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IDENTIFICATION ET CARACTERISATION
DE TANTHOCYANE ACYLEE PRESENTE DANS LES FEUILLES
DE PERILLA NANKINENSIS (Lour.) DucNE

par J, JADOT et P, NIEBES

SUMMARY

An acylated anthoeyanin has been isolated from Perilla nankinensis (Lour.) DECNE,
using mild conditions of extraction and purifieation.

This red pigment is shown to have the structure of a salt of the cyanidine-3-(6-p.
coumaroyl-f-D-glucoside) 5-p-D-glucoside.

Perilla nankinensis (Lour.) DECNE est une plante de la famille des Labides
se présentant sous forme de buissons. Les feuilles sont fortement eolorées en rouge
sombre ; clies confiennent une anthocyane dont I'étnde biogénétique est on cours
dans les laboratoives de PInstitut de Botanique de 'Université de Li¢ge [1].

Lsolement de Danthocyane.

Aprés différents essais olassiques d'oxtraction et de purification, la chromato-
graphie sur colonne de papier enroulé eb pressurisé, & Paide d’un mélange & égal
volume de n.butanol et de HCI2N, a permis I'isolement d’une anthocyane dont le
speetre U V dans le méthanol contenant 0,1 %, de HCI posséde la bande d’absorption
caractéristique des anthoeyanes acylées située & 270 mp. En conséquence, la puri-
fieation du pigment rouge a du se dérouler dans des milieux faiblement acides afin
d’éviter Phydrolyse de la fonction ester.

Les feuilles de Perilla Iyophilisées et pulvérisées ont été débarrassées des pig-
ments chlorophylliens par plusieurs extractions au chloroforme, Les acides aroma-
tiques libres ont été enlevés par extraction A Péther sulfurique et une partie des
flavones a été éliminée par épnisement de la poudre & 1'acétate d’éthyle. Le résidu
a été ensuite chauffé & 300 ¢ sous vide, pour le débarrasser du solvant et ensuite
extrait frois fois avec un mélange de méthanol, d’eau et d’acide formique (parties
en volume GO/40/7).

Les solutions résultantes réunies et filtrées sont fortement colorées en rouge
sombre. Elles sont concentrées sous vide A évaporateur rotatif & une température
inférieure & 30° C. Le liquide rouge ainsi obtenu, additionné d’un volume double
d'acétone pure distillée sur sulfate ferreux, est placé au frigidaire pendant 16 heuves.
Une grande partic des sels et des substances peetigues, extraits en méme temps
que fe colorant, se déposent et sont filtrés. Le filtrat est évaporé sous vide & basse
température powr chasser 'acétone. L'analyse chromatographique de la solution sur
couche minee de gel de silice « Merck » G (solvant : acétate d’éthyle - acide formique -
eau, 70/15/156 en volume} montre qu’elle contient encore, & c6té de 'anthocyane,
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une proportion importante de flavones et des traces d’acides phéneliques (fig. 1,
colonne 1).

Purification de Uanthocyane.

Lextrait concentrd (100 cmB) est purifié par chromatographie sur une colonne
de polyamide « Woelm » {260 gr.) de 75 cms de haut et de b ems de diamétre, L'élution
se fait avee un mélange de méthanol, d’eau et d’acide formigue (proportions en
volume G0/40/5) passant & la vitesse de 30 mifheure. L'8luat est recueilli & U'aide
d’un collectenr automatique (fractions de 10 em?). Les premiéres fractions colorées
contiennent un triglucoside guand la plante est adulte comme lo révéle la chromato-
graphie en couche mince (figure 1, colonne 2). Le triglucoside est absent quand il
s’agit de Pextrait d’une plante jeune. Les fractions suivantes contiennent Pantho-
cyane presque pure en concentration élevée (figure 1, colonne 3), puis les fractions
moins colorées en rouge contiennent moins d’anthocyane accompagnée de traces
de deux flavones (figuré 1, colonne 4). Les derniéres fraetions contiennent des
fiavones (figure 1, colonne 6).
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Fig. 1, — Chromatographie, sur couche mince de gel do silice (4, nvee le mélange acétate

d’éthyle — acide formique — cau {70/15/156 en volume), des fractions d'élution de In

chromatographie sur colonne de polyamide de Vextrait purifié et concentrd des feuilles

de Perilla nankinensis (Lour.) Decxe {solvant éluant : méthanol-ean-acide formigue,
60/80/6).
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La distribution fractionnée & contre-couwrant permet l'isolemont de fractions
d’anthooyane acylée pure comme le révéle la chromatographie analytique sur
couche mince de gel de silice G.
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On proctde ’abord, dans un appareil de Craig, i 50 transferts & Paide des deux
phases résultant du mélange volume A volume d’acide acétique & 15 %, et d’éther
sulfurique, L’anthocyane reste dens les premiers tubes ct est débarrassée des acides
phénolicues et des flavones de poids moléeulaires peu élevés. On soumet la solution
contenant les anthocyanes & une nouvelle distribution comportant 200 transferts
A l'aide des deux phases du mélange volume a volume d’acide acétique & 15 %, et
d’acétate d’éthyle, L’anthoeyane, qui reste dans les premiers tubes, est séparée des
flavones, L'anthocyane acylée s’hydrolysant sonvent particllement en diglucoside,
on la purifie par une troisidme distribution comptant 100 transferts &4 'aide des deux
phases résultant de Pagitation de 4 volumes de a.butanol avec 1 volume d’acide
acétique ot 5 volumes d'can.

Tanthocyane acylée se retrouve dans les fubes 50 & 60. Son spectre UV et
la. chromatographic sur couche mince de gel de silice « Merck » G prouvent qu'elle
est tont & fait pure. I’évaporation de la phase butanolique peut toutefois provoquer
une dégradation partielle du colorant gu’elle contient. Afin d’éviter cot inconvénient,
on y ajoute 5 %, d’acide acétique glacial avant évaporation afin de maintenir le pH
suffisamment acide,

Quelle gue soit la méthode de purification utilizée, les fractions contenant
I'anthocyane pure sont concentrées sous vide & 30° C. et la solution concentrée est
laissée au repos & température ordinaire dans un exsiceateur, sous vide, en présence
de Pa0s. Le résidu est redissous dans nn minimuwm d’acide acétiqae aquenx & 15 %,
et filtrd sur verrc frittd serré. La solation est coneentrée rapidement en exsiccatonr
sous vide ef la poudre microeristalline obtenue est séehée en présence de P20s.
L’analyse de la pondre obtenue par purification sur eolonne de polyamide donne
52,41 %, dc carbone. {Caleulé pour Yacétate de cyanidine 3-(6-p.coumaroyl-f-D-
ghicose)-5-B-D-glucose : 52,94 %, de carbone).

Toutes les tentatives d’obtention de cristanx bien formés ont échoué. Au con-
traire, le chlorure du diglucoside correspondant séparé de lacide p.coumarigue
cristallise parfaitement. I1 suffit de le dissoudre dans Ie minimum d’ean chaude,
d'additionner fa solution obtenne d'un égal volume de solution méthanolique de
HCI & 3 9, et d’abandanner le tout au frigidaire on vase ouvert pendant 3 & 4 jours.

Tdentification de Vaglycon, des sucres el de Vacide phénoligue.

L'hydrolyse totale est réalisée par chauffage & 80° au bain-marie pendant
1Y% heure, de 10 mg d’anthocyane dissous dans 10 ml d’une solution aguouse
de TICH 0,7 N. L’aglycon libéré est extrait de la solution & Paide de 3 fois 156 ml
d’alcool isoamylique. Aprés évaporation du solvant, lo résidu est dissous & chaud
dans 5 ml d’"HC! aqueux & 20 2 ot abandonné au frigidaire & 0v €. On obtient de
beaux cristaux rouge foncé & éclat métallique. Le spectre UV de 'aglycon, dans
une solution méthanolique contenant 0,1 %, de HC), est cavactéristique de la cyani-
dine [2]. Les bandes d’absorption dans le visible subissent un déplacement batho-
chromique de 20 my, quand on ajoute du AlCly & la solution d’aglycon, ce dont est
responsable la présence des deux fonctions phénoliques dans I'ammean latéral de la
cyanidine. Le spectre IR est identique & eelui publié par P. Ribereau-Gazon [?]
pow Ia eyanidine. Ces arguments sont encore confirmés par la dégradation alealine
de Taglycon [] suivie de chromatographie sur eouche mince de gel de silice (3 « Merck »,
qui permet: de mettre en évidence de Pacide protocatéchique. D'aillenrs, la chromato-
graphie de Paglycon et de cyanidine pure ne permet pas de séparation : les deux
substances sont identiques, o

La recherche des sucres a 6t réalisée & partir de Phydrolysat ci-dessus, L'acide
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chlorhydrique a été extrait par agitation avee une solution chloroformigue a4 10 %,
de tri-n-octylamine eontenant un pen de vort de bromoerésol. La chromatographic
sur couche minee de la solution agueunse met en évidence la seule présence de ghicose.
Aprés dégradation totale du noyau de antheeyanidine par Porone [?], la recherche
des sucres démontre également la présence de glucoss dans Ia moléeule d’antho-
eyane a Pexclusion de tout autre monose.

La nature du résidu acylé a été établie par hydrolyse alealine de Panthocyane
4 l'aide de NaOH 2N & froid, suivie d’acidification par HCI dilué et d’extraction
& I'éther. De Vextrait éthéré, on retive un acide identifié & I'acide paracoumarique
par chromatographie comparative et par les spectres UV et TR,

Dosuge du nombre de molécules de glucose ef d’acide paracowmurique.

L’indice d’acétyle de P'anthocyane a été obtenu par la méthodo de otersen 9]
légérement modifide. Los résultats conduisent & admetfre la présence de deux molé-
cules de glucose dans la moléeule du pigment. La teneur en acide p.ecoumarique
a été déterminde par une méthode spectrale {?]. On mesure le rapport de Vintensité

D
48

9t |

R

™
35834732 79 Kclem

Fig. 2, — Specire UV ot visible de I'anthocyane acylée exirnile de Perilla nankinensis
{Lour.) DECNE.
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maximum d’absorption du pic situé 4 312 mp, dont est responsable 'ncide paracou-
marique, & celle du pie de 'anthocyane dans le visible & 526 myp.

Le rapport de 0,61 posséde la méme valour que celle indiguée soit par Har-
borne [2] soit par Birkofer {7]. Ces auteurs donnent en effet les valeurs 0,6 et 0,65
pour les moléeules d’anthocyane ne contenant gu’une molécule d’acide paracouma-
rique. Ceci permet de conclure & la présence d'uue seule molécule d’acide paracou-
marique dans la moléoule du pigment de Perilla étudié.

Position des dewx molécules de glucose ef de lo moléculz d’acide paracowmarique.

L’anthocyane a €té hydrolysée par chauffage & 80° C. dans une solution aquouse
de HCl & 2,5 %,. La progression de la réaction a 6té contrdlée par des prélévements
se succédant de 30 en 30'. Les échantillons étaient ensuite analysés par chromato-
graphie sur conche mince de gel de silice G & Paide du solvant obtenu en mélangeant
70 perties en volume d’acétate d’éthyle, 15 partics d’neide formique et 15 parties
’ean. Les spots correspondant aux molécules d’anthocyane sont colorés en rouge.
L’identification des spots s’est faite par comparaison aveo les produits d’hydrolyse
connug de la cyanidine 3-5 diglucoside fraichement extraite des pétales de roses
rouges, Rosales erassulacesc [8] eb de la malvidine 3-5 diglucoside extraite des épider-
mes de raisin du genre Vitis vinifera dont le 5§ monoglucoside fluoresce en rouge dans
fa lamiére UV [9].
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Fig. 3. -— Chromatographic sur couche mince de silice &, avec le solvant acétate d’éthyle-

aeide formique - ean 70/16/156, des produits ’hydrolyse de DPanthocyane de Perilla

nankinensis {Lour.) DECNE, de la cyanidine 3-6 diglucoside et de la malvidine 3-5 diglu-
coside.

Dans le chromatogramme de ln figare 3, on veconnait de bas en hant la présence
dur 3-6 diglucoside de la cyenidine, du 3-5 diglucoside acylé, dn 3 monoglucoside,
da 5 monoghicoside, du 3 monoglhteaside aeylé ot de lo eyanidine, L'isolenent de la
substance correspondant au spot inférieur & celui de la cyanidine, son étude spectralo
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qui révéle la présence dans sa moléenle d’acide paraconmarique ot son comportement
vis-A-vis de I'oxydation & Pean oxygénée permettent de conclure 4 son identité avec
le 8 monoglucoside acylé.

Une dégradation par l'ean oxygénée prouve que c'est le glucose fixé en 3 qui
est acyld.

Comme nous 'avons montré dans une thése de doetorat ]!} la dégradation
d’un diglucoside acylé d’anthocyanidine par 'ean oxygénée peut se résumer commne
suit :
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La chaine latérale se trouvant primitivement en 3 sur le noyau anthocyanidique
est hydrolysée par les alealis & froid & Pexclusion des autres chaines ; clle pent étve
mise en ¢vidence par les méthodes chromatographiques. Dans hydrolysat final,
nous avons décelé Ia présence de paracoumaroylglueose & c6té de glucose ot d’acide
paracoumarique. La présence de glucose acylé prouve done que la eyanidine porte
en 3 un groupe paracoumaroyl glucose.

Liaison glucose-ucide puracoumarique.

L’anthocyane a été perméthylée & I'aide d'iodure de méthyle dans la diméthyl-
formamido en présence d’oxyde d'argent puis elle a été hydrolysée dans une solution
aqueuse d’acide sulfurique [1f]. La mise an point d’une méthode de chromatographie
sur couche minee de silice permet la mise en évidence de la présence de 2.3.4 tri-
méthylglucose et de 2-3-4-6 tétraméthylglucose identifiés par comparaison avee ces
deux substance pures utilisées comme références dans la méme chromatographie,
La présence de 2-3-4.8 tétraméthylglucose indigue quo la moléeule de glucose en
position & sur le noyau de 1a cyanidine est lide par son hydroxyle pseudoaldéhydigue.
L’obtention de 2-3-4 triméthylglucose indique que le glicose fixé en position 3 de
la eyanidine par son OH pseudoaldéhydique est estérifié en 6 par 'acide para-
coumarigue,

Afin de vérifier cotto dernidre conclusion nous avons dégradé la substance par
I'acide periodique suivant la méthode de P, Karror ot M. Donike [¥2].

Si nous supposons gu’une moléeule de glucose est aftachée en position 3 de la
cyanidine, plusieurs alternatives se présentent pour la position de la moléeule de
Pacide paracoumarique.
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Si Pacide p.coumarigue est attaché en position 2 du glucese, I'action snceessive
de NaIOy, de NaBH, et de HCI conduit & la libération d'unc méle de glycérine et
d'une méle d’aldéhyde glyeérique par méle de substrat.

Si Pacide est placé en position 3 du glucose, les mémes réactifs conduisent &
une gimple hydrolyse sans oxydation et auoun polyol ne se forine done.

i Pacide est uni en position 4 du glucose, il y aura formation d’érythrite.

Enfin, dans le cas ot P'acide est attaché en position 6 du glucose, les mémes
réactions conduisent & I'obtention d’une méle de glycérine, une méle d’acide formique
et une méle d’aldéhyde glycolique.

Fn soumettant 4 cette dégradation, parallélement, des guantités équivalentes
d’anthocyane de Perilla et de cyanidine-3-5 diglucoside pur, en isolant les polyols
obtenus par chromatographie sur couche mince et en comparant lintensité des
spots révélés A Vaide ’'un densitomatre « photovolt », on met en évidence la formation
dans les deux cas de deux moles de glyedrine pour une méle de substance, & 'exelusion
de tout autre polyol. Tl est ainsi possible de rejeter 'hypothése de la position de
Pacide p.coumarique en 3 et en 4 du glucose.

D’autre patt, le p.coumaroylglucose isolé de Perilla se révéle au phtalate d’aniline
ce qui impose la non-estérification de I'hydroxyle en 2 du glucose [13]. Il ne reste
done plus que Phypotése de 'union de 'acide p.coumarique en position G du glucose.

Nous en avons obtenu une confirmation définitive en isolant le paraconmaroyl-
glucose. Dans ce but, anthocyane est absorbée sur une colonine de Dualite C 25
ot oxydée, in situ, par HpOp on présence de peroxydase. Aprés élution, le produit
de dégradation est soumis & Phydrolyse. La solution résultante est passée sur colonne
d’alumine pour retenir les produits orthodiphénoliques. Dans les premiéres fractions
d’éluat qui sortent de cette colonne, nous avons isolé un sucre acylé qui s'est révélé
étre identique au 6-paracoumaroyl-8-D-glucose que nous avons synthétisé selon
wne méthode préeonisée par Kosmol pour les sucres acylés dans une autre position {14].

L’obtention de G-paracoumaroylglucose par oxydation, par l'ean oxygénée, de
Panthoeyane prouve d’une maniére non éguivoque que c’est le glucose lié en position 3
de la cyanidine qui est estérifié sur sa fonction aleoolique —CH0H par T'acide
paracoumarique.

Comme les liaisons oses-anthocyanidine sont toujours des lHaisons (3 [15], tous
les arguments nous conduisent & adopter pour la moléoule de 'anthoeyane extraite
de Perille nankinensis (Lour.} DECXE la formule suivante :
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Cyanidine 3-(6-paracoumaroyl-$-D-glucoside) 5-8-D-glucoside.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Alicrodégradation alcaline de Uaglycon

Introduire un mg d’algycon dans un tube & essai, ajouter deux pastilles de
KOH, chauffer quolques secondes dans la flamime bleue ’un bec bunsen. La colo-
ration initiale vert foneé devient brume puis jaune. Arvéter le chauffage avant ce
dernier stade, laisser refroidir, ajouter deux ml Q’ean ; acidifier aveec HCI 6N, extraire
4 Péther et chromatographier sar plaque de gel de silice G solvant : acétate
d’éthyle-isopropanol-eau (65-24-11 en volume). Témoins : phloroglucinol et acide
protocatéchique-révélateur : paranitraniline diazotée (2 ml de paranitraniline a
0,5 %, dans HC1 2N, 3 & 5 gouttes de nitrite de sodium & 6 %, 8 ml d'acétate de
sodium & 20 %), & pulvériser sur la plaque préalablement séchée & 1'étuve A 860 C.
Denx minutes aprés ce premier traitement, vaporiser une solution aqueuse de car-
honate do sodium & 15 %,. Le phloroglucinol se révéle en orange, l'acide proto-
catéchique en gris blen.

Chromalographie des sucres — Identification dw glucose.
Trois ohromatographics avec une série de monosaccharides en référence :

1. — plaque de cellulose MN 360 G.
- golvant : n.butanol-pyridine-ean {6-4-3 en volume}.
— révélateur : phtalate d’aniline (0,93 g ’aniline et 1,66 g d’acide phtalique
dissous dans 100 ml {’ean saturée de butanol.
— pulvériser sur la plague séche, placer celle-ci 4 étuve & 1000 C. pendant
10 minutes).

2. — plaque de Gel de silice Merck G.
— solvant : #, butanol-acide acétique-acétate d’éthyle-ean {45-30-30-5 en volume).
—— révélateur : diphénylamine {1 ml d’aniline, 1g de diphénylamine dissous
dans 50 ml d’acétone et 5 ml d’acide phosphorigue conc.).
— vaporicer cur plaque séche, chauffer 15° 4 1étuve & 105-1100 C.
Les aldohexoses apparaissent colorés en bleu foneé, les pentoses en vert olive
et les sucres cétoniques en rouge-brum.

3. — plague de gel de silice G imprégnée d’acide borique 0,1 N.

— solvant : méthyléthyledtone-acide acétique-méthanol (6-2-2 en volume).

— vévélateur : anisaldéhyde sulfurique (9 ml d’éthanol & 95 %, 0,5 ml T804
concentré et 0,5 ml d’anisaldéhyde). Vaporiser superficiellement sur la plaque
stche et chauffer 5 A 10 minutes & 90-100°, 4 Pdtuve, Les sucres apparaissent
en gris blen sur fond grenat.

Ideniification de Pacide paracowmarique.

Traiter 5 mg d’anthocyane par 8 ml de soude 2N a température ordinaire pen-
dant 10 mrinutes, neutraliser ot acidifier légérement par HCL, extraive Vacide & I'éther
En utiliser une fraction pour une chromatographie sur plaque de gel de silice G Merck
aveo une série d’acides hydroxycinnamiques en référence ; solvant : tolutne-formiate
d’éthyle-acide formigue {5-4-1) ; mise en évidence des spots & la lampe UV aprés
présentation de la plaque aux vapeurs d’ammeniac, Tautre partie de Uacide extrait
est utilisée pour en prendre le spectre UV dans le méthanol et le comparer avee
les speetres de différents acides hydroxyeinmamiques (le pic principal de Pacide
paraconmarique se trouve & 312 my).
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Hydrolyse ménagée.

5 mg d’anthocyane dans 3 ml d’HCI aqueux & 25 9, sont chautfés 4 80° C. au
bain-marie. Prélever, toutes les 1, heures, la quantité néeessaire de solution pour
anc chromatographie sur plaque de gel do silice G Merck-solvant : acétate d’éthyle-
acide formique-ean (70-15-15).

Owydation & Peau oxygénée,

Dissoudre 10 mg d’anthocyane dans 2,5 ml d'une solution de peroxydase (deux
gouttes de peroxydase dans 50 ml d'ean distillée plus une goutte de toludne);
ajouter 2 gouttes d’eau oxygénde i 30 Y, et lnisser reposer une ¥4 heure & 1z lumiére.
Aprés déeoloration compléte de la solution, détruire I'excés d’ean oxygénée par un
peu de noir de platine ; filtrer, évaporer & scc sous vide & 30° C; reprendre par un
mélange d'un ml d’eau et de six ml de méthanol ; saturer la solution d’ammoniae
gazeux obtenue en portant une solution concentrée d’ammoniac & I'ébullition. Laisser
reposer 2 heures A température ordinaire, évaporer & sec sous vide 4 30° C. et redis-
soudre dans un minimum d’ean. Chromatographier sur papier Schleicher-Schull
2043 Mg I avec comme solvant la phase supéricmre du mélange n.butanol-acide
acétigue-caun (4-1-5 en volume). Bxaminer ’abord 4 la lampe UV aprés présentation
de la feuille aux vapeurs d’ammoniac; le paracoumaroylglueose (Rf = 0,7) a la méme
fluorescence bleu-violet que I'acide paracowmarique {Rf = 0,87). Révéler ensuite
au phtalate d’aniline : le paracoumaroyl-ghucose se révéle en brun comme le glucose

(Rf = 0,3).

Méthylation et chromalographie en couche mince des sucres méthylés.

0,6 g d’anthoeyane, 3ml de CHyl ot 3 g d’Ags0 sont agités A I'obscurité
dans 20 ml de diméthylformamide anhydre. Aprés 96 hs., ajouter les mémes quan-
tités de réactifs plus 10 ml de diméthylformamide ; agiter pendant unc semaine,
centrifuger pour éliminer Pargent vésiduel, ajouter 100 ml de KON aqueux & 4 %,
et extraire au chloroforme. Aprés évaporation sous vide & 30° C., hydrolyser Phaile
jaune-brune obtenue (4 mg de celle-ci par 0,5 ml 'HaS04 & 72 %) & température
ordinaive pendant 30 minutes ; ajouter 3,5 ml d’eau et chauffer & 100° C. pendant
4 heures, Neutraliser en agitant dans la solution une petite quantité de résine amber-
lite IR 4B (environ un demi-gramme), filtrer, laver ¢t concentrer pour la chromato-
graphie,

Chromatographie en couche mince des sucres méthylés : pour cing plaques de
0,3 mm d’épaisseur, faire un mélange de 30 g de gol de silico G Merck et de 60 ml
de NH4Cl agueux & 2 9%, laisser sécher les plaques & 'étuve & 60° C. pendant une
nuit, Pour la chromatographie, utiliser le mélange octane (température d’ébullition
1270-130° C)-isopropanol-solution aquense d’anmmoniac (d. (,89) (50-25-2 en volume).
Acerocher en haut de la plaque un papier Whatman n° 3 ; le replier derritre eolle-ci
de sorte qu'il chevauche son ardte supéricure. Fixer le papier dans cette position
att moyen de petits fils de cuivre pliés en forme de U et venant coiffer lo papier au
sommet de la plaquo. Prolonger, grice A ce systéme, la chromatographie pendant
4 h 14, Sécher les plagues & I'étuve et révéler A I'oxalate d’aniline (80 ml de #.butanol-
50 ml d’éthanol-1 ml d’aniline-40 ml d’can et 2 g d’acide oxalique), Aprés chauftage
a I'étuve & 1100 C., pendant 10 minntes, le dérivé tétraméthylé du glucose (Rf 0,8)
se révéle en rouge ; les triméthylés, bien repéréds, sont colorés en marron ; le 2,34
t1iméthylglucose A un Rf de 0,51 ; le 2, 3, 6 triméthyl glhicose posséde un Rf de 0,44
et le 2, 4, 6 triméthyl glucose, un Rf de 0,306,
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Dosage du nombre de molécules de glucoses.

Environ 25 mg ’acétate de Panthocyane de Perilla soigneusement purifiés sont
séelids au pistolet 4 vide sur P & la température d’'ébullition du CCly pendant
6 heuwres. Introduire Panthoeyano séchée dans un petit tube de 0,6 cm de diamétre
dont on & aminei an maximum le fond par sonfflage du verre en fusion el préalable-
ment. taré, Repeser le tube aprés introduction de Panthoeyane, Ajouter environ la
double quantité d’anhydride acétique redistillé par rapport & la quantité théorique-
ment prévue d’aprés la réaction d’acétylation des OH alcooligues, déterminer
cxactement cette quantité par pesage du tube avant et aprés addition. Ajouter
0,6 ml de pyridine redistiliée ot sans ean pour dissoudre le tout. Sceller le tubo ot
laisser séjourner A température ordinaire pendant 84 heures. Faire un blanc aveo
environ la méme quantité d’anhydride acétique exactement pesée et 0,5 ml de pyri-
dine afin de déterminer, aprés hydrolyse, le volume de soude nécessaire pour neutra-
liser Facide dérivant d’une gquantité connue d’anhydride acétique.

Briser les tubes, chacun dans un vase d’erlenmeyer de 50 ml contenant 5 mi
d’eau distillée déearbonatée, les rincer chacun avee 5 ml de la méme ean, boucher
Perlenmeyer et laisser reposer une 14 heure. Titrer 'acide acétique formé avee de la
soude 0,04 N (indicateur : crésolphtaléine).

Caleul : En comptant 2 moléeules de glucose par moléenle d’anthacyane nous
avons théoriquement : x équivalent-grammes d'acétate d’anthocyane domnent 8 a
égquivalent-grammes d’acide acétique provenant des 8 OH alcooliques (la liaison
ester de Vacide paracoumarique est hydrolysée dans la pyridine) plus & dquivalent.
grammes d’acide acétique libérés de I'acétate d’anthoeyane (la structure oxonium
de 'anthocyanc devenant une structure earboninm en milieu basique). 1l faudra
done 9x équivalent-granymes de NaOH pour zeutraliser les 92 équivalent-grammes
d’acide acétique.

D’autre part, les & équivalent-grammes d’acétate d’anthoeyane ont réagi avec
8w dquivalent-grammes d’anhydride acétique ; il reste done la guantité d’anhydride
acétique de départ moins 8z équivalent-grammes soit y gr. d’anhydride, Grice au
blane, une régle de trois nons permet de déduire te nombre de gr. de NaOIH néeces-
saire pour neutraliser Vacide acétique libéré par hydrolyse de y gr d’anhydride,
soit z gr de NaOH.

Aun total pour deux moléecules de glucose par moléeule d'acétate d’anthocyane,
il faudra 92 équiv. gr. 4+ z gr. de NaOH,

Résultat : Théoriquement pour 26,9 mg d’acdtate d’anthocyane, il fandra
42,5 mg de NaQOH en comptant denx moléeules de glucose, Expérimentalement, il
nous en a fallu 42,4 mg.

Synthése du chlorure de Pacide paraacélylcoumarique,

Porter & I'ébullition et agiter pendant G heures un mélange de 50 g de para-
hydroxybenzaldéhyde, 84 g ’acétate de sodium anhydre et 210 ml d’anhydride
acétique, Eliminer Panhydride en excés par distillation sous vide. Reprendre le
résidu par 300 ml d’ean houillante, maintenir I'ébullition et agiter pendant un
1/4 heure. Filtver & chaud et laisser précipiter au frigidaire pendant 2 heures.

Reprendre le préoipité par de 'san & 800 C, filtrer en maintenant la température
aux environs de 80° C; les polyméres sont sinsi éliminds. Laisser préecipiter une
nuit au frigidaire. Sécher 5 heures an pistolet & vide sur PoOs & la température de
Pébullition. du CCly. Traiter ensuite par le chlornre de thionyle en ne dépassant
pas 60° C. Par sublimation, on isole ainsi 5,6 g de ehlorure d’acide blanc eristallin, &
point de fusion net de 1180 (.
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Cet échantillon de chiorure de Vacide p.acétyleoumarique a été condensé avee
5,5 g de 1,2,isopropylidénc-glacofuranose dans 25 ec de pyridine suivant la méthode
de Kosmol H.[14], ce qui a permis l'obtention de 4,7 g de 6-p.acétylecoumaroyl-
i-2-isopropylidéne.glueofuranose fondant & 1540 C,

3,2 gr de cette substance dissous dans un mélange de 20 co de dioxanne ot de
45 ce d’eau ont été hydrolysés par 0,2 ce de HCI cone. suivant le procédé de Kosmol
fournissant du 6-p.coumaroylglucose fondant & 1850 C.

Isolement du puracoumaroylglucose de Panthocyane acylée de Perilla.

Préparer de la résine acide faible duolite C 25 en la lavant & I'éballition d’abord
avee HCl aqueux 0,5 9, ensuite trois fois avec le mélange eau-méthanol-acide
chilorhydrique {55-30-15 en volume} ; Pactiver sur colonne avec HCI aqueux 4 0,8 %
et la laver abondamment 4 Pean. Verser la résine préparée dans une solution assez
concentrée d’anthocyane pure dissoute dans de 'acide acétique aquoux & 10 % ;
une absorption compléte est obtenue on 4 heures. Laver soigneusement la résine a
Peau et décanter. Oxyder le colorant absorbé en ajoutant do I'eau oxygénée & 2 9,
contenant des traces de peroxydase ; laisser séjourner une jouwrnée  la lumiére en
agitant de temps en temps. Lorsque la résine est complétement décolorée, recueilliv
fa solution d’eau oxygénée par décantation, Javer ensuite la résine deux fois an
méthanol puis la faive bouilliv deux heures avec agitation dans de leau distillée.
Rassembler les différentes solutions, les concentrer ; décomposer Vexces d’ean oxy-
génée par un pen de noir de platine, filtrer et hydrolyser & température ordinaire
pendant une nuit avec de acide formique aqueux & 20 %, Nentraliser en agitant
avec un peu de résine Amberlite IR 4B. Une chromatographie avee du méthanol
sur une colonne d’alumine acide Woelm d’activité 1 permet d’éliminer les ortho-
diphénols fortement absorbés et d’obtenir lo paraconmaroylglucose dans les pre-
mitres fractions d’élution. Evaporer le méthanol, reprendre par un minimum d’eau
bouillante, laisser cristalliser une semaine au frigidaire ; it apparait de petits globules
blanes (14 mm de diamétre) de paracoumaroylglucose dont le spectre IR eorrespond
exactement au spectre IR du G.-p.coumaroyl-f-D-glucose synthétisé ci-dessus.
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Tig. 4. — Spectre infra-rouge du 6-8-D-paracoumaroyl-glucose synthétique et du

6-f-D-paracounmaroyl-glucose provenant de Phydrolyse par H,0, de Panthocyane
extraite de Perilla nankinensis (Loor.) DECKE.
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