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R&m&-On a isol6, g partir des rameaux verts de Cailuna vu&a& L. trois fractions proantbocyaniques qui 
diff&enf.par leur soIubilit6 et leur comportement cbromatographique. Aprks traitement par l’acide chlor- 
hydrique gchaud, l’analyse spectralc et chromatographique montre que le leucocyam ‘do1 eat le constituaut 
principal de c-es fractions. 

Abstract-From the green branches of Calha vulgaris L., three proanthocyanidio fractions have been 
separated which d8e.r in solubility and chromatographic bebaviour. After treatment with hot hydrochloric 
acid, spectral analysis and chromatography show that leucocyanidin is the main constituent of these fractions. 

INTRODUCTION 

LE TRAVAIL prbente s’inscrit dans une etude 6cologique de la biosynth&se d’un polym&re 
phtnolique de CuZZruzu vulgaris L. Dans un extrait de feuilles vertes, Handley ‘8 * avait signal6 
la pr6sence dune fraction prkipitable a la gelatine et form& en par-tie de leucocyanidol. 
Nous avons pu isoler et caract6riser a partir de la lit&e de C. vulgaris L. un polymbre 
constitue essentiellement de leucocyanidol. 

La recherche dans les rameaux verts, de substances repr&sentant diffkents degrds de 
polym&isation du leucocyanidol, le choix dune m&ode de sbparation de ces substances, 
font l’objet du travail expose ci-dessous. 

&h&a de Fractionnement 

RESULTATS 

Les fractions analyskes se rapportent a la methode rep&e&e schdmatiquement a la 
Fig. 1. 

Chromatographie des Fractions: F, - F2 - F, 

Par chromatographie sur papier B deux dimensions, en utilisant les solvants: (a) Butan- 
I-ol-Acide ac&iqueeau (4: 1:2,2) et (b) acide ac6tique B 2%, on obtient pour F, un spot 
de R, voisins de 0,5 dans (a) et de 0,4 dans (b). Dans des conditions identiques, F2 donne 
des train&es (O-0,5) dans les deux solvants et F3 reste sur le point de d6part. 

I W. R. C. IIANDL~Y, Forestry Commission Bulletin, No. 23 (1954). 
s W. R. C. HANDLBY, Pht Soil 15,37 (1961). 
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FIG. 1. fkIihA DU FRACIlONNEMENT DE L’EXTRAIT DE RAMEAUX VERTS DE CALLUNE. 

Prdcipitation par I’Hexane de Fl et F2 

Le precipite obtenu par addition d’hexane & la solution da&ate d’ethyle, d’apr8s les 
conditions adopt&s par Paris et Qbukcu,) contient, outre F, et F1, un certain nombre de 
substances phenoliques. A l’aide d’un volume relatif faible d’hexane (hexane/&hyle a&ate 
-z +), on precipite essentiellement FS. Par addition de volumes plus importants d’hexane 
(rapport precedent compris entre 3 et 1) on precipite F,. Cependant, le choix de ces volumes 

3 R. PAEM et B. ~ukcu, Annah pharmaceutiques fran~aises 20,583 (1962). 
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relatifs ne permet pas une separation rigoureuse des deux fractions. 11 a et6 neanmoins 
jug6 utile de conserver ce pro&de de precipitation qui 6vite la concentration trop pousste 
de la solution d’ac&.ate d’ethyle. 

En chromatographie sur Kieselgel G du pr6cipite Pr, dans les conditions r&lis&es par 
Lewak4 (Kieselgel G Merck, l&e dimension: Chloroformt+Alcool a 96”~t-Butanol- 
(10 : 8 : 1 v/v)-2e dimension: Acetate d’&hyle-Acide formique (10 : 1 v/v), Fr a un R, voisin 
de 0,8 dans les deux solvants et F2 se repartit en deux trainees de part et d’autre de l’origine. 

Prkipitation par I’l?destine 

L’addition de quantites croissantes d’edestine B la solution aqueuse residuelle (Fig. 1) 
provoque une augmentation continue de la precipitation. Les fractions obtenues dans ces 
conditions ont des proprietes comparables par chromatographie, Clectrophorese, Bltration 
sur gel. 
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Fm.2. FILT~~~ONSUROELSEPHADEXDELAPRA~ONF,. 

(a) et (b): Sephadex G 50. Solvant c. (c): Sephadex LH20. Solvant d (voir partie expkimentale). 

Par Bectrophorese sur papier (solvant c, 10 V/cm), FJ migre vers l’anode (environ 3 cm/h), 
en une fraction homogene. 

Par filtration sur Sephadex G 50 (solvant c) on obtient un pit unique si l’elution est 
suivie par mesure de la DO dans 1)u.v. (Fig. 2a). Cependant, la filtration de cette substance 
apres incorporation de 14C02 dans des rameaux verts de CalZuna vulgaris, fait apparaltre 
deux pits d’elution principaux si on mesure la radioactivitt des fractions &5es (Fig. 2b). 
La separation sur Sephadex LH20 (solvant d) permet egalement de recueillir deux fractions 
(Fig. 2~). 

En l’absence de substance de reference, on n’a pas cherche a apprecier le poids moleculaire 
de FJ (la dialyse contre l’eau distillt5e entrale une perte de poids d’environ 40%). 

Spectrophotomdtrie de Fl et F, 

Les solutions dans l’ethanol de F, (obtenue par Bution du spot correspondant sur 
Kieselgel) et de F3 presentent un pit d’absorption voisin de 280 nm. 

4 S. LEWAK, Bull. de I’Acadtfmie Polonnise ah Sciences Cl. II, VoL XLIC, No. 3. s6rie des sciencm biologiques, 
121(1965). 
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Transformation en Milieu Acide 

,Les produits de transformation en milieu acide a chaud (HF,, HF?, HFa) ont et6 carac- 
t&ids par chromatographie sur papier et analyse spectrophotometrique. Le tableau 1 
resume les resultats de la chromatographie sur papier de ces substances. Les spectres 
d’absorption des solutions de HF,, HFI, HF3 dans l’alcool ethylique a 0,l % d’HC1 sont 
trts cornparables a celui de la cyanidine obtenu dans les m&nes conditions5 (maximum: 
548 nm). 

TABLEAU 1. R, DJSPRODWIS HFI,HF,,H&. CHRO~~~OGRAPHIE&XXNDANTES~RPAPIER 

Solvimts FI FP S 

Acide acktique 30 
Acide chlorhydrique 3 0,50 0,48-0,50 0,50; 0,32 (tram) 
ERU 10 

Acide formique 5 
Acide chlorhydrique 2 0,30 0,30-0,32 0,32; 0,20 (traces) 
EhU 3 

Acide acktique 
Eau 

60 
40 > 

0360 0960 0,62; 0,50 (traces) 

DISCUSSION 

Les resultats exposes ci-dessus montrent que les proanthocyanes des rameaux verts de 
CWZuna vulguris L. se repartissent entre trois fractions principales dont le leucocyanidol est 
le constituant majeur. Dans les conditions adopt&s, il n’a pas et6 dtkel6 de catkhine parmi 
les prod&s d’hydrolyse. Un proanthocyane, dont la degradation en milieu acide ne donne 
tgalement que de la cyanidine, a et6 isole a partir de l’kcorce de la tige de Rhododendron 
grande.6 

Les proprietb de solubilite et le comportement chromatographique des substances 
s6parees permettent de considtrer qu’elles appartiennent a des degres de polym6risation 
differems. Le R, de Fi, en chromatographie sur papier, dans les conditions cittks, est 
celui dune flavane monomere ou dune biflavane. ‘-lo La fraction F2 peut rep&enter un 
degre de polymerisation intermediaire (2 < n -c 10). lo La fraction FS est constitute pour 
60 % environ de substances d’un poids mokulaire superieur a 5000 (10 < n < 20). 

Le residu non extractible (R Fig. 1) n’a don& que des reactions faiblement positives 
pour les plantes analyks. Par l’emploi de techniques plus poussees nous avons constate 
qu’il est possible d’obtenir un plus grand nombre de fractions. Nous avons jug6 utile de ne 
retenir que les trois principales, &ant donnt le caractere physiologique du travail entrepris. 

' P. RIEUBJMU-GAYON, Les composds phbwliques L&S v++gkwx, Dunod, Paris (1968). 
6 T. R. S~IUDIU, Journal of Indian Chemical Society 44, No. 7 (1967). 
’ L. L. CRBASY et T. SWAIN, Nuture Zos, 151(1965). 
8 S. LEWAK et A. RADOMINXA, Rocnuki Chemii, Ann. Sot. Chim. Polonorum 39,1839 (1965). 
9 V. C. QIJIBNJIL, Phytochem. 7,1583 (1968). 

lo D. G. Roux et S. R. EVELYN, Biochem. J. 69,530 (1958). 
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TECHNIQUES 

-Fractionnement 

iUatt+iel. Rameaux lateraux + feuilles vertes de Caliuna vuigaris L. 
Obtention a% I’extrait but. On a prefer6 effectuer l’extraction a froid, comme le ptinise Haslam.*i 

Le mat6riel est projete, au&& apr&s prelevement, dam de l’azote liquide puis transvas6 dans un mortier 
refroidi oh on le broie. La poudte, reprise quantitativement es1 introduite dsns un pot (nylon) de broyeur 
Dangoumeau, oh elle est &tis& par agitation, successivement par de l’adtone anhydre gla&, puis de 
Pa&one B 80%. La fin de l’extraction est v&We par addition d’une fraction aliquote au r6actif 
FeC&/Fe(CN)& (obtenu par m&an& B volumes egaux, de deux solutions aqueuses a 1% de chacune de 
ces substances). 

Les fractions a l’ac&one anhydre sont rassembl&s et concentr6es (toutes les concentrations s’effectuent 
dans un evaporateur rotatif, sous vide et a une tem~rature n’ex&lant jamais 30”.) jusqu’a un faible 
volume, puis additiod d’eau, de facon a obtenir une solution a 80% da&one. 

L’ensemble de ces extraits a Pa&one aqueuse est m&m& refroidi, puis agitt en pr6sence d’un volume 
@al d&her ethylique priv6 de peroxydes. 

La phase aqueuse ainsi obtenue, addition&e de l’eau de r&age de la phase &he&e, constitue l’extrait 
aqueux brut. La phase ether& es1 eliminee. 

Fractionnement de i’extrait but. Par agitation en ampoule a decanter on 6puise la solution aqueuse par 
des volumes successifs d&&ate d’ethyle (cette op6ration doit Btre conduite rapziiement; comme pr&& 
demment la iin est rep&e par l’absence de coloration du r&&if ferrique en presence de la solution acetate 
d’ethyle). A l’issue de cette op&ation, on obtient deux solutions: -Phase aqueuse n%iduelle, AR; -Phase 
acetate &hyle, EA. 

fiaitement de la soiution a&s l’ac&ate d!+thyIe (EA). NB-Les solvants et solution sent s&h&s sur 
MgSO, anhydre, la pr6cipitation a lieu a froid (4”). La solution EA concentr6e est agitee pendant toute la 
dun% de Pop&ration. On y ajoute goutte a goutte un volume &al de n-Hexane, puis on centrifuge le precipit6 
Pr obtenu. Le sumageant est &art& 

Fractiannement chromatographique de Pr. Le. precipite repris par de W&one anhydre est chromato- 
graph% en dew dimensions sur Kieselgel G. l-Chloroforms_Alcool a 96”-t Butanol (10: 8: 1 v/v); 2- 
Acetate d’ethyle-Acide formique (10: 1 v/v). Gn .&pare ainsi les fractions 1 et 2 (Fi et F2). 

i’?aitement de la solution aqueuse &sidueIle AR. AR est concentr& jusqu’a 10 ml. On lti ajoute, en a&ant 
en permanence, un volume e&l d’tme solution a 0,5 % d’bdestine dam un tampon acetate de pH 3.6. 

Le floculat obtenu est recueilli oar centrifuttation. rinCe a l’eau distill& vui solubilise dam un faible 
volume da&one a 50% d’eau (acid&e: pH - 3). Gu precipite (12 hr) la prot&ne dam la solution obtenue, 
en amenant la teneur en a&one B 95 %. Le sumageant de la centrifugation qui tlimine la prot&ne, concentm 
puis eventuellement lyophilid, repr&ente la fraction 3 (Fj). 

-Chromatographie sur Papier et Filtration sur Gel 

Papier Arches 303. Gels Sephadex G 50 tin et LH 20. 
Solvants: (a) Butan-l-ol-acide ac&ique-Eau (4: 1:2,2 v/v); (b) Acide ac&ique 2%; (c) Tampon borate 

de sodium-soude pH 9,5-Solution A: Borate de sodium 405 M-Solution B: Soude 0,2 M: Tampon: 
(50 ml de A + 17,6 ml de B), dilu6s 21200 ml. (d) Methanol-Dim&hylformamide (9: 1 v/v). 

-!Ikaqformation en Miliau Acide 

L.es fractions F,, FI (pr&vement direct sur les chromatogrammes) et Fs sent introduites dans des tubes a 
hydrolyse contenant HC12 N. Les tubes sont port& 15 mn au bain-marie B 70”. Les solutions obtenues 
sent epuis&es a P&her puis a l’alcool isoamylique. Le r6sidu qui r6sulte de l’evaporation des solutions 
&h&&e et alcoolique est repris par l&&one (chromatographie) ou par l’alcool a 96” (spectrophotom&rie). 

-Incorporation de “C dans la Fraction F3 

Des rameaux de C. vulgaris L. plongeant par leur base darts une solution minerale B pH acide (5,2) sent 
pla& dans une enceinte etanche. A l’aide de Ba t4CG1 et d’acide lactique on r&al& une atmosphere emichie 
en t4COp (0,1x de *‘CG2 dont l’activit6 sp6citique est 20 ,&/pM). L’ensemble est maintenu 96 h dam les 
conditions d’&&he.ment et de temperature du laboratoire. 

t1 E. W, Chemistry of Vegetable Twins, Academic Press, London and New York (1966). 


