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MEMOIRES ORIGINAUX

Sur les feuilles de deux Quinquinas de Madagascar
(Cinchona ledgeriana Moens et C. succirubra Pavon)
Etude particuliére des polyphénols (acides-phénols, anthocyanes
et flavonoides) (*)

R. R. PARIS et H. JACQUEMIN ("

Laboratoire de Matiére. médicale, 4. avenue de "Observatoire, I 75270 Paris Cedex 06

RESUME. — Dans les Jeuilles de Cinchona succirubra onr été caractérivés des acides-phitvinds
(protocatéchique, p-coumarique, cafeique, chlorogenique), des anthocyanosides {(cyanidol-3 glu-
coside et cyanidol-3 rhamnoglucosidey et cing hétérosides flavoniques @ trois sont des momeades
ou des biosides dérivés du quercétol, les deux autres sont des héterosides de kaempférol ou disorham-
nétol. Le Cinchona ledgeriana est moins riche en flavonosdes qui sonr analogues auv précedents.

‘

Les écorces des Quinquinas ont fuit 'objet de nombreux travaux chimigues.
notamment en ce qui -concerne les alcaloides. les feuilles vnt ¢1é moins étudiges
sans doute parce que des essais déja anciens ont montré qu'elles contenaient
non seulement peu d’alcaloides, mais cncore.qu'il n'y avait pas de gurne. .
Cependant, a déji été envisagée la constitution chimique des feuilles de Quin-
quinas de I’ex-Congo belge (DELVAUX 1957 {3]), de Guinée et du Vietnam (Li Mrex
et coll. 1956 [6]), tout au moins en ce qui voncerne les alcaloides: la composi-
tion des feuilles de Quinquinas malgaches n’a pas encore été examinée, tout au
moins 4 notre connaissance.
Les Cinchona sont cultivés dans la Grande He, soit dans le Nord, dans la

~ région de la Montagne d'Ambre. soit dans I’Est, dans la vallée de la Mandraka.
G Les écorces de Cinchona succirubra venferment de 5 a4 89 d’alcaloides totaux
‘ J dont 2 4 47, de quinine. Les chiffres sont un peu plus élevés pour C. ledgeriana
o (BARANGER [2], L1 Pogam [7]) Pour les feuddles, nous avons trouvé des teneurs

voisines de 0,50 ,: des essais en chromatographie sur couche mince suivant la

(*) Mémoire présenté 4 1'Acadénue Je Pharmacie, séance du 4 decembre 1974,
(**) Avec la collaboration technigue d'A Hrerse? et A. LINarD.
. ' Tirés a part : R. R. Paris (2 Madresse vi-dessus).
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technique de 'la Pharmacopée [12] n'ont pas permis de mettre en évidence de
quinine, confirmant -ainsi les expériences de LE MEN et coll. [6] effectuées avec
des feuilles de Quinquinas d’autres provenances géographiques. Des essais pré-
liminaires ayant montré I’absence de saponosides, d’hétérosides cyanogénétiques
mais la présence de substances polyphénoliques (anthocyanes, leucoanthocyanes,
acides-phénols, flavonoides ct tanins catéchiques), nous avons entrepris une
étude plus approfondie de certains de ces constituants.

Les acides-phénols ont été séparés par une méthode classique dans notre laboratoire [4].
L’infusé acidifié par "acide sulfurique est épuisé par I'éther. Celui-ci est traité par le carbonate
acide de sodium; apreés réacidification, les liqueurs aqueuses sont de nouveau épuisées par I’éther.
Le résidu éthéré est soumis a la chromatographie en couche mince de cellulose. Trois solvants
sont utilisés : — acide acétique & 2 et & 15 97 — acide chlorhydrique N/10, en présence de témoins
externes et internes. On emploie comme révélateurs la paranitraniline et le chlorure ferrique.

Dans ces conditions, ont pu étre caractérisés desacides de la série benzoique (protocatéchique)
et de la série cinnamique (p-coumarique, caféique, chlorogénique); une tache jaune ocre de
Rf0,30.dans I'acide acétique a 2 "}, spectre UV : 7 max 280 nm, épaulement & 316 nm n’a pu
étre identifiée. Les résultats sont tout a fait analogues pour les 2 espéces examinées: C. ledgeriana
et C. succirubra.

Les anthocyanes — pour ces recherches, les échantillons ont été examinés a i’état frais, la
récolte ayant lieu sur de jeunes arbres cultivés a la station des Eaux et Foréts de la Mandraka.
Nous nous sommes adressés, d'une part, a4 des jeunes limbes et, d’autre part, a des feuilles
sénescentes; dans les deux cas, les organes présentaient une leinie rougeitre asscz accentuée.

Les feuilles fraiches sont mises 4 macérer pendant 48 heures dans du méthanol renfermant
1 p. 100 d’acide chlorhydrigue — le traitement est renouvelé deux fois, les colatures sont concen-
trées sous pression réduite jusqu’a consistance d’extrait mou - celui-ci, redissous dans HC1 2N,
est hydrolysé au bain-marie bouillant pendant 3 heures de fagon a obtenir les génines. La solution
encore chaude est épuisée par de I'alcool isoamylique. Ce dernier est examiné en chromato-
graphie sur papier pour la caractérisation des ?mthocyanidols; avec le butanol acétique de
PARTRIDGE ou le mélange acéto-chlorhydrique de ForesTAL, on obtient unc seule tache qui
par son Rf et ses réactions colorées, a été identifiée au cyanidol. D autre part les solutions ini-
tiales avant hydrolyse soumises & la chromatographie avec, comme solvants, ’acide chlorhy-
drique a4 1 %}, les mélanges A : butanol I. HCI, eau (7-2-5) ou B : eau, acide acétique, HC! 12 N
(82-15-3 vol/vol) fournissent deux taches distinctes correspondant 4 un monoside, identifié au
cyanidol-3 glucoside et un bioside : cyanidol-3 rhamnoglucoside. L hydrolyse partielle avec le
mélange HCI a 1 °;, méthanol, suivant la technique de Apr et HavasHi [1] fournit une tache
intermédiaire correspondant au 5-monoglucoside. Les deux espéces de Cinchona possédent
les mémes pigments anthocyaniques; on les retrouve aussi bien chez les jeunes feuilles que chez
les feuilles sénescentes.

Flavonoides. lLes premiers essais ont été effectués sur les feuilles de Cinchona succirubra
qui, d’aprés les recherches préliminaires, paraissait le plus riche en ces pigments, en particulier
Pinfusé a 10 %) fournit une coloration rose-rouge avec le magnésium chlorhydrique indiquant
la présence de flavonols (réaction dJite de la cyanidine). Nous avons procédé a un dosage spec-
trophotométrique suivant la méthode habituelle du laboratoire [9], la teneur est voisine de
2,60 % de flavonoides totaux exprimés en rutoside.

11 a été procédé ensuite & 1'¢tude des genines flavormiques : aprés hydrolyse de P'infusé a 10 %
par H,SO, N pendant 2 heures au bain-marie bouillant et épuisement par 1’éther. La chroma-
tographie préparative sur couche mince de cellulose avec 3 solvants : 1 : butanol acétique de
PArrRIDGE; Il : solvant de Foresiai (acide acétique - eau - HCI concentré 10-10-3 v/fv); 1IL :
acide acétique - eau (10-40 v v) a permis de séparer deux bandes jaunes principales, 1'une se
colorant en orange avec le sous-acétate de plomb, ["autre de teinte jaune, qui ont été identifiées,
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respectivement au _guercétol (a) et au kaempférol (b) par leur Rf : a - 0,72 (1) 0,42 (1I) 0,26 (111);
b - 0,89 (I) 0,62 (I1) 0,43 (I1I) et les spectres ultraviolets (appareil Beckman DB) a-A max (alcool)
bande I 372 et bande 11 296; - AICI; 428 et 394 - 266 nm; + acétate de sodium 380 et 268 nm;

‘- aedtate de sodium et acide borique 388 et 259 nm. — b-Amax (alcool) 365 et 267; -+ AICl; 422,

306-268; + acétate de sodium 380 et 270} -+ acétate de sodium et acide borique 372 et 267 nm.

Tl existe aussi de petites quantités d’une troisiéme génine, difficile A différencier du kaempférok:
Cette génine peut étre séparée par ’acide acétique a 50 %; Rf = 0,18. Elle a ¢té identifiée au
3-méthylquercétol ou isorhamnétol (coloration jaune avec I’acétate basique de plomb).

Quant aux hérérosides flavoniques, ils ont été extraits par la technique classique dérivant
de la méthode de CHARAUX-PARIs [9] : traitement 2 I’alcool bouillant, reprise par 1’eau bouil-
lante et, aprés filtration, épuisements successifs par ’éther (qui contient des traces de génines:
quercétol et kaempférol), I'acétate d’éthyle et le butanol. L’acétate d’éthyle renferme la majeure
partie des flavonosides (hétéromonosides et biosides). Une premiére purification est obtenue
soit sur colonne de silice (éluant : solvant de EGGER : eau, ethanol, méthyléthylcétone, acétyl-
acétone (13-3-3-1), soit sur colonne de polyamide avec comme solvant : benzéne, méthyléthyl-
cétone, méthanol (100-50-50); la séparation finale est effectuée en chromatographie sur couche
mince de cellulose avec I’acide acétique & 15 9.

.On obtient ainsi cing flavonosides dénommés A.B.C.D.E.
SUBSTANCE A : de Rf (5,15 - 0,18 dans le solvant de EGGER, correspond 4 un monoside :
teinte mate sous UV, jaune aprés AlCls, orangée avec le sous-acétate de plomb, elle fournit

par hydrolyse acide du glucose et du ‘quercétol. Elle a été identifiée 4 I’isoquercitrosiae (quercétol
3- glucosnde)f Cette substance est accompagnée de traces de quercétol 3-galactoside.

SussTANCE B : de Rf 0,38 - 0.40 dans le mélange de EGGER; correspond & un bioside. Les

" réactions colorées sont analogues & celles de I’hétéroside précédent (dérivé du quercétol). Elle

donne par hydrolyse du quercétol et deux sucres : glucose et rhamnose; il s’agit du rutoside :

quercétol-3 rhamnoglucoside.

SUBSTANCE C ; se comporte aussj comme un bioside-et un dérivé du quercétol (coloration or
orangée avec le sous-acétate de plomb); par hydrolyse acide sont caractérisés 2 sucres : galactose
et rhamnose.

SussTANCE D : donne une coloration jaune avec le sous-acétate de plomb. D’aprés les Rf
en chromatographie, ce serait un bioside (Rf 0,43 dans $olvant de PARTRIDGE, 0,25 dans ’eau,
0,86 dans 1'acide acétique & 15 %) ; aprés hydrolyse acigle est obtenu de I’isorhamnétol (mais aussi
des traces de kaempférol) et des sucrés {(glucose et rhamnose) (avec des traces de galactose).
Ce produit est impur, mais constitué en grande partie par un rhamnoglucoside d’isorhamnétol.

SussTaNCE E : donne aussi une teinte jaune avec P’acétate de plomb (pas de diphénol en
ortho). Le Rf pour fes 3 solvants indiqués précédemment sont respectivement de- 0,55, 0,30
et 0,70; Phydrolyse acide donne du kaempférol (accompagné d’un peu d’isorhamnétol) et deux
sucres @ glucose et rhamnose (comme précédemment nous avons caractérisé en plus un peu de
galactose). Cette substance E est 4 rapprocher du nicotifloroside (kaempférol-3 rhamnoglucoside),
homologue du rutoside.

Les résultats ‘sont sensiblement de méme ordre avec les feuilles de Cinchona ledgeriana
mais celui-ci est moins riche en flavonoides totaux : 1,20 %;, exprimés en rutoside. Les génines
sont constituées principalement par des flavonols : kaempférol et surtout quercétol, accompagné
de son dérivé méthylé€ en 3°, I'isorhamnétol. Les hétérosides sont surtout des dérivés du quercétol :
rutoside et isoquercitroside, les dérivés du kaempférol ne sont présents qu’a 1’état de traces.

En résumé au point de vue chimiotaxinomie des polyphénols il y a peu de
différence entre les deux espéces de Quinquinas exammees Le genre Cinchona,
contrairement & ce que se passe pour les Coffea [8]. parait assez homogéne. A
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propos de la chimiotaxinomie de' la famille .des Rubiacées, il faut remarquer
que le quercétol et le kaempférol y sont assez fréquents. Jusqu’ici 1'isorhamnétol
n’avait pas été signalé (peut-étre est-ce dit & sa séparation difficile du kaempférol);
nous n'avons pas trouvé chez les feuilles de Cinchona de dérivés trihydroxylés :
acide gallique, myricétol, ni de C-flavonosides | 10] rencontres dans d’autres genres
de cette famille, par contre le galactose trouvé par nous exisle sous forme de
quercétol 3-galactoside chez certaines Rubiacées | 14]. Si le genre Cinchona parait
homogéne au point de vue des polyphénols, il n’en est pas de méme pour les
différentes tribus de la famille des Rubiacées qui peuvent contenir des flavonoides
de types variés.

SUMMARY

About two malagasian Cinchona’s leaves (Cinchona ledgeriana Moens and C. succi-
rubra Pavon) particular study of polyphenols (phenolic acids, anthocyans and
flavonoids).
by R. R. Paris and H, Jacquemin (Paris)

In the leaves of Cinchona succirubra were charactevized phenolic acids » protocatechic,

< p-coumaric, caffeic and chlorogenic acids; anthocyanins (cyanidol-3 glycoside and cvanidol-3

e
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* ‘rhamnoglycoside ; and five flavonol-glycosides : quercetol-3 glycoside, yuercerol-3 rhamnoglyeoside,

a rhamno-galactoside of quercetol and rhamno-glycosides of isorhamnetol and kavmpferol. C. led-
geriana is poorer in flavonoids, but its constituants are ubout the same.
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