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SUMMARY 

Direct densitometric determination by absor#tion of Jlavonoids of the yellow-wekd (Reseda 
Zzcteola L.) sefiarated by thin-layer chromatogra$hy 

This paper describes a method for the determination of the flavonoids of the 
yellow-weld (Reseda Zzcteola L.) by analysis of ethanolic extracts of the different parts 
of the plant on cellulose thin layers, followed by measurement of the intensity of 
ultra-violet absorption. Standard curves have been established for each of the follow- 
ing flavonoids: luteolin, luteolin 7-0-glucoside, and luteolin diglucoside. The optimum 
ranges for measurements are: 0.17-0~85 ,ccg for luteolin, 0.17-1.50 ,ug for luteolin 7-O- 
glucoside, and 0.20--1.0 pg for luteolin diglucoside. 

The ,observed variation factors are lgss than &6%. The method permits the 
separate determination of each of the flavonoids found in the different parts of the 
yellow-weld with satisfactory precision. 

INTRODUCTION 

” 

‘La Gaude (Reseda Zuteola L.) renferme un certain nombre de CO&OS& flavoni- 
ques. A c&d du lutBolo1, signal& depuis longtemps I#%, PARIS a caractdrise le 7-mono- 
glucoside du luteolol ou “luteoloside”8, et’ nous m&mes avons isold et. identifid un 
glucoside du’ luteoloside ou “glucolut~oloside”4 et le 7-monoglucoside de l’apig&nolb. 
. . La, chromatographie sur papier nous a permis de mettre en .evidence .une tri% 
i&gale repartition, de ces composds, flavoniques dans les divers organes de la Gaudea. 
Aussi;dans le cadre gdneral de l’dtude de la formation de ceksubstances et de leur r81e 
dans le m&abolisme.des vegetaux; nous a-t-9 semble intdressant de suivre l’bvolution 
respective de chacun des flavonoPdes ‘dans les divers organes de la plante, ‘enI la, 
prkisant par “des donndes .ponddrales. Pour cela, il ,%tait’ n&essaire i de ,,pos&der ,une 
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technique de dosage prkise, suffisamment simple pour pouvoir s’appliquer en s%rie 
aux extraits complexes, que l’on peut facilement preparer par epuisement de la plante 
par un solvant convenablement choisi. 

CNOIX D’UNE M$TWODE DE DOSAGE DES FLAVONO’I’DES 

Diverses methodes de dosage des flavonoldes sont couramment employ&es, 
basees soit sur leurs propriMs physiques : techniques fluorometriques’ et spectro- 
photometriquess, soit sur la pr&ence de fonctions phdnoliques qui permettent la for- 
mation de derives color& se prQtant A des mesures *: les ch&lates obtenus avec des sels 
d’aluminium sont les plus frequemment utilisbs, soit encore sur leurs propri&Bs 
r6ductrices vis-a-vis de solutions de phosphomolybdate et de tungstate de sodiumlO 
ou de ferricyanure ferrique”. 

Tous ces pro&d&s de dosage sont largement utilist% par les diffdrents auteurs, 
qui, selon les conditions dans lesquelles ils les emploient, obtiennent des informations 
plus ou moins completes: s’ils les appliquent & des extraits veg&aux simplement 
purifk, qui sont, a de rares exceptions pr&s la, des mdlanges de flavonofdes, ils 
pro&dent seulement a une evaluation globale du contenu flavonique du materiel 
6tudir%ls-17.’ Dans le’ cas particulier oh une aglycone et un de ses h&&osides sont les 
seuls compos& flavoniques de la solution h. doser, les teneurs respectives ont et& 
obtenues en comparant les rdsultats avant et aprQs hydrolyserg. 
.,.. 

., Dans’tous les-autres cas, l’estimation singulike d’un ou’de plusieurs flavonoi’des 
presents dans le mat&k1 Btudie doit Qtre prdc6dde d’une separation de ceux-ci, A ces 
fins les technicjues chromatographiques,. sur papier ou sur couche mince,’ ont 6te 
abondamment utili&es; ,I1 s’agit ensuite d’appliquer aux diff&ents composes isol& 
llun ,des E’proc&dbs de dosage rapport& ci-dessus. 

‘On peut alors choisir ‘entre deux types ‘de methodes : la premiere consiste a 
d’abord &parer chaque substance isolee du support sur lequel elle est ‘adsorb6er0-20. 
Elle. oblige. a ‘procdder a ‘de nombreuses qanipulations intermediaires, longues, fasti- 
dieuses %t sources d’erreurs, par exces lorsque le. solvant d’6lution entrafne, avec le 
pigment flavonique, des impuret6s qui absorbent ‘la lumike aux memes .longueurs 
dlonde que lui, -par ddfaut lorsque la r&up&ration de la substance a doser est incom- 
@l~te%?%s~.~De’plus, il faut noter qu’il est t&s difficile de selectionner un seul et meme 
solv,ant satisfaisant, B la fois, pour l’dlution des genines et de leurs h&&osides, 
‘,, La.deuxi&me m&hode, consiste A. Bvaluer directement sur les chromatogrammes 
la concentration de chaque tache separ6e,. sans Ablution prdalable. Le pro&de le plus 
simple&t celui quimfait, apeel U’apprkiation visuelle des tacliesl”*aa; le plus souvent 
on’comIja.k la, surface de la. tache ,formde par. la substance & doser fi celles obtenues 
avec-une &mme- ‘&alon. ,On a ainsi une premibre :estimation de la concentration de la’ 
sOluti~,n-.~$tu~&5 en ses diff&ents~ constituants so. .La,pr&ision des r&ultats.est limitde 
du:fait;que;&tti technique ne:‘tientbas; compte de l’intensite,de la coloration, ou de 

I 1a:fluorescence:des itaches, “; ‘. ,1 , ,::, ,’ y’; : : ; ‘, I : ; _! ‘, 

:.:‘r S :,‘:‘I ‘L~::~h~tdder;8itdni8tiie~..a ,l!avantage .bur le pro&dr$ ci-dessus de permettre! la 
mesure :d& I’intensjte llumineuse &I&hie ou transmise par les taches du chromate+, 

,‘, ,g$amme,,i:,,:: ;::;; ,.;,I ‘.‘,j$. ;‘,,‘*;,:,‘,:, ‘,,:..;,I.:, .‘,.,. .,.I ..: .,,:,, ; ,I( I,‘,.,‘. ._. ‘,, ’ 

;‘> ql: :“,:Plir~ieurslt~~t8urs e, 

: ‘, * ,,, ‘;.‘!; 

10 s~+!,,util~aent cette’ technique apri% avoir ~pulv&ise sur .,les 

.’ 
l~,Jk~~~~~&~~~ 71: ('1972) r&74+98 

: ,,,, ‘., ,‘. ,,’ 
:, “( .,. ,’ / .,.’ ., ,,,,, .‘. .‘,, .I’! ‘:,:,, ,, .,., ;,I ‘. : 
1‘, ,.;! .: , : >, ,,I ,:: /, I, ; ,,. :: ,, : . : ..“,, ‘, ‘,, ..;:,., ,,,I, :,!;)t,..; ..;::. .A:,: ,;; . . ‘T, :’ .,,’ ‘, y :‘, ,” 
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chrornatogrammes un revelateur chimique tel le chlorure d’aluminium ou le ferri- 
cyanure ferrique. On doit cependant noter qu’il est t&s difficile dans ces conditions 
d’obtenir des colorations uniformes clans 1’8paisseur de la couche adsorbante. 

Afin d’eviter cet inconv&rient, nous avons choisi d’dtudier une mdthode photo- 
densitometrique basde sur sa seule revelation par l’klairage en lumi&re de Wood des 

2:: chromatogrammes realis& sur couche mince de cellulose. 

ESSAIS SUR DES SOLUTIONS DE FLAVONO’I’DES PURS 

Pa&is ex&Wnentale 
St.+aration chromatogra#&iqzce 
L’analyse de solutions de flavono’ides par chromatographie descendante sur 

papier avec le solvant de Partridge : wbutanol-acide acetique-eau (4 :I :5), permet 
de mettre en evidence des taches bien isol&es mais t&s allongees, ne se pr&ant pas a 
une lecture facile au photodensitomgtre. ,Par contre, la chromatographie sur couche 
mince permet g&r&alement d’observer des taches plus ramassdes et aux contours bien 
d&finis, rdpondant mieux aux conditions de lecture par I’appareil. 

De nombreux essais, associant divers types de couches minces et de solvants de 
d&eloppement, nous ont permis de selectionner, d’une part la cellulose, d’autre part 
le melange original que constitue la phase butanolique du melange suivant : ++butanol- 
methyl ethyl c&one-eau (5 :3 :3). 

Choix des @?aqws. L’utilisation de plaques prbpardes au laboratoire a attire notre 
attention sur l’importance de l’homog&r&t5 et de la regularite de 1’8paisseur de la 
couche de cellulose, ce qui nous a amen& a employer des plaques “p&es a l’emploi” 
commercialisees*, de 20 x 20 cm, d’une Bpaisseur de 0.25 mm. 

Ayant constate des variations au tours de mesures densitometriques effectuees 
a blanc en divers points d’une mGme plaque ou sur des plaques differentes, nous avons 
pu les imputer a la presence d’impurctds solubles dans l’bthanol. C’est pourquoi nous 
prenons la precaution de proceder, avant de les utiliser, & un lavage des couches 
minces par migration. ascendante d’dthanol ft 960, qui a pour ‘effet d’entraPner les 
impuretes avec le front du solvant dans unc &gion de la plaque que nous maintien- 
drons ulterieurement en dehors de la surface de d&eloppement de la chromatographie 
des AavonoIdes. 

D&pot des Echantillons my t?es plaqties. Des Etudes systdmatiques ont. montrd que 
la plus grande attention doit &re pr&ee & cette operation, en raison de son incidence 
sur la’ ‘prdcision et la reproductibilite de la m&hode. Les meilleur’s rdsultats sont 
obtenus en procddant de la faGon suivante : on depose des volumes constants (5 ~1) des 
solutions a closer, 2~ l’aide d’une micropipette calibree, afin d’obtenir des dBp8ts de 
surface reduite et r&uli&re. La diffusion du flavono’ide au tours de la migration est 
ainsi comparable d’une tache a l’autre. 

Nous verrons plus loin que l’emploi de la m&me ‘micropipette pour ,tous’ .les 
dep8ts ajoute a la prkisionde la methode. ,‘., 

DheZo#mzevzt et rt%A?ation. Le dbveloppement se fait en migration ascendante; 
avec le solvant ddfini plus haut, dans une enceinte saturbe. Le front du solvaut met 
environ 3 h a parcourir une quinzaine de centimhtres. 

. , .,,” 
l Nous avons utilis6 des “plaques fines de cellulose pour CCM”, sans indicateur fluorescent, 

dcs I%ablisscments Merck. ,,,, (. ,a.,, 

J. Ckvo~afogv.. 71 (ig72),$47+@ 
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” ‘On: 1aisse’Nsecher les plaques A la temperature ambiante, & l’air libre, B ‘l’abri 
toutefois .des vapeurs alcalines. ,Les taches formees par les diff&ents flavonoides 
s&par&s sont mises en evidence par simple exposition & un faisceau de lumi&re de 
Woqd. Le calcul des RF donne les valeurs suivantes: luteolol = o.86, luteoloside = 
0.35, glucolutdoloside = 0.22. ‘:’ 

Analyse densitomt%+e 
(16; 

La plaque est entrainee sous un faisceau de lumiere de Wood de longueur d’onde 
proche de celle qui correspond a l’absorption maximale des substances B doser. On 
mesure la densite optique de la lumi&re r&l&hie par la plaque, & l’aide d’un densito- 
m&tre A double faisceau qui permet l’enregistrement automatique des courbes tradui- 
sant la, variationde l’absorption lumineuse au niveau des taches*. Un “blanc” 
developpe conjointement aux %chantillons S, doser permet le rdglage du z&o de 
l!appareil, (ligne’ de base), 

7 L’appareil peut intdgrer automatiquement la surface de chaque pit en unit& 
‘arbitraires;, mais il est tri% difhcile’ de faire coi’ncider le zero de l’intdgrateur et la ligne 
de base des pits, comme l’ont’d’ailleurs ,dej& observd HEATWCOTE ET HAWORTN~~. 

’ ‘.-A (la, mesure de la surface des pits, entachhe d’erreurs dues a la separation im- 
@arfa$e des flavonoldes sur .les chromatogrammes, nous preferons la mesure de la 
hauteur maximale des pits;, ,’ 

Les meilleurs conditions d’utilisation de l’appareil que nous avons ddtermindes 
sorit les suivantes : source lumineuse, lampe h. hydrogene; filtre correspondant a une 
lumi8re de.longueur d’onde &gale h. 3400 A; fente de lecture, I x 0,s mm’; sensibilitd, 
&me, C. ‘, ‘, ’ . 

q&&j !. ., 
., : ,,’ V&i$cation de la valew de, la mkthode 

,, : ,’ ,, :#fin, de verifier. la’valeur de la methode propose& ‘nous avons d&ermin& a l’aide 
de-isolutions des’ ,flavono’ides purs, (lutbolol et ses .deux hCterosides : luteoloside et 
gluc&itSo~oside), **;. les erreurs .imputables aux dikerses manipulations necessaires ,au 
‘!...,,, ,( .. ,: :. ;, ,, _ : 

~qjA&&I,..:.; ,, ; .,,, 
, 

:’ I(.+ 
INI&JENCE DE L’EMPLOI DR MICROPIPETTl3S DIIdRENTiZS 

‘., 
&$6l& tie ,I ;,bob .p.cg’ ‘de ,lut8oldside, effktu& avoc’ des m icropipettes diff&entos.’ 

~li;bbj’I\rb.ll.,:,i’,,~,:i. “I;‘, ,.,. i:, ,.‘,,, ‘I a ,3’ ‘?otaZ Moysn& l&art-type’ Coiflcient “I 
:, .’ ‘, aritlbmt?tique ds vaiiatjon ,. ,:, I,, .), ,’ 

:: ‘; “I ,’ ,, :’ ,,. ,. : (‘. ;+, <,, . .:e, : (%),,, .’ .’ 
I’! i ‘, ;, :.,, ,., ,,,. .,.. *ci/;;iivs .?jtim) .d;& “5; ;; ‘;3: 1 

51 3 

..t 
52.75 ’ : =t=4-33 .,,&3.3 ,,, i4”iC~.:s~~~~~~tv;4s.:‘:;‘,‘j~~ 

55 ,’ 52‘ ’ 
. 

au~th$u~:de,(pc- .I ” 53’ 56 52 r6r ” 
.:. ., ttr~~~_,w$I+fe.s ,’ sg’ 54 ‘_. ,...53 160. .,,‘, ., 

.” ,~ojenge ‘::. ‘, .’ ..” );‘, 
avith+tli@e 

eC~~t-t~~~,:,..:,,\:,‘,:: ‘l.,: : &2.?5 ,&,o.S ko.8 .” : ‘, ; ,,, ., 
.5112 55 52 : ,,,, ;.,: ‘.‘,, ., ., ,:: ..:1, .~ 

,C&$j,&n$,&, : 1’ :. I,, ” 4 
‘::‘IICiviiiiqd~:~%~::,!, ,:& ,,:y ,.,*‘;:& && I:,. ,‘. ,,“. ,‘I : ,,’ , ‘; .‘(’ ; 

., 
distrib&, pnf: Ies &blissemexhs Joyce- 

‘:, : : ,. 
ces AavonoPdes par extraction B pkrtir d&~a~&udo;~.‘~ 

: 
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TABLEAU III 

IWIWT SUR LIE DOSAGR DR LA QUANTlTlt DE LUTl$OLOSIDE Dl?POSJt 

D&v9ts da 
Eutkoloside (lug) .0.x68 0.336 o&94 0.672 0.840 I.008 r.176 I*344 r.512 I.680 

Hauteuvs (mm) dcs 8 20 2G 46 56 GO G9 
,pics enregistrks : 
Ecctuves vkpfMes 

:: 20 26 46 54 GO G5 

Moyenne 

&art-type avithnktique 
Coefliciem t de 

variation ( %) 

19 27 42 4G 53 61 GS 7 QJ 0 
8 ~1~5 28 41 45 53 61 66 ;: 73 

*: 
20.1 26.75 42.25 45.75 

h54.4 
Go.5 G7 70.75 70-75 

&I =t= 0.9 f 0.9 zt 0.5 f 0.5 zt 1.8 & 0.9 f I.5 

&to =ts & 3*3 * 2.1 & I zt 2.5 =f= 0.8 3: 2.6 rt: 1.2 f 2.1 

TABLEAU IV 

RFFET SUR LX DOSAGE DE LA QUANTLTlk DR GLUCOLUTltOLOSIDE Dlh’OSd , 

D&p&s de g&o- 
Zutkoloside (pg) 0.106 0.2~3 0.320 0.427 O-533 O.&j0 o-747 0.854 0.960 r.oG7 

Hautetrvs erz mm des 6 IO I4 18 20 29 2s 32 34 42 

fiics ewegist& : 4 IO I5 18 22 28 29 32 Zectuves v&p&&es 
;: 

I4 IS 22.5 28 31 ;: f : 
5 15 18 23 28 

;: 

32 32 41 
Moyenne 

Bcavt-type arithm&ique 
4.75 9.25 14-S IS 21.8 28.25 

& I.2 f 0.9 rt= 0.5 f 0 =t 1.3 f 0.6 *‘if.8 
31.75 

f 0.5 *3L *4::; 
Coejiciant da 

var’iation (%) zt25 =t 9.7 =t= 394 f 0 f 5.9 =t: 2.1 z.t 2.7 zt I.5 =t 3.3 Et I.2 

TABLEAU v 

INFLUENCES CONJUGUIh3S DE LA CONCENTRATION DES Dlb’-dTS ET DE L’EMPLOI DE DIBFtiRENTES PLAQUES SUR 

LR DOSAGIX DU LUTdOLOSIDE 

0.168 0.336 0.504 o.G72 0.840 1.008 1.~76 x.344 I.92 I.680 
,D$pGts de 
,ZutSoZoside (fig) 

Hauteuvs’ (mm) des 
pits envegistv& 
au COZCYS de Eec- 

,’ twes 0lSpEtkes 
,Plaqua No., I. 

:. : 
8 

., .‘_’ . . a 

Plaqua No. 2' 

20 26 .43, 

20 26 19 27 ;: 
21.5. 28 41 

18. 18 ;s.; 
18 

18 3397 

=7 -38~ 

20 18 3”; 
19 35 

: 
I9 
19 ;z 
20 ‘:, ,39 
20 ., ', 90' 

60 G5 
Go 66 
61 68 
61 G9 

GO 
GO 

61 

59 

58 

21 
59 

;i 

70 

;: ;: 
71 70 
72 73 

063 
G4 
65 
G3 
62 

2; 
f-56 

78 

8:: 
* 79 

~ Plaque No. 3 
: 

+?l?que No; 4 
: ..‘. 

: ‘: /, !, ., 
‘. ,., ‘, 
:... 
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Tlk3LEl+UVII 

IN+UENCW CONJUGtilbS DE LA CONCENTRATION DES D6PbTS ET DE L’EMPLOI DE DIFBtiRENTES PLAQUES SUE 

LE DOSAGE DU LUTl%OLOL 

Dk#ts de ZutSoZoZ (pg) 0.17x 0.=57 0.353 0.429 0.5 r5 0.601 0.686 0.772 0.858 

Hhheairs (mm) des pits 
cnv~gist~th au cows de 

Zectwves v&A!t.fes 
Plaque No. I 15 22 28 34 43 56 80 

15 23 29 
I3 24 32 z: IS 

;: 
49 ;z 

z; 81 
73 82 

I4 23 31 32 43 5= 57 73 81~5 
Plaque No. 2 16 22 31 3215 45 52 56 71 78 

I5 25 29 33 
13 25.5 30.5 34 1; ;: z: 

73 78 
77.5 

ift+eniae artihm&ique 
I5 23.5 30 33 43.5 54 57 z; 77 
=4*5 23.5 30 32qg 43.3 51*5 55.6 71 79.3 

Jha+&@e =t: 1.14 f 1.64 & 1.75 & 0.60 & 0.78 f 2.57 & 1.40 f 3.14 f 3.91 
Coe$icient de variation (%) f 7.8 h6.g As.8 A1.8 f 1.8 =t: 5 f: 2.5 Am-- _-. * 5*6 * 4-9 _-- 

dosage, _ce qui a permis de d&kir les meilleures conditions operatoires et de mesurer 
.’ la reproductibilitd des mesures. 

1 I.‘, 
De la comparaison des resultats obtenus lors des deux essais rapport& dans les 

‘.,,, Tableaux I et II, nous avons conclu: (I) que, la reproductibilit6 de la mesure dtait 
. satisfaisante (coefficient de variation, 1.5%) ; (2) qu’il &ait important d’effectuer 

/ ” 
les ,diff&ents ddpbts avec la m&me micropipette. 

Les Tab1eau.x III enIV montrent que la quantite de flavonoi’des depos6e en unc 
; 

:’ ” ,, tache n’influence pas, dans les limites indiqudes, la qualitd de la mesure. 
.’ 
,‘,. ,” Les Tableaux V-VII traduisent la somme des erreurs qui peuvent Qtre intro- 

., ., 
‘, 

duites par les diverses operations du dosage: preparation des dilutions fi partir d’une 
solution mbre de concentration connue, d6p&s, migration, lecture, ainsi que celles 

,’ 
: ,qui sont dues aux variations inherentes & la couche mince d’une plaque B l’autre. 

, Ndanmoins, la precision des r&,ultats obtenus par la m&hode reste bonne. 
I’ On peut noter que la limite de ddtection de l’appareil’n’autorise pas les mesures 

‘, pour des diSp8ts inferieurs & 0.20 ,ug pour le glucoluteoloside, ao.17 ,ug pour le lutdolol 
et ,le lut8oloside, respectivement. 

., 
,’ &!abZissement des cowbes (‘@aZonucage 

Les rkultats. consign& dans les tableaux pr&Adents ont conduit au trace de 

# I trois courbes d’dtalonnage ; les quantites de flavonoides d6poscSes ont 616 exprimees 
\, : :, 

‘soit ,en poids ‘(Fig. .;), soit en concentrations molaires (Fig. 2). 
Le trace, des courbes d’&alonnage appelle les’ remarques suivantes : 

.,. ‘,’ (I) Si on exprime. les quantites de flavon$des en poids, on mesure le gluco- 
,;‘.’ 

‘, ,;/ 
‘. : 

lut4oloside avec une plus grande sensibilit.6 que le:luteoloside, lui &me mesure plus 
.,b ,’ ,:’ sensiblement que le lut&olol~ 
> ‘,‘. ,’ ,. 

. . ..’ L’:“:. ,., ,,.,, ‘,, ‘,’ 
(2)‘: Les courbes p&vent t%re,confondues avec’ des’.droites; passant par l’origine 

:,:,, ..’ :, ,: ,S(, ,‘,‘.‘. . ” *;a,.: t,’ .,,,, 
: ,’ . :,‘: ‘: 

des:~coordonn&s,’ $ourdes.d&&s compris entre o.i7 et. o.E$j”g,.pour le luteolol, entre 
: ::,“’ :.f,‘.‘, :‘..” ,, ;, ,..~,‘,;~,’ I’. “” :” “,0.17, et: 1.50 '& @.rr.,le lut$oloside, et entre o,zo,et 1.~0 pg pour le’ glucolut6oloside. ;< <;:,::‘ ,: ,,’ :4.- .’ : ;,g$;y,:,. .‘;, ,.‘;.. “8 ,,;,, ; 1.‘. ,,‘.:‘>:.;.‘.‘.. ,,.,,,,, ,. Oh ‘ii &x,il& ‘@,r..k &thdde ‘cl& moindres: carr&‘;l’Bquation de ces droites qui 1’. ;. 
; ,,:” .;,. , ) <,: 1. ;.:,‘,,“,:“‘f ‘, ,, ,..I :; . r::‘,.‘ ~~~c$$dtin~ ,, a& -i&i& :,‘de~sehsibilit& optimale. On, obtient les relations suivantes 
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Y 

Hauteur dec pies 
en mm 

. 
e Luriolol 
+ Lutdolosidc 
l Glucolu~doloside 

Ouantitd de Plavonoi’de 

0. 0.3 1 I.5 

Fig. I. Courbes d’&Jonnagc. En abscisse : quantitd de flavonoiclo (~6) ; en ordonnde: hautcur 
clos pits enrogistr& (mm). 

’ HauLcur despics en mm 

80. 

70. 

0 Lutaolol 
+ LutLoloside 
l Glucolul~olosidc 

Ouantitdde flavono’ide 

1 2 3 

Fig. 2. Courbe d’&alonnsgc. En abscisse: quantitd :de flavono!de ( x M, 10-3) ; cn ordonndo: 
hnutour des pits enregislx0s (en mm). Les courbes sent confondues pour les trois flavonoides. 

entre la hauteur (ct) du pit d’absorption enregistr&, mesurk en mm, et la teneur en 
flavone (c) ‘exprimde en pg : 

Lut&oloside : pour h < 45.7 c = 12 x 0.01756 + 0.01863 
Glucolutdoloside: pour k < 29 c = h x o.q24g6 - 0.02074 
Lute0101 : pour h, < 55 c = h x O.OL20 - ,o.ooog ” 

(3) Si on exprime les quantit& de flavonoi’de en moks,: iine se&! droite passant 
par l’origine des coordonn&es peut &re tracde pour le’lut&lol et s&s deux l$t+rosides, 
pour des d&p&s correspond.ant & des quantit& inf&ieuies & ‘A.5 i x0-0 Al*.‘: ,, 

Cette constatation expdrimentale doit etre rapprochde du fait que ley’trois flavo- 
no%& pos&dent tous la m&me g&nine, qui est B l’origine du phdnomtine &&sorption 
gl,++++?~e.. . ,. ‘.;‘,,, :;. 

/I . ,;, ,,‘:I ,,&a coPnciden& des ttiois courbes d’dtalonnage lo&&e 1;; r&&tats sent, e,xpdm& 
. . ,,:: ,, 

’ ’ ’ &&sage par ~spectrophotomOtri~‘directe des sol&ions 6talons ‘a confi&O 
; >, 

ce’.wk.~ltat; I :i 

,’ J.‘ Chvomatogv.; 71’ (x972) ,,+87+g8 

., 
;;, :. ‘., 1, 
$‘..., I. i D ‘, ., 
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en moles traduit une sensibilite egale de la methode pour les trois Aavonofdes. Ce mode 
d’expression des resultats, qui semble d’ailleurs physiologiquement le plus interessant 
pour etablir des comparaisons entre les variations des divers flavonoi’des observes 
dans la plante, permet done l’estimation chiffree de tous les derives d’une mQme 
&nine, m&me en l’absence de solution &talon de certains d’entre eux. 

APPLICATION AU DOSAGE DES FLAVONOYDES DANS LA GAUDE 

Partie exfie’rimentale 
Pr+arntion des extraits 
On Bpuise les organes sets reduits en poudres grossieres par l’ethanol & got 

bouillant dans lequel tous les flavonoi’des sont solubles de facon satisfaisante, jusqu’& 
extraction complete des pigments flavoniques: la derniere colature ne doit donner 
lieu & aucune coloration en presence d’ammoniaque. 

Les differentes solutions Bthanoliques obtenues & partir d’un organe donne sont 
reunies et amenees B un volume connu en relation avec le poids de poudre s&he 
traitde. 

Sk$aration chromatograj?&iqze 
Dans un premier temps, on &value approximativement la teneur en chacun des 

flavonofdes des extraits SL doser en comparant B l’oeil les taches qu’ils donnent par 
chromatographie descendante sur papier (Arches 302, solvant de Partridge), et celles 
de solutions temoins de concentrations connues obtenues dans les m6mes conditions. 

On calcule ensuite, si necessaire, la dilution qu’il faut faire subir a l’extrait 
pour pouvoir effectuer le dosage dans la zone de sensibilite optimale de chacuu des 
flavonofdes. Les concentrations respectives du luteolol et de ses heterosides dans un 

¶!I 

3Q 

5 

,Q 

? 

QuantitB ds flavonaldo xM,ae’8 

dens ioa g d’orqanc * set 

3% Fb ,Th Ph IFts 

Pig. 3, .Concentrations molaires pour I00 g d’organos sees. (13, racincs; Tb, moitid inf&icuro cles 
ti&;,:Fb, feuillos portdes pk la moitid inf&iouro dcs tiges; Th, moiti4 sup&ieurc des tiges; Fh, 
feuilles portdes par la moitid supdrieuro des tiges; Ifts, partie en fruits des infloresccnces, Ifes, 
partie encore en flours des inflorescences). 

.r. $3vomatogv., 71 (1972) 487-498 
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m&me extrait sont le plus souvent trop differentes pour que la m&me dilution per- 
mette un dosage correct de chacun d’eux. On prepare done trois dilutions appropriees, 
dont on depose ponctuellement 5 ,ul c&e a cot-e sur une meme plaque de cellulose, 
du type dont nous avons precedemment justifie le choix, prealablement lavee a 
l’ethanol. 

Le developpement est conduit dans les conditions precisees anterieurement. 

Dosage proprement dit’ 
La plaque, s&A~8e & l’air libre a l’abri des vapeurs alcalines, est soumise a la 

lecture par le photodensitometre dans les conditions optimales indiquees plus haut. 
On releve, pour chaque flavonoide, la hauteur du pit obtenu avec la dilution 

correspondante. Cette valeur repartee sur les courbes d’eialonnage permet de connai- 
tre la concentration en poids ou en moles du flavonoi’de dans la dilution en question. 
11 suffit alors de ramener par le calcul & l’extrait, puis au poids d’organe set ayant 
servi a preparer celui-ci. 

Rbultats 

Afiplication de la m&hode 
Les diverses parties de la Gaude ont Btti trait&s separement pour la preparation 

d’extraits que l’on a soumis au procede decrit ci-dessus. 
Les resultats, rapport& par la Pig. 3, expriment la concentration molaire pour 

100 g de chacun des organes sets trait&. 

V&@cation de la m&hode 
Pour mettre en evidence les qualitds du dosage, nous avons effect& les calculs 

d’erreurs se rapportant aux extraits, d’une part les moins riches en flavonoi’des 
(extraits de racines), d’autre part les plus riches en flavonoi’des (extraits d’inflo- 

TABLEAU VIII 

DOSAGE DIM PLAVONOJDRS DANS LES RACINES ET LES INFLORESCENCRS EN FLEURS DE LA GAUDE 

LutkoZoZ LutSolosido GlucoEutdoloside 
(nag/IO0 g d’organe see) (mglroo g d’ovganc set) (mglxoo g d’ovgane set) 

Rae&es 
Dosage No. r 0 =70*7 56 
Dosage No. a 0 1768 G7.8 
Dosage No. 3 0 182.5 70.7 
~zx;;s I7G.G 64.8 

zt: f 7*8 
Coeflcient de 

vaviation (%) f 3*4 fI2 
In.ovescenccs 
encove en jlcuv 

Dosage No. I 1835 6227 2900 

Dosage No. a =735 6000 2480 
Dosage No. 3 1885 7009 3320 
Moyenne 1818 
l&art-type 

6412 2goo 
zk7G.5 &222 &I32 

Coefbient de 
variation (%) =t: 4.2 f 3-S =t: 4-s 

. . 
J. Chvomatogv., 71 (1972) 487-4gE 
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. . 
rescences encore en fleur). A ces fins, nous avons pro&de, & trois reprises differentes, 
au.' dosage : de ces ,extraits dans les I conditions d&rites, ci-dessus. Les resultats sont 
reunis dans le Tableau VIII. 

‘, 

R$SUM& 
‘: 

,ti 

On a mis au point une technique de dosage des flavonoides de la Gaude (Reseda 
lztteola L.) par mesure photodensitomdtrique dans l’ultra-violet, aprbs chromatogra- 
phie sur couche mince de cellulose des extraits ethanoliques des diff&ents organes de 
la plante. Les courbes d’btalonnage ont 8te Btablies pour chacun des flavonofdes 
suivants :’ luteolol, luteoloside, glucoluteoloside. Les zones optimales de mesure se 
situent entre 0.~7 et 0.85 (ug-pour le luteolol, entre 0.17 et 1.50,ccgpour le luteoloside, 
et entre 0.20 et 11.0 pg pour le ~glucoluteoloside. 

Les coefficients de variation observes sont inferieurs & &6%. La methode a 
permis de doser separement chacun des flavono’ides cites dans les differents organes 
de la Gaude, avec une precision tr+s satisfaisante. 
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