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R&am&Un nouvel h&&side flavonique a 6t6 isol du pollen de Populus ywmanensk Dode. LWude struc- 
turale montre qu’il s’agit d’un kempf&ol-3-0-rhamnodiglucoside. La fraction glucidique a pu btre isotie 
par hydrolyse m&nag& de I’htWroside; c’est un trisaccharide branche, nouveau, rt5pondant & la structure: 
21-n-a-rhamnopyrano~l-l~~biose. 

sllmmnry-A new heteroside has been isolated from Populus yunmme nsis Dode pollen. Structural studies 
have established it is a kempferol-3-&hamuodiglucoside. The carbohydrate moiety, obtained through mild 
hydrolysis of the heteroside, is a new branched trisaaharide with the structure 2’-a-L-rhamaopyranosyl- 
lamiibiose. 

INTRODUCTION 

LES GLYCOSIDEB en 3 du kempferol sont trb repandus; par contre, on a signal6 seulement 
quelques trisaccharides lies aux flavonols, et leur structure n’a pas fait l’objet d’etudes 
approfondies. Nous dkrivons ici l’etude de la structure d’un rhamnodiglucoside du kemp- 
feral, isole du pollen de PopuZus yunnanensis Dode (Salicaceae). 

Pr&c&lemment, Harbome avait isole des flew de Sokrnum tuberosum ’ un kempferol-f 
0-rhamnodiglucoside. Le spectre U.V. de l’heteroside de Popuhs est evidemment t&s voisin 
de celui de l’heteroside de Solarium, mais le comportement chromatographique est different, 
ce qui suggere une difference dans la structure de la partie glucidique. 

Un kempferol-3-O-rhamnodiglucoside a Cgalement et6 d&it dans Camellia sinensi,s2 
mais aucune precision n’a ttt! don& sur la structure de la fraction glucidique de cet 
heteroside. 

DETERMINATION DE LA STRUCTURE 

Aglycone. L’hydrolyse acide totale de l’h&roside lib&e une aglycone dont les propriMs 
physicochimiques (point de fusion, spectres U.V. et i.r., migration chromatographique) sont 
identiques a celles du kempferol. Le spectre U.V. de ce nouveau flavonoloside p&ente deux 
maximums l’un a 266 nm (I) l’autre a 350 run (II). L’absence de deplacement du maximum 
II en presence d’oxychlorure de zirconium en milieu acide citrique montre qu’il n’y a pas 
d’hydroxyle libre en position 3. 

Le deplacement bathochrome du maximum II de 47 nm sans diminution de son intensit6, 
par le methylate de sodium indique la presence d’un OH en 4’. La presence d’un hydroxyle 
libre en position 5 est r&Me par le deplacement bathochrome de 45 nm du maximum II 
apr&s addition de trichlorure d’aluminium. 

* J. B. ~RNE, B&&em. J. 84,100 (1962). 
a Y. TAKIXW, H. IPW?AWA et H. Yoaxim~, J. Agr. Chem. Sot. Jqpun 28,186 (1954). 
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Enfin, le deplacement bathochrome du maximum I de 8 nm en p&ewe d’ac&ate de 
sodium &&Ie uub..&ox$e ?&Yore ea pasitiorz ?. r;eS bow&es s_oe&r&a, rs‘ssem.I& darts b 
Tableau 1 indiquent que le pointlde rattachement de la partie glucidique est en position 3 
de l’a&cone. 

TABLBAU 1. SPE- U.V. DE IikdR-E DU POLLJAN DE POpUhS 

So1vant 

Maxiiums #absorption dans I’u.v. en mu 
* , 

Kempf6rol-3-0-rhamnodighcoside Trim&hyl-5,7,4’ kempfhol 

M&hall01 

ZrOCl&cide citrique 
cw 
A&ate de sodium/acide 

boa&me 
A&ate de sodium 
Methylate de sodium 
Ethylate de sodium 

350 256-257 355 

266 350 256 0;;)’ 410 
274 304-306 355 400 267 416420 

256-257 (310)’ 356 

274 (302)+ 366-372 256-257 (310)+ 354-356 
274 326 397 

258 370-37s 

l (Inflexion). 

Ceci est cor&rme par la methylation du flavonoloside selon la methode de Rao et 
SeshadriY3 suivje d’hydrolyse, qti four& WI tr~m&bylkempf&ol (spectrograpbje de masse) 
dont les proprietb spectrales r&&lent l’existence d’un hydroxyle libre en 3. (Tableau 1). 
Le paint de fusiaa et 2.a migratioa chrwtnatugcaptique de oe d&w5 correspondent 4 cerrx du 

trimethyl-5,7,4’ kempferol. 
Puntie _nrUti~w. La _ws&Ss$a%~n i\u $>&A~ s&n \a m%!!~& &.. Sa~smSii$ 

suivie d’hydrolyse, donne du tri-O-methyl-2,3,4 rhamnose, du tetra-O-methyl-2,3,4,6 glucose 

3 P. R. RAO et T. R. S-RI, Proc. Indian Acad. Sci. 27 (A), 104 (1948). 
’ S. HAKOMORI, J. Biochem. 55,205 (1964). 
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identificS par chromatographie sur papier, et un dim&hylglucose qui a M isolb, criatallid 
et identifi6 du di-0-m&hyl-4,6 glucose par son point de fusion et son pouvoir rotatoire. 

L’oxydation permanganique selon la technique de Chandler et Harpers du glycoside ou 
son hydrolyse m&rag&e (soit par l’acide ac&ique dilu6, soit par le m&hanol chlorhydrique, 
soit par les r&sines de polystyrkne sulfone6 lib&rent en plus du rhamnose et du glucose, un 
trisaccharide formd de deux mokules de glucose et d’une molkule de rhamnose, et un 
disaccharide contenant uniquement du glucose. 

La methylation du trisaccharide, suivie d’hydrolyse, donne (comme pour le glycoside), 
du tri-O-methyl-2,3,4 rhamnose, du t&a-0-methyl-2,3,4,6 glucose et du di-O-m&y&4,6 
glucose. La methylation du glucosido-glucose, suivie d’hydrolyse, dorme du t&ra-O-m&hyl- 
2,3,4,6 glucose et du tri-O-methyl-2,4,6 glucose identifies par chromatographie sur papier. 

Le glucosido-glucose est hydrolyd par la j?-glucosidase d’amande. Son pouvoir rotatoire 
et son point de fusion correspondent A ceux que l’on trouve dam la litterature pour le lami- 
naribiose. Enfin, sa migration chromatographique dans di%rents solvants est identique a 
celle d’un echantillon de laminaribiose authentique. Le laminaribiose a un pouvoir rotatoire 
dextrogyre, le branchement en 2 d’une molkcule de L-rhamnose conf&e au trisaccharide 
un pouvoir rotatoire Ievogyre. II apparait done que le rhamnose a une liaison cz~glucosidique. 

L’ensemble des resultats presentes ci-dessus permet d’assigner la structure I au flavonolo- 
side d&it. 

DISCUSSION 

Now retrouvons chez le flavonoloside un trisaccharide t&s proche du solatriose isole 
par Kuhn a partir de I’a solanine,’ puisque le galactose du solatriose est ici remplace par le 
glucose. Les propriMs des deux trisaccharides sont d’ailleurs cornparables: ni le solatriose, 
ni le trisaccharide de Pop&s ne sont hydroly& par la /3glucosidase, alon, que le solabiose 
ou p-n-glucopyranosyl (1 --f 3)+galactopyranose et le laminaribiose le sont ai&ment. Lea 
essais tent& pour obtenir le 2-L-rhamnosidoglucose (n&ohesp&idose) par hydrolyze menag& 
ont eChou6 comme ce fut egalement le caa pour le solatriose. Ce fait est dQ a la labilitt de la 
liaison Q rhamnosido (1 --f 2) glucose, labilite qu’on retrouve chez le naringoside, a partir 
duquel l’hydrolyse m&nag& ne permet pas d’obtenir le neohesp&idose. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les spectres U.V. ont 6t6 e&xt&s sur un spcctrophotolnttre Jobii et Yvon type Manx; les s~cc&es i.r., 
surunUnicamSP.1200; lesfnxtrcdemassesurunappareilAtlastypeCH-4. 

Les chromato8raphies sur papicr ont M effectutes dsns Its solvants suivsnts (toutss les qua&t&s de 
solvsnts sont indiquees en volume), A: Be&ne-acide ac&ique-eau (125:72:3). B: Eau. C: n_Butanol- 
acide ac&iquscau (4: 1:5, phase sup&ieure+ D: Acetate d’&hyle-acidc formique-cau (10:2:3). E: Acide 
aa%iquea5%. F: Acideac&iquek30%. G: Acideac&iqueBlO%. H: Acideac&iquealS%. I: n_Butanol 
-&hanol-eau (20:5:11, phase su#riewe). J: a-ButanoMthanoI-esu (5:1:4, phase suptrieure). K: 
Isopropanol-butanole d’&hyl~u (7 : 1:2: 2). L: n-Butano~pyridinc-eau (9: 5 :4). M : n_Butanol- 
isopropanoI-eau (1: 7 : 2). N : IsopropanoL&thyMthyk&mc-ac&ate d’&hyl~butanol-cau (6 : 5 : 3 : 2 : 5). 
0: A&ate d’thylew-butanoI-Pyridii=u (8 : 9 : 7: 5). 

Ekiractkm et Piaz@tion & lGvonoloside 
103 g de pollen de Populus y- sent extrait 3 fois par Nthanol g 95” B l’bbullition, pendant 20 min. 

Les extraits sent r6uuii et umcentrb sow pression &duke, puis &lipid&s dcux fois par agitation avec da 

s B. V. CHANDLBR et K. A. W, Auvtralkm 1. Chem. 14,586 (l%l). 
c J. MONTREUIL. A. A~~~-Csaso~et G. SPIK, Bull. Sot. Chim. Biol. 47.1881 (1965). 
‘R.Kuri~,I.LClwetH. Tancmw~, C&m. Bar. 88.1492 (1955). 
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l’faher cthylique. Au sein de la phase aqueuse (a) il se depose 3,09 g d’un solide jaune (b) qu’on &pare par 
Wration sur bticlmer. Le 6ltrat ((I), apr&s concentration, est chromatographiie sur 90 feuilles de papier 
Whatman No. 3 MM. Le produit (6) est mis en solution dans le methanol et chromatographi6 sur 30 feuilles 
du m&me papier (solvant de migration C). Les larges bandes de RI moyen 0,40 pr&entant une 5uuorescence 
bnm-rouge en m U.V. sent d6coupees, 61~ par agitation avec du methanol a la temperature du 
laboratoire (2 fois) puis 1 fois avec un m&ngem&anol-eau(3 : 1) a 50’-60”. Iesextralts sent &r&et &vapor& 
a set sous pression r&mite. I.e r&idu dissous dans un peu de methanol est rechromatographie dans le solvant 
Eeten8ndanslesolvantI. 

Lee eluats des chromatogrammes dans le solvant I sent mums, filtr&, concentr6s a set; le r&aidu est 
dissous dans quelques millilitres de methanol u&de, et la solution pr&ipit& par 5 a 8 volumes d&her 6thylique. 
Le 8avonoloside pr&ipiU est rapidement &pare sur bilchner (car il bnmit facilement) et d&s&he sous vide 
en presence de KOH. On obtient ainsi 2,25 g d’h&roside a partir de (u) et 0,82 g a partir de (6). Par exposition 
a l’air, ce prod& (c) reprend 6,6% de son poids d’eau. 

Une dew&me puriflcation de (c) par p&cipitation a T&her domre un produit qul, expose plus longtemps 
a l’air, contient lo,8 % d’eau (4. 

Ha0 
Analyses , \ 

(C,,H,,4, = 756#) (“%) Moles Masse mol&culaire C% H% 

(c) Trouve 696 48,81 5,73 
48,68 $81 

CakX1e 6,66 3 810,73 48,88 5,71 

(d) Trouve 10,8 46,82 5,86 
CakXll6 IO,64 5 846,76 46,81 5,95 

Le llavonoloside (d) fond avec decomposition a 285’ en capillaire et B 345”-346” au bloc (instanta&). 
LA546 : - 105,6”; [&a = -87,4” (C - 1,57 de produit anhydre dans l’&hanol a 50%). 
Ses RI se trouvent r&m6s dans la Tableau 2. On peut observer ace propos que le rapport: 

100 R, @I) - R, (B)/R, (H) = 39 correspond a un trioside. Les maximums d’absorption darts l’u.v. du 
flavonoloside en solution dans le methanol se trouvent &sum& darts le Tableau 1. 

TABLJWJ 2. CHROM.~~RAPHIE SD-it PAPIE& DE FIAVONOUXDE 

R, x 100 solvant+ 
, , 
A B C D E F G H 

Kempf&ol-3-O-rhamnodighrcoside 3: 47 50 48 63 84 70 78 
Kempferol 84 85 3 

+ Voir partie experimentale. 

Pits principaux du spectre i.r. (exprim& en cm-‘): 3400 (OH); 2930; 1666 (carbonyle de l’heterocycle 
central); 1617 (C=C aromatique); 1515,1452,1370 (OH phtnoliques); 1076; 990; 892. 

iY__&olyse Acid?? Qwntitattiu du IGvonolosti 

28,9 mg de llavonoloside anhydre sent hydroly&s par 3 ml d’H,SO, 2 N pendant 2 hr au baln-marie 
bouillant. On mcueille par tiltration 10.9 mg d’aglycone (soit 37.71 %cak& pour un rhamnosido digltide 
du kempf&ol: 37,82’%). Dans le 8ltrat, apr& neutraliition, les sucrce sent do& par cuprim&ie. Le 
pouvoir r&lucteur exprim6 en glucose correspond a 62,8 % de l’h&roside. Par chromatographie, on met en 
evidence du glucose et du rhamnose. 

(1 C. !loe~-Bouamwn et A. WA, Bull. Sot. Chim. Biol. 49,1593 (1967). 
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D&errnination du Rapport Mokdaire du Glucose et Rhamnose 

(1) Par dosage spectrophotomttrique, apr&s 6lution au moyen d’&hanol a 80% 0,l N en HCl (Hughes 
et Jeanlozg), des taches r&&es par le citrate &aniline (DatelO) sur les chromatogrammes, le rapport 
glucose/rhamnose est de 1,86. 

(2) Par dosage a la cyst&e sulfurique (Dische et She&s * ‘* ‘3 de chaque ose apr&s s&aration chromato- 
graphique sur papier et Bution, le rapport moEculaim trouve est de 2,02. 

Aglycone 
A&s recristallisation dam 1’6thanol il80”. ses RI (Tableau 2). son spectre U.V. (L: 266 run; 368 nm) 

ainsi que son spectre i.r. sont identiques a wux du kempfetol. Son point de fusion est de 282”-283” (capillaire) 
non abaissc apr&s m&urge avec du kempfcrol authentique. (CalcuR pour ClsHloOs, C = 62,94; H = 3,52; 
trouvc C = 62,62: H = 3,67 %.) 

iU&hylation 

60 mg de flavonoloside en solution ac&onique sont methyl& par le sulfate de methyle en pr&sence de 
K,COs, a l’ebullition a rethut pendant 30 hr. Apr&s hydrolyse acide, on s&are l’aglycone. Apr& puri8cation 
par chromatographie sur papier dans le solvant D, on cristallise l’aglycone dans Ethanol. F: 132” (bloc 
instantan~), M: 328 (spectrometrie de masse); calcule pour CIsHr60L: 328,31. Ses maximums d’absorption 
dans l’u.v. en pr&ence de differems reactifs se trouvent r&m& dans le Tableau 1. 

Perm&hylation 

250 mg de llavonoloside sont dissous dans 20 ml de MerSOI; on fait agir pendant 4 hr, en agitant, sous 
courant d’axote, 10 ml de m&hylsulfinylanion p&par6 selon Sandford et Conrad;‘” on ajoute ensuite 3 ml 
d’iodure de mcthyle lentement de sorte que la temperature ne s’eleve pas audessus de 25”. La solution est 
dilute avcc du CHC13, lav&e avec une solution de Na&03 a 2% puis avec de l’eau. La solution CHC13 
d&h&e sur Na,SO, est 6vaporee a sec. Le r6sidu est dissous dans un peu d’akool absolu et hydrolySe par 
HISO, 4 N pendant 4 hr a 109”. L’hydrolysat, apr&s separation de l’aglycone, est neutrali& et examin par 
chromatographie sur papier selon la technique de Petek.” La revelation a l’oxalate d’anilme montre trois 
taches dont I’uue est identifi& au tri-0-methyl-2,3,4 rhamnwe, I’autre au t&a-O-methyl-2,3,4,6 ghtcose: 
la migration de la troisieme tache indique un ghtcose dimethyl& . 

Zsolement du di-0-methyl-$6 Glucose 
L’hydrolysat est chromatographi6 sur papier Whatman 3 MM dam le solvant J; la xone correspondant 

au glucose dim&y16 est elude par l’&hanol absolu. Le di-O-m&hyl4,6 glucose cristallise dans l’&hanol en 
longues aiguilles blanches, F = 158”-160” (bloc, instantad); c&~” - +66,5’ (15 hr) (C = 46 dans l’eau). 

Hy&olyse M-t%? du FkvonoIoside Par les Rdsines 

300 mg du llavonoloside dissous dans 60 ml d’eau sont hydrolyses par 24 ml de Dowex 50 x 8, forme H+ 
(200-400 mesh) au bain-marie a I’bbullition, avec agitation, pendant 80 min. On transvase le m6lange daus 
tme colorme et lave la r&sine, avec 500 ml d’eau. Les effluents sont concentres et chromatographies darts le 
solvant I. Les bandes contenant le disaccharide et le trisaccharide sont &&es et repurif16es par chromato- 
graphie sur papier dans le solvant K. Apr&s elution, ils sont p&ipites de leur solution hydroalcoolique, par 
Ether &hylique. On a ainsi obtenu 66 mg de disaccharide et 96 mg de trisaccharide a partir de 600 mg de 
8avonoloside. L-curs & se trouvent r&urns dam le Tableau 3. 

Disaccharide. [a]koo = +18” (10 min) 4 +11’(24hr)(C = 1,32dansl’eau)F = 207°-208”(blocinstantan~). 
Hydrolyse ensymatkpu. 2 mg de disaccharide sont hydrolys& a pH 5 a 37” pour 0,l mg de fl ghtcosidase 

d’amandes B 420 UI/mg. Apr&s 45 rain d’incubation on identi8e du glucose settlement par chromatographie 
sur papier. 

Mkthylation. 5 mg de disaccharide sont perm&hyl4s selon la m&ode deja d&rite. Ap&s hydrolyse, on 
identitie par cbromatographie sur papier, avec des temoins pr6pams a partir de lam&nine, du t&a-O- 
methyl-2,3,4,6 glucose et du tri-O-methyl-2,4,6 glucose. 

Trisaccharide. [a]&’ = -13,7” (15 min) + [a]F --8p (24 hr) (C=2,08 dam l’eau) F: 169”-170” en 
capillaire, avcc d&composition, apt&s ramollissement a 125”; 210’ au bloc, instantant. Calcul6 pour 
C!,sH3nOlS, C = 44,26; H = 6,60; trouti C = 43,88; H = 6,79x. 

g R. C. Huonxs et R. W. J-z, Biochemistry 3,1535 (1964). 
lo J. DATE, SC&. J. Clin. Lab. Zxwst. 10,444 (1958). 
llZ.DrscmretL.B.Smrnxm, J. Blol. Chem. 175,595 (1948). 
l1 Z. Drscnx, L. B. Srmrrrm et M. Dsrros, Arch. -hem. 22,169 (1949). 
I3 P. A. SANDPORD et H. L. C~NMD, Bfochemirtry 5,1508 (1966). 
I4 F. Pxrxx, Bull. Sot. Chim. Fr. 263 (1965). 
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TABWU 3. ~~~ROMA~RAPHIE SUR PAPIER DU ‘INSA- 

so1vant* 
(R. x 100) 

. \ 
L M N 0 

Lamhuuibiose 76 75 79 75 
Trisaccharide 56 59 66 52 

Z?..iyse rn&a&. 1 mg de trisaccharide est hydrolys& par HaSO, 0,4 N, en tubes capillahw B 373 
Apr&s phrsieurs jours, on met en 6vidence par chromatographie sur papier une liberation de rhanmose et de 
lammaribiose. 

M&!tyluGoh. 5 mg du trim&&de sont perm&hyRs. Apt&r hydrolyse, les chromatogrammes montrent 
trois taches dont les migrations sont respectivement identiques a celles de l’hydrolysat du flavonoloside 
permethy1e. 

A&~WCX On laisse en contact 10 mg du trisaccharide avec 0,5 ml du melange anhydride ac&ique- 
pyridine (2 : 3 en volume) pendant 20 hr a la temperature du laboratoire. L’exc& de reactif est 6vapor6 sous 
vide pot& puis par phtsieurs additions de benzene suivies d’evaporation sous vide. Le derive a&y16 
de&che, fond a 115’ au bloc (itantane). 
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