les fruits lee aglyconos provien-

draient surtout de l'hydrolysa des glucosides. 

En ce qui concerne la synthèse des flavonoidea, nos 

résultats viennent confirmer un certain nombre d'hypothèses 

déjà émises, à savoir z 

- que la formation des aglyconea précèderait, tout au 

moins dans cette catégorie de plantee, celle dea hétérosides, 

·- que las dérivés monophénoliquee périphériques (*) 
\ 

seraient secondairement transformés en dérivés diphénoliques (**) 

- que certains tissus, dont il faut assurément exclura 

le tissu cambial, seraient seuls capables d'effectuer la aynthèse 

fla.vonique, 

que les dérivés flavoniquee agiraient sur la crois-

sance t.issula.ire, 

- que les dérivés flavoniques interviendraient dana les 

phénomènes de floraison par leurs géninea, et de fructification 

peut être par loura oses. 

(*) monohydroxyléa, aur le cycle B. 

(**) ortho-dihydroxyléa, sur le cycle B. 
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N~anmoins notre travail est loin d'~tre exhaustif. 

Des flavonoidee non identifi~e apparaissent, bien qu'en faibles 

quantités, sur lee chromatogrammes obtenue à partir des extraits 

de Gaude. Leur ioolement, leur caract~risation, qui feront peut­

@tre apparattre deux eêries strictement homologues 4e compos~s 

d~rivant, l'une de 1 1 apig~no1~ l'autre du lutéolol, et leur 

dosage seraient sans doute la so~rce de pr~cieux renseignements. 

La technique de culture tissulaire devrait d'autre 

part. autoriser la mise en oeuvre de nouvelles expériences. 

Il est permis de croire que dea recherches similaires 

entreprises sur d'autres plantes permettraient de mieux cerner 

les problèmes que pose encore la biogénèse dea flavonoides chez 

lee végétaux. 

\ 
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