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Abstract-The bitter constituents of Gentlana lutea L roots were isolated and ldentlfied by mass spectrometry 
Gentloplcroslde, swertlamarm, amarogentm were characterized and their abundance evaluated Amarogentm 
was shown to be the mam bitter constituent of the roots By cultlvatlon of Gentrana lutecr, roots with a high 
content in amarogentm can be obtained m 2 yr 

R&sum&Les substances am&es des racmes de Genmna luteu L ont ttk lsolkes et Identlfikes en particuher par 
le spectre de masse de leurs d&v&s ac&yks La pri-sence de gentloplcroslde. swertlamarme et amarogentme (ester 
de l’aclde 3,5,3’ trlhydroxy-blphtnyl carboxyhque avec le sweroslde) d Ctk mls en kvldence, et une techmque de 
dosage de ces substances a it& muse au pomt L’amarogentme prtsente une saveur am&e trks Intense et i ce titre 
est la prmclpale substance responsable de l’amertume des racmes Par muse en culture de Grntuna lutea L , on 
obtlent aprks deux ans, des racmes partlculkrement riches en amarogentme 

INTRODUCTION 

LA RACINE de GUI~UF~U luteu possede une saveur extremement amere ce qur a entrame son 
utilisation pour la preparation de diverses borssons. Des 1862, Kromdyer ’ a rsole un con- 
stituant amer denomme gentropicrme, que Tanret a caracttrise comme Ctant un glucostde 
factlement hydrolysable par l’emulsine. La structure de cette substance denommee mam- 
tenant gentroprcrostde a Cte fort longue a Ctablir. En 1961 Canomca et al3 lur ont attribut 
la formule 1. Cependant deux Cquipes mdtpendantes4.’ ont montre que la formule de 
Canonica n’etatt pas exacte et ont propose la formule 2a qut rend mteux compte des 
proprietes spectrales de cette substance. Celle-cl fait partie du groupe des “seco-triddides”. 
I1 s’agtt de /I-glucosides dont l’aglycone facilement oxyddble est de nature monoterpemque, 
et est biosynthetise a partir de la mevalonolactone.6 Cependant le gentiopicroside ne suffit 
pas Q lui seul a rendre compte de l’amertume de la racme de gentlana: BrideI a montre 
que la racine de gentrane restait amere mtme apres un assez long stockage pendant lequel 
la fi-glucostdase de la racme avart pu hydrolyser tout le genttoptcroside. Ausst a-t-on sus- 
pect& la presence dun deuxrdme constituant amer et des 1955 Korte* a isole de GHUUXFZ~ 
lutea une substance tres amere qu’tl a nommie amarogentme mais dont il n’a pu precrser 

1 KROMAYER, A (1862) Arch Pharm 160, 27 
* TANRET, G (1905) Thise doctorat Mkdlcme, Paris. 
3 CANONICA, i, PE&ZONI, F, MANITO, P et JOMMI, G (1961) Tut~cthrd~on 16, 192 
4 INOUYE. H . YOSHIDA. T . NAKAMURA. Y et TOBITA, S (1968) Tetrahedrm Letters 4429 
5 COSCIA, C ,‘GUARNACCIA, R et BOTTA, L (1969) Bvx&rn&~ 8, SO36 
’ INOUYE, H, UEDA, S et NAKAMURA. Y (1967) Tetruhedron Lrtrers 33, 3221 
’ BRIDEL, M (1911) Thisc pharmacle, Parls 
s KORTE, F (1955) Chem Ber 88. 704 
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la structure Cette structure a kti: etabhe ;I la suite des travaux entrepls par Inouye 
rt a/ 9,10 sur une plante de la famille des gentlanades poussant au Japon S~rrtza lnpor~~ca 
Mak. Ces chercheurs ont mls en kvldence dans cette esptce la gentloplcroslde 2a, la swer- 
tiamarme 3a, le sweroslde 4, et 2 esters de l’aclde 3,X3’-trlhydroxyblphenyl-2 carboxyhque, 
solt avec la swertlamarine (amaroswerme). soit avec le sweroside. et 11s ont mdlqu& que 
ce dermer ester devait gtre ldentlque Li l’amarogentme isol& de la gentlane par Korte. 

A la suite de ces rCsultats. nous avons estlme yu’une nou\elle etude des constltuants 
amers des racmes de Ge~~tranu Il,rrcr devalt gtre entreprlse afin de dktermmer leur nature 
et leur Importance respective. 

\5a)R=H 

156) R = WCC 

11 nous a paru en effet nCcessalre de vCrlfier sl l’amarogentme 1so1t:e des racmes de Gen- 

tm7n luteu d’orlgme europkenne irtalt blen l’ester de l’acide 3,5,3’-trlhydroxyblphenyl-2- 
carboxyhque avec le sweroslde et de rechercher la prbsence kventuelle d’autres glucosldes 
seco-lrldoldes. Une techmque de dosage de ces constltuants s’av&alt ~galcmcnt mdtspens- 
able, car nous d&~ot~ SIJI~WX I’evnlutmu de ces substancles am&s &III\ dcs plantes cul- 

W&es explrimentalement 

RESULT/ITS ET DISCUSSION 

G~~&.~pnlrr61 de rt 3w~~~twmmm Par c!xor?lat_ograp!Ire sm cdomc2 &ah mm2 de I’m- 
trait butanohque, nous avons obtenu une substance qul. en chromatographle sur couche 
mince mlgre au mime mveau qu’un t?chantlllon authentlque de gcntloplcroside. Cepen- 
dant apr& acitylatlon on observe la prisence de deux substances que nous avons purlfikes 
par chromatographle sur colonnc d’aclde slllclque. 

La substance Cl&e en premlcr lieu est la plus abondante Son spectre dans I’UV prCsente 
2 maximums ii 250 et 270 nm. son spectrc IR est caract&lsd par des bandes d’absorpuon 
$ 3060. 1750, 1720, 1680. 1610, 1015 et 940 cm- ’ Sur le spcctre de masse on d&Ye la 
prksence d’un plc molttculalre peu Intense ;I IT~/P = 524 (C24H280,3) De nombreux plcs 
provlennent de l’ion fragment tktraacCtylglucooxonlum (t&cl = 33 I, 789, 271. 229. 211. 187, 
169, 109) et le plc caract@rlrtlque de l’aglycone apparalt ;I /11’c = 177 (C,,H,O,) L’ensem- 
‘blc de ccs donnkes rnontre quc cette \l;rbstance est ie titrditckt\ igcntiqxcrusrtli 

La substance blute en second heu est beaucoup moms abondante. Elle prksente un seul 
maximum d’absorptlon de la lum~~re UV ii 332 nm Son spectre IR prksente des bandes 
d’absorptlon h 3540, 3070, 1750. 1710, 1620. 1005, 905 cm ~’ Sur le spectre de masse on 
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observe un pit mokculaire peu intense B m/e = 542 et les pits importants provenant de 
l’ion fragment tktraac&ylglucooxonium. L’aglycone est caractkrisk par les ions Si m/e = 
195 et m/e = 177. Ces donntes spectroscopiques indiquent que cette substance devrait etre 
la tCtraacCtylswertlamarine et nous avons v&A% que le produit ISO& des racmes de Gen- 
tiana lutea prksentalt le miZ!me spectre de masse et le mkme comportement en chromatogra- 
phle sur couche mince qu’un kchantillon authentlque de tktraacktylswertiamarine. 

Amarogentine. L’extralt A l’acttate d’tthyle a ktk chromatographk sur colonne d’acide 
silicique et nous avons ainsi obtenu, outre du gentlopicroside, une substance t&s fortement 
am&e qui prksente 3 maximums d’absorption de la lumike UV vers 230, 260 at 305 nm. 
Nous en avons prkpartt le dCnvt: acktyli: dont le spectre IR prtsente des bandes d’absorp- 
tion A 3070, 990, 900 cm- ’ (radical vinyl) et B 1750, 17 10, 1620, 1605, 1580 cm- ‘. Sur le 
spectre de masse de ce d&iv& on dtckle un plc mokculaire peu intense B m/e = 838 auquel 
on peut attrlbuer la formule brute C41H420 1 9. On observe B m/e = 643 un ion provenant 
de l’tlimination d’un radical C, ,H, 1O4 et paralklement on constate la prksence d’un ion 
ri m/e = 179 (C1,H, 103). Ces deux ions montrent que cette molkcule contient une unitt: 
monoterpkmque caractkske comme l’aglycone du sweroside 4. La prksence des ions A 
ITT/~ = 355 (C, ,H , 5O7) 3 13, 27 1 et 229 caractkrise le groupement acyl d’un aclde trlacktyl- 
blphknylcarboxyllque. La prksence de glucose est indlquke par les ions h m/e = 169 et 
pn/e = 109 qul, d’aprk Haslam,12 montrent que l’hydroxyle en position 2 du glucose est 
estkrifii: par l’acide polyphknohque. Nous pouvons done consldtrer que cette substance 
est bien le d&iv& acktyli: de l’amarogentme (5b) et nous avons v&r& que le product isok 
de Gentiana lutea prtsentait avant acttylation le m&me rf en chromatographie sur couche 
mince qu’un tchantillon authentique d’amarogentine 5a. 

Dosage des constituants amers 

Nous venons de volr qu’au moms 3 glucosides seco-iridoides contribuent B confkrer sa 
saveur amkre A la racme de gentlane. 11 paraissait nkessaire d’kvaluer l’importance 
organoleptlque de chacun d’eux. Le gentioplcroside et la swertiamarine n’ayant pu gtre 
s&parks sans recourlr A une adtylation prtalable modifiant leurs proprktks gustatlves 
nous ne consldkrons que leur mklange, dans lequel d’ailleurs la swertiamarine est environ 
dlx fols moms importante que le gentloplcroslde. La concentration mmlmaie pour iaquelle 
nous avons constatk qu’une solution aqueuse de gentloplcroside est am&e est de l’ordre de 
10 mg/l alors que l’amertume de l’amarogentme a pu itre encore d&eke pour une con- 
centration de l’ordre de 0,075 mg/l L’amarogentme est done environ 100 fois plus am&e 
que le gentioplcroslde. Nous avons alors dosi: l’amarogentine et le gentlopicroside dans 
diverses racines de gentiane en opkrant de la mar&e sulvante: un extrait alcoolique de 
racmes est chromatographik sur colonne d’acide slliclque en utllisant, comme solvant 
d’elution, du chloroforme contenant des quantks crolssantes de mkthanol et en mesurant 
l’absorbance B 270 nm des fractions recuellhes Dans le tableau, nous indiquons les rksul- 
tats de deux dosages successifs d’amarogentine et de gentloplcroslde, rCahsCs sur divers 
Cchantillons de racines de Gentmnu luteu. 

La technique d’analyse utihstte est satlsfalsante puisqu’elle permet de doser le gentlopic- 
roslde avec une erreur relative de _t 3% sans pertes notables Pour l’amarogentme, l’erreur 
est plus importante (+ 10%) et d’autant plus que cette substance est moins abondante. 

On constate que la teneur en amarogentme est la plus Clevke dans les racines les plus 

I1 BARRALIS, G. et CHAWEUF, R (1973) CR. Acad Ayr Frunce 79-88. 
I2 HASLAM, E (1967) Carbohpd Res 5, 161-165 
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Jeunes. Les racmes sauvages a&es sont par contre plus riches en gentloplcroslde que ies 
racmes provenant de semis. Dans le cas des racmes sauvages, I’amarogentme contribue 
pour 60% environ A l’amertume totale de la racme, tandls quc pour les jeunes racmes de 
culture, elle mtervlent dans 95:/i pour l’amertume. I’mfluence organoleptlque du gentloplc- 
roslde peut alors &re considkrke comme n&ghgcable 

Les rksultats que nous akons obtenus montrent quc l’amarogentme Isolde de G~~~z~~~~~KI 

lutecr est blen ldentlquc :I l’estcr de I’aclde X5,3’-tnhqdroxyblphknyl-2-carboxyhque avec 
le sweroslde Cette substance est une des plus am&s que 1’011 connalse pulsque sa saveur 
est dkcelable A une concentration de 0.1 rng(:l Blen qu’elle solt peu abondante. c’est elle 
qul cst presque totalement responsable de la saveur am&e de la racmc Les deux autres 
giucosldes seco-lrldoldes caractkrlstis: gentloplcrme et swertlamarme ne contrlbuent que 
fort peu B cette amertume On constate enfin que la culture dc Gcr~r~ncr htcw pcrmet d’ob- 
tenor apr& deux annCes des racmes plus riches en amarogentinc clue celles obtcnues A par- 
tlr de plantes sauvages 

Racmea sauvages d’Auvergnc 
(dlam6tre des racmes > IS mml 
Racmes sauvages d Auvcrgne 
idumetrc des racmcs c 5 mm) 
Racmes sauvagcs du Jura 
(dlam+tre dea racma 2 10 mm) 
Rx~nes de culture agces de I an 
Kwnes de culture ngees de 2 ans 
Ech,lntlllon tdentlque au prCcedent 
rndls rcnforce en gcntlopcroslde a 
I ;LISO~ dc X 1 q kg dc rxmcs frCtlchea 

P; rwiioniifwwt Jr lc'.Xii ‘Iii h~m~&pt~ i; et- zxtrail. esi 28dpOiT d see- 13 i.i- resldti- itdi~iou~ dhh i:dCCtmx d 

SO’:,, d’eau est chromatographk sur une colonne de 100 q d alummc (Woelm W 200) cn utrlls.mt Ihcctonc <I SO”,, 
d eau comme solvant de developpernent Les deux premlercs tractIons de SO ml contlennent une subst,lncc prken- 
tant en chromatographle sul couche mince (solv‘mt B) le mtme R, 0.47 qu'un rchantlllon de gentmplcroslde 
506 mg de cettc‘ jub4taiicc Soiii xctyle\ 48 hr par 10 mi de pirldirnc ct iii ml HOAC, ir pxrdult d’wxi~i,iilon 
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est chromatographie sur colonne d’actde s111c1que (Malhnckrodt 100 mesh 50 g) en ut1hsant CHCl, comme sol- 
vant d’ilutlon On recue1lle des fractions de 20 ml Les fractions 10, 11, 12, contlennent une seule substance (RI 
0,57 en chromatographle sur couche mmce avec le solvant A) La fraction 14 cont1ent un product qul prtsente 
en chromatograph1e sur couche mince le m&me R, 0,34 (solvant A) qu’un Cchantdlon authentlque de t&traacCtyl 
swertlamarine 

Fractlonnement de I’exrrart a u&ate d’dthyle Cet extrait est &vapor& a set et le res1du est chromatographli 
sur colonne d’aclde s111c1que (Mallmckrodt 100 mest 100 9) en utlhsant comme solvant de dkveloppement 80 
ml de CHCl, h 1% de MeOH, 160 ml de CHCl, h 3”’ ,0 de MeOH, 160 ml de CHCl, I 5’5; de MeOH, 400 ml 
de CHCl, i 10% de MeOH. 200 ml de CHCl, h 20% de MeOH On recuellle des fractions de 40 ml Les fractions 
24 i 27 contlennent du gent1oplcroslde Les fractlo& 17 i 20 sont tres fortement am&es Elles contlennent une 
seule substance qu1 prtsente en chromatographle sur couche mince le mime R, 0,69 (solvant B) qu’un &chant:llon 
authentlque d’amarogentrne Cette substance a Cti ac&tyl&e dans le mklange de 1 ml de pyr1d1ne avec 1 ml Ac,O 
pendant 48 hr et le der1v& acCtylt_ a CtC purlfie par chromatographle sur colonne d’ac1de s1hclque (Mall1nckrodt 
100 mesh 30 g) en ut1hsant comme solvant de dkveloppement du CHCl, contenant 1% MeOH On recue1lle des 
fractions de 25 ml et la fraction 6 est constitute d’un seul composi prttsentant en chromatograph1e sur couche 
mince un R, de 0,3 (solvant A) 

Dosage du gentloprcroslde et de l’amayent~ne dam /es racmes de gentranr 50 g de rac1nes toupees en petits 
morceaux sont epu1ses par le l’alcool a 96 GL dans un apparel1 de Soxhlet pendant 7 hr et I’extralt alcoohque est 
adJust& ii 500 ml 5 ml de cet extralt sbr)t &vapor&s i set, repr1s par le m1mmum de MeOH et d&poses sur 0,5 
g d’ac1de slhclque (Mallmckrodt 100 mesh) en kvaporant le solvant sous courant d’a1r chaud On rempht alors 
une colonne chromatograph1que de’9 mm de d1amttre mterne avec 6 9 d’aclde s1hc1que (Malhnckrodt 100 mesh I . 
act1vi: I hr B 100”) et on dbpose en haut de’cette colonne les 0,s g d“ac1de s1hclque contenant I’extrait de gentiane 
On tlue alors la colonne nar des oortlons de 50 ml CHCI, contenant respectlvement 0, 5, 7,5, 10, lST<, MeOH 
On recuellle des fractions de 5 m’l qu’on dllue 5 fo1s dani le MeOH ethont on dCterm1ne I’absorbance i 270 
nm Les fractions contenant solt I’amarogentme. solt le gent1op1croslde sont rCumes, evaporkes h set, reprlses 
par un volume connu d’eau et leur absorbance i 270 nm est comparie i celle de solutions &talons d’amarogentme 
et de gent1oplcroslde On peut alors calculer la teneur de la rac1ne de gentlane en ces deux prmc1pes amers 
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