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La biosynthése des composés organiques, que l'on
trouve chez les végétaux, pose aux physiologistes des problémes
trés complexes, mais aussi trés intéressants. Parmi eux, nous
avons choisi de nous pencher sur celul de la formation des
dérivés du groupe des flavonoides, pigments qui colorent en
jaune certains organes végétaux, particuliérement les fleurs,
et dont le r8le reste mal connu.

A la recherche d'un bon matériei d'étude, nous avons

pensé & la Gaude,"RESEDA LUTEOLA", "déja utiliesée & la période

néolithique, et qui semble la plus ancienne matidre colorante

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

et Albert le Grand 1'a mentionnée au XII2me sidcle" (DILLEMANN -

1968) . La Gaude fut d'ailleurs autrefois cultivée sous le nom
de Waide, dans la vallée de 1'Oise (GRAVES - 1857). pour la

- production d'un produit tinctorlal Jjaune.

Aujourd'hui encore les artisans perses de la zone dite
"CHAﬁAR-MAHAL" adoptent de préférence les couleurs végétales
pour la teinture des laines quil serviront & la confection de
tapis 1 le jaune soutenu est obtenu par le "RESEDA LUTEOLA",
(HANGELDIAN - 1959), '

L'existence de pigments flavoniqueg dans la Gaude
étalit ctonnue depuis longtemps t-dés 1830, CHEVREUL y caractérie
bait le lutéolol, 5, 7, 3', 4'~tétrahydroxyflavone, et en 1955,
PARIS mettait en évidence et identifiait le lutéoloside, lutéo-

lol-T7 B glucoside.



Dans un premier temps, nous nous sommes attachée a
vérifier la composition en dérivés flavoniques de la plante, et
nous avons constaté, qu'a c8té des flavonoides cités ci-dessus,
11 y avait d'autres substances du mé&me groupe chimique. Noﬁs
avong isolé certaines d'entre elles pour en déterminer la struc-
ture. Naturellement nous avons été amenée & nous intéresser au
probléme de la localisation de chacun de ces pigments, d'abord
dans les Aifférents organes de la plente, puls dans les divers
tissus qui constituent ceux-ci.

Afin d'essayer de suivre ltapparition et 1'évolution
des dérivés flavoniques au cours du cycle évolutif de la plante,
nous avons €tabli une technique de dosage que nous avons appli-
quée eux principaux de ces composés.

Par ailleurs, nous avons pensé que la technique de
culture des tissus "in vitro pourrait gtre un instrument pré-
cieux pour la recherche des éléments précurseurs des flavon01de
et 1'étude de leurs modifications au sein des cellules. Au prég-
leble, nous avons dd isoler, A partir de la Gaude, une souche
de tissus, dont nous avons étudié sommairement les conditicns de
culture "in vitro"

Nous avons &galement &tudié l'influence des flavonoides;
de la Gaude sur des cultures "in vitro" de tissu de Carotte.

Enfin, nous avons tenté de formuler les conclusions
suxquelles nos résultats nous ont conduite quant & la physiologie

des flavonoldes 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
3 1m 30 de'hauteur, 4 racine principale trés développée et Pro-
fondément enfonocée dans le sol.

Les feuilles alternes sont vertes, aliongées, entidres,
sauf une petité dent & la base. |

Les inflorescences apparaissent en Juin. Ce sont des
grappes allongées de petites fleurs irrégulidres d'un jaune ver-
détre. Le calice possade 4 ;épales, la corolle 3, 4 ou 5 pétales
libres §} le pétale supérieur est concave, comme coupé au sommet
- et porte sﬁr le dos une sorte d'appendice divisé en 5 2 T lania-
res.

\ Le fruit est une capsule, formée de 3 carpelles preg-

qQue séparéas, qui s'ouvre par 3 dents. Les graines sont nombreuseg,

noires et lisses quand elles sont mfires.

Espace rionniére, RESEDA LUTEOLAXL.profite bien souvent
des travaux de voirie et d'urbanisme qui impliquent toutes sortes
de terrassement Pour prospérer dans des sites anthropisés,é la -
flore le plus eouvent assez bansale.

Aussi n'est-i1 ras rare qu'aux abords des grandes
villes fréquemment transeformés par l'urbanisatiog{ou bien le long-g
de routes nouvellement tracées se remarquent cd et 1a des popula~

tions homoglnes et parfois importantgs de RESEDA LUTEQLA i une




téile expansion de la Gaude s'observe en particulier lorsque le

sol est crayeux ou bien & la suite de terrassements assez pro-

fonds ayant ramené de la craie en surface.

A ce sujet indiquons que nous avons observé une popu-~

lation importante de RESEDA LUTEOLA aux ebords de la ville

A'ETAPLES (Pas-de-Calais),Ql'emplacement prégisément d'une

ancienne tranchée creusée dans la craie et comblée depuis peu

de mois. Le relevé de végétation suivant rend compte de 1la

cémposition floristique de ce groupement végétal pionnier 3

Septembre 1972 § 100 m2 § recouvrement = 40, UBLg

Reseda luteocla csseees
Carduus nutans ecesseee
CirSium arvense eecsecee
Fumaria parviflora.«e..
Pastinaca sativa.scecs
Papaver RhoeaSescsoees
Plantago lanceolatae...
Tusgsilago farfaraeeese
Melandrium albumecosseeo
Sonchus arvensis (...
Lolium perenneececscsces
Bromus sterilig.ceceee
Trifolium repensSeseeces
Matricaria inodora....
Arctium minuSeceseceoe
- Prunus spinosBccecscess

3-2(*) Reseda luteaceceecsvess

1=2
1~-2
x~2
X2
x=2
X=2
X=2
X2
X2
x-2
X=2
x-2
Xe=2
X2
X=2

Echium vulgaresscecsces
Artemisia vulgaris.....
Bupatorium.cannabinum..
Polygonum aviculare....
Silene inflataoooo-oo..
Linaria vulgariSececoses
Mercuriali® annub.....
Urtica dioi.cao LI BN Y NP
Agrostis vulgaris..ss...,

Ranunculus YepensS .o e,
Medicago lupulinaceee.,
Rubus BPecsosecoscencaos

11

X2

=M HMNMMNMNN

-2
~1
1-2

XQZ
1w

Soulignons simplement la présence auprés des Reseda de

Carduus nutans, le chardon penché, dont la position phytosocciclod

gique est trés comparable A& celle de la Gaude.

L'essentiel des caractires écologiques de la Gaude,

se résume ainsi ¢ mauvaise herbe pionniére (ou messiccle) rechex.

chant des sols chauds et secs (ou récemment asséchés), riches en

bases et en matidres organiques (surtout calcaires) $ les sols

argileux et pierreux & la texture grossidre lui conviennent

parfaifement.

2

(*) Le premier terme indique le "recouvrement", noté par
Xy Oyee 5, lo 28me la "sociabilité", notée de 1 & 5.




CHAPITRE

LES FLAVONOIDES DE LA GAUDE = I.EﬁR DISTRIBUTION
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D'aprds OBERDORFER -1970- Reseda luteola se range du

roint de wvue phytosociologique, de préférence dans l'alliance

de 1'ONOPORDION gcanthii - -BRAUN-BLANQUET -1926-, elle~mlne

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

Co0ll.~1943~, qui rassemble les associations rudérales de char-
dons et d'arbustes thermophiles. L'alliance et l'ordre font

rartie de la classe des CHENOPODIETEA -~ BRAUN.BLANQUET ~1951-,

ol s'intégrent tous les groupements végétaux de mauvaises herbes

rudérales.




1. ISOLEMENT DES FLAVONOIDES DE LA PLANTE

1.1. EXTRACTION DES FLAVONOIDES

Les &chantillons de Gaude utilisés tout au long de ce
travail ont été récoltés aux environs d'AMIENS (Somme), dans un

champ en friche ol la plante avait poussé spontanément,

Lees divers organes de la plante ¢ racine, tige,
flgurs, fruits et axés'd'inflorescences des fleurs et des fruits
ont été sépafés et mis'é sécher sous abri et & 1l'obscurité.

Des essais,Asur lesquéls nous reviendrons plus loin
~ (GORIS - DUBREUIL - MONIEZ - 1961), ont montré que la dessicca-
tion n'ehtrathait_pas'de modifications sensibles du contenu

Fflavonique de lae plante.
. Plusieurs essais d}épuisement des organes réduits
en poudre, par l'éther de pétrole, le chloroforme, 1'éther )
sulfurique, l'éther acétique ne nous ont donné que des résul-
faﬁs médiocres. Nous avons finalement procédé par épuisementa
successifs péndant une demi-heure de la poudre grossiére de
plante, par 1'éthanol a 90° bouillaht; jusqu'd ce que nous

obtenions une liqueur presque incolore. Les extraite alcooli= .

ques recueillis, brun verdftre d'abord puis jaun&tres, abane

donnent par refroidissement un précipité vert riche en chloro-
rhylle, surtout lorsqu'ils proviennent du traitement des prarties

vertes de la plante : feuilles, fruits et tiges. Les solutions

L4
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alcooliques, privées de ce précipité, sonf concentrées assez
fortement par disfillation. Par refroidissement, un nouveau
précipité vert se dépose, qQque l'on réunit au premierxr.

Les précipitées verts sont épuilsés par le chloroforme
chaud qui.entraine la chlorophylle, sans dommage pour les flg-
vonoIdes.

. L'éxtrait G aiﬂsi obtenu ée présente sous forme d'une
poudre amorphe jaune d'or, légérement'verdatre, riche en flévo-

noides divers.

1.2, ANALYSE DU CCNTENU FLAVONIQUE DE L'EXTRAIT G

Nous avons analysé'l'extrait G par Chrom&tographieA.
"descendante sur papier,.aQec lé solvant de PARTRIDGE : n-butanol-
acide acétique-eau 3 4-I-5 (v/v). Apres Séchaée a l'air, le chro-
matogramme’a été observé en lumidre de WOOD, qui a fait apperast-
tre des taches fluorescentes, violettes ou brunes. Aprés pulvé-
risation du chromatogramme par une solution éthanolique d'hydro=-
xyde de potassium & 5 %, les taches ?epérées en lumiére de WOOD
sont colorées.en.jaune.

Nous avons d'abord ufilisé le papier Archeé 301, sur
‘1équel nous avons observé, outre le lutéolol'et le lutéoloside,

. — . 3
deux autres substances 3 l1l'une formant une tache peu &tendue
mais trés nette, de Rf = 0,22, que nous désignerons Provisoire-
ment pa{_zl l'autre se traduisant par une tache assex diffuse
P

de Rf = 0,60, que nous appelerons produit Y. Lorsque nous avons

P




employé le papier Arches 302, une troisiéme substance nouvelle
epparut sous la forme d'une tache d'assez faible importance de
Rf = 0,26. Nous nommerons désormais les dérivés de Rf = 0,22

et 0,26 reapectivement glucolutéoloside (§) et produit X1@

1.3. ESSAIS D'ISOLEMENT DE FLAVONOIDES PURS

La séparation et la purification des divers flavonoil-
des rédnis dans G fureﬁt la source dé grandes difficultés et
nous avons dQ suocesslvement falre appel a la dissolution frace
tionnée et & différents types de techniques chromatographiques.,

1¢3¢1. DISSOLUTION FRACTIONNEE

Des tentatives d'épuisement par différents solvents
nous ont conduite & des résultate peu satisfaisants. Nous les
‘rappelons briévement 3

13411, EMPLOI DE L'ACETONE

\ Lt'acétone & 1l'ébullition a entrainé trop peu de
produit pour que ce procédé puisse &tre retenu.

1.3.1.2, EMPLOI DE L'EAU DISTILLEE

L'eau distillée & froid a laissé, aprés évaporatio
& sec, un résidu important, riche en glucolutéoloside. Nous
1'avons repfis successivement par l'alcool éthylique a 96° a
1'ébullition, puis par le méthanol chaud. Les.solutions éthano=-

liques et méthanoliques concentrées par dlstlllation abandonné-

rent respectivement un précipité riche en glucolutéoloside et
Il . .

un mélange renfermant en proportions égales du glucolutéoloside

(§) Ce produit, que nous avions primitivement appelé X e 6té

identifié par nous a un glucoside du lutéoloside (DUBREUIL:
MONIEZ, FRIGOT et GORIS - 1961).




et du lutéoloside, souillés de traces du produit Y et de lutéolol

1.3.1.3. EMPLOI DE L'ETHANOIL A 96°

Le traitement de G directement & froid par 1l'étha-
nol & 96€ a permis d'obtenir une solution qui, &vaporée a sec, &
laissé un résidu que nous avons repris par 1l'éthanol & 96°©
bouillant. Par refroidissement, un précipité brun enrichi en
lutéoloside, en produit Y et en lutéolol s'est formé. La solutior
mdre concentrée par,distillation a abandonné, aprés refroidissew
ment, un'précipité jaune renfermant surtout du lutéoloside et
du glucolutéoloside.

1.3.1.4., EMPLOI DE L'ETHANOL A 96° BOUILLANT

L'épuisement de G par 1'éthanol & 96° bouillant

a conduit a4 une solution qui, aprés séparation d'un dépdt noi-
rftre apparu lors du refroidiésement, a été agitée avec un volu-
'me égal d'éther sulfurique et une quantité suffisante d'eau'dis-
tillée.pour.que deux phasés apparaisaenf. La ligqueur éthérée;
décant%e puis évaporée & sec, abandonna un résidu bien Jjaune
contenant du lutéolol, du lutéoloside ét un peu de produit Y.
La phase aqueuse a 6té lavée A plusieurs reprises avec chaque
fois un volume égal d'é&ther sulfurique. Ce dernier décanté puis
évaporé A sec a laissé un résidu renfermant surtout du lutéolo=~
seide. |

Les procédés suivants nous ont condﬁite & de meilleurs

résultats i

1.3.1.5. EMPFLOTI DU METHANOL SUIVI DE TL'ETHANOL

23 g de produit brut ont été épuisés a six reprie-

ses par, chaque fois, 200 ml de solvant bouillant pendant une
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heure. Aprés refroidissement un précipité vert gélatineux est
apparu dans les liqueurs extractives. Il a &té séparé par file
tration éur rapier. Les filtrats, bruns, puls jaunes, ont &té
concentrés progressivement et A chaque fols abandonnés a la
température ambiante. Le lendemaiﬁ un dép6t brun verdftre dans
les premidres solutions, Jaune dans les suivantes, s8'était forms
Ils furent recueillis sur des filtres en verre fritté, puis sé-
chés dans le vide phosphorique.

Lé chromatographie sur papler nous a révélé que }es
premiers renfermaient tous lés flavonoides; les éuivants surtout
du lutéoloside et du élucolutéoloside et les derniers une groasse
proportion de lutéoloside accompagné seulement de traces de glue
colutéoloside.

| Une partie de G était restée insoluble dans 1l'alcool
méthylique. Nous l'a&ons alors épuisbée par 1'éthanol & 96¢
' bouillent & dix reﬁriseé. Les liqueurs obtenues, jaune doré,
ruis jaune ciair, abandonnérent eprés concentration, des préci-
pités riches en lutéoloside souillé de traces de glucolutéolo-
side.

Ce traitement avait encore laissé un résidu qui s'est
avéré soluble en totalité dans 1'alcool éthylique a 60%, De ces
ligueurs nous avons retiré un produit jaune cristallin renferw
mant du lutéoloside accompagné de trés légéres traces de gluco=~

lutéoloside.
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Afin de séparer le glucolutéoloside et le lutéocloside,
nous avons réuni les extraits qul renfermaient, & 1l'exclusion
‘de tout autre, ces deux flavonoides'soit en proportions égales,
soit avec prédomingnce du lutéoloside. Nous en avons traité des
fractions dans un appareil de Kumagawa, soit'par 1'&thanol a
'96°. soit par l'acétate d'éthyle, soit encore par'l'alcool iso-.
butylique ou le N~Butanol. Dans ces conditions, nous evons re-
cueilli des masses cristallisées qui se sont révélées, a4 1l'analy-
sé chromatographique, n'é8tre que des mélanges seulement enrichis
en lutéoioside par rapport au produit de départ.

Nous avons repris tous ces derniers extraifs avec de
‘1'alcool &thylique & 96°. Aprés une ébullition & reflux d'une
heure enviroﬁ, la solution a été& filtrée chaude puils laissée a
refrojidir. Un premier précipité amorphe alété séparé. La liqueur
alcoolique a 616 conce;trée progressivement par distillation au
baiﬁ-marie. Chaque fois aprés-refroidissehent nous avons pu
isoler\un précipité cristallisé s'enrichissant progressivement
en lutéoloside aux dépens du glpcolutéoloside.

Purification du lutéoloside

Tous les précipités a trés forte teneur en lutéoloside
ont &été réunis et repris par ae 1'é&éthanol & 80° Souillant, a
raison de 60 ml pour 1 g environ. La ligqueur pfit d'abord un
aspect moiré q#i disparut aprée compléte dissolution. Nous
l'avons filtrée chaude sur verre frittéd et recueillie, lors G'un
premier essei, dans une fiole qui était a la temgérature ambiaﬁtc
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 préglable la fiole destinée & recueillir le fil=
~ trat, et de la porter, dés que la filtration é€tait terminée, sur
un bain-marie bouillant que nous vénions d'éteindre. Apréds re-~
froidissement, des aiguilles longues et fines apparurent dans
la ligqueur.

Nous avons redissous ces cristaux dans de l'alcooi
éthylique & 96° froid (0,10g dans 100 ml). Ia liqueur par évepo=
ration & l'air libre abandonna de nouveau des aiguilles jaunes,
.longues et fines qui & l'analyse chromatographique sur papier,
donnérent uniquement une tache de lutéolqside.

1+3.1.6., VARIANTE DU PROCEDE PRECEDENT

Une veriante du procédé précédent nous a donné des
résultats différents, mais également intéressants. Aprés une
dizeine d'extractions de G par le méthanol, celui-ci a é6t6 rem-
placé directement per 1'éthanol a 60°., Le pfemier épuisement par
ce dguxiéme éolvant, aprés filtration et refroidissement, a aban-
donné &n précipité gélatineux que nous avons géparé de la solu-
tion qui, laissée & la température ambiante, puis mise a + 4°cC,
donna‘haissance a un dépst émorphe jauné cleir. Recueilli par
' filtration sur verre fritté, puis séché dans le vide phosphorique
nous l'avons analysé par chroﬁatographie sur papier ; il ne ren-
fermait que du glucolutéoloside. Les épuisementé ultérieurs par
1t'éthanol a 660 se troublérent par refroidissement ét a + 4° C
abandonn2rent des sphéro-cristaux jaunes, qui furent identifids

& du glucolutéoloside & l'exclusion de tout autrg flavonoide.




Purification du glucolutéoloside

Dans 200 ml d'éthanol & 70%, nous avons diesous au
bain-marie 0,85 g de sphéro-cristaux. La liqueur filtrée chaude
abaﬁdonné aprés refroidissement & la température ambiante, de
nouveaux sphéro-cristaui, qui furent recueiilis sur verre fritté
lavés 4 1'éthanol & 96° froid, séchés dans le vide rhosphorique
et pesés (0,50 g). Le filtrat eprés 'un- séjour de quelque‘s Jours
& + 4° C laissa encore se déposer 0,15 g de cristaux.

Rendement = 0,76 %.

La recristallisation du glucélutéoloside dans 1l'alcool
éthylique & 80° donne, epréds amorce par un cristal du flavonoide
un précipité floconneux, qui au microscope apparait constitué

d'aiguilles jaune p&le, longues et courbes tendant 4 s'associer

en "oursin® (Photographie 1).

I

Photographie 1 -« Glucolutéoloside cristallisé (x 90).
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1;3.2. CHROMATOGRAPHIE SUR GEL DE SILICE

1.3.2.1. SOLVANT = ETHANOL A 90°

Nous avons préparé aveoc le Kieselgel de chez Merck

(0,05 = 0,20 mm) mis en suspension dans 1l'éthanol & 90°¢ une
coionne de 2,5 cm de diamétre sur 45 cm de hauteur, dans une
allonge de verre munié 4 sa partie inférieure d'ug ?obinet
surmonté d'une plaque en verre fritté. A sa partie supérieure
nous avons déposé 1 g de G. L'élution de la colonne a été réa-
lisée & l'aide d'éthanol & 90%°. Nous avons recueilli des fractior
de 5 ml, limpides, d'abord jaune doré puis jaune de Plus en plus
clair. Rapidement 1'écoulement est devenu si lent que nous avons
dQ interrompre l'essai.

Des chromatographies sur papier des différentes frac-
.tions nous ont permis de tirer la conclusion sulvente t dans ces
- conditions le compiexe flavonique G se trouve purifié, mais on
ne parvient a aucune.séparatiqn des divers flavonoides qu'il
renfér&e.

1.3.2.2, SOLVANT DE PARTRIDGE

Le solvent de Partridge nous donnait d'excellentes
séparations en chromatographie sur papier. Espérant obtenir des
résultats semblaebles, nous avons déposé l'extrait G au sommet
dfune colonne de gel de silice préparée par suspension de Kiesel
gel dans la phase aqueuse du mélange de Partridge, puils nous
avons pratiqué 1l'élution par la phase butanolique de ce méma .

solvent.
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Les premiéres fractions recueillies renfermaient tous
les flavonoides & l'exception du glucolutéoloside. Rapidement
ce dernier faisait son apparition tandis que peu & peu le lutéo-
lol puis le produit Y disparaissaient de ces éluats. Dans les
derniers, le glucélutéoloside n'était que trés légérement souill
de lutéoloside.
| Ces résultats qui ne correspondalent pas & ce que
nous avions espéré quant a la séparation des flavones ne nous
ont pas encouragée & poursuivre notre effort dans cette voie.

1.3.3. PILTRATION SUR GEL

1.3.3.1. GENERALITES

1.3.3.1.1. THEORIE
Cette technique permet la séparation de molécules

d'aprés leurs dimensions respectives.

| Le Séphadex fabriqué par la firme "Pharmacia Fine
Qhemical" est un Dextran modifié } les macromolécules qui le
eonsti%uent sont réticulées et forment un réseau, & trois dimen-
sions, de chafnes bolysaccharides. Le Séphadex G25 que nous
avons utilisé est celui dont le degré de réticulation est le
plus élevé. Formé de trés petites perles il a 1'aspe§t d'une
trés fine poudre blanche, qui a la propriété de gonfler considé-
rablement en présence d'eau t 1 g de Séphadex forme un gel poreus

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

environ 2,5 ml d'eau distillée.




Par filtrétion sur ce gel, seuls les corps d'un poids
moléculaire inférieur & 5000 peuvent pénétrer dans les Pores ou
interstices de ce support ol ils éont retenus. Les autres sont
€liminés rapidement. Une élution convenable permet ensuite de
récupérer les molécules les plus petites danes 1l'ordre de leur

- poids moléculaires qroiésants.

* 1.3.3.1.2, PREPARATION DU GEL

23 g de Séphadex G2 ont été versés en pluie fine dans
1200 ml d'eau distillée * miS@ en mouvement par un agitateur ma-
gnétique. Le contact a &été maintenu, dans ces conditions, pendant:
3 heures 30. Aprés un repos d'une demi~heure, l'eau surnageantg
contenant de trées fines particules de Séphadex a &té décantée.
Deux lavages successifs, avec chaque fois un litre d'eau distile
lée, ont permis d'éliminer complétement les trop fines particules
dont la présence risquait d'entrafner le colmatage de la colonne.

1.3.3.1.3. MATERIEL UTILISE

Nous disposions d'une colonne de 1,5 cm de diamdtre
sur 90 cm de haut, congue par la firme "Pharmacia Fine Chemical®
pour les séparations par filtration sur gel. Les deux extrémités
sont munies de bouchons en polyéthyléne, comportant chacun une
tubulure d'entrée ou de sortie pour 1'éluant. Un tamis en nylon
est inclus dans le bouchon inférieur. Des tubes capillaires en
tigon ﬁ& furent mis en place.

1.3.3.1.4., CONFECTION DE LA COLONNE

Aprés avoir vérifié la verticalité de la colonne, nous
1l'avons remplie, au tiers environ, d'eau distillée fraichement
bouillie : nous avons versé la suspension aqueuse de Séphadex,
sans cesser de l'agiter, & l'aide d'un grand entonnoir eouple
fixé de fagon étanche & la partie supérieure de la colonne privée
de son bouchon, Nous avons laissé le gel se déposer, en prenant
8oin de maintenir 1l'ouverture du tube de sortie de la colonne ay
niveau du liquide contenu dans 1'entonnoir. Nous avons ensuite

* On utilise de 1'eau distillée frafchement boui%lie et refroidie
efin d'éviter le plus possible les contaminaticns extérieures.
En effet le milieu aqueux dans lequel on travaille est favora-

ble au développement de microorganismes t bactéries, algues en
particulier, A

*¥%* Chlorure de rolyvinyle.




vidé lentement 1l'eau qui recouvrait le gel, & la surface duquel
nous avons déposé un disque de papier filtre esans cendres afin &
régulariser et de stabiliser le sommet de la colonne. Nous avons
alors remis le bouchon supérieur en place et avons laissé traver-
ser la colonne de haut en bas, pendant 24 heures, par de l'eau

distillée fraichement bouillie. Le débit fut maintenu constant,

grfce & une pompe refoulante, appliquée au tube capillaire d'en-
trée. Un léger tassement a pu 8tre observé au cours 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 pulvérisé au mortier, a &t¢
épuisé par 30 ml d'eau distillée, & 1l'ébullition & reflux pendant
une heure. Le lendemain, le résidu insoluble fut séparé par f£il-
tration sur verre fritté.

Afin de déterminer l'extrait sec correspondant au fil-
trat brun recueilli nous en avons prélevé 1 ml, que nous avons
éveaporé dans un petit cristallisoir taré, puis desséché dans le
vide phosphorique, avant de le peser. L'opération répétée & qua-
tre reprises nous a donné les résultats suivants 3 O, 0267 g,
0,0262 g, 0,0260 g, 0,0265 g, soit un poids sec moyen de 26,35 m,
par ml d'échantillon. )

Une chromatographie nous a permis de constater un net
enrlchissement de l'échantillon en produit X, et en glucolutéolo—
side, 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-
vonoides. Afin d'éviter de détériorer la surface du gel nous
avons utilisé une pipette dont l'extrémité recourbée nous a per-
mis de laisser couler lentement 1l'échantillon sur la paroi de
verre de la colonne. Quand cette solution a été absorbée par le
Séphadex, nous avons pratiqué 1l*élution de la colonne.



143.3.2. ESSATS D'ELUTION

Nqus avons réalisé sept essais successifs, apportant
chaque fois des modificationé dictées per les résultats précé-
demment obtenus.

1334241,

Lors d'une premidre expérience, nous avons utilisé

l'éau distillée (vitesse d'écoulement 92 ml/heure).

Un anneau beige, suivi d'un anneau ocre se sont déta-
chés rapidement du sommet de la colonne, qui est devenue jaune
pr&le, puis blanche. '

Nous avons recueilli 219 fractions de 10 ml. Les deux
pPremidres étaient bistres et moussaient par agitation. La frac-
tion 4 était jaune d'or, celles qui suivirent jaune de plus en
plus p&le. L'addition d'une goutte d'aemmoniaque concentré & chaw
cune des fractions fit se développer, & partir du numéro 3, une
coloration jaune intense, dénotant la présence de dérivés flavo-
nigues.

- Analyse des différents 6luats

Les fractions 25 & 170 abandonnérent assez rapidement
un précipité jaune partiellement cristallisé. Ces fractions fure;
donc filtrées avant d'&tre, comme toutes les autres, fortement
concentfées par'évaporation sur le bain-marie.

L'étude de leur composition par chromatographie sur
Papier nous a permis de les grouper comme suit

- Fractions 1 et 2 $ Exemptes de flavonoIdes.

= Fraction 3 _ $ Glucolutéoloside seul -

- Fractions 4 a 23 t Glucolutéoloside, lutéoloside
' " et produit Y, auxquels vient
s'ejouter le produit X1.

- Fractions 24 a 48 1 Précipité
Lutéoloside souillé de traces de
glucolutéoloside et de produit Y

Solution mére i

Glucolutéoloside accompagné en
plus d'une faible’ proportion de

produit X4, de lutéoloside et de
lutéolol et de produit Y.

- Fractions 49 a 170 ¢ Mélange complexe ol aucun flavo-
. noide ne domine nettement.
- Fractione 171 a 219 Lutéoloside e% lutéolol, accompa-
gnés de traces de produit Y,
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Conclusion

Aucune séparation satisfaisénte des dérivés flavoniquec
n'a 6té obtenue. Néanmoins une certaine purification du mélange
semble pouvoir étfe réalisée par filtration sur gel, les tout
premiers éluaté ne renfermant qué des substances non flaveoniquec.

1.3.3.2.2,

L'essai suivent a 6té réalisé avec une colonne plus
haute (78 cm) et un débit beaucoup plus lent s 27 ml/heure.

L'6lution, commencée avec deux litres d'eau distillée,
a &té poursuivie.avec de 1'éthanol a 20°, efin de nettoyer plus
rapidement et plus efficecement le gel. 241 fractions de 10 ml
ont été recueillies au total,

Analyse

Le volume de l'éluat brun, exempt de flavonoides,a 6té
cette fois plus important : 50 ml. La fraction N° 6 ne renfermai-
que du glucolutéoloside, mais dans le Téme tube apparaissaient
aussi du lutéoloside et du produit Y. Dans les tubes suivants est
venu s'ajouter & ces trois composés le produit Xq. Les 40 dernie-
res fractions, obtenues par élution par 1l'éthanol & 207, renferw
maient %n mélange de ces mé&mes flavonoides et de lutéolol.

Conclusion‘

-

Le débit plue lent a permis une séparation plus nette
de la fraction non. flavonique de G. Quant & l'emplol de 1'éthanc
2 20° comme éluant, il s'avére peu intéressant.

1.3.3.2.3,

Afin de déterminer le meilleur solvant de G, nous avon:
préparé des solutions saturées de celui-ci dans des alcools é&thy
liques a 10°, 20°, 30° ot 40°.et dans des solutions agueuses d'c:
moniaque & 0,2 %, 0,5 % et 1 %. La solution aqueuse d'ammonisque
& 0,5 % a été retenue compte tenu de l'importance relative de
l'extrait sec qu'elle fournit et des résultats de 1l'analyse par

chromatographie sﬁr papier.




Dans cette troisidme expérience, la vitesse d'écoule-

ment de 1l'éluant &tait de 12 ml/heure.

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

Conclusion

L'8lution par la solution ammoniacale a débarrassé plur
rapidement et plus compldtement le gel des substances qui s'y
étaient fixées. Par contre nous n'avons obtenu aucun résultat
intéressant concernant la séparation des dérivés flavoniques.

1.3.3.2.4.

. Afin d'augmenter les &carts entre les poids moléculai-
ree des différents flavonoides que nous cherchions & séparer,
nous avons tenté de les combiner avec un métal alcalin bivalent,

Nous avons choisi d'4luer une colonne de Séphadex gar-
nie & son sommet de 25 ml de solution de flavonoides, par de
1'eau de chaux espérant qu'un atome de calcium se combinerait
a deux moléocules de chaque dérivé flavonique.

Nous avons versé 350 ml d'eau de chaux. La colonne est
devenue orangée. Nous avons poursuivi 1l'élution dans ces condi-
tions jusqu'a ce que l'éluat devienne alcalin. Nous avons alors
continué le lavage de la colonne avec 850 ml d'eau distillée.

Nous avons fractionné 1'éluat en unités de 10 ml. Les
7 premidres fractions couldrent limpides et de couleur chamois.
Elles ne renfermaient pas de flavonoides.

) Les fractions 8 et 9, troubles et peu colorées, étaient
riches en glucolutéoloside, accompagné de traces de lutéolosidee
Les 20 suivantes, limpides et colorées en Jaune clair, contg-

naient du glueolutéoloside et du lutéoloside en quantités sensi-
blement équivalentes, et des traces de produit Y.~ "




A partir de la fraction 30 et jusqu'a la fraction 34,
les liquides 4'élution devinrent plus foncés. Nous avons pu y
mettre en évidence du lutéoloside, du produit Y et des traces de
glucolutéoloside 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:
no@s avons employé l'eau comme éluant.

«Les fractions suivantes, dans lesquelles apparut un
précipité cristallin jaune, qui aprés séparation se révéla cons-
titué de carbonate de calcium ayant adsorbé des traces de dérivé:
flavoniques, contenaient en solution le mélange des flavonoides.

Aprds avoir réuni les fractions identiques et les avoi]
concentrées, nous avons essayd d'éliminer le calcium par diffé-
rents procédés notamment par l;addition dtacide sulfurique dilué
Aucun d'eux ne donna satisfaction, la combinaison calcium-dérivé

flavonique apparaissant trés stable. Les séparations obtenues

restant, d'autre part, insuffisantes, l'idée ne fut pas retenue.
1.3.3.2.5.

Un gel nouveau, le Séphadex G 0! mis au point pour le

1

fractiocnement de substances de.faibies poids moléculaires nous
rarut mieux répondre au probléme de séparation qui se posait A

nous.

.20 g de Séphadex sec nous ont permis de réaliser une
colonne de 31 cm de haut sur 1,5 cm de diamdtre. L'échantillon
a été préparé comme pour les essais précédents 1 15 ml d'extrait
aqueux de G ont été déposés au sommet duw gel. L'élution réalisée
rar l'eau distillée - le débit ayant été initialement réglé a
22 ml & l'heure - se fit de plus en plus lentement par suite,
Sembla-t-il, d'un tassement du gel. L'expérience dut 8tre inter-
.rompue avant que nous ayons pu passer 1000 ml d'éluant.

‘103'3.206.
Nous avons alors envisagé de faire circuler 1'éluant
& travers la colonne, de bas en haut. A cette fin nous avons

réalisé un dispositif consistant & placer & la surface du gel,




un petit appareil étanche de notre conception ¥#*  que nous

pouvions déplacer suivant les variations de volume du "Séphadex".
Une célonne réalisée comme précédemment fut coiffée de ce petit

appareil,

Par siphonnage nous avons introduit au bas de 1lg colon-
ne 25 ml de solution de flavonoides puis l'eau d'élution, le
débit étant réglé & 15 ml & l'heure.

Nous avons recueilli des fractions de 5 ml. Un mélange
de glucolutéoloside et de produit X4 avec prédominance du gluco=-
lutéoloside, est apparu & la fraction 15. Les autres flavonoides
n'ont été élués & c8té des produits précédents qui persistaient,
qQqu'd partir de la fraction 58.

Conclusion

Cette méthoae semble assurér une séparation intéres~
sante du mélange glucolutéoloside~produit X1, malheureusement
pouf.une part encore souillé d'impuretés brunes.

1.3.3.2.7.
Il nous a semblé intéressant de débarrasser l'échan7

tillon de ces impuretés brunes, avant le fractionnement. Clest
\ N '

pourquoi nous l'avone filtré sur une petite colonne de Séphadex
G25 de 2,5 cm de diametre 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 a 25 ml sous vide eu bain-marie. L'extrait
sec calculé pour 1 ml était égal 4 6,8 mg. 20 ml d'échantillon
purifié, correspondant a 136 mg d'extrait sec, furent amenés,
comme lore de l'essai ci~dessus, au bas d'une colonne de Séphadex
G,0- L'opération fut conduite comme précédemment.

ld

** Cet appareil comprend un corps cylindrique en polyé&thyléne
rercé d'un canal axial de 1mm de diamétre. A l'extérieur, une
encoche circulaire rermet de loger un anneauy de caoutchouc
assurant l'étanchéité. A sa rartie supérieure se trouvent,
vissé un cylindre ¢reux également en polyéthyléne d'un métre
de long, destiné a déplacer l'appareil dans la colonne de

verre et, serti dans le canal exial, un tube en tigon permet-
tant 1l'écoulement des éluats.,
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Conclusion

Une purification certaine de l'échantillon résulta de

son passage sur Séphadex G,.. La filtration sur Séphadex G

25 10
eut pour conséquence une séparation nette du glucolutéoloside
et du produit X1 des autres flavonoldes. 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.

'1.3.4. CHROMATOGRAPHIE SUR CEZLULOSE

1¢3.4.1, UTILISATION DU "COLLECTOCHROM"

1.3.4.1.1, GENERALITES

Cet appareil congu par la Société "Pleuger" est basé
sur le principe de la chromatographie descendante sur papier,

ol l'élution est prolongée assez longtemps pour que le solvant
entrain? successivement hors du papler les substances, dane
l'ordre dans lequel il les sépare.

Un dispositif ingénieux, que nous allons décrire,
permet, grfice 34 une rotation lente et constante du papier, de
déposer 1'échantillon d'une fagon continue et de recueillir les
'élﬁats dans une série de retites 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 len-
ggetteS'sur 14 em dans le haut, est cousue bord & bord avec du
f}l de coton blanc afin d'obtenir un cylindre. On glisse ce der-
nier sur un squelette en verre, constitué d'un aexe portant deux
anneaux, et coiffé d'un réservoir, sur le bord duquel on replie
les languettes de rapier. 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 § l'un entrafne l'axe et le cylindre de
papier, l'autre actionne une micro-pompe munie d'une seringue
chargée de déposer 1l'échantillon & séparer & la’ base des languet-
tes. Le tout est enfermé dans une cuve de verre cylindrique étan-
che poaee sur le .socle.

Le papier est d'abord lavé 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'écoule
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, 1l'échantillon est déposé A
la partie supérieure du papier, & la base des languettes, par
1'intermédiaire d'un capillaire fixé & la sortie d'une seringue
de 5 ml, dont le piston est déplacé mécaniquement et régulidremern
Le débit de dép8t est de 0,07 ml-& l'heure. '

Chaque composant de 1l'échantillon est entrafné par le
solvant & une vitesse qui lui est propre, vers la partie infé-
rieure du papier, semblant décrire une hélice plus ou moins dres-
sée selon son Rf dans 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 & séparer, chaque hélice reste fixe dans l'espace, malgré
la rotation du papier, et aboutit aux mémes burettes, qui recgoi~
vent donc un solvent ne contenant qu'un seul composaent du mélange
de départ.

1.3.4.1.2. DIFFERENTS ESSAIS

1.3.4.1.2.1. PREMIER ESSAI

Nous avons choisi le solvant de Partridge qui nous
avait donné satisfaction lors des analyses chromatographiques
des mélanges étudiés.

Préparation de 1'&chantillon

Il consiste en une solution saturée, obtenue par agi-
tation & froid pendant plusieurs heures d'une quantité suffisante
.de poudre dans la phase butanolique du mélange de Partridge,
Buivie d'une filtration.
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Protocole opératéire

Nous avons choisi la vitesse de rotation du papier la
plus faible possible pour l'appareil : 10 mm/heure $ nous avons
numéroté les burettes en donnant le N° 1 & la premidre qui avait
regu le solvant. o ’

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

Conclusion

Des chromatographies analytiques sur papier nous indi-
quérent que toutes les fractions';ontenaient un mélange de fla-
von§ides. Ce fait était dft, nous a-t-il semblé, & une trop grande
vitesse de rotation du pépier par répport 2 la vitesse de migra-
tion des produits, de sorte que les hélices dessinées par ceux-ci
ne restaient pas fixes et qu'ils se répartissaeient dans un trop
grénq nombre de burettes successives. Les substances de faible
Rf venaient ainsi s'écouler, aans les mémes burettes qﬁi avaient
recueilli au tour précédent les dérivés de Rf élevé.

Ne pouvant diminuer la vitesse de rotation du papier,

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

1.3.4.1.2.2, DEUXIEME ESSAL

Notre prémier travail fut de déterminer la composition
de ce nouveau solvant. A ces fins, des bandes de papier Arches
3C2 de 25 Em sur 3 cm furent préparées. Sur une ligne tracbe &
trois centimétres d'une des extrémités, nous avonag fait deux .
taches, l'une avec quelques /ul de solutions éthanolique de Go,
l'autre avec une‘goutte’de liqueur aicoolique contenant du

lutéoloside et du glucolutéoloside pour servir d'&talon.




Des éprouvettes de 500 mi (5 cm de diaemdétre sur 34 cm
de haut) munies de bouchons de caoutchouc tinrent ligu 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 dﬁ pi-
veau du solvant placé dahs lt'éprouvette, afin de la saturer en
vapeurs. L'agitateur était ensuite abaissé jusqu'a ce que l'ex-
trémité inférieure du papier 'plonge dane le solvant sur une
hautgur de 1 cm. |

Pendant toute la durée de cette chromatographie ascen-
dante les éprouvettes &taient maintenues a l'obscufité & une
température égale a 21° C + 1.

Une vingtaine de mélanges furent essayés dans ces condi
tions lés résultats furent peu satiéfaisants x»miération trop
'lenfe, mauvaise séparation de l'échagtillon, Rf de certains comp
sants trop faibles.rCependant trois dtentre eux ¢ 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 a 40 cﬁ, avec le papier Schloecher e

Schull utilisé dans le Collectochrom (TABLEAU 1 ),

* Solvant A ; rhase butanolique du mélange : n-butanol-acide
formique~eau 1 2-2-1 (v/v).

Solvant B : alcool isopropylique~-hexane-acide formique-eau 3
3-2-33-3 (v/v).

! phase butanolique du mélange 1 méthyléthylcétone=~
n-butanol-eau : 3-5-3 (v/v).

Solvant C
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TABLEAU 4 3 VALEURS DES Rf DES FLAVONOIDES DE LA GAUDE, DANS -~

DIFFERENTS SOLVANTS, SUR PAPIER SCHLOECHER ET SCHULL

Le solvant C, qui migre plus rapidement que le mélange
de Partridge, tout en permettant une aussi bonne séparation des
flavonoides, fut finalement retenu.

Préparation de 1l'&échantillon

1 g de G fut agité pehdant plusieurs heures, dans
150 ml de solvant.

Le lendemain la solution fut décantée et le résidu
repris dans les mémes conditions par 50 nouveaux ml de solvant.,
Les liqueurs furent réunies. Nous avons évaporé 1 ml de cette
solution, afin de nous assurer que la récupération des produits
qu'elle ' renfermait se faisait dans de bonnes conditions. Contrai
rement & ce que nous avions observé avec le butanol acétique,
nous avons obtenu un beau résidu jaune, soluble dans 1'éthanol
a 96% chaud.

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

Résultats

La vitesse do rotation du papier fut réglée cette fois

& 20 mm & l'heure.

A partir du point d'application de 1l'échantillon les
hélices qui se dessindrent colorées en jaune étaient irréguliére-
ment ondulées. Cette anomalie dénotait une vitesse de migration

inconstante, probablement due aux variations de la température
ambiante., ’

Des flavonoides furent mis en évidence dans toutes les
burettes (coloration Jaune par l'ammoniaque).




L'analyse chromatographique indiqua que : les trois
premiéres fractions renfermaient du lutéolol, du produit Y, du
lutéoloside, du glucolutéoloside, les trois suivantes, du produit
Y, du lutéoloside, du glucolutéoloside, les quatre suivantes, du
lutéoloside et du glucolutéoloside, les dix huit derniéres, du
glucolutéoloside et des traces de lutéoloside.

Conclusion

Deux raisons pouvaient &tre envisagées pour expliquer
ces résultats encore insatisfaisants : d'une part les fluctua-
tions de 1la température ambiante, d'autre part la trop grande
vitesse de rotation du papier,,inconvénient que nous avions déja

rencontré précédemment..

1¢3.4.1.2.3. TROISIEVE ESSAI
Nbus avons repris l'esgai en faisant tourner le papier
a la vitesse de 10 mm & 1'heure, toutes les autres conditions
restant identiques a cellée de l'expéfience précédente.
L'analyse du contenu des burettes nous révéla les

compositions suivantes

-1 a6 t mélange des flavonoIdes, excepté du glu-~
colutéoloside.

\ =7 & 13 1 disparition du lutéolol, diminution du
produit Y, epparition du glucolutéoloside

- 13 é 26 1 enrichissement en glucolutéoloside, dig-
" parition du lutéoloside.

- 27 &4 28 3§ produit X, et traces de glucolutéoloside.

1
Conclusion

Nous pouvons remarquer que les flavonoldes de Rf &levé
epperaissent les premiers faisant place peu & peu aux flavonoides
de plus faible Rf.

Il est a noter'due seul ce dernier essai nous a permis

d'obtenir des fractions renfermant le produit X1 rratiquement -

s€paré des autres flavonoides.
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En conolusion, cet appareil, dans les conditions ol
nous l'avons utilisé, ne nous a pas permis d'obtenir une sépa-
ration & proprement parler des flavonoides. Plusieurs raisons
peuvent 8tre avancées, en pafticulier les fluctuations de la
température ambiante et la migrétion trop lente des flavonofdes
de faible Rf pour qu‘ils se trouvent élués apfés un tour de
‘révolution du papier, ce qui gntraine la formation d'unvmélange
déns les burettes.

:Une migse au point trop longue pour des résultats incer-
tains nous a conduite a en#iaager“une autre fechnique-

" 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 'Standard grade™.,

375 g furent imbibés de 750 g d'eau distillées Apres
avoir obtenu un mélange aussi homogéne que possible, nous 1l'avone
introduit dans une allonge de 4 cm de diamdtre et de 60 cm de
. haut, munie d'un filtre en verre fritté et d'un robinet a 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 1a
cellulose. Nous avons déposé ce mélange & la partie Bupérieure 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 & XXV gouttes par
minute. Nous avons recueilli 68 fractions de 500 ml. Aprés dessic.
cation sur du sulfate de sodium desséché, chacune d'elles, les
premiéres jaune vif, les suivantes de plus en plug pfles, fut'
concentrée a 25 ml. Toutes ces fractions, qui renfermaient unique!
ment du lutéolol comme l'aveit montré un contr8le chromatographi-
que, furent réunies.




= Les dernidres fractions recueillies entrafnant trés peu de

produit, nous avons poursuivi l'éiution par de l'acétate d'éthyle

saturéd 4d'eau.

Les éluats coulérent ‘alors jaune anbré tréds intense
puis plus clair.

Sur les chromatographies sur papier des fractions ainsi
. obtenues, on vit apparaftre deux taches ¢ 1l'une correspondant au
lutéoloside, dont l'importance grandit, au fur et & mesure que
1'autre, due au produit Y, disparaissait peu & peu. Nous avons
ainsi fait passer 65 litres d'acétate d'éthyle & travers la
colonne.

~ Nous avons alors utilisé un troisiéme &éluant t 1l'é&thanol A

90°.
L'éluat d'abord brun foﬁcé, g'éclaircit et devint jaun

_ Les chromatographies sur papier nous indiquérent que ces liqueurs
alcooliques renfermaient du glucolutéoloside.

Aprés le passage de 10 litres d'alcool a 90°, 1a colon-
ne était alors trds décolorée, et 1'élution fut arré&tée.

1.3.4.2.3. ISOLEMENT DES FLAVONOIDES DES

‘DIFFERENTS ELUATS

Chacune des fractions t &thérée, acétate d'éthyle, al-
coolique, fut alors traitéé séparément, de fagon & isoler les
flavonoides qu'elles renfermaient.

- Fraction éther sulfurlque (34 litreql

Les solutions, qui renfermalent pour tout flavonoide du
lutéolol, abandonndrent aprés une assez forte concentration, un
rroduit jaune verd&tre encore impur.

- Fraction acétate d'éthyle (65 lltrea)

* 11 litres de t8te

Dans les premiers flacons un faible dépbt brunftre fut
séparé par décantation. Il &tait exempt de flavonoides.

Dans les suivants, le dép8t était plus abondant et ren-
fermait le produit Y souillé de traces de lutéoloside.




Les ligqueurs furent concentrées au quart de leur volum
par distillation au bain-marie. Un précipité, appraru eprés refro:
dissement, fut séparé par filtration. Le filtrat devenu brun,
resta trouble. Concentré de nouveau, il s'éclaircit d'abord, puis
un début de précipitation s'amorgant sur les bords du ballon,
nous avons laissé la liqueur abandonner par refroidissement un
deuxidme précipité. Le surnageant, aprés une évaporation poussée
laissa un résidu brun foncé, d'aspect huileux & forte odeur
d'acide acétique. Nous n'avons pas réussi & le dessécher, m8me
aprés un séjour prolongé dans le vide phosphorique. Ni ces pré-
cipités ni l'extrait, pourtant trés enrichis, ne nous ont permis
d'isoler le produit Y pur, par crlstalllsatlon fractionnée dans
1'éthanol & 90° ou a 60°

# 7 litres suivants i

A plusieurs repriees nous avons concentré la liqueur
par distillation au bain-marie, jusqu'd apparition d'un trouble.
Chaque fois, par refroidissement un précipité se forma, que nous
avons recueilli et réuni aux précédents. Le produit de concentra
tion finale prit le m&me aspect que celui de la fraction précé-
dente et fut &éliminé.

Analysés par chromatographie sur papier, ces précipité:
se révélérent renfermer du produit Y et du lutéoloside en quanti-
tés égales.

*# 15 litres suivants 1

Nous 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, & deux reprises successives. Nous avons obte-
nu ainsi deux précipités. Le premier, jaune doré, le second, jau~
ne clair j ils furent réunis au dép8t initial, car tous renfer-
maient une grande proportion de lutéoloside souillé de produit Y.

* 42 derniers litres

Cette fraction traitée de la m&me facon que les précé-
dentes rermit d'isoler des précipités jeunes trés riches en lutéo

loside, le produit Y ne s'y trouvant qu'a l'état de traces tres
légeres.




- Fraction &thanol & 90°% (10 litres)

Nous avons réuni les liqueurs alcooliques qui, d'aprés,
les chromatographies sur papier, renfermaient seulement du gluco-
lutéoloside et du produit X1, le premier en trés forte proportion
Nous les avons concentrées au 1/152me de leur volume environ ce
qui provoqua l'apparition d'un précipité jaune clair, constitué
par du glucolutéoloside seul, tandis que les solutions méres
retenaient la totalité du flavonoide X1 et une certaine propor-
tion de glucolutéoloside._

Conclusion

Cette technique Btést avérée tréds longue et ne nous a
Pas d'emblée fourni d'échantillons tré2s purs. Cependant elle nous
a permis d'iéoler du lutéolol et du glucolutéoloside et d'obtenir
des mélanges trés riches en certains composés flavoniques qui
nous ont servi dé matidres premidres pour une extraction par
chromatographie sur papier.

1.3.4.3, CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVE SUR PAPIER

1.3.4.3.1., TECHNIQUE CHROMATOGRAPHIQUE

Dans 1'espoir d'obtenir un meilleur rendement qu'avec
le papier Arches BOé utilisé jusqﬁ'alors. nous avons essayé
-d'autres papiers plus épais, que nous pouvions charger davantage.
Aucun d'entre eux n'a donné une séparation aussi satisfaisante
que le papier Arches 302.

Nous avons donec utillsé des feuilles de papier Arches
302 de 55 cm de c8té. A l'aide d'une pipette, nous avons déposé
l'échantillon suivant une ligne tracée & 8 cm d'un des c8tés,
tout en respectant a chaque extrémité, une marge de 1,5 cm afin
d'éviter les "effets de bord". L'échantillon fut constltué tantdt
par les mélanges, enrichis en 1l'un ou l'autre flavonoide, obtenus
au terme des essals précédemment décrits, particuliérement bien-
venus quand il s'agissait de dérivés peu abondants dans la plante
tant8t par une solution saturée & froid de G dans 1'eau ammonia-
cele & 5 % *. Le développement dans le solvant de Partridge du-
rait 16 & 18 heures & 20° C + 1.

* A titre d'exemple 3

295 g de G, s0it 9 ml de solution furent répartis sur 12 FTeuil~
(=72 2
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Les chromatogrammes séchés 4 l'air libre * étaient
observés en lumidre ultra-violette. A l'aide d'un crayon, nous
délimitions les différentes "bandes", d'ailleurs plus ou moins
ondulées, qui correspondaient aux divers flavonoides. A notre
surprise six zones nettes, et non cing, purent &tre mises en
évidence. Elles étaient dues , dans l'ordre croissant des Rf
respectivement au glucolutéof;side, au produit X9, au.lutéo-
loside, au produit Y, au lutéolol, enfin & une substance dont
nous n'avions pas soupgonné 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
glucolutéoloside et le produit X1.

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

1.3.4.3.2, ELUTIONS

Elles furent effectuées & chaud dans des appareils
de Kumagwa, dans la capsule desquels nous placions 4 & 5 "bandes
a éluer, enroulées sur elles-m8mes. Le lavage durait 24 heures,
la non coloration du papier, séché, puis exposé aux vapeurs
d'ammoniaque attestant la fin de 1l'opération. Différents solvant
furent utilisés, en rapport avec les solubilités variées des fle
vonoides.

Produit 2, lutéolol, produit Y

L'alcool éthylique & 962 fut un excellent solvant pour
les produits Z, Y et le lutéolol. Les liqueurs trés fortement
‘concentrées par distillation au bain-marie, abandonnérent d'abor
un faible dép8t noirftre qui fut écarté. Une nouvelle concentra-
tion suivie d'une addition de quelques ml d'eau distillée a la
liqueur refroidie entratna la séparation d'une huile brune et
l'apparition de précipités beiges & bruns, renfermant l'un des
flavonoides soit seul soit légdrement souillé de celui de Rf
voisin %%, : :

* ' Un séchage & haute température entrafnant une adsoxrption
irréversible des composés, ( TEOULE « 1960).

) - )
*¥* La proximité des "bandes" rend en effet souvent impossible

| leur délimitation sans équivoque lors de la révélation.
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Purification du lutéolol

Nous avons opéré par cristallisation fractionnée dans
1'éthanol a 80° 1,10 g furent repris par 100 ml d'éthanocl A
80°% & 1'6bullition. Dans la liqueur, filtrée bouillante, un prré-
cipité abondant se forma rapidement. Recueilli le lendemain sur
verre fritté, il epparut au microscope, sous forme de cristaux
m&lés de quelques petites masses amorphes. Une deuxidme opéra-
tion, semblable & la premiére, nous permit d'obtenir une poudre
jaune légérement verdAtre composée de cristaux microscopiques
transparents, en forme de triangles effilés t F. = 332° C.

Purification du produit Y

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

- Egsais préliminairesn éur couche mince de silice

Des plaques de verre de 20 cm sur 20 cm, enduites
d'une couche de silicagel G selon Stahl de 0,25 mm d'épaisseur,
ectivé par un s&jour de 30 minutes dans une étuve & 110° C ,
furent employées.

Sur une ligne située & 3 em du bord des plaques, nous
avons déposé, tous les 3 centimdtres, 1041 d'une solution a
1 mg pour 100 de l'un des flavonoides suivants t glucolutéoloside
lutéoloside, produit Y, lutéolol, produit 2, la derniére tache
correspondant & un mélange de tous ces dérivés.

\

Nous avons essayé successivement les solvants de déve-
loppement I, II, III et IV %, la migration se faisant toujours
en atmosphére saturée. '

Les chromatogremmes, séchés & l'air libre, furent
examinés en lumidre de Wood, avant et aprés pulvérisation dtune
solution alcoolique de potasse & 5 %. Les 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 ¥ enfin
en jaune orangé.

* Solvant I t benzdne~pyridine-acide formique t 180~45-25 (v/v)
Solvant II n-Butanol-acide acétique-eau § 4-1-5 (v/v)

Solvant III i1 acétate d'éthyle-méthyléthylcétoné;acide‘formidue-
eau t S5=3et=l (v/v)

Solvant IV t acétate d'éthyle-méthanol-cau : 80-15-15 (v/v)
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Les mélanges que nous nous proposions de purifier
renfermaient le produit Y souillé de traces de lutéolol et de
produit 2.

Dans les trois premiers solvants les Rf du produit Y
n'étaient pas suffisamment distincts de ceux du lutéoloside et
du lutéolol. Les résultats observés aprés développement du chro-
matogramme dans le solvent IV, per contre, nous laissaient espé-
rer qu'en traitant les extraits & purifier sur une colonne de gel
de silice avec ce solvant, le produit Y pourrait 8tre eséparé.,

Mode opératoire

Nous avons utilisé des petites colonnes de 1,5 em
de diamétre, munies & leur partie inférieure d'un filtre en verre
fritté et d'un robinet. Elles ont été garnies d'une suspension,
dens le solvant IV, de 12 g de gel de silice * préalablement
chauffé pendant une demi-heure a 110° C et refroidi dans un des-
siccateur. 200 mg du mélange a4 purifier porphyrisé furent déposé:
& la surface de chaque colonne. Lors de l'&lution avec le solvan+t
IV, lea partie supérieure de chaque colonne s'est colorée en noi-
rftre, tandis que la partie inférieure a pris une teinte Jaune
orangé. Nous avons recueilli 1'éluat en fractions de 5 ml. Les
deux premildres étaient fortement colorées en jaune doré. Les
fractions 3 et 4 étaient d'un beau jaune intense.j de trés petite
cristaux y sont apparus au bout de 24 heures. Les fractions suj-
vantes furent de moins en moins colorées. Lorsque nousg avons eu
.recueilli 245 ml, nous avons remplacéd le solvant IV par de l'al-
cool méthylique. Un anneau brun se détacha rapidement du sommet
de la colonne et passa dans 1,5 ml de mélange solvant IVeméthanol
L'élution fut arr8tée lorsque 250 ml de méthanol eurent traversé
la colonne. Un résidu brun noirftre assez important est resté
insoluble au sommet du gel de silice.

Les éluats furent analysés par chromatographie sur pa-
piler.

'« Résultats

Les fractions 1, 2 et 3 renfermaient & la fois du pro-
duit ¥, du lutéolol et du produit Z (certaines impuretés reste-
rent & l'endroit du dép8t, d'autres migrérent avec le front du
solvant). les fractions suivantes du produit Y seul. Elles furent
réunies et abandonnées & 1l'air libre. Rapidement des précipités

* Kieselgel 0,05-~0,20 mm de chez Merck,




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

DISSOLUTION FRACTIONNEE

- Bau distillée (2 froid) - - ~3 Méthanol - w—====) Extrait riche en glucolutéoloside
- Ethanol a 96° (a froid) = ececccecessccaa-oa- 9 Extrait riche en lutéoloside,
: ' Y et
- . lutéolold
- Ethanol & 96€ (& 1'ébullition) =-——-—eee=) Ether + Eau =—-ce-eac-e- 9 Extrait riche en lutéolol
' et Y

~ Méthanol (a 1'ébullition)

puis

Ethanol & 96° (a 1'ébullition) ‘ ——————— e e ———— 9 Extrait enrichi en lutéoloside

. et glucolutéoloside
puis .
Ethanol a 602 (a 1'ébullition) . : Ethanol a 96°¢
— o (a 1'ébullition)
4
//Lutéqloside cristallie
dans éthanol a 80°€
- Méthanol (A l'ébullition) cemcmenccaee===) BExtrait enrichi en lutéoloside .
: et glucclutéoloside
puis
Ethanol & 60¢ (& 1'ébullition) = ecececcccee———- > /Glucolutéoloside cristallisé dans

éthanol & 70€ ou 80°¢

CHROMATOGRAPHIE

GEL DE SILICE

- Ethanol & 90° cammmmcc e 9 Séparation des impuretés non fla%oniques

- Mélange de Partridge ==——===—=--- 3 Aucune séperation




DEXTRAN SEPHADEY G25

_________ =2
-~ Eau distillée ~ceecececcacacccaa- -=) Séparation dés impuretés non fiavoniques
- Ethanocl & 200 ececcw- - - > Séparation des impuretés non fiavoniques
- NH40H A 0,5 % commmmm—mecceee e > Séparation des impuretéé non fiavoniques
~ Eau de chaux e it l S Combinaisons flavonoides = caicium non dissociableg

SEPHADEX G + Eau distillée ~=e====) Séparation des impuretés non flavoniques

w25

-

SEPHADEX G + Bau distillée weemwwe=d Séparation du glucolutéoloside et du produit X

—emmee—=-) Séparation de X

1

1

1 des sutres fiavonoides

SUR COLONNE + Ether saturé dleau =--- /Lutéolol recristallisé dans éthanol a 90%/

+ Acétate d'6éthyle saturé d'eau —--9 lutéoloside + Y

+ Ethanol & 90 cewee9y X

1

SUR _PAPIER + Mélange de Partridge

_ bandes éluées par &thanol & 96©

T0%

+ /Glucolutéoloside cristallisé dans éthanol 70%-80F%/.

== /Lutéolol cristallisé dans &thenol a 9067
—e=9 /Y cristallisé dans éthz=nol a 50¢/

——-é.lLutéoloside cristallisé dans éthanol & 80

~ee=y /Glucolutéoloside cristallisé dans
éthanol a 70°%-80°




Jjaunes, cristallisés apparurent qui furent repris par de 1l!'éthanol

a 50% d'od Y précipita en aiguilles microcristallines jaune p@le.
F = 247-248°C,

Tutéoloside

Lt'emploi d'éthanol & 96° pour 1l'élution du lutéoloside
fournit d'excellents résultats. Une concentration poussée de la
solution d'extraction suivie de plusieurs concentrations succes-
sives permit de recueillir une série de précipités d'un jaune
plus ou moins beau. Ils furent recristallisés une premiére fois
dans 1l'alcool éthylique a& 96°, puis dans 1'éthanol a 80°,

F = 279-280° C, :

Glucolutéoloside

-

L'épuisement m8me prolongé par l'alcool éthylique &
96% n'a pu permettre 4'éluer qu'une faible proportion de ce
flavonoide trop peu soluble dans ce solvant. L'eau distillée,
l'acétone n'ont pas donné de meilleurs résultats. Par 1l'éthanol
& 96° additionné de 5 % d'ammoniaque, 1'élution fut compléte,
mais la liqueur noircit rapidement, & la suite probablement
d'une altération du produit. L'éthanol & 30 * fut finalement
utilieé avec succ@s. La liqueur d'extraction, aprés pluesisurs
concentrations par distillation au bain-marie, abandonna des
résidus jaune brun que nous avons fait recristalliser dans
1'éthanol & 70%, P = 241° C,

Produit X1

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

Conclusion

Cette méthode quoigue longue, peu originale, et d'un
rendement relativement faible (1,25 g d'extreit total fournit
0,35 g de iutéoloside pur, flavonoide de loin le plus abondant
dans la plante), fut la seule qui, combinée avec des procédéds
de purif@cation particuliers a chaque produit, nous permit

d'obtenir dem substances pures en quantités eppréciables.,

# I1 titrait en fait 70° lorsqu'il refluait dans la nacelle
du Kumagawa.
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2. ETUDE DES FLAVONOIDES ISOLES

2.1» TECHNIQUES D'IDENTIFICATION UTILISEES : .

2.1.1. FLAVONOIDES

2.1.1.1. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

Nous avons réalisé des chromatographies ascendantes
et descendantes sur ﬁapier Arches 362, dans différents solvants,
comparativement & dés dép8ts de substances fémoinso

La mise en évidence des taches a été faitg par
~examen des chromatogrammes en lumiére de Wood, avant et aprés
"pulvérisation d'une éolution éthgnolique de potasse & 5 %.

2.,1.1.2. REACTIONS COLOREES

2.1.1.2.1, REACTION DITE "DE LA CYANIDINE"®

Nous avons utilisé la technique proposée par CORNILLEAU
1954 ¢+ 4 5 ml de solution & 0,2 °/oo dans 1'éthanol, on ajoute
1 ml d'acide chlorhydrique (d = 1,19) et sussitét 75 mg de tour-
nure de magnésium. Sous l'action de l'hydrogéne naissant, une
coloration orangée plus ou moins intense, caractéristique de la
réductiog des flavones en anthocyanes, se développe.

2.1.1.2.2, REACTION DE NOMURA MCDIFIEE

En 1959, NOMURA a décrit une réaction caractéristique
des composés qui possddent deux groupements hydroxyles en posi~

tion ortho. Nous l'avons adaptée aux composés flavoniques.

Principe : .

La faible acidité de l'acide borique est exacerbée rar
les composés orthodihydroxylés. Il forme avec eux un complexe
qui se colore en orangé en présence d'un réactif renfermant du
sulfanilate de sodium, du nitrite de sodium et de 1'®X naphtylamin.




 Mode opératoire i

Quatre solutions esont préparées

-1= 2,6 g d'acide sulfanilique neutralisés exactement
par la lessive de soude, dans 15 ml d'eau distilld

~2= 0,7 g de nitrite de sodium dans 15 ml d'eau dis-
tillée

;3- 1,8 g d'd\naphtylamine dans 40 ml d'éthanol.

. Au moment de l'emploi, 1 ml de chacune qes deux pre-
midres solutions sont mélangés & 2 ml de la troisiéme. Le
réactif (R) obtenu est limpide.

. =4~ gsolution saturée dfacide borique.dans l'eau.

Pendent une demi-heure on laisse en contact 1 & 3 mg
de flavonoide cristallisé dans III gouttes de la solution 4, puis
. on ajoute 0,5 ml de réactif (R) frafchement préperé. Un témoin
sans flavone est réalisé dans les m8mes conditions. Une coloratic
orangée apparaft au bout de 10 & 15 minutes, s8i le flavonoide
possdde deux groupements hydroxyles libres en position ortho.

Le témoin. se teinte seulement de rose.

2.1«1e3. SPECTROPHOTOMETRIZ EN LUMIERE ULTRA-VIOLETTS

Nous avons déterminé les spectres des flavonoldes a

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

\

Les techniques d'analyse et l'interprétation des
résultats sont inspirées des travaux de nombreux auteurs, en

particulier 3 HARBORNE-1954, JURD-HOROWITZ-1957, JURD-1956-1962

et 1969,. MABRY et Coll. =1970. .
Les spectres des flavonoides & analyser ont d'abord
6té établis sur des solutions de ceux-ci dans 1'éthanol & 96°,

Les absorptions maximales se situent entre 300-390 n»
(vande I due au cycle B) et 240-280 nm (bande II due au cycle A)
rour les flavones, et sont déplacées vers les grandes longueurs
d'onde lorsque les molécules sont hydroxylées.

L'acétyletion abolit 1l'effet bathochrome qu'exercent

les groupements hydroxylees sur la position des makimums 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 déplacement hypsochrome, lora-
qu'une molécule de glucose ou un groupement méthyle est fixé en
3,5 oud' ( A=3 a 10 nm pour une substitution en 4'). La sube-
" titution d'hydroxyles situés ailleurs qu'en 3,5 ou 4' n'a aucun
effet sur le spectre.

Certains réactifs provoquent des déplacements deam
bandes I et II, d§nt.l'étude fournit des précisions utiles quant
a ia rosition des groupements hydroxyles et & leur degré de
liberté 3
- le chlorure d'aluminium forme avec les hydroxyles
des flavones et flavonols en solﬁtion méthanolique, un complexe

stable en présence d'scide,(la bande I subit un déplacement

hypsochrome de 30 & 40 nm). s'ils sont placés en position 5 cu

en position 3, un complexe labile en présence d'acide si leas’

hydroxy}es conetituent un eystdme ortho-dihydroxylé sur le

ocycle B.
\ ' R

" = 1l'acétate de sodium fondu ionise les hydroxyles les

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

Provoquant des effets bathochromes respectivement sur les bandes

I et II.

- i'éthylate de sodium ionise tous les groupements
hydroxyles, ce qui entrafne des déplacements bathochromes des

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

que le dérivé possade deux groupements hydroxyles libres simul-

ld

tanément en positions 3 et 4°'.
- l'acétate de sodium fondu, en présence d'acide bori-

. que,forme des chélates avec les composés qui posesaddent deux grou-

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

déplacement bathochrome de la bande I de 15 & 20 nm.
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2.1+1.4., SPECTROPHOTOMETRIE EN LUMIERE INFRA-ROUGE

Les epectreé d'absorption en lumiére infra-rouge des

flavonoides solides, pastillés dans le bromure de potassium,

ont &été déterminés par un appareil Infracord Perkin-Elmer. Nous

nous sommes inspirée des travaux de BELLAMY~-1958, LEBRETON-1962

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

FREQUENCES D'ABSORPTION

Vers 3300cm'1

Vers 1650°7"!

Vers 1600°%~1 o4 1500°m~1
Vers 1365°~1 ot 1190°™1

Vers 1170°"1

\
Vers 1240°""1

Inférieures a ‘IIOOOcm"'1

Bande des hydroxyles libres
(sucres notamment et phényle

latéral)

Bande des carbonyles chélatés
par un hydroxyle en 5, l'intro=
duction d'un hydroxyle en 7 ne
déplagant pas la bande.

Bande des doubles liaisons aro-
matiques.

Bande des hydroxyles phénoliques

.des dihydroxy, 5-7 flavones.

Bande de la métasubstitution
(aihydroxy, 5-T)

Bande du groupement éther-oxyde.

Bande des hydrogdnes des cyclesg

benzéniques.
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2.1.2, OSES -
Nous avons réalisé des chromatographies descendahtes
sur ﬁapier.
';Papier Archgs 302, durée de migration : 85 heures a
4° C 3
| -Solvant.: éléool isoamylique, byridine, eau t T-T=2
(v/v) 3 |
_.Ré&élation-: pulvérisation du réactif au phosphate
d'aniline *, suivie de chauffage 4 105° C pendant 5 minutes.
Des dép8ts de glucose, fructose.'galactose, rhamnose

et xylose, ainsi qu'un mélange de ces cing sucres ont servi de

témoins.
\
BU
LLE/
* Aniline récemment aistillée EEEEEREREEREEEX 014 ml

ThymOl L AR N I R A T I I BN S S S S AR S S N SN SN A Y 2 £
ACide orthophosphorique AR R R R R R EE 2 ml
EthanOl a 960 ®eceseves0s00s0ssss000eQeBeDo 150 ml
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.2.2. LUTEQOLOL

.’Le produit que nous avons isolé et que nous pensons
~ &tre du lutéolol, recristallisé dans 1l'éthanol A’80°, a l'aspect
'd'une poudre Jaune verddtre constituée de fines aiguiiles micres
copiques. Nous le nommerons produit A, tant que son identité'
avec le lutéolol n'aura pas été vérifiég.

2.2,1, POINT DE FUSION

Au bloc Maquenne, eson pqint'de fusion instantané est
de 3320 C.

2.2,2, HYDROLYSE ACIDE

Nous avons chauffé & reflux pendant 4 heures le pro-
duit A, en solution aqueuse sulfurique 2 3.%. On peut noter que
la dissolution reste incompldte. Nous avons f£iltré la solution.
Le précipité recueilld, recristallisé dans 1'éthanol a 80° et
‘8éché, a un‘point de fusion identique & celui du préduit A.'ée
defnier est dono une aglycone, que 1l'on peut‘supposer Etre tres
proBablément le lutéolol, péﬁr.}aquelle la littérature cite des
rointes de fueion peu différents : 329° C - 330°.C (MOLDENHAUER=
1856, PERKIN-1896, PARIS.et BEAUQUESNE-1950), 334° C (HAAG-

BERRURIER-1964).

' ' 2.2.3. SOLUBILITE

La solubilité du produit A, trés. faible dans l'eau et
dans le chloroforme, est beaucoup plus élevée dans les solutions

alcalines, 1l'éther sulfurique ét le méthanol. Dans 1l'é&thanol for+

il se dissout tr¢s facilement A chaud. La pyridine est un excel-
. . [ 4 .

lent solvant, m@me A& la température ordinaire.
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2.2.4, DETERMINATION DES RF

Nous avons déterminé les Rf du produit A dans diffé-
rents eolvanté en.chfomatographie ascendante sur papier Arches
302. Les taches de la substdance, incolores en milieu neutre ou
acide & la lumiéfe du jour, sont révélées par.leur fluorescence
violette en lumidre de Wood. Pér exposition aux vapeurs d'ammo-
niac, elles se colorent en jaune vif et leur fluorescence vire
ééalehent au jaune.

| -Le tableau 2 permet de comparer hos résultate & ceux

obtenus par les différents auteurs,lpour‘le lutéolol

(E0)

(*) = HAAG-BERRURIER-1964
(") = PARIS-1962

SOLVANTS - :  PRODUIT A . turEonon )
e e o e 0 o - 0 o o o e i o0 e S § e e e e O O e o 8 0 § O 8 e et e e o -
Acide acétique & 15 % (solution aqueuse): - 0, 04 t 0, 05¢ |
Acide acétique a 30 % (solution aqueuee) 1 o, 17 : ' E
-Acide ecétique & 60 % (solution aqueuse)z o, 52 s 0, 50°~0, 511 )
Solvant de "Forestai $ o, 63 f 0, 631 ;
n Butanol-acide acétique-eau (4;1-5) :. o, 79-0, 80 ;0,81'40,83'-0,8¢9
n Butanol-acide acétique-eau (6-1-2) ' o, 82-0, 84 : )
n Butanol-méthyléthyleétone-eau (5-3-3) : 0, 93 t
Acétate d'éthyle sa#uré d'eau | : 0, 93 ' : o, 94'_0( 93§

H

IABLEAU 2 y VALEURS DES RF CALCULES POUR LE PRODUIT A ET LB
LUTEOLOL EN CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER ARCHES 302,
AVEC DIFFERENTS SOLVANTS.

4
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©2.2.5. REACTIONS COLOREES

La réaction dit;*de la Cyanidine”est positive : une
coloration jaune orangé se développe sous l'action de l'hydro-
géne nailssant, perﬁéttant d'aettribuer eu produit A la structure
d'une flavone. | |

| En'milieh alcalih, le produit A se cQIOre en jaune et
développevune fluorescence jaune vif caractéristique de fonction
phénoliquea.
) Ayec le chlorure d'aiuminium une coloration jaune fluo
" rescente apparaft.

| En préeence de perchlorure de fer la solution se colbr
‘en vert olive dénotant la préecence dans la substancé de deux grc
pements hydroxyles en position ortho; '

I1 réduit a froid le nitrate d'argent ammoniacal.

- Enfin nous avons effectué 1a.réacti§n de NOMURA
-modifiée s aﬁ_bout de 10 & 15'minufes une colotgtion orangée
appapaft. Un témoin sans.f1;§ondidé dans les mémes conditions,
prehd seulement uné teinte trés léglérement rose. Aprés une heure
le coloration orangée des essais a viré eu rouge, tandis que le
témoin est devenu orangé. |

Cette réaction apporte la preuve que le PrOdgit A
posséde, comme le lutéolol, des hydroxyles libres en position

3‘ et 4"0 :
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2,2.6., ANALYSE ELEMENTAIRE

L'analyse élémentaire centésimale du produit, desséché

dans un appareil de Bouillot & la température d'ébullition du

xyléne (E = 140° C) pendant 4 heures et refroidi sous vide, donne

les résultats suivants H

: ,
¢t TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT g

CARBONE ‘ HYDROGENE )

- s e e o o e o vn P e - - - - :------~-—----~-—¢-----l

THEORIE CALCULEE POUR 1E

3 H
H [
H t -
LUTEOLOL (c15 H1006) : . 0N
' . s ULLE
~ Anhydre t 62,93 $ ’
- +1/2 H)0 : 61,01 : 3,74
-+ 1 HO0 : . 59,21 : 3,94
- 5w o - - wn on e o - ap e o wn - - - - e o wo @s ws an {rmamecnw L L Y bl Radattndakabd e duskedadndeded e L LTt
. H I | .
PRODUIT A DESSECHE t . 60,08 : 3,79
o ; 60,87 : 3,66

" L'identité du produit A et du lutéolol apperaft clai-
rement, les différenceé que l'on peut noter entre les chiffres
expérimentaux et les chiffres théoriques étant probablement dues

& une déshydratation incompléte du produit A, lors de sa dessic-

cation.
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Figure 1. Spectre infra-rouge du. Produit A (Lutéolol). 1mg/100mg de KBr.
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Figure 2 . Spectres ultra-violets dy Produit A (Lutéolol), dans divers solvants.




Densité optique

220

340 380 - 420

260 300
— MeOH
————— MeOH+A|C|3
oo MeOH + AICI3 + HC .

Figure 3 . Spectres ultra-violets du Produit A (Lutéolol),

dans divers solvants.
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2.,2,7, SPECTRE D'ABSORPTION DANS IL'INTRA-ROUGE

Le spectre d'absorption en lumidre infra-rouge du

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

rapporte Madame HAAG-BERRURIER-1964, a4 propos du lutéolol qu'ell:

a isolé de la Piloselle 1t

Bande a 3320cm-1 s Hydroxyles libres du phényle
latéral.

Bande a 1650°m'"1 t Carbonyle chélaté avec un hydro-
xyle en 5. .

Bande.a 1366°m‘1 t Hydroxyles en 5 et T

Bande a 1270‘.’“’"1 . t Groupement éther-oxyde.

Bandes 4 moins de'1000°m-1 't Hydrogénes des cycles benzéniques;

2;2.8. SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET

Le spectre d'absorption en lumiédre ultra-violette

5 M pour 1000 ml du produi-

a'été déterminé sur une solution 2.10°
‘A * dans 1'éthanol a 96° (Figure 2)et dens le méthanal {Figure 3)
Divers réactifs modifient ces spectres :

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

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

hydroxyvle libre en position Se.

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

subissent un déplacement bathochrome (8 = 47 et 20) indiquant |

.o |
ltexistence de deux hydroxyles libres, respectivement en pPosition

47 ot Te

* Nous prétons au produit A la structure du lutéolol, dont 1a
masse moléculaire est égale & 286,



)
b §
t
3 TEeess = H TEmms T ET T
SOLVANT : PRODUIT A : LUTEOLOL
jrrm e ————.————— : e m e — e ——————
: t ' t
t BANDE I : BANDE II : BANDE I s BANDE IX
3 g § ¢
Tes - 3------------l--------'—--f ----- 3-. --------- ---’ ----------------
Ethanol & 96° : 353 + 267,55 255 r  350% 1 2675 - 257,54+
' s ! . x : 353 t 268§ - 255#%
______ —— e mm o 4 3 3 _______’____________
. --’ ------------ x--..-‘ ------------ t----—- et
Ethanol a 96°¢ : $ $ 392,5-362% 1 276,5 - 265%
+ Chlorure : 387,5 - 355: 277 265 : 388,5-360%* | 277 - 263xxx
d'aluminium ! s 1 390 <=362%%xg
——— e e e e e S ST e e
c 3 3 3 $
Pthanol & 96 + 367,5 & 4003 275 1 3T5% 1 269,5%-269,5%xx
Acétate de sodium ° : 4 s !
! s H ¢
- - .- L L R e o R L L L LT z - o> o o e § O OB o e 22 W > e e 0 e 00 e e
Ethanol & 96° : : s :
+ : t t g
Acétate de sodium 13 380 t - 261 g 3T3,5%xx% 4 261 %xx :
vtan o 3 H 3 ,
Acide borigque : s 3 ! '
—— e $ 3 s _____*-._..__._-__ )
) -l------------8““--------—-_--t-"------ ] -
Ethanol a 96° : . 3 t f
+ : 405 $ 270 . t AQG*xx, X% g 2T5XE% 2TTaxxx
Ethylate de sodium: : ] t )
e : \ g e )
B ' : § -
Méthanol : 350 2908, 270, 256 1 3a9wexxxr 1 2919, 267, 253 !
_________________ t g 1 T S Y
-g ------------ go o oTTTETEETEeTEeT 3—-‘- ----- S e 3
Mé thanol t ] 1 H § 5
*+ Chlorure :t 424, 330 3oo§ - 274 1426, 328%#%x%3 3007274 %xxxxx )
d'alumigium t : : s )
——————— e s 3 S L S
' gTTTEEEE e [ Sainintaieii e T ¢ TTTee-
Méthanol + Chlo- 1 ¢ t !
I*ure ' 3 .
+ Acigeaiggggg;f , 383, 355 ! 204%, 272, 262 1385, 355%%xxw] 294% 275,266 x4 _
drique s : H s
‘ : e : :
: e .

e o -
R S EP R W AP B WD ARk (TS D G e D an on AP ah e . . ikttt thaindad ol Lo 2 T TSP

§ : Inflexion i * : HAAG-BERRURIER-1964 ; ##% 3 HARBORNE-1954 ; ##% : JURD-1962

*¥®% 3 JURD-1956 ; #**%x% ; MABRY-1970.

3
N NP B P P N P S el NP S A

IABLEAU 3 :+ LONGUEURS D'ONDE, en nm, AUXQUELLES SB SITUENT LES MAXIMUMS DU
. PRODUIT A ET DU LUTEOLOL, DANS DIVERS SOLVANTS.
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-~ 1'acétate de sodium en présence d'acide borigue a
pour effet un déplacement bathochrome de la bande I (A = 27).
| - 1l'addition de chlorure d'aluminium & la solution
méthanolique du produit provoque un déplacement bathochrome de
74 nm de la bande I. En milieu‘chlorhydrique, cette bande se
déaoubie ;t subit un effet hypsochrome insuffisant pour repren-
dre la position qu'elle occupait §ans ie mé&thanol seul

( D= 33 nm) t la substance étudibe, possdde donc deux hydroxyle:

‘libres en position 3! et 4'.

- Enfin la staBilité du speotre n'test pas affectée par|
1lt'éthylate de sodium ce qui e#clut la présence simultanée d'un

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

Le tableau 3 réunit nos résultats comparativement a
ceux que d'autres auteurs ont odbtenus, dans des conditions gimi-

laires,<avec le lutéolol.

2.2.9. PREPARATION ET PROPRIETES DU DERIVE ACETYLE

2.2,9.1. PREPARATION

Deux techniques ont été utilisées 1

' La premidre consiste & cﬁauffer a 1'ébullition A
reflux 1,50 g de produit A dans 5 g d'anhydride acétique, sur
un bain de sable & 210 - 220° C, pendant 3/4 d'heure.

La deﬁxiéme est celle que repporte HAAG-BERRURIER-1964
128,5 mg de prodult A cristallisé sec, sont dissous dans 2 ml ,
de pyridine anhydre & froid. Aprds avoir ajouté 1 ml d'anhydride

acétique, on agite et on porte la fiole bouchée & 1'étuve & 37° (
rendant 24 heures. - : ‘

Dans les deux cas, le mélange devenu incolore est
refroidi & + 4° C et edditionné de 50 ml d'eau distillée glacée.
Un précipité blanc floconneux se forme par azitation. Il est
recueilli sur verre fritté, lavé & plusieurs reprises, chaque
fols avec de petites quantités d'eau distillée glacée, séché
sous vide phosphorique. Les 168, 5 mz (rendement = 82,8 %) de
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la substance blanche soyeuse obtenue furent repris par 30 ml
dtalcool & 96C bouillant. Dens la solution filtrée chaude, des
aiguilles blanches apparurent par refroidissement. Elles furent
séparées, sbchées sous vide phosphorique et pesées 1 86,65 ng,
soit un rendement de 42,58 %.

2.2.9.2, PROPRIETES

Solubilité

Le dérivé acétylé est trds peu soluble dans l'eau
distillée & + 4° C, trds soluble & chaud dans 1'éthanol fort,
beaucoup moins & froid.

Point de Pusion instantané i

228 - 2290 C. (Tétracétate du lutéolol = 222 - 224° ¢,
(PARIS-1965), 232 - 233° C, (HAAG-BERRURIER-1964).

L'analyse éléméntaire H

Elle é &té efféctuée sur le défivé desséché dans un

appareil de Bouillot, pendant 3 heures & la température d'ébul-

lition de 1'eucalyptol (E = 170° C).

DU LUTEOLOL ANHY=-
DRE

PE— :
\ : TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT ;
’ D D G D WD P A T P GEe @ S N w -
:----------‘- ----- ----1
$ CARBONE S HYDROGENE .
I e : ' R
DERIVE ACETYLE : 60,61 \ 4,11
= B 60,64 . 3,84
DU PRODUIT A : 61,21 . 3,92
-"‘-—--—--& -------- : ---------- - e . wn e - 8— --------- bl ad T XX Y
THEORIE CALCULEE :
POUR IE TETRACETAT?. 60,79 3,96
H
H
e

o5 68 60 00 80 08 %




Réactions colorées 3

Lo dérivé présente en lumidre de Wood une fluorescence
violefte, qui vire au jaune en présence de vapeurs ammoniacales.
Contrairement & ce qui se passe pour le prodult A, la fluores-
cence du dérivé acétyld n'est pas modifiée par le chlorure
d'aluminium, la fonction h&droxyie en.position 5 se trouvant
ioi bloquée par un radical acétyl. L'addition d'acétate de
lutéolol au perchlorure dé fer n'entrafne d'ailleurs aucun
changement de coloration de ce dernier.

. Chromatographie sur papler

Des chromatographies ascendantes.sur papiér Arches 302
ont été réalisées aveec le dérivé acétylé du prodult A, dans
chacune des phases du solvant de Partridge. Dans les deux cas
on observe une tache unique en lumidre de Wood. Aprés dévelop-
_ pement dens la phase butanolique du solvent, le Rf du dérivé
acétylé a été tro;vé égal & 0,87. La migration dans la phase

aqueuse de ce m8me solvant conduit & une tache trés allongée

\
\

dont liextrémité migre jusqu'au front du solvant, ce qui rend
difficile la détermination du Rf.

Nous n'avons observé aucune migration du dérivé apras
développement d'une chromatographie dans l'acide acétique a
15 %.

En chromatographie ascendante sur papier Arches 302,
avéc le solvant mis au point par Koch-1965 t benz2ne, acétate
d'éthyle, méthanol i 50-49-1 (v/v), le dérivé ncétylé donne
une seule tache de Rf = 0,95. : -

Spectre d'abaorption en lumidre ulirn-violette 3

Le spectre d'abmcrption en lumilre ultra-violette a

€té déterminé sur une solution contenent 45,4 mg du d6rivé Qdans

50 m1 d'éthenol a 96°,
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DERIVE ACETYLE TETRACETATE DU LUTEOLOL
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Ce spectre (Figure 4) est identique 2 celui de 1a

flavone non hydroxyléo,ldonf les maximdhs d'absorption se

situent & 307 nm et 250 nm.

Il aepporte la preuve de l'acétylation de tous les

hydioxyles du produit A.

CONCLUSION

Toutes ces déterminations nous permettent d'affirmer
que le composé, que nous avons isolé de la Gaude, a été obtenu

pur et qu'il s'identifie au lutéolol,5+7=-3'=4' tetrahydroxy-

flavone.




Densité optique

}\en nm

220 - 260 300 340 380 420

| e Produit A acétylé
_____ Flavone

Figure 4 _ Spectres ultra- violets du Produit A (Lutéolol) acétylé
et de la Flavone,dans I'éthanol & 96C,




2,3, LUTEOLOSIDE

Le produit condidéré comme étant du lutéoloside cris-
tallisé dans l'alcéol a 80° sous forme d'aiguilles microsco=
riques courtes, qui, rassemblées, constituent une poudre jaune
franc. Nous le désignerons par "produit B" tant que son

identité n'aura pas 6té confirmée.

2.3.1, POINT DE FUSION

Lofa de la dééermination du point de fusion au bloc
Maquenne, nous avons d'abord observé le phénoméne suivant 3
vers 200° C, le produit semble se décomposer, puis se resoli-
difie et prend la forme d'une substance jaune plus foncé. Lg
fusion instantanée n'a lieu qu'a 279-280° C.

Cette température est & rapprocher de celle que
PARIS-1955 iapporte pour le lutéoloside (7-{b monoglucoside
de lutéolol) qu'il a is0lé de la Gaude : 274~276° C. Madame
HAAG indique 281,5° C pour celui qu'elle a obtenu A partir
de la Piloselle.

Il faut toutefois noter qu'un eutre flavonoide, le
galﬁtéoloside (5-monoglucqside de lutéolol) présente un point

de fusion de 280° C (PARIS & BEAUQUESNE-1950).




2.3.2, ANALYSE ELEMENTAIRE

Les analyses centésimales du produit B cristallisé,
d'une part non desséché, d'autre part séché pendant 4 heures a

+ 105° C, ont donné les récultats suivants 1

s
¢ TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT
§ jemsecccccmea——————— {mmmm e ——— e e e ———

: " CARBONE N HYDROGENE
--------- % e e P D 0B § P D > o T e e o e o 0 S § O P D D D G T S o T TS e = -
s :
PRODUIT B s 51,92 s 5,11
non desséché : 52,30 : 4,77
————————————————————————— LR Bl L P R T T T R Dt et eded e e aded o i TP
3 :
PRODUIT B t 54,75 : 4,72
séché & + 105° C : 54,82 : 4,62
-------------------------- R et T R e Rt
$ H
THEORIE CALCULEE POUR LE t | (%%g)
: 4 : LILLE
LUTEOLOSIDE ANHYDRE : 56,25 3 4,46
LUTEOLOSIDE + 1 H,0 : 54,07 L 4,72
LUTEOLOSIDE + 2 H,0 s 52,06 : 4,95
: s ~
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Densité optique

Figure 5 . Spectres ultra-violets du Produit B (Lutéoloside),
' dans divers solvants.

)\ en nm
d " " L 2 A A A d ;»
220 260 300 340 380 420
~———— EtOH . EtOH+AcONa+ H3B04
_____ EtOH + AICI, we———.— EtOH + EtONa
~eeuieca..EtOH + AcONa ,
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Densité optique

220 260 300 340 380 420
MeOH
_____ MeOH + AICI3
vt o emere = - MGOH + AlC|3 + HCI -

Figure 6 . Spectres ultra-violets du Produit B (Lutéoloside),
dans divers solvants.
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Figure 7 . Spectre infra-rouge du’ Produit B (Lutéoloside) .1mg/100mg de KBr.
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2.3.3. SOLUBILITES

Le produit B est tr&s peu soluble dans.l'éther sulfu-

rique, l'eau froide, le chioroforme. Il est un peu plus soluble
dans l'acétate d'éthyle et l'acétone. Dans le méthanol et 1'&tha-i
nol a 96° bouillanfs, sé solubilité est nettement plus grande |
qu'a plus basse tempérétﬁre (0,36 % dans 1'alcool & 96° bouillent!
contre 0,10 % dans le méme solvant & + 4° c). A + 23° ¢C, i1 se
dissout dans l'é%hanol a 80°% A raison de 0,86 % *. Enfin, il est
trés soluble dans ;gé solutions alcalines et la pyridine.

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

Le.sfectre d'absorrtionden lumidre ultra-violette du
produit B a &té déterminé‘sur une solution renfermant 4,48 mg de
substance dans 50 ml d'éthanol a 95° (Figure 5) « Il est tres
voiéin de celui du lutéolol. I1 préesente 2 maximums & 257,5 nm

"(Bande II)Vét 4 353 nm (Bande I), et un épaulement & 267,5 nm.

2.3.5. SPECTRE D'ABSORPTICN DANS L' INFRA-ROUGE
\  Le spectre d'absorption en lumidre infra-rouge présentd

les caractérigtiques suivantes (Figure 7 ).!

L t Hydroxyles libres (sucres - phé

" Bande & 3360°™"
' nyle latéral).

Bande a ‘|668°m"1 ' : Carbonyle chélaté par un hydro-
xyle en 5, caractéristique des
dihydroxy-5,7 flavones.

Bandes a 15‘9'5"”“"1 et 1490‘““"1 + Doubles liaisons conjuguées, en
particulier des noyaux aromati-
ques.

* La technique utilisée pour déterminer les solubilités du pro=-
duit B dans différents solvants est la suivante : & un poids
du composé exactement pesé on ajoute peu A peu de faibles
volumes connus de solvant, jusqu'd dissolution compléte., Il
suffit alors de faire le rapport entre le poids de substance
dissoute et le volume de solvant utilisé pour obtenir des
valeurs approximatives des solubilités.




Bandes & = 144O°m-1 et 1350°m-1 ¢ Hydroxyles phénoliques des
dihydroxy 5,7 flavones.

Bande & - 1260°™"1 ¢ Groupement éther-oxyde.
Bande & - 1180°%"! t Métasubstitution en 5,7.
Bande & moins de 860°m°1 $ Hydrogénes aromatiques isolés,

Il est comparable & ceux qu'ont rapportés BELLAMY-1958
et LEBRETON et CHOPIN-19673 pour le lutéoloside.

2.3.6, DETERMINATION DES RF

- Le Prddﬁit B s'est comporté en chromatographie sur
rapie¥» comme un échantillon de lutéoloside *.
| Le tableau 4 rermet en outre de rapprocher nos résul-
tats de ceux qui ont été observés par dlfférents auteurs a Propos

du lutéoloslde t

!

(20

t . - ) \ ILL
: ' VALEURS DES RF

'___PRODUIT B____! _ LUTEOLOSIDE

...... cmcmcmmemmcne et RQPUIT B, . IUIECLOSIDE -g

Eau o o 0 ’ : 0, 02+

Acide acétiqué a 15\% (solution aqueuse) : 0, 10 ! O, 13% g
Acide acéthue a2 30 % (solution aqueuse) : 0, 33 : 0, 31+

Acide 3Cétique 4 60 % (solution aqueuse) 1@ 0, 59-0, 61 :+ 0, 58-0, 60%
Solvant de "Foreataln i 0, 72 : 0, 79* .
n-Butanol-acide acétique~-eau (4-1-5) : 0, 45 10,40-6,47* 0,47«
n-Butanol-acide acétique-eau (6-1-2) : 0, 37-0, 39 : *Hé
n"Buta’wl“mé‘thyléthyl-cétone-eau (5-3=3) 0, 66 8
-Asézazs-é-étézle-Eezszé-élsea----;-------:---- 0228 ol 14-0:.982.0, 091

* HAAG-BERRURIER-1964 } ** PARIS-1955 ; %*** PARIS-1962

P

ZIABLEAU 4 ; VALEURS DES RF CALCULES POUR LE PRODUIT B ET LE
LUTEOLOSIDE EN CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER ARCHES 302,
DANS DIFFERENTS SOLVANTS.,

* Nous remercions Moneieur le Professeur PARIS qui & eu l'amabili-
- té de nous fournir cet échantillon.
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2.3.7. REACTIONS COLOREES

Le produit B se dissout trés facilement dans les
solutions alcalines t.soude, carbonate de sodium, potasse,
ammoniaque, en donnant des liqueurs jaune doré.

L'addition de percﬂlorure de fer & sa solution aqueuse |
la colore en vert olive.

Le chlorure d'aluminium colore sa solution alcoolique
en jaune vert fluorescent.

Il réduit & ‘froid le nitrate d'argent ammohiacal et
donne rar la réaction dite de la cyanidine'une co;oration rose
groseille intense.

vEnfin, la réaction modifiée4de NOMURA fait epparaftre
aprés 10 & 15 minutes une coloration orangée éui vire au rouge-
au bout d'une heure indiquant comme daps le cas du ﬁroduit A la

présence de 2 hydroxyles libres en position ortho.

\ L
2.3.8, HYDROLYSE

2.3.8.1, HYDROLYSE ACIDE

Le produit B, chauffé pendant 4 heures a 1'ébullition
°n solution aqueuse & 3 % d'acide sulfurique, libdre une &énine-
insoluble dans l'eau et un sucre réducteur. L'hydrolyse totale
est assez difficile ¢t une retite quantité de produit non trang-
formé peut encore 8tre décelée en fin d'opération.

- 243.8.2, HYDROLYSE ENZYMATIQUE'

Le produit B est hydrolysé par 1l'émulsine a la tempéa

rature de 37° C, L'enalyse chromatographique révele une réaction
incomplate.

Le produit B est donc bien un hétéroside flavonique.
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2.3.9. ETUDE DE LA GENINE

[
o o
165 mg de produit B mis dans 20 ml d'eau distillée |
additionnés de 3,5 ml d'acide sulfurique officinal sont placés /
au bain marie bouillant pendant six heures. Apris refroidissement]

on recueille par filtration sur verre fritté 104 5 mg de préci-
pi‘té .

| ;
De la solution aqueuse, on extrait encore, par l'étherl*
sulfurique, 2 mg d'aglycone (rendement total = 64 54 %).
OA péut identifier cette aglycone au lutéolel, par chrbmatographiei
pur papier dans différents solvants, ainsi que par son point de
fusion instantané (F = 3300 C au bloc Maquenne) et son speotre

ultra-violet.

2,3.10. ETUDE DES SUCRES

Le filtrat soigneusement neutralisé (§) réduit a chaud

la liQuqyr de FEHLING. Le sucre réducteur a été identifié A du

glucose paf chromatographie.

'2.3.11., DETERMINATION DU NOMBRE DE MOLECULES DE GLUCOS™

Sur le filtrat précédent, nous avons dosé les sucres
réducteurs par la méthode de BERTRAND 3 71, 98 mg, exprimés en

glucose (soit 43,62 %)-

(§) rar addition de carbonate de baryum et séparation du préci-

rité de sulfate de baryum formé par filtration suxr filtre sans
cendres.
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Le tableau ci-dessous donne la proportioh théorique
d'aglycone et de glucose dans des composés renfermant une ou

deux molécules de ce sucre pour une de lutéolol 1

. : Sucres : Lutéolol
Composition des glucosides . réducteurs % . anhydre %
' : (glucose) !
-—-----—-------‘- ----- - op e e e = s - z-‘————-—‘-------: ----------- > . w -
] 4
Produit B anhydre , ' 43,62 J 64,54
. . t H ,
Iutéolol + 1 glucose = Lutéo~: : $
loside anhydre : 40,2 : 63,84
Lutéolol + 2 glucoses t 59,01 :. 46,88
. ' ' t i ]
$ H Bl
: Litgg )

Notre produit B est donc un monoglucoside du lutéolol.}

2.35.12, DETERMINATION DE LA POSITION DU SUCRE

\ La graﬁde gimilitude des spectres d'absorption en lu-
midre ultra-violette du produit B et du.lutéo;ol, nous a inoi-
tée é-.Bﬁpposez‘.qﬁ.e notre flavonolide était uﬁ T-monoglucoside de
celui-~ci.

Afin de vérifier cette hypot%ése, nous avons étud%é le
déplaéement des bandes d'absorption du spectre ultra-violet de
1'hétéroside dans 1'éthanocl & 96° et dens le méthanol sous

l'influence de divers réactifs - (Figures 5 et 6)..




- Chlofure d'aluminium t le dédoudblement de la bande 1.
en deux maximums & 355 nm et & 387,5 nm ainsi que son déplacemon;

bathochrome de 34,5 nm indiquent la présence d'un hydroxyle 1ibre

en 5, écartant ainsi la possibilité d'identifier notre produit BP
au galutéoloside.

~ Acbétate do sodium fondu t l'effet bathochrome de E
52 nm que présente la bande I,'tandis que la position de la A

bande II ne change pas, traduit le présence d'un OH 1libre en 4'.1

le OH en 7 &tant bloqué.

- Acé&tate de sodium et acide borique t le déplacement

bathochrome de 23 nm de le bande I est le fait de 2 _groupements j

ortho-dihydroxylés libres qui sont ceux qui se trouvent en 3' ot

!

4.
- Le spectre du produif B aéns le méthancl est modifié
par l'additioﬁ de chlorure d'ealuminium i déplacement bathochrome
de la bandevI de 75 nm. En milieu chlorhydrique, la bande I se
dédouble et subit un déplaﬁement hypsochrome, sans toutefois re-
tfouver\la position qu'elle occupait dane le méthanol (l& x 34 nﬁ

ce quil oconfirme la présence de deux groupements hydroxyleg en

position ortho sur le cycle B.

Les colorations obtenues aveo le perchlorure deAfer
d'une part, et parAla réaotion de NOMURA modifiée, d'autre part,
confirment cette assertion.

Le tableau 5 permet de rapprocher noa résultats de

ceux obtenus par d'autres suteurs pour le lutéoloside.




PRODUIT B s LUTEOLOSIDE
SOLVANT e e : e
: BANDE I : BANDE IT ! BANDE T ! BANDE II )
------------- R T S St S |
Ethanol a 96° ¢ 353 3 267,5§-257,5 1 353% g 250% §
$ $ :. 352%%  1268,5§ 256 %+
: s s 353%%% $2689 0 25T%xs
_______________ N S S JE S
Ethanol a 96° + 1 385 a 365 ! 305 a 275 ! 395 a 357*+ | 3
chlorure d'aluminium : : 390 a 355%*% 3
Ethanol & 96° + % 405 a 362 ° 262,5 ' 413%% : g
acétate de sodium : : : 409 % %% : )
Ethenol a 96° I I TTTTTTTETTTTTETTTTT B --'2
+ acétate de sodium’ 376 ' 260 ! : TTRE%R |
+ scide borique : s : é
$ 5 4 t .E. 4
S P P S M U SR ~-{ RS
Bthanol & 96° + '} 412,5 '} 262,5 X . )
thylate de sodium ! ! ! : g
~—— e e e e S N S S J e - ————————

: t t : H )'
Méthanol s 353 t 270§-257 g 34Bxxue ¢ 267§ 255%xx%
———— e ————— SR S L S e ———— Y e ———— 5
M& 3 ! - TTTyTTTE T $ ik
drayonol * chlorure; spg _ 332 3y 298§-274 1 432 - 329***1 298§ 274%x** g
___________________ Y ey Y e
Méthanol + chlorure' \ ! L : é
d'aluminium + acide’® 387 - 360 ' 294§-274 ! oag7 o 358***t 2948 273%xx» )
chlorhydrique s ! ! ¢

4 s ] 3 ;

e il R bt Ll L) L L T P emmc e e —— 2
§ t Inflexion 1 * ﬁAAG-BERRURIERr19§4 § *% PARIS-1955 j *** OUNG-BORAN-1965 ; )
¥xx¥% MABRY et Coll.-1970 ' ;

)

TABLEAU 5 : LONGUEURS D'ONDE, en nm, AUXQUELLES SE SITUENT LES MAXIMUMS
D'ABSORPTION DU PRODUIT B ET DU LUTEOLOSIDE, DANS DIVERS
SOLVANTS.

Le produit B que nous avons isolé est donc bien du
7

lutéoloside, T- h monoglucoside du lutéolol.
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2.3.13. PREPARATION ET PROPRIETES D'UN DERIVE ACETYLE

2.3¢13.1. FREPARATION

Nous avons utilieé la technique indiquée par HAAG-
BERRURIER-1964, comme nous l'avons indiqué A propos de l'acé-
tylation du lutéolol (Chepitre I - 2.2.9.1). Partant de
145,75 mg de produit B, nous avons obtenu 217,5 mg de produit
acétylé brut, soit un rendement de 90 %. Repris par 60 ml
d'éthenol & 60° bouillant, le produit cristallise en longues
eiguilles microscopiques transparentes, groupées en "oursin',

A 1l'ceil nu, 1l est trés blanc et a un aspect soyeuxe

2,3.13.2. PROPRIETES

Solubilité

Le dérivé est trés peu soluble dans l'eau_distillée
4 + 4° C, tr2s soluble A chaud dans 1l'éthanol fort, beaucoup
moins & froid.

Point de fusion instentané au bloc Maquenne 3

\ Il présente cert;ines‘particularités que l'on peut
'rapﬁrocher de ce que nous avons obsefvé 4 propos du produit B
1ﬁi-mcme t fers 200° C, le dérivé acétylé se modifie, 1l se
liquéfie et se colore, puis‘se resolidifie. Vers 242-245° C,

1; fond définitivement.
Se produit;il vers 200° C une solubilisation des
échantillons dans leﬁr eau de.cristallisation ou de combinaison,

suivie du départ rapide de celle-ci ?

Ahelyvse élémentaire .

4

A la suite de la remarque précédente nous avons
desséché dans un eppareil de Bouillot pendant 5 heures, deux
échantillons de l'acétate du produilt B, préalablement séchés
sous vide phosphoriqué t 1'un & 144° C, pour lequel nous avons

calculé une perte de poids de 5,04 %. l'autre & 220° C qui
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accuse une perte de poids sensiblement égale et dans lequel
nous avons vu apparaitre de petits points jaunes. Ces pourcen-
tages sont tréds proches de celui que l'on peut établir théori-~
quement pour une molécule de lutéoloside qui aurait f£ixé 7
radicau# acétylés et qui oristalliserait avec 2 molécules d'eau :|
4,6 %

Ltanlyse éentésimaie de ces deux échantillgns a donné

"les résultats sulvants

[ :' o _)—
: TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT BRUT )

‘ t . )

: - e o o0 en o on

3

tacétylé du lutéo-
loside

. CARBONE :  HYDROGENE
--—-——-—---—-—------x----—-_-_--_-------—2 ----- Lol adad deadndnddelad o2 2T 23
Produit B chauffé : 55,07 : 2.22
: 55,73 ’
ataan e : 56,24 : 4,67
D e WD OGN WP Sub e e - am x - e -—-: o Gy SER D S SR D S G wpv a. = w— S w—

) Produit B chauffé s H
a 220° ¢ : 56,1 X 4491

’ 3 i 0 0 W S D S D P T S ey
Théorie calculée :
pour le dérivé hep- : 56,60 4,58

s

s

.

o0 o0 88 0 o9 e

Le chauffage prolongé du dérivé acétylé du produit B

& une température supérieure & 200° C, ne semble pas, malgré
certeines apparences, modifiexr de fagon importente sa composition

Réactions colorées 1@

Le dérivé mcétylé donne lieu aux m8mes réactions de

fluorescence et de coloration que le dérivé homologue du lutéoclol

Ll

(Chapitre I - 2.2.9-2).

Chromatorravphie sur rapier

Nous avons étudié son comportement chromatographique

dans plugieurs solvants @
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Densite optique

A en nm
e 2 2 2 5 N 2 A .
220 260 300 340 380 420
e Produit B (Lutéoloside ) acétylé
_____ Flavone -
Figure 8 . Spectres ultra-violets du Produit B (Lutéoloside) acétylé

et de la Flavone, dans |'éthanol & 96°.




= Phase butanolique du Solvant de Partridge 3 Rf = 0,91
« Phase aqueuse " " " t Rf = O
~ Acide acétique & 15 % (solution aqueuse) t RE= 0
- Solvant de Koch ' L Rf = O

Spectre d'absorption en lumidre ultra-violette 1

Nous avons établi,le spectre d'absorption en lumiére
ultra-violette du produit én solution dans l'éthanol & 96°, 3
la concentration de 14 mg p. 1000 ml. Il présente un maximum a
304 nm, un minimum & 270 nm et un épaulement & 257 nm. Notons
1fidentité de ce spectre avec celui du dérivé acétyléd du lutéo-
lol et avec celui de la flavone (FPigure 8) t lo produit B a &t6
totalement acétylé. |

2,3.14. DERIVE METHYLE

2,3.14.1. PREPARATION

Nous avons suivi la technique utilisée par PACHECO-195¢&
pour la méthylation de la rutine.

A une suspension de 200 mg de produit B et de 1g de
carbonate de potassium anhydre dans l'acétone pure, nous avons
ajouté O 25 ml1 de sulfate de méthyle fraichement distillé. Nous
avons porté ce mélange hétérogéne & 1'ébullition pendant 30
houres. Aprés refroidissement, nous l'avons décanté, puis nous
evons évaporé A& sec le liquide surnegeant coloré en Jaune d'or.
Le beau résidu de m&me couleur obtenu a été desséché sous vide
phosphorique, puis repris par 30 pl d'alcool méthylique bouillant
Par refroidissement lent, s'est séparé un produit cristallisé
sous forme de courtes aiguilles microscopiques jaune orangé dont
nous avons recueilli 30 mg. |

2.3.14.2. PROPRIETES

L'analyse chromatographique.asceﬁdante sur papier
Arches 302 du dérivé méthyls a 6t§ faite & l'aide de plusieurs
solvants. Dans chaque cas une seule tache a été révélée par sa
fluorescence violette & la lumiére de Wood, colorétion non modi-
fiée par les vapeurs d'ammoniac, contrairement & ce que l'on
peut observer pour le produit B- Les Rf correspondants sont les

suivants
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- Solution aqueuse d'acide acétique & 60 %..... 0,78

= Solvant
- Solvant

Solvant

tir de la
lutéolol,

également

de Forestalecececoccccancsscsnecsssscssncae 0,87
de Partridge.-..............-........ 0.48

de Koch.........O....C.Q...O.Q..l....0

CONCLUSION:

Le produit B que nous avons obtenu cristallisé & par-
Gaude est bien le lutéoloside ou T~-monogluccside du
déja décrit dans la Gaude par PARIS-1955 et isolé

de la Piloselle par Madame HAAG-BERRURIER-1964.




2,4, GLUCOLUTEOLOSIDE

Lé produit, que nous avons appelé glucolutéoloside,a
l'aspect d'une poudre microcristalline jaune soufre, constituée
de longues aiguilles, légérement'courbee, qui se groupent en dqs
fofmations qul ressemblent & des "oursins". (Pnoto n°1). Nous 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 inesoluble dans l‘alcool méthylique,
1'éther-sulfurique, le chloroforme et ivacétone. Il est treés
péu soluble daens 1l'éthanol & 96°, sa solubilité augmente dans
les alodols de titre plus faible (solubilité dans 1'éthanol a

80°. a4 25°C = 1 p. 1000), Il est assez soluble danes l'eau et

tréds soluble dans les solutions alcalines.

2.4.3. REACTIONS COLOREES

La solution aqueuse du produit C se colore en jaune
vif par alpalinisation, en brun rouge par addition de perchlorurec
de fer dilué et en jaune vif par le chlorure d'aluminium. Elle
réduit le nitrate d'argent ammoniacal et développe une coloration

jJaune orangé pfle lors de la réaction dite de la.cyanidine.

La réaction de NOMURA modifiée, exécutée sur 3 mg,
conduit & une coloration jaune plle qui vire & l'orangé seulcment
aprés une heure. Aucune différence ne reut 8&tre obsérvée avec le

tube témoin qui ne contient pas de produit C.



o
3
g
ol B
5\ 1 P
Q '
|| /A
Q " . l' \
(@] \ \\‘ / \
\‘\E“ "’i.,\'
W // H
e I: \
\ 7.
\‘\t\ ,/!' \
' 'R \
1 *
\ /I "
‘J\ v/ \
Al }
| “E ',;l 1
1\ /i
| ¥
! /i
1!
'
/
’, '/:II //\\
\.~ \
\
\
\
\ )
\
\
\
)\ en nm
220 260 380 420

EtOH + AcONa + H:_,‘BO3

EtOH
_____ EtOH + AICI3 ce——--— EtOH + EtONa

e-=wim=a. EtOH + AcONa P

Figure 9 . Spectres ultra-violets du Produit C (Glucolutéoloside ) ,
' dans divers solvants.




Densité optique

)\ en nMm
220 260 300 340 380 420
—_ MeOH
_____ MeOH + AICl3 A
eeieee. MeOH + AICI3* HCI ,

Figure 10 . Spectres ultra-violets du Produit C (Glucolutéoloside ),
' dans divers solvants . '
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Cette observation laisse, dés & présent, supposer que
le produit C ne possdde pas de groupements hydroxyleé en positior]
ortho, tels ceux que nous avons pu mettre en évidence, par le

méme procédé, dans le lutéolol et le lutéoloside.

2.4.4., SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLE

Le spectre d'absorption en lumidre ultra-viclette du
produit C (§§) présente trois maximums (£igure ¢t 9 ) &t & 345 nnm
(vande I), 272,5 nm et 242,5‘nm (vende II) et trois minimums 2
295 nm,;255 nm et 235 nm. Il est caractéristique d'une flavone.

D'ores et déja, 1l est intéréssant de remarquer que
les densités optiques correspondant eux pics d'asbsorption eont
ici moins élevéem que celles que nous avons observéesn pouf une
solution de lutéoloside, pouftant moinas concentrée. L'absorption
en 1gmiére ultra-violette mesurée pour un dérivé flavonique
.étant due essentiellement au noyau behzo}{ pyronique qu'il pos-
sdde, on peut supposer que le produit C est un hétéroside, oun
l‘aglycone entre pour une plus faible part que dans le lutéolo-

side.’

2.,4.5. SPECTRE D' ABSORPTION DANS L'INFRA-ROUGE
(Figure 11)

Le spectre d'absorption en lumidre infra-rouge présent:

les caractéristiques suivantes

(§§) BEn eclution dans 1'éthanol 2 96c. & la concentration de
12,2 mg p. 1C00 ml.
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Bande & 3380cm"1 ¢ hydroxyles libres (sucres et
phényle latéral)
Bande & 1668cm'"l t carbonyle chélaté par un hy-

droxyle en 5, caractéristique
des dihydroxy, 5«7 flavones

Bandesg & 15950m-1 et 1496'3m"1 ¢ doubles liaisons conjuguées
' des noyaux aromatiques

Bandes & 1437cm-1, 1370cm-1' ' ¢ hydroxyles phénoliques des
1340¢m=1 ot 1270cm=1 dihydroxy, 5-7 flavones
Bande & 1260°™"1 Lo t groupement éther-oxyde
Bande & 1170cm-1 . ¢t métasubstitution en 5-7

Bandes & 1O9Ocm—1, 1035cm-1.

8850m-1 855cm-1. 83ocm—1

' .
810cm-1. 765cm-1’ 680cm-1
ot 660°""

hydrogdnes aromatiques 1solés.

2.4.6. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

Des chromatographies ascendantes, sur papler Arches
302, ont ét8 effectubes dans différents solvants. les valeurs
des Rf calculées pour le broduit C, consignées dans le
“tableau 6, sont en faveur d'une structure hétérosidigue.

. :
. P
. . VAR
\ IR
. . AU N I

L g

VALEUR DES RF

-

SOLVANTS

$
3
:
H
Eau t 0,04
H
Acide moétique & 15 % . 0,10
Acide acétique a 30 % 3 0,22
g
Acide acétique a 60 % . 0,51
Acide acétique-acide chlorhydrique-eau 1 30-3-10 (v/v) 0,71
n-Butanol-acide acétique-eau t 4-1-5 (v/v) : 0,22
n-Butanol=-acide acétique-eau 1 6-1-2 (v/v) H 0,18
n-Butanol-méthyléthylcétone-eau 3 5-3-3 (v/v) : 0,35
Acétate d'éthyle saturé d'eau : "0
?

IABLEAU 6 : VALEURS DES RF CALCULES POUR LE PRODUIT C, APRES
CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER ARCHES 302, DANS
DIFFERENTS SOLVANTS,




2.4.7. HYDROLYSE

2.,4.7.1. HYDROLYSE ACIDE

380 mg de produit C porté & l'ébullition dans 50 ml de
solution aqueuse & 3 % d'acide sulfurique pendant six heures,
libére une aglycone insoluble dans l'eau, qui apparait sous la

forme d'un précipité jaune d'or foncé, et un sucre réducteur.

Aglycone

Le précipité séparé, lavé & 1l'eau glacée jusqu'a
élimination de l'acide, puis desséché a 1l'étuve & 110° C, a &té
pesé 3 182 mg (soit 47,83 g pour 100 g de produit c).

Pgr chromatographie sur papier dgﬁs différents solvants
et par son spectre d'absorption dans 1l'ultra-violet, cette agly-
cone a été identifiée au lutéolol.

Nous avons noté, par éilleurs, gur les chromatogrammes,
la présence d'une tache de lutéoloside, fait sgr lequel nous re-
Aviendrons (2-4~10-1){ |

Ose 1

Le filtratneutralisé #* réduit la liqueur de Fehling.
\ ~ . :

Par chromatographie, nous avons identifié dans ce filtrat du

glucose, qui a 6t& dosé par la méthode de BERTRAND : 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 prodﬁit C est donc un glucoside du lutéolol. Si
nous comparons les résultats de nos dosages d'aglycone et de
glucose libérés par le produit C aux calculs théoriques établis
pour des composés renfermant une, deux, trois molécules de
glucose pour une deliutéolol, nous sommes amenée & lui attriﬁgeri

la structure d'un diglucdside du lutéolol*:

H t
¢ GLUCOSE % s+ LUTEOLOL %
$ $

PRODUIT C | . 3 45,59 1 47,83
e D s = A T o e o B g Y - enem on - en e = e ------—!-—--—-----",----‘-----’-"-i
s t 2
LUTEOLOL + 1 Molécule de glucoce : 40,18 63,84 :
- (Lutéoloside) g - ! A§
LUTEOLOL + 2 Molécules de glucose : 59,01 : 46,88 {
LUTEOLOL + 3 Molécules de glucose 3 69,94 ! 37,04 g
e H
s $ )

2.4.7.2, HYDRCLYSE ENZYMATIQUE

Le produit C est hydrolysé par 1l'émulsine & 37° C,

Il libére du glucose. Il a donc une structure ﬂ -glucidique.

ld

* Les différences observées s'expliquent probablement par le
caractére incomplet de l'hydrolyse du produit C.
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2.4.8., ANALYSE ELEMENTAIRE

Les teneurs en carbone et en hydrogéne du produit C,
recristallisé puis séché & 105° C, confirment la structure de

diglucoside du lutéolpl que nous lui avons attribuée

3 )
¢ CARBONE % 3 HYDROGENE % )

$
3
H
tH H
PRODUIT C i1 50,25 i 5,19
' H H
.‘--------“---'----- --------- L X K 1 ¥ X ¥ ¥ X 'R ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ‘W ¥ J :---29122---’----‘-é."ég_~--
. H H
THEORIE POUR : 1
LUTEOLOL + 2 glucose : 53,11 : 4,91
LUTEOLOL + 2 glucose, 1 H,0 t 51,59 3 5,09 )
LUTEOLOL + 2 glucose, 2 H20 : 50,15 : 5,26
' $ : o\
LU/
LILLE

2.4.9 . DETERMINATION DE LA POSITION DES GLUCOSES

2.4.9 41+ HYDROLYSE ACIDE MENAGEE

\
PRINCIFE

Le prodhit C (50 mg) a été porté a 1'ébullition en

solution aqueuse d'acide sulfurique & 3 % (50 ml), pendant sizx

heﬁres. Des prélévements (5 ml), échélpnnés toutes les demi-
heures pendant les trois premidres heures, puis toutes len heufes,
ont permis de réaliser, aprés neutralisation, deux séries de chro=-
matogrammes, afin d'identifier d'une part les flavonoides, d'autre

part les oses au fur et A mesure de leur libération.



.petite quantité de lutéoloside, et du glucose.

tivement plus labile que celle qui lie cette dernidre a l'eglycor.
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Résultats

Aprés une demi-heure d'hydrolyse, nous avons noté la
rrésence de lutéoloside et d'une trace de lutéolol d'une part,
de glucose d'autre part. La libération progressive du lutéolosi-
de se poursuit, celles de lutéolol et de glucose s'intensifient. |
Aprés six heures, la solution renferme du lutéolol, souillé &'un:

Moins de deux heures aprés le début de l'hydrolyse, lel
produit C ne peut plus &tre caractérisé dans le milieu. ‘

Conclusion

La libéfation de lutéoloside , lutéolo;-7’3glucoside,
lors de l'hydrolyse du produit C, indique la présence en positiog
7 d'une molécule de glucose.

Deux hypotheéses peuventualors 8tre retenues quant 3
le position de la deuxiéme molécule de glucose ! elle peut se
trouver soit combinée a gn‘autre hydroxyle de l'aglycone (en ros:

tion 5,3' ou 4'), soit fixée & la premidre par une liaieon rela-

2.4.9 .2, HYDROLYSE ENZYMATIQUE

\

Si les deux molécules de glucose du produit C sont
fixées en position 7, il doit 8tre possible, par hydrolyse enzy-
matique, de détacher et d'identifier un diglucoside.

Parmi les diglucosides mis en évidence dans les compo-
sés flavoniques, HARBORNE-1964 cite le gentiobiose (Glucosefy 1-6
glucose) et le sophorose (Glucosef31-2 glucose). Nous dispodions
de gentianose (trioside), sur lequel nous avons fait agir 1'émule
sine t il s'est dédoublé en fructose et en gentiobiose, qui luie
méme a libéré progressivement du glucose. L'hydrolyse par 1'émul-
sine du produit C, suivie périodiquement par chromatographie sur
papier, a libéré du glucose. A aucun stade de la réaction, 1la
moindre trace de gentiobiose n'a pu &tre mise en évidence.

I1 semble donc peu probable que le produit C soit du

lutéolol-"7 \3 glucose~glucose.
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2.4. 9.3, SPECTRE D' ABSORPTION EN LUMIERR

ULTRA-VIOLETTE

L'étude des modifications du spectre d'absorption en
lumiedre ultra-vio;ette sous l'influence de divers féactifs nous
a dpnné de précieuses indications quant au degré de libertéd des
hydfoxyles; Le tableau 7 et les figures 9 & 10 rapporteént les pos

tions des maximums d'absorption en fonotion du solvant utilisé.

+ Acide chlorhydrique

$ .
- SOLVANT ] PRODUIT C
‘ ! e e |
T i e Gup S SIS W S G --------------z—--------.‘---- ----- - = d E
$ BANDE II H BANDE I
T = o o o o e e 2 o e § 00 0 0 8 2 o e e
. $ t
Ethaonol a 96° t 242,5, 272,5 t 345
+ Chlorure d'aluminium : 277,5, 297,5 : 347,5, 385
+ Acétate de sodium t 270 s 402,5
+ Acétate de sodium : X
§+ Acide borique : 230 2170 @ : 343
+ Ethylate de sodium $ 255 _ t 408,5
Méthanol s 238 - 267 H 338
+ Chlorure d'sluminium : 262§, 275, 293§ : 351 385
+ Chlorure d'aluminium 3 § § 3
1 262°, 275, 293 : 347 382
t :
s $

§. 1 Inflexion

TABLEAU [ : LONGUEURS D'ONDE, en nm, AUXQUELLES SE SITUENT
LES MARIMUMS D'ABSORPTION DU EBRODUIT C, 'DANS
DIVERS SOLVANTS. ’
- Le dédoublement accompagnéd d'un déplacement batho-

chrome de la bande I (A= 40) en présencs du chlorure 4'alumi-

nium indique la présence d'un hydroxyle libre en position 5.
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= En présence d'acétate de sodium, la bande II reste
située & 270 nm ce qui dénote un hydroxyle combiné en positionT.
.~.La bande I, par contre, subit, comme sous l'action de l'éthy-'
late de sodium, un déplacement bathochrome (13 = 57,5), qui tra-

duit la présence d'un hydroxyle‘libre en position 4°',

- Les motions conjuguéeé de l'acétate de sodium et de
ltacide borique ne modifient pratiquement pas le cpectre du pro-
duit C dans 1'éthanol A 95°, 11 ne poss&de dono pas d'hydroxyles

libres en position ortho sur le cycle B.

- L'étude.des modifications au gpectre du produit C
dans le méthanol, & la suite de l'addifion de chlorure d4'alumi-
nium, puis d'acide chlorhydri§ue confirme l'sbeence d'hydroxyles
libres en position oftho sur le cycle B ! le spectre obtenu en
ﬁ?ésence & la fois de chlorure d'aluminium et d'acide chlorhy=-
drique est pratiquement sﬁperposable.é celul que l'on observe

dans le méthanol pur (Figure 10).

) L'hydroxyle en 3' du produit C n'est done pas libre,

- La stabilité du'épectre en présence d'éthyvlate dao-

- sédium _dénote l'absence aimultande de deux hydroxyles libres en

yosition 3 et 4'.) . .

Il semble dono que le produit C, qQue nous avons Proposé
en 1961 d'appeler glucolutéoloeide;serait un lutéoloel - 7 FS glu-~

COBO = 3'}3 glucosa. .
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2.4. 10. DERIVE ACETYIE

2.4,10.,1. PREPARATION

Nous avons utiliséd la fechnique indiquée var Madame
HAAG-1964. déja employée pour la préparation du dérivé acétyls
du lutéolol (chapitre I, 2.2, 9.1.),

143,5 mg de produit C ont oconduit & 211,1 mg de Abérivé
acétyls (soit un rendemenf de 83,7 %), qui a ét§ recristallisé

dans 1'éthenol a 60° et s&ché a 170° C.

2.4,10,2, PROPRIETES

- Point de fusion inetantené 3 218-219° C.
= Solubilité 1 ' | "
Le dérivé est peu soluble dans 1'eau distillés & + 4° ¢
ou 1'éthanocl fort, soluble dans 1'6thanol & 60°%, & chaud davanta-
ge qu'd froid.
~ Réactions colorées

\
Les observations faites & propos du dérivé acétylé du

lutéolol sont vraies pour celui du glucolutéoloside (chapitre I,

2;2. 9.2.),

= Chromatographie sur papier i

Les Rf du dérivé acétylé dans le mélange de Partridge

et dans 1'acide acétique & 15 % sont respectivement de 0,87 et O,




Densité optique

N en nm

220 260 300 340 380 420

_ Produit C (Glucolutéoloside) acétylé
_____ Flavone

Id

Figure 12 . Spectres ultra-violets du Produit C (Glucolutéoloside ) acétylé
et de la Flavone , dans I'éthanol & 96°_
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- Analyse &lémentaire
Les résultats de l'analyse élémentaire sont trés proche:
des valeurs théoriques calculées pour le dérivé totalement acétle

du lutéolol =~ 7 glucose = 3' glucose

TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT ERUT

CARBONB $ HYDROGENE
| - o ------'--—--—-‘---‘------—-—
D P D - e P P D G WD T LGS M U b G S D T VD W - - :
1
PRODUIT C 54,63 t 4,86
$ $
. g H
THEORIE CALCULEE POUR3 s
LE DECACETATE DE H 54,75 L 4,85
LUTEOLOL - 7 glucose s
3' glucose ! ' s A
3 $ BU !

‘Spectre d'absorption en lumidre ultra-violette 1

Dans 1'éthancl & 96°, le epectre d'absorption en lumiére
ultra~-violette du Aérivé écétylé du glucolutéoloside présente dega
maximums d'sbsorption aux m8mes longueurs d'onde = 304 nm et
257 nm que les dérivés acétylés de son'agiycone, le lutéolol, gu
7-monoglucoside de ce dernier, le lutéoloside, et’que la, flavone.,

Nous avons donc préparé le dérivé totalement acétylé du glucolu-

téoloside (Figure 12).

CONCLUSION . L

Nous avons is0lé un nouvel hétéroside de flavonique, 1le
glucolutéoloside, pour lequel nous proposons lg structure suivante

lutéolol 7 [_7) glucose - 3! F) glucose, structure non encore siénalée

& notre connaissance.
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2.5. PRODUIT Y
Le produit Y cristallise en fines aiguilles Jjaune pBle.

2.5.1, POINT DE FUSION

i

Le point.de fusion instantané du produit Y se situe 3
247-2480C.

2.5.2, SOLUBILITES

Le produit Y est peﬁ sol@ble dans l'eau & froid. A
100° C, i1 s'y dissout déns les proportions d'environ 0,035 %,
Il est assez soluble dans l'éthagol de faible titre (éthanol a
50° 1 0,6 % a froid, 2,2 % a 1'ébullition) et trés soluble danes
l;éthanol 2 96° et le méthanol tant & froid qu'a 1'ébullition.
Il est également trés soluble déne la pyridine.

2.5.3. REACTIONS COLOREES

Une solution du produit Y se colore en jaune, par
* addition de soude, de potasse ou d'ammoniague et en brun vert
par addition de perchlorure de fer.

\

Le nitrate d'argent ammoniacal est réduit lentement &

froid, rapidement & chaud.
ALa réaction "dite de ia cyanidine® donne une coloration
orangée, caractéristique des flavonoIdes.
| En 1umiéré de Wood, le produit.Y émet une fluorescenée
brun yiolet, qui vire au jaune.brillant en présence de chlorure
d'aluminium. | .

La réaction de NOMURA modifiée, appliqufe a 2 mg du
produit ¥, a pour résultat une coloration jaune pfle du milieu,
dans leduel apparaft un précipité blanchftre. Aprés une ﬂeure,
le milieu est devenu orangé. Un témoin sans dérivé Y 8e comporte
‘de fagon tout a fait comparable. Le produit Y paraft donc ne pas

posséder de groupements hydroxyles en rosition ortho.




Densité optique

. N en nm
220 . 260 300 340 380 420
EtOH — EtOH+ AcONa +'H3BO3
_____ EtOH + AICI cee—wwe— EtOH*EtONa
rm——m— EtOH + AcO%la '

ld

Figure13 . Spectres ultra-violets du Produit Y (Apigénol,7-glucose ),
dans divers solvants.
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Densité optique

)\ en nm
220 260 300 340 380 420
MeOH
_____ MeOH + AICI3
wemwne== MeOH # AICI3 + HCI g

Figure 14 . Spectres ultra-violets du Produit Y { Apigénol,7-glucose)
dans divers solvants,
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2.5.4~- SPECTRE D'ABSORPTION DANS L'ULTRA-VIOLET ;

Le spectre d'sbsorption en lumiére ultra-violette du
produit Y * présente des maximums (bendes I et II) A des longueur!:
d'onde caractéristiques du groupe des flavonoides (Figure 13 ). 1

Il est comparable & celui de 1l'apigénol 5, 7, 4'-trihydroxyfla-

vone 1
3 $ _72

t BANDE II (Aen nm) t  BANDE I (X en nnm) V

H H e ————————————— e e e i
cTTmTmTETTmeTTT g T T T T T e ¢ ;
Produit ¥ 1 270 ' 340 |
3 Y e ————————— e
e —————- i t ;
Apigénol 3 269 t- 336 1
. : (JURD-1964) : -(JURD~1964) g

$ s |

2.5.5« CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

Nous avons réalisé des chromatographies ascendantes sur
papier Arches 302 dens différents solvants. les valeurs des Rf,

caléulées pour le produit Y sont en faveur d'une structure hété-

'rosidiqdé (Tableau 8 ). . ' '
. LILLF
. L . . . '

SOLVANTS

VALEUR des Rf

Acide acétique & 5 %

3
4
g
$ 0,06
3
Acide acétique a 15 % N 0,15
Acide acétique a 60 % : 0,72
. ) 3
Acide amcétique~-acide chlorhydrique-eau 30-3-10 (v/v) . 0,82
n-Butanol-acide acétique-eau t 4-1=5 (V/V) : 0,60
$
n-Butanol~acide acétigque-eau 3 6-2-1 (v/v) : 0,59
n-Butgnol-méthyléthylcétone-eau t 5<3-3 (v/v) t 0,73
Benzéne-acide acétique~eau 1 125-72-3 (v/v) : 0,79
$

TABLEAU 8 3 VALEURS DES Rf CALCULES POUR LE PRODUIT Y EN CHROMATO-
GRAPHIE ASCENDANTE SUR PATIER ARCHES 302, DANS DIFFERENTS
SOLVANTS.

*
(") En solution dane 1l'éthanol & 96¢, A 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 a 1l'ébullition en solution aqueusei

a 3 % d'acide sulfurique péndant 4.heufes, libédre une aglycone {
(56,54 %), insoluble dans 1l'eau ef un sucre féducteur (37,69 %).;
| Aglycone 1 ' | | |
Son étude pai chromatographie sur papiér (Tableau 9 )

et par spectrophotométrie dans l'ultra-violet (Tebleau 10-

Figure 15) a fait apparaftre son identité avec ltapigénol.

BU
LILLE
g
| | | ____VALMR pES R? |
; : ' LYCONE
SOLVANTS . POAGKITT} APIGENCL
co 't PRODUIT Y 3
- o > En G G o O R G @ G w AP G B M W A W0 - an Gn on > - = 2 -~ o a0 e A o e D o G b e o § WD T WA T S0 s w0 T TS O o LT T T R ey
Acide aéétique & 60 % - i 0,63 0 63
Acide acétique-acide chlorhydrique-eau 1 $ 0,73 ’O 72?0 87%5
30-1-3 (v/v) . 1 t
n-Butanol—acide\acétique-eau $ 4=-1=5 (v/v) : 0,88 :0.85§0.89§?
n-Butanol-acide acétique—éau t 6-1=2 (v/V)' ! 0,88 3
n-Butanol-méthyléthylcétone-eau 1 5-3-3 (v/v) : 0,96 :
Acétate d'éthyle saturé d'eau s 0,94 s
Benzéne-acide acétique-eau s 125-72-3 (v/v) : 0,33 :0’33§§
- - O o ot v o T T T A . > G - - o - - - e o - - - - - - - - o § e am oo o e on o :---: ...... -

é‘§ TORCK-1970 ; §§ HARBORNE-1962 ' .

TABLEAU 9 3 VALEURS DES RF, CALCULEES POUR L'AGLYCONE DU PRODUIZ
' Y ET L'APIGENOL, AFPRES CHROMATOGRAPHIE SUR FPAPIER
ARCHES 302, DANS DIFFERENTS SOLVARTS.,

L d
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Ethanol & 96° + ! .

i
EAcétate de sodium 1t 240 - 271 3 341
é
{ =
(
%

( s g
( ' AGLYCONE DU PRODUIT Y ¢ APIGENOL
SOLVANT :- —— ----------1,----------:--------_--------------_ ——— -— ———
: BANDE II t+ BANDE I BANDE II : . BANDB 1
H 3 H
--------- ;- - b o -pen ------—:----------- : - v AP e L1 X T J - .- - tm o W -
Ethanol & 96° P20 | ' 337,5 , 269% —-26Bxas P 336%, 334xxs, 338esxs
o L | H 3 H
Ethanol & 967 + | 517 5.232,5%.277,5-3001 345, 395 1 302 - 278s*ss t 381%, 382%%, 382.342%%x»
Chlorure d'aluminium H ' H 3
T ] ]
D T G D = R TS e -----.----:--------------‘---------;---‘-----‘-:--—---ﬂ-------—-----z----- A GED R GNP GRD D G G SED TR WD Gmb Sy G eub
Ethanol a 96 4+ t § : ?
Acétate de sodium "277,5 : 305%=-365 : 278*-- 271 #xnr : 350% %%
------------ T e z --~---“--~------------J--—-------- , - P W S WP W any ) Wl G S b WP WD G AR Wh 2D WP : - D W b e SR P G GED I WP D GRS I D G (D UL WS G SE TED SNG @b ol SER M G
H
4§
H
H
3

[t Nt N N s N g Nt VWWVWWVVVWMWWW\IV\/

269%% s : 336% - 341annn
- g )
+ Acide boriqgue ; : :
——————————————————— :-—----—---.-------.._-_--J_-_---—..——_:-------_-—-———---——-:—--——-.-—-——-—--—--—-—————--—--
c t 3 H :
thanol & 96 ¥, 230 - 279 : 335§-408 s 27 THEER t B39T* - 404%n*%x
Ethylate de sodium 1 ) : t 3
: : H H
------ .-———*—--—-z-—-----—--———--—————--—J--—-———’-——-:————--————-———-——--—:——-—————————-——--——--——-————---
§ Inflexion : * HARBORNE-1967 ; . %% JURD-1969 ;
** SKRZYPCZAKOWA-1968 ; *%xx TORCK-1970.
\mK—//

A TABLJAU 10 1+ LONGUEURS D'ONDE, en nm, "POUR LESQUELLES L'AGLYCONE DU PRODUIT Y PRESENTE
DES MAXIMUMS D'ABSORPTICN EN LUMIERE ULTRA-VIOCLETTE, DANS DIVERS SOLVANTS.
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se §

Dans le surnageant de 1l'hydrolysat, nous avons mis en

évidence du glucose, par chromatographie sur papier.

2.5.6,2, HYDROLYSE ENZYMATIQUE

10 mg de produit Y,‘sous.l'action de l'émulsine, libéreé

5,40 mg d'aglycone et 3,6 mg dé glucose. C'est donc un glucoside.?‘
| .Les résultats des dosages des produits d'hydrolyse |

‘du produit Y (apigénol et glucose), lors de ces deux expériences,é

font apparaftre ce dérivé comme un monoglucoside d'apigénol %

@1

! GLUCOSE % } APIGENOL % 4

|

.

i
PRODUIT Y | o SR v 37,69 1 56,54 )
: : : : t
. 36 . 54
- o " - o - s W o - —-----------_-_-.—--_....—--l-:-——’- ------ e e § o - - - v,
. S s
APIGENOL + 1 Molécule de glucose : 41,66 : 62,5
APIGENOL + 2 Molécules de glucose : 60,60 : 45,45
: 3 8

2,5.7T. ANALYSE ELEMENTAIRE
Les teneurs en carbone et en hydroééne du produit Y,
recristallisé puis séché a 105° C, confirment la structure de

monoglucoside d'apigénol que nous lui avons attribuée.

l

CARBONE : HYDROGENE

--—------------------—--—------.- [T S L L P e X T Lol o o . @ " S s = e s

PRODUIT Y ' 57,43 X 4,86

i i S W N W NP
[

THEORIE CALCULEE POUR : :

APIGENOL + 1 glucose : 58,37 t 4,62
H H
t {

-

APIGENOL + 2 glucose 5,05
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Figure 15 - Spectres ultra-violets de I'aglycone du Produit Y (Apigénol)'
dans divers solvants. . '

EtOH + AICl3

-.. EtOH + AcONa

EtOH + AcONa + H3BO3
EtOH + EtONa




2.5.8., DETERMINATION DE LA POSITION DU GLUCOSE

Les modifications du spectre d'ebsorption en lumiére

ultfa-violette, sous l'influence de divers réactifs sont consie
gnés dans le tableeu 11. De leur examen (Figure 13), nous pouvons.

déduire que le produit Y posséde 3

- un hydroxyle libre en 5 : dédoublement et effet bathochro-!
me,A: 50, de la bande I, sous l'action du chlorure d'eluminium,

- un hydroxyle libre en 4' : effet bathochrome sur la bandei

,I,A- 10 et 69 » respectivement sous l'action de l'acétate et de
1'éthylate de sodium,

« un hydroxyle combin® en 7 3 la bande II ne change pas de

position, sous l'effef de l'acétate de sodium,

- la stabilité du spectre en présence d'éthylate de sodium

indique que le produit Y ne fbsséde pas & la fois deux hydroxylgﬁg

libres en 3 et 4!,

- L'acétate de sodium et 1l'acide borique ne modifient en
rien le éﬁectre du prodﬁit Y dans 1l'éthanol A& 95°§
! « Le spectre du produit dans le méthanol ne se trouve pas .
Beﬁsiblement modifié par addition & la foils de chloridre d'aluw-
minium et d'acide chlorhydriqge(Figure14)'
Ces deux dernidres observations traduisent ELEEEEEEE

flo_deux hydroxyles conjugués en position ortho sur_le evcle B,

fait non surprenant-puisque 1'apigénol est une 5-T7-4! trihydroxy

flavone.
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Le produit Y se présente donc comme le 77/5 monoglu-

coside de l'apigénol.

PRODUIT Y

$
$
SOLVANT :--_-_----,-----?-- .............
t BANDE II BANDE I
S L S
L X X X X ¥ Y X ¥ ¥ ¥ X ¥ ¥ Y ¥ ¥ T X X ¥ R K T ¥ X L _J2 J ’-----’ - v ‘ .......
Ethanol a 96° s 270 $ 340
$ e e
- G G I M TR G TS WP Y R GE W PO P S W - I MR D S B G G @R - W t ------- o am o= 1 - -
e $ 217,5 H 345
Ethanol & 96 | : 232,5 : 390
+ Chlorure d'aluminium Y 275 $
] H
SR S
-----0---'----;-------——-n-----"-"-" z "’\ W o an e e W e 0w
Ethapol a 96 : 272,5 A; %PJ 350
+ Acétate de sodium : :l“‘
—-----——----- ----------------- HE L L Tl Xk adtkesd ot enbanind F T R R
; o H H
Ethano& a 96 ‘ :
4+ Acétate de sodium 3 270 s 340
t H
+ Acife borique : :
c S H
: 256
Ethanol a 96 . ‘ 5 5 ‘ 409
+ Ethylate de sodium } 267 t
| 3
M&thanol i 267 : 334
Semsmmomsscscsooeose ittt ettty (T, ——
Méthanol + Chlorure d'algTaa . 276, 298 s 346, 382
e e e o o o e e e 2 e om e e c——— § e o o e o e o e
Mé&éthanol + Chlorure d'alumi- 3 g
nium + Acide chlorhydrique s 2176, 298 $ 342, 382
e e L e Ly R e e jevcmnen e —————

§ t Inflexion

PABLEAU 111 LONGUEURS D'ONDE, on nm, POUR LESQUELLES LE
PRODUIT Y PRESENTE DES MAXIMUMS D'ABSORPTION EN
LUMIERE ULTRA-VIOLETTE, DANS DIVERS SOLVANTS,
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2.5, 9 = DERIVE ACETYLE

2.5¢ 9 ¢1«» PREPARATION

Nous avons utilisé la technique indiguée par Madame
HAAG-1964, déja employée pour la préparation du dérivé acétyls
du lutéolol (Chapitre 1-2-2—9:—1)0 146,5 mg de produit Y ont
conduit a 217,5 mg de dérivé acétylé, (soit un rendement de

93,46 %), qui a 6té recristallisé dans 1'éthanol A 50°,

2.5.9.2- PROPRIETES

« Point de fusion instantanéd s 224-225° C,

- So0lubilités ¢t le dérivé est peu solublae dans 1l'eany

distillée & + 4° C ou 1'éthanol fort, soluble dans l'éthanol a
50°, & chaud davantage qu'a froid.

- Réactions colorées 3 les observations faites & Pro~

pos du dérivé acétyld du lutéolol (Chapitre I-2-2- 9-2) sont
vraies pour celui du produif Y.

-~ Analyse &lémentaire : les résultats de l'analyse

élémentaire sont trds proches des valeurs théoriques calculées

pour le dérivé totalement acétylé de l'apigénol =T glucose

l'hexacétate d'apigénol:
$

BU
] \':/‘ .
t TENEUR EN g POUR 100 g DE PRODUIT
: BRUT
e — e e ——— e ——— e ——— ——————————
H g
] - CARBONE t HYDROGENER
3 H
D - - - o TS A G e : mEmEEm R s e ——-— hadadashad t T GO 0 0 s o 0 > e e > = e
Produit Y acétylé : °Te 4 : 4.8
, 57,54 . , 5,07
------- - - - 0o o o > o oo 20 ] o s > W o = = o = - - - !-"'---‘--------—---_--
S 3
¥
Théorie calculée pour 57,89 . 4,67
s
3
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— Produit Y { Apigénol,7-glucose ) acétylé
_____ Flavone .

Figure 16 . Spectres ultra-violets du Produit Y(Apigénol,?—glucose)acétylé
' et de la Flavone, dans I'éthanol & S6C.




« Spectre d'absorption en lumiére ultra-violette 3

dans l'éthanol a 960, le epectre d'sbsorption en lumidre ultra-
violette du dérivé acétylé du produit ¥ présente des maximums

d'abgorption aux m&mes longueurs d'onde ¢t 304 nm et 257 nm, que

la flavone (Figure t 16) .«

CONCLUSION

Le produit Y, que nous avons isoclé de la Gaude,

JACQUIN-DUBREUIL~1967- , est de 1'apigénol-T7 glucose. Les

résultats que nous avons obtenus, comparés aux données de la

1ittérature pour le cosmosiine, apigénol-7 glucose, (Tableau 12),

iso0lée de Coemos bipennatus par NAKAOKI'en 1935, font apparaftre

1'identité de ces deux dérivés.




276 ,300 3 348,386%%#xs
2703344%% _2T70;343%%%  267;355;38T*»#%

+

Acétate de sodium

i+ Acétate de sodium
+ Acide borique

272,5 3 350

268 ;340%%% _26T;340%#nn
270;403%% ~277;388%*% 245,269,301 ; 386#%xx

270 ; 340

+ Ethylate de sodium 256,267 3 409

(e e e e e em

*% CHALLICE et Coil.-1968- } ®*%* TORCK-1970- j ###* MABRY et Coll.-1970 ;
*#x%% CHABANNES-1970-. '

H H
:+ PRODUIT Y : COSMOSIINE
H H
- R D G S D D S S S W T n D S D G D G S D S S S P D e SN =D e ‘ ---------------- z ----------------- - - D G WD G D S WP WD S G s AR 3 W e e wn
Rf = acide acétique a 15 % : 0,15 t 0,33-0,34 #%% ; (0,28 #*x%x
solvant de Partridge i 0,60 : 0,54-0,56 ##% ; 0,59 *xxxs
n-butanol-acide acétique-eau 1 3 0,59 H 0,60 #xxxs
6 e1.2. (V/V) H 3
( ------------------------------------ ’--—---- ----- '--' - e o - - S SRS GRA SD S0 @b e P G Gh o
s
SPECTRE DANS L'ULTRA-VIOLET :
( )\ maXe en nm) - :
Ethanol & 96° 270 3 340 1 2703341%% 2269;340%%% _268;335%%%x
+ Chlorure d'aluminium 275,3003345,390 : 281,301 ; 347,386%% - 277,298 ; 343,382%+s
3
b}
3
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TABLEAU 12 : TABLEAU COMPARATIF DES VALEURS OBTENUES POUR LE PRODUIT Y ET POUR LA COSMOSIINE.
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2.6. PRODUIT X4

Nous n'avqns pas réussi & isoler le produit X1 pur.
Néanmoins, aprés hydrolyse d'un mélange de produit X1 et de glu-
colutéoloside, en solution aqueuse & 3% dans l'acide sulfurique
rendant cing heures, nous avons ogractérisé, par'chromatographie,
du lutéolol, provenant du glucolutéoloside, et de l'apigénol, qui
ne peut dériver que du produit X4 .

D'autre part, l'analyse chromatographique des sucres du i
produit d'hydrolyse n'a permis de mettre en évidence que du

glucose.

Al

Le produit X1 apparait donc comme un glucoside de l'api-z
génol. La valeur de son Rf dans le solvent de PARTRIDGE (0,26)

laisse supposer qu'il s'agit d'un diglucoside.
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3, DISTRIBUTION DES FLAVONOIDES DANS ILES DIFFERENTS
ORGANES DE LA GAUDE

T.1. Préparation du matériel végétal utilisé

La Gaude a &t& récoltée A& deux époques de son dévelop-

pement ¢ au moment de la floreison (aébut Juin) et lors de sa
fructification (début Jﬁillet),dgns la population d'un méme champg
Afin»d'apprécier l'effet d'hydrolyse éventuel consécu- ]
tif & la conéervation de lé plante par dessiccation, nous avons
chaque fois répaerti la récolte en deux lote § l'un directement
séché sous abri et A& l'obscurité, l'auire soumis, dé&s la cueil-
~lette, & une "stabilisation" par l; vape;r d'eau sous presasion
(hui% minutes & 110° C), selon la technique de GORIS ethRNOULD
~1907-, avent d'8tre séché. |
L Aﬁ terme de ces opérations, les divers organes i ra-
: cinés, tiges; fleurs, fruits et axes d'inflorescence des fleurs

et des fruits des plantes constituant chaque lot ont é1¢é séparés

et traités selon le procédé d'extraction rapporté ci-aprés.

3.2, Préparation des extraits

Un gramme de chacun des organes, préalablement pulvé-
riéé, eét épuisé A 1'6bullition pendant une demi-heure par 25 ml
d'éthanol a 60°. Aprds séparation de la colature par esscrage,
‘la poudre é;t traitée & nouveau dans les m8&mes conditions 31 on
obtient ainsi deux teintures que l'on ne mélange pas, la deuxidme

servant 4 vérifier que l'épuisement de la drogue & été réalisé

totalement ou presque par le premier traitement. -~



3+3¢ Mise en &vidence des flavonoides

Chaque extréit d'organe a été soumis aux tests des
réactions colorées suivantes, plus ou moins spécifiques des

. dérivés flavoniques ¢

- coloration jaune intense de la teinture additionnée
de quelques gouftea de soude, de potasse ou 4'emmoniaque,

-~ coloration én brun rouge par addition de perchlorure
de fer. |

- réduction de la ligqueur de Fehling,

- sur un papiler filtre iﬁprégné de liqueur et séché,

formation d'un complexe jaune en présence de chlorure d'aluminiumﬁ

Afin d'apprécier comparativement la teneur en dérivés
flavoniques des différents organes, nous avons effectué sur 5 ml
de teinture la réaction dite de la cyanidine, suivant la techni-

que rapportée ci-dessus (2.1.1.2.1.).

\ ' .
\ 3e¢4e Analvyse du contenu flavonique

A chaque extrait d'organe, nous avons appliqué la chro=-

matographie descendante sur papier Arches 302 (§), & raison de

Ty

(§) Des essais comparatifs effectués avec les papiers Arches
301 et Arches 302 ont fait apparafitre une meilleure sépa-
ration des dérivés flavoniques de la Gaude avec le deuxilme.




20 /ul de teinture par tache, comparativement au m&me volume
de solution témoin & 1%o de lutéolol ou de lutéoloside. La
migration du solvant de Partridge = n-butanol-acide acétique-
eau t 4-1-5 (v/v) sur 43 cm dure de 16 & 18 heures pour des

températures variant de 18 & 24° C,

Aprée séchage & 1l'aeir, les chromatogrammes sont révé-
lés paxr la lumildre de Wood, qui fait apparattre des fluorescences§
violettes ou brunes, virant au jaune brillant aprés pulvériSation3
d'une solution de chlorurs d'aluminium & 5 % (p/v). En lumidre |
visible, la pulvérisation d'une solution &thanolique d'hydro-
xyde de potassium & 5 % (p/v) fait apparatire des taches

Jaunes.

3+5¢ Résultate

Les résultats consignés dans le tableaui13 entrafnent

. \
les remarques suivantes ¢

- Tous les organes de la Gaude renferment des dérivés
flavoniques t les fleurs sont les organes les plus riches. Les
feuilles en contiennent également un; quantité non négligeable,
quoique un peu moindre. La teneur des fruits est inférieure A
celle des feuilles, celle des tiges, relativement faible, quant

aux racines, on n'en peut extraire que des traces.




.

PLANTES EN FLEURS (debut Juin)

PLANTES EN FRUITS (début Juillet)

Gluco- Reaction|Gluco - . Reaction
luteo- | Luteo- Produit|Produit] de la |lutéo-| Lutéo- Produit {Produit| de la
loside | loside |Lutéolol Y X 1 |cyanidine|loside | loside |Lutéolol Y X 1 kyanidine
Racines séchees traces, * 0 traces ¥ * | |traces + 0 traces * +
stabilisees traces + 0. traces * * traces * 0 traces * +
Tiges sechées * + + 0 & + + + + + + o] + + + +
stabilisees + + + 0 + + + + + + + + + + +
Feuilles sechées + + | ++++ + ++4+ | F + |rrrrr| + X e + ++ 2+ tirreers
stabilisées + + ++++ + +++ + + [+t++++ | + T ++++ + ++ 2+ 2lrrras
Fleurs sechées + 4+ (+++++] + + |+ 4| t++t+trtolrrrriolr + +ol++ 40l + T o+ ++++e
stabilisées ++4+ |+ ++++ + + + + + [++rr ettt +Olrrrrtoles ¢ + @+ ++@ Teoi+++++0
Axes d'inflorescences . + @
en fleurs séchés + + + * + + + + + 4 + +o :’ + e : t++ e
stabilisés + + + * + * + + + e + +o - ¢ + e - ++ ¢
Fruits séchés + + + + t + |+ tle + ]+ + +
stabilisés + + + + + r e s H o+ 4+ + + +
Axes d’inflorescences
en fruits séchés + + + + + + + +
stabilisés + + + + + + +

I'extrémité de la grappe portait encore des fleurs; nous avons séparé cette partie de l'inflorescence.

® lors de la récolte du mois de Juillet, un certain nombre de plantes n’étaient pas compiétement en fruits:

\

=gy
&
Tableau 13- Distribution des différentS flavonoides de la Gaude,
en fonction de ses organes.
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« Quelque soit l'organe étudié, le lutéoloside consti- “
tue la majeure partie des dérivés flavoniques extraits.

Le lutéolol n'est caractérisé & l'état libre qu'en
faibles proportions § les racines et les tiges n'en renferment
pass |

Le glucolutéoloside, lea produits T et X4 représentent?
des quantités non négligeables de la masse flavonique totsla

extraite de chacun des orgenes de la Gaude, en particulier en

ce qui concerne la substance Y.

| -La dessiccation naturelle ne parait pas entrafner d'hy“;
drolyse apprécigble des hétérosideé.x les résultats obtenus pour l
ies orgenes simplement séchés et pour ceux qui ont été préala-

blement stabilisés sont seneiblemeht identiques.(§)o

4, LOCALISATION HISTOIOGIQUE DES FILAVONOIDES

La frésencé de dérivés flavoniques dans tous les orga- i
nes de iﬁ Gaude nous a incitée & tenter de préciser leur locali- {
sation histologique. Deux types de techniques peuvent &tre envi- |
sagées. Les unes consistent A& séparer mécaniquement.leg tissus
différents avent d'en faire les analyses chimiques TRONCHET-1967.|
TISSUT-1969-. Ces procédés requidrent un matériel végétal qui se |
préte, grfce A sa rigidité et & sa forme, au prélévement des
diverses fractions tissulaires, aquuelies ﬁéanmoins une faible
épaisseur du tissu adjacent se trouve toujours m8lée.

A la suite de DELAVEAU-1968- et de GUERIN, DELAVEAU
et PARiS-197]-, nous avons préféré faire appel & l'observation
microscopique en lumidre ultra-violette de coupes histologiques.
(§) Tout au moins dans les conditions duns lesquelles nous avona

opéré, quelques heures ayant pu s'écouler entre la cueillette

des plantes dans la campagne et leur"stabilisation'en
laboratoire.
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' 4.1+ Coupes anatomigues

Les premiéres coupes que nous avons réalisées au mi-
crotome & congélétion avalent pour épaisseur 30/u..Elles se sont
~avérées trop minces, les cellules apparaissant vidées de leur

contenus Nous avons choisi dfexécuter les coupes & main levée.

4.2, Coloration

La fluorescence brun violet propre aux dérivés flavo=~
niques de la Gaude en lumiére de Wood ne peut.étre décelée sur
les coupes histologiques simplement montées dans du glycérol
dilué.

Dans ces conditions, on observe seulement une flﬁores; s
cence vert cru due aux parois cellulaires c&toyént une fluores- |
'cencé rouge dﬁe A 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 dérivés flavoniques, les rendant plus faci-

lement et plus sélectivement déceladbles.

Nos premiers essais avec une solution & 5 % dens
1'é6thanol & 90° ont mis en évidence une diffusion trie rapide
des produits colorés hors des cellules, rendant l'analyse des
coupes extr@mement difficile. La grande solubilité dees flavones
dans l'alcéol explique probablemement ce fait. Nous avons donc
utilisé une solution aqueuse de chlorure d'alumin%um a5 %, dans

laquelle les coupes sont plongées un court instant, avant d'8tre
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repidement montées dans du glycérol dilué dans l'esu. Nous avons

en effet noté que la présence du glycérol rend la fluorescence

beaucoup plus brillente que l'emploi de 1l'eau seule.

4.3, Observation microscopique

Microscope Leitz équipé pour la fluorescences
Filtre d'excitation 1 B. G. 12.

Filtre d'arrét : 530.

Grossissements ¢t x 40, x 100, x 250.

4.4, Interprétations

Des coupes transversales et longitudinales ont été
réalisées dens les différents organes de le Gaude, & des moments
succescifs de son développement i avant l'epparition des fleurs,
pendent la floraison et pendent la fructification (Photos 2 & 6),

Nous avona observé que 1

4.4,1= La fluorescence jaune vif caractérig- |
tique des dérivés flavoniques se situe au niveau du contenu

celluleire.

4.4.2- Les cellules qui présentent cette

fluorescence appartiennent & des tissus bien précis

~ épidermes des tiges, des feuilles, des pétales et du

péricarpe

~ endoderme des feuilles




Photographie 2 -(x100) Photographie 3 -(x250)

Photographies 2 et 3 ¢ Mise en évidence par fluorescence des flavonoides

dans la moé€lle de tige de Gaude.
En 2 ; coupe transversale En 3 t coupe longitudinale

.

Photographie 5 -(x250)

Photographie 4 ~(x40)

Photographies 4,5 et 6 : Mise en

évidence par fluorescence de
flavonoides dans l'épiderme (4 et 5)
et 1l'endoderme (4 ot 6) de

la fouille de Gaude

Phnotographie 6 -(x100)
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- zone externe du parenchyme médullaire des tiges (§).

4+.4.3- La présence de dérivés flavoniqﬁee
dans les tissus internes que sont l'endoderme de la feuille et
le pafenchyme médullaire de la tige de Gaude, fait constaté égn=-
lement chez d'autres_plantes par GUERIN et Coll}-1971-,ne peut
Justifier le r8le d'écran sélectif qu'on leur attribue parfois.

TRONCHET=-1967-. Quel r8le jouent-ils donc ici ?

4.4.4~ La teneur en flavonoides d'un méme
organe & différentes périodes du déyeloppement de la plante ne
semble pas varier. En fait, elle est difficile A estimer avec
rrécision ¢t 1l'oeil ne mesure guadre l'intensité de la fluorescence.i

De plus un nombre non contr8lé de cellules renfermant des dérivéa 3

'flavoniquee sont détruites lors de la confection des coupes.

Néanmoins, la localisetion histochimique des dérivés
flavoniques explique la richesse relafive des feuilles et des
A
fleurs, dont les épidermes représentent une proportion imporiante

de l'ensemble des tissus.

(§) Les plages fluorescentes qui epparaissent au niveau des
parenchymes sous épidermiques dans les fecuilles semblent dues
4 une certaine diffusion A partir des cellules de l'épiderme.

L'absence de toute trace de fluorescence jaune vif sur les
coupees de racine s'explique probablement par la faible teneur
"de ces organes en dérivés flavoniques.




CHAPITRE

II

DOSAGE DES PRINCIPAUX FLAVONOIDES DE LA GAUDE.
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La chromatographie sur papler nous a permis de mettre
en évidence une tréé inégale répartition des composés flavoniques .
dans les divers organes de la Gaude (Tableau 13).

Aussi, avons_nous cherché & vérifier cette observation
en la précisant par des données quantitatives,afin de suivre 1'évoi
lution respective de chacun des flavonoides dans les divers or-
ganes de la plante i racines, tiges, feuilles et inflorescences. é.
Pour cela il &tait nécessaire de posséder une technique de dosageé
précise, suffisamment simple pour pouvoir é'appliQuer en série
éux extraifs complexes que l'on peuf facilement rréparer par
épuisement de la plante par un solvant convenablement choisi.

Nous exposerons dans ce chapitre, la mise au point de

cette technique et les résultats obienus.

1. DIVERSES METHODES DE DOSAGE D%S FLAVONOIDES COURAM~
MENT EMPLOYEES

AY

Les dérivés flavoniques sont dosés par des procédés
trés variés.

Les uns utilisent certaines propriétés physiques des
flavonoides 3 fluorescence naturelle dans des techniqueé fluo=-
rométrigues-SHOSTAKOVSKII et Coll.-1962-,absofption de la lumiére‘
& des longueurs d'onde caractéristiques dans des techniques spec-

tropho.tométriques.PORTER et Co0ll.-1947~ .




La présence de fonctions phénoliques dans la structure
des compoaés flavoniéues rermet d'autre part un certain nombre
de réactions chimiques-DELAVEAU et Coll.~-1966- qui conduisent a
la formation de dérivés colorés ge prétant 4 des mesures colo-
rimétriques. Les chélates obtenus avec des sels d'aluminiun sont
les plus fréquemment utilisés.

On a également recours aux propriétés réductrices degs
flavon01des vis-é-vis de solutionsde rhosphomolybdate et de
tungstate de sodium.TANGUY et Coll.«1969- ou de ferricyanure
ferrlque-MICHAUD et Coll.-1966~ . On mesure alors l'intensité
des colorations bleues que commuﬁiquent aux solutions ces dérivég f
sous leurs formes réduiteé. |

Tous ces procédés de dosﬁge sont largement utiligésg
Paxr les différents auteurs. I1 fgut remarquer néanmoins Que,
s;lon les conditions de leur emﬁloi, les informations qu'ils
apportent sont plus ou moins completes i sl on les applique a
des extragks végétaux simplement purifiées, qui sont, a de rares
exceptions prés.MC CLURE et C0l11.-1970-,des mélanges de flavo-
noides, on procdde seulement & une évaluation globale du conteny
flavonique du matériel €tud16-DELAVEAU-1967,PARIS et Coll.-1968,
TANGUY et Coll.-1969,TISSUT-1969, DURET et.C011.-1970, LIPFERT o+ .
Co0ll.1970« Dans le cas partiéuliei od une aglycene et un de ges
hétérosides sont les seuls composés flavoniques de 1a solutlon a
doser, on peut indiquer leurs teneurs respectives en comparant
les résultats obtenus avant et aprés hydrolyse- PISLARASU et Coll;
~1969-,

Dans tous les autres cas, l'estimation singulidre gty

ou de plusieurs flavonoides présents dans le matériel €tudié goit




8tre 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 s'agit ensuite d'appliquer auxé
différents composés isoiés l'un des procédés de doeage rappOrtés:
ci~dessus.

On peut alors choisir entre deux types de techniques :;
la premidre consiste A d'abord ééparer chagque substance isolée |
du support sur lequel elle est ed sorbée-SWIFT~-1967-, BOURZEIX at %
Coll.~1967~, MAKHSUDOVA et Coll.~1968, TYUKAVEINA-1969, LARSON
-1969, HARPER et Coll.-1969, POETHKE-1969, MULLER e{: Coll.~1970,
La deuxiéme se borne & évaluer directement sur les chromatograme f

mes la concentration de éhaque tache séparée, esans élution préa-

p
1

iable. Le procédé le plus simple est alors celui qui fait appel
& l'appréciation visuelle des taches qui se déssinent sur leg
;hfomgtogrammes-CLAIR et Coll.-1964~, PARIS et Coll.-19681;19
pius souvent oﬁ rapporte la surface mesurée pour la téChe formée
paf la s&bstance 4 doser & celles que l'on a calculées pour une
gamme étalog, établie 4 l'aide d'une solution témoin. On obtient
ainsi une premiére estimation de la concentration de la_solution
étudiée en ées différents constituants-BCNDIVENNE et Coll.-1970-,
La ﬁrécision des résultats est limit6e du fait que cette techni.
que ne tient pas compte de 1'intensité de la coloration ou de 1a
fluorescence des taches. Un procédé plus précis utilise la'pho-
todensitométrie qui a l'avantage de permettre ia mesure de 1l'ine-
tensité lumineuse réfléchie ou transmise par les taches du chro=~

matogramme.
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2, MISE AU POINT D'UNE TECINIQUE DE DOSAGE

Il nous est apparu que, quelle que soit la méthode
choisie, la mise au point d'une technique de dosage des flavo-
noides de la Gaude devait comporter deux étapes 1

- des essais sur des soiutions cornues de rroduits
purs,

- l'application de 1la technique établie aux extraits

de la plante.

2.1, DOSAGZE SPECTROPHOTOMETRIQUE DE FLAVONOIDES
SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE SUIVIE D'ELUTION

Notre intention de doser chacun des flavonoldes présentg

dans les extraits de Gaude reﬁdant nécessaire leur séparation

rréalable, nous #vons d'abord envisagé de faire appel & la chro-

matographig, suivie de l'élutioﬁ des produite Séparés; ruis du
dosege spectrophotométrique direct de chacun des €luats, 1le
résuitat étant rapporté A une courbe étalon établie & 1'aide
d'une solution de titre connu du flavonoide correspondant.

Des solutions conﬁues de chacun des flavonoldes PUurs
is80lés de la Gaude ont &té utilisées pour les essais de mise éu

point d'une telle technique de dosage.

- 24141= Préparation des solutions

L

Une solution-mére de chacun des flavonoides purs isolés
de la Gnude s 6téfaite dans 1'&thanol & 96¢ A 1g concentration de
2 M 10-3 p. 1000m1, eauf pour le glucelutéoloside, dont 1g faible

1
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solubilité dans les alcools forts n'autofise pas une concentra=
tion supérieure a M.,10-3 p.1000 ml. S

o Au moment de l'emploi, des dilutions déns 1'éthanol A
96~ ont été faites de telle sorte que leurs concentrations soient
de 0,5-1-1,5.2.3-4 et 5 M.,107° p.1000 ml.

. 2+41.2~ Mesures spectrophotométriques

Les mesures ont été faites directement sur les solu-
tions frafchement préparées, avec un spectrophotom¥tre JOBIN-YVCH
type MAROC, dans dea cuves en quartz de 1 cm d'épailsseur, aux
longueurs d'onde correspondant aux maximums d4'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 nun,
270 nm et 344 nm pour le glucolutéoloside et 269 nm et 339 nm 1
pour le produit Y. L'éthanol & 96C a servi de solvant de réfé-
rence. .

.2.1,3- Courbhes-étalons

Pour chacun des flavonoides, plusieurs mesures, faites
aux différentes longueurs d'onAe choisies, sur des dilutions
érépaféea successivement, ont permie de tracer des courbes d'étg-
lonnage : en ordonnées, nous avons portéd les densités optiques, :

en abcisses, les concentrations en flavonoides. (Figureé 17 & 20),

2.,1.4~ Dosage de solutions connues de Pla-

vonoides purs, aprés chromatographie et élution.

I1 était indispensable que les solutions de flavonoldes
ﬁurs, comme les extraits de Gaude pour lesquels elles devaient
servir de référence, soient dosées apris chromatogréﬁhie puis
élution, le résultat, rapporté & la courbe d'étalonnage, permet~

tant d'ailleurs de mesurer le pourcentage de récupération du



‘des divers flavonoides. Nous avons donc appliqué cette technique

arr8tée lorsque celui-ci avait parcouru environ 45 cm.
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flavonoide.

2.1.4:1= Chromagtographie sur papier

Séparation chromatographigue ¢t l'analyse chromatogra-
phique de l'extrait de Gaude, sur papier Arches 302 avec le |
solvant de PARTRIDGE, conduisait & des séparations satisfaisantec

aux solutions de flavonoIdes purs:sur une ligne de départ située
4 8 cm du bord d'une feuille de papier Arches 302, tous les 3 cm,
nous avons fait & l'aide d'une micropipette de précision, une
tache(g\(o,s cm) avec 25-50-75-100 (§)-150-200 ou 250 a1 de 1la
solution-madre de lutéolol, de lutéoloside ou de produit Y. La
solution-mére de glucolutéoloside étant moitié moins concentrée,
les dépBts avaient chaque fois un volume double. Un blanc était
développé conjointement gux échantillonse

La migration descendante du solvant de PARTRIDGE é&tzi+

Les chromatograﬁmee Staient séchés sous vide phophorie
que, puis les taches de flavonoides repérées en lumiére de WOOD.

-Blution § nous avong d'abord agité les frogments de
chaque tache découpébe dans de 1l'alcool éthylique ou méthyliqgue.
Le volume de solvant nécessaire & une extraction compléte des
flavonoides était tel qu'il fallait le concentrer pour que la
mesure spectrophotométrique soit possible.

Cherchant & réduire le volume de l'éluat, nous avonsg
pensé & entratner les flavonoides par un solvant approprié mi-
grant par capillarité. Des languettes, de 3 cm de large sur 10 cm
de long environ, taillées en pointe & l'une des extrémités furent|
ainsi découpées dans les chromatogrammes autour de chaque tache,
de facon & la prélever intégralement.

(§) Nous avons fait deux dép8ts de 100 ul dans un but de
vérification supplémentaire.
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Un dispoeitif décrit par la figure2! permettait de
recueillir l1'€éluat de chaque tache dans une fiole Jjaugée (§)
de telle sorte que les concentrations des éluats restent dans
les limites de bonne précision de la mesure spectrophotométrique.

enceinte étanche

S

gros papiler

filtre

languetze de -/ q solvant

papier Arches —

302 227 support .

fiole Jaugée : /
) solyant

Figure t 21 = Dispositif utilisé pour 1'élution des flavonoLdes
aprés chromatographie sur papier.

Aprés des essais avee différents solvants, nous avong
retenu l'éthanol é 96% pour 1'é&lution du lutéolol et du produity,
. 1'éthanol a 80° pour celle du lutéoloside et 1l'éthanol a 60¢
pour celle du glucolutéoloside : moins de 10 ml (20 ml dans le
‘cas des taches provenant des dépSts de 200 et 250 ml des solu-
tions de‘\concentration 2 M.10‘5'p.1000) de solvant étaient suf-

fisants pour une élution compléte. L'emplacement de la tache,
exposé aux vapeurs d'ammoniaque, restait alors blanc.

Une languette correspondant & chaque flavonoide fut
découpée entre deux taches au niveau de celles-ci et éluée commg
ces dernieéres, afin de servir de témoin.

Eégglzgié { les résultats des mesures d'absorption dan;
1l'ultra-violet, aux longueurs d'onde choisies pour chaque flagvo-
noide, avec pour témoin 1'éthanol de méme titre que celui utilise
pour l'élution, furent rapportées aux courbes-étalons.

e

(§) Lors des premiers essqis, nous faisions plonger directement
la languette de papier Arches 302 dans le solvent. La migra-
tion était extrfmement lente. Sa vitesse fut trés améliorée
grfce & la fixation, par quelques points de fil de coton
blanc, d'un triangle de gros papier filtre, a l’extrémvté
de la languette opposée & la pointe.




‘portait des substances non flavonoidiques, qui se trouvaient

- g8nantes pour le dossge des flavonoides.

.spectrophotoméfriques effectuéés sur les éluats des taches obw
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I1 epparut gque les &luats des différentes taches
de flavonolides étaient beaucoup plus opagques que la théorie ne
le laissait prévoir. Ceux des blancs absorbaient également for-

tement la lumidre ultra-violette. Il était évident que le papier

entrafnées lors de 1l'élution et qui absorbaient la lumidre ultra-
violette aux m8mes longueurs d'onde que les_flavonoides.

Eseals d'amélioration de 1la méthode t nous avons
d'abord pensé & utiliser un autre papier & chromatographie. Lesg
essais que nous avons faits avec les papiers MACHEREY et NAGTL ,
2214 F, 2261 F et 263 F n'ont pas été satisfaisants t nous
n'obtenions que deux taches aprés chromatographie de l'extrait g
de Gaude.

Nous avons alors envisagé de débarrasser le papier
Arches 302 des impuretés qu'il portait avant de 1l'utiliser.
Nous avons en premier lieu employé l'eau distillée que nous
avons laissé migrer le long d'une feuille pendant 24 leures.
L'utilisation de ce papier ne nous donna pas entidre satisfactior

Le lavage par 1l'éthanol & 96¢ fut plus efficace, mais

l'éthanol\é 80° se montra 8tre le meilleur solvant des impuretés

Conclusion : malgré les précautions opératoires défi_.

nies ci~dessus, les comparaisons répétées entre les mesures

tenues aprés chromatographie de volumes connus de'solutioné-

étalbns des flavonoides purs de la Gaude, et celles faites di-

rectement sur les dilutions correespondantes de ces mé&mes solu~

tions~étalons ne nous ont pas encouregée & poursuivre nos re-
p

cherches dans cette voie 1 1l'irrégularité de l'absorption du

blanc, aprés chromatographie et élution,était la preuve qu'un

€lément incontr8leble entachait d'erreurs nos résultats.



. 2.1 ¢4 .2= Chromatogravhie sur couche mince

Séparation chromatographique t grice a& la chromato-

graphie sur couche mince, nous.espérions & la fois mieux contr8-~
ler le support absorbant et simplifier la technique d'élution.

De nombreﬁx esséie d'analyse de solutions de composi-
tion connue en flavonoides sur différents supports, gel de silice,
polyamide acétylée, cellulose, associés & divers solvants, ont
mie en évidence la nette~sﬁpériorité de la cellulose, qQui nous g
geule permis d'obtenir des résultgts satisfaisants, comparables
d'ailleurs & ceux que donﬁait l'emploi du papier Arches 302, lesg
taches ayant de plus l'avantage d'&tre moins allongées-

le protocole opératoire suivant fut adopté?

= support : nous avons utilisé de la cellulose micro-
cristalline des établissements MERCK, dont nous avons enduit geg
pleques de verre de 20 cm de c8té, sur une épaisseur de 40/u (§)
a4 l'aide d'un étaleur, : -

\

- 3épdt des échantillons 1t des dépSts ponctuels de
quantités connues des flavonoides isolés de la Gaude ont 6té
faits tous les 2 cm, sur une ligne située & 2 cm du bord de 1a
plaque, & l'aide de micropipettes de précision. Le dernier empla-
cement fut réservé au prélévement de la cellulose pour le blanc.

: -~ polvant et développement ¢ nous avons utilisé 1g
phase butanolique du solvant t n-butanol-méthyléthylcétone-eau :
5-3~3 (v/v), dont la migration est plus rapide que celle du

solvant de Partridge : 16,2 cm en 5 h contre 15,6 cm en 8 h 30,

(§) Cette épaisseur était indispensable pour déposer une quantité
de flavonoides suffisante pour pouvoir effectuer un dosage
par spectrophotométrie aprés élution.
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Le développement se fait & 20° C en migration ascen-
dante. La saturation de la cuve demande approximativement une
heure. :

On laisse sécher les plaques & température ambiante,
a2 l'air libre, mais & l'abri des vapeurs alcalines.

Les Rf des flavonoides de la Gaude, mis en évidence
par la lumidre de WOOD, sont les esuivants : lutéolol = 0,86,
lutéoloside = O, 35, glucolutéoloside = 0,22, produit Y = O 44.
produit ¥1 = O, 26

-élution : chaque tache, éclairée en lumiére de WOOD,
fut délimitée A l'aide d'une aiguille fine. La cellulose correse
pondant & cette zone fut aspirée, 4 1l'aide du dispositif repré-
senté par la figure 22, dans un petit tube garni & l'une de ses
extrémités effilée d'un tampon de coton de verre. Ce petit tubve
avait l'aevantage de pouvoir servir de colonne pour effectuer
1'élution. ‘

vide

manchon de
caoutchouc

tampon de coton
de verre

tube de verre
(¢ = 095 cm)

dont l'ex= ' .!

trémité est tache de flavo-
coupée en . A noide
biseau cellulose

et rodée © A : =

n

plagque de verre

Figure 3§ 22 = Schéma de l'appareil permettant le prélévement
de la cellulose & partir des couches minces.

- résultats t: lors d'un premier essai, nous avons sim-
plement fait migrer le solvant le long d'une plaque qui n'avait
. regu aucun dép8t. Apreés séchage & l'air, la cellulose fut prélevée
sur des zones correspondant au Rf de chacun des flavonoides, puis
éluée avec 1l'éthanol & 80C ou a 50¢ gelon les cas. La mesure
spectrophotométrique des différents éluats mit en évidence une
absorption anormalement élevée de ces blancs. La cellulose: utili-
sée était donc, comme le papier Arches 302, m8&lée d'impuretés
entrafinées au cours de 1l'élution.
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: Nous avons lavé la cellulose avec de 1l'éthanol & 80°
avent de 1l'étaler sur les plaquees s« Un nouvel essai,similaire au
premier, montra que l'absorption par les éluats était devenue
boaucoup plus faible, mais qu'elle restait trés variable selon
la zone de prélévement. (Tableau 14).

' Nous avons donc pris soin d'homogénéiser trés intime-
ment (§) la bouillie cellulosique (15 g de cellulose mierocris=-
talline dans 90 ml d'eau distillée) avant de 1'étaler sur les
plaques de verre. Ce troisi2me essal conduisit alors & des résul
tats assez homogénes. (Tableau 14).

- conclusion ¢t la répétition de mesures sur des volu-

mes identiques _des mémes solutions-étalons'deAflavonoides purs,
faites directement et aprés chromatographie suivie d'élution,
nous a montré que la précision et la reproductibilité des résul-
taté'étaient nettement améli§rées par rapport & celles que per~
mettait la chromatographie sur papier.

Cette méthode de dosage présentait, néanmoins, divers

inconvénients

' - pour une mé&me solution, les résuitats différaient
légérement éeion 1allongueur d'onde a laqdelle &tait faite la
mesure.spectrophotométrique $ par e#emple, la concentration d'une
_solution de lutéoloside était de 1,35 M.107° p.1000 & 256 nm,

5

1,47 M.10™° p.1000 & 267 nm et de 1,32 M.10™2 p.1000 & 353 nm.

= la technique était longue et réclamait‘beaucoup de
minutie; eon epplication au dosage des flavonoides dans les
divers orga£es de la Gaude, A& dés stades successifas de son déve-
loppement, aurait obligé & répéter de nombreuses fois tout_une
série d'opérations pour le dosage d'un seul flavonoide.

= enfin au cours des premidres mesures que nous avons

réalisées sur les extraits végétaux, nous avons remarqué une

(§) Nous avons utilisé & ces fins un homogénéiseur BIOREX,
type H 4510 -
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e e e e ———— o e e e —————— )
: . $ t s : t :
$ Blanc n°13 Blanc n°2:Blanc n°3: Blanc n®1s Blanc n°2: Blanc n°3§
$ : $ t : :
e ——————— femmmmm e —l————————— o ———— {ommmm R
t ! ] : H ! ' ‘
t - 90 ' 65 t 155 H 54 t 62 $ 57 o
: 86 : 63 .: 154 : 54 : 62 : 57
t 86 3 63 1 152 1 53 s 60 t 56
$ H B | H H H
; 84 : 62 P 52 ) 60 : 56
3 81 t 60 $ 147 t 51 t 58 t 55 .
;78,59 7 1w . a8 ' 58 1 55
3 75 H 57 H 139 50 s 58 : 55
H ' H . H H !
;. 73 . 56 . 134 48 - 56 . 54
t 72 g 55 t 130 .3 49 1 56 t 53
: 69 : 53 : 127 : 48 i 54 : 54 )
: 68 $ 53 t 126 : 48 t 54 ! 53 )
! 68 : 53 Po124 L4 ' 54 ) 52 g
: 65 t 51 s 120 t 48 t 53 : . 52 )
: 65 ; 51 : 118 : 48 : 53 : 52 )
t 65 ; 50 : 116 48 s 53 3 52 §
t $ t H t $
;63,46 L o106 Loas P ost 51
: 63 s 46 : 105 46 $ 51 t 50 g
] H H ] H :
. 55 . 41 .y 90 . 40 ) 44 ‘ 44 )
I 51 3 39 $ 85 $ 38 s 42 : 43 ;
t s : t ! t
: 1 ‘ 27 . 65 . 25 . 28 . 27
s 24 : 23 ! 65 : 22 s 27 t 23 ) |
¢ H s $ H : )
) 24 ' 23 : 65 . 23 . 27 . 23
24 ¢ 23 ¢ 65 ¢ 22 3 27T 1 24 3
s t $ : 1 ! )
. 23 . 23 . 65 X 22 . 26 . 23 )
t 23 t 23 $ 65 3 22 s 26 t 22 :
: 23 : 23 : 64 : 21 ¢ 26 ’: 22 {
: 22 : 21 : 63 : 21 : 25 : 22 )
: 3 s ! 3 : )
H H H H $ H ) '

Tableau i 14 = Absorption due & 1la celiulose, lavée & 1'éthanol a 80c,
eprés migration du solvant et &lution par 1'&thanol a
80¢ = influence du procédé de préparation.
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évolution trds sensible des solutions ételons dees flavonolides
purs, qui étaient, il ne faut pas l'oublier, de faibles con-
centrations. Ce fait était un grave handicap pour la méthode,
€étant donnée la rareté des produits purs, qui n'avalent pu étre
is0lés de la Gaude qu'avec de grandes difficultés. |

A A la recherche d'gne méthode plus facile & appliquef
aux nombreux éitraits de la Gaude que nous nous proposions de
doser, noﬁs avons envisagé d'évaluer les flavonoides séparés
directement sur les chromatogrammes, grfce & l'utilisation de

la photodensitométrié.

Plusieurs auteurs ~ MICHAUD-1966+; DELAVEAU-1967~,

. LEIBA=1967~, MICHAUD et Coll.~1968+0ont utilisé cette technique

aprés avoir pulvérisé sur les chromatogrammes un.

révélateur chimique tgl'lgﬂghlorurg d'aluminium ou le ferxricya-
nure ferrique. On doit cependanﬁ'hoter qu'il est trds difrfisile
déns_cea\conditions d'obtenir des colofatidne uniformes dans |
1'épaisseur dq la ‘couche abeorbante;

Afin a'éviter cet inconvénient, noué avons choisi de
mettre au point une méthode pﬁotodensitométrique basée sur la
seule révélation par l'éclairage, en lumidre de WOOD, des chro-
matogrammes réalisés sur couche mince de cellulose.- JACQUIN;

DUBREUIL-1972,

2.2, DOSAGE DENSITCMETRIQUE DIRECT PAR REFLE-
XION DES FLAVONOIDES SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE
MINCE g

2.2.1- Essnis _sur des solutions de flavonoides

urs

Les concentrations des solutions éthanoliques des

flavonoides purs extraits de la Gaude, dont nous nous gsommes
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servi. au cours de ce dosage, sont rapportées dans le tableau 15 -

3 $ )
t Concéntration : Concentration )
Flavonoide | t )
$ molaire t en g« par litre )
: ' )
--------------- --‘------~~----------:-----—----—------;
X -3 F 0,343
Lutéolol s 1,2 x 10 s ! ;
] H
Lutéoloside ¢ 1,5 x 1070 0,672 g
: $ ' ‘
Glucolutéoloeide 0,7 x 107 t 0,427 ;
s s :
aroduit Y : 1,4 x 1072 t 0,605
pigénol 7-glucos@ $
H 3 U
. g . JU[LE

Tableau 1 15 = Concentration des solutions-étalons

2.2,1.1=« Séparation chromatograrhique

2.2,141.1= Choix de la méthode

\L'analyse de solutions de flavonoides par chromatogre
rhie 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 des taches isolées mais trés allongées, ne se pré@tant
pas & une lecture facile au photodensimétre. Par contre, la .
chromatbgraphie sur couche mince permet généf&lemént d'Obsérver
des taches plus ramassées et aux contours bien définis, répon-
d;nt mieux aux conditions de lecture‘par 1l'appareil.

De nombreux essais, associant divers types de couches
minces ét de solvants de développement, nous avaient permis lora
de l'essai précédent (chapitreII-2-154-2 ) de sélectionner;
d'une part la cellulose, d'autre part le mélange original que

constitue la phase butanolique du mélange suivant i
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n-butanol, méthyléthylcétone, eau distillée : 5-3-3 (v/v).

2.2.,1.,1.2- Choix des plagues

L'ufilieation de plaques préparées au laboratoire a
attiré notre attentionAsuf 1'importance de l'homogénéité et deo
la régulqrité de l'épaisseur de la couche de cellulose, ce qui
nous a amenée évemplo&er des plaques "pré&tes & l'emploi" com-
mercialisées (§), de 20 cm x 20 cm, d'une &paisseur de 0,25 mp.

Ayent constaté des variations au co?rs de mesurés

densitométriques effectudes & blanc en divers points d'une

m8me plaque ou sur des plaqﬁes éifférentes, nous avons Pu les
imputer & la présence 4'impuretés solubles dans l'alcool. Clegt
pourquoi nous prenone la précaution de procéder, avant de len
utiliser, & un lavage des couches minces par migration ascen-
‘.dante d'éthanoi a 96%, qui a pour éffet d'entrafner les impu-
retés aveo le front du solvant dans ﬁne'région de la.plaque Que
nous maintiendrones ultérieurement en dehors de la surface de

dé#eloppement de la chromatographie des flavonoides.

2,2,1.1.3~ Dép8t des échantillons sur legs
blagues '
Des études systématiques 6nt montré que la plus grande
‘attention doit &tre prétée & cette opération, en raison de son

incidence sur la précision et la reproductibilité de la méthode.

(§) Nous avons utilisé des "plaques finies de Cellulose pour

C.C.M.", sans indicateur fluorescent,des Etabliscements
MERCK.




ainsi comparable d'une tache & l'autre.

- 8ité optique de la lumiére réfléchie par la plaque, & ltaide

Les meilleurs résultats sont'obtenus en prbcédant de
ia facdn sﬁivante t on dépose des volumes constants (S/ul) des
différentes solutions & doser, & l'aide d'une micropipette on-
librée, afin d'obtenir des dépbts de surface réduilte et régu-

lidre. La diffusion du flavonoide au cours de la migration est

Nous verrons plus loin que l'emploi de la mémg micro-
pipette pour tous les déﬁets de m&me volume ajoute & la préci-
sion de la méthode.

Les dépSts sont répartis sﬁr une ligne située & 2 cm
du bord de la plaque correspondant & la ligne de départ de

1'éthanol de prélavage.

2.2.1.1.,4= Développement et révélation

\

Nous avons procédé, comme dans ia technique de dosage
eprés &lution des taches séparées par chromatographie sur couche |
mince (chapitre: II =2-1-1-4-2 ). Les taches formées par les

différents flavoﬁoides séparés sont mises en évidence par simple

ekpbsition 4 un faisceau de lumiére de WOOD.

2,2.1.2- Analyse densitométrique

La plaque est entrafnée sous un faisceau de lumidre
’ ld
de WOOD de longueur d'onde proche de celle qui correspond a

l'absorption maximale des eubstances & doser. On mesure la den-

d'un densitométre .a double faisceau qui permet l'enregistrement




, automatique des couryes traduisant la variation de l'absorption
lumineuse au niveau des taches (§). Un "blanc" développé con-
3ointement aux échantillons & doser permet le réglage du z&xro
de l'appareil (ligne de base).

L'appareil peut intégrer automatiquement la surface'de.
cheque pic en unités arbitraires, mais il est trds difficile de
faire coincider le zéro de ltintégrateur et la ligne de basge dés
pics, comme 1'a d'ailleurs déja observé HEATHCOTE et Coll.-1969-

| A la mesure dé la surface des picse, entachée d'erreurs
dues & la séparation imparfaite des flavonoides sur les chroma-
togrammes; nous.préférons'la mesure de la hauteur maximale deg
pics.:

Les meilleures conditions d'utilisation de 1l'appareil

Que nous avons déterminées sont les suivantes 1t

- Source lumineuse § lampe & hydrogéne
\ - filtre correspondant & une lumidre de longueur d'ondo‘
égale & 3 400 A
| - Fente de lecture 3+ 1 mm x 0,5 mm

- Sensibilité 1 came C.

(§) Nous avons utilisé un appareil Chromoscan, distribué
var les Etablissements JOYCE-LOEBL France.




2,2,1.3- Définition des meilleures condi-

tions de dosage et appréciation de la valeur de la méthonde

Afin de définir les'meilleures conditions Opératoires,-
il était important d'essayer de mesurer les erreurs imputadbles
aux diverses manipulations nécessaires au dosage.

.Le caloul de la reproductibilité des mesures a rermis
d'apprécier la valeur de lé méthéde proposée, dans les divers

"ocas étudiés.

2,2,1.3.1= Influence des micropipettes

utilisées pour le dépct”des flavonoides

‘Lors d'une premidre série d'essais, deux plaques ont
été préparées 1 sur l'une, trois volumes identiques d'unc m8me
dilution de lutéoloside ont été déposés en utilisant chaque foig
une nouvelle micropipette (tableau 16 ) 3 sur l'autre, la méme
micropipette a servi & réaliser les dépbts (tableau 17).

\

La mesure de la lumidre réfléchie par chague tache g
été répétée quatre fois.

Les coefficients de variation, calculés sur les hau-
teurs des pice enregistrés, traduisent dans les deux essais
réglisés une bonné reproductibilité de la mesure de chaque
tache. |

Le tableau 16 montre une plus grande dispersion des -
résultats que le tabieau 17 (coefficient de variation 3 ¥ 8,3 %
contre : 2,25 %), ce qui nous a conduitea utiliser'hltériguremént

la m&me micropipette pour tous les dép8ts.




. )
DépSts de 1,008 /ug de lutéoloside, effectués avec des )
micropipettes différentes. ;
——————————————————————————————————————————————————————————————— - o —b—-——-—--————-——---—--—-)
H H H : : Moyenne :Coefficientdeg
o ° b4 y -
Dép&t n : 1 : 2 : 3 ; TOTAL :arithmétiqué Bcart-Type :variation %
1 H .
g-—-- —— - ——lmee—————— e ———— e ————— e ——— e ———— $ o= e o e e e e e —fm—————— —————— ;
: 3 R 3 s K R )
é Hauteurs en mm des 3 50 @ 55 3 51 1 156 : K 3 %
t H H H : : :
( pics enregistrés au, 49 s 55 . 52 ;- 156 . 52,75 : o+ 4,38 . + 8,3 )
( cours de lectures 3 53 3 56 52 3 161 t ¢ H )
4 3 : 3 : 3 : t : ;
répétées . 53 . 54 . 53 . 160 . . .
------------------ e Tt e e T R et Dl - PRI |
( Total , 205 | .220 i 208 [ 633 | .
é ----------------- ~--2-—9—-;---: -------- e ————— e ———— e —————— -t 1 e e e e e e e e ;
Moyenne f 3 s 3 g
2 arithmétique . ; 51,21 55 3 52 = A
(cmmmmm e R TR, P —— : )
% Ecart-Type : ¥ 2,05 : ¥ 0,8 : ¥ Q,8 : i
e mr e — e ————————— e fmm— o ————— :
g : : : : :
Coefficient de : + s+ T+ ]
g variation % : 4 : — 1,45 .~ 1.45 -
. ® » - 3 @

Tableawn : 16 = Influence de l'emploi de micropipettes différentes sur la reproductibilité des

\ mesurese.
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2,2,1.3.2, Influence de la guantité de

flavono¥de dépoééé

Deux plaques ont été préparées

- sur l'une, des quantités croissantes de lutéoloside
échelonnées de 0,168 & 1,680 /U8 (tableau 18 %

- sur l'autre, des quantités croissantes de gluco-
lutéoloside, échelonnées de 0,106 a 1,067 /ug (tableau 19 ont
été déposées. : i

Les résultates réunis dans lestableaux 18et 19, tra-
duisent une reproductibilité des mesures du méme ordre que célle
obtenue lors des easais précéden&s, quelle qﬁe soit la concen-
tration dé la tache, entfé 0,168 et 1,680 Jug pour le lutéolo-

"side ) et entre 0,20 et 1,00 /U8 pour le glucolutéoloside.

2¢2:¢1¢3¢3= Influence du support
\ ' :

A partir de chacune dés solutione éthanoliques des
flavonoides de la Gaude dont nous disposions, nous avons pré-
raré, & plusieurs reprisee, des gammes de dix dilutions conve-
nablement choisies, chacuné donnant lieu & une séric de dépdts
de § /ul chacun sur une plaque pouxr chromatographie.

Les résultats de lecture de ces chromatogrammes éont

rapportés dans les tableaux 20 a 23.



{_

( : $ : :
(Dépsts de lutéo-10,16810,33610,5041
loside, en /ug s $ H t
LS, S fom——— {m———— o t-
Hauteurs en mm : 8 : 20 :26 :
des pice enre- 8 ¢ 20 326 :
g€istrés au cours: 8 : 19 :27 :
de lectures : 8 1 21,5128 :
répétées s : s $
s ] H H
e e re—— jm——— {m———— 1=
Moyenne ! 8 ! 20,1%26,75°
t 3 i
arithmétique ! :
: t $ : :
R ——————— {me——— {m———— jm————t-
Ecart-Type \ to 2 i20,9 :i
--------- adat T R e e
Coefficient de ' 1 o ¥ Fiy o
Veriation % : -0 1T > 1‘3'3 8=
$ ! t

: : 3 t : 3
0,672:0,84031,008:1,176:1,344:1,512:1,680
: t t $ t t
rvmme - ————— fmmmm— T R, oo
43 :46 : 56 : 60 : 69 :70 : 70
43 146 t 54 1 60 s 65 170 t 70
5 3 s s 3 t 2
4 (46 L 53 [ 61 68 T , 70
41 t45 1 53 1 61 3 66 72 t 73
s t t : $ :
$ s $ t $ $
----- jmmmmmlmcceeleren e e e —— . f————
42,25'45,75! 54 60,5] 67 170,75} 70,75
: $ s ] $ t
———— jmm——— e R e R e e
t+ 1+ 1+ 1+ 1+ L+
O.9 t"'ops "' 1'4:- 0’5‘- 1’82-0'9 “" 1’5
e pe——— fommm—— - - tmmm—— o
3 H H ] H ]
231 gti ;t 2'5;: 0,88t 2,63:1,2 3: 2,1
S | : 3 t ¢ t
$ s : : $ 3

Tableau 3 18= Effet sur le dosage de la quantité de lutéoloside déposée.

@)
Liug

E ' :
Dépsts de gluco H

. we

0,961 06%7

: . 5.8

lutéoloside ;0,107 ‘0,213 :o 3200, 427 10,534 ‘0,640.0,747,0,854, . )
en g s : : t : x 3 : ! 3
---------‘_‘.’—‘---: _____ e ——- V. PR . [T T e - fpow = - {m—m—- T HE T,
Hauteurs Qn'mﬁ : 6 : \0 : 14 : 18 : 20 :29 : 28 :32 ; >4 : 42
des pics enre-~ 1t 5 t 10 t 15 ¢ 18 1 22 128 : 29 132 : 34 ¢ 4 g
8istrés au cours: 3 : 9 : 14 : 18 : 22.5:28 : 29 :31 : 32 f 42 g
de lectures - t 5 ¢ 8 15 1 18 ¢ 23 128 ¢ 30 132 1 32 1 4
répétéen ! s ' : s 3 s ! s s

: : : : t t ! ¢ $ t
________________ g___-_’----__3-___-:_-_-_g--——nz--—-~3----'3“‘-‘3‘-‘“-2-—-———
Mo $ ! : s : : ! ! : !
axthmétique ! 40751 9,251 14,51 18 : 21,8:28,25:1 29 131,751 33 & 41,5 )

H ] H H H H H H H ]
T e o = S o - o - [P - tomme— - former e HE L Rl - t el H D e

s+ t+ + s + s+ s+ i it PR
Ecart-Type 3-1,2 .= 0,9 :- 0,5,-- 0 " 1:32’006 s~ 0’8:'0'5 ' 1’1: 9,5 )
T e e o o = HE Y :-----‘ ----- : ----- tmmem - o —— m——— trm—ew HE TR P -)

. + 4 : :
Coefficient de ‘f25 !X 9,7 %2 3,4} Lo 2 5,9'22,1 :- 2,7°21,5 L 3,3t 4 5 )
Veriation % : X : : : : : : s )

s $ t 3 : : 3 t t t 2

$ H H 3 $ 4 H $ ? : )]

Tableau :‘19= Effet sur le dosage de la quantité de glucolutéoloside

déposée.
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H
DépBts de glu- 1

en /ug ]

Bt UL T P 3

H
Hauteurs en mm

trés au cours de

Plague N° 11

Plague N© 2.

Moyenne
arithmétique

cOeff101ent de !

LZif?ation % .

S0 SO 00 PO S0 40 00 ¢ 04 GH S8 00 OB GO 0w

des pics enregis-

lectures répétée%

b U p U WUt Oh

$1=5,8 :-3 9 1-4,1

\

3‘22.5 ‘-6 1
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t
$
:
¢
10 1 14
s
t
$
3
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10 15
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10 16
8,5: 14
9 115
9,5 13
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18

20
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22,5
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21
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" 0 GO 06 G0 TE SO SO 90 65 95 SO 4O GO SO 90 S0 OO

28
28

29

28

29
27
28
29

28 32

32
29 31
30 32
29 31 s
28,5: 31,5:
29,5: 32 3
29 & 22,5

t
3
3
3
t
3
1
$
t 29
$
$
t
$
t
t
:
!
3

e

21,8:28,253 29

¢

A

S SP °v 90 00 0 0 2P SO OV OO
06 00 0 54 S0 05 S0 00 04 S W

colutéoloside, 10,107 10,21330,320:0,42710,534:0,640:0,747:0,85410,961:1,067

S emeeEr e ElEnEm et em -

1=1,7 t= 2 T1= 1 1=2,

3 ?

Tableau t 21 = Influences conjuguées de la concentration des dép8ts et de 1la
plaque utilisée sur le dosage du glucolutéoloside.

sbé 8ts de lutéo-z

l en

.7\

+ 0,171: 0,2571 0,353 o,429: 0,5151 0.601= 0,686: 0,772: 0,858)

5 -------------- . L S S ' ' __ S b P g
(Hauteurs en mm | LI ! H $ H $ s $
des pics enregisi ! s ¢ 1 ! 3 $ :
trés au gours de' ! s t H H : $ t
lectures répétéeé s $ 1 1 H H t :
! t 3 t t 3 1 : : )
Plague N° 1t 15 122 328 ¢34 143 355 5 170 180
15 123 129 332 44 152 154 169 1 8 g
t 13 324 3 32 $ 33 143 149 1 56 ¢ 13 : 82 )
{14 g 23 1 31 s 32 3 43 t 51 s 57 8 73 1 81,5 )
¢ ! : : t t : : s )
Plaque N° 2: 16 3 22 : 31 t 32,5 ¢+ 45 352  : 56 ¢ Ti : 78 )
t 15 t 25 $ 29 s 33 s 42 : 50 1 55 N : 78 )
s 13 1 25,5 3 30,5 ¢ 34 1 43 1 51 t 54 t 7C : 77,5 )
t 15 : 23,5 1+ 30 t 33 : 43,5 3 54 t 57 ¢ 69 t 77 )
............... SRS SRS S S SIS SN SN SN )
Yoyenn ! t ! 3 : : : : g
ar{tggztique t 14,5 3 23,5 1 30 t 32,9 1 43,3 ¢ 51,5 2 55,6 ¢+ T t 79;:3 %
--------------- SN SRS T DVNUIVITE SRR SN SN AN | \
E $ $ : : RN ', N : - T §
Cart-Type 1 1,14:% 1,64:% 1,75:% 0,601 0,78:2 2,57:2 1,40:% 3,144 3,91)
.............. SIS SRS SRNNIUIUIE NS ST DU SV | . )
Con H H ] 4 g 'y $ g fTmm
varingioe™ 80 X7 26,9 25,8 101,811,825 12,5 125,618 4,0\
$ H H H ¢ t t ’ : )

T&bleau'3221= Influences conjuguées da la concentration des déps&ts et de la
plaque utilisée sur le dosage du lutéolol.
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Les coefficients de variation sont ici parfois supé-

rieurs & ceux calculés lors des précédents essais ; 1ils repré-
sentent la somme des erreurs qui peuvent &tre introduites par
- les diverses opérations du dosage t préparation des dilutions A
vrartir d'une solution madre de concentration connue, dépcts, mi-"
gration, lecture, ainsi quéles‘varlations inhérentes 4 la couche
mince d'une plaque A l'autre. Néanmoins, la précision des régyule
ta#s obtenus paf la méthode reste satisfaigante.

On peut noter que la'limite de détection de l'appareil
n;autorise ras les mesures pour des déPGﬁS inférieurs a 0,171/ug

de lutéolol et 0,20/ug de glucolutéoloside.

2.2.1.4~ Etablissement des courbes d'étplon~

A 1'aide des résultats consignés dans les tablegux pré-;
cédeﬁts, q%atre courbes a'étalohnage ont pu &tre tracées en porw
tant en absciqses les hauteurs des pics enregisfrés et en ordon-
nées les.quantités de flavonoides dépoéées, exprimées soit en
poids (figure 23), soit en concentrations molaires (figure 24 ).
On peut assimiler chacune des courbes & une succession de segment
de droites dont on a calculé 1'équation par la méthode des moine
dres carrés.

On obtient les relations suivantes entre la hauteur ay
ric d'absorption enregistré, mesurée en mm, et la tensur en

flavone exprimée en /ug: ”
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Figure23.Courbes d’étalonnage des principaux

flavonoides de la Gaude exprimés en pig. .
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Figure24 .Courbes d'étalonnage des principaux

flavonoides de la Gaude exprimés en Moles-10'9. :
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Lutéolgeide : pour h,<'45,7 mm ¢ = h x 0,01756 + 0,01863
pour h' >45,7 mm ¢ = h x 0,02692 « 0,4122

| Glucolutéoloside: pour hm< 29 mm ¢ = h x 0,02496 -~ 0,02074
Lutéolol ¢t pour h 6;55 mm ¢ = h x 0,0120 - 0,0009

Px;oduit Yi ! pour h< 55 mm ¢ = h x 0,02187 « O,Q1189

(Apigénol.7 glucose)

Le tracé des courbés dfétalonnage appelle les remar-
ques suivantes 3}

-~ la sensibilité optimale dé la mesure correspond a
des dép8ts de flaQonoIdes'allant.de 0,20 §‘0.70/ug4 Dans cetta
gone, les courbes d'étalonnage reuvent en effet &tre confondues

. aveo des droites passant par l'origine des coordonnées.

La.courbe a'étalbnnage du lutéoloside, par contre,
.peut &tre assimilée & deux portions de droite.
o ~ 81 1l'on exprime les quantités de flavonofdes déposée;
' eﬁ ﬁoles, les courbes d'étalonnage du lutéolol et de ses deux
hétérosides.sont confondues en une seule droite passant par
l'origine des coordpﬁnéea, pour des dép8ts de quantités infé-

-9

rieures a4 1,5 x 10 M.

Une droite différente, par contre, se dessine pour 1le
produit Y (Apigénol -7 glucose). )

Cette constatation expérimentale doit &tre rapprochée
du fait qu'une génine différente caractérise les deux groupes
de dérivéas étudiés, génine qui est & 1l'origine du phégoméne

ld

d'absorption.
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Le dosage par spectrophotométrie directe des solutions
étalons (chapitre II-2-1-1-3,) a d'ailleurs conduit aux mémes
.conclusions. | .

Cette coincidence des courbes d'étalonnage des dérivés
d'une meme génine exprimés en moles permet d'envisager le dos@ge
de substancgs idéntifiées, mais non isolées, & l'aide de la

courbe d'étalonnage de la "série" correspondante.

2:.2,2- Apbliéation de la technique mise au‘point

au dosage des flavono¥des dans la Gaude

Le dosage des flavonoldes dans la Gaude, tel que nousg

le proposons, comporte trois temps :

2;2.2.1- Préparation des extraits a partir

des divers organes de la plante,

2.2,2,2-~ Séparation des pigments flavonigues

rar chromatogrephie sur couche mince,

2.2.2;3; Analyse densitométrique des taches
dues & chacun des flavonoIdes et détermination quantitative 3

~l'aide des courbes d'étalonnage.

2.2.2.1~ Préparation des extraits

Nous avons choisi d'épuiser les organes secs rar
1'éthanol & 90¢ bouillant dans lequel tous les flavonoides gon+
golubles de fagon satisfaiesante.

Les divers organes de 1lag Plante, séchés a l(éir libre,

sont réduits en poudres groseidres ; celles-ci additionnées qde
4 & 5 fois leur poids d'é&thanol a 90°¢ sont chauffées Jusqu'a
ébullition du solvant que l'on maintient pendant une heure
environ, temps au bout duquel on filtre le liquide chaud, Lga

. poudre est alors traitée & nouveau de la m8me fagon avec une
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nouvelle quantité d'éthanocl et ce & plusieurs reprises, jusqu'a
extraction compldte des pigments flavoniques t l'addition de
quelques gouttes d'ammoniaque & quelques millilitres de la
dernidre colature ne dolt &tre suivie d'aucune coloration.

Les différentes solutions alcooliques obtenues &
partir d'un organe. donné sont réunies et amenées & un volume
connu en relation avec le poids de poudre s&che traitée.

2.2,2.,2- Séparation chromatographigue

Dans un premier temps, on évalue approximativement 1a
teneur en chacun des flavonoides dees extraits & doser en com=-
parent & 1l'oeil nu les taches qu'ils donnent par chromatographie
ascendante sur papier (Arches 302, Solvant de Partridge), avec
celles obtenues dans les m&mes conditidns 4 partir de solutions
témoins de concentrations connues.

On calcule ensuite, si nécessaire, la dilution qu'il
faut faire subir & l'extrait pour pouvoir effectuer le dosage
dans la zone de sensibilité optimale de chacun des flavonoidesg.
Les concentrations respectives du lutéolol et de see deux hété-
rosides dans un m&me extrait sont le plus souvent trop différen-
tes pour que la m8me dilution permette un dosage correct de
chacun d'eux. On prépare donec trois dilutions appropriées, dont
on dépose panctuellement 5/ c8te & c8te, sur une méme plaque
de cellulose, du type dont nous avons précédemment justifié le
choix, préalablement lavée 3 1l'éthanol.

Le développement est conduit dans les conditions pré-
cisées aentérieurement.

2,2,2,3~ Dosnne proprement dit

La plaque, développée et séchée & 1l'air libre A l'abri
des vapeurs alcalines,sur laquelle apparaissent cinq taches
correspondant au lutéolol, au lutéoloside, au glucolutéclosigde,
au produit Y et au produit Xy, est alors goumise & la lacture
rar le photodensitométre dans les conditions cptimaleq,que nous
avonsg indiquées plus haut.

On reléve, pour chaque flavonoide, la hauteur du pie
obtenu avec la dilution qui lui correspond. Cette valeur reportée
~sur les courbes d'étalonnage permet de connaltre la concentration
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en poids ou en moles du flavonoide dans la dilution en question.
Il suffit alors de ramener par le calcul & l'extrait, puis au
poids d'organe sec ayant servi & préparer celui-ci.

Dans le cas du produit X4 (Apigénol-glucose-glucose),
flavonoide dont nous n'avons pas réuesi 34 isoler une quantité
suffisante, pour la préparation d'une solution témoin, nous avons:
utilisé la propriété de coincidence des courbes d'étalonnage des
dérivés d'une m8me aglycone lorsque les concentrations sont ex-
primées en moles s nous avons rapporté les valeurs obtenues pour
ce flavonoide sur la courbe établie pour le produit Y (Apigénol-
7 glucose). .

2.2,2,4- Apprécistion de la valeur du dosare

Pour mettre en évidence les qualités dﬁ dosage. nousg
 avons effectué les calculs d'erreurs se rapportant & deux extrait:
.obtenus, l'un & partir de.fécines, organés de la Gaude les moing |
riches en flavonoides, l'autre & partir d'inflorescences encore
en fleursvorgénes les plus riches.én flavonoides. A ces fing,
nous avons procédé & trois reprises différentes au dosage de cesgs
extraits dans les conditions décrites ci-dessous. Les résuliats
sont réunis dans ie tableau 24 . Il epparait que la technique de
dosage que ;Lus avons mise au point peut &tre appliquée & des

extraits d'organes de Gaude, quelle que soit leur teneur en

flavonoides.

2.3, CONCLUSION

Réalisée dans les conditions que nous avons définies,
la mesure photodensitométrique directe dans l'ultra-violet des
taches obtenues apreés chromatographi§ sur couche mince de cel-
lulose des extraits alcooliques des divers 6rganes de Ja Gaude
permet de cbnnaitre avec une précision supérieure a 112 % dans
la plupert des cas, la teneur de ces organes en chacun des prin-

<

'cipaux flavonoiIdecs.



wl

: s ] H
Iutéoloside Glucolutéoloside:s Produit ¥ H Produit X, 2

( ~ :
s Lutéolold H :
2 3 : tApigé -
RACINES ! : | : rig nol?gluoosef(Apigéfgiugizzgse;
( H '(mg/100 g : (mg/100 f-4 H (mg/100 & H (mg/100 g H (mg/100 g ‘
( - : d'organe sec) 3 d'organe sec) : d'organe sec 3 d'organe sec) t d'organe sec
e e ————— lemer e e ———— e mmmrcr e m e c e e e e e e cc e m e  —r——— ———————————— )
3 H
$Dosage N° 1 X 0 : 170,7 X 56 X 54,44 X 106
gDosage No 2 : ) : 176,8 : 67,8 : 64,10 : T Tes
(?osage Ne 3 : o) ;' 182,5 : 70,7 : 67,32 : 115 i
' - TeTTTTTTLLT T T VP P e ittt
grffi’ff’_’f ____________ : o . 1766 64,8 : 61,95 | 106,3 )
Ecart-Type ! o) : ts : t1.8 2T Z-g-;-----’------:-é-;-----f)
é ___________________ s v s TC : ' : ' g - F g
] : g R R T T oTTITEEEE T ==
e ioong de : © 2 23,4 1 Z12 : f10,8 : s -
(veriation . : . . ' -
------------------- .--------------- — o > > 90 S S 0 2 o ----------------.----------------:----‘---------‘--
§ INFLORESCENCES ° : ' : : :
ENCORE EN PLEUR . f f f :
(Dosage N° 1 : 1 835 : 6 227 : 2 900 - : 1 981 : 952,5 g
( ------------------- : ---------------------------- -— o o G s A . Gn o WD D S G e T D G G S SE S S u Sme AN AN W BB 45 G P D AIR QU Wi o GUS GEo En S TED RS GUED GED GE) =D W
(Dosage N° 2 : 1 7135 X 6 000 X 2 480 : 1 843 : 1 028
( """"""""""" g TTTTE T IS e eenee- P ateteiedetetedadabatataidet o Ditntuntun ettt e St
(Dosage N° 3 X 1 885 : 7 009 : 3 320 : 2 074 ! T77,5 g
(Moyenne : 1 818 : 6 412 : 2 900 : 966 : 919,3 g
(- T S TR ILIITTTTTT,: T T LT T Ty T T T T T T T Y L
(Ecart-Type - t 76,5 ; t 202 : 32 : ¥ 116 : I 28,5 ;
(== mm e e R S RS R e
Coefficient de 4 + 2 : 3 )
(variation %4 f = 4,2 f - 345 s : 4,5 R z 5,9 : ¥ 13,9 g
H . H - H ' H |
s s : /;;3\ ; : )
b anae o = |
N e =i
Tableau : 24 = Dosage des flavonoides dans un extrait de racines et un extrait d'inflorescences en ‘ !

\

fleur de la Gaude.
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3. DOSAGE DBES PRINCIPAUX FLAVONOIDES DE LA GAUDE

Danes le but d'étudier les variations physiologiques

des flavonoides de la Gaude au cours de Ba végétation, nous
avons appliqué la technique de dosage exposée ci-dessus aux
divers organes de la plante, cueillie A différentes époques de
la deuxidme année de son dévéloppement, depuig celle ol les
- feuilles sont encore "en rosette" jusqu'd celle ol les graines
sont mQOres (stades A A J)- Nous avons chaque fois traité sépa-
rément lesa racineé, les mpitiée inférieures et supérieures des
tiges, les feuilles de la moitié basale et celles de la moitié

apicale des tiges, les infloresoencés en fleursAet en fruits.

Le tableau 25rapporte les teneurs en chacun des prin-

oipaﬁx flavonoides et les teneurs globales des divers organes 3

chaque stade considéré.
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TABLEAU ° 25 a Teneur en flavonoides (en mg pour 100 g de poids sec) des divers organes
de la Gaude, au cours de sa végétation = (1 = lutéolol 3§ L = lutéoloside 3}
GL = glucolutéoloside 3} Ga = apigénol =7 glucose 3} GGa = apigénol-glucose-gluooe&.
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CHAPITRE

III

ISOLEMENT D'UNE SOUCHE DE TISSU DE GAUDE ET ETUDE

DE LA FORMATION DES FLAVONOIDES.
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Parallélement & 1l'étude dynamique des flavonoides dansi
la Gaude, il nous a sembld intéressant d'aborder le probléme dae
la genése de ces composés gréce & la culture®in vitro"des tissus
végétaux, technique qui s'est révélée riche en enseigpements
concernant nombre de constituants cellulaires 3 prrotides, glucide
alcalolides, etCees

Clest ainsi que, dans un premier temps, nous nous
sommes attachée A obtenir ﬁne souche de tissu & partir de frag-
ments de tige de Gaude. Dans un deuxiéme temps, nous avons tenté
de mettre en évidence, dans ces tissus, la présence de dérivés
flévoniques. Enfin, nous avons étudié l}influence de certains

précurseurs sur l'élaboration de ces dérivés par nos cultures,

1. OBTENTION D'UNE SOUCHZ DE TISSU DE GAUDE

1.1+ CHOIX ET PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL

|
1
’ |
i
|

Les plantes sont récoltées entidres dans la nature at

. traitées auséi rapidément que possible aprés leur cueillette.

Les fragments mie en culture sont prélevés & partir des tiges, Or

celles~ci sont creuses, ce qui a été, pensons-nous, & l'origine !

de‘l'infeétion quasi générale de nos premiéfes cultures. Nous

avons pu surmonter cet inconvénient gréce au mode opérafoire

- suivant ' . A i
= Tremper les plantes entidres dans 1'éthanol a 95°€

avant de détacher racine et feuilles des tiges, qui sont ensulte

sectionnées en fragments de 20 a 30 cm.

-~ Laigser séjourner ces derniers 1/2 heure dans une
solution aqueuse d'hypochlorite de calcium.
: ) ’

= Rincer trois fois & l'eau stérile.

1.2, PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE ET CONDI-
TIONS D'ENSEMENCEMENT

Nous avons respecté, tout au long de ce travail, les

conditions opératoires décrites par GAUTHERET-1942-,




1+3+ CHOIX DU MILIEU DE CULTURE

Deux objectifs ont successivement guidé nos recherches
-« obtenir une culture primeire de tissu de Gaude, i

= conserver la souche obtenue.

"1¢3.1= Obtention d'une souche de Gaude

Des fragments, de 3 cm environ, de tiges de Gaude
préeleblement stérilisée Belon le processus exposé ci-dessus
ont été simultanément ensemencés la partie apicale plongeant
deans le milieu, par séries de 12 sur 5 milieux différents 3

°< ' p X 5 et Z dont les cé%nposj.tions sont rapportées dans le‘

tableau 25, le milieu € étaht un mélange des milieux<><, [b

et Kdans les proportions de 1/4, 1/4 et 1/2.

TABLEAU 25

Milieu Milieu Milieu Miliey'

Solution saline oligodynamique Ok P ‘i{ :S :
de BERTHELOT-1934 XGttes XGttes XGttes XGttes
Glucose : 30 g 30 g 30 g 30 g
Chlorhydrate de thiamine : 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg
Chlorhydrate de cystéine 10 mg 10 mg 10 mg 10 mgz
Gélose \ ' 13 g 13 g 153g 13 ¢
Lait de Coco : 100 ml ‘
Suc de xyl2me de racine .

de Carotte (S.X.C.)° 100 ml :
Protéolysat de caséine : 20 mg 20 mg
Cytokinine (6-furfurylaminopurine) . - 1 mg 1 mg
Acide naphtaléne-acétique 0,0tmg 0,01mg
Lutéoloside ' 1 mg
Solution macromoléculaire

minérale de HELLER-1953 T QeB8eDe QeBeDe QeBeDs  QqeBDe

1000 m1 1000 ml 1000 ml 1000 p

Les cultures sont maintenues & la lumidre du Jour et

& la température du laboratoire (18-22° C).

L

9 3.X.C. ¢ suc obtenu par simple expression du xylédme prélevé
sur la racine de Carotte, filtré sur papier et conservé en

. petits flacons stérilisés a 110° C,

- Des propriétés excitoformatrices ont été mises en évidence dans
ce suc - GORIS et Coll.=1971=.
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Une quinzaine de jours plus tard, de petits cals &taien:

appaerus sur un certain nomBre de fragments de tige, dans chacune
des séries d'expérience. Mais la plupart d'entre eux ne survi-

vront pas.
55 jours eprds l'ensemencement primaire, toutes les ex- |

croissances qui avaient pris naissance sur les milieux<<, S et EL%
étaient mortes. i
Sur les Imil.ieuxﬁ et Y, quelques fragments de tige {
paraissent encore vivantse. Degx seulement, dans chaque série,
portent une petite excroissaﬂge verte. Les tubes de cés deux

séries sont décapuchonnés deAfacon a favoriaer les échanges

gazeux avec l'atmosphére ambiante.

En conclusion 1

-~ Contrairement A'nos espérances, le lait de Coco ﬁ'a
pas favorisé la prolifération des tissus de tiges de Gaude. _

- L'eddition de lutéoloside au miliecu (milieﬁ Y) s'est
révélée, tout au moins A& la concentration employée, néfaste pour
la survie méme des expléntats.

- Le milieu contenant 10 % de S.X.C. (milieu p) semble

celui qui donne les meilleurs résultats.

109 Jjours aprés l'ensemencement primaire, les deux
explaentats sur milieu~ﬁysont encore vivants. L'excroissancae pré-
sentée par 1l'un deux s'est nettement développée depuis l'obser-

vation précédente et se trouve maintenant au contact du milieu.

L
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L'excroissance qui a pris naissance sur l'autre ex-

Plantat est sensiblement moins grosse (Photographie7 ).

L'une des deux cultures sur milieu X montre, & c6té |
de la prolifération verte déjA observée au 55&me jour de culture :
et qui ne semble d'ailleurs pas avoir grossi depuis cette date,
une excroissance de tissu blanc au contact du milieue. L'autre ne
présente qu'une excroissance blanche éu contact dﬁ milieu.

 Toutes les excroissances sont détachées des fragments.
de tiges sur lésquelg elles ont pris neissance et fepiquées sur
des milieux correspondants. Les tubes de éulturé sont.capuchonnés

67 jours plus tard.il est remarquable que seules les
excroissances tissulaires chlorophylliennes qui se sont formées
aux dépens des assiges éambiales, aient survécu, bien que leur
déveioppement soit extrémement lent.

\

Les autres d'aspect blanchitre sont mortes.

110 jours aprés le repiquage, les milieux sur lesquels
se trouvent 195 excroissances'(Photographiets) commeng¢ant & se

concentrer fortement, nous transférons les colonies sur des mie
1] '

lieux de compositions identiques auxquels nous ajoutons de l'acig
indolyl-acétique dans la proportion de 1 mg par litre, dens l'eg-

poir d'accélérér le développement.
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Aprds 120 jours de culture, l'excroissance tissuleire
(Photographie!?), qui provient de l'explantat cultivé sur le

milieun b renfermant 10 % de S.X.C., a maintenant atteint un

' volume suffisant pour pouvoir 8tre repiquée. Son développement

a été extrSmement lent : il & fallu six mois pour obtenir cette
masse tissulaire. Afin de tenter de stimuler la croissance, nous
inspirant des travaux de MURASHIGE et SKOOG-1962- sur la culture

des tissus de Tabac, nous repiquons les cinqg 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-acétique

B ‘ 0,05 mg
Protéolysat de caséine . % 1 g
Glycocolle 2 mg

Cytokinine (6-furfurylaminopurine) 0,05 mg
Mégoinositol _ o 1¢g
Acide nicotinique , e ' 0,5 mg
Pyridoxine . : 0,5 mg
S.X.cC. | | 100 ml
Gélose pour solidifier 13 g .
Solution macromoléculaire minérale de HELLER QeBeDo 1000 ml

.,L'excroissance tissulaire qui s'était développée sur l'explantat

cultivé sur le milieu ¥ , ne renfermant pas de S.X.C., trop pey
développée pour faire 1l'objet d'une division, est transférée sur

le milieu I. 20 jours rlus tard elle est morte.
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Aprds 73 jours de culture sur le milieu I, a l'excep-
tién de 1l'une d'entre elles qui est morte, les colonies issues
de l'explantat cultivé sur le milieu b renfermant du 8.X.C., se
sont suffisamment développées (Photographie.qb)‘pour pouvoir
étré repiquées. Elles se présentent sous la.forme de masses'
hémisbhériques blanch&fres, parfois légerement rosées, &
suiface réguliéée. Les tissus de trois d'entre elles sont homo-
. géﬁesAet compacts. La quatridme colonie par contre, est hétéxo-.
géné,‘formée en partie de tissu compact, en partie de tissu.;
d'aspect plus léche, translucide (Photographie 19.

Toutes les colonies sont repiquées sur le

'iiiiéu I. La fraction de tissu d'aspect l&8che ne se développera
Pas.
52 jours plug tard,'certaines colonies occupent toute

lé surface du milieu. Nous procédons & un troisiéme repiquage.

53 jovrs plus tgrd,'les colonies sdnt bien développées
et ont extéfieurement un aspect sain, cependant si le tissu qui
les constitue est blanc et ferme & la périphérie sur 1 a 1,5Amv
1l se teinte trés faiblement de brun vers le centre, et la zone

qul est en contact avec le milieu est nettement brune et friable.

Au cours du quatriéme repiquage auquel nous procédons
salors, nous observons, dans un certain nombre de colonies,vdes
lames de tissu brun qui divisent de fagon trés irrégulilre l'en-
semble de la masse tissulaire, semblant indiquer qu'en ré%lité'
les cultures étaient moins florissantes qu'elles ne le parais-

salent extérieurement.



Photographie 7
tissu de Gaude

Photographie 8 «Tissu de Gaude
8g8 de 110 jours. A gauche, sur
milieu renfermant du S.X.cC.,

& droite sur milieu ¥ sans S.X.C,

Photographie 10

Fhotographies 10et 11 <
obtenu sur milieu
milieu I. En 11,4 droite i

Colonies de tissu de Gaude

P renfermant du S.X.c., cultivées depuis 73 Jours sur
colonie homogéne, a gauche
bportant du tissuy translucide a Ba partie supérieure.

= Culture Primaire de
&gée de 109 jours.

Photographie 9 - Tissu de Gaude
 8gé de 230 jours. A gauche, sgur

milieup renfermlj,nt du S.X.C.’ a

droite 'sur milieu ¥ sans S.X.C.

Photographie 11

pProvenant de l'explantgt

! colonie hétérogane
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Nous sommes alors en possession d'une souche de tissu .

de Gaude (RESEDA LUTEOLA L.) et d'un milieu, le milieu I, sur

lequel elle prolifére de fagon correcte. Mais celui-ci se révaéle]
a la longue assez toxique pour que se pose & nous la queétion

du choix d'un milieu d'entretien.

1.3.2-Conservation de la souche

‘Il s'agit de sélectionner le milieuxle moins complexe
rossible, qui assure’ la pérennité de la souche isolée, dans les
meilleures conditions quent & sa vitesse de croissance et a la

qualité de ses tissus.

1¢3.2,1=Principe de la mise au point

Des explantafa calibrés de tissu de Gaude 1is0l1é sur

le milieu I sont ensemencés sur des milieux de composition
variable, le milieu I servant de référence.

| Aprés une péiiode déterminée par la vitesse de croig-
sance des colonies, celles-ci sont pesées & 1l'état frais
et repiquées sur leurs milieux respectifs. L'étude de:-la .
variance des poids frais par le test F de SNEDECOR permet. . - *
de @égager les différences signifiéatives qui peuvent apparaftre

en fonétion des conditions de culture.

1.3.2.2,Lomposition des milieux de culture egmayds

Les variations dans la composition des milieux qui gnt

&ét4 employés portaient, d'une part sur la nature des substances

organiques introduites, d'autre part sur la présernice ot non de
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S.X.CieLle tableau 26 permet de comparer la composition des mi-

lieux I, A, B, C et D,

TABLEAU 26

Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu

: I - A B . Cc D

Solution saline oligodynamique ‘

de BERTHELOT . XGttes XGttes XGttes XGttes XGttes
Glucose - 30 g 30 g 30 g 30 g 30 g
chlorhydrate de thiamine 1 mg 1 mg 1 mg ! mg 1 mg
ch}orhydrate de cystéine 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
gclde indolyl~acéétique SRR 0,05 mg 0,05 mg 0,05 mg 0,05 mg 0,05 mg |
rotéolysat de caséine : ‘ 1 g - ' '
gIYCocolle . : ' T2 mg ’ -

Ytok
MésOiiggggogé-furfurylaminopurine) 0,0? :8 O’O? Zg 0,0? zg
Pciée nicotinique . 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg

syrldoxine 0,5 mg 0,5 mg 0,5 mg : -
Géi.c. ; . 100 m1 100 m1 . . 100 m1 .
©s8e pour solidifier 13 g 13 g 13 g 13g 13 g

°lution macromoléculaire minérale

de HELLER QeB.D. QeBeDo QeBeDo Q8.De. QeBePo

1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml 10CO ml '

1.3.2.3- Résultats

Au 382me jour de culture, l'observation des colonies

rermet déja de faire deux remarques :

- Le 8.X.C. semble exercer une action favorable sur la'
croissance du tissu de Gaude "inAvitio" t les colonies placées
sur les milieux I, A et C, qui renfermeht 10 4 de S.X.C., ge
sont mieux développées que celles placées sur les milieux B et D
qui en sont privése.

- Les facteurs de croissance que>sont ;a cytokingne,
le mésoinositol, l'acide nicotinique et la pyridoxine ne semblent
ras indispensables au développement du tissu de Gaude &in vitro";

aucune différence ne peut &tre relevée entre les colonies pous-

sant sur les milieux A et B, qui se distinguent uniquement par

la présence ou non de ces composéa.



Aprés 65 jours de culture, les colonies se sont bien

développées sur les milieux I, A et C qui renferment du S.X.C.
(photozraphie812,13et14)- Elles sont blanches ou un peu
rqsées, légéremgnt brunétres au contact du milieu, surtout éu
niveau de l'explantat initial, dont la base est généralement
nécrosée, cette action toxique étant d'ailleurs plus sensible
dans les cas des milieux A et I, que dans celui deAC. '
Sur les milieux B et D, les colonies ont bien proliférsé
Elles soht blanches & peine brunftres mu Mivedu de l'explantat |
initial, maie leur croidsance bien gue régulidre est nettement
plus faible que sur leg milieux précfdents {(Photogrephies 15,16.).
Les colonies SOnf ﬁeséea a4 1'6tat frais, avant d'8tre
repiquées sur le milieu sur lequel ellés se sont précédemment
déveiéppées. La conf?ogtation des résultats obfenus selon les

miliseux de oculture appelle de nouvelles remarques 3

1) Comparnison entre les cultures faites sur les milieux

renfermant 10 % ée S.X.C. (Milieux I, A et C)

La présence dans le milieu de culture des acides aminés
que sont le protéolysat de caséine et le glycocolle, et des fac-
teurs.de croissance que sont la : gytokinine, le mésoinositol,
1'acide nicotinique et la pyridoxine entralne une croissance de
tissu de Gaude plus rapide que sur un milieu'qui en est privé

(test de SNEDECOR entre les milieux I et C significatif & 99 % _

Tableau 27).

L4

Pourtant si l'on prive le milieu uniquement des acides
aminés cités plus haut, la vitesse de croissance reste pratique-
ment inchangée (test de SNEDECOR entre les milieux I et A non
significatif=Tabl. 28), ée'qui inclinerait & considérer comme

trés faible le r8le joué par les acides aminés en présence de



Photographie 12 : Photographie 13

Photographies 12, 13, 14-Colonihes de tissu de Gaude &gées de 65 jours,
cultivées respectivement s%r les milieux I, A et C renfermant du S.X.C.

Photographie 1 4

Photographie 15 Photographie 16

Photographies 15 et 16 . Colonies de tissu de Gaude Bgées de 65 jours,
cultivées respectivement sur les milieux B et D sans S.X.C.
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H H - H $ ] 3
il T T P o L T T T B jemnma— memtean——————— el ————
s H ] H 3 3
Miliew I 3 Treitement : 802 143 1 :
s
H

1 802 143 Fe = 8,60
t Erreur t_ 1582 831 1 _17 93 108 1Fo,05= 4,45: 99 %

Miliewu ¢ 1 Totale 1 2 384 974 & 18 tFo,ol= 8,403
H - | S H H 1 3

i e T R Lt e Ol T e Bl L L
) s : $ s : s t
Milieu I § Traitement § 328 778 1 ! 328 778 1Fe = 2,5 1

M t Erreur 2.2 243 525 1 17 s 131 972 Fo,05= 4,45t nulle
1lieu A § Totale 1 2 572 303 ¢ 18 t 1tFo,01= 8,40
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3 . H H 4 H H
Milieu A 3 Traitement

: 98 641 1 $ 98 641 Fe = 0,95

M t Erreur 1_1 660 021 3 16 $ 103 751 11Fo,05= 4,49: nulle
ilieu C ; Totale t 1 758 662 3 17 : 1Fo,o01= 8,53
t t t t t :
~— $ $ $ $ g $

Tableau 27a Analyse de la veriance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies
de tissu de Gaude cultivées sur des milieux différents A, I et C,
.renfermant tous 10 % de S.X.C.

'
— ' - /A
) LLE

H $

_ . t : : \¢LF/7 3
Cul t Origine de 3 Somme t Degré de: s t Proba~
tures 1 : . t 1 Variance S t bilité
tla variation:des carrés -t liberté : tde SNEDECOR: dteffet
~— : t R | : t H
SN elecc e e n e e ———— T e B . R e mm————— -
Mili 3 ? ! s s $
‘®u B ; Traitement @ 526 881 1 ) 526 881 Fe = 222 ¢
MiY g : Erreur : 52 208 ¢ _22 t 2373 1Fo,o5= 4,30: 99 %
€u D 1 Totale : 579 089 3 23 : tFo,01= 7,94:
H H 3 ) S 3
e Y : $ ' '

ablea.u 28= Analyse de la variance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies

de tissu de Gaude cultivées sur les milieux B et D, qui renferment
10 % de S.X.C.
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S.X.C. .

D'autre part, enfre un'milieu privé de_protéolysat de
caséine et de glyéocolle, mais renfermant les facteurs de crois.
sance c¢ités plus haut, et un milieu ne renfermant aucun de ces
éléments, on n'observe aﬁcune différence, (test de SNEDECOR
entre les milieux A et C non éignificatif.Tabl.‘27),ce qui lais:
croire quences facteurs de croissance‘restent sans action suf
la vitesse de développement des tissus en présence de S.X.C..

Parmi les milieux étudiés renfermant 10 % de S.X.C.,
le milieu I riche & la foisien acides aminés et‘en facteurs de

crolssance e révéle &tre le plus stimulant.

2) Comparaison entre les cultures réalisées sur des

milieux privés de S.X.C. (Milieux B et D)

Contrairement & ce qﬂe nous avons oBéervé avec les
milieux qui renfermaientldu S.X.C., les facteurs de croissance
que sont la oyfbkiniﬁe ’ ;e mésoinositol, l'acide nicotinique
ef la pyridoxine exercent, m&me en l'absence de protéolysat de
caséine et de glycoéolle, une action stimulante notable sur la.
croigsance du tissulde Gaude ktest de SNEDECOR entre les milieux

B et D significatif & 99 %' Tgbleau 28).

3) Comparaison entre les cultures effectudes sur des

milieux différant par la présence ou non de S.X.C,

La comparaison deux & deux des 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 milicux B et I

qui en étaient privés, d'autre part, fait ressortir l'importance
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de celui~ci pour la croissance du tiessu de Gaude "in vitro" .

(Tableau 29).

Test de SNEDECOR entre les milieux B et I significatif & 99 %
- “ : " . 1] B e.t A ] L]
" " " B et C " "
” ] [ ] D et I " vﬂ
" L] " D et A n ”
" ] " 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 A celle que peuvent avolr les facteurs de croissance
que sont la _Cytokininé, le mésoinositol, l'acide nicotinique et
la pyridoxine réuhis, m&me associés a4 du prétéolysat de caséine i
et & du glycoocolle. '. N | ' é

| Sans préjugef de la nature de la substance excitofor-
matrice, il est permis cependaﬁt d'affirmer que l'action exercéei
par le S.X.C¢ ne résﬁlte tas @'un apport supplémentaire en,aucrei
net'apport,variéblé'a§ec les sucs, étant de l'ordre de 2 g par @

\
1itre de milieu.

Ultérieurement & nos travaux,THOMAS -1971- a montré
que l'effet stimulant exercé par le S8.X.Ce sur la croissance du
tissu de Gaude n'était pas 40 non plus & l'apport,pourtant ncn

négligeable,en potassium.
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H ’ B

(v mmw mem - {wmmwoaew.
H 3

tFe = 66,6 1

:Fo,05= 4,38: 99 %
tFo,o0l= 8,18:
e o m - ommmmen -~
3 H
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T
ableay 29= Analyse de la variance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies

de tissu de Gaude cultivées sue des milieux différents, renfermant

ou non du S.X.C.
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Aprés 64 jours de culture, noué avong de nouveau exa-
miné les colonies avant de les repiéuer sur leurs milieux res-
pectifs (Tableau 30). , ) .

| = Sur les milieux I, A et C, les colonies ont bien
proliféré. Elles sont un peu plus grosses sur le premier, plus
régﬁliéres sur lé derniere. : .

- Sur les milieux B et D, privés de S.X.C., par contre,
ieé colonies sont nettement plus petites, trés irréguliédres en
outre sur le milieu B.

' L'étﬁde de la variance des poids frails par le test P de
SNEDECOR (Tabl.31), permet de confirmer les conclusions formuléesl
64.jou¥s plus t8t en particulier en ce qui cohcerne ltimportance

du r8le joué par le S.X.C. danas la croissance du tissu de‘Gaudé.

Considérant 1'évolution des poids frais des colonies
'-oﬁltivées pendant trois périodes successives et égales sur un
mé&me miiieu (§) (Figure25), notre choix d'un milieu d'entretien
de la souche de G;ﬁde s'est porté sur le milieu C, un peu moins
favorable que le milieu I A& la croissance des tissus, mais de
faéon non significative (Tabl.32), et présentant le double avan-

tage d'&tre moins toxique et moins complexe que lui.

.L'observation au microscope de coupes pratiquées dans
des colonies développées sur ce milieu révédle une estructure ana-
tomique comportant un parenchyme fondamental sans organisation
. apparente, présentant ¢d et 14, en plus ou moins grande abondence
selon les régions, des cellules différencibes en courtes tfachéi-
des, isolées ou associés par petis groupes (Photographie17 ).

(§) Nous n'avons constaté aucune variation significative des

rolds frais entre deux passages successifs sur un m&me
milieu (Tableau 30).
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. . .
bl eay 30 = Analyse de la variance, par le test de SNEDECOR, pour des

colonies

de tissu de Gaude, cultivées deux fois de suite sur le mSme milieu.
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Tableau 31= Analyse de 1la variance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies

de tiésu de Gaude, 2&me Passage, sur différents milieux renfermant
ou non du S.X.C, '
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I‘e-blﬁ’.'em. 32= Analyse de 1la variance, par le test de SNEDECOR, pour des colonies

de tissu de Gaude, 3eme bpassage sur différents milieux, renfermant
ou non du S.X.C. '
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Figure 25 _Poids frais moyen d'une colonie en fonction du milieu

de culture.



Pbgtggrgﬁhie 17 -Coupe de tiesu

de Gaude montrant des trachéides

et du tissu indifférencié. (x 100),

Phptographie 18 - Coupe de tissu

de Gaude présentant des nodules,

(x 250).
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Par places, on peut volr aussi des nodules plus ou’ moinl
sphériques comportant un centre formé d'amas de trachéides dis=-
posées sans orientation précise, entouré de cellules parenchy-

mateuses, allongées tangentlellement, mais non organisées,

semble-t-il, en zone génératrice (Bhotographie 18)

2. RECHERCHE DE FLAVONOIDES DANS LE TISSU DE GAUDE
CULTIVE "IN VITRO".

Bien naturellement s'ést pésée 4 nous la question de
la présence de flavonoldes dans le tissu de Gaude cultivé "in
vitro®. Aussi au cours des différents essais de cultures que
nous venons d'exposer, les avons-nous rechefchés, lors de chaque

repiquage, dans un certain nombre de colonies non utilisées

pour le prélédvement des explantats.

‘

2.1. EXTRACTICN DES FLAVONOIDES

Les tisstis de Gaude cultivés "in vitro", préalablement
pesés, sont épuisés par un volume suffisant d'éthanol a 90°€
porté & 1l'ébullition. Apreés filtration, l'extrait alcoolique est
concentré & sec par distilletion et le résidu repris par de
1'éthanol ammoniacal (§) dans la proportion de O 5 ml par gramme
de tissu.

' 2,2, ESSAIS D'IDENTIFICATION DES FLAVONOIDRES

La solution précédemment obtenue est partagée en deux
parts '

- sur l'une nous effectuons la réaction dite"de la
cyenidine" (chapitre I-2-1~1-2-1).

- sur l'autre nous réalisons des essais chromatogra-
rhiques, plus sensibles que la réaction chimique.

(§) Ethanol & 60¢ additionné de XI gouttes d'ammoniaque pure
pour 100 ml.
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Deux techniques utilisant des solutions témoins pré-
rarées avec les flavonoides isolés 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
4-1-5 (v/v))comme solvant de développement.

L'autre est une chromatographie ascendante sur le m&me papier
evec une solution aqueuse & 60 % (v/v) d'acide acétique. Apreés
séchage, les chromatogrammes sont observés en lumiére de Wood,
puis révélés par pulvérisation d'une solution alcoolique de
potasse & 5 % (v/v

Quelle qu'ait ét8 la technique d'identification utili-
s8ée, Jamais nous n'avons pu mettre en évidence, dans l'un ou
1fautré des divers tissus analysés, de déri&és flavoniques iden-
ftiques ou non & ceux de la Gaude.

L'hypothése selon laquelle le tissu de Gaude eg culture
"in vitro" est probablement incapable de synthétiser; &4 partir

des seules substances présentes dans le milieu de culture mis &

Ba dispositioﬁ. les constituants de base nécessaires a 1'élabo-
ration des flavonoides, nous a conduite A& 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 qué,'parmi leé précurseurs
probables des flavonoides, se rangeaient l'acide acétique |
(GRISEBACH-1957, HUTCHINSON et Coll. -1959) capable de servir
a la synthése du noyau phényl A de la chfomone, ainsi'que la
L. phénylalanine (UNDERHILL et Coll.-1957, GRISEBACH-1958)
l'acide shikimique (UNDERHILL et Coll.-1957, ZAPROMETOV -1962{ et
l'acide cinﬁamique (UNDERHILL et Coll. = 1957) qui participeraicn:

& la synthése du noyau B et de 1l'élément central A trois atomes
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de carbone.

Nous inepir;nt de ees ddnnées, nous avons procédé a
4 séries d'expériences en eniichissant ie-milieu sélectionné
pour lfentretien de la souche de Gaude en 1l'un des ‘composés
suivants, a la‘concentration.de _M_ par litre t acide acétique§

A 100
" L.phénylalanine, acide shikimique§§¢ﬁ:acide cinnamique§§. Dans

un S5¢me essai, nous avons employé le milieu enrichi & la fois
en acide acétique§ et en L.phénylalanine, chacun & la méme

concentration de _M par litre.
’ ' 100

Sur chacun des milieux ainsi obtenus, de mé&me que sur
le milieu d'entretien, qui.sert de référence, nous avons repiqué -
1Q.explantats de tissu ée Gaude. Lee cultures, maintenues & la
" lumi@re du nycthémére, se sont développées'depuis la fin octobre
jusqu'eu dernier jour de décembre (63 jours), date a laquelle
nous les avons prélevées pour y rechérchér, selon la technique
déja indiquée, la présenée de.flavonoidesx aucun des tiséus
formés n'a préduit\de flavonoideg.

" Notons que les explantats'sur aqide cinnamidue ne se

sont pas développrés, ce quil indique une forte toxicité de ce

composé. Sur l'acide shikimique, la croissance était normale,
tandis que l'acide acétique et la L.phénylalanine se sont montrécs
légeérement toxiques pour les tissus, toxicité plus marquée

d'ailleurs lorsque ces deux substances sont associées}

§. sous forme d'acétate de sodium, p

§§ 1e milieu a 6t& ramené a PH=6 par quelques gouttes de soude.
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Nous avons aonc repris l'expéfience sur ces deux der-
niers précurseuras avec des doses dix fois plus faibles. Aprés
91 jours de culture, les colonies bien développées présentesient,
en outre, des plageé_chlorophylliennes. plus nettes peut-8tre
sur L. phénylalanine. Il est possible qu'un éclairement plus
intense soit 4 l'origine de cette formatidn ée chlorophylle.
| 'Les réactions d'identification des flavonoides ont été,‘

cefto fois encore, négativese.

3¢2+ INTERPRETATIONS DES RESULTATS.

L'absence de flavonoldes dans les tiesus de Gaude cul-
tiﬁée *in vitro", mé&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 génése de ces dérivés. Soulignons pourtant que DELAVEAU=
" 1967-, lui non plus, n'a pu observer leur formation dans des

feuilles de Grande Capucine (Tfopaeolum majus L.) maintenues sur

une solution d'acétate de sodium marqué au Carbone 14.

Nous penans en effet que différentq facteurs peuﬁent
8tre infervenus, de fagon défavorable, dans nétre expérience, é
savoir l'intensité et la durée de l'éclairement Journalier et la
nature du tissu cultivé.

La lumidre est un facteur dont le r8le sur la gendse
et le métabolisme des flavonpides semble "& priori" considérable.
En fait les résultats expérimentaux soﬁt nuancéas t NICK-1953-~
méntre qu'en présence de sucres les feuilles étiolées de Poly=-

gonum bistorta L. ne gynthétisent ces composés qu'a la lumilre.

BASSLER=1957= observe que la teneur en flavonoides des feuilles

de Fgggpxrum sagitatum Gilib et de F. tataricum L. est plus




- 130~

élévée chez les plantes éclairées naturellement que chez celles
qui sont maintenues a4 l'ombre. Mails d'éprés cet auteur, la
lumiéré ne serait pas un facteur indispensable & leur apparitionﬁ
elle n'agirait que éur leur taux par son intensité et sa durée
© d'action. Pour AHLGRIMM-1956, ainsi que pour GRISEBACH et éOPP-
1959, la lumilre n'est pas un facteur essentiel & la gendse des

flavonoides chez le Sarrasin. Par contre, d'aprés STAFFORDw1965

elle le serait chez de tréds jeunes plantules de Sorghum vulgare
EEEEQ DELAVEAU-1967,quant 4 luil, indique qu'a une grande dif-
féreﬁce de niveau d'éclairement correspond chez les plentes
'as;;; évoluées de Grande Capucine une variation marquée de la
teneur en flavonoides, tandis que chez leé.jeunes plantes
_'ééfte variétion reste faible. Il montre d'eutre part que des
féﬁilles exclsées ée plantules étioléés plaqées pendant trois.
Jours & l'obscurité sur déé eolutioﬁs aqﬁeuses as % devglucosé
ou dé saccharose ne forment aucun défivé flavoniqué, alors
.éu;un'trés faible stimulus lumineux y déclanche leur apparition.
‘ Lia Iumiére'Bémbie,déne‘1naiépen8abieﬁuu~&éclénchémenf
de la mynthése des flavonoides, mais 4I suffit @*une Intensité

R

Paible et da courte durée.

. Sans doute, dans le cas des rlantes vertes, l'influence
favorable observée résulterait-elle en fait d'une produption
accrue des précurseurs par suite de la stimulation de la photo-
s&nthése.

Ce ne serait donc pas & un manque de ldmiére qu'il -~
faudrait attribuer l'absence de dérivés flavoniques dans les
tissus de Gaude cultivés "in vitro". Ce facteur &tait en effet
suffisant dané nos expériences pour déclancher leur formation
en quantité telle que l'analyse chromatoéraphique les révele,

8l tous les éléments nécessaires avaient &té réunis.
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Le défaut de formation de dérivés flavoniques n'est-il
pas dfl, en réalité, & la nature méme des cellules de la souche de :

Gaude qui a servi & nos expériences ?

En effet, i1 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,
- "yupture des phénoménes de corrélétion?.De plus, les conditions,

particulidres de nutrition qui sont imposées aux cellules, l'ad-

dition, en particulier, d'hormones végétales aux milieux de culw-
ture, peuvent 8tre & l'origine d'une"dérégulation cellulaire%. Il.
n'est pas impossible que ces deux "chocs" ge traduisent entre

eutres par l'arr&t de certains phénoménes de synfhése.

D'autre part, si l'on peut détecter des flavonoides
dans des organes végétaux profonds, racines, rhizomes, tubercules,
greines, ils sont esaeﬁtiellement localiséa dans les tissus supérr
ficiels d'organes aériens»x grains de pollen, pétales de fleurs,
fruits, feuilles, t{ges chlorophylliennes. Ainsi HEIN—1959 carace

térise les flavonoides dans les pétioles et les Jjeunes tiges de

Verbascum phlomoides L., au niveau de l'épiderme des poils et du

parenchyme cortical, phlodme, xylédme et cambium n'en renfermant
pas. Madame TRONCHET-1968 constate également que les flavonols mirc

en évidence dans le limbe des feuilles de Bryvophvllum erenstum

Eggk.sont strictement localigés dens les épidermes, & l'exclusion
du mésophylle. TISSUT-1969 arrive & des conclusions similaires
lors de 1l'étude de la feuille de H8tre et par des techniques histc
chimiques abpliquées & des coupes d'organes de diverses plante;,
GUERIN et Co0ll.-1971 ont mis des dérivés flavoniques en évidenco
principalement dans les épidermes et l'assise palissadique des

feuilles et & la périphérie des tiges. Rappelons que nous-mémes

(Chapitre I -~ 4.4) appliquant les m&mes techniques aux organes de
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la Gaude, avons observé des flavonoides 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 évidence dans les racines, mais nous savons que ces OIr-
ganes en renferment trés peu.

Il est remarquable que Jjamais encore & ce jour on n'a pté
détecter de flavonoides dans le tissu cambial, dont le tissu de
notre souche, rappelons-le est imsu.

En ce quil concerne les cultures de tissu proprement di~
tes, signalons que KOZJEK-1968 n'a pu révéler aucune trace de fla- |
vonoides, bien que leur teneur en aoides'phénoliques ait augmenté,i
dans des tissus cultivés "in vitro" obtenus a partir de tige de

Vincetoxicum officinale L., qui contient'normalement des flavonols |

' ef des flavonolosides. Ces dérivés n'ont pas pu &tre davantage

'identifiés danas des tissus issus de la zone cambiale de la nervare]
principale a'une feuille de cotte plante par NETIEN et Coll.-1968.{
ées auteurs ont également noté l'abesence de flavonoides dans des
tissus de tige de Thé les catéchines les plus simples & l'exclu~’
sion de plus complexes, attribuant cette incapacité d'élaboration |
au processus de vacuolisation cellulaire.

Faut-il déduire de tout cela que lés cellules issues du
tissu cambial, cellules d'origine secondaire, ne possddont pas,
quelle que soilt l'espdce, l'équipement enzymatique L.phénylalaninc
ammoniac-lyase, acide trans-cinnamique 4.hydroxylase en particulic
nécesééire 4 la synthése flavonique, ou & celle du phytochrome,qui
aetivé par la lumiére, stimule la formation ou l'activité des pré-
cédents enzymes ? BOTTOMLEY et Coll.-1966, HARPER et Coll.-1969.

| | La question regte p§sée de savoir s'il serailt possible
que ce tissu acquiert, sous l'influence de facteurs convenabdbles,
cette faculté de synthédse particulidre, que d'autres cellules de

la m&nme plante possédent, mais qui leur mangue.

rw- .



CHAPITRE

Iv

ACTION DES FLAVONOIDES DE LA GAUDE SUR LE TISSU DE CAROTTE
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L'étude des facteurs qui favorisent la croissance des
tisasus végétaux en culture "in vitro" a suscité des travaux de
toutes sortes. Notre attention fut attirée rarticulidrement par
ceux de KOVOOR-1954- et de NITSCH et NITSCH-1959- qui ont mis
en évidence, pour le premiér! 1t'action stimulante du Jjus d'Orange
sur la croissance des tissus de Topinamﬁour, de Carotte et de
'§rown-gallAde Scorson&re, pour le second, celle.du jus de Tomate
sur.les tissus de tubercule de Topinambour. La ﬁrésence de fla-
vonoides dans ces extraits végétaux a conduit NITSCH et Coll. &
utiliser le test de la croissance du tissu de tubercule dé Topi~
namboﬁr pour étudier l'effet de dérivés flavoniques connus &
des concentrafions diverses. NITSCH et NITSCH-1960-, NITSCH et
.PARIS-1§§2-. Les résultats obtenus en présence d'acide '
ihdolyl-acéyiqﬁe avec certains d'entre eux nous ont incitée &
mesurer l'action des flavbnoiées de la Gagde sur la croissance
" du tissu de Carotte'en culture "in vitro" (§) (§8).

. Nous avons tenu d'autre'part, au terme de chaque expé-
rience, & vérifier la nature des dérivés flavoniques présents
dans chaque milieu, et & rechercher et identifier, s'il y avait

lieu, ceux que renfermaient les tissus formés.

(§) Il ne nous a pas semblé opportun d'employer, pour cettle
étude, le tissu de Gaude, sur lequel le lutéoloside s'était
montré toxique, lors d'expériences précédentes .

(Chapitre III - 1-3-1). , p

(§§) Nous avone utilisé la souche de Carotte isolée par GAUTHERET
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. 1., ACTION DES FLAVONOIDES DE LA GAUDE SUR LE DRVEIOP-
PEMENT DU TISSU DE CAROTTE (§§) EN CULTURE "IN VITRO"

1.1+ PREMIERE EXPERIENCE

1e1e1= Milieu de culture

La compositioﬁ du milieu de base était la suivante 3

Solution saline oligodynamique de BERTHELOT:sseseeesasesss X gouttes-
GlUuCOBB e esvsvsosevtssostssosossstsssssesosoessssosososases 30 f-4
Chlorhydrate de cystéine....o......-.................... 10 mg
Chlorhydrate de thiamineessessecossesccseresessssscscssne 1 mg
Acide indolyl-acétique.......o...............o........ 0'05 mg
GélOBe pour 80lidifiereececceccesesosssscrsnscsssconccasse 13 f-4
Solution macromoléculaire minérale de HELLER,(s+sQe8+p+1000 ml

Nous avonas préparé huit autres milieux en ajoutant a

3 et de 10-6 mole

ce milieu de base, aux concentrations de 10~
par litre, pour chacun des flavonoides isolés de la Gaude 1

lutéolosidé (7-monoglucoside du lutéolol), glucolutéoloside

}.(diglucoside du lutéolol) et T-monoglucoside de l'apigénol,
dissous dans des aibools de titres convenables; Le pH des milieu
a toujours été ajusté & 5, avant stérilisation & l'autoclave a
110° C pendant vingt minutes (§).

Douze fragments calibrés (cubes de 5 mm d'ar&te) de
tissu de Carotte ont été ensemencés sur chacun des milieux, les
cultures sur milieu de base devant servir de témoins.

Aprés 69 jours de culture & 20° C envircn et & la
lumidre du jour, les cultures ont &té pesées. (Tableau 33 )...

-

(§§) Nous avons utilisé la souche de Carotte isolée par
GAUTHERET, .

(§) Nous avons chaque fois vérifié que les glucosides ne subis-
eaient pas d'hydrolyse sous l'action de la chaleurs




( : : $ : : )
fas ot 4 ;  T-momoglucoside | Gluco- ]
( en mole par : moins : Lutéolol . : Iutéoloside . , :

E litre . : . s . de 1'apigénal s lutéoloside )
: : : : : )
g --------------  J S femm—mm— e ——————— - - SR e N L S TR g
: : : : : : : : : : : 2 : : s
é :P, F.:P, S.: P, :P, F.:P. S.: P. sP, F.:P. S.: P, :P. F.:P. S.: P. :P. F.:P, S.: P, g
+: mg : mg ¢t mg : mg : mg :mg I Mg gt mg ' mg ¢ mg : mg $ mg : mg ¢t mg &t mg
( 3 : : : : : : 1 : : g : .t : s g
g -------------- S $mmme— tmm——— SIS P P PR $ - fommm—— P ——  FR— L S S fmm————
: e : : : : : : : : : : .. 3 : :
10" ° :$769,5:52,35327,70:122,5:11,10: 6,60:103,5: 7,55: 4,6 :103 : 7,40: 4,25:856 :58,65:28,65 3
é : e : : - g : : 3 s e : :. : : : )
-------------- PRI SULIPIY SIPIVISI SUPIERIPR SIS SUSICINLY SIS SIVEPIPIS SIS, SEPIIN UMY SIS, SEIY JRPRMRY JERR— |
( 6 : : : : : s : : : : : PR 2 : )
( 10~ :831,5:58,60:31,20:896,5:63,20:33,20:917,5:60,10:32,10:808,5:58,40:31,15:761 155,95:26,25 )
( : : : : s 7 3 S S : : : : e : : )
( : s : 3 s : 3 : : : 3 2 : : : )

TébleauABB = Influence de la nature et de la concentration des flavonoides sur la crpiseance 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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1.1 020 Résultats

Sur tous les milieux renfermant les flavonoides & 1a
concentration de 10"6 mole par litre, des excroissances se sqnt
développées de fagon comparable 4 la série témoin.

Sur les milieux contenant du lutéolol, du lutéoloside
ou du T-monoglucoside de l'apigénol & la concentration de 10-3

- mole par litre, aucun dee‘fragments de tissu mis en culture n's

proliféré. Ils ént pris une teinte brun~verdftre, noire méme au
contact du milieu.

Sur le milieu qui renfermait du diglucoside de lutéolol
A4 la m&me concentration, des cals sont apparus et se sont bien
développés. Leuf tissu avait unevbelle couleur vert clair, se

teintant superficiellement de noir seulement au contact du milieu

113« Conclusions

Introduits dans le milieu de culfure 4 la concentration
de 10"6 mole par litre, chécun des flavonoides employés laisse le
tissu de Carotte se développer de fagon toﬁt 4 fait comparable
-au lot témoin.

A la concentration de 10-3 mole par litre de milieu,
par contre, l'aglycone et les deux monoglucosides flavoniques
is0lés de la Gaude se montrent toxiques pour le tissu de Carbtte
en culture "in vitro". Seul le diglucoside du lutéolol semble
n'avoir aucun effet.

Cette différence de toxicité qui se menifeste, pour
une mé&me dose, entre l'aglycone et les monoglucosides employés/
d'une part, et le diglucoside d'autre part, a retenu notre

ettention.
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Nous l'avons rapprochée de l'hibothése soutenue par
GORIS-1964 gelon lequelle la combinaison des aglycones, le plus
souvent phénoliqueq, done toxiques pour la cellule, avec un ose
serait pun mécanisme de détoxication. Les travaux de GORIS-1965
sur ia toxicité comparée de la vanilline et du vanilloside vis
2 vis des cultures "in vitro" de tisesu de Carotte sont d'ailleurs
en faveur de cette hypothése.

Nous nous sommes donc posé la question de savoir s'il
existait une dose A laquelle le monoglucoside du lutéolol, ajouté
au milieu de culfure, se montrait moins toxique pour le tissu de
Carotte que le lutéolol lui-m&me. C'est pour tenter d‘y répondre

gque nous avong fait les essais suivants.

1.2. DEUXIEME EXPERIENCE

1.2,1= Milieux de culture

Douze fragments calibrés de tissu de Carotte furent
ensemencés concurremment sur le milieu de base et sur des milieux
enrichis soit en monoglucoside du lutéolol, soit en lutéolol, aux

-5 -5 -4

concentrations de 10 °, 5.10

, 1077, 5.10"4 mole par litre.

1.2.2- Régultats

Aprés 69 jours de culture & la lumidre du jour et A
22° C environ, les fragments mis en‘cultufe n'avaient proliféré

sur aucun des milieux renfermant soit du lutéolol, soit du mono=

4

glucoside de celui-ci aux concentrations de 5.10" " et 10-4 mole

par litre.
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=5 mole par litre de milieu,

A la concentration de 5.10
le lutéolol, comme le lutéoloside, n'ont permis que la formation
de cals trds petits.

Seule la concentration de 1072 mole par litre de milieu {
de culture en i'un ou l'autre de ces flavonoides a permis eux
explanfats de se développer, et ce dans des proportions infé-

rieures au lot témoin, mails comparaebles entre elles, contrairemenf

a notre attente (Tableau 34.

-~

H
Lutéolol t Luté01031de %j};)
! , F
H
$
:

Témoin 10™° mole 10~ -mole
par litre par litre
H L]
--——uo-—-----oo---3-----.--——-------z----“-——--o--——-
1 B 3 | 3 H . 4
?’ P\:?o Sox P. :P. I‘.:P. So: P, ZPQ P.:P. S-!
mg t mg ¢ mg $ mg It mg t mg ¢t mg ¢ mg ¢t mg
H H H H H | 3 H
Bl L R

: : :
1184 184,05147,353 757

( ; P

----- wmcam e {ccaca (crcamw
H

t : :
58,3:32,55:752,5:61.35:33.85g
: : : :

)
3 4 H ¢ l

Tableauﬁ34= Influence du lutéolol et du lutéoloside a la

concentration 10-2 mole par litre de milieu,
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.

1¢2.3~ Concluzions

1) L'action toxique du lutéolol et du lutéoloside

vis & vis du tiesu de Cgrotte se confirme.

2) L'hypothdse selon laguelle un héréroside serait
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et du 7-monoglucoside d’apigénol sur la croissance du

tissu de Carotte.
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moins toxique pour la cellule que son aglycone, ne sa trouve
pas confirmée dans le cas du lutéolol et de son monoglucoside,

le lutéoloside.

1.3+ CONCLUSION GENERALE

La croisgance du tissu de Carotte ntest pas sénsible-
ment influencée par la présence de glucolutéoloside, diglucoside
du luféolol. dans le milieu de culture & des doses inférieures:
ou égales a 10~ mole par litre.

Le lutéolol et son monoglucoside, lé lutéoloside.
ainsil que le monoéiucoside d'apigénol exercent uﬁe action inhi=-
bitrice trds nette sur la croissance du tissu de_Carotte. A des
doses supérieures ou égales a 10-4 mole par litre de milieu de
culture, ils emp8chent m&8me tout développement du tissu,

(Pigure 26).

Remarquons que NAEF-1971- a observé ltaction stimulanteJ
sﬁr le tissu de Carotte de dérivés du rutoside.

|

Nous pouvons repprocher nos résultats, des études faite
"in vitro" par MUMFORD et Coll. en 1961, puis par FURUYA et Coll.

en 1962, sur l'effet produit par certains dérivés flavoniques

sur l'acide indolyl-acétique oxydase. Il ressortait de ces tra-
vaux que si la quercétine, m8me & doses faibles; et le kaempférol
pour des doées supérieures a 5.10-'6 mole, agissaient comme des
inhibiteurs de l'enzyme, le m&me kaempférol, pour des doses in-

férieures a 5.10-6 mole, la naringénine et le T-monoglucoside de

l'epigénol se révélaient en 8tre les cofacteurs. ”
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ACette hypothése selon laquelle les dérivés flavoniques
agiraient comme des régulateurs de croissance & travers leur
effet sur l'acide indolyl-acétique oxydase trouve sa confir@a-
tion lorsque l'on rapproche les travaux de MUMFORD,et_Coll.-1961
et de FURUYA et Coll.-1962 de ceux de NITSCH et PARIS-1962 selon
lesquels la quercétine et ses dérivés oﬁt un léger effet stimu-
‘lant sur la croissance du tissu de Topinambour, la naringénine
au contraire 1l'inhibant. Nous-m&mes avons constaté l'effet inhi-
biteur du T-monoglucoside de l'apigénol sur la croissanceAdu
tissu de Carotte. Il serait intéressant de vérifier l'effet du
lutéolol, du iutéoloside et du élucolutéolqside eur l'acide
indolyl-acétique oxydase, nos résultafs lgissant supposer que
les deux premiefs agiraient comme des cofacteurs & certaines

doses, alors que le glucolutéoloside serait plutét inhibiteur.

2. RECHERCHE DES FLAVONOIDES

2.1, TECHNIQUES UTILISEES

2,1.2- Milieux de_oulture

10 ml de milieu liquéfié au bain-marie sont versés en
agitant dans 50 ml d'éthanol & 95¢. Aprés filtration, le jaunis-
sement du filtrat & la suite de l'addition de quelques gouttes
dtammoniaque pure indique la présence de flavonoides.

Lg nature du ou des flavonoldes est déterminéde par
chromatographie descendante sur papier Arches 302, en présence.
du mélange de Partridge, appliquée au filtrat concentré par
distillation, comparativement & des témoins. '

2.1¢3=- Tispus cultivés "in vitro"

Lea colonies sont"stabilisées"par ébullition pendant
1/2 heure dans cing fois leur poida d'éthanol & 950 bouillant.
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Elles sont ensuite, aprds avoir été hachées, épuisées & chaud
par 1l'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 a 95° puis per quelques gouttes
d'eau distillée, le tout étant réuni dans un petit flacon placé
au réfrigérateur. Apréas 24 & 48 heures 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 f
minéraux). Le liquide est décanté puis &vaporé & sec. Le résidu |
est repris par un volume d'éthanol a 950, tel que en ml il soit
égal au quart du poids du tissu frais traité. La partie insoclu-
ble est dissoute dans trés 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
11l est rapprorté ci-dessus & propos des milieux de culture.

2,2~ Résultats

Dans chaque milieu nous avons retrouvé la flavone in-
troduite au début de l'expérience et elle seule t elle n'a subi

sucune dégradation.

Dans les tissus de Carotte, nous avons identifié la
flevone introduite dans le milieu, seule quand il.s'agissait
\ ' :
du lutéolol, A& c8té de traces de leurs produits d'hydrolyse dens

la cas des glucosides.

1

2.3« Conclusions

1) Les flavonoides pénétrent dans les tissus cultivés

sur des milieux qui les renferment.

(§) Ethanol A 95c pour les colonies cultivées sur milieu de
base et en présence de lutéolol, de lutéoloside ou de
T-monoglucoside d'apigénol.

Ethanol a T0° pour les colonies provenant des milieux ren-
fermant du glucolutéoloside.
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2) Ils y subissent(une hydrolyse libérant notamment
l'aglycone, qui poﬁrrait &tre 1'élément toxique.

Dans le cas du g€lucolutéoloside, cette décomposition
conduit surfout & la formation de lﬁtéoloeide, des traces seule=-
ment de lutéolol étant observées. Ceci pourrait expliquer la

non toxicité du diglucoside sur la croissannectissulaire.




CHAPITRE

ETUDE DU METABOLISME DES FLAVONOIDES CHEZ LA GAUDE.

\




,.1. ETAT DES CONNAITSSANCES SUR LA BIOSYNTHESE FLAVONIQUEE

La biosynthése des flavonoides a feit l'objet de nom-
breux travaux au cours de ces dernidres 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 naissance

par condensation "t8te & queue" de trois molécules acétiques,

o éctivées sous forme d'acétyl-oéenzyme A. Il réagit avec ;QZ
unité cinnamique 06-03 (acidé p-coumarique), elle auassi activée
par la coenzyme A, unité qui est ainsi & l'origine du cycle B et
des carbones du noyau C. GRISEBACH-1957..1962 3 éIRCH et Coll.
~1953= § BIRCH-1962- ; UNDERHILL et Coll.-1957.

Une chalooné.intermédiaire se forme, précurseur im-
médiat dea flavones . GRISEBACH-1962..1967 § WONG et GRISEBACH
-1969. o

Lep‘glucidsaAsont é‘l'origine>de ltunité cinnamique,
DAVIS-1955, ltacide shikimique et la phénylalanine figurant

parmi les intermédiaires reconnus de cette biogéndse, selon le

processus schématisé par la figuré 27-28,

1.2+ HYDROXYLATION

Dans la famille des flavonoides, on distingue plusieurs
groupes parmi lesquels on peut citer les flavones, les flavonols,
les flavanones, les aﬁthocyanes. A 1'intérieur de chacun de oeé
groupes les dériiés se différencient par le nombre et la position

o/, des hydrq;yles sur 1e noyau flavonique.
Il y a 1lieu d'envisager séparément'le cas des hydro=

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 modéle d'hydroxylation du cycle
A soit f£ixé deés les.preﬁiers stades de la syhthése 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.

Pl

1.2.2~ Cycle B

En ce qui concerne le cycle B, il faut envisager des
modaliﬁés différentes seloﬁ ia position des hydroxy;es.
A Il est communément admis que l'introduction d'un hy-
. droxyle en 4' a ;ieu evant la fo?mation de la molécule en §15 des i
flavonoides, HESS-1964, GRISEBACH-1965. Les travaux de 2ZENK-1967,
ceux de SUTTER et GRfSEBACH-1969, utilisant des molécules marquées |
.ont précisé que l'hydroxylation en 4' du cycle B prenait place au
stade de l'acide cinnamique, le transformant en acide p;céumarique;
L'introduction d'un hydrox&le en 3', par contre, est
'située, gselon les suteurs, A des_stades différen£e de la synthése
£lavonique. HARBORNE-1962,'MOHR-1964, STAFFORD-1965, BOTTOMLEY
et Coll.~1966, HESS-1968, la situaient avant la formation de la
molécule en Cyg. |
Cependant des travaux ultérieurs apportent des arguments
en fafeur d'une hydroxylation plus tardive PAELICH-J96? iden=~

tifie d'abord de l'apigénine T-monoglucoside dans les cotylédons

de érainee de Silybum marianum Gaertn, oémmengant 4 germer, un
dérivé du lutéolol n'apparaissant que cinq'jours plus tard.
TRONCHET-1968,'constatant la grande richesse de 1l'épi-
derme de nombreuses plantes en dérivés ortho-diphénoliques, l'in-
terpréte comme le rééultat de la tranaformation, sous l'effet de

la lumiére, des hétérosides monophénoliques présents dans les

tissus plus profonds.
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HARPER et Coll.-1970, étudiant l'effet de la lumidre
sur l'incorporation de phénylalanine marquée au Carbone 14 dans

les flavonoldes de Pisum sativum L., notent une radiocactivité

plus basse dans les dérivés du quercétol (2 OH) que dans ceux du
kaempférol (1 OH), ce qui suggére que les premiers nommés sont

" synthétisés aprés les seconds.

TRONCHET-1971 observe dans 1l'épiderme d'uﬁe méme feuil
le d Allium porum L., l'existence d'un gradient flavonique, le
rapport quercétol/kaempférol augmentant de la base au sommet, ce
qui laisse présager que la formation du kaempférol précéde celle
du quercétol. -

WONG et FRANCIS 1968-1971- précisent, & la suite

d'études sur des mutants de Trifolium subterraneum L., que la

_fixation d'un hydroxyle en 3' a ;ieu aprée-la fofmation de le
chalcone. |

. Enfin, cértains éuteure utiligant des précurseurs mer-
.quée au Carbone 14, vodent sé former des flavonoides ortho-
diﬁydroxylés A-partir.de compoaéq monophénoliques. RIBEREAU- --
, GAYON-1968 observe que,l'é&ide p-coumarique (1 OH) est un meil-
leur précp;seur du qlercéfcl'que l'acide caféique (2 OH).
WALLACE-1967 isole du T-monoglucoside de lutéo}ol 4 partir de
Pieds de Spirodels polyrhiza Schleiden, esuxquels il a fourni de
1'apigénol.

L'hydroxylation en 3! du cycle B semble donec avoir
lieﬁ eprés la formation de la mblécule en Ci5, sur la chalcone
;nteimédiaire ou méme surAuh glucoside.

Des enzymes contr8lant l'hydrexylation de l'acide

P=-coumarique (1 OH) en acide caféique (2 OH) ont d'ailleurs &té

extraites de cultures de suspensions cellulaires de
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Petrogglinuﬁ hortense.Hoffm.-HAHLBROCK et boll.-197178t des
feuilles de Betg yulgaris L.-VAUGHAN et Coll.-1969. Ces derniers
auteurs ont.par ailleurs obtenu "in vitrb" la fixation d'un hy-
droxyle en 3! sur des molécules en 015 possédant 4434 un hydro-
xyle en 44, telles celles du kaempférol, du naringénol et du
dihydrokaempférol, en présence de l'enzyme isblée de la Betteraveé
Mais il reste & prouver que ces enzymes jouent naturellement un
réié dans la biosynthése des flavonoides.

N Ainei, s'il ne fait pas de doute que la fixation d'un
hydioxyle en 4' intervient frécocement au cours de la synthése

deé flavoﬁoides, les avis sont ﬁlus pa?tééés en ce qui concerne

le stade ol e'effectue i'hydroxylétion en 3' 1 si nombre d'ex-
périences incitent & penser qu'il se éitue aprés la formation de
.lé chalcone, ou mémé des glucosides, 1l resté cependanf a appor=

ter la preuve irréfutadble qui écarterait l'hypothése inversee.

143+ GLYCOSYL ATION

Les compos%s flavopiques identifiés dans les végétaux
sont le plus souvent des hétérosides, aussi la question de savoir
& quel stade de la_piogénése a lieu la fixation dés oses vient-“
‘elle tout naturellement & l'esﬁrit. .

.u,‘ Les travaux de VILLE et PACHEC0-1967 sur les hé&téro-:

sides flavoniques de Prunus mahaleb L. laissaient penser que la

"synthése des glucosides précédait l'apparition des aglycones
libreé.
Madame TRONCHET-1970, étudiant les flavonols des pé-

-~

tioles et des limbes de Pseonia corallina Retz. au cours du déve=

lobpement des feuilles, note l'apparition initiale de digluco-~

sides, des monoglucosides ne pouvant &tre mis en évidence que

bien aprids, des triglucosides plus tard encore.
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'Pourtgnt des sysfémes enzymatiqﬁes, capables "in'vitro‘?
de former des hétérosides A& partir deg aglycones, ont €té ieolés
des plantes, MARSH-1960, CONN-1964, BARBER-1962, BARBER et
Coll.~-1968, LARSON-1971, HAHLBROCK et Coll.-1971, SUTTER et
Coll. 1972.

- Les résuitate d'qxpériepces utilisant'dés précurseurs
marqués par le Carbone 14 semblent indiquer.que la glycosylation
dés flavonoides est une étape tardive de leur biogéndse, postég
rieure & la formation des eglycones, HARBORNE-1967, WALLACE-1967, 

WONG et Coll.-1969, ZAPROMETOV et Coll.-1972.

-

2, TRAVAUX PERSONNELS CONCERNANT L'ETUDE DU MEmABOLISh
DES FLAVONOIDES CHEZ LA GAUDE

Nous avons suivi, tout au long de la deuxiéme ennée du

oyolé végétatif de la Ggude, la teneur en flavonolides des divers

organes de la plante t racine, moitiés inférioure et supérieure

des tiges, axe d'inflorescence) feuilles de la moitié basale et
de la moitié apicale de la tige, fleurs, fruits. Nous avons ainsi‘
distingué, depuis 1l'époque od les feuilles sont encore en

"résette” Jusqu'd celle ol les graines ?ont mires, neuf stades

définis ocomme sult 1

Stade A : plantes en "rosette" .

Stade B 3 plantes possédant une courte tige
(bauteur = 18 a 28 cm).,

Stade C 1 plantes possédant une tige bien formée, sans
_fleurs'(hauteur = 40 A& 45 om).

Stade D : plantes commengant & fleurir

Stade E t plantes en fleurs_

Stade F i plantes en début de fructification
' Stade G 1 plantes dont les inflorescences sont aux
trois quarts en fruits.

Stade H : plantes enti2rement en fruits

Stade J t plantes dont les éraines sont mlres.
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Tes résultatas du dosage ont été rapportés au chapltre II-3. 4
Pour la discussion de leur signification quant au métabolisme
des dérivés flavoniques chez la Gaude, nous les exprimerons tan-
t8t en poids, tantft en nombre de molécﬁles-grammes, rapporté
soit a 100 g d'organe sec, éoit 4 la plante entidre au stade
considéré. .

2.1, REPARTITION DE3 FLAVONOIDES SELON LES
ORGANES DE LA PLANTE

Une piemiére observatién intéressante, que nous avons
déja précédemment indiquée (Chepitre I-3.5) est qu'il existe des
dérivés flavoniqueé dans ﬁoue les organes de la Gaude.

En effet,'si“de nombreuses plantes renferment des fla-
vonofides dans’leurs 6rganes aériens, les graines“et les organes
soute#rains, racines et rhizomes de certaines d'entre elles, en
sont généralement exempts. Citons notamment les graines et raci=

nes de Sinapis @lba L. CLAIR et Coll.-1964, les graines, racines

et fruits verts de Tropaseolum majus L. DELAVEAU-1965.1967~, les
graines de Colchicum\autumnale L.~SKRZYPCZAKOWA-1968, les grainesj

‘et racines de Bryonia dioica Jacq.-LEIBA et Co0ll.-1968, les ra-

cines de Cassia mimosoides L.~SUBRAMANIAN et Coll.-1970, les

racines des pousses de Fagopyrum esculentum Moench.-STAFFORD-1969
I1 est donc remarquable que la Gaude toute entiére ren-
ferme des flavonoides. Toutefois ce n'est quand méme pas 1la un

fait unique car il se retrouve dans Cochlearia armorscia L.=

CLAIR et Co0ll.-1963, Ruscus racemosus L.-DELAVEAU et Coll.-1969,

Euphorbia amygdaloides L.-_MﬁLLER et POHL—1970, et dans un

Polyponum non spécifié KUKENOV-1970.
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2,2, NATURE DU CONTENU FLAVONIQUE DES DIVERS = |
ORGANES '

L'analyse qualitative du contenu flavonique des divers
organes de la Gaudé a donné des résultats constants, quelqﬁe soité
le stade de développement sur lequel aient porté les eseais |
du lutéoiol et ses deux glucosides t le lutéoloside et le élucq-
lutéoloside, de l'apigénol, son T-monoglucoside et ué composé
qui est probablemént un diglucoside de cet apigénol, flavonoides
appartenant tous au groupe des flavones, ont toujours pu &tre misi
én &vidence & c6té de traces de dérivés non identifiéa.

Les graines. seules, ont montré un contenu flavoniqve
original. Nous y avons trouvé a la‘f01e une plusngrande propor-~
tion et une plus grande Qafiété d'aglycones, un certéin nombre
de egbstances non identifiées'y apparaissent en'effet a cété du.
'lutéo;ol.ef de 1'epigénol.

La disparité observée entre les dérivés décelés dens
1eé graines et ceux des autres organes dé la Gaude semble, en
dé;it du petit nombr? d'études qui ont été faltes sur des graineq;

étre:un fait général. Clest ainsi qﬁe PARIS et Coll.-1971, ont

mis en évidence dens les graines de Sarothamnus gggggziﬁg Koch

la présence 4d'aglycones libres du groupe des flavonols 1 quercé-
tol et kaempférol, alore que les gouéses et les organes végéta-
tifs sont riches en flavones et isoflavones. TRONCHET-5972, pour
ea.part, lors d'une étude rortant sur lee dérivés flavoniques

des fruits de 70 espéces diverses a oBservé une grande disparité,
qui était méme totale pour certains d'entre eux, entre le contenu
des graines et celui de l'épicarpe. Cos plantes, dont les graiges

présentent un contenu flavonique différent de celul des autres

organeas, phénomdne que l'on v'observe pas chez tous les végétaux,

pourront peut-8tre constituer une catégorie originale.
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Si 1'on compare les résultats que noué avohs obtenus
pour les organes de la Gaude gutres quelles graines & ceux qui
sont repportés & prbpos de diverses plaptes, on constate un
certain nombre de divergencesa

_ MELIN-1964 a reconnu la présence d'une plus grande

variété de flavonoides dans les feui}lee'de Periploca graeca L.
.que dans ies tiéeé. certains d'entre eux ﬁne passenf pes”,
d'apfés lui, dans Ees dernidres. . |

L'attention de divers Quteurs e €té retenue par 1ltap=-
parition dans lés fleurs ou les fruité, d'uhe ou rlusieurs sub-
stances n'existapt pas dans leé organes végétatife.t_CiAIR et

Coll.-1964 chez Sinapis alba L.)DELAVEAU-1965 chez Tropaeolum

majué L., MURGU et Co0ll.=1970 chez Spirea'crénata L.s Anemone

hepatica L. renferme des hétérpeides flavoniques dont 1l'hydro-
lyse libdre des aglycones différentes selon qu'ils proviennent
des feuilles ou des fleurs RAYNAUD et Coll.-1970., Chez Hypericum

perforatum L., le nombre de flavon01dee passe de 4 é 10 de la

germination 4 la floraison-ALYUKINA et Coll.-1966, puis diminue
pendant la maturation des fruits—ALYUKINA-1971. TISSUT-1967, de
son c8té, observe un changement de glycosylation des flavonols

de la feuille de Fagus silvatica L. selon les époques de l'année.

Ultériguremeht, TISSUT et Coll.-1972 ont noté que chesz
Quercus Corylug et Tilia, les glycosides des feuilles jeunes et
ceux des fouilles &gées différaient.
| Aingi, contrairement & ce que nous observons chez la
Gaude, des variations qualitatives du contenu flavonique, liées

-~

solt & la nature de l'organe, soit & 1l'Bge du végétal, ont &té

observées dans un certain nombre de plentes.




Sta-des | A | B C D E F G H

Teneur en -
10,4 | 12,3 | 16,4 10 9,2 5,5 7.8 5,8

flavonoides

Tableau 35-Teneur de la Gaude en flavonoides, aux divers stades de
son développement, en g/1009 de plante séche.-

o

N
o

' - BU
“Crise dela floraison” LILLE

-t
(&)

“Crise de la fructification”

J

Teneur en flavonoides
(9/1009 de plante séche)

10}

A B C D E F G H
Stades du

développement
de la plante

Figure 29 - Evolution de la teneur de la Gaude en flavonoides,
au cours de sa végétation.
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Néanmoins, VALUTSKAYA et Coll.-1970 et PARIS et Coll.

«-1971 ont noté, chez Bupleurum multinerve L. pour les premiers,

chez Sarothamus scoparius Koch pour ies seconds, une stabilité
de la composition en fla#onoides 4 rapprocher de celle que nous
observons cﬁez la Gaude. TRONCHET-1972 a également remarqué,
chez 24 espdces végétales que lféquipgment flavonique superficiei
,était'le m8&me dans tous les organestaériens 3 tiges, feuilles,
sépales,,fruits;

Si 1lton doif-considérer le domportement de la compo-
gltion en flavonoides a}unebplante.comme le signe sensible de
leur réle dans le métabolisme végétal, on peut alors se demander:
8l les diverses tendances décelées dans les observetions que
nous venbns de rappeler.ne traduisent pas eﬁ 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~
gservons la présence des mémes flavonoldes dans tous les organes
\

ii faut noter cependanf des variations dans leurs concentrations

et dans leurs rapports.

2:.3.1= "Flavonoildes totaux"

Nous envigagerons d'abord le comportement dans la

rlante des flavonoides pris dans leur ensemble.

2.3¢1¢1- Plante entidre aun cours du dévelqpé

pement

Si nous étudions les résultats exprimés en poids pour
100 g 'de plante entidre siche (Figure 29~ Tableau 35), nous
observons une forte augmentation continue de la teneur en flavo-

noides au cours des premiers stades de la croissance. Ce taux
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s'abaisse brutalement une premidre fois au moment de la forma-
tion Aes fleurs, plus légérement une deuxidme fois au début de
la fructification. La formation des graines s'accompagne 4‘'une
faible remontée de la concentration bientdt compensée par une
‘nouvelle baisse. | |

Dans la littérature, rares sont les données relatives
& la teneur en.flavoncides d'une plante entidre, néanmoiné nos
résultate vont dans le sens de ceux de MASCRE et Coll.-1936 et
de SPRECHER~-1936, qui ont .constaté une diminution de la teneur
.en flavonoides 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 perforatum L. et chez

Sarothamnus scoparius Kooh,

DELAVEAU-1967, pér contre, note une‘élévation cong=

tante de la teneur en flavonoides de Tropaeolum majus L. avec

1ltaugmentation de la masse de la plante, de sorte que ce que
l'on peut appeler la "crise de la floraison" n'apparait pas net-
tement dans ca case

Ces chutes du taux des flavonoides qui ne peuvent
s‘éxpliquer par un accroiesement sensible et brusdue de la masse
tissulaire, pourraient donc correspondre & une ufilisation méta-
bolique liée surtout & la floraison et’é un degré moindre,é la

fructification.

2.3.1.2- Répgrtition dans les divers orgene{

selon le atade de développement

Selon le stade de la végétation des modifications sen=-
sibles apparaiséent dans la teneur en flavonoides des divers

organes de la Ggude (Tableau 36).




A A LSS S S S S, S, ST S ST SN S P, S
l 1 i
| 1
! N
O ~ - -
" b ., I = |
N [} [ - \ad
- | Ot | o -
O ') ] <~ - o
- ] . [ : wmn
[ aY | [ [} -
I t - I 0
06 00 00 00 00 00 00 00 IE 00 00 00 DO 00 G0 S0 UV 00 S0 00 00 00 60 00 60 00 00 08 80 e e
] [ | (0]
. ‘. VoI i
Cor N . - o
Mmoot = R 3
. - -~
- e/ \ —t )]
t O [a . N
2’ A 4 O H (]
L o -
1 . . t o}
S0 00 00 90 00 06 06 20 00 00 G0 00 V¢ o6 U0 04 08 06 00 6 O0 00 08 06 Ve 66 V8 €0 B0 e
| t ) t L+
I M n - i
\le) 0 - - 1 o
B o< S ow T ¥ o | e
-~ - -
o 1 A~ -
o | - N N u
] - LY -~
| N (12 [Ty (o]
1 i - N 2
6 00 00 00 00 00 5O 00 B¢ 00 04 00 0 O 00 00 OF 00 S5 00 05 00 00 0B 00 S0 B2 o ¢ 0 [
] 1 | &
] ] | e
(o)} 79} : g
By “4 . (2] -~ 0
- 2‘ - - *
| o t~ QT AR B 0 ©
- e/ i M H - g e
- o) ! o~ S 3
] - ] ] - o
S0 00 66 00 00 00 G0 20 G0 00 SU S6 U6 00 06 GO S 00 04 D0 0F 04 00 0 00 S0 00 00 00 oo (4] .
] ] M
ne | 1%
M . .
) “5 \ 6., = eD
N " -
- r\)\l\ f.\i\l‘\ f Lo} .
o 0 ( o 338] (]
A- - “ - _»..w.mus
N - o) 4 o e
i | - . N R mB
S0 00 00 50 00 00 00 00 00 00 S0 00 00 G0 00 00 0 0D 00 &0 00 03 B0 B0 W0 B0 00 B0 WS 0o
o W e
] 100] q
[ 8 v | - (o]
A * o DA ¥ 0 -
L od N ™
L I N/ L o0
- 1 (o, - o o
« - - Vd
N O ] t~ o @
! - i N o B o4
oooooooooooooooo:333:‘:"‘4‘3"13::‘:2 0n
! . I 0
t~ < | A 2
¢ [} LY [ 3 g
1 o 1| M N £
- ! { A ] w o
S0 00 00 00 00 00 60 S0 00 00 S0 05 00 00 e S 08 00 G0 00 00 B0 S0 S 06 G 00 00 e ® A
{ 1 L] o
m N - N ! 1 d
* - N { o ¥
(o] - ! g W
- ! t 1 o
B0 00 00 060 00 00 00 S0 ¢ S0 08 G0 00 40 00 06 00 0 06 0 06 S0 6 00 S8 00 0 B0 B¢ b w0
bow | | ! a8 »
< b e T ! “ o
I O 1 - 1 1 !
. ] \ t g
®0 00 00 00 06 €0 00 00 e 0 0o 00 00 00 00 w0 4o e 0 o0 00 00 00 00 00 Be G0 oo ] [\
1o o | d ) e}
_u 4 1 A h ! C e u
| 3 1 o (] [ 4] @ n
1o o | ur MK l + 1 u eu
t " | %4 0 d o | orf | o)
[ 4 1| AdY P )} m | (] O O
i w o | ol ord Q- 0 ) ~ H ©
[ 10 b o (1] + | & | &
1 I g 31 0w ) I 1 H
! il d 0 1 et d wed o © 1 .o 0
l [ t PP PPA 0 1 o M ;
|1 v LY ] oo N oo | 4] | 9]
i 1 A | OO00 coo | o) t o 3
, f # £ 1 HE”Y aHgOV | o | o d
ook od | { ] i 0 0
o+ 8 8 | 0 T 3
g 1 f H_ | N | & @
b ) | . 0 ! 0 &
.c. o | o ] ~ f ~
_a_ & L] o [} Lol [ 44
NS LSS S - Y-
(/.\/\/\(((((\(((I\(((((.(\(((I\I\((((




- 152 -

Les racines restent toujours trés pauvres en flavo-
noides en regard des autres organes de la plante. C'est d'sil=-
leurs un fait généralement reconnu que les parties souterraines

renferment peu de flavonoides, citons notamment les travaux de

PISLARASU et Coll.=1969, da MULLER et Coll.=1970 et ceux de
KUKENOV-1970. Deux excéptions sont cependant signaelées de racines:
relativement riches en dérivés flavoniques 3 celles du Ruscusg

racemosus L. et du Sophora pachycarpa Schrenk ,étudiées YeEDeCw

tivement par DELAVEAU et Coll.-1969 et par RADZHABOV et Coll.
C=1971. |

Les organes aériens sont nettement plus riches. L'é-

clairement dont ils Jouissent en est probablement la principal§
causee Il est établi en effet que ies’premiers stades, tout au
hoina} de la biosynthése des flavonoides sont contr8lés par la
lumidre, FURUYA et Coll.-1964, MUMFORD et Coll.-1964, BOTTOMLEY
et Coll.-1966, SMITH et HARPER-1970. La photoactivation du phy=
tochrome provoqﬁe une augmentation du taux, ou pour le moins de
l'activitg\de la ﬁhénylalanine;ammoniac-lyase, enzyme qul cata=
‘lyse la conversion de la pﬁénylalanine en ;oideltrans-cinnamique
(FigureQB), selon les conclusions de ATTRIDGE et 0011.51957.
HARPER et Coll.-1952-1970, SMITH et ATTRIDGE-1970, HAHiBﬁOCK et
Coll.-1970f

Il faut souligner d'ailleurs que la répartition des

flavonoides dans les divers organes aériens de la Gaude est loin
d'8tre uniforme,
Les feuilles sont toujours beaucoup plus riches que

les tiges, observation qui concorde avec ce qui a été obsefvé

sur de nombreuses plantes t Tropneolum majus L.-DELAVEAU~1965,
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Sophora prodenii Anders-PISLARASU et Coll.-1969, Polygonum ep. -

KUKENOV-1970, Bupleurum aureum Pisch.-KISELEVA et Coll.-1971,

Hypericum perforatum L.-RAZINSKAITE-1971, Sophora pachycarpa

Schrenk RADZHABOV et Coil.-1971..

Aux stades ol la Gaude porte des fleurs, ce sont ces
~dernidres qui sont les organes les plus riches. PISLARASU et
Coll.-1969 sont arrivés & une conclusion identique & propos de

Shophora prodanii Anders., sinsi que KUKENOV-1970 pour le Polyso-:

num qu'il étudiait. Au contraire RADZHABOV et Coll.-1971 chez

Sophora pachycasrpa Schrenk et RAZINSKAITE-1971 chez Hypericum

perforatum L. ont trouvé que les fleurs renfermaient moins de

flavonoides que les feuilles. Quant'é PARIS et Coll.-1971, ils
n'ont pour leur part noté que peu de différenée entre feuilles

et fleurs du Sarothamnus scoparius Koche.. Faut-il considérer

cette différence dans le comportement des diverses espdces comme

le signe d‘unq certaingldisparité dans les sites de formetion

des flavonoides ou dans leur utilisation métabolique 7
Les fruite de la Gaude, quant & eux, renferment une proj
portion plgs faible de dérivés flavoniques que les fleurs®* et mén

que les feullles, falt noté également chéz Sophora prodanii Andex:

par PISLARASU et Coll.-1969 et par RETEZEANU et Coll.~1972 chez

Rosa rugosa Trunb., mais ils restent plus riches que les tiges.

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 situés vers le bas de la plante sont toujours moins
riches que ceux du sommet, exception faite pour les feuilles des
plantes en pleine fructification ou porteuses de gré&nes miires

(Tableau 36).

* La concentration plus faible chez les fruits que celle obser-
vée chez les fleurs dont ils proviennent peut s8'expliquer en par-|
tie par le chute des pétales qui sont trds riches en flevonoides.
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Ce sont donc les organes supérieurs, les mieux exposés |
] 3

4 la lumidre, qui sont les plus riches en flavonoides. Ces ob=-

servations confirment celles de DELAVEAU et Coll1l.-1961, CLAIR .
et Coll.-1964, DELAVEAU-1967, TRONCHET-1966, LEIBA et Coll.-1968.]
Il est intéressant de signeler & ce propos lfhypothéseﬂ

émise par DELAVEAU et Coll.-1968 qui, constatent la teneur élo-
véeAgn dérivés flavoniquge,des organes assurant la photosynthése,!
avaient envisagé l'existence d'une relation entre les synthases
chlorophyllienns et flavonique. Das 1966, ZAPROMETOV et Coll.
 faisalent d'ailleurs des chloroplasfés le lieuAdu stade primaire
de la formation des dérivés flavoniques et SATO en 1966 et 1567
¥y localisait l'hydroxylation de ces composés. Cette conception
pourrait trouver sa justification dans le fait que MONTIES en
1969 et WEISSENBOECK et Coll. eﬁ 1971'mettéient en évidence la
présence de fla&bnoides aans les chloroplastes de diverses
.Angiospermes.

| Quant & l'inversion dans les rapports de teneurs en
flévonoidea entre les feuilles du sommet.et celles de la base
'de ;a tige qui epparait lors de la fructificafion et de lé for-
mation des graines,.elle suggdre l'hypothése dfune migratioh da
ces dérivés, des organes chlorophylliens vefs les fruits ét les
graines, qui se ferait surtout aux dépens des feuilles les plus

proches de ces organes en formation. 1

2:341.3= Variation du taux dans chaque

orgone au cours de la végétation

Si nous considérons maintenant l'évolutidn,de la teneur
en flevonoldes de chacun des organes de la Gaude tout au long
de la végétation (Tableau 36) nous pouvons faire les remarques

suivantess
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Au cours de la période qui précéde la floraisoﬁ (etadeJ
A,B,C), la teneur en dérivés flavoniques des organes aériens de
la.piante t tiges et feuilles, ne cesée de croftre de fagon trés%
sensible. Ce fait péut &tre interprété cémme un effet de 1tacti- |
vité synthétique ae ces orgaenes chlorophylliens, a la fois jeune;_
et bien éclairés, qui, noﬁs venons de le voir, sont généralement
tenus pour les sitée de la formation de ces composés, les feuil-
les océupant dans cette synthése une place privilégiée sans
doute du fait de leur surface proportionnellement plus grande.

Au moment de la floraison (stades D,E,F) nous acsis-

tons A une baisae de teneur en flavonoides dans les orgenes #égé;
tatifs aériens, surtout dans les feuilles, ol elle passe de >2 g
& 10 g pour 100 g de poids sec ; dans les tiges la baisee est
moins marquée ¢ 3,4 g A 1 7 g

Cette crise de la floraison®™ n'est pas un fait parti-

culier & la Gaude. Elle a été observée dans nombre d'espices 1

Sinapis aiba L. - CLAIR et Coll.-1964 , Saxifraga cuneifolia L.
et S. aizoides L. -COMBIER- 968, Bupleurum gsp.~MINAEVA et Collo‘

-1968, Sarothamnus scoparius Koch«PARIS et Coll.-1971, RhUB

coriaria Le et Cotinus cogpyris Scop.—BUZIASHVILI et Coll.-1972,.
- Comment expliquer cetfe bruéqﬁe diminution de 1la
richesse eﬁ flavonoides_des feuilles ? Il est ﬁeu probable
qutelle soif due & un ralentissement notable de l'activité syn-
thétique de ces organes. Il semble plus vralsemblable qu'il
s'agit d'une "fuite" de ces dérivés vers les fleurs dont le

Vd
teneur est particulildrement élevée aux stades D et E.
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Toutefois, il faut noter que pour d'sutres espéces

les organes végétatifs présentent une teneur maximale en flavo-

noides au moment de la floraison Corchorius olitoriusg L. -

GHEDOV-1969, Delphinium consolide L. et Conéolidg regalis Gray - .

'MEL'NICHUCK-1971, Artemisiscina Berg.-BALTABAEVA-1971, Hyperi-

s

. i : ‘
cum perforatum L.-RAZINSKAITE-1971, diverses FPolygonacées

.KUKENOV et Coll.-1971, Bupleurumlaureum FischsKISELEVA et Coll.
~1972. N
| .On peut se demande; si cette-dispa?ité des faites ne
tféduit.pés celle du r8le joué par les flavonoides dans la celw
lule végétale ? | \

Chez laAGaude aonc, le baisse de la_teneur en flavof
poides dans les organés chlorophjilie§s correspohé A& l'appari-~
: tion.dfun taux élevé dens les inflorescences fleuries. Cette
.ooinﬁideﬁce résulfe;f-el;g, commeAnous l'avons suggéré ci-dessus{

du fassaga.de cés substénces des feuilles dens les fleurs ?
Cette possibilité de'migration semble encoreicohtgstée. Si
’COMBIER-19g8 envisage queiqes dérivés circulent dans les plantes||
notaﬁment entre feuilles et fleurs, et si MURGU et Coll.-1970‘
concluenf, mais sans preuve formelle, que "pendant la‘période

de flo:aison, une partie des flavonoides qul existe dans les

feuilles migre vers les fleurs" chez Spirea crenatg L., des.ex~

périences de greffes d'une plante capable de synthétiser cer;

tains flavonoides sur une autre formant des dérivés différenté

de ce m8me groupe, n'ont pas permis de conclure au transport de
tels composés de sujets & greffons, DELAVEAU-1964, SCHULTZ-1969,

Néaonmoins SCHULTZ-1969 a observé un transport "in vitro",
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Il se pourrait.égelement que lee inflorescences fleu-
ries soiény le lieu_de synth&se des dérivés flavoniques qu'elles
contiennent. Notons que pour HESS-1963 le bouton floral est le
lieu de la synthédse des anthocyanes, composeés voisins des f}a-

#ones, qui exercent ainsi vis-a-vis des organes végétatifs une

certaine concﬁrreﬂce quaﬂt a l'utilisation des matiéres premiéregg
'indispensables & ces synthéses, telles les sﬁcrés.

| La réalité se situe peut-&tre & la fois dans ées deux
hypofhéses, le péuvoir de synthéee des fleurs n'excluant yas la
possibilité d'une migration entre les feuilles et les fleurs.

Dans le cas de la Gaude, ol nous notone que le taux
deé flavonozdes diminue & cette époque daps les tiges, l'hypo-
"thése n'est pas aspparamment en faveur d'une circulation accrue
. dans la planté, cepéndgnt 1'examen du tableau 36, révéle que la
dbaisse observée p?rfe sur l'ensémble de la tige, mais qu'elle
n'est pas-cohetanfe fout au long de cellé—ci. La feneur reste
‘ élevée dans la'moitié supérieure pour diminuer considérablement
dans lesvpa;kies basses. La chute est d'autant plus apparente
gur l'ensemble que la masse dge tigés atteint alors son -
ﬁaximum, le part la plus grande revenant 1ncbntestablemen£ a -
la moitié inférieure de la tige, ce qui pourrait d'ailleurs'éx-'
pliquer dans une certeine mesure la "dilution" du contenu flavo-
nique de cette.région. L'hypothése émise précédemment d'une mi-
gration des flavonoides se faisant princiﬁalement aﬁx dépens des
feuilles du sommet de la planté né sé trouve donc.pas réfutée.
Jusfe au début de la fructification (Stade F), prend

place un phénoméne comparable & celui observé au moment de la

floreison 1 la teneur en flavonoTdes des inflorescences fleuries
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baisse brusquement (Tableau 30), ce qui parait esssez difficile
2 comprendre, d'autant plus que dans les derniéres fleufs qui
se forment on retrouve un taux assez voisin de ce qu'il était
avant que n'apparaissent les frults. Un arrét progressif de la
qynthése dans les feuilles et de la migration & partir de celles-%
ci vers les fleurs,fpuis'ies fruits, pourfait tenir lieu en '
partie dtexplication. D'autre part on peut penser gvec
KUKENOV=-1970, que les flavonoides sont utilisés au début de la
formation des fruits, peut;étre m8me selon nous dans le mécanigme

de la fécondation (°).

Lorsque les fruits se forment (Séade G), la concentra-
tion en flavonoides aug@ente dans les feﬁilles, ce qui confire
merait l'hypothdse que nous venons d'émettre d'un arrét de leur
migration vers les inflorescences. Nous refrouvoné dans les
fleurs qui persistent encore,lun taux voiein de ce‘éu'il tait

avant la chute observée au Stade F, nous remarquons également

que la teneur des fruits en Qes pigments s'est'considérabiement
élevée bien gu'elle n'atteigne pas la valeur qu'elle prend daﬁs
les fleurs. Dans l'hypothdse d'un ralentissement de l'apport des I
feullles cela leisse suppoéer, selon une opinion déja émisq par

TRONCHET-1972, que les fleurs et les fruits seraient comme lee

feuilles

(°) Stil est facile de séparer sur une inflorescence, la partie
inférieure portant des fruits déjA apparents, il est impoc-
cible de faire une distinction entre les fleurs déja fécon=
décs et celles qui ne le sont pas encore. Il est donc pos-~
sible qu'a ce stade F nous ayons eu, dans ce que nous consi-
dérons comme "inflorescence fleurie", une certeine quantité
de fleurs non fécondées riches en flavonoides et le reste ‘
formé de fleurs fécondées trés pauvres en ces éléments, comme
semble le prouver la teneur trés faible des premiers fruits
(2,95 %), ce qui entrainait pour 1l'ensemble un maigre taux

. moyen. Ce pourrait &tre 1la la véritable explication de cette

baisse spectaculaire deas flavonoides que nous observons 2
ce stade.



des lieux de synthése des dérivés flavoniques, ca qul ne saurait}
étonner si l'on admet l'intervention des tissus chlorophylliens
présents tant dans certains organes floraux que dans le péri=-
Earpe des jeunes fruits.

Au cours de leur maturation (Stades H et J) les fruits:
voient baisser rapidement leur teﬂeur en flavonoides, ce qui
peut 8tre la caonséquence d'un'arrét de la synthése'conjﬁgué'avec
le développement de la masse tissulaire, 6& plus simplement d‘uni
ldestruotion'liéeTA.la’sclérificétion et ia mort des cellulesg.
 bans le m&me temps, on peut constgter,uﬁ.plafonnement du taux de
ces pigments dans les feuilles ) signe de vieillissement,?,l'aug-
mentatiop qﬁi pourrait 8tre due A l'arr8t de la migration vers
lee.inflorescences étant.annuiée'par un ralentissement potable
ou mBme la suppression de la synthése.

| Les raéipes resteni,‘tout au long'de la végétation de
" la Gaudé, trés pauvres en flavonoides, la teheprAétant toujours
Bien inférieure & 1 %. Il paratt évident que ces organes no
syﬁthétisent vas ces composés et que ceux qulon y décdle pro=-
viennent des organes aériens par le canal de la tige.

Enfin, il convient de remarqguer (Tableau 36) que,
jusqu'd la maturation des fruits (Stade H), la moitié supérieure
des'tiges est.toujours plué riche en dérivés flavoniques que la
moitié inférieure, l'explicatiop pouvant 8tre trouvée dans le
fait que les cellules de la partié supér;eure eént rlus jeunes
et mieux éclairées que les sutres § le vieilliasement: surtout
sensible, & partir de la formation des graines, entrafnerait
fipalement l'uniformité de composition constatée alors tout au

long de l'organe. Mais ce qui paratt plus difficile A comprendre
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si l'on tient compte de l'interruption de leur synthése, c'est
l‘augmentetibn du faux des fiavonoIdes observée, d&s ce stade,
a la bapeAdes tiges et qui gagne ensuite le sommet, La cause en
est peut-8tre, par suite du yieillissement, une perte de matidre
séche proﬁortionﬁellement plus importante pbur d'autres 6onsti-

tuants cellulaires que pour les pigments flavoniques.

Un phénoméne analogue, mais plus précoce puisqu'il
epparaft au cours de la formation des fruits (Stade G). se manie
feste au niveau des feuilles. Jusqu'alors les feuilles de la
moitié supérieure des tiges, plué jeunes et mieux &clairées,
avelent une teneur plus élevée en flavonoides que celles insérées
vers la basep cela n'est plus: tandis que le taux demeure sensi-
blement identique dans les feuilles supérieures, 1l g'élave daus
les feuiiies inférieures jusqu'a une valeur'qui dépasse celle
-observée'dahs lgs feuilles du sommet. Ii semble que nous devions
ici encore invoquer le vieillissement, plus accentué & la base
de la planté\-qui provogque la destruction a'une ihporténte quan;
" tité de constituants cellula;res tout en respectant les dérivés
flavoniques.

| Il semble donc que l'on puisse conclure que tous les
organes aériens, principalement les feuilles et sans doute aussi
les fleurs, sont des sites de formation des flavonoides, les
organes jeuneé étant les plus actifs. On peut concevoir aussi le
transfert d'une certaine quantité de flavonoides des feuilleé
vers les fleurs au moment de la floraison. Il epparaitrait par
ailleurs que ces substances pourraient jouer un r8le d;ns le .
rhénoméne de la fructification et qu'elles résisteraient mieux

que bien d'autres & la destruction qui s'instaurerait lors du

vieillissement. Quant & la présence de ces pigments décelés en
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en faibles proportions dans la racine elle résulte trés proba~

blement d'une migration réduite & partir des organes aériens.

2.3.1;4- Variation des gquantités totales

dang chacun des organea au cours du développement

Nous avons pensé que l'on pourrait mettre en évidence
de facon plus nette la oiioulation supposée des flavonoides et
leur utilisation envisagée lors de la floraison et de la fruc-
tification, en suivant, non plus les variations de taux pai
organe, mais les quantifés absolues présentes dans ceux-ci A&

chaque stade du développement-

Il est évidemment impossible de suivre de telles varia-
tions sur un méme individu, aussi avons hbus établi, pour chacune;
des époques, un "individu moyen" en prélevant, dans les lots
utilisés pour le dosage deé flavonolides, une dizaine dé plantcs
de taille vé}iable sur lesquelles nous avons déterminé la'moyennel
des.poids secs deé.divers organes. Ceci nous a amenée d'ailleurs,
en dehérs deﬁ\déductions sur le comportemént des dérivés flavo-

niques, & faire certaines remarques sur la croissance des organes

végétatifs de la Gaude. (Tableaux 37 et 38).

Le poids sec de la racine croit :éguliérement Jusquta
la floraison (stades A, B, C) ce qui paraft &tre en relation evec
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 par vn phé-
noméne déterminé qui pourrait &tre précisément la floraison.
Pascée ce stade la racine s'alourdit considérablement, ce qui.ne

veut guére s'expliquer que par une accumulation de substances




Tableau 37 = Poide sec en g d'un "individu moyen" de Gaude et de chacun de ses

organes, aux stades successifs de son développement.
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Tableau 38 = Poids en mg des flavonoides extraits d"un "individu moyen" de Gaude et de

ses divers organes, aux stades successifs de son développement.
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Qqu'elle mettrait en réserve sans qu'on puisse déceler quel en
est 1'intér&t pour la plante qui évolue vers la ﬁort-(Tableau 37)
Les quantités de flavonoides présents dans la racine
sont toujours extrémement faibles de sorte que les variations
obse%vées ne sont sans doute gudre significativeg, sauf peut-&tre
lé baisse qui accompagne le début de.lé formation de la tige et
qul pourrait faire penser & une utilisation dans ce processus.
L'aﬁgmentation"qﬁi se manifeet§ vers la fin de la végétation ne
paraft découler que du phénoméne général d'accumulation de subs~-

"~ tances que nous venons de signaler (Tableau 38).

La tige n'a d'existence véritable qu'a partir du stade
B, et, malgré une croissance en hauteur iéportante, son poids sec.
qui augmente d'abord réguliérement, n'atteint qu'une valeur rele- |
ti#eﬁent faible au moment de la pleine floraison (stade E), pour
s'accroftre ensuite conéidérablement déé que les fruits commen-
cent A se former; ngoration qui né peut se justifier que par
une accumulation de substances: En effet, ce n'est ni 1l'allon~
gement ﬁourﬁant encore sensible de cet organe durgnt toute la
rériode de fructification, ni m8me la croissance diamétrale, bien
que nofable, qui peuvent suffire & justifier ce phénoméne. Cette
constatation infirme l'hypothdse émise précédemment d'un vieil-
lisseﬁent géﬁérateﬁr d'une perte de mutidre sdche (Tableau 37).

La quantité de flavonoides d'abord faible s'accroft
avec_le développement de la tige, pour se stabiliser sensiblement
lorsque commence la floraison, ce qui peut &tre le signe d'une
utilisation dans 1l'établissement de ce procéssus. Elle éugmentg
ensuite, assez lentement d'abofd Jusqu'au début de la fructifi-
cation, pour croftre eﬁfin de fagon intense tout au long de cette

période (Tableau 38).




- 163 -

Le poids sec des feuilles augmente de fagon céntinue.jus-
qutau stade qui précédde l'apparition des fleurs (stade C). Sans
pour autant nous attacher A& la valeur absolue deg chiffres étant
domné l'imprécision liée & la technique mé&me, nous devons cons-
tater que leur masse évolue peu jusqu'au début de la fructifi-

cation, pour ensuite, dqurant cette période, s'accroftre inten-

sément. Il ne semble pas que l'on puisse attribuer un tel accrois-
sement de poids sec & une multiplication du nombre des feuilles,
ni & une augmentation de leur taille, mais qu'il faut envisager
uneAaccumulation de substances en leur sein. Processus qui, &

~ nouveau, vient infirmer toute idée de vieillissement cellulaire
entreinant une perte de matiére séphe. Notons d'autre part que.

el dans les premiers stades du développement de la plante, le
pdids sec des feuilles l'emﬁorte sur celui des tiges, ultérieﬁre-
ment le rapport s‘inverse'ﬁien due le port de la plante fasse
pargftre son feuillage plus important que sa tige.

La quantité de flavonoldes présents dans les feuilles
esugmente beauoopp ﬁendant la créissance de la tige. Au moment
‘de la floraison (stades D et E), élle baisse fortément.

Ce phénoméne pourrait s'expliquer par l'intervention
des flavonoides dans 1l'élaboration de 1l'inflorescence, plus pié-
cisément peut &tre lors de la formation des gamdtes et de la
fécondation. Le besoinAserait particulidrement important, de telle
- sorte que la synthése de ces composés, pourtant probablement
toujours trés intense, ne suffirait ras, ce qui entraftnerait le
recours aux queontités préalabiement formées. Les chiffres
(tableau}g) semblent indiquer qu'a ce moment (stade D) il est
fait apprel non seulement aux dérivés existant dauns les feuilles

mais aussi & ceux des tiges.



- 164 -

Avec l'épanouissement dee fleurs (stade E), leur uti-
1ité se ferait moins sentir et si elle.ee traduit encore par
1!'appauvrissement des feuilles, la tige peut de nouveau s'enri-
chir. Ces fluctuations entrafnent la nécessité d'un transfert
deslflavonoides, donce d';ne ci?culation des feuilles vers l'ine
florescence au trévers de'la tige.

Pour 1la forﬁation des fruits et des graines, il eppa-
raft que l'intervenfion des flavonoides deviendrait, sinon inu-
tile, tout au moins extr&mement réduite de sorte que leur syn-
thase couvrirait non seulement les besoins, mais permettrait
leur accumulation aussi bien dans les feuilles que dans la tige,
éomme nous l'avons déja wvu. .

Notons que les feuilles sont to;jours beaucoup plus
riches que la tige en dérivés:fiavoniques,vce qui est en faveur
du r8le prépondérant qu'on ;eur reconnait dans la synthése de

ces composés.

L'infloréscence, qui est une grappe d'abord serrée,
e'allénge for%ement éu éours de la floraison qﬁi g'étale de Juin
a septemﬁre, les fleurs se transformant progressivement en fruits
de la base au sommet, aussi s8'il est normal‘de voir le poids sec
de cette inflorescence croftre du début & la pleine floraison

(étades D et E du tableau 37), il est plus surprenant de constate

que ce;ui de la partie fleurie, qui pourtant ne semble pas avoir
beaucdup grandi, augmente encore intensément au début de la fruc-
tificat;on (stade F), et surtout qu'il ne baisse que faiblement
lorsque l'infloresqence porte des fruits sur les trois quarts da
sa longueur (stade G). Il est possible que ce falt résulte de'la
technique utilisée pour séparer la partie de l'inflorescence

encore en fleurs de celle qui est déja en fruits, 1l'oeil auquel
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elle falt eppel ne permettant pas de distinguer les fleurs non
fécondées de celles qui, bien qu'apparemment semblables, ont déja
commencéd leur transformation en fruits, organes beaucoup plus
lourds.

La quantité des flavonoldes est d'emblée trds é&levée
dans les fleurs (stade D) et s'accroit continuellement m8me
lorsqu'elles n'occupent plus Qu'uhe minime portion de l'inflo-
rescence. La masse importante de flavonoides qui apparaft ainsi
rapidement dans l'inflorescence dés sa formation, liée & la perte
concomitante de ces substancea subie par les feuilles, semEle en
faveur d'un transfert plufct que d'une eynthese locale importante.
Cependant les quantités disparues des feuilles soﬁt plus grandes
que celles apparues dans les fleurs, ce qui peut confirmer 1l'hy-
pothése de leur gtilisation métabolique dans le phénoméne de flo;
raison, d'autant plus qu'd ces quantités apparemment disparues il
faut ajouter.celles certainement élaborées dans le méme temps par
ies feuilles et qui n'ont pu &tre mises en évidence du falt méme
de leur emploili immédiat. Quant aux derniéres fléurs (stade G)
elles profiteraient de l'arr8&t du phénoméne consommateur en déri-
vés flavoniques'pour les accumuler & l'instar des tiges et des

feuillese.

Les fruits sont des organes proportionnellement tres

o

lourds et surtout trés peu hydratés puisque pour un volume ap-

paremment assez faible ils donnent un poids de tissu sec supérieur
& celui des feuilles, et presque égal & celuil des tiges pourtant
plus volumineuses.

Les premiers fruits formés (stade F) renfermeét d!'abord
reu de flavonoides, begucoup moins que les fleurs dont ile pro-

viennent. La chute des pétales floraux trés riches en dérivés



- 166 -

flavoniqﬁea pourraient &tre la cause de ce phénoméne. Les fla-
vonoides s'accumulent ensuite trds fortement dans les frults en
sorte qu'ils se trouvent rap;dement en quantité supérieure A
celle des feuilles (stades G et F). Sont-ils le résultatAd'une
synthége locale ou proviennent-ils plut8t des feullles dané
lesquelles, il faut le remarquer, la masse croft également &

ce moment ? Cette accumulation dens les fruits rend peu proba-
ble en tout cas que les flavénoIdes aient un r8le métabolique
dans le dévéloppement du'fruit.

Ainsi l'analysé de la variation des quantités absolues
de flavonoides présentes dans les divers orgenes de la Gaude au
. coura de laAdeuxiéme année de son dévglopbement.-nous améne &
'.des conclusions dont certaipes renforcent des hybothéses pré-
cé8demment envisagées et d'autres s'opprosent & quelques unes de
nos euggestioﬁs.

Sr11 apparaft comme certain que la synthése des fla-

vonoides s'effectue principalement au niveau des. feuilles et

probablement Lusei des tiges, 11l semble plus difficile d'émettre
une opinion tranchée au sujet des fleurs et des fruits. Bien

que l'on ne puisse affirmer qu'ils soient dénués de tout pouvoir
de synthése de ces composés, la masse principale des flavonoides
que l'on peut y mettre en évidence proviendrait plut8t essen-
tiellement des feuilles, le mécanisme du transfert restant
inconnu.

I1 paraft évident que les flavonoides ont un r8le méfa-l
bolique inte#se dans le mécanisme physiologique de la fleur, non
seulement par leur accumulation vieible dans les pétales, mails
surtout, sans qu'on pulsse le préciser, dans l'un ou plusieurs
des bhénOménee.dont cet organe est ie sldge t formation des ga-

métes, fécondation. Leur intervention dans le développement des
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fruits, par contre, ne semble pas devolir &tre retenue. !

Il faut enfin rejeter 1l'idée d'un "vieillissement" de
la plante, cause d'une destruction de certaines substances et
non des flavonoides au cours deila maturation des fruits, et
reconnaftre au contraire le maintien d'une forte activité ana-
bélique entrainant, per suite de l'arrét de leur utilisation

majeure, une forte accumulation générale de ces dérivés.

2.3.2f Flavonoides isolés

Nous avons dosé séparémeqt les principaux flavonoides
que renferme la Gaude dans ses divers ofganes, aux différents
stades @e 8a végétatioh précédemment définise.

Nous avons pensé que dans ce caé i1 était préférabdble
d'exprimer les résultats en "milli molécules d'églycone" plutdt

qu'en poids, afin "d'effacer” la place occupée dans les gluco=-

sides par la partie osidique, et de tenter de serrer de plus preés
le métabolisme du squelette flavonique.

Observons d'asbord comment se répartissent les princi-
pa@x flevonoides dans les divers organes de la Gaude pour chacun

des stades évolutifs envisagés (Tableau39).

Le luféolol n'a pu tre décelé ni dans les racines, ni
dané.les tiges si 1l'on en croit l'opinion selon laquelle la syn-
thése de l'aglycone précéde?ait la formation des glucosides, on
reut admettre que l'activité synthétique de ces organéa est trés
faible et que la petite quantité d'aglycone formée est imnédia-~
tement transformée en glucosides. Néanmoins il est plus-vraisem-
bleble que la synthé&se du noyau flavonique y est nulle et que'les:
g&lucosides présents proviennent d'autres organes, ce qui est cCne=

" forme A l'hypothédse que nous avons émise plus haut d'une circu-
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Au stade de la plante "en rosette" il est pratiquement impossible de séparer la.tige
% des feuilles
Tableau 39 = Teneur des 6réanes de la Gaude en les principaux flavonoides isoclés en
. "millimolécules d'églycone" pour 100 g d'organe sec, au cours de la végétation.
Stade A = plantes "en rosette® ; Stade B = plantes possédant une courte tige )
Stade C = plantes possédant une tige bien formée ; Stade D = plante commencant & fleurir j
Stade E = plaentes en fleurs ;3 Stade F = plantes en début de fructification
Stade G = plantes dont les inflorescences sont aux 3/4 en fruits ;
Stade H = plantes entiérement en fruits, plantes dont les graines sont mflres.

(l = Jutéolol ;
GGa = apigénol-glucose-glucose).

L = lutéoloside j} GL = glucolutéoloside ; Ga = apigéhol-7 glucose
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lation de ces composés & travers la plante. L'absence de lutéolol
ne contredit pas d'ailleurs cette possibilité, car la faidble
solubilité des aglycones dans les milieux aqueux exclut une
cifculation sensiﬁle de leur part.

. Le lutéolol existe dans les feuilles, les fleurs et
les fruits. Les variations irrégulidres et somme toute minimes
de s; teneur dans les feuilleé ne se pré&tent pas & des conclu-
sions précises quant & son r8le dans ces organess par contre le
fait que cette teneur resée toujours faible en regard de celle
des glucﬁsides, m8me quand ceux-ci s'amenuisent, peut falre son.
ger & une glucosidification intervenant aussitét apréds la syne
thése du noyau flavonique.

La teneur en lutéolol des fieurs est beaucoup plus
élevée que celle des feuilles, et ne cesse de'croitre de fagon
de plus~en pPlus intense depuils le début jusqu'd la fin de la
- floraison (stades D A.G).'On reut admettre, dans une premiédre
 hypothédse, que les fleurs effecfueraient la synthése du noyau
flavonique et Ba glﬁcosidification, mais que cette derniérae
répction se tQOuverait peu & peu limitée par manque de sucre
disponible, par suite de l'utilisation de celui-ci & d'autres
fiﬁs, la formation des fruits peut-8tre ? Les faits précédemment
exposés. nous conduisent'a pencher dé préférence pour un apport,
& partir des feuilles, des flavonoides sous forme de glucosides
et leur dédoublement in_situ, glucose et flavone libérés &tant
utilisés séparément dans des métabolismés différents 1 mééaﬁisme
que nous tenterons d'expliquer un peu plus loin.

Les fruits, eux aussi, ont une teneur non négligesble
|

en lutéolol, qui passe par un maximum, mais sans atteindre cepen-

- dant la valeur la plus élevée observée dans les fleurs. Ce maxi-
mum,'qui correspond 4 la fin de la floraison (stade G), se situe |

4 l'époque mEme ol le taux est le plus grand dans les fleurs qui.
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existent encore, amussi est-il permis de penser qu'il y a entre
ces déux faits une certaine corrélation. La baisse continue de
teneur qﬁi affecte lees fruits sux stades de développement sui-
vants peut simplement résulter de leur croissance qui augmente

leur masse sans modificat;on de celle du lutéolol.

Pour ce qui est des glﬁoosides; qui coﬁstituent la
plus grosse part des flavonoides, nous retfouvons les variations
observées pour ées derniers dans les différents organes selon
les époques de la végétation, ce qui conduit sux conclusions

. veowy

générales que nous avons précédemment retenues.

Parmi leas glucosides, nous pouvons distingﬁer, d'une
part les dérivés du lutéolol (tét¥ahydroxy-5,7,3',4' flavone') et
ceux de l'apigénol (trihydroxy-5,7,4' flavone), d'autre part les
monoélucosides et les diglucosides de l'une et l'autre génine.

| Notons d'abord que, queique soit l'organe considéré,
ié%iuféoloside. monoglucoside du lutéolol, est le flavonoiIde le
piﬁé abondanf tout au long d? la vie de la Gaude.

| Il est.é remarquer, par ailleurs, que dans un organe
ddgné les concentrations des monoglucosides diﬁne part, celles
dés;diglucosides diautre fart, varient généralement dans le m&me
seﬁé. et que les dérivés du lutéolol soAt toujours plus abondants
que leurs homologues de 1l'apigénol & deux exceptions prés t dans
la racine le taux du'diglucoside du lutéolol reste constamment
ihférieur & celui du diglucoside de l'apigénol, dans la tige qui
coﬁmence & me développer (stade B) le glucoapigénol est relati-
vement plus important que le lutéoloside tandie que les diglu-
cosides s8'y trouvent en quantités égales. A part cesvdeux cas,

auxquels il ne semble pas qu'il faille attacher une signification

'i
i
|
|
i
l
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biologique trop importante (°), ces observations pourraient
s'accorder avec l'hypothése selon laquelle les flavonoides

diphénoliques périphériques (°°) se formeraient & partir des

dérivés monophénoliques correspondants ¢ les_principes du groupe
de-l'apigénol sans cesse transformés en ceux du lutéolol aeppa-
raffraient moins abondants que ces derniers. Quant & éavoir si
l'hydroxylation se fait essentiellement sur la génine libre ou
A la fois sur celle-ci et sur ses glucésides, celd paralt dif-
ficile & préciser. Cependant si l'on prend en considération,
d'ﬁné rart le fait que sur les chromatogrammes obtenus avec les

' £lavonoldes extraits des feuilles, lieux privilégiés de leur:
synthése, l'apigénol n'apparaft jamais autrement qu'A.l'état de
traces, d'autre part q#e la teneur de cetté génine sous forme de
glucosides gst toujours beaucoup plus importante que celle qu
lutéolol libre quelque éoit l'organe envisagé, on peut déduire
que l'hydroxylation de l'apigénol s'effectuerait moins rapidement
qué-sa:glucosidificafion et que, par suite, les glucosides du

lutéolol proviendraient surtout de l'hydroxylation de leurs homo-
. \
logues de l'apigénol.

Revenons plus précisément sur le comportement, au cours
de le végétation, des principes du groupe du lutéolol dens les

feuilles, les fleurs et les fruits.

t

(') S'il existe, comme 1l est vraisemblable, une faible migra-
tion des flavonoides des feullles vers la racine au travers
de la tige, 11 est possible. que,du fait de leur plus, grande
solubilité dans l'eau, les glucosides de l'apigénol aient
une mobilité supérieure & ceux du lutéolol et par suite
pPuissent proportionnellement s'accumuler davantage.

(°°) C'est-a-dire orho-dihydroxylés sur le cycle B.
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Dans les feuilles, nous obéervons un accroissementi
continu de la teneur en glucosides pendant toute la période de
dévelopéement de la tige en l'absence de fleurs (stades A,B et C)
mals dds l'apparition de cellechi se produit une chute brutale
de la concentration de ces dérivés tandis que leur teneur dans
les-fleurs est d'emblée tras élevée (stade D), conatatation qui
nous a déjad conduite & admettre l'existence d'un transfert des
flavonoi&es des feuilles vers les fleurs et & envisager‘}eur
iﬁtervention dans le phénoméne de floraison.

Au stade E, plein épanculssement des fleurs, le taux
des glucosides baisse encore dans les feulilles, mais de fagon
moing intense, tandis gu'il‘reste constaﬁt dans les fleurs avec
cependant une augmentation du luféoloeide aux dépens du glucolu-

téoloside, ce qui pourrait traduiré un début de dédoublement de
ce dernier en vue de l;utilisation du glucose ;ibéré.

Quand les.premiers fruita commencent & se former et
qu'il y a encore beaucoup de fleurs (stade F), la baisse de con-
ceﬁtration'des\glucosidés dans les feuilles ee poursuit ; dans
les fleurs, un phénomdne nouveau appraraft se traduisant par une
chgte importante du taux des gluqosides qui porte surtout sur le
lutéoloside, et par l'apparition d'une Quantité relativement im-
portante de lutéolol dont l'origipe semble mieux s'accorder avec
une.hydrolyse des glucosides qu'avec une exaltation de la eyn-

_ thése locale. Contrastant avec ce qui s'est produit pour les
fleurs, les jeunes fruilits 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 & mesure de la formation des fruits, on as-

siste dans les feuilles 4 une remontée de la teneur en glucosider

d'abord faible (stade G),puis trds nette (stade H), COm@e s'il
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se produisait un ralentissement de plus en plus marqué du trans-
fert de ces composés vers les organes reproducteurs. Malg?é tout,.
ce trénsfert paraft encore conséquent au stade G puisqu'on voit
les fleurs qui demeurent retrouver un taux de glucosides'élevé et
qu; les fruits eux-mémes s';n enrichissent fortement. Mais le
faif le plus remarquable & ce moment est l'accroissement consie
dérable, déja amorcé antérieurement, de la teneur en lutéolol des
‘fleurs, qui s'accompagﬁe eussi d'une augmentation du taux de cett
flavone dans les fruits. Ce lutéolol qdi apparatt ainsl dans une
proportion jamais atteinte dans aucun autre organe de la Gaude a
qﬁelque rériode de son développement doit certainement provernir,
‘comme nous venons de le dire ci-dessus, d'une hydrolyse des glu-
cosides‘dont la cause pourrait &tre l'utilisation du glucose dansl
la formation des fruits.
Avec la maturation des frﬁits et la formation des grai-
nes (stades H et J), le taux des glucosides dana lees feuilles se
étéﬁilise 4 un niveau qui est celuil qu'elles aveient dans la

planfe "en rosette" et qui correspond probgsblement & un métabo-

lisme . "d'entretien". La baisse continue de la teneur des fruits

eh ces dérivés peut &tre rapportée, comme nous l'avons déja esup=
posé pour le lutéolol, & une augmeﬁtation générale de la masse de

matidre s@che sans accfbissement de celle des flavonoIdes.

De l'ensemble des faits que nous venons de rapporter.

découle,semble-t-il)la confirmation de certaines hypothéses ac=-

tuellement émises sur la génése et le métabolisme des flavounoides

chez les végétaux.
Il epparaft ainsi :
- que les flayonoides d9ivent pren@re naissgnce dans le
organ?s chlorophylliens, et, & ce ﬁoint de vue, &1 on ne peut re-

fuger un r8le aux tiges, fleurs et fruits, il est bien évident qu

c'estpresquoe essentiellemont dans les feuilles, organes qui repré



sentent la plus grande surface verte de la plante qu'a lieu
cotte synthése,

- que la formation dés aglycones précéderait, mais de
t?és'peu, la formatidn des'glucosides. les dérivés mono sae for-
mant sans doute avant les diglucoeides, dont la proportion reste
toujours plus faible,

' - que les dérivés diphénoliques périphériques se for-
mefaient 4 partir des dériyés monophénoliques correspondants,

~ que l'hydroxylation sur l; cycle B de l'apigénol
pour condulre au lutéolol s‘effectuerait plus lentement que la
fixation du glucose sur la premidre de ceé deux génines.

En ce qui concerne plus particulidrement la'Gaudé, i1
peratt évident qu'il existe au travefa de la plante une circula-
tion des flavonoldes, qui n'ihtéresse pratiquement que les gluco-

sides, assurant & partir aes feuilles un transfexrt de ces compo-

s8és en quantitéd infime vers la racine d'une part, en masese vers

les inflorescences d'sutre part.

~

. LWLLE
Il gemble enfin qu'on puilsse admettre qu'au niveau des

organes repro&ucteurs t fleurs et fruits, les gluccsides flavoni-
queg Jjouent un doudble rOIe‘métabolidue, intervenant, aprés hydro-
lyse, tour & tour par chacun des g#oupes chimiques qui les cons-
tituent : glucose et fiafones. | |
C'est einsi que dans un premier temps, lors des phéno-
ménes de la floraison, d'une part une quantité notadble de flavo-
noides s'accumulerait dans certains organes floraux, comme les
pétales qui leur doivent leur belle coloration jaune, en ne subirs
| sant qu'un faible dédoublement, ce qui Justifierait lg forte
tencur en glﬁcoeides flavoniques que possédent d'emblée les
fleurs, et la petite quantité de lutéolol qui s'y trouve et qui
ne peut venir des feuilles éous cette forme puisqu'il n'y en a

pas dans la tige) d'auire part une certaine quantité de glucosi-




- 174 =

des subirsit l'hydrolyse, le élucose s'accumulant (°) tandis que
la flavone libérée interviendrait comme métébolite.par un méca-
nisme inconnu dans 1l'un ou l'autre des nombreux phénomé&nes dont
‘la fl;ur est le sidge § formation des gamétes, Técondation ? ce
qui pourrait expliquer qu'on ne retrouve pas dens l'inflorescence
en fléursA(etadee D et E) la quaentité de flavonoides disparue
des feuilles.

Dans un deuxiéme temps, correspondant 4 la formation
des fruits{ ce serait alors le glucose quil serait utilisé en
quantité telle que son apport sous forme 1libre ne suffirait ras
et que la plante serait alors obligée de faire appel, non seulo-
ment au glucose précédemment 1libéré des flavonoldes et localementl
accumulé comme nous l'avons admis, mais aussi A4 celui combiné
dans les glucosides présents, le dédoublement portant d'abord
partiellement sur les diglucosides puils s'étendant aux dérivés
monoglucosés. Cette interprétation permettrait d'expliquer cer-
tains de nos résultats, ainei notamment la baisse du glucolutéo=-
loeside au moment de la pleine floraison (stade E) car des fruits
ont déja 40 commencer & se former alors, sans éue cela ne.soit
vraiment apparent. On comprend aussi pourquoi, un peu plus tard
(stode F), on acsisto & une baisse plus poussée de ce mlme gluco-
lutéoloside et surtout & celle, beaucoup plus importante, du

lutéoloside, tandis que le taux du lutéolol g'éléve brusquement

dans les fleurs (°°), indiquant, & n'en pas douter, que cette

(°) Il s'agit 14 d'une hypothése, dont nous n'avons malheureuw=
sement pas pu vérifier le bien fondé car nous n'avions pas
prévu dans notre programme de recherche de suivre le compor-
tement des sucres.

(°°) On peut également noter, A& cette &poque, une augnmentation
du taux de lutéolol dans les feuilles, qui peut &tre inter-
prrétée comme un rglentissement de la transformation en glu-
cosides par manque de glucose.
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flavone libérée des élucosides "in eitu” voit son r8le s'amenui=-
ser, la presque totélité des fleurs, qui seront en fin de'compfe
portées par la plante, étant déjad formée & ce stade de dévelop=-
pement. Cgtte conception de la fin de l'intervention métabolique

du noyau flavonique trouve une confirmation dans le fait qu'au

moment (stade G) ol l'inflorescence porte ses dexrnidres fleurs,
leur teneur en lutéolol s'esf encore considérablemenf*augmentée.
A ce stade, 11l aﬁparamt eussi que la formation des fruits, qui
est trés avancée, ne requiert plus une aussi grande quéntité de
glucose, ée qui relentit l'hydrolyse des glucosides flavéniques
et leur permet d'atteindre de nouveau dans.les fleurs restantes
une teneur élevée. Les fruits, dont beaucoup sont encore a cette
époque au début de leur'déveloﬁpement, profitent également du
taux élevé en flavonoides i1 lutéolol et lutéoloside suriout,
gu'ont pu leur transmettre eﬁ rartie les fleurs d'on ils provien-
nent. Ultérieurement (stadeé H et J), la maturation ef la forma-
tion des graines qui'augmentent la masse des fruits se conjuguent
pour entratner 'dans ces derniers cette baisse du taux des.flavo-

noides dont nous avons déja donné précéddemment l'explication.




CONCLUSIONS GENERALES
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Les flavonoideas de la Gaude ont &té& pour nous l'objet
d'un travail au terme duquel nous pouvons dresser le bilan

suivant

« La Gaudé était connue pour renfermer deux aglyconeé H
le lutéolol et l'apigénol, et un hétéroside : le lutéoloside,
' 7-monoglucos;de du lutéolol. Oﬁtre ces dérivés, nous gvons isolé
et caractérisé deux autres glucosides 3 1le 3', T=diglucoaside du
lutéolol, auquel qéﬁs avons donné lé nom de glucolutéoloside,et

le 7-mohoglucoside de l'epigénol ou cosmosioside. Un diglucoside

de 1l'epigénol a 6t6 mis en évidence, mais n'a pu &tre isolé en

quéntité suffisante pour que son &étude compléte soit menée & bieu
~ Une teéhnique denasitométrique éue nous avons

mise au point.nous a permis de doser & } 12% prés.chacun des

principaux flavonoides dahé.leé divers orgenes de la Gaude, aux

'stgdes successifs de son développement.

-~ Nous avons iso0lé une souche de tissu cambiel de tige

de Gaude chez lequel nous avons tenté, sans succds dans les

\ .
\

conditiona dans lesquelles nous avons opéré, de provoquer“la
syhthése de dérivés flavoﬁiqués.

- Nous avons, grfice & l'utilisation d'une souche de
Carotte, cherché A& cerner le r6le des flavonoides sur la crois-

gance tissulaire.

Ces différents méyens d;approche par lesquels nous
avons tenté d‘'aborder, A& propos de la Gaude, les questions que
posent les flavonoides chez les plantes, nous ont cénduite a

-
quelques conclusions.

- Lea flavonoides que nous avons mies en évidence dans
la Gaude appartiennent tous au groupe des flavones.

~ Deo flavonoides sont présents & tous moments, dane

tous les organes de la Gaude. Toutefois, il est remarguable que
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les graines présentent un contenu flavonique original par rapport

aux autres parties de la plante. Ca falt, noté également chez

d'autres végbdtaux, pourrait caﬁactériser une catégorie de planter|
dans laquelle la Gaude entrerait.. |

«~ Nous esvons pu observer dea flavonoides plus préci-'
sement dans les tissus épidermique, endodermique et médullaire
des organes sériens. |

- Les aglycones libres n'ont été mises en évidence que
déne les feuilles, fleurs et fruits ; les premidres peuvent &ire
considérées comme les lieux essentiels de la synthése flavonique,
tandis qﬁe hans leg fleurs et les fruits les aglycones provienw

draient surtout de l'hydrolyse deé glucosides.

En ce qui concerne ;a synthése des Flavonoides, nos
- résultats viennent confirmer un certain nombre d'hypothesces
déja émises, A sévoir :
. = que la formation des aglyéones précéderait, tout au
moins dans cette catégorie de plantes, celle des hétérosides,

- que les dérivés monobhénoliques bériphériques'(*)
seraient secondairement transformés en dérivés diphénoliques (**)

- que certains tiséus, dont i1l faut assurément exclure
le tissu cambial, seraient seuls cabables d'effectuer la synthése
flavonique,

- que les dérivés flavoniques agiraient sur la crois-
sance tissulaire,

- que les dérivés flavoniques interviendraieﬁt dans les
phénoménes de floraison par leurs géninés, et de fructifica£ion

rd
reut &tre par lours oses.

(*) monohydroxylés, sur le cycle B.
(f*) ortho-dihydroxylés, sur le cycle B.
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Néanmoins notre-travail est loin d'&tre exhaustif.
Des flavonoides non identifiés apparaissent, bien qu'en faibles
quanfités, sur les chromatogrammes obtenus a partir des extraitsz
de Gaude. Leur isolemeht, leur caractérisation, qui feront peut- |
8tre apparaftre deux séries striétement homologues de composés
défivant, l'une de l'apigénol, l'autre du lutéolol, et leur
dosage seraient Saha doute la source de précieux renseignements.:

La technique de §ulture tissulaire devrait d'autre
part. autoriser la mise en-oeﬁvre dé nouvelles expériences.

I1 est permis de croire que des recherches similaires
entreprises sur d'éutges plantes permettraient de mieux cerner
les problémes que pose éncore la biogénése des flaveonoides chesx

les végétauxe.
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