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Depuis  longtemps,  les  plantes  ont  présenté  un  rôle  très  important  pour  l'humanité,  car

elles peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques complexes dotées souvent

d'activités biologiques potentielles. Elles constituent des merveilleuses usines végétales qui

nous donnent la joie de guérir par un geste thérapeutique [1]. On s'en sert traditionnellement

pour se soigner, se détendre, aromatiser la nourriture et conserver les aliments (ou les morts).

Jusqu'à aujourd'hui, l'usage populaire des plantes reste d'une grande importance. D'après les

données fournies par l'OMS (Organisation Mondiale de Santé), 80% de la population traitent

leurs problèmes de santé par des remèdes traditionnels, d'une part parce qu'elles n'ont souvent

pas accès aux médicaments prescrits par la médecine moderne et, d'autre part, parce que ces

plantes ont souvent une réelle efficacité [2].

Aujourd'hui, la médecine par les plantes est une grande science, dans laquelle on part de

la plante vers le principe actif. La majorité des médicaments actuels, sont d'origine végétale

ou fabriqués à partir de leurs modèles (synthèse chimique des principes actifs).

Dans cette optique et dans le cadre du programme d'étude de la flore algérienne,

particulièrement des Aurès et du Nord Sahara, dont le but est de mettre au point de nouvelles

molécules naturelles et de pouvoir satisfaire au besoin de santé des populations, nous nous

sommes intéressés, dans ce travail, à l'étude phytochimique d'une plante de la famille des

Asteraceae, Santolina rosmarinifolia L., plante du bassin méditerranéen et qu'on trouve aussi

dans la région des Aurès à Djerma, d’où on a fait sa récolte.

Cet intérêt est motivé par la recherche bibliographique exhaustive effectuée, qui montre

la richesse du genre Santolina en substances naturelles d'un grand intérêt biologique. Cette

recherche a révélé que l’espèce Santolina rosmarinifolia L. a fait l’objet de plusieurs études

phytochimiques dont la plus récente est faite en 2007 [3].

Notre étude va donc porter sur l'étude des composés chimiques de Santolina

rosmarinifolia L.
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Ce travail de mémoire est subdivisé en quatre chapitres :

Chapitre I : Connaissances bibliographiques, botaniques et phytochimiques de l'espèce

Santolina rosmarinifolia L., sa famille Asteraceae et son genre Santolina.

Chapitre II : Etude des stéroïdes et des phénylpropanoïdes.

Chapitre III : Analyse et discussion des résultats obtenus.

Chapitre IV : Fractionnement, purification et élucidation structurale des composés isolés.
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I.1 Description de la plante étudiée, sa famille et son genre

I.1.1 Famille des Asteraceae

I.1.1.1 Généralités

      Autrefois les plantes Asteraceae (Martynov 1820) étaient connues sous le nom de

Composées (Composacées, Compositae) (Giseke 1792). C'est l'une des plus vastes familles

dans le règne végétal. Elle comprend plus de 1000 genres et entre 20.000 et 25.000 espèces

[4,5].

I.1.1.2 Position systématique

      Selon Engler, les Asteraceae appartiennent à l’ordre des Campanulales [4].

      Pour Cronquist, cette même famille est rattachée au super-ordre des Asteridae et l’ordre

des Astrales [4].

      Dahlgren classe la famille des Asteraceae dans le super ordre des Asteriflorae et l’ordre

des Astrales [4].

      Thorne a élaboré une classification selon laquelle les Asteraceae se trouvent dans le super-

ordre des Asteranae et l’ordre des Astrales [4].

      D'après APG II, l'immense famille des Asteraceae est subdivisée en cinq sous familles

principales : Barnadesioïdées, Mutisioïdées, Carduoïdées, Cichorioïdées et Astéroïdées [5].

I.1.1.3 Caractères morphologiques généraux

Les plantes de la famille Asteraceae sont les plus importantes plantes à ovaires. Elles

sont répandues dans le monde entier; surtout dans les régions tempérées; moins fréquentes

dans les forêts tropicales humides [4,5]. Herbes érigées ou grimpantes, parfois arbustes ou

arbres (Vernonia). Les Senecio et Espeletia des hautes montagnes tropicales sont des arbustes

monocaules terlinés par un mouchet de feuilles. Certaines Asteraceae sont également

succulentes (Senecio polyodon, Othonna clavifolia,...). Les Asteraceae peuvent être annuelles,

bisannuelles ou vivaces.

Les feuilles sont alternes ou opposées, parfois en rosettes basales (ou terminaux chez les

arbustes monocaules), simples, entières ou découpées, parfois composées. Pas de stipules [4].

Latex fréquent dans les tiges [6].

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ivan_Ivanovi%C4%8D_Martinov
http://fr.wikipedia.org/wiki/1820
http://fr.wikipedia.org/wiki/Paul_Dietrich_von_Giseke
http://fr.wikipedia.org/wiki/1792
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Les Asteraceae sont caractérisées par l'inflorescence en capitule. Un capitule comprend

un réceptacle commun, plat le plus souvent, sur lequel sont insérées de la base au sommet, en

ordre spiralé : d'abord des bractées stériles vertes (parfois écailleuses, à crochets ou épineuses)

formant un involucre, ensuite des petites bractées fertiles non vertes ou paillettes, axillant

chacune une fleure. L'ensemble forme une fleure composée, ce qui justifie l'emploie du mot

"Composées" pour désigner cette famille [5,7]. Suivant le type de fleur composant le capitule,

on distingue trois types de capitules:

- Liguliflores dont les capitules sont uniquement composés de ligules (languettes comme les

pissenlits, chicorées, etc.);

- Tubuliflores dont les capitules sont uniquement composés de tubules (petits tubes comme

chez les chardons) ;

- Radiées : en faisant la synthèse des deux types de fleurons on obtient les radiées dont le

capitule est composé de ligules imitant les pétales à la périphérie et de tubules imitant les

étamines et le pistil au centre [4,6].

Cinq étamines soudées en tube par les anthères, autour du style. Dans tous les cas, le

fruit provenant de l'ovaire infère est un akène surmonté généralement d'une aigrette de soies

(Pappus) provenant du développement du calice après fécondation [4,5,8].

I.1.2 Genre Santolina

Le genre Santolina pousse dans la région méditerranéenne. Il présente plus de 10

espèces largement distribuées [9,10,11]. Les espèces les plus répandues sont : S. viridis W.

(sud de France et nord de l'Espagne), S. pectinata Lag. (Péninsule Ibérique) et S.

chamaecyparissus (plante commune dans le bassin méditerranéen) [10].

Il renferme des sous arbrisseaux de petite taille, ligneux et rustiques ; le feuillage est

alterne, très finement penne, à hélices foliaires minces ; les capitules en boule, jaunes, crème

ou blancs, longuement pédicellés, sont composés de petites fleurs tubulaires [12].

Ce genre présente des plantes ornementales [13]. Plusieurs espèces ont été utilisées en

médecine traditionnelle [14], d'autres sont utilisées aussi, dans la tradition populaire, comme

insecticides car leurs feuillages aromatiques éloignent les insectes. Les huiles essentielles

extraites du genre Santolina sont utilisées dans la fabrication des parfums [13,15].
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I.1.3 Espèce Santolina rosmarinifolia L.

I.1.3.1 Généralités

L'espèce Santolina rosmarinifolia L. a plusieurs noms communs : Santoline verte [13],

Santoline à feuilles de romarin [16,17], Green Lavender Cotton, Rosemary Lavender Cotton

[18], S. viridis [13] et S. virens Miller [12,13,19]. Pour le nom vernaculaire: au Portugal ; elle

s'appelle Marcela [2], au Maroc c'est  Ayrar, Tayrart [16], en Alérie c'est Al-Kayssoum [20].

C'est une plante vivace poussant entre 800 et 1300 m d'altitude [14,21], dans la région

méditerranéenne : le Portugal, l'Espagne, l'Algérie [11,22], le Maroc [16], le sud de la France,

la Péninsule Ibérique [14] et en Romanie [3]. Elle pousse dans les régions caillouteuses,

sèches et les pentes rocheuses [18].

I.1.3.2 Caractéristiques botaniques

      L'espèce Santolina rosmarinifolia L. forme des buissons odorants, glabres, de couleur vert

foncée et de 40-50 cm de hauteur. Les fleurs réunies en capitules fleurissent en juillet-août

[12,18]. Les capitules de 8-15mm de diamètre, homogames, discoïdes, à fleurs tubuleuses,

hermaphrodites (les périphériques à anthères parfois stériles). Corolle présentant une

évagination qui coiffe le sommet de l'ovaire. Bractées de l'involucre imbriquées sur peu de

rangs, oblongues et entourées par un appendice scarieux et lacéré [17,18,23]. Réceptacle

convexe ou subhémisphérique, paléacé. Akènes non ailés, chauves, tétragones (ce dernier

caractère est parfois difficile à observer sur le sec) ; entièrement dépourvus de côtes et de

faisceaux libéro-ligneux saillants. Sous-arbrisseau suffrutescent, touffu, à tiges ligneuses.

Rameux monosépales. Inflorescence en corymbe dense [17,23]. Feuilles aromatiques,

étroitement linéaires, longues de 3-5 mm [17,18,23].

      Il existe deux sous espèces de l'espèce Santolina rosmarinfolia L. La sous espèce typique

"rosmarinifolia" est trouvée dans toutes les régions de distribution de cette espèce, elle a un

aspect un peut tomenteux, alors que la sous espèce "canescens", réservée aux régions du sud

de l'Espagne, possède un aspect densément tomenteux, de couleur blanc à gris [18].
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Figure I.1: Santolina rosmarinifolia L. ssp rosmarinifolia

http://www.nationmaster.com/wikimir/images/upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/72/Santolina_virens_2.jpg/240px-Santolina_virens_2.jpg


Chapitre I Travaux antérieurs

9

I.1.3.3 Classification systématique

Notre espèce est classée comme suit [11,17]

Règne : Plantae,

Embranchement : Angiospermes (plantes à fleurs),

Classe : Dicotylédones,

Sous classe : Asteridae Gamopétales,

Ordre : Astrales,

Division : Magnoliophyta (angiospermes phanérogames, plantes à fleurs et à fruits)

Famille : Asteraceae,

Tribu : Anthemideae [11,24],

Genre : Santolina,

Espèce : Santolina rosmarinifolia L.

I.2 Propriétés biologiques et pharmacologiques du genre Santolina

I.2.1 Utilisation en médecine traditionnelle

      Santolina, altération de sanctolina, veut dire plante sainte, à cause de ses vertus

médicinales [23]. Ce genre comporte plusieurs espèces, dont la majorité est largement utilisée

en médecine populaire [9,14,24]. Ainsi S. chamaecyparissus, la plus populaire et courante en

culture [12], a des propriétés analgésique, antispasmodique, anti-inflammatoire, digestive et

antimicrobienne [11,25].

     L'infusion des feuilles et des fleurs de S. ligustica, poussant en Italie, est utilisée contre les

douleurs gastriques [15].

L'espèce S. rosmarinifolia L. est largement utilisée en médecine traditionnelle [26]. En

Algérie, elle est employée comme stimulant, antispasmodique et vermifuge [20]. Au Portugal,

la macération de la plante (fleurs sèches) dans l'eau sert comme antipyrétique. L'infusion des

fleurs fraîches ou sèches est prescrite comme protecteur hépatique, hypotensive, intestinale,

anti-inflammatoire et appétissante [2].
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I.2.2 Activités biologiques

Pendant plusieurs années, le genre Santolina a fait l'objet de plusieurs investigations

chimiques. Il s'avère que les produits isolés de ces espèces ont des activités biologiques

différentes. Dans ce contexte, Giner et collaborateurs ont mis en évidence des propriétés

analgésiques dans les extraits apolaires de S. chamaecyparissus [27,28]. Ils ont montré aussi

l'effet inhibiteur de ces extraits contre les contractions des muscles induites par différents

agonistes comme l'histamine et la sérotonine, ainsi qu'une activité anti-inflammatoire [27,29].

Une autre étude réalisée sur la même espèce, par Sala et collaborateurs, montre que cette

plante est une  bonne source des composés à effet inhibiteur de l'activité phospholipase A2 in

vitro et in vivo [25].

      Des investigations chimiques réalisées par Silvan et collaborateurs, sur S. oblongifolia, ont

conduit à l'isolement de coumarines et de flavonoïdes, ces composés ont montré une activité

anti-inflammatoire [27,30,31].

      L'étude effectuée sur l'espèce S. insularis par  De  Logu  et  collaborateurs,  a  révélé  un

potentiel antiviral des huiles essentielles contre les virus type HSV-1 et HSV-2 in vitro, ainsi

qu'un effet inhibiteur sur leur transmission cell-to-cell [27].

      Une autre étude réalisée sur les huiles essentielles de l'espèce S. rosmarinifolia L., par

Loannou et collaborateurs, a révélé une activité antimicrobienne in vitro contre les souches de

bactéries gram-positif et gram-négatif et aussi contre les fongus Candida albicans [3].

      L'étude réalisée sur les huiles essentielles de l'espèce S. corsica,  par  Rossi  et

collaborateurs, a révélé aussi une activité antimicrobienne contre staphylococcus aureus

[10,32].
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I.3 Etudes chimiques antérieures du genre Santolina

            Une recherche bibliographique réalisée sur les espèces du genre Santolina, montre

qu'elles ont fait l'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Ce qui a permis d'isoler

un grand nombre de substances connues pour leurs diverses activités biologiques, dont les

plus majoritaires sont: des composés acycliques oxygénés, des eudesmanes [9], des

germacranes type sesquiterpènes  [9,11], des flavonoïdes, des acétylènes hétérocycliques, des

dammaranes  type  triterpènes, spiroketalenols  éther–type  acétylènes  et  des coumarines [9].

      Ces études ont montré aussi une présence importante des huiles essentielles [10];

composés naturels, volatils et complexes, caractérisés par une forte odeur et formés par les

plantes aromatiques comme métabolites secondaires. Elles comprennent deux groupes de

différentes origines : le premier est le groupe des terpènes et terpènoïdes, l'autre est le groupe

des composés aromatiques et aliphatiques de faibles masses moléculaires [19]. Elles sont

utilisées depuis longtemps comme bactéricide, virucide, fongicide, antiparasite, insecticide et

aussi dans les applications médicinales et cosmétiques. Aujourd'hui, elles sont employées en

industrie pharmaceutique, sanitaire, cosmétique et agriculturale [33].

      Les espèces suivantes: S. chamaecyparissus, S. oblongifolia, S. ligustica, S. rosmarinifolia

L. et S. canescens sont riches en huiles, par exemple les monoterpènes, les sesquiterpènes et

les dérivés acétyléniques [10]. Les études réalisées sur S. rosmarinifolia ssp. rosmarinifolia,

objet de la présente étude, ont révélé la présence des composés acétyléniques dans les racines

[34,20] et les huiles essentielles dans les parties aériennes [20].

      La composition chimique du genre Santolina est très diversifiée. Les tableaux suivants

illustrent quelques composés isolés.
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Tableau 1 : Monoterpènes isolés du genre Santolina

N° Nom Structure Source biologique Activité
pharmacodynamique

1 β-pinène

-S. corsica Jordan et
Fourr [10]
-S. rosmarinifolia
L.ssp. rosmarinifolia
[14,35]
-S. etrusca  [36]

2 Myrcène

-S. corsica Jordan et
Fourr [10]
-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[14,35]
-S. etrusca [36]

3
β-

phellandrène

-S. corsica Jordan et
Fourr [10]

-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[14,35]

4 Limonene

- S. corsica Jordan et
Fourr [10]
-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[14]
-S. oblongifolia  [34]

-Cytotoxique [33]

5
Artemisia

ketone
(3,3,6-trimethyl-
1,5-heptadien-4-

one)
O

- S. corsica Jordan et
Fourr [10]
-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[14]
-S. oblongifolia  [34]

6 Sabinene

- S. corsica Jordan et
Fourr [10]

-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[14, 35]

- Antiappètant [11]
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7
1,8-Cineole:
eucalyptol

O

-S. corsica Jordan et
Fourr [10]

-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[14]

-Antibactérien [10]

-Cytotoxique [33]

8 γ-Terpinène

-S. corsica Jordan et
Fourr [10]

-S.
chamaecyparissus
[37]

9 Lyratol OH

-S. corsica Jordan et
Fourr [10]

-Antibactérien [10]

10 Bornéol
HO

- S.corsica Jordan et
Fourr [10]
-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[11]
-
S.Chamaecyparissus
[37]

-Cytotoxique [33]

11

Terpinène-4-
ol =
4-

Carvomenthen
ol

HO

- S. corsica Jordan et
Fourr [10]

-S. etrusca [36]

- S.
chamaecyparissus
[37]
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Tableau 2 : Sesquiterpènes isolés du genre Santolina

N° Nom Structure Source biologique Activité
pharmacodynamique

12 Germacrène D H

H

H

-S. rosmarinifolia L.
[11,20]

-S. chamaecyparissus
[37]

13 (E)-7αH-
Germacra-1
(10),4(15)-

diène-5α,6β-
diol OH

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

14 Ar-curcumene -S. rosmarinifolia L.
[14,24,35]

15 α-Oplopenone

O

OH -S. oblongifolia [34]

-S. rosmarinifolia L.
ssp.rosmarinifolia
[38]

16
(1E,4E)-7αH-
Germacra-
1(10),4-dien-
6β-ol OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

17 4β,5α-Epoxy-
7αH-germacr-
10(14)-ene-
1β,6β-diol

O

OH

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

-Antiappètant [24]
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18 (E)-7αH-
Germacra-4,10
(14)-diène-1α
,6β-diol

OH

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

19 R = α-OH:
(E)-7αH-
Germacra-4,10
(14)-diène-
1α,6α,11-triol
R = β-OH:
(E)-7αH-
Germacra-4,10
(14)-diène-
1β,6α,11-triol

OH

OH
OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

20 Shiromool

OH
O

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

-Antiappètent [24]

21 (E)-7αH-
Germacra-
1(10), 4-diène-
2β,6β-diol

OH

HO
-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

22 Derivé du β-
eudesmol
R = H:
1β,6α,11β -
trihydroxy-
(5α,7α)H-
10βMe-
Eudesm-4 ene

OHH
OH

OR
-S. rosmarinifolia L.
[24,38]

-Antimicrobien [24]

-Cytotoxique [24]
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23 R = Ac
1β-Acetoxy-
(5α,7α)H-
10βMe-
Eudesm-4-ene-
6 α,11β-diol

OHH
OH

OR
-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

24 (E)- 4β,5α-
Epoxy-7αH-
germacr-1(10)-
ene-2β,6β-diol

OH

HO

O

-S. pinnata [11]
-S.
Chamaecyparissus
[11]

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

- Antitumoral  [11]

-Cytotoxique [24]

- Antiphospholipase A2
[25]

25 (E)-7αH-
Germacra-
5,10(14) -diène-
1β,4β-diol

OH

HO

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

-Phagostimulant[24]

26 7αH-10βMe-
Eudesma-3,5-
dien-11-ol

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

-Cytotoxique [24]

27 Pigmol

HO
H

OH
OH

-S. rosmarinifolia L.
[24,38]

28 3,6-
Epidioxybisa-
bola-1,10-diène

O
O

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

-Antimicrobien [24]
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29 Bisabola-2,11-
diène-7α,10ζ-
diol

HO

HO

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

30 (-)-α -Bisabolol
HO

-S. rosmarinifolia L.
[11,24]

31 Caryophyllodie
nol

OH

H

H

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens
[38,26]

-Antimicrobien [24]

32 Bisabola-2,9-
diène-7α,11-
diol

HO

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]

33 Spathulenol
H

HHO

-S. corsica Jordan et
Fourr. [10]

-S. oblongifolia [34]

-S. rosmarinifolia L.
[24,38]

34 6α-
Hydroxyelemol

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [24]
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35 1β,6α-
Dihydroxyeude
sm-4(15)-ene

OH

OH

-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[38]

36

37

R = OH
1β-
Hydroxyeudes
ma-4(15),7-
diène

R = OAc
1β-
Acetoxyeudesm
a-4(15),7-diène

R
-S. rosmarinifolia L.
ssp. canescens [38]

38 β-Eudesmol

OH

-S. rosmarinifolia L.
[14,24,38]

-S. oblongifolia [34]

-Cytotoxique [24]

-Antiangiogénique [39]

-Antimutagénique [40]

39 cis-Bejarol

O
OH

-S. oblongifolia [34]

40 Nerolidol

OH

-S. corsica Jordan et
Fourr. [10]

-S. oblongifolia [34]

41 (6E,3R,5S,9S)-
9-Acetoxy-5-
hydroxynerolid
ol

OHOHOAc

-S. oblongifolia [34]

-S. rosmarinifolia L.
ssp. rosmarinifolia
[38]
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Tableau 3 : Triterpènes et stéroïdes isolés du genre Santolina

N° Nom Structure Source biologique Activité
pharmacodynamique

42

Dammaradi
enol
(5α-

dammara-
20[21],24-
dien-3β-ol)

H

H

H

HO

-S. corsica Jordan
et Fourr [9,40]

-S. rosmarinifolia
L. ssp. canescens
[37]
-S. oblongifolia
[41]

-Cytotoxique [23]

43 Dammaradi
enyl acétate

O

O

H

-S. corsica Jordan
et Fourr [9,40]

-S. rosmarinifolia
L.ssp. canescens
[37]

-S. oblongifolia
[39]

44

Dammara-
23-en-
3β,25-diol.

HO

OH

- S. oblongifolia
[39]

45

R1=OH
R2=H

3-
Epifriedelin

ol R2

R1

H H

-S. corsica Jordan
et Fourr [9,40]

-S. oblongifolia
[41]

-Cytotoxique [42]

46 Sitostérol

HO

H

H H

H

-S. rosmarinifolia
L. ssp. canescens
[37]
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Tableau 4 : Coumarines isolés du genre Santolina

N° Nom Structure Source biologique Activité
pharmacodynamique

47
6-Hydroxy-7-

méthoxycoumar
in (scopoletin) OO

O

O

H -S. rosmarinifolia
L.ssp.
rosmarinifolia [38]

-S. oblongifolia
[44]

-Anti-inflammatoire
[44]

-Clivage d'AND [45]

48
6-Méthoxy-7,8-
methylenedioxy OO

O

O

O

-S. rosmarinifolia
L.ssp.
rosmarinifolia [38]

49

7-
Méthoxycouma
rin (herniarin)

OO O

-S. oblongifolia
[44]

-Anti-inflammatoire
[44]

50
6,7-

Dihydroxycoum
arin (aesculetin)

OO

O

O

H

H

-S. oblongifolia
[44]

-Anti-inflammatoire
[44]

51

6-Méthoxy-7-
glucosidylcoum
arin (scopolin)

OOO

O

H

H

H OH

OH

OH

HO

O

H

-S. oblongifolia
[44]

-Anti-inflammatoire
[44]
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Tableau 5 : Dérivés acétyléniques isolés du genre Santolina

N° Nom Structure Source biologique Activité
pharmacodynamique

52
Capillene

(1phynylhex
a-2,4-diyene

-S. rosmarinifolia
L. ssp.
rosmarinifolia
[14,35]

-Antimicrobien [46]

53

R = H
(Z)-7-(2,4-
Hexadiynili
dene)-1,6-
dioxaspiro[4
.4] nona-
2,8-diène

O

OR

-S. rosmarinifolia
L. ssp. canescens
[24]

-Cytotoxique [24]

54

R = OAc
(Z)-4-

Acetoxi-7-
(2,4hexadiy
nilidene)-
1,6-
dioxaspiro
[4.4]nona-
2,8-diène

O

OR

-S. rosmarinifolia
L. ssp. canescens
[24,38,42]

-S. oblongifolia
[42]

-Antiappètant [24]

-Cytotoxique [24]

55

R = H:
(E)-7-(2,4-
Hexadiynili
dene)1,6-
dioxaspiro
[4.4] nona-
2,8-diène

O

O

R

-S. rosmarinifolia
L. [24,42]

-S. oblongifolia
[42]

-Cytotoxique [24]

56

R = OH:
(E)-4-

Hydroxy-7-
(2,4
hexadiynilid
ene)
-1,6-
dioxaspiro
[4.4] nona-
2, 8-diène

O

O

R

-S. rosmarinifolia
L. ssp. canescens
[24,42]

-S. oblongifolia
[42]
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57

R = OAc:
(E)-4-
Acetoxi-7-
(2,4hexadiy
nilidene)-
1,6-
dioxaspiro
[4.4] nona-
2,8-diène

O

O

R

-S. rosmarinifolia
L. ssp.
rosmarinifolia
[24,38,42]
-S.
corsica Jordan et
Fourr [9]
-S. oblongifolia
[42]

-Antimicrobien [24]

-Cytotoxique [24]

-Antiappètant [24]

58

Capillin(1ph
enylhexa-
2,4-diyn-1-
one)

-S.
rosmarinifolia L.
ssp.
rosmarinifolia
[35,38]

-Antimicrobien [46]

59

R = H:

(Z) -
Furylthien

ylbutenynes

     (E)-
Furylthien
ylbutenynes

S OR

Z/E

-S. corsica Jordan
et Fourr [9]

- S.
rosmarinifolia L.
[42]
-S. oblongifolia
[42]

-S. corsica Jordan
et Fourr [9]

60

R = -
CH2OAc:
(Z) et (E)-

Acetoxymet
hylfuryl

Thienylbute
nynes

S OR

Z/E

-S. corsica Jordan
et Fourr [9]

O



23

Chapitre II



24



Chapitre II                                                                                                     Etude des stéroїdes

25

II.1.1 Etymologie

      Le terme stéroïde tire son origine du mot grec" Stéréos" signifiant "Solide" et désignant

toutes les molécules comportant un squelette tétracyclique correspondant à un perhydro

cyclopentanophénanthréne (Gonane) (Figure II.1.1) [48,49].

A B

C D

Figure II.1.1

II.1.2 Généralités

      Les stéroïdes représentent un ensemble de molécules dérivées du cholestérol ou de ses

homologues particulièrement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe de

substances naturelles présente une sous–classe de triterpènes. Les quatre cycles sont désignés

par les lettres A, B, C et D.

      La  numérotation  des  atomes  de  carbone  du  squelette  stéroïdique  est  comme  suit  :  le

carbone en haut du cycle A porte le n°1, les atomes des deux cycles A et B sont numérotés

successivement en tournant dans le sens direct (1 à 10); on passe ensuite aux atomes du cycle

C (11 à 14) puis D (15 à 17). Les radicaux méthyles liés aux carbones 13 et 10 sont désignés

par les nombres 18 et 19. Enfin, une chaine alkyle en C-17. Les deux cycles A et B peuvent

avoir aussi des insaturations au niveau des carbones C-4 et C-5 (Figure II.1.2) [47,50,51].

1

2

3

4
5

6

7

8

9

10

11
12

13

14
15

16
17

18

19

A B

C D

R

Stéroïde

(R = diverses chaines latérales)

Figure II.1.2
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II.1.3 Classification et nomenclature

La classification qui consiste à prendre comme base trois hydrocarbures différents par la

substitution sur les positions 10,13 et 17 conduit à trois séries de stéroïdes [50]:

      1-Série oestrane (appelée aussi norandostrane) qui ne comporte en plus des 4 cycles A, B,

C, D qu'un méthyle en position 13. A cette série appartient l'œstrone 61, hormone féminine

(Figure II.1.3).

       2-Série androstane, qui comporte deux méthyles en positions 10 et 13. Le principal

représentant de cette série est la testostérone 62, qui est une hormone masculine (Figure

II.1.3).

       3-Série prégnane, avec deux méthyles en 10 et 13 et un groupement éthyle en 17, comme

dans le cas de la cortisone 63 (Figure II.1.3).

Oestrane

OH

O
Androstane

OH

O

O

O O
H

Prégnane

HO

O

61

62

63

Figure II.1.3
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      En utilisant cette nomenclature, il est possible de rattacher tout stéroïde à l'un de ces

squelettes ; la jonction trans ou cis des cycles A et B est précisée par la position des

substituants, et indiquée en précisant en plus la stéréochimie de l'hydrogène en position 5 (α

ou β). Dans cette nomenclature, la cortisone 63 peut également être nommée dihydroxy-17α,

21 prégnène-4 trion-3, 11,20 [50].

      La nomenclature de l'insaturation au niveau du squelette stéroïdique, par le symbole Δx,y,z

ou x,y,z indiquent les positions des liaisons insaturées. A titre d'exemple, le nom systématique

du cholestérol 64 s'écrit  Δ5-cholestane-3ol au lieu de cholest-5ène-3ol. Le groupement

fonctionnel prioritaire est ajouté comme un suffixe au nom original du squelette stéroïdique.

3
5

19

18

HO

17

64
II.1.4 Stéréochimie

Comme on peut le constater dans le cas du cholestérol 64, il y a un nombre élevé de carbones

asymétriques, ce qui supposerait un grand nombre de stéréo-isomères. Cependant, seuls

quelques composés existent à l'état naturel, et ceci est du au fait que les jonctions entre les

cycles B et C sont toujours de type trans. Les jonctions entre C et D sont toujours de type

trans, avec cependant quelques exceptions pour les hétérosides cardiotoniques (Figure II.1.4)

[47].

H

H H

H

H

H

H

H

H

H

A/B cis, C/D trans A/B cis, C/D cis A/B trans, C/D trans

H
A B

C D C
DBA A B

C D

Figure II.1.4
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La jonction entre les cycles A et B peut être soit

v de type trans, comme dans la trans décaline 65:

H

H

         65

v de type cis, comme dans la cis décaline 66:

H

H
H

H

66

      Le type trans comme dans le cholestane 67, ou cis comme dans le cas du coprostane 68.

Ces deux hydrocarbures proviennent de la réduction du cholestérol 64 et servent de base pour

la nomenclature systématique des stéroïdes [47].

H

HH

H

H

HH

H

                       67                                                                        68
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      Les substituants du noyau cyclopentanoperhydrophénanthrène peuvent être liés à la face

supérieure (espace β) ou à la face inférieure (espace α) [52]. Donc dans la chimie des

stéroïdes, on parle de série normale dans le cas des stéroïdes rattachés au coprostane 68; cette

série se rencontre dans les acides biliaires et on l'appelle aussi 5β pour montrer que

l'hydrogène  en  position  5  est  en β. Pour ceux qui sont rattachés au cholestane 67, on parle

d'allo (5α) stéroïdes, comme il est indiqué dans la (figure II.1.5) [50].

H

CH3

1
2

3 4
5

6

10

CH3

1
2

3 4
5

6

10
H

1919

5 a 5 b

Figure II.1.5

      La représentation de ces molécules dans l'espace montre une structure plutôt plate pour le

cholestane 67, avec des cycles cyclohexaniques en conformation chaise, les méthyles 18 et 19

sont dits angulaires et sont en position β, ce qui est pratiquement toujours le cas dans les

stéroïdes [50].

II.1.4 Les principaux stéroïdes

     Les stéroïdes les plus importants se retrouvent dans les hormones, les acides biliaires et

certaines vitamines [50].

II.1.4.1 Les hormones

      Les hormones sont bio synthétisées à partir du cholestérol. Leurs structures n'ont été

élucidées que depuis une cinquantaine d'années en raison de leurs très faibles proportions

dans l'organisme. Elles sont de trois types :

· Les hormones sexuelles mâles qu'on retrouve dans les urines sous forme

d'androstérone 69.

· Les hormones sexuelles femelles comme l'oestradiol 70, qui peut donner l'oestrone

61, dont la présence dans les urines dénote la grossesse. Il y'a aussi les hormones
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progestatives comme la progestérone 71 dont le rôle est de préparer la nidation et

maintenir gestation.

· Les hormones corticoïdes dont la plus connue est la cortisone 63, utilisée comme anti-

inflammatoire. Elles ont la particularité d'être substituées en position 5 ou 9 comme la

dexaméthasone 72. Elles sont utilisées comme médicaments et se sont avérées plus

actives que la cortisone [50].

O

O

O

O OH

F

HO
OH

HO

69 70

71 72

HO

OH

H

O

H

H H

II.1.4.2 Les acides biliaires

      Les acides biliaires proviennent de la dégradation du cholestérol 64 au niveau du foie et

sont secrétés par la bile, d'ou leur nom. Le plus important est l'acide cholique 73, qu'on

retrouve sous forme d'acide glycocholique 74, dont le rôle est l'émulsification des graisses au

cours de la digestion [50].

OHHO
H

HO

COR

 R= OH 73
R= NH-CH2-CO2H 74
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II.1.4.3 Autres composés

      La vitamine D2 75 joue un grand rôle dans le métabolisme des ions calcium. On peut citer

un stéroïde particulier, la digitoxigénine 76 qui est présente dans certaines plantes sous forme

de glycosides (combinaison avec un sucre). Cette dernière a la particularité d'avoir des

jonctions cis pour A/B et pour C/D; elle sert à préparer la digitaline, qui est un médicament

pour les affections cardiaques [50].

HO

O

HO
H

O

OH

75 76

II.1.5 Définition des stérols

      La majorité des stéroïdes sont des alcools, on les appelle stérols [50,52]. Ils sont très

répandus dans les règnes :

Ø Végétal, depuis les champignons inférieurs jusqu’aux plantes supérieures [53].

Ø Animal, de la bactérie aux métazoaires (spongiaires, madrépores, vers, mollusques,

insectes, reptiles, mammifères) les plus complexes [53].

Ø Minéral, dans les sédiments d’origine organique bien qu’en fait provenant

initialement de végétaux ou d’animaux [53].

      Ils comportent au niveau de leurs structures, un hydroxyle en position C-3 d'orientation β,

éventuellement des doubles liaisons, en général une double liaison entre les carbones 5 et 6

ainsi qu'une chaine latérale rattachée au sommet C-17 [47], par exemple le cholestérol 64.
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II.1.6 Classification et répartition des stérols

Il n'existe, à vrai dire, aucune classification spéciale des stérols. Selon l'origine biologique

[48], on a pris l'habitude de répartir les stérols en :

v Zoostérols (stérols chez les animaux)

v Mycostérols (stérols chez les champignons inférieurs)

v Phytostérols (stérols chez les plantes supérieures)

v Stérols chez les algues

II.1.7 Définition des phytostérols

    Les phytostérols (stérols végétaux) sont des composés naturellement présents dans la partie

lipidique (grasse) des plantes [50,52], il existe plus que 100 différents phytostérols [48]. Ils

apparaissent ainsi comme des graisses végétales identiques en structures au cholestérol 64
(graisse animale), peuvent différer également des stérols par l'alkylation supplémentaire de la

chaine latérale en C-24. Le β-sitostérol 46, le stigmastérol 77, le compèstérol 78 et   le

brassicastérol 79, en sont la meilleure illustration [48].
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II.1.8 Biosynthèse des stérols

      Elaborés à partir des mêmes précurseurs, les terpènes et les stérols constituent sans doute

le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux [54].

      Les stérols végétaux sont issus, via le squalène, du mévalonate. Tous les terpènes et les

stérols, et c'est là un point commun essentiel, peuvent être considérés comme formés par

l'assemblage d'un nombre entier d'unités pentacarbonés ramifiées dérivées du 2-

méthylbutadiène: déjà, en 1887, O.Wallach envisageait que les terpènes devaient être

construits à partir d'unités isopréniques et, quelques dizaines d'années plus tard (1953),

Ruzicka, après plus de trente années consacrées à l'étude des terpènes, transformait cette

hypothèse en une règle générale dont le principe a été, depuis, confirmé expérimentalement.

Les stérols sont issus par condensation ‹‹ tête-à-queue›› d'unités isopréniques [54].

      Les précurseurs des stérols sont des esters pyrophosphoriques d'alcools en (C5) n formés

au premier temps par l'addition séquentielle d'une unité en C5, le pyrophosphate

d'isopentényle (IPP), sur une molécule starter, un pyrophosphate de prénol allylique, le

premier terme de la série étant le pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP), ce qui les

différencier par apport au terpènes c'est la suite de dégradation et de réarrangements du

squelette triterpénique [54].

Biosynthèse de l’acide mévalonique à partir de l'acétyle-CoA

      Initialement, le marquage isotopique permet de montrer que le squelette carboné des

terpènes provenait de l'acétate. Ultérieurement, il fut démontré que l'acide mévalonique devait

être un précurseur universel de ces composés. L'étape initiale du processus implique la

condensation de deux molécules de l'acétyle-CoA : formation de l'acéto-acétate coenzyme A

(Claisen) et condensation (aldolique) de celui-ci avec une molécule d'acétylcoenzyme A pour

former 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) (Schéma II.1.1) [54].

CoAS

O
2

O O

SCoA
OH

O
CO2H

SCoA

(Acétyle-CoA) (Acéto-acétate coenzyme A) HMG-CoA

CH3COSCoA
-SCoA

Schéma II.1.1
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      Une autre enzyme, l'hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A-réductase, effectue la réduction

NADPH-dépendante du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) formé en

acide 3R-mévalonique (MVA) (Schéma II.1.2) [54].

OH

O
CO2H

SCoA

NADPH2NADP+

HO CO2H

OH

HMG-CoA MVA

Schéma II.1.2

Biosynthèse du squalène à partir de l’acide mévalonique

      La conversion de l'acide mévalonique en structures hémiterpéniques débute par une

double phosphorylation (Schéma II.1.3) [54].

2 ATP 2 ADP

PPO
CO2H

OH

HO CO2H

OH

MVA

Schéma II.1.3

      Une nouvelle phosphorylation permet d'introduire un bon groupe partant, le groupe

pyrophosphate dont l'élimination assistera la décarboxylation : la mévalonate-5diphosphate-

décarboxylase induit la formation du pyrophosphate d'isopentényle (IPP) (Schéma II.1.4)

[54].

PPO CO2H

OH

PPO
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H
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Schéma II.1.4
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      L'isopenténylpyrophosphate (IPP) est isomérisé par l'isopentényldiphosphate (DMAPP).

Le réarrangement allylique 1,3 implique l'addition d'un proton du milieu et l'élimination du

proton pro-2R (Schéma II.1.5) [54].

PPO PPO
IPP DMAPP

Schéma II.1.5

      Ce DMAPP est hautement réactif : il est susceptible de subir une attaque nucléophile en

C-1 avec départ concomitant du groupe pyrophosphate ; l'attaque peut être le fait d'une

molécule d'IPP ou de toute autre molécule réactive [54].

      L'addition du DMAPP sur la double liaison de l'IPP est catalysée par une

prényltransférase, la GPP-synthase; la réaction implique l'ionisation du pyrophosphate d'allyle

et le départ du groupe pyrophosphate qui permet l'attaque électrophile simultanée et

stéréosélective du carbocation allylique formé sur la double liaison du pyrophosphate

d'isopentényle. La condensation s'accompagne de l'élimination d'un proton H pro-2R de l'IPP.

La même réaction de prénylation peut se poursuivre : l'addition du GPP sur un IPP conduit au

farnésylpyrophsphate (FPP) et ainsi de suite pour former la série des pyrophsphates de

prénols allyliques homologues. L'élongation est catalysée par des prényl-transférases dont

certains sont spécifiques pour une longueur de chaîne donnée [54].

      Les stérols proviennent du squalène issu du couplage queue à queue de deux unités de

FPP (2 x C15 = C30). Le mécanisme de ce couplage ‹‹ queue à queue›› n'a été que tardivement

élucidé avec l'isolement d'un autre intermédiaire, le pyrophosphate de présqualène. La

structure cyclopropanique de ce dernier permet de penser que la liaison C-2-C-3 d'un FPP est

alkylée par une autre molécule de FPP et que l'élimination d'un proton conduit à la formation

du cyclopropane. Si le milieu est déficient en NADPH, le pyrophosphate de squalène

s’accumule; dans le cas contraire il se réarrange en squalène, sans doute par l'intermédiaire

d'un carbocation cyclobutanique (Schéma II.1.7) [54,55].
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Schéma II.1.7

Biosynthèse de l'époxy 2,3-squalène à partir du squalène

      Le squalène époxydase catalyse alors une réaction d’oxydation de la molécule pour

former la fonction 3β-alcool caractéristique des stérols.

      Cette réaction porte sur la liaison éthylénique entre les carbones 3 et 4 du squalène.

L’oxygène de la respiration sert d’oxydant : un des atomes d’oxygène formera un pont

époxyde entre les carbones 3 et 4, tandis que l’autre formera une molécule d’eau avec les

deux hydrogènes apportés par un NADPH et un proton (Schéma II.1.8) [55,56].

NADPH+H+ O2

NADP+ H2O

squalène epoxidase

O

Squalène l'époxy 2, 3 squalène

Schéma II.1.8
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      L’époxydation du squalène peut produire aussi des 24,25-époxysqualènes, conduisant aux

oxystérols (25-hydroxy cholestérol, par exemple) [56].

      De la conformation initiale de l'époxy 2,3-squalène, dépend l'orientation de la biosynthèse

vers les stérols d'une part et les triterpènes, d'autres part. Il apparaît ainsi que:

      -Si l'époxy 2,3-squalène est maintenu dans une conformation chaise-bateau-chaise-bateau,

la cyclisation conduit à un cation protostane qui se réarrange ensuite en cycloarténol ou

lanostérol.

       -Si l'époxy 2,3-squalène est maintenu dans une conformation chaise-chaise-chaise-bateau,

la cyclisation conduit à un cation, ce dernier peut subir un réarrangement, formant un cycle

supplémentaire qui conduit aux triterpènes penta cyclique [47].

Biosynthèse des stérols à partir de l'époxy 2,3-squalène

      Chez les animaux le squalène 2,3 oxide est convertit en lanostérol, cette réaction arrive

aussi dans les levures et les champignons. Tandis que le premier composé formé, chez les

plantes supérieures et les algues, est le cycloarténol, isomère du lanostérol et possédant un

cyclopropane au lieu de le double liaison Δ8 (Schéma II.1.9) [47,55,57].

      Chez les plantes supérieures, le cycloarténol peut être transformé aussi en cholestérol par

la décyclisation du cyclopropane, désaturation des carbones 5 et 6, et enfin réduction de la

double liaison ∆24 (Schéma II.1.9) [52].

       Le passage du cycloarténol aux derniers stérols se produit dans trois étapes de

déméthylation en positions C-4 et C-14 du squelette des stérols [58].
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      Le schéma II.1.10 présente les progressions les plus importantes qui se développent entre

le cycloarténol et le stigmastérol [58].
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Sterol methyl oxidase
     decarboxylase
   3-ceto reductase

HO HOEpistérol 7-AvenastérolD

STE1/DWARF7/BUL1

HO HO
Ergosta-5,7,24(24')-trien-3  -ol Stigmasta-5,7,Z-24(24')-trien-3  -olb b

HO HO
24-Methylene cholestérol Isofucostérol

DWARF1/DIM

HO HO
Campesterol+

Sitostérol  22-dihydrobrassicastérol

22-desaturase

HO HO
Brassicastérol Stigmastérol

DWARF5

SMT1,SMT2 = stérol-methyltransferases; FACKEL = Δ8,14-stérol-Δ14-réductase; STE1/DWARF7/BUL1 = Δ7-

stérol-C5(6)-désaturase; DWARF5 = Δ5,7-stérol-Δ7-réductase; DWARF1/DIM = Δ5-stérol- Δ24-

réductase(isomérase); CPI = cyclopropyl stérol isomérase; CYP51 = obtusifoliol-14α-diméthylase [63].

Schéma II.1.10 : Voie de biosynthèse des stérols chez les plantes
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      Chez les animaux, le lanostérol est converti en cholestérol. La synthèse du cholestérol se

fait dans le cytoplasme des cellules (surtout l’intestin et le foie) à partir du squalène. Les

dernières réactions conduisant du lanostérol au cholestérol peuvent se dérouler de façon

différente selon l’ordre dans lequel les enzymes interviennent : il en résulte plusieurs voies

métaboliques, dont les intermédiaires ont été isolés dans le tissu hépatique de plusieurs

espèces [50]. Toutefois le bilan reste le même, impliquant l’oxydation des méthyles 28, 29 et

30, puis la désaturation des carbones 5 et 6 par des chaînes respiratoires microsomiales en

holeste d’oxygène, et la holester des liaisons éthyléniques en 24-25 et en 7-8 par le NADPH

(Schéma II.1.11) [51,52].
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Schéma II.1.11 : Biosynthèse du cholestérol
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      Au delà du cholestérol, le métabolisme conduit aux acides biliaires et aux hormones [51].

Les levures et certains champignons convertissent le zymostérol en ergostérol (Schéma

II.1.12) [51,59].
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Schéma II.1.12 : Biosynthèse de l'ergostérol
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II.1.9 Propriétés pharmacologiques des stérols

      Les produits enrichis en phytostérols sont présentés comme aidant à la réduction du taux

de cholestérol sanguin. L’excès de cholestérol qui touche près un adulte sur 5 est un des

facteurs de risque majeur des maladies cardiovasculaires. Grâce à leur structure proche de

celle du cholestérol, les phytostérols entrent en compétition avec lui dans l’intestin et

empêchent son absorption. Le sitostérol est prescrit comme drogue pour diminuer le

cholestérol aux années 1950, mais sa moindre solubilité et bioavailabilité a fait rapidement

diminuer son utilisation. Cependant, la solubilité des phytostérols a été améliorée par

estérification, ceci est remarqué dans le premier produit commercial des phytostérols

contenant les margarines. Des études ont dévoilé, par la suite, que 2-3 g/jour du phytostanyl

ester, contenant la margarine a constamment réduit le taux du cholestérol [60].

      Chez les animaux, le cholestérol contribue à la structure des membranes. Il est aussi le

précurseur de plusieurs molécules bioactives importantes : les acides biliaires, qui sont

produits dans le foie et qui émulsionnent les graisses alimentaires en vue de leurs digestion et

de leur absorption intestinale; des hormones stéroïdes produites par des cellules endocrines

(ex. surrénales, ovaires, testicules); la vitamine D3 produite dans la peau et les reins. Les

arthropodes ont besoin de cholestérol et d'autres stérols pour produire des membranes et des

hormones ecdystéroïdes, qui contrôlent le développement [61,62].

       Le stigmastérol et le stigmastérol 3β-glucoside, isolés de la plante Hertia cheirifolia,

présentent une activité anti-inflammatoire [63]. Le stigmastérol, a des effets antiperoxidative

et antidiabétique, il est considéré aussi comme inhibiteur de thyroïde [64].

       Les stérols aminés 6-aminocholestanols et 25-aminocholestéro montrent successivement

une activité antimicrobienne et une activité antifongique très élevée [56].
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II.2.1 Généralités

      Les composés phénoliques englobent une grande variété de substances possédant un ou

plusieurs noyaux aromatiques, substitués par un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ils

forment une grande famille de composés chimiques très divers depuis les simples acides

phénoliques jusqu'aux grands polymères complexes que sont par exemple, les tanins et la

lignine. Les phénylpropanoïdes, dont nous allons parler, en font également partie [65].

      Le métabolisme des phénylpropanoïdes est un métabolisme secondaire, spécifique du

règne végétal. Tous les dérivés phénylpropanes possèdent le même squelette carboné : une

chaîne latérale à trois carbones attachés au phénol [66], par exemple les hydroxycoumarines,

les phénylpropènes, les lignanes et différents types d'acides hydroxycinnamiques (caféiques,

coumariniques).

      Les phénylpropènes ne sont pas en général des phénols, ils sont insolubles dans l'eau, ce

sont des constituants des huiles essentielles (eugénol 77, anéthol 78, myristicine 79) [54].

OH

MeO

77

OCH3

78

O

O

MeO

79

II.2.2 Biosynthèse des phénylpropanoïdes

      Les composés en C6-C3, souvent désignés collectivement par le terme de phénylpropanes,

sont comme la plupart des composés secondaires phénoliques des métabolites de l'acide

shikimique. Quel que soit le degré d'oxydation de leur chaîne latérale (alcool, aldéhyde,

propène), ils proviennent des acides cinnamiques [54]. La formation de l'acide cinnamique se

fait comme suit :

      La première réaction est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec l'érythrose-

4-phosphate pour former un composé en C7, le 3-désoxy-D-arabino-heptulosonate-7-

phosphate (DAHP). La cyclisation du DAHP en 3-déhydroquinate est une réaction complexe

qui met en jeu une condensation aldolique intramoléculaire intervenant après l'élimination du

phosphate (Schéma II.2.1) [65,66].
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      La déshydratation du 3-déhydroquinate est catalysée par un enzyme qui, en formant

transitoirement une base de Schiff entre un résidu lysine et le carbonyle du 3-déhydroquinate,

induit une élimination d'eau stéréospécifique, cis (Schéma II.2.2) [65,65].
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      C'est après la réduction du 3-déhydroshikimate et la phosphorylation du shikimate que se

produit la condensation avec une nouvelle molécule de PEP pour former un éther d'énol, le 5-

énolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP). Ce dernier conduit, via une trans 1,4-élimination

inhabituelle, au chorismate (Schéma II.2.3) [65,66].
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Schéma II.2.3

      L'acide chorismique occupe une position clé dans le métabolisme et son devenir est

multiple :

      Réarrangement péricyclique de type Claisen en préphénate. C'est la voie qui conduit, via

le phénylpyruvate, à la phénylalanine. Ce réarrangement est catalysé par une enzyme, la

chorismate mutase, capable de transférer la chaîne latérale dérivée du PEP de telle façon

qu'elle soit directement liée sur le carbocycle, engendrant ainsi le squelette des

phénylpropanes. L'enzyme exercerait un contrôle conformationnel, privilégiant un état de

transition chaise avec des substituants pseudo axiaux, la décarboxylation du préphénate, son

aromatisation et son amination réductrice conduisent à la L-phénylalanine. L'amination

réductrice de α-cétoacide; l'acide aminé ainsi formé (L-arogénate) est, dans un deuxième
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temps, décarboxylé et aromatisé en L-phénylalanine (arogénate déshydratase) (Schéma II.2.4)

[65,66].
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Schéma II.2.4

      L'élimination stéréospécifique d'ammoniac à partir de la phénylalanine conduit à l'acide

(E)-cinnamique (trans-cinnamique). La réaction est catalysée par la Phénylalanine Ammoniac

Lyase (PAL), c'est une enzyme clé puisqu'elle contrôle effectivement l'orientation du carbone

vers la production des composés phénoliques plutôt que vers la production des métabolites

primaires comme les protéines. L'élimination d'ammoniac est favorisée par réaction de NH2

avec un reste déhydroalanine du groupement prosthétique de l'enzyme (Schéma II.2.5)

[65,66].

NH2

CO2H CO2H

L- phénylalanine acide t-cinnamique

Schéma II.2.5

      Le premier composé phénylpropane est l’acide E-cinnamique. Il va conduire à cinq autres

acides hydroxycinnamiques  qui diffèrent par leur degré d’hydroxylation et de méthoxylation.

Les esters de CoA correspondant représentent les intermédiaires activés du métabolisme des

phénylpropanoïdes. Les fonctions carboxyles estérifiées peuvent subir deux étapes de

réduction conduisant successivement aux fonctions aldéhydes puis alcools. Trois de ces
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composés alcools constituent des précurseurs de la lignine, les unités p-hydroxyphényle (H),

gaïacyle (G) et syringyle (S) (Schéma II.2.6) [66].

II.2.3 Les produits dérivés du métabolisme des phénylpropanoïdes

      Le motif phénylpropanique est par ailleurs susceptible de se cycliser (coumarines), de se

dimériser (lignanes), de se polymériser (lignines), ou de voir sa chaîne latérale s'allonger

(stilbènes, flavonoïdes) [54].

II.2.3.1 Les coumarines

       Ce sont des composés phénoliques cyclisés qui dérivent des acides E-cinnamique et p-

coumarique pour la majorité d’entre eux. Cependant, leur voie de biosynthèse peut varier

d’une espèce à l’autre. En effet, la scopolétine de tabac dérive de l’acide férulique, tandis que

des expériences d’apport de précurseurs marqués semblent montrer que ce n’est pas le cas

chez le tournesol (Schéma II.2.6) [66].

II.2.3.2 Les stilbènes, les flavonoïdes et leurs dérivés

      Cette section regroupe les flavonoïdes, isoflavonoïdes, flavanones, anthocyanes et

stilbènes, tous formés à partir du p-coumaroyl-CoA. A l’exception des stilbènes, la première

étape menant aux flavonoïdes et leurs dérivés est catalysée par la chalcone synthase (CHS) et

conduit à la chalcone. Les stilbènes, quant à eux, sont synthétisés par la stilbène synthase

(SS), une enzyme présentant des similarités avec la CHS (Schéma II.2.6) [66].

II.2.3.3 Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques

      Les esters de CoA semblent être la source principale des acides hydroxycinnamiques

estérifiés aux parois. Dans les parois, les dérivés d’acides férulique et p-coumarique sont

majoritairement recensés, parmi lesquels des dimères d’acide férulique. Ces phénols sont

fixés covalemment aux polysaccharides des parois par des liaisons esters, par exemple à des

arabinoxylanes ou des xyloglucanes [66].

      La féruloylation des polysaccharides peut se faire au niveau de la paroi par la voie

oxidative mais pourrait également se dérouler dans les membranes Golgiennes grâce à une

enzyme de type transférase. Dans la paroi, les polysaccharides peuvent ainsi être liés à la
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lignine via l’acide férulique et reliés entre eux grâce aux dimères d’acide férulique via des

liaisons esters. Ces liaisons spécifiques des parois secondaires permetteraient de les rigidifier

et d’assurer leur hydrophobicité. Il existe une corrélation entre l’accumulation d’acide

férulique et de son dimère (acide déhydrodiférulique) et la diminution de l’expansion

cellulaire chez les graminées. D’autre part, les polysaccharides féruloylés pourraient servir de

point d’ancrage à la lignification. Par ailleurs, des dérivés d’acide férulique et p-coumarique

s’accumulent fortement dans les tissus élicités ou infectés. Les acides hydroxycinnamiques et

notamment l’acide férulique pourraient également être estérifiés aux protéines pariétales par

l’intermédiaire des résidus tyrosine ou cystéine [66].

     Quant aux dérivés d’acides hydroxycinnamiques solubles, leur nature varie en fonction des

espèces végétales. Par exemple, le glucoside d’alcool déhydrodiconiférylique (DCG), produit

de la dimérisation de deux molécules d’alcool coniférylique suivie d'une glycosylation  [66].

II.2.3.4 La subérine

      La subérine est constituée de deux matrices de nature chimique différente mais en

quantités similaires. L’une est formée d’acides gras constituant le domaine poly-aliphatique et

la deuxième de dérivés phénylpropanes correspondant au domaine poly-phénolique [66].

II.2.3.5 La lignine

      La lignine est un polymère très complexe que l’on retrouve dans toutes les plantes

vasculaires (Ptéridophytes, Angiospermes et Gymnospermes), assurant les propriétés de

rigidité et d’hydrophobicité des parois des tissus vasculaires. Ce polymère tridimensionnel est

synthétisé au niveau de la paroi. Il résulte de la polymérisation oxydative, par des liaisons

diverses, de trois unités monomériques ou monolignols : les alcools coumarylique,

coniférylique et sinapylique (Schéma II.2.6) [66].
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Schéma II.2.6 : Représentation simplifiée du métabolisme des phénylpropanoïdes



Chapitre II                                                                                    Etude des phénylpropanoїdes

52

II.2.4 Intérêts des composés phénylpropanoïdes

      L’intérêt thérapeutique des phénylpropanoïdes représente un enjeu capital dans le

domaine de la recherche des substances naturelles. Ces composés sont impliqués dans des

fonctions diverses telles que la fertilité, la pigmentation, la lignification et la protection contre

des agents biotiques ou abiotiques [66]. Certains phénylpropanoïdes présentent une activité

cytotoxique [67].

      Les esters héterosidiques phénylpropanoïqes montrent des potentialités pharmacologiques

intéressantes. Certains d'entre eux sont des inhibiteurs enzymatiques : inhibition de la

phosphodiestérase de l'AMPc (fossythiaside, plantamajoside), inhibition de l'aldose réductase

(verbascoside = actéoside). Le verbascoside, le forsythiaside et leurs homologues inhibent,

aussi bien sur des granulocytes humains que sur des cellules péritonéales de Rat, la 5-

lipoxygènase. Il en résulte une inhibition de la formation des hydroperoxydes et des

leucotriènes qui pourrait justifier l'emploi, par la médecine traditionnelle orientale, des fruits

de Forsythia dans le traitement de maladies inflammatoires ou allergiques. Plusieurs

composés de cette série sont antibactériens et antifongiques [54].
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III.1 Extraction de Santolina rosmarinifolia L.

      1,9 Kg des parties aériennes de Santolina rosmarinifolia L. ssp rosmarinifolia, séchées et

pulvérisées, sont  mis à macérer successivement dans quatre solvants de polarité croissante:

d'abord par l'éther de pétrole, puis le dichlorométhane, ensuite l'acétate d'éthyle et enfin le

méthanol. Chaque macération a duré 48 heures. Après filtration et évaporation à sec du

solvant, quatre extraits ont été obtenus : 13,99 g de l’extrait étheropétrolique, 22,97 g de

l’extrait dichlorométhane, 13,09 g de l’extrait acétate d'éthyle et 22,5 g de l'extrait

méthanolique. Le protocole d’extraction est résumé dans le schéma III.1 suivant :

Macération dans EP (2 x 5 L)
Filtration et évaporation à sec

Macération dans CH2Cl2 (2 x 5 L)
Filtration et évaporation à sec

Macération dans AcOEt (2 x 5 L)
Filtration et évaporation à sec

Macération dans MeOH (2 x 5 L)
Filtration et évaporation à sec

Poudre de Santolina rosmarinifolia L.
ssp rosmarinifolia (1,9 Kg)

Schéma III.1 : Protocole d’extraction des parties aériennes de l’espèce Santolina

rosmarinifolia L. ssp rosmarinifolia
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III.2 Séparation et purification

 Après examen par chromatographie sur couche mince (CCM) des quatre extraits :

étheropétrolique, dichlorométhane, acétate d'éthyle et méthanol, il s'avère que l'extrait

étheropétrolique est le plus tentant à étudier en premier, en raison d'une plus grande richesse

en métabolites secondaires. En conséquence l'extrait étheropétrolique (10 g) a subi une

chromatographie sur colonne de gel de silice en phase et pression normales. L'élution est

réalisée en utilisant comme éluant EP/AcOEt à différents gradients. Des fractions de 200 ml

ont été prélevées à chaque fois et examinées par chromatographie sur couche mince (CCM).

Les plaques sont visualisées sous la lumière UV (254, 366 nm), puis révélées à la vanilline

sulfurique. Les fractions présentant des similitudes sont réunies, donnant ainsi 29 fractions.

      La fraction F22 a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice en phase et

pression normales. L'élution réalisée par le système de solvant EP/AcOEt à différents

gradients, a permis d'obtenir 18 fractions.

      La sous fraction F22.13 montre en CCM une tache majoritaire non visible à l'UV dans une

petite traînée. Une recristallisation dans l'éther de pétrole de la fraction a permis d'obtenir le

composé A (8,7 mg) à l'état pur.

      L'extrait acétate d'éthyle s'avère aussi intéressant à étudier par rapport aux deux autres

extraits dichlorométhanique et méthanolique. Une masse de 9 g de cet extrait a été mise à

chromatographier sur colonne de gel de silice en phase et pression normales. L'élution est

réalisée par un gradient de solvants : éther de pétrole pur, éther de pétrole/acétate d’éthyle,

acétate d'éthyle pur, acétate d'éthyle/méthanol et méthanol pur. Des fractions de 150 ml ont

été prélevées à chaque fois et examinées par chromatographie sur couche mince (CCM). Les

plaques sont visualisées sous la lumière UV (254, 366 nm), puis révélées à la vanilline

sulfurique. Les fractions présentant des similitudes sont réunies, donnant ainsi 27 fractions.

      La fraction F'13 a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice en phase et

pression normales. L'élution réalisée par un gradient de solvant EP/AcOEt, a permis d'obtenir

11 fractions.
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      La  sous  fraction  F'13.9  montre  en  CCM  une  tache  majoritaire  visible  à  l'UV  dans  une

petite traînée. Une précipitation dans l'éther de pétrole a permis d'obtenir le mélange des deux

composés B et C (5,1 mg).

III.3 Détermination de structures

      Les trois composés isolés A, B et C ont été identifiés par analyses spectroscopiques

particulièrement la RMN 1D et 2D ainsi que la spectrométrie de masse.

III.3.1 Composé A

1
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8

9
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18 20
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23 24
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26 27

28 29

Stigmastérol

HO

      Le composé A, invisible en UV, a été obtenu sous forme de cristaux blancs solubles dans

le chloroforme. Le spectre de masse (figure III.1), obtenu par impact électronique (IE),

montre un pic à m/z = 412 [M]+. , soit une masse moléculaire égale à 412 uma correspondant à

une formule brute en C29H48O.

Figure III.1 : Spectre de masse du composé A
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      Sur le spectre IR (cm-1) (figure III.2) nous notons la présence d'une bande d'absorption à

1654 cm-1 caractérisant une double liaison. Une autre bande d'absorption  apparaissant vers

3400 cm-1 atteste la présence d'une fonction hydroxyle.

Figure III.2 : Spectre IR du composé A

       Le spectre RMN 1H enregistré dans CDCl3 (figures III.3, III.4) permet l'observation des

signaux suivants :

v Deux signaux à δH = 0,69 et δH = 1,01, chacun sous forme de singulet sont attribuables

respectivement aux protons méthyliques H-18 et H-19.

v Trois signaux doublets à δH = 0,92 (J = 6,6 Hz), δH = 0,84 (J = 6,5 Hz) et δH = 0,79 (J

= 6,5 Hz), correspondent respectivement aux protons méthyliques H-21, H-26 et H-27.

v Le signal à δH = 0,80 (J = 7,0 Hz) sous forme de triplet correspond à H-29.
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Figure III.3 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CDCl3) du composé A

v Le signal sous forme de doublet large à δH = 5,35 (J = 5,2 Hz) correspond à H-6.

v Deux signaux chacun sous forme de dd repérés à δH = 5,15 (Jtrans = 15,2, Jcis = 8,6  Hz)

et δH = 5,01 (Jtrans = 15,2 ,  Jcis = 8,6  Hz), sont attribuables respectivement à H-22 et

H-23.

v Le signal déblindé sous forme de tt à  δH =  3,52  (Jax-ax = 11,0, Jax-eq = 4,4 Hz),

correspond à H-3 (figure III.4).
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Figure III.4 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CDCl3) du composé A (Région déblindée)

      A  partir  de  ces  points  de  départ,  le  voisinage  des  atomes  de  carbone  et  d'hydrogène  est

étudié par les expériences bidimensionnelles COSY H-H, HSQC et HMBC.

     L'expérience de corrélation proton-proton COSY H-H (figure III.5) montre les corrélations

suivantes :

v Le proton H-22 et le proton H-23 apparaissant respectivement à δH= 5,15 ppm et δH=

5,01 ppm.

v Le proton H-6 et le proton H-7 apparaissant respectivement à δH = 5,35 ppm et δH =

(1,49-1,99) ppm.

v Le proton H-7 et le proton H-8 apparaissant respectivement à δH = (1,49-1,99) ppm et

δH = 1,47 ppm.

v Le proton H-8 et le proton H-9 apparaissant respectivement à δH = 1,47 ppm et δH =

0,99 ppm.

v Le proton H-3 et les protons H-4 et H-2 apparaissant respectivement à δH = 3,52 ppm,

     δH = 2,29 ppm et δH = (1,49-1,83) ppm.
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Figure III.5 : Spectre COSY H-H du composé A

      L'expérience de corrélation carbone-proton HSQC (figure III.7) nous a permis d'attribuer

les protons à leurs carbones. Chaque proton montre un couplage direct avec le carbone qui le

porte. En effet on observe les couplages entre:

v Le proton H-3 à δH= 3,52 et son carbone C-3 à δC= 71,8.

v Le proton H-22 à δH= 5,15 et son carbone C-22 à δC= 138,3.

v Le proton H-23 à δH= 5,01 et son carbone C-23 à δC= 129,3.

v Le proton H-6 à δH= 5,35 et son carbone C-6 à δC= 121,7.

v Le proton H-29 à δH= 0,80 et son carbone C-29 à δC= 12,2.

v Le proton H-14 à δH= 1,03 et son carbone C-14 à δC= 56,8.

v Le proton H-17 à δH= 1,18 et son carbone C-17 à δC= 56.

v Le proton H-18 à δH= 0,69 et son carbone C-18 à δC= 12,0.

v Le proton H-24 à δH= 1,53 et son carbone C-24 à δC= 51,2.
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Figure III.7 : Spectre HSQC du produit A

  L'expérience HMBC (Schéma III.1, figure III.8) met en évidence les corrélations carbone-

proton longues distances à deux et à trois liaisons entre :

v Le proton H-6 et les carbones C-8 en 3J, C-7 en 2J, C-4 en 3J et C-10 en 3J.

v Le proton H-4 et les carbones C-10 en 3J, C-3 en 2J, C-6 en 3J et C-5 en 2J.

v Le proton H-22 et les carbones C-20 en 2J, C-24 en 3J et C-23 en 2J.

v Le proton H-23 et les carbones C-20 en 3J, C-24 en 2J et C-22 en 2J.
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Schéma III.1 : Corrélations pertinentes observées en HMBC

Figure III.8 : Spectre HMBC du composé A

      Cette analyse spectrale s'appuyant sur les techniques de RMN bidimensionnelle, et la

comparaison avec les données de la littérature, permettent d'attribuer les signaux de résonance

des carbones du spectre RMN 13C J modulé (figure III.6). En effet on observe la présence de

29 atomes de carbones avec en particulier les signaux suivants :
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v Le signal apparaissant à δC= 140,7 est attribuable à un carbone quaternaire sp2 (C-5).

v Les signaux apparaissant à δC= 121,7, δC= 129,3 et δC= 138,3 sont attribuables à des

CH vinyliques (C-6, C-23, C-22).

v Le signal apparaissant à δC= 71,8 correspond à un carbone porteur de la fonction OH

(C-3).

Figure III.6 : Spectre RMN13C J-Modulé du composé



Chapitre III                                                                                             Résultats et discussion

64

      Le tableau 6 suivant regroupe les déplacements chimiques des protons et carbones de ce

composé:

Position δC (ppm) δH (ppm) m J (Hz) Type du

carbone
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Tableau 6: Déplacements chimiques en RMN 1H (400 MHz) et RMN 13C (100 MHz)

de A dans CDCl3
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      L'ensemble de données obtenues nous a permis, de donner sans hésitation la structure

suivante au produit A. Il s’agit du 24-éthyle-cholest-5,22-dièn-3ol appelé également

Stigmastérol. Il apparait que ce composé a été isolé pour la première fois dans le genre

Santolina.
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III.3.2 Composé B et C
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            Le mélange des composés B et C, visible à l'UV, a été obtenu sous forme de poudre

blanche soluble dans le chloroforme. La mesure du spectre de masse obtenu par impact

électronique (IE) (figure III.9) présente deux pics d'ions moléculaires, le premier m/z = 444

[M]+. correspondant à une formule brute en C29H48O3, tandis que le deuxième pic d'ion

moléculaire m/z= 472 [m]+. correspond à une formule brute en C31H52O3, ce qui laisse

suggérer la présence de deux composés. Ce spectre présente également des fragments à m/z

147 [M-297]+. et 164 [M-280]+. correspondant respectivement à la perte du groupement

(O(CH2)19CH3) et du groupement alkyle C20H40 pour le composé B, et la perte du groupement

(O(CH2)21CH3) et du groupement alkyle C22H44 pour le composé C.
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Figure III.9 : Spectre de masse EI-MS des composés B et C

Le spectre IR (figure III.10) montre la présence d’une large bande d'absorption à 3391

cm-1 du groupement hydroxyle et  une bande à 1674 cm-1 attribuable à une fonction ester. Les

bandes d’absorption apparaissant à 1603, 1500 et 1455 cm-1 indiquent l’existence d’un

système aromatique et de doubles liaisons.

Figure III.10 : Spectre IR des composés B et C
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      Le spectre RMN1H enregistré à 400 MHz dans CDCl3 (figure III.11) montre les signaux

suivants :

v Le signal sous forme  de doublet à δH-2/6 = 7,43 (J = 8,5 Hz) correspond aux protons  qui

doivent être probablement aromatiques.

v Le signal sous forme  de doublet à δH-3/5 = 6,84 (J = 8,6 Hz) est attribuable aux protons

qui doivent être probablement aromatiques.

v Le signal sous forme  de doublet à δH-7 = 7,62 (J = 16,0 Hz), correspondant à un proton

éthylénique (Hβ).

v Le signal sous forme  de doublet à δH-8 = 6,30 (J = 16,0 Hz) est attribuable également à

un proton éthylénique (Hα).

v Le signal déblindé, sous forme  de triplet, à δH-′1 = 4,18 (J = 6,7 Hz) correspond au

groupement  CH2, son déblindage indique qu'il est lié à un hétéroatome (O-CH2).

v Le  signal  à  δH-′2 = 1,69 sous forme de quintuplet correspondant au groupement

méthylène CH2 lié à 2 CH2.

v Le signal sous forme de triplet à δH-Me = 0,88 (J  = 7,0  Hz) correspond aux protons du

groupement méthyle CH3 lié à un CH2.

v Le signal à δH = 5,25 sous forme de singulet correspond au proton du groupement

hydroxyle OH.

Figure III.11 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CDCl3) des composés B et C
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     Partant de ce premier constat, les autres protons ainsi que tous les carbones sont

progressivement mis en évidence par expériences de corrélations bidimensionnelles COSY H-

H, HSQC et  HMBC. L'expérience de corrélation proton-proton ou COSY H-H (figure III.12)

montre clairement les corrélations attendues entre :

v Le proton H-2 à δH-2 = 7,43 et le proton H-3 à δH-3 = 6,84.

v Le proton H-5 à δH-5 = 6,84 et le proton H-6 à δH-6 = 7,43.

v Le proton H-7 à δH-7 = 7,62 et le proton H-8 à δH-8 = 6,30.

v Le proton H-′1 à δH-'1 = 4,18 et le proton H-′2 à δH-′2 = 1,69.

      On observe aussi le système de spin qui constitue l'enchaînement suivant :

O-CH2-CH2-(CH2)n-CH3.

(H-′1)(H-′2)...

Figure III.12 : Spectre COSY H-H des composés B et C
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     L'expérience de corrélation carbon-proton HSQC (figure III.14) montre les corrélations

hétéronucléaires H/C en 1J (corrélation directe) entre :

v H-2 à δH-2 = 7,43 corrèle avec C-2 à δC-2 = 129,9.

v H-3 à δH-3 = 6.84 corrèle avec C-3 à δC-3 = 115,8.

v H-5 à δH-5 = 6.84 corrèle avec C-5 à δC-5 = 115.8.

v H-6 à δH-6 = 7.43 corrèle avec C-6 à δC-6 = 129,9.

v H-7 à δH-7 = 7.62 corrèle avec C-7 à δC-7 = 144,2.

v H-8 à δH-8 = 6.30 corrèle avec C-8 à δC-8 = 115,8.

v H-′1 à δH-′1 = 4.18 corrèle avec C-′1 à δC-′1 = 64,5.

v H-′2 à δH-′2 = 1.69 corrèle avec C-′2 à δC-′2 = 29,7.

v H-Me à δH= 0.88 corrèle avec C-CH3 à δ'C = 14,1.

v Hn entre 1,25-1,40 ppm montre plusieurs taches de corrélations à δC : 22,7 – 25,9 –

(28,6-29,7) – 31,9 , ce qui implique la présence de plusieurs CH2.

Figure III.14 : Spectre HSQC des produits B et C
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      L'expérience hétéronucléaire HMBC (figure III.15) montre les couplages en 2JC-H et en
3JC-H entre :

v Le proton H-7 et les carbones C-8 (115,8 ppm) en 2J, C-2 (129,9 ppm) en 3J, C-6

(129,9 ppm) en 3J et C-9 (167,5 ppm) en 3J.

v Le proton H-2 et les carbones C-6 (129,9 ppm) en 3J, C-7(144,2 ppm) en 3J et C-4

(157,5 ppm) en 3J.

v Le proton H-3 et les carbones C-1 (127,4 ppm) en 3J, C-5 (115,8 ppm) en 3J et  C-4

(157,5 ppm) en 2J.

v Le proton H-8 et les carbones C-1(127,4 ppm) en 3J et C-9 (167,5 ppm) en 2J.

v Le proton H-′1 et le carbone C-9 (167,5 ppm) en 3J.

Figure III.15 : Spectre HMBC des composés B et C
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      L'attribution des signaux observés au spectre RMN13C J modulé (figure III.13) confirmant

les structures proposées, est établie conjointement par les expériences de corrélation

hétéronucléaire HSQC et HMBC:

v Le carbone quaternaire C-9 à δC-9 = 167,5 est attribuable au carbonyle de l'ester.

v Le carbone quaternaire C-4 porteur de la fonction OH apparaît à δC-4 = 157,5.

v Le carbone Cα (C-8) apparaît à δCα = 115,8.

v Le carbone Cβ (C-7) apparaît à δCβ = 144,2.

v Les carbones C-2/6 apparaissent à δC2/6 = 129,9 correspondent aux carbones

aromatiques (sp2).

v Les carbones C-3/5 apparaissent à δC3/5 = 115,8 correspondent aux carbones

aromatiques (sp2).

v Le carbone C-′1 à δC-′1 = 64,5 correspond au carbone du groupement (O-CH2).

v Le signal méthylique à δC-'20 = 14,1.

Figure III.13 : Spectre RMN 13C J-modulé des composés B et
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      Le tableau 7 suivant reproduit les déplacements chimiques en RMN 1H (400 MHz) et

RMN 13C (100 MHz) des deux composés B et C dans CDCl3

Position δH (ppm) m J (Hz) δC (ppm)

1 / / / 127.4

2 7.43 d 8.5 129.9

3 6.84 d 8.6 115.8

4 / / / 157.5

5 6.84 d 8.6 115.8

6 7.43 d 8.5 129,9

7 7.62 d 16,0 144.2

8 6.30 d 16,0 115.8

9 / / / 167.5

′1 4.18 t 6.7 64.5

′2 1.69 quint 6,7 29.7

CH3 0.88 t 7,0 14.1

Tableau 7

     Cette analyse spectrale permet d'attribuer la structure suivante au composé B,  il  s’agit  du

E-eicosyle-p-coumarate.

1
2

3

4
5

6 7

8
9 O

(CH2)17

O

HO

'1

'2

E-eicosyl-p-coumarate

CH3

Composé B



Chapitre III                                                                                             Résultats et discussion

74

      Ce composé a été isolé antérieurement de l'espèce Stoebe cineria [68]. Il apparaît que ce

composé a été isolé pour la première fois dans le genre Santolina.

      Cette analyse spectrale permet aussi d'attribuer sans ambiguïté la structure suivante au

composé C, il s’agit du E-docosyle-p-coumarate.

1
2

3
4
5

6 7

8
9 O

(CH2)19

O

HO

'1

'2 CH3

E-docosyl-p-coumarate
Composé C

     Ce composé a été isolé antérieurement de plusieurs espèces: Bauhinia manca, Psiadia

punctulata [69] et de Stoebe cineria [68]. Il apparaît que ce composé a été isolé pour la

première fois dans le genre Santolina.
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Le présent travail de phytochimie est destiné à étudier les métabolites secondaires de la

plante Santolina rosmarinifolia L. récoltée dans la région de Djerma, à la suite de recherche

sur les plantes d’origine Algérienne, objectif primordial assigné par notre laboratoire, afin de

découvrir l’intérêt biologique de ces végétaux et évaluer l’importance des trésors  naturels de

notre pays.

      Cette étude a été réalisée séparément sur les extraits étheropétrolique et acétate d'éthyle

des parties aériennes de cette plante. Elle nous a permis d’isoler, par les méthodes

chromatographiques sur colonne de gel de silice, trois produits A, B et C ; un de type

stéroїdique et deux phénylpropanoïdes.

¨ Composé A : Stigmastérol (24-éthyle-cholest-5,22-dièn-3ol)

¨ Composé B : E-eicosyl p-coumarate

¨ Composé C : E-docosyl p-coumarate

      L'extrait étheropétrolique a fournit un stérol (composé A), alors que l'extrait acétate

d'éthyle a donné deux phénylepropanoïdes.

      La détermination des structures de ces composés a été réalisée au moyen des méthodes

d'analyses spectroscopiques : la RMN 1D (RMN1H, RMN13C) et la RMN 2D (COSY, HSQC,

HMBC), la spectroscopie de masse haute résolution (EI-MS) et l'infrarouge (IR).

      Enfin, cette étude a permis d'isoler et de déterminer les structures de trois produits isolés

pour la première fois dans le genre Santolina. Ceci montre que les constituants des végétaux

dépendent de plusieurs facteurs, notamment du climat et de la nature du sol.

Les structures des produits isolés sont présentées ci-dessous :
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IV.1 Généralités

      Les chromatographies analytiques sur couches minces CCM ont été effectuées en phase

normale sur des plaques Silicagel Kieselgel (60 F254 Merck).

      Les chromatographies sur colonne ouverte CC sont réalisées en phase normale sur

Silicagel Kieselgel (230-400 Mesh).

      Les solvants utilisés sont des solvants du commerce: èther de pétrole, éther diéthylique,

dichlorométhane, acétate d'éthyle et le méthanol sont distillés au préalable.

      Les spectres de masse sont enregistrés en IE (impact électronique), sur un spectromètre de

masse Bruker LC-MS/MS type esquire-LC, de l'Ecole Nationale de Chimie de Rennes

(France).

      Les spectres de résonance magnétique nucléaire RMN 1H et RMN 13C (RMN 1D et 2D)

sont enregistrés dans le CDCl3 sur un appareil Bruker 400 MHz 100 MHz respectivement, de

l'Ecole Nationale de Chimie de Rennes (France).

      Les spectres IR sont enregistrés sur pastilles de KBr au moyen d'un appareil de type

JASCO FT/IR-4100, du Département de Chimie de l'Université de Batna.

IV.2 Récolte du matériel végétal

      La plante Santolina rosmarinifolia L. ssp rosmarinifolia a été récoltée, en pleine floraison,

au mois de juin 2006, dans la région de Djerma (à 20 Km au Nord Est de la ville de Batna) à

1000 m d’altitude. Son identification a été faite par le Professeur OUDJEHIH Bachir du

Département d’Agronomie de l’Université de Batna.

IV.3 Extraction

Notre travail d'extraction et de séparation a porté sur les parties aériennes de la plante, il a

été réalisé selon le protocole suivant :

      Les parties aériennes réduites en poudre (1,9 Kg) sont humectées par l'éther de pétrole (2

x 5 L) pendant 48 heures. Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du

solvant. Après filtration et évaporation à sec sous pression réduite, 13,99 g de cet extrait ont

été obtenus. Le résidu est ensuite mis à macérer dans le dichlorométhane (2 x 5 L), donnant

ainsi 22,97 g de l’extrait dichlorométhane. Les marcs issus de la filtration de ce dernier sont

ensuite extraits par l'acétate d'éthyle (2 x 5 L). Après évaporation du solvant, 13,09 g de

l’extrait acétate d'éthyle ont été obtenus. Enfin, les marcs issus de la filtration de l'extrait
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acétate d'éthyle sont ensuite extraits par le méthanol (2 x 5 L). Après évaporation du solvant,

22.5 g de l'extrait méthanolique ont été obtenus.

IV.4 Contrôle chromatographique des extraits

IV.4.1 Extrait étheropétrolique

Les chromatographies sur couches minces (CCM) effectuées sur l'extrait étheropétrolique

dans les systèmes d'élution suivants : EP/AcOEt (95/5, 90/10, 85/15) montrent, après examen

à la lumière UV (254, 366 nm) et révélation à la vanilline sulfurique, plusieurs taches de

différentes couleurs et une traînée.

IV.4.2 Extrait dichlorométhane

L’extrait dichlorométhanique examiné par CCM, avec les systèmes d'élution suivants :

EP/AcOEt (95/5, 90/10, 85/15), CH2Cl2 pur, CHCl3 pur, nous a permis d'observer, après

examen à la lumière UV (254, 366 nm) et révélation à la vanilline sulfurique, des taches et

une traînée similaires à celles de l'extrait étheropétrolique mais moins majoritaires.

IV.4.3 Extrait acétate d'éthyle

Une série d'essais chromatographiques a été réalisée sur couche mince (CCM). Le mélange

EP/AcOEt : 60/40 s'est révélé être le système qui donne la meilleure résolution, du moins

pour les produits relativement peu polaires, la CCM révèle, après examen à la lumière UV

(254, 366 nm) et révélation à la vanilline sulfurique, plusieurs taches plus une traînée.

IV.4.4 Extrait méthanol

L'extrait méthanolique examiné par CCM, avec le système d'élution suivant :

CHCl3/MeOH 50/50 montre, après examen à la lumière UV (254, 366 nm) et révélation à la

vanilline sulfurique, une traînée très importante traduisant un mélange complexe de produits

dont la séparation s'annonce à priori difficile.
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IV.5 Séparation et purification

      La technique de séparation et de purification mise en œuvre, est la chromatographie sur

colonne de gel de silice.

      L'analyse des profils chromatographiques réalisés sur les quatre extraits dans des systèmes

de solvants différents, montre bien que l’extrait étheropétrolique est le plus riche en produits,

donc c'est le plus tentant à être étudié en premier (Figure IV.1).

Figure IV.1

      Le système d'élution EP/AcOEt : 60/40 donne une meilleure résolution pour l'extrait

acétate d'éthyle, ce qui nous a motivé à l'étudier aussi (Figure IV.2).

Figure IV.2 : Extrait acétate d'éthyle  (EP/ AcOEt : 60/40)
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IV.5.1 Traitement de la phase étheropétrolique

      Une masse de 10 g de l'extrait étheropétrolique ainsi obtenue est soumise à une

chromatographie sur colonne de gel de silice (300 g) en phase et pression normale, l'élution a

été effectuée par le EP dont on augmente progressivement la polarité par l'addition de

l'AcOEt.

      Le fractionnement a été fait tous les 200 ml. L'examen très attentif par CCM à la lumière

UV (254, 366 nm) et révélation à la vanilline sulfurique et chauffage, permet de rassembler

les fractions présentant des similitudes en 29 fractions, le tableau 8 englobe les résultats

obtenus.
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N° de

Lot

Fractions

récupérées

Système d'élution Poids

(mg)

Examen à la CCM

EP AcOEt

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

F13

F14

F15

F16

F17

F18

F19

F20

F21

F22

F23

F24

F25

F26

F27

F28

F29

1-43

44-57

58-90

91-116

117-186

187-302

303-341

342-402

403-415

416-545

546-557

558

559-610

611-714

715-740

741-779

780-792

793-861

862-1122

1123-1135

1136-1162

1163-1214

1215-1253

1254-1277

1278-1329

1330-1342

1343-1420

1421-1446

1447-1498

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

95

95

95

95

95

90

85

85

75

65

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

5

5

5

5

5

10

15

15

25

35

107,1

78,5

43,9

10,7

19,4

233, 9

177,6

161

82,5

122,5

9,5

10,6

25,8

119,2

54,4

15,1

2,1

8,8

10,7

25,3

204,3

450

254,1

126,1

363,8

53,8

292,9

65,7

100,4

Néant

Mélange complexe

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

Mélange séparable

Mélange complexe

//

//

//

//

//

Traînée

Tableau 8 : Fractionnement de l'extrait étheropétrolique



Chapitre IV                                                                                                Partie expérimentale

92

      Le lot F22, jugé intéressant, est mis à chromatographier sur une colonne de gel de silice en

phase et pression normales.

IV.5.1.1 Etude du lot F22

Poids de l'échantillon : 450 mg.

Support : gel de silice (13,4 g)

Le fractionnement de ce lot a été réalisé sur des fractions de 10 ml, le rassemblement des

fractions similaires donne 18 sous lots (tableau 9).

N° de

Lot

Fractions

récupérées

Système d'élution Poids

(mg)
Examen à la CCM

EP AcOEt

F22.1

F22.2

F22.3

F22.4

F22.5

F22.6

F22.7

F22.8

F22.9

F22.10

F22.11

F22.12

F22.13

F22.14

F22.15

F22.16

F22.17

F22.18

1-3

4

5-6

7

8-10

11-14

15-18

19-21

22-23

24-38

39-41

42-43

44-45

46-47

48-59

60-71

72-82

83

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

99

97

95

90

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

3

5

10

10

1

7

5

19

107

23

8

2

7

25

45

66

48

0.5

2

5

2

Néant

Trois taches

Deux taches

Mélange complexe

//

//

//

//

//

//

//

//

Tache majoritaire+ petite traînée

Mélange complexe

Traînée

Néant

Traînée

//

Tableau 9 : Fractionnement du lot F22 de l'extrait étheropétrolique
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      L'addition de l'éther de pétrole au mélange de produits, du sous lot F22.13, permet la

formation de cristaux et une huile. Le prélèvement de cette huile, suivi du rinçage successif

par l'éther de pétrole, conduit à un dépôt de cristaux blancs. Ces cristaux sont mis de nouveau

en teste sur plaques CCM en utilisant un système d'élution EP/Et2O (60/40), après révélation à

la vanilline sulfurique. Le résultat était une mono tache de couleur noire invisible à la lumière

UV correspondant au composé A pur (8,7 mg) (Figure IV.3).

Figure IV.3 : Chromatogramme du composé A

(EP/Et2O : 60/40)

IV.5.2 Traitement de la phase acétate d'éthyle

     Une partie de l’extrait acétate d'éthyle (9 g) a été mise à chromatographier sous pression

normale sur colonne de gel de silice normale d'un volume de 500 ml par enrobage (volume de

silice utilisée : 50 ml). L’élution a été effectuée au moyen de l’éther de pétrole pur puis avec

un gradient d’éther de pétrole et d’acétate d’éthyle dont la polarité est progressivement variée

dans des proportions allant de 99–1 jusqu'à l'acétate d'éthyle pur. Ensuite par un gradient de

méthanol dans l'acétate d'éthyle : 99/1, 95/5, 90/10, 80/20, 60/40. Enfin l'élution est achevée

par le méthanol pur.

      Les fractions de 150ml obtenues sont examinées attentivement par chromatographie sur

couche mince (CCM), visualisées à l’UV (254 et 366 nm) et révélées à la vanilline sulfurique.

Ceci nous a permis de rassembler les fractions présentant des analogies en 27 lots (tableau

10) :

Composé A
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      N°

de Lot

Fractions

récupérées

Système d'élution Poids

(mg)

Examen à la

CCM

F'1

F'2

F'3

F'4

F'5

F'6

F'7

F'8

F'9

F'10

F'11

F'12

F'13

F'14

F'15

F'16

F'17

F'18

F'19

F'20

F'21

F'22

F'23

F'24

F'25

F'26

F'27

1-13

14-16

17-22

23-25

26

27-50

51-52

53

54-58

59-67

68-69

70-79

80-87

88-105

106-115

116-134

135-146

147-163

164-174

175-197

198-225

226-241

242-251

252-261

262-272

273-280

281-290

Ether de pétrole pur

//

//

       //

Ether de pétrole/Acétate d'éthyle

99/1

//

95/5

90/10

//

//

//

//

//

//

80/20

//

75/25

70/30

60/40

40/60

20/80

//

Acétate d'éthyle pur

Acétate d'éthyle/Méthanol

99/1

95/5

90/10

80/20

Méthanol pur

17

69

18

5

4

19

734

19

63

58

24

233

246

842

438

296

174

379

512

724

774

80

1

57

129

135

117

Néant

Petite traînée

Trois taches

Deux taches

//

Néant

Mélange complexe

//

//

//

//

//

Mélange séparable

Mélange complexe

//

//

//

//

//

//

//

//

//

//

Traînée

//

//

Tableau 10 : Fractionnement de l'extrait acétate d'éthyle



Chapitre IV                                                                                                Partie expérimentale

95

      Le lot F'13 jugé très intéressant, montrant plusieurs taches en CCM dont une tache marron

très importante, est mis à chromatographier sur une colonne de gel de silice en phase et

pression normales.

IV.5.2.1 Etude du lot F'13

Poids de l'échantillon : 246 mg

Support : gel de silice (7,38 g)

Le fractionnement de ce lot a été fait suivant le tableau 11 :

Nº des

lots

Fractions

récupérées

Eluant de la colonne Poids

(mg)

Examen à la CCM

Ether de

pétrole

Acétate

d'éthyle

F'13.1

F'13.2

F'13.3

F'13.4

F'13.5

F'13.6

F'13.7

F'13.8

F'13.9

F'13.10

F'13.11

1-2

3-15

16-28

29-30

31-35

36-45

46-68

69-105

106-122

123

124

100

100

100

99

99

99

99

99

97

95

/

/

/

/

1

1

1

1

1

3

5

100

3

1

1

1

8

3

11

20

60

5

20

Deux taches

//

Trois taches

Deux taches

Trois taches

//

Mélange complexe

//

Tache majoritaire +trainée

Néant

Trainée

Tableau 11 : Fractionnement du lot F'13 de l'extrait acétate d'éthyle



Chapitre IV                                                                                                Partie expérimentale

96

      Le sous lot F'13.9 présente une tache majoritaire plus une traînée. L'ajout de l'éther de

pétrole, a conduit à un précipité dont l'examen par chromatographie sur couche mince montre

une mono tache visible à l'UV, et donne une couleur marron après révélation à la vanilline

sulfurique. Cette dernière correspond à un mélange de deux composés B et C (5,1mg) (Figure

IV.4).

Figure IV.4 : Chromatogramme des composés B et C

EP/Et2O : 70/30

Composé B et C



Chapitre IV                                                                                                Partie expérimentale

97

IV.6 Constantes physiques et données spectrales des composés isolés:

IV.6.1 Composé A

1

2

3

4
5

6
7

8

9

10

19
11

12

13

14 15

16

17

18 20
21

22

23 24
25

26 27

28 29

Stigmastérol

HO

Formule brute : C29H48O

Poids moléculaire : 412 g/mol

Quantité du produit : 8,7 mg

Aspect : cristaux blancs

Rf = 0,45 dans le système de solvant suivant : EP/Et2O : 60/40

Composé non visible à l'UV et donne une couleur noir après révélation à la vanilline

sulfurique.

IR : KBr  υmax 3400 (OH), 1654 (C=C)  cm-1

EI-MS : 412 [M]+.

RMN 1H: (400 MHz, CDCl3, TMS)

1,08-1,85 (m, 2H) = H-1

1,49-1,83 (m, 2H) = H-2

3,52 (tt, Jax-ax= 11,0 Hz , Jax-eq= 4,4 Hz, 1H) = H-3

2,29 (m, 2H) = H-4

5,35 (dl, J= 5,2 Hz ,1H) = H-6

1,49-1,99 (m, 2H) = H-7

1,47 (m, 1H) = H-8

0,92 (m, 1H) = H-9

1,49 (m, 2H) = H-11

1,15-2,00 (m, 2H) = H-12
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1,03 (m, 1H) = H-14

1,25-1,49 (m, 2H) = H-15

1,03-1,58 (m, 2H) = H-16

1,18 (m ,1H) = H-17

0,69 (s, 3H) = H-18

1,01 (s, 3H) = H-19

2,00 (m, 1H) = H-20

1,02 (d, J= 6,6 Hz, 3H) = H-21

5,15 (dd, Jtrans = 15,2 Hz , Jcis = 8,6 Hz, 1H) = H-22

5,01 (dd, Jtrans = 15,2 Hz , Jcis = 8,6 Hz, 1H) = H-23

1,53 (m, 1H) = H-24

1,49 (m, 1H) = H-25

0,84 (d, J= 6,5 Hz ,3H) = H-26

0,79 (d, J= 6,5 Hz, 3H) = H-27

1,13-1,44 (m, 2H) = H-28

0,80 (t, J= 7,0 Hz, 3H) = H-29

RMN 13C: (100 MHz, CDCl3, TMS)

37,2 (CH2-1) , 31,7 (CH2-2) , 71,8 (CH-3) , 42,3 (CH2-4) , 140,07 (=C-5) , 121,7 (=CH-6),

31,9 (CH2-7) , 31,9 (CH-8) , 50,1 (CH-9) , 36,5 (C-10) , 21,1 (CH2-11) , 39,7 (CH2-12),

42,3(C-13) , 56,8 (CH-14) , 24,4(CH2-15) , 28,9 (CH2-16) , 56 (CH-17) ,  12,0 (CH3-18) ,

19,4 (CH3-19), 40,5 (CH-20), 21,2 (CH3-21), 138,3 (=CH-22), 129,3 (=CH-23), 51,2(CH-24),

31,9 (CH-25) , 21,1 (CH3-26) , 19,0 (CH3-27) , 25,4 (CH2-28) , 12,2 (CH3-29).
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IV.6.2 Composé B

1
2

3

4
5

6 7

8
9 O

(CH2)17

O

HO

'1

'2

E-eicosyl-p-coumarate

CH3

Formule brute : C29H48O3

Poids moléculaire : 444 g/mol

Quantité du produit : 2,36 mg

Aspect : poudre blanche

Rf = 0,5 dans le système de solvant suivant : EP/Et2O : 70/30

Composé visible à l'UV et donne une couleur marron après révélation à la vanilline

sulfurique.

IR : KBr  υmax 3391 (OH), 1674 (COOR)  cm-1

EI-MS : 444 [M]+.

RMN 1H : (400 MHz, CDCl3, TMS)

7.43 (d, J= 8,5 Hz ,1H) = H-2

6,84 (d, J= 8,6 Hz ,1H) = H-3

6,84 (d, J= 8,6 Hz ,1H) = H-5

7,43 (d, J= 8,5 Hz ,1H) = H-6

7.62 (d, J= 16,0 Hz ,1H) = H-7

6.30 (d, J= 16,0 Hz ,1H) = H-8

4.18 (t, J= 6.7 Hz ,2H) = H-'1

1,69 (quint, J= 6.7 Hz ,2H) = H-'2

0.88 (t, J= 7,0 Hz ,3H) = H-'20

RMN 13C : (100 MHz, CDCl3, TMS)

127,4 (C-1), 129,9 (CH-2), 115,8 (CH-3), 157,5 (C-4), 115,8 (CH-5), 129,9 (CH-6), 144,2

(CH-7), 115,8 (CH-8) , 167,5 (C-9), 64,5 (CH2-'1), 29,7 (CH2-'2), 14,1 (CH3-'20).
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IV.6.3 Composé C

1
2

3

4
5

6 7

8
9 O

(CH2)19

O

HO

'1

'2

E-docosyl-p-coumarate

CH3

Formule brute : C31H52O3

Poids moléculaire : 472 g/mol

Quantité du produit : 2,73 mg

Aspect : poudre blanche

Rf = 0,5 dans le système de solvant suivant : EP/Et2O : 70/30

Composé visible à l'UV et donne une couleur marron après révélation à la vanilline

sulfurique.

IR : KBr  υmax 3391 (OH), 1674 (COOR)  cm-1

EI-MS : 472 [M]+.

RMN 1H : (400 MHz, CDCl3, TMS)

7.43 (d, J= 8,5 Hz ,1H) = H-2

6,84 (d, J= 8,6 Hz ,1H) = H-3

6,84 (d, J= 8,6 Hz ,1H) = H-5

7,43 (d, J= 8,5 Hz ,1H) = H-6

7.62 (d, J= 16,0 Hz ,1H) = H-7

6.30 (d, J= 16,0 Hz ,1H) = H-8

4.18 (t, J= 6.7 Hz, 2H) = H-'1

1,69 (quint, J= 6.7 Hz, 2H) = H-'2

0.88 (t, J= 7,0 Hz ,3H) = H-'22

RMN 13C : (100 MHz, CDCl3, TMS)

127,4 (C-1), 129,9 (CH-2), 115,8 (CH-3), 157,5 (C-4), 115,8 (CH-5), 129,9 (CH-6), 144,2

(CH-7), 115,8 (CH-8) , 167,5 (C-9), 64,5 (CH2-'1), 29,7 (CH2-'2), 14,1 (CH3-'22).


