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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Au fil des temps, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, vétements et pour ses besoins médicaux. L’utilisation thérapeutique des
extra ordinaires vertus des plantes, pour le traitement des maladies de I’homme est trés

ancienne et a évolué avec ’histoire de I’humanité.

Bien qu’une grande partie du XX™ siécle ait été consacrée a la mise au point de
molécules de synthese, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs, via le
repérage de sources naturelles a résulté la découverte d’un grand nombre de médicaments
utiles qui commencent & jouer un rdle majeur dans le traitement de nombreuses maladies

humaines M.

Dans le monde, 80% des populations ont recours a des plantes médicinales pour se
soigner, par manque d’accés aux médicaments prescrits par la médecine moderne et aussi
parce que ces plantes ont souvent une réelle efficacité. Aujourd’hui, le savoir des
tradipraticiens est de moins en moins transmis et tend a disparaitre. C’est pour cela que
I’ethnobotanique et I’ethnopharmacologie s’emploient a recenser, partout dans le monde, des
plantes réputées actives et dont il appartient a la recherche moderne de préciser les propriétés
et valider les usages. La recherche de nouvelle molécules doit étre entreprise au sein de la
biodiversité végetale en se servant de données éthnopharmacologiques. Cette approche permet
de sélectionner des plantes potentiellement actives et d’augmenter significativement le

nombre de découvertes de nouveaux actifs produits 2.

L’ Algérie, est un pays qui est connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémi-
que et appartenant a plusieurs familles botaniques ™.

Les ressources naturelles en plantes alimentaires, médicinales et aromatiques (PAMA)
constituent une richesse pour le développement socio-économique des populations de
I’ Algérie et en particulier celles des régions des Aurés et du nord du Sahara. L’étude chimique
de ces ressources (PAMA) est un sujet porteur depuis quelques années et les laboratoires

pharmaceutiques sont toujours en concurrence pour I'élaboration de nouveaux principes actifs
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d’origine végétale. Les activités de recherche passent tout d’abord par la récolte et 1’identifi-
cation des espéces végétales présentant un intérét en médecine traditionnelle en particulier, a
I’extraction de la matiére végétale, au criblage biologique des extraits obtenus, a 1’isolement
des molécules ainsi qu’a leur caractérisation par les différentes méthodes spectroscopiques et
a I’évaluation biologique des produits isolés a 1’état pur. Les structures découvertes ayant un
potentiel pharmacologique intéressant vont servir de modele moléculaire pour la conception
de nouveaux médicaments et faire face a la résistance bactérienne aux antibiotiques. A cet
effet, des investissements colossaux ont été entrepris par des laboratoires pharmaceutiques a
travers le monde pour la mise au point de médicaments susceptibles de guérir des maladies

telles que: le cancer, le sida et le diabéte ....etc.

Etant donné que les plantes médicinales offrent diverses biomolécules utilisées comme
remedes contre plusieurs maladies et qu’une frange importante de la population en Algérie et
notamment au niveau des zones rurales a recours aux plantes médicinales, réputées pour leurs
vertus thérapeutiques, il est impératif de donner beaucoup d’importance a cette catégorie d’es-
peéces végétales, et de réaliser des recherches phytochimique et pharmacologique sur cette
ressource naturelle pour en isoler de nouvelles molécules aux activités biologiques prometteu-
ses. Cette thématique transversale s’intéresse donc a la substance naturelle, support de 1’activ-
ité biologique. La chimie et la biologie sont donc indispensables pour préciser la relation entre
la structure et ’activité des molécules, notamment celles d’intéréts thérapeutiques. Ces comp-
osés bioactives sont vraisemblablement a I’origine du développement de I’industrie pharma-

ceutique 1.

Ce mémoire est consacré a 1’étude phytochimique d’une plante appartenant a la famille
Aste-raceae qui pousse au niveau de la région des Aures wilaya de Batna (Est Algerien), il
s’agit de 1’éspéce Pallenis spinosa qui est connue par sa richesse en divers métabolites
secondaires. Cette étude a I’objectif d’avoir la nouveauté des métabolites secondaires de cette

plante qui peuvent trouver une utilisation thérapeutique.
Ce travail sera presenté comme suit :

Le premier chapitre de ce travail concerne tout d'abord a 1’étude bibliographique de la

plante. Cette étude commence d’abord par une description botanique de la famille, de genre et
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de I’espece étudiée, cette description permet de positionner 1’espece étudiée dans la systéma-
tique des plantes Astéracées. Elle se poursuit également par les travaux antérieurs relatifs a
I’espece.

Dans le deuxiéme chapitre, nous aborderons un apercu général sur le type des

métabolites secondaires a isolé c’est les stéroides (les phytostérols et les oxyphytosterols).

Le troisieme chapitre est consacré aux résultats phytochimiques personnels obtenus a
partir des parties aériennes de la plante Pallenis spinosa. Cette partie décrit I'isolement, la pu-
rification et la caractérisation structurale de cinq produits naturels issus de I’extrait chlorofor-

mique ainsi que les techniques chromatographiques et spectroscopiques utilisées.

Le quatrieme chapitre résume les travaux expérimentaux réalises dans le cadre de I’inv-
estigation phytochimique des extraits bruts chloroformique et butanolique des parties aérienn-
es de la plante Pallenis spinosa : Fractionnement, purification et élucidation structurale des

composeés isolés.
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Chapitre | Rappels Bibliographiques

1.1 Généralités

1.1.1. Critéres de sélection des plantes

Afin d’isoler des substances nouvelles de plantes et de trouver de nouvelles voies
d’applications, tant dans les domaines de la pharmacie que de la cosmétique et afin de
rendre la stratégie d’isolement plus efficace, il convient de sélectionner avec soin les
plantes a étudier. Dans cette optique, certains critéeres ont été pris en compte pour sélec-

tionner les plantes d’étude phytochimique.
» L’enquéte ethnobotanique et ethnopharmacologique

Les informations d’enquéte montrent que les plantes utilisées, en médecine tradition-
nelle et qui ont été testées sont des plantes efficaces dans les modéles pharmacologiques ™.
Une plante qui pousse dans un milieu tropical riche en microorganismes (champignons,
bactéries, etc.) et parasites divers et qui ne présente aucun signe d’attaque par ces
microorganismes, serait susceptible de produire des métabolites secondaires (substances
chimiques synthétisées par les plantes) qui lui permettent de faire face a ces agressions.
Une telle plante peut étre une source inestimable de nouveaux produits possédant des
activités biologiques intéressantes (antifongique, antibactérienne, antiparasitaire ou anti-

oxydant par exemple) .
» Aspects botaniques et chimiotaxonomiques

La connaissance des plantes choisies sur la base des enquétes ethnobotaniques peut
étre enrichie par la connaissance botanique des especes citées. Les plantes appartenant aux
mémes familles ou a des familles voisines qui poussent dans les mémes biotopes sont sus-
ceptibles de synthétiser les mémes molécules chimiques. La chimiotaxonomie, ou classi-
fication des plantes, en fonction des leurs métabolites secondaires, compléte les classifica-
tions botaniques, basées sur des critéres morphologiques et moléculaires (génétiques) .
Elle permet (si des substances sont particulierement connues pour leur potentiel théra-
peutique), de choisir des plantes chimiotaxonomiquement proches de celles dans laquelle
la substance a été détectée et etudiée.

Par ailleurs, la rareté éventuelle d’une espéce, son époque de floraison et sa disponi-

bilité, en terme de quantité, peuvent également constituer des critéres de choix.
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» Etude bibliographique

Le chercheur devra se renseigner sur éventuels travaux scientifiques antérieurs (étude
bibliographique détaillée sur les connaissances phytochimiques des especes et de leurs
genres d’appartenance). Dans 1’optique de la découverte de nouvelles molécules ou de
nouvelles voies d’applications thérapeutiques ou cosmétiques, il est plus judicieux de choi-
sir des plantes qui ont été peu ou pas étudiées chimiquement. Cependant, si la famille ou le
genre a déja été étudié, il sera plus facile de trouver des procédés analytiques, d’identifier
rapidement les composés déja connus et de trouver des traceurs qualitatifs et quantitatifs.

Cela permet également d’¢éliminer les genres et/ou les especes connues pour leur toxicite.

» L’origine géographique commune

Parmi les critéres de choix des plantes : I’environnement de la plante, chaque région
se differe selon le type du sable, de I’eau et de météo ...). Les espeéces évoluant dans le

méme biotope sont susceptibles de synthétiser les mémes molécules chimiques.

1.1.2 Critéres de sélection des extraits

Le critére important ¢’est la quantité d’extrait brut (I’isolement des quantités suffisan-
tes a I’identification des composés pures). Plusieurs méthodes sont mises a la disposition
du phytochimiste pour évaluer les extraits bruts. Il s’agit du criblage chimique et biologi-

que.

» Criblage chimique

L’analyse des extraits bruts par chromatographie sur couche mince (CCM) et les
observations sous les lampes UV a 254 nm et 366 nm aprés revélation, avec des réactifs
chimiques spécifiques ', nous permet, dans un premier temps, d’avoir une idée sur les
classes de composés des extraits testés. L’analyse par HPLC/UV, couplée ou non a la MS,
des extraits bruts permet de déduire des informations importantes sur la composition de ces

extraits.

» Criblage biologique

Pour guider I’isolement de nouvelles molécules actives, chaque extrait est soumis a

une multitude de tests biologiques. Ces tests doivent étre simples, rapides et spécifiques
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pour permettre une sélection efficace des extraits. Notons toutefois qu’un résultat négatif,
obtenu pour un extrait testé sur une cible biologique donnée, n’exclut pas toujours la
présence de substances actives dans cet extrait (cas de synergie). Dans certains cas égale-
ment, la concentration de ces substances est peut tre treés faible pour que [’on puisse
détecter leur activité. Par conséquent, d’autres tests sont a envisager avant d’écarter
tel ou tel extrait. Dans le cas ou des extraits donnent des résultats positives, on peut pas-
ser a des étapes ultérieures de fractionnement de ces extrait pour rechercher les fractions
actives par priorité, jusqu’a obtention des molécules pures responsables de I’activité
biologique imputée a I’extrait ou a la plante (fractionne-ment guidé par 1’activité biolo-

gique) &,

1.1.3 Généralités sur les métabolites secondaires

Métabolites secondaires sont les substances chimiques synthétisées par les plantes,
ils sont des molécules qui constituent trés souvent la clé de vodte du systeme d’interac-
tions entre les plantes et leur environnement. D’une part, les pigments et les aromes
(flavonoides, caroténoides, terpénes...) sont trés souvent impliqués dans des relations a
bénéfices réciproques établies au cours de I’évolution entre plantes et animaux (polli-
nisation, dissémination des semences...). D’autre part, la plupart des métabolites secon-
daires des végétaux sont des phytoalexines (des molécules biologiquement actives),
impliquées dans la défense des végétaux. Les propriétés de ces molécules sont, trés
souvent, mises a profit dans le cadre des médecines traditionnelles et la médecine allopa-
thiqgue moderne a travers 1’usage de molécules purifiées ou issues d’hemisynthéses
chimiques. Dans certains cas, la synthese chimique est plus colteuse que la production
des molécules directement biosynthétisées par les plantes. La culture au champ de plantes
médicinales est parfois deélicate. Les efforts se sont multiplies depuis maintenant pres

de 20 ans pour produire des molécules & partir de cultures in vitro de tissus végétaux %,

Les métabolites secondaires (substances naturelles) issues des végétaux ont des
intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en
dermopharmacie. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments
d’origine végétale, la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles,

ou des matiéres premiéres pour la semi synthese.
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Ona longtemps employé des remedes traditionnels, a base de plantes, sans savoir
a quoi ¢étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du
19°™ siécle, en améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se
séparer et parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une
thérapeutique officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la phar-

macologie était mieux connue.

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches, basées sur
les cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment, le cas des phyto-
sterols et les oxyphytosterols qui sont utilisés, en thérapeutique, comme anti-inflamma-

toires, inhibiteurs enzymatiques.

1.2 Description Botanique

1.2.1 Famille des Asteraceées

1.2.1.1 Généralités

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. Les
Astéracées (Martynov 1820) anciennement appelées Composées (Compositae) (Giseke
1792), sont une famille appartenant aux Dicotylédones comprenant plus de 1500 genres et
plus de 25000 especes décrites dont 750 endémiques. C'est I’'une des familles les plus
importantes des Angiospermes. Ce sont presque toujours des plantes herbacées avec

souvent, des racines charnues rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes 31,

1.2.1.2 Position systématique

Selon Engler, les Asteracées appartiennent a ’ordre des Campanulales. Pour
Cronquist, cette méme famille est rattachée au superordre des Asteridées et I’ordre des
Astrales. Dahlgren classe la famille des Asteracees dans le super ordre des Asteriflorées et
I’ordre des Astrales. Thorne a €laboré une classification selon laquelle les Asteracées se

trouvent dans le superordre des Asteranées et I’ordre des Astrales =

Daprées APG II, I'immense famille des Asteracees est subdivisée en cing sous familles

principales : Barnadesioidées, Mutisioidées, Carduoidées, Cichorioidées et Astéroidées. **!


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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1.2.1.3 Caractéres morphologiques généraux

Cette famille présente des caracteres morphologiques divers : herbes annuelles ou
vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes
charnues ™. Bien que généralement ce soit des plantes herbacées a feuilles isolées M.
L'aspect de I’appareil végétatif est trop variable pour caractériser les Asteracées sur ce seul
critere. En revanche, cette famille est trés homogene au niveau de ses inflorescences trés
caractéristiques: le capitule et Le fruit est un akéne généralement surmonté d’un pappus

provenant du calice.

> L’inflorescence : Le capitule comprend un réceptacle plan ou plus moins bombé sur
lequel sont insérés de I'extérieur vers l'intérieur, en ordre spirale :
e D’abord des bractées stériles vertes (parfois écailleuses, a crochets ou épineuses)
formant un involucre.
e Ensuite des petites bractées fertiles non vertes ou paillettes, axillant chacune une
fleur.
L’ensemble forme une inflorescence composée, d’ou I’ancien nom de la famille. Les
capitules sont parfois isolées (paquerette), mais plus généralement ils sont a leur tour
diversement regroupés : en grappe, en épi, en cyme, ou encore en corymbe chez le groupe
des Radiées, voire en capitule .
> La fleur : les fleurs sont donc regroupées en capitules qui peuvent compter plusieurs
centaines de fleurs. Les capitules sont parfois réduits a quelques fleurs (genre Achillea)
voire, exceptionnellement a une seule fleur (genre Echinops) . Les fleurs sont sessiles,
axillées par une bractée mere. Le calice est trés réduit. Ces fleurs, a pétales soudées,
peuvent étre tubuleuses (on parle de fleurons) ligulées (on parle de demi-fleurons) ou trés
rarement bilabiées. Il y a 5 étamines dont les anthéeres sont soudées en tubes (androcée

synanthérée).

L'ovaire, formé de 2 carpelles est uniloculaire et ne possede qu'un ovule.
> Fruits : Ce sont des akenes (fruits secs indehiscents uniseminés) possedant, le plus
souvent, un pappus provenant du développement du calice apres la fécondation.

» Graines : Elles sont exalbuminées.
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1.2.1.4 Classification des Asteraceae

Selon le type de fleur composant le capitule, on distingue trois types de capitules ™! :
> Liguliflores dont les capitules sont uniquement composes de ligules (languettes
comme les pissenlits, chicoreées, etc);
» Tubuliflores dont les capitules sont uniquement composés de tubules (petits
tubes comme chez les chardons) ;
> Radiées : en faisant la synthése des deux types de fleurons on obtient les radiées
dont le capitule est composé de ligules imitant les pétales a la périphérie et de

tubules imitant les étamines et le pistil au centre %3],

Cing étamines soudées en tube par les anthéres, autour du style. Dans tous les cas, le
fruit provenant de l'ovaire infere est un akene surmonté généralement d'une aigrette de

soies (Pappus) provenant du développement du calice aprés fécondation.!*21%1€]

1.2.2 La tribu Inulée

1.2.2.1 Généralités

L’Inulée est une tribu comprend 38 genres et environ 480 espéces. Elle a été
initialement établi comme I'un des Cassini (1819, 1822) 20 tribus. Il a inclus un certain
nombre de genres désormais classés dans la Astereae, et a exclu quelques genres désormais
considérés comme des membres de la Inulée ou séparer les deux tribus Gnaphaliées et
Plucheeae (par exemple Pluchea). La classification de sous-tribu a été essentiellement

répétée par HOFFMANN (1890), qui a aligné I'orthographe des noms subtribale.

Les genres les plus connu de la tribu inulées sont : Asteriscus Y, Nauplius *?, Bubo-
nium, Pallenis, Odontosperum, Rhanterium, Buphtalmum, Saulcya, Athalmum:*%! La
nomenclature et la classification de ces genres et leurs especes changent selon la taxo-
nomie proposée par les botanistes basant sur des critéres morphologiques. Les genres
Asteriscus, Buphtalmum, Nauplius, Bubonium, Odontosperum, Rhanterium ont des carac-

téres botanique trés proches au genre Pallenis !,

10
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1.2.2.2 Etude chimique de quelques espéces des genres d’Inulée

En ce qui conserne 1’étude chimique antérieure de la tribu Inulée, on prend comme

exemple les genres suivants :

Le genre Nauplius

Une étude chimique réalisée sur I’extrait chloroformique de Nauplius graveolensa a pe-
rmis ’identification de six sesquiterpénes lactones dont quatre asteriscunolides a squelette
humuléne. 1l s’agit de : 14,15-diméthyl-8-oxo-tétracycliqu [6.3.2.1] dodéca-12,1-olide 1,
6,7, 9,10-tétradihydroasteriscanolide 2, 8-oxo-humula-6Z,9Z-dien-12,1-olide 3, 8-oxohu-
mula-6E,9Z-dién-12,1-olide 4, 8-oxo-humula-6Z,9Z-dién-12,1-olide 5, 8-ox0-6E,9E-dién-
12,1-olide 6% .

(%)
I~
o
o

6Z,9Z | 6E,9Z | 6Z, 9E | 6E, 9E

- Le genre Asteriscus

Asteriscus sericeus les métabolites isolés de cette espéce sont les dérivées d’asteris-
cunolide humulene. Une autre étude phytochimique réalisée sur I’extrait méthanolique des
parties aériennes ¥ a abouti a I’isolement de huit composés : asteriscunolide 3-6, 6-0x-
ocyclonérolidol 7, 6a-hydroxycyclonérolidol 8, B-sitostérol 9 et stigmastérol-f-D-gluco-

pyranoside 10.

11
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1, 1

X

Glu-0

10

Une étude phytochimique de I’extrait chloroformique de Inula crithmoides B, a
permis d’isoler et d’identifier les triterpeénes suivants : B-amyrine (3-hydroxyoléan-12-éne),
11, a-amyrine (3-hydroxyurs-12-éne), 12, stigmastérol 13, B-sitostérol 9. L’étude de
I’extrait acétate d’éthyle a mis en évidence la présence d’un flavonoide nommé quercétine

ou 3, 5,7,3°, 4’-pentahydroxyflavone 14.

12
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- Le genre Odontospermum

Ainsi 1’étude chimique de I’espéce O. graveolens B a abouti a I'isolement et la

20,21,22, 23 et 24.

5116 (17 |18 (19 |20 |21 |22 |23 24
R|H |[H |[H [H [OAc |OAc | OAc | OAc | OAc H
X|o |o |0 |Oo |O o) o) o) o) oOH,H
A°lE |E |Z |z |E E Z Z E E
AlE |z |z |E |E Z E Z Z Z

Une recherche bibliographique exhaustive a permis de relever des études phytochimi-
ques a été réalisée sur ’espéce Odontospermum pygmaeum 2324, Ces études ont abouti a
la mise en évidence de six composés ; 3-O-B-D-glucopyranosyl stigmastérol 10, stigmasté-
rol 13, 3-O-B-D-glucopyranosyl -Sitostérol 25, 26, 27 et 28 dérivés du thymol et farnésol.

Leurs structures sont représentées ci-dessous.

26 27 28

R H OCOCHMe, | OCOCH,CHMe;

R, |OCOCHMe, OCOCHMe;| OCOCHMe,

Rs; |OCOCHMe, OCOCHMe;| OCOCHMe,

13
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1.2.3 Le genre Pallenis

Le mot Pallenis est dérivé de palea (paillettes). Ce genre de plantes appartient a la
tribu naturelle des Inulées. Les caractéres génériques du Pallenis sont ®® : Capitules
hétérogam, fleurs margiales sur deux rands. Involucre double, I’extérieur étalé et constitué
par des bractées foliacées, spinescentes, étalées en étoile; dépassant ou non les ligules;
I’intérieur a bractées coures, cuspidées. Akéne dimorphes, ceux du rayon trés comprimés
d’avant en arriére, ailés latéralement et a ailes membraneuses, sans aigrette ou presque
(différence avec Asteriscus); ce disque coprimés latéralement, avec une seule aile
longitudinale et postérieure a aigrette courte, coroniforme, membraneuse et fortement
laciniée 2%,

C'est un genre méditerranéen typique, occurrence dans le désert et cotier habitats de
I'Europe méridionale, I'Afrique du nord, les Tles Canaries et le le Moyen-Orient. En se
basant sur les données des deux réferences Ozynda 2 et Quzel B disant que le genre
Pallenis est un genre monotypique contient qu’une seule éspece Pallenis spinosa

avec deux Sous especes:

Sous espece Cuspidata (Pom.)Batt. Feuilles caulinaires longuement cuspidées,
plante gréle, involucre externe a bractées étroites, courtes, souvent dépassées par les ligu-

les, réceptacle & paillettes internes non ailées sur le dos. Special aux régions steppiques 2.

14


http://wikipedia.qwika.com/en2fr/Habitat_%28ecology%29

Chapitre | Rappels Bibliographiques

Sous espéce Eu-spinosa M. Plant robuste généralement velue, involucre externe a
bractées oblongues ou lancéolées, dépassant les ligules, égales ou inégales, réceptacle a

paillettes internes soit non ailées, soit ailées sur le dos 2.

1.2.4 Espeéce Pallenis Spinosa

1.2.4.1 Ethymologie

Les fleures de cette plante deviennent brunatres, en se fanant, d’ou le nom généri-
que, dérivé d’un verbe latin, signifiant « perdre sa couleur », I’épithéte spinosa, s’applique

aussi bracées « épineuses » B4,

1.2.4.2 Caractéristiques botaniques

C’est une plante herbacée, annuelle ou biannuelle, dont la tige, haute d’environ un
pied, est dressée, dure, velue, un peu rameuse, presque dichotome. Les feuilles radicales
sont étalée, longues, étrécies vers la base, obtuses au sommet, denticulées sur les bords,
velues. Celles de la tige sont alternes, sessiles, embrassantes, lancéolées et velues, les
posées de fleurs jaunes, réunies en capitules de 18 a 25 mm (Figure 1.1let 1.2). On trouve
cette plante sur le bord des champs, dans les provinces méridionales foréts claires,
paturages, 2 Lieux incultes de la région méridionale, bord des chemins commun, ou elle

fleurit en Juin et Juillet 234,

Cette espece est distribuée dans toute la région méditerranéenne : Moyen-Orient,
Amman, Jarash, Palestine B¢, Libya ¥, Maroc ®%, Egypte “% Europe, Nord d’ Afrique
(41 et Algeriet?.

Figure 1.1: Pallenis spinosa L. (Cass.)

15
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Figure 1.2: les parties aériennes et les racines d’éspéce Pallenis spinosa L. (Cass.).

16
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1.2.4.3 Noms vernaculaires et Synonymes

> Synonymes : les synonymes les plus connu sont !
- Asteriscus spinosus (L.) Gren. & Godr.
- Athalmum spinosum (L.) Kuntze
- Bubonium spinosum (L.) Hill
- Buphthalmum asteroideum Viv.
- Buphthalmum spinosum L.

- Pallenis spinosa (L.) Cass.

Aterescus spnosus G.G.

» Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires les plus communs de I’espéce Pallenis spinosa sont regroupés
dans le Tableau I.1:

Tableau 1.1 : Les noms vernaculaires communs de Pallenis spinosa.

Noms vernaculaires

Arabe Nouged ou Rebian.

Francais | Astérolide épineux - Buphthalme épineux - Pallénis épineux.

Anglais Spiny Fleabane - Spiny Golden-star - Spiny Starwort.

Allemand | Stachliges Sternauge - Stechendes Goldauge - Stechendes Sternauge.

Italien Asterisco spinoso.

Espagnol | Castafiuela - Estrellada Espinosa.

s Aotepiokog o axavlwtdg - Kapedyopta - Kapeodyopto - [larrevign
rec
aykobm.

Le code de taxon de ’espéce Pallenis spinosa est Ps 7.

17
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1.2.4.4 Classification systématique
Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.

Ordre:  Asterales.
Famille : Asteraceae.

Tribu : Inuleae.
Genre :  Pallenis.

Espéce : Pallenis spinosa.

1.2.4.5 Utilisation médicinale

L’espece Pallenis spinosa est utilisée éventuellement comme remede de quelques

maladies 1**°! présentées dans le tableau suivant (Tableau 1.2) :
Tableau 1.2 : Quelques maladies remédes par Pallenis spinosa.
_ Partie utilisée ) . S
Maladie Méthode utilisée Administration
de la plante
Maladies gastriques. ) ) _
. _ _ Plante fleurées Infusion ou Decoction Orale
Problémes de circulation.
Blessures. Plante fleurées Infusion ou Decoction | Orale et topique
Inflammation. Plante fleurées Infusion ou Decoction Topique
Infections bucales, ) ) )
o Plante fleurées Infusion Topique
Problems de respiration.
Douleurs. Fleures Infusion Orale et topique

Un groupe espagnol a fait une étude des extraits de la plante montre une activité

Anti-insect [*®],

18
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1.2.6 Etudes chimiques antérieures de I’espéce Pallenis spinosa

Une recherche bibliographique réalisée sur 1’espéce Pallenis spinosa montre qu'elle a
fait I'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Ce qui a permis d'isoler un nom-
bre intéressant de substances naturelles connues pour leurs diverses activités biologiques,

dont les plus majoritaires :
1.2.6.1 Les sesquiterpenes

Les études phytochimique antérieures réalisée sur I’espece Pallenis spinosa, ont mis
en évidence des oplodiols comme les eudesmanes, germacrane et ses derivés de type ses-
quiterpéne (791 3B-acétoxy-4B-hydroxypallenone 29, 3B, 4p dihydroxypallenone 30, 3B-
acetoxyoplopanone 31, 3p-hydroxyoplopanone 32, oplopanone 33, dicétone d’oplopalle-
none 34, eudesmane 35, 3 B-hydroxyoplodiol 36, le diacétate eudesmane 3 B-acetoxyop-
lodiol-1-acetate 37, un céto-acétate d’oplodiol 38, 3B-acétoxy-4p-hydroxyge-rmacra-1(10),
5-diene 39, 3p,4p-dihydroxygermacra-1(10),5-diéne 40, a- cadinol 41, T-Cadinene 42, 8-
acetyltovarol 43, shiromool 44 et 1B, 100 ; 4B,5a-diépoxy-7-germacran-6p3-ol 45 et le
diastérioisomere de 1,10-époxide de shiromool (46), 1,10-époxide de3p-acétoxy-4p-hydro-

xygermacra-1(10), 5-diéne 47et I’isodocane 48.

R X
= AR 35 | Ac | B-OH,H
R 22 ¢ 36 | H | p-OH H
32 | OH 2
29 Ac 33 H 37 | OAc | B-OAc, H
30 H 31 | 0 38 | AC 0
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1.2.6.2 Les Flavonoides

L’¢étude phytochimique réalisée sur les parties aérienne de I’espéce Pallenis spinosa,
a mis en évidence 11 flavonoides °® : la patuletin 49, 3-O-p-D-galactoside 50, 7-O-B-D-
galactoside 51 et 3-O-B-L-rharnnosyl (1-6)-B-D-galactoside de patuletin 52, le 5-O-p-D-
glucoside 54 et 7-O-B-D-glucoside de tricin 55, le 3-O-p-D-galactoside de quercétine 57 et
quercetin 3-méthyl éther 58, le aglycones kaempferol 59 et le 3-méthyl éther 60, le
3,5,6,7,3'-penta-méthyl éther 62 et 3,5,6,7,3',4'-hexamethyl ether de quercetagetin 63.

20
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R1 R2
49 H H
50 Gala H
51 H Gala
52 Rham-Gala H

R1 R2
53 H H
54 Gluc H
55 H Gluc

R
56 H
57 Gala
58 Me

R
59 H
60 Me
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R1 R2 R3 R4 R5 R6
61 H H H H H H
62 Me Me Me Me Me H
63 Me Me Me Me Me Me

1.2.6.3 Huiles Essentielles

5 ], s’est intéressée a I’extraction de 1’huile essenti-

D’autre part, une €quipe Italienne
elle de I’espece Pallenis spinosa et a I’identification de ses constituants. Au total, ils ont
obtenu 38 composés identifiés par la GC et GC-MS. 60% de I’huile sont des sesquiterpe-

noids oxygénés, regroupes dans le Tableau 1.3.
Les constituants majoritaires sont :

e Germacra-1(10) ,5-dien-3,4-diol (18.4 %).

e qa-cadinol (14.1%).

e 3-acetoxygermacra-1-(10) ,5-diene-4-ol (13.0 %).
e T-cadinol (8.2 %).

e J-cadinene (5.8 %).

22
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Tableau 1.3: La composition de I’huile essentielle de I’espéce Pallenis spinosa.

Pourcentage Pourcentage
Composant 0 Composant J
(%) P (%)
p-Pinene 0.4 y-Elemene 0.3
a -Phellandrene 1.5 Germacrene D-4-ol 3.2
p-Cymene 26 Globulol 0.3
Phenylacetaldheyde 0.3 B-Oplopenone 0.4
Decanal 0.5 T-Cadinol 8.2
Thymol methyl ether 4.2 o-Cadinol 14.1
CioHig 0.2 Torreyol 17
p-Methoxyaceto- 03 Germacra-1(10)
: ’ 18.4
phenone 5-dien-3,4-diol
Undecanal 0.4 C1eHoaO 0.6
151124 :
a-Cubebene 0.3 Phytol 09
B-Caryophyllene 0.3 6,10, 14-Trimethy1-2- iy
a-Cadinene 0.4 Pentadecanone .
(E)-B-Farnesene 0.8 3Acetoxygermacra- 130
y-Murolene 0.4 1(10), 5-dien-4-ol '
Germacrene-D 1.0 Palmitic acid 3.8
Bicyclogermacrene 3.6 Methyl linoleate 0.6
CisHozs 0.4 Methy! linolenate 0.3
a-Muurolene 1.1 Heneicosane 0.1
Viridiflorene 1.2 Tricosane 0.3
y-Cadinene 15 Pentacosane 04
3-Cadinene 58 Heptacosane 0.2
Elemol 0.3
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Chapitre 11 Etude Des Steroids

11.1 STEROIDS

11.1.1 Etymologie

Le terme stéroide tire son origine du mot grec” Stéréos" signifiant "Solide" est désig-
nant toutes les molécules comportant un squelette tétracyclique correspondant a un per-
hydrocyclopentanophénanthréne (Gonane) (Figure 11.1.1) %54,

Les stéroides representent un ensemble de molécules dérivees du cholestérol ou de ses
homologues particulierement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe de

substances naturelles présente une sous-classe de triterpenes. Les quatre cycles sont

)

Figure Il. 1. 1 : Structure de base des stéroides

désignés par les lettres A, B, C et D.

11.1.2 Généralités

La numérotation des atomes de carbone du squelette stéroidique 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 (1 a 10); on passe ensuite aux atomes du cycle C
(11 & 14) puis D (15 & 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(Figure 11.1.2). Les deux cycles
A et B peuvent avoir aussi des insaturations au niveau des carbones C-4, C-5 et C-7
(Figure 11.1.3) 5559,

(R = diverses chaines latérales)

Figure 11. 1. 2 : Numérotation des atomes de carbones de Stéroide.

25



Chapitre 11 Etude Des Steroids

Insaturations (C-5, C-7)
Figure 1. 1. 3: L’insaturation au niveau des cycles du noyau stéroidique.

Dans certains composés stéroidiques, le cycle A peut étre aromatique (les cestroge-
ne), les cycles A, B et C sont aromatique appellant les steroids triaromatiques (Sédiments
ou Pétrole) 2. Cette aromaticité entraine obligatoirement la perte du méthyle angulaire en
C-10 et/ ou C-13 (Figure 11.1.4) 5460611,

Stéroides triaromatiques

Figure 11.1.4 : Les Structures de base des Stéroides Aromatiques.
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11.1.3 Nomenclature

Les régles de nomenclature des stéroides sont celles énoncées par 'ITUPAC-1UB f63],
La nomenclature des stéroides naturels est basée généralement sur le nom du squelette de
base. Les noms des stéroides dérivent de plusieurs molécules de base : Oestrane 63 (18C),
I’androstane (19C) 64, le prégnane (21C) 65, le cholane (24C) 66, cholestane (C27) 67,
Compestane 68, I’ergostane 69 (28C), le stigmastane 70 et poriferastane 71 (29C)
Cardanolide 72 (21C), Furostane 73 (27C) et Spirostane 74 (23C). Dans ces structures la
configuration (20R)-8pB, 9a, 108, 13B, 14a, 17p est implicite. La configuration en C-24 de

Iergostane et du stigmastane est respectivement S et R 1% 64661,

66 R= MC\/ R m

-%
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3 @)
R=§:N Rsm R= =
70 a 2

13 74

Ces structures différents par la substitution sur les positions 10,13 et 17 (noyau stéroidi-

que) et par la chaine latérale:"*®

1- Oestrane (appelée aussi norandostrane) (18C) qui comporte, en plus des 4 cycles A,
B, C, D un méthyle en position 13. A cette série appartient I'cestrone 75, hormo-ne
féminine (Figure 11.2.1).

2- Androstane, (19C) qui comporte deux méthyles en positions 10 et 13. Le principal
représentant de cette série est la testostérone 76, qui est une hormone masculine
(Figure 11.2.1).

3- Prégnane, (21C) avec deux méthyles en 10 et 13 et un groupement éthyle en 17,

comme dans le cas de la cortisone 77 (Figure 11.2.1).

O

. 9,

Oestrane HO

7
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Androstane Y 76

Prégnane

Figure 11.2.1 : Les séries des stéroides.

Les hydrocarbures triterpéniques a squelettes lanostane 78 et cycloartane 79, sont égale-
[58, 65, 66]

ment utilisés dans la nomenclature systématique des stéroides

S

\\“.
e

o
T nn

N\\\\\\\\
& T

29 29

18 9

La nomenclature de I'insaturation au niveau du squelette stéroidique, representée par

le symbole AV, Les variables x, y et z indiquent les positions des liaisons insaturées.
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Le groupement fonctionnel prioritaire est ajouté, comme suffixe, au nom original du
squelette stéroidique. D’autres groupements sont ajoutés, comme prefixes, par utilisation
de termes spécifiques 23458681 On citera les termes :

- Nor indiquant la contraction d’un cycle.
- Homo présentant I’expansion d’un cycle.
- Seco pour indiquer la scission d’une liaison.
- Des utilisé pour indiquer I’élimination d’un cycle ou un groupement Méthyl.
- Abeo indiquant la contraction d’un cycle et I’expansion simultanée d’un cycle
contigu.
Quelques exemples sur ces régles sont cités ci-dessous (Figure 11.2.2) 4

i H
p-homo-35f-pregnane 3 4-seco-3o-cholane

82 83

2_3-seco-5[-androstane-2 3dioic acid 3o, Sw-cvclocholestane

84 85

Figure 11.2.2 : Nomenclature des stéroides.
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11.1.4 Stéréochimie

La relation entre la stéréochimie et 1’activité biologique est assez marquée dans le
champ stéroidique. Comme on peut le constater, dans le cas du cholestérol 86, il y a un
nombre élevé de carbones asymeétriques, ce qui supposerait un grand nombre de stéréo-
isomeres.

La stéréochimie des stéroides au niveau des carbones C-5 et C-14 est representée par
les deux lettres grecques o et B. a présentant la face inférieure de cycle et B la face supé-

rieure, ceci par rapport aux méthyles angulaires axiaux de conformation f.

Dans le cas des stéroides naturels, la chaine latérale est le plus souvent B orientée et
la jonction entre les cycles B et C, est toujours de type trans. Toutefois, les stéroides a

jonction cis peuvent étre préparés synthétiquement, la jonction entre les cycles C et D est

souvent de type trans (Figure 11.3.1), cependant il y a quelques exceptions pour les hétéro-
 [58. 66, 68-70]

sides cardiotonique

A/B cis, C/D trans

A/B trans, C/D trans

Figure 11.3.1: La jonction entre les cycles du noyau stéroidique.
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La jonction entre les cycles A et B peut étre soit de type:

Type trans Type cis
comme dans la trans décaline 87 comme dans la cis décaline 88
H H "
% % — ﬁj
H
—_— e
-
H
Exemple de cholestane Exemple de coprostane

Cet aspect de la jonction conduit donc a deux types de stéroides différenciables uni-

quement par la conformation 50 ou 5B P8 ¢ €8 comme il est indiqué dans la Figure 11.3.2.

19
CH3 CH3
L 10 H
~ ;
3 5
H 5a 5p

Figure 11.3.2: Type de stéroids selon la conformation 5a ou 5p.

Les jonctions trans dans les trois cycles A, B et C (Figure 11.5), imposent une
conformation rigide pour la molécule. Cette rigidité occasionne inévitablement des
tensions stériques, du fait que la molécule ne bénéficie plus de I’interconversion habituelle

du cyclohexane 072,

Face p

Face a

Figure 11.3.3: Conformation rigide des jonctions trans (cycles A, B et C).
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11.1.5 Les Principaux Stéroides

Les steroides comprennent une grande variété de composés naturels parmi lesquels se
trouvent : les hormones sexuelles, les hormones corticosurrénales, les acides biliaires, les
stérols, les glucosides cardiotoniques, les sapogénines, quelques alcaloides et d’autre
groupes mineurs 8. Les stéroides les plus importants se retrouvent dans les hormones, les

acides biliaires et certaines vitamines 61,

11.1.5.1 Les hormones

Les hormones sont des molécules émises par une glande. Elles ont des structures
différentes : acides aminés, polypeptides ou stéroides. Ces derniéres sont des régulateurs de
I’activité biologique (caractéres sexuels secondaires et physiologie de la reproduction).

Les hormones sont bio synthétiseées a partir du cholestérol. Leurs structures n'ont été
élucidées que depuis une cinquantaine d'années en raison de leurs tres faibles proportions
dans I'organisme, elles sont de deux types 7
e Les hormones sexuelles :

1. Les androgenes : ce sont des hormones males (testostérone 89 et androstérone
90) produites par les testicules la testosterone responsable du caractére male et
qu'on retrouve dans les urines sous forme d'androstérone. Elles sont responsa-
bles des caracteres masculins (pilosité, gabarit, voix grave...).

2. Les oestrogenes: ce sont des hormones femelles comme (cestrone 75 (follicu-
line), cestradiol 91 dont la présence dans les urines dénote la grossesse. Elles
controlent le cycle menstruel et sont responsables du développement des
caracteres sexuels secondaires féminins (voix, pilosité...).

3. Les progestatifs: sont plus communément connus sous le nom d’hormones de
« grossesse » (progesterone 92). Associées aux oestrogenes, elles sont respon-

sables de la nidation de I’ovule fécondée et régulent I’évolution de la grossesse.

o Les Corticoides

Elles sont produites au niveau des glandes surrénales (corticosurrénales). La
fonction oxygénee en C-11 est caractéristique de ce groupe dont la plus connue est la
cortisone 77 et aldosterone 93. Elles ont la particularité d'étre substituées en position 5 ou

9 comme la dexaméthasone 94. Elles sont utilisées comme médicaments et se sont avérées
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plus actives que la cortisone *®. Ce sont des anti-inflammatoires trés puissants (traite-

ment des allergies, de I’asthme, des rhumatismes, de I’arthrite...) et elles participent au
controle du métabolisme des protéines et des glucides.®"!

OH

|\D
(98] T

Figure 11.4 : Quelques hormones stéroidiennes.

11.1.5.2 Les acides biliaires

Les acides biliaires proviennent de la dégradation du cholestérol 86 au niveau du foie et

sont secrétés par la bile, d'ou leur nom. Le plus important est I'acide cholique 95, qu'on

retrouve sous forme d'acide glycocholique 96, dont le r6le est I'émulsification des graisses
au cours de la digestion ©°.
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\\\\\\\\

H
R=OH
R=NH-CH2-CO2H

{1
0
(=

11.1.5.3 Autres composés

La vitamine D2 97 joue un grand r6le dans le métabolisme des ions calcium. On peut
citer un stéroide particulier, la digitoxigénine 98 qui est présente dans certaines plantes
sous forme de glycosides (combinaison avec un sucre). Cette derniere a la particularité
d'avoir des jonctions cis pour A/B et pour C/D; elle sert a préparer la digitaline, qui est un
médicament pour les affections cardiaques ®°.

11.2 LESSTEROLS

11.2.1 Définition des Stérols

La majorité des stéroides sont des alcools, on les appelle stérols P88 Les stérols
sont des stéroides dérivant des triterpenes et formant ainsi tout un groupe d’alcools solides
[52.€0.85] "}Is sont des composés tétracycliques comportant le plus souvent 27, 28 ou 29 at-
omes de carbone. Le noyau perhydrocyclopentanophénanthréne posséde le plus souvent

une double liaison fréqguemment en 5(6), mais que 1’on peut rencontrer en 7(8), beaucoup
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plus rarement en C-8(9), en C-8(14) ou en C-9(11). Les groupes méthyle 18 et 19, la fonc-
tion alcool en 3 et la chaine latérale en 17 sont en configuration p %% ™ ™ | a chaine la-
térale qui peut étre saturée ou comporter une ou deux doubles liaisons possede 8, 9 ou 10
atomes de carbone (Figure 11.5). Ils sont les constituants des membranes de divers

métabolites cellulaires, dont le plus caractéristique est le cholestérol 86 ™!,

IIs sont trés répandus dans les regnes :

» Végétal, depuis les champignons inférieurs jusqu’aux plantes supérieures [88],

» Animal, de la bactérie aux métazoaires (spongiaires, madrépores, vers, mollus-
ques, insectes, reptiles, mammiféres) les plus complexes .
» Minéral, dans les sédiments d’origine organique bien qu’en fait provenant

initialement de végétaux ou d’animaux (561,

11.2.2 Quelques Stérols différent selon I’insaturation

Les stérols sont appelés par opposition & leurs homologues saturés, les stanols "), Voila
quelques structures séroliques différent selon 1’insaturation au niveau de la chaine latérale

et ou dans le noyau stéroidique '™ (Tableau 11.1).

Figure 11.5 : Structures stéroliques selon I’insaturation.
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Tableau 11.1 : Différentes structures stéroliques selon I’insaturation.

Nom

Cholestanol

Ergostanol (24R)

Ergostanol (24S)

Stigmastanol (24R)

21

2 24
20 &R s 2
N 27
a

21,

2 24
.20 2526
V\lfv‘ 23
N 27
b

Cholestérol

Campesterol (24R)

Sitostérol (24R)

Cholesta-5,22-dien-3p-ol

Brassicastérol (24S)

Stigmastérol (24S)

21
21 2 24 .
.20 K 55 26 7
V\lfv‘ 23
N 27
C

2 24
20 N
N

d

26

27

Desmostérol

Ergosta-5, 24(28)-dien-3p-ol

Isofucostérol[24(28)Z] 2 Lo 2 2 s g R A . 26
Fucostérol[24(28)E] "IL"’ 2 2725 "I‘l’l‘” 23 !
Codistérol (24S) . ¢
Stigmasta-5, 25-dien-3p-ol

Stigmasta-5, 25-trién-3p-ol

Lathosterol -~

Ergosta 7, 22-dién-3p-ol 2 0 2 24 2 21,y 2 24
Schotténol (24R) v 3 [P M
Ergosta-7, 22-dién-3p-ol N ] 27 N ) 27

Spinastérol (24S)

Epistérol

Isoavénastérol [24(28)E]

Avénasterol [24(28)Z]

Stigmasta-7, 25-dien-3p-ol

Stigmasta-7, 22, 25-trien-3p-ol

N 27

OOV NNV NNV AN AN NN OO O 01| 01 O1] 01| 01| 01| O1] O1] O1

| T X[ == O = X|=|t|]| | = Q| T D || = X|Q ||| =n|O|=|O|T|T|®||>|D|D ||

Zymostérol ! !
Fécostérol

Stigmasta-8, 22-dién-3p-ol ~

Stigmasta-8, 25-dien-3-ol 8 2 R A 262 P
Stigmasta-9(11)-én-3p-ol 9(11) weo 3 [® N
7- Déhydrocholestérol 5,7 N 27 N 27
Ergostérol (24S) 5,7 K !
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11.2.3 Classification des stérols

Les stérols sont retrouvés chez beaucoup de microorganismes. Il n'existe, a vrai dire,

aucune classification spéciale des stérols. Selon I'origine biologique %, ils peuvent étre

regroupés en familles : stérols fongiques, stérols animaux et stérols végétaux et stérols

algues. Ces familles de stérols sont illustrées en Figure 11.6 par leurs principaux représen-

tants. Le stérol majeur est I’ergostérol dont la particularité est la présence de deux liaisons

alcenes conjuguées.

X/
L X4

X/
L X4

Zoostérols : dont les stérols chez les animaux. Les membranes animales contien-

nent un stérol prépondérant : le cholestérol (cholestanol).

Mycostérols : (stérols chez les champignons inférieurs) Les stérols fongiques ont
été tres étudiés chez la levure. Le stérol majeur est I’ergostérol dont la particula-
rité est la présence de deux liaisons alcénes conjuguées. Les autres stérols prépon-
dérants chez la levure sont I’épistérol et le zymostérol 2>,

Phytostérols : (stérols chez les plantes supérieures) Les végétaux contiennent un
mélange complexe de stérols composé essentiellement de sitostérol, de campes-
térol et de stigmastérol Y. Ces trois stérols différent des stérols décrits précédem-
ment par la présence d’une insaturation en position 22 (cas du stigmastérol) et la
longueur de la chaine alkyle greffée sur le carbone C-24 (un seul carbone dans le
cas du campestérol, deux pour le sitostérol et le stigmastérol). Cependant, de nom-
breux autres stérols végétaux sont connus, notamment des intermédiaires biosyn-
thétiques. Chez le mais par exemple, soixante et un stérols et dérivés sont identi-
fiables dans divers organes %, (La composition stérolique varie selon les familles

de plantes).

Stérols chez les algues : Les stérols sont retrouvés chez beaucoup de microorgani-

smes comme les microalgues ou les protozoaires 2.

Notre étude étant consacrée a des plantes supérieures, nous nous sommes intéressées ex-

clusivement aux phytostérols.
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Cholestérol Ergostérol

(Vertibrés) (Champignions)

g

Campestérol B-sitostérol Stigmastérol

Plantes supérieures

Figure 11.6 : Structures des pricipaux stérols.

11.2.4 Biosynthese des stérols

Les stérols appartiennent & la famille des isoprénoides. Cette famille rassemble aujour-
d’hui plus de 30 000 composés. Ces molécules ont une grande diversité de structures et de
fonctions mais ont en commun de dériver de 1’assemblage du méme motif: 1’isopréne
CH2=C(CH3)—CH=CH3 4. Les monoterpénes sont composés de deux motifs isopréni-
ques, les sesquiterpenes de trois, les diterpénes de quatre, les triterpenes (dont les stérols)
de six et les caroténoides de huit motifs isopréniques.

Chez les plantes, 1’élucidation de la voie de biosynthése des stérols a été réalisée no-
tamment grace a I’utilisation d’inhibiteurs biosynthétiques. Cette approche permet de ren-
seigner a la fois sur les mécanismes enzymatiques des enzymes ciblées par ces inhibiteurs
et aussi sur les conséquences physiologiques du blocage d’une étape de cette voie sur le

développement des plantes *%,

Les stérols sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique et toutes les enzymes en
aval de la cyclisation de I’époxyde de squaléne sont membranaires °Y). Les étapes de la
biosynthése des stérols different entre le regne végeétal et les regnes animal et fongique.

Cette dichotomie présentée en Figure 11.9 débute par la premiére réaction subie par 1’épo-
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xyde de squaléne, qui est cyclisé en lanostérol chez les organismes non chlorophylliens
(Champignons et Animaux), alors qu’il est cyclisé en cycloarténol chez les Végétaux. Le
cycloarténol posséde un cycle propanique impliquant les carbones C-9, C-10 et C-19, alors
que le lanostérol posséde une double liaison en A® et un groupement méthyle sur le carbone
C-10.

La synthese des stérols est poursuivie par des étapes qui sont souvent communes aux
deux groupes. Cependant, I’ordre des réactions enzymatiques et la spécificité peuvent var-
ier selon le groupe. Deux réactions caractéristiques sont toutefois propres au regne végeétal:
tout d’abord, 1’ouverture du cycle propanique par la COI (cycloeucalénol-obtusifoliol iso-
mérase) 12, ensuite les méthylations successives en C-24 et C28 respectivement par SMT1
et SMT2 (S-adénosyl-méthionine-stérol C méthyltransférase), enzymes responsables de la

formation des ethylstérols, stérols typiquement et spécifiquement végétaux [°% %41,

A partir du cycloarténol, onze étapes successives meénent au sitostérol chez les
plantes: étapes de déméthylation sur les carbones C-4 ! et C-14 %1 ¢tapes de formation,
isomérisation et réduction de doubles liaisons Y. Les deux déméthylations successives sur
le carbone C-4 permettent de passer a partir de 4,4-diméthyl stérols a des 4-méthyl stérols
et enfin a des 4-desméthyl stérols. Le cholestérol animal et 1’ergostérol chez la levure sont
synthétisés selon les mémes processus enzymatiques mais a partir du lanostérol. Le

cholestérol végétal est synthétisé a partir du cycloarténol.

La biosynthese des stérols s’articule autour de trois grandes séquences. Tout d’abord, la
synthése de I’IPP (isopentényl diphosphate) qui est la molécule de base de la synthése des
isoprénoides, ensuite la condensation successives de six molécules d’IPP pour former
I’époxyde de squaleéne précurseur de tous les stérols, et enfin la transformation différenciée
de cet époxyde entre animaux, champignons et végétaux pour aboutir aux stérols majeurs

décrits précédemment.

11.2.4.1 Synthése de I’'IPP

Il existe deux voies métaboliques de synthése de I’IPP. La premicere, dite voie du
mévalonate, est présente chez les organismes fongiques et animaux et se situe dans la
cytoplasme. En plus de cette voie cytoplasmique, les végétaux contiennent une seconde
voie a localisation plastidiale dite voie du MEP (2-C-méthyl-(D)-erythritol-4-phosphate)

ou voie Rohmer. Chez les végétaux, la voie plastidiale conduit a la formation des mono-
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terpenes, des diterpénes et des caroténoides. La voie cytoplasmique permet la synthése des
sesquiterpénes et des triterpenes.

A. Voie du mévalonate (MVA) :

La voie du mévalonate sommairement décrite en (Figure 11.7.A) a pour origine 1’acé-
tylCoA. Trois molécules d’acétylCoA sont successivement condensées pour former du 3-
hydroxy-3-méthyl-glutaryl Coenzyme A (ou HMGCoA). Cette molécule est réduite en
mévalonate par 'THMGCoA réductase (ou HMGR), I’enzyme qui régule le flux biosyn-
thétique des stérols . Chez les plantes en particulier, "THMGR est I’enzyme limitante de
la biosynthése des stérols et sa surexpression permet d’augmenter la quantité totale de
stérols.®® Le mévalonate est la premiére molécule caractéristique et spécifique de la voie
des stérols 7). Le mévalonate est transformé en IPP par deux phosphorylations success-
sives et une décarboxylation. Toutes les enzymes impliquées dans la synthése de 1’IPP

sont cytoplasmiques, ’HMGR exceptée, cette derniére est liée au réticulum endoplasm-

mique.
2CH;CO-SCoA CH;COCH,CO-SCoA + CoASH
Acetyl-CoA (2molecules) Acetoacetyl-CoA
CH3CO-SCoA
CoASH
NADP*
U NADPH+H" HO/ CSCcA
- ",
5
CH,0H HOOG
HO///IH,,
3 B-Hydroxy-BMethylglutaryl-CcA
HOOCI ) HMG-CoA

3R-Mevanolique acide (MVA)
‘ <’ATP
ADP
CH,OPP ga CH,OPP CO,+H+Pi

ATPR
3 _—
HOOC Y

MVA-5-pyrophosphate
/

Isopropentyl pyrophosphate
IPP

CH,OPP

Diméthylallyl pyrpphosphate
DMAPP

Figure 11.7.1: Biosynthése de I’IPP via la voie du mévalonate.
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B. Voie du MEP (Non-mévalonate):

La voie du MEP (Non-MVA) a pour origine 1’acide pyruvique et le glycéraldéhyde-
3-phosphate (Figure 11.7.2). La condensation de ces deux molécules forme le 1-désoxyxy-
lulose-5-phosphate qui par réduction, phosphorylations et réarrangements successifs est
transformé, via le MEP, en IPP ¥, Des échanges entre la voie cytoplasmique et la voie
plastidiale sont possibles. La voie du mévalonate est la voie préférentielle pour la synthése
des stérols, toutefois lorsque cette voie est bloquée par des inhibiteurs de ’THMGR, les

stérols peuvent étre synthétisés a partir de la voie du MEP.

H/i)

o (-
Il NN

COOH — oP
\/\OP —_— — ‘
+ ‘ O . OH
. . OH H
Acide pyrivique D-glyceraldehyde-3P 1-deoxy-D-xylulose 5-P

l Rearrangement pinacolique

\\\OH O=
R OH
\/\ S
‘ oP NADPH \ .
H op = OH opP
OH OH
2-C-méthyl-D-erythriol 4-P H (@]
NH, NH,
CTP N
| \/T\ i}i X | /T\
OH \® N o
N T e NG
NN 0-PZ0-Pio—, o
0-P-0-Pi0 o ‘ | A%
i | o AT ATP H | on P
H OH OH [ OH OH
OH H\
H} OH OH
OH OH

2-phospho-4-(CDP)-2C-méthyl-Derythriol

\ 1
P—O
N\ _=0
O _NADPH. <—\$?) OH “pZ”
\/\/ OH
X (L (\\\ 0
H OH H% OH

2-C-méthl-D-erythritol-2,4-cyclophosphate

4-(CDP)-2-C-méthyl-D-erythriol

H

NADPH

-H,0
opPp ——> —

OPP
OPPHi
H Isopetyl

IPP

EIIIII

Dimethyl allyl PP
DMAPP

Figure 11.7.2: Biosynthése de I’IPP via la voie MEP (non-Mévalonate voie).
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11.2.4.2 Synthése de I’époxyde de squaléne

L’époxyde de squaléne est formé en plusieurs étapes, de condensation puis une oxyda-
tion, étapes présentées en (Figure 11.8). L’IPP est formé de 5 atomes de carbone. Premié-
rement, la condensation de trois molécules d’IPP forme successivement une molécule de
géranyl diphosphate (GPP) a 10 atomes de carbone, puis une molécule de farnésyl diphos-
phate (FPP) a 15 atomes. Deuxiemement, deux molécules de FPP se condensent a leur tour
pour former le squaléne, composé au final d’'une chaine de 30 atomes de carbone. Pour

finir, le squaléne est oxydeé en 2, 3-époxyde de squaléne par la squaléne époxydase.
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acétyl-CoA )LSCOA ki /lLS-CoA acétyl-CoA

o O
acéto-acetyl-CoA MS-CoA
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HMG-CoA-synthase S-CoA 3
synthése
de 1'[PP
» ‘oie du
3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA HOO CO-8-CoA Lyoie
T i s gt mévalonate)
HMG-CoA-réductase
Ol,
mévalonate HOOM/C&OH
|
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isopentényl diphosphate O-P-O-P
(IPP) l
diméthylallyl diphosphate /k/\o -P-O-P
(DMAPP)
}/- isopentényl diphosphate
géranyl diphosphate M\O- P.O-P
(GPP) , Sz
}/‘ Isopentényl diphosphate
étapes de

condensation
et d'époxydation

N X N"0.p-0-P

k farnésyl diphosphate

farnésyl diphosphate
(FPP)

squaléne

époxyde de squaléne synthase
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Figure 11.8: Tronc commun de la biosynthése des stérols.
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Figure 11.9: Schéma de biosynthése des stérols a partir de I’époxyde de squaléne.
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1.3 PHYTOSTEROLES (Stéroles Des Plantes)

11.3.1 Définition des Phytostéroles

Du point de vue structural, ils se caractérisent par la présence en position 3, en général
de stéréochimie B du noyau cyclopenténophénanthrénique, d'un hydroxyle libre, estérifié
(glycosylés) ou éstérifié par un acide gras (stérides: sans intérét pharmacologique connu)

de deux méthyles en position 10, 13p et d'une chaine carbonée en 17p (Figure 11.11) 104,

Les stérols végétaux possedent généralement une double liaison ou plus; ils sont alors
appelés les phytostérols, leurs analogues saturés sont appelés les phytostanols, 177 1291 | es

stérolines sont les glycosides des stérols.

Tableau 11.2 : Les phytostérols les plus communs.

N° Nom trivial Nom systématique
9 A5-Sitostérol Stigmast-5-en-3f-ol
99 | A5-Campestérol Campest-5-en-3-ol

100 | A5,22-Brassicastérol | (22E)-ergosta-5,22-dién -33-ol
101 | A5,22-Stigmastérol | (22E)-stigmasta-5,22-dién -33-ol
102 | A7-Spinasterol (22E)-stigmasta-7,22-dién -3p-ol

= / /
////"/\Aélk( ///’I, \ 24 ////l’/\Aé‘_k( ///,I'W
v “l“ ~ J\IIV\ I [VaVaVa vl

(%) 99 (A522) 100 (a2 52y 101

Figure 11.10: Les phytostérols d’origine végétale les plus communs.
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Les stérols sont présents dans tous les tissus végétaux, sous plusieurs formes : a ’état
libre, estérifiés par combinaison avec les acides gras, et parfois glycosylés (Figure 11.11)
on peut les classer selon la forme de la fonction OH en C-3 en groupes ©°* 64 1021031

»  Les phytostérols libres FS. (B-sitosterol 9).

»  Les phytostérols esterifiés, ces derniers peuvent se présenter sous trois formes :

1. Sous forme d’ester d’un glucoside SG ; le groupe OH est lié avec un hexose
le plus généralement le glucose. (Daucostérol 10)

2. Sous forme d’ester d’acide gras SE; le groupe hydroxyle est lié avec un
acide gras (Sitostéryl stéarate 103).

3. Sous forme d’ester d’un glucoside acylé ASG, ce dernier differe de SG par

I’addition d’un acide gras estérifié¢ en (6-OH) de I’hexose 104 [105.107]

7, »

o
=
o

1, 0,

SE

/y, ",

ASG

jan)
Q

[

=

Figure 11.11: Formes de présence des phytostérols dans les tissus vegétaux.
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La quantité de stérols libres est hautement régulée dans les membranes. Deux mécani-

smes sont mis en jeu : acylation en esters de sterols et la glycosylation (Figure 11.12).

La glycosylation consiste a la condensation de la fonction alcool du stérol et de la
fonction hémi-acétal du carbone C-1, d’un résidu osidique, en general, le glucose grace a
une UDP-glucose stérol glucosyltransférase [°”). La fonction alcool située sur le carbone C-
6 du stéryl glucoside formé peut étre estérifiée par un acide gras pour former un acyl-
stérylglucoside. Les glucosides et acyl-glucosides de stérol sont des constituants du tonop-
laste et serviraient de modulateurs de 1’activité des protéines membranaires. Par exemple,
les acylglucosides de stérols réduisent 1’activité de la pompe a proton ATPasique, tandis
que les glucosides de stérol stimulent cette activité. Le glucosylation et I’acylglucosylation
modifient le micro-environnement phospholipidique autour des protéines membranaires
(%81 L_a glycosylation modifie les propriétés physico-chimiques des stérols, notamment leur
hydrophilie. Elle serait un moyen pour la cellule de réguler finement la quantité en stérols
libres des membranes plasmiques et donc sa fluidité . Des interconversions selon les
besoins cellulaires entre les formes libres, estérifiées, glycosylées et acyl-glycosylées des

stérols sont envisagées chez les plantes 1.

R'=H : glucoside de stérol
R'=acyl : acyl-glucoside de sterol

R" = dérivé d'un acide gras: ester de stérol
R" = dérivé de l'acide férulique : férulate de stérol

o
MeO N

OH

HO
l'acide férulique

Figure 11.12: Métabolisme des phytostérols.
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11.3.2 Distribution

Les stérols végétaux, sont tres répandus dans la nature. Les stérols représentent en
général une part notoire de 1’insaponifiable: de 30 a 60%. La determination de la composi-
tion stérolique d’une huile végétale constitue un critére important d’identification de son
origine botanique: généralement, des plantes appartenant & une méme famille botanique
présentant la méme composition qualitative pour les stérols. Par contre, I’espece, la race

sont différenciées par des compositions quantitatives différentes 2%/,

Les stérols sont naturellement présents en petites quantités dans de nombreux fruits,
Iégumes, fruits secs, céréales, légumineuses, huiles végétales et autres sources végétales,
ce sont des éléments essentiels des membranes cellulaires végétales. Les stanols sont
présents a I'état de traces dans le méme type d'aliment et résultent de I'nydrogénation des
phytostérols lors de leur transformation en produits & usage commercial. Les stérols et
stanols végétaux ont une structure trés comparable a celle du cholestérol 86.

Les A’-phytostérols tel que le Spinastérol sont généralement peu nombreux dans les
plantes, mais ils se trouvent en quantités importantes dans les Cucurbitacées et les
Chénopodiacées [®7] Les stérols des Cucurbitacées possédent une insaturation entre les
carbones C-25 et C-27 ["%): les Brassicacées contiennent beaucoup de cholestérol, jusqu’a

une teneur de 70% pour le nave, et de Brassicastérol un taux de 10 % (80 107: 101

Le Cholestérol est présent notamment chez les animaux mais aussi accompagne les
phytostérols dans la plupart des plantes supérieures. Il représente 1-2 % de tous les stérols
végétaux 197 3 I’exception de quelques especes du genre Solanum (Solanaceae) qui
produisent des quantités relativement élevées en cholestérol 29"1%°: dans les fractions de
FS et SE de six espéces de ce genre, le taux du cholestérol s’éleve a 5% et dans I’espece S.
pseudocapsicum, il peut atteindre 10 a 22%. Chez les Brassicacées, le Cholestérol est le

stérol majoritaire dans les mires d’ Arabidopsis; il constitue 26% de tous les stérols o7,

Le Sitostérol et le Sigmastérol, sont les phytostérols les plus fréquemment rencontrés

chez les plantes supérieures 1% ils représentent plus de 80 % des stérols existants %!,

Le Campastérol se produit par un rapport 2:1 avec son épimere le 22 dihydrobrassicastérol
[107]
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11.3.3 Propriétés pharmacologiques des stérols

Le r6le premier des stérols est de renforcer les membranes cellulaires. Grace a leur
propriété amphiphile, les stérols s’intégrent dans la bicouche lipidique. L’addition des sté-
rol a une bicouche de phospholipides provoque la condensation de la membrane et donc

son renforcement. L’ajout de cholestérol permet d’augmenter la micro-viscosité des mem-
branes ™. La condensation diminue aussi la perméabilité. le sitostérol et le campestérol
sont les stérols les plus efficaces pour ordonner la membrane cellulaire, ils sont méme plus

efficaces que le cholesterol 2,

Les stérols végétaux different du cholestérol animal par
leur groupement alkyle en C24, ils sont rapidement dégradés en sels biliaires dans le foie,
ce qui résulte en une tres faible concentration de stérols végétaux dans le plasma, le
cholestérol est environ 500 & 1000 fois plus concentré 31,

Les phytostérols ont également des rbles annexes sur la santé humaine. Des activités
immunologiques par leur action anti-inflammatoire, et des activités anti-cancéreuses en
agissant sur la prolifération cellulaire sont décrites. Certains stérols se sont montrés tres
actifs sur les cellules cancéreuses du sein et de la prostate. Des phytomédicaments majori-
tairement a squelette B-Sitostérol sont prescrits pour améliorer les symptomes de 1’hyper-
trophie bénigne de la prostate (BPH) sans provocation d’effets secondaires, méme pour les
doses les plus élevées (130 mg/j) (108 11411°],

Les phytostérols diminuent la quantité de cholestérol libéré dans la circulation
sanguine, d’ou un effet hypocholestérolémiant (18] 1 >exces de cholestérol qui touche pres
un adulte sur 5 est un des facteurs de risque majeur des maladies cardiovasculaires. Grace a
leur structure proche de celle du cholestérol, les phytostérols entrent en compétition avec

lui dans I’intestin et empéchent 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. Ce-
pendant, 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 cons-
tamment réduit le taux du cholesterol **”).Le stigmastérol, a des effets antiperoxidative et
antidiabétique, il est considéré aussi comme inhibiteur de thyroide ™.

Les stérols amines 6-aminocholestanols et 25-aminocholestéro montrent successive-

ment une activité antimicrobienne et une activité antifongique trés élevée .
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I1.4. LES OXYPHYTOSTEROLS

Les phytosterols sont des molécules relativement stables, mais peuvent avoir des réa-
ctions d’oxydation et autres réactions de transformations. Les oxyphytosterols sont des p-
roduits formés a partir d’une réaction d’oxydation des phytosterols (POP). Ces produits
d’oxydation peuvent étre divises en deux groups, en se basant sur la polarité des compo-sés
(1201 | a plus part des études se sont interréssées aux composés polaires, contenant les
fonctions hydropéroxy, hydroxyl-, époxy, céto-phytosterols et triols phytostanols qui sont
des produits résultant d’une oxydation secondaire et de I’oxydation primaire (Figure 11.13)

Les composés stéroliques non oxydés sont aussi des produits des réactions réalisées a des

températures élevées, telles que les réactions de dehydration ou dehydrogénation.

R R R
10 : % " OoH HO : F OH HO : { O

70-OH 7B3-OH 7-keto
R
10" j : :E :
O OH
OH
5a,Ba-epoxy 5B,6B-epoxy triol
21 :
R=" 4
C]m]eslcm] Cﬂmpeslem] Brassicasterol
21 2, ‘
21
N gl -
R=- =0 R= 20 20
Sitosterol Stigmasterol AS-avenasterol

Figure 11.13: Les structures chimiques des oxyphystérols les plus communes.
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11.4. 1 Nomenclature des Oxyphytosterols

Les nomenclatures systématiques et trivials de la majorité des produits résultant d’une
oxydation secondaire et quelques composés résultant de 1’oxydation primaire de choleste-
rol, sitosterol, stigmasterol, campesterol et brassicasterol sont présentées dans le tableau

suivant*? Tableau 11.3 :

Tableau 11.3: La nomenclatures systématiques et trivials utilisées pour les oxyphytostérols

Nom Systématique

Nom Trivial

Abbreviation

cholest-5-en-3p-ol
B-hydroxycholest-5-en-25-hydroperoxide
B-hydroxycholest-5-en-5a-hydroperoxide
B-hydroxycholest-5-en-6a-hydroperoxide
B-hydroxycholest-5-en-6p-hydroperoxide
B-hydroxycholest-5-en-7a-hydroperoxide
B-hydroxycholest-5-en-7p-hydroperoxide
cholest-5-en-3p,25-diol
cholest-4-en-3-one-6a-ol
cholest-4-en-3-one-64-ol
5,6a-epoxy-5a-cholestan-3p-ol
5,6B-epoxy-5a-cholestan-33-ol
B-hydroxycholest-5-en-7-one
cholest-5-en-3p,6p-diol
cholest-5-en-3p,7a-diol
cholest-5-en-3p,7p-diol
5a-cholest-3p,50,6B-triol

(24R)-ethylcholest-5-en-3p-ol
(24R)-ethylcholest-4-en-3-one-60-ol
(24R)-ethylcholest-4-en-3-one-6p-ol
(24R)-5a,60-epoxy-24-ethylcholestan-33-ol
(24R)-5B,6B-epoxy-24-ethylcholestan-3p-ol
(24R)-ethylcholest-5-en-3p-ol-7-one
(24R)-ethylcholest-5-en-3p,6-diol
(24R)-ethylcholest-5-en-3p,7a-diol
(24R)-ethylcholest-5-en-3p,7p-diol

(24R)-methylcholest-5-en-3p-ol
(24R)-methylcholest-4-en-3-one-6a-ol
(24R)-methylcholest-4-en-3-one-63-ol
(24R)-5a,60-epoxy-24-methylcholestan-33-ol
(24R)-5B,6B-epoxy-24-methylcholestan-3p-ol
(24R)-methylcholest-5-en-3B-ol-7-one
(24R)-methylcholest-5-en-3p,6p-diol
(24R)-methylcholest-5-en-3p,7a-diol
(24R)-methylcholest-5-en-3p,7p-diol

(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3g-ol

(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3B-o0l-25-hydroperoxide
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-5a-hydroperoxide
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-6a-hydroperoxide
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-6B-hydroperoxide
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-7a-hydroperoxide
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-7B-hydroperoxide

cholesterol
25-hydroperoxycholesterol
5a-hydroperoxycholesterol
6a-hydroperoxycholesterol

B-hydroperoxycholesterol
7a-hydroperoxycholesterol
7pB-hydroperoxycholesterol
25-hydroxycholesterol
6a-hydroxy-3-ketocholesterol
6p-hydroxy-3-ketocholesterol
cholesterol-50,60-epoxide
cholesterol-5p,63-epoxide
7-ketocholesterol

B-hydroxycholesterol
7a-hydroxycholesterol

B-hydroxycholesterol
cholestantriol

p-sitosterol
6a-hydroxy-3-ketositosterol
B-hydroxy-3-ketositosterol
sitosterol-50,6a-epoxide
sitosterol-5p3,6B-epoxide
7-ketositosterol
B-hydroxysitosterol
Ta-hydroxysitosterol
B-hydroxysitosterol

campesterol
6a-hydroxy-3-ketocampesterol
B-hydroxy-3-ketocampesterol
campesterol-5a0,6a-epoxy
campesterol-5p,6B-epoxy
7-ketocampesterol
B-hydroxycampesterol
7a-hydroxycampesterol
B-hydroxycampesterol

stigmasterol

25-hydroperoxystigmasterol
5a-hydroperoxystigmasterol
6a-hydroperoxystigmasterol
6p-hydroperoxystigmasterol
7a-hydroperoxystigmasterol
7B-hydroperoxystigmasterol
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cholesterol
25-O0H-cholesterol
50-O0H-cholesterol
6a-O0H-cholesterol
6p-O0H-cholesterol
7a-O0H-cholesterol
7p-O0H-cholesterol
25-OH-cholesterol
6a-OH-3-ketocholesterol
6p-OH-3-ketocholesterol
5a,60-epoxycholesterol
B,6B-epoxycholesterol
7-ketocholesterol
-OH-cholesterol
7a-OH-cholesterol
[3-OH-cholesterol
cholesterol-triol

p-sitosterol
6a-OH-3-ketositosterol
[-OH-3-ketositosterol
5a,6a-epoxysitosterol
B,6B-epoxysitosterol
7-ketositosterol
-OH-sitosterol
70-OH-sitosterol
[3-OH-sitosterol

campesterol
60-OH-3-ketocampesterol
-OH-3-ketocampesterol
5a,6a-epoxycampesterol
B,6B-epoxycampesterol
7-ketocampesterol
-OH-campesterol
7a-OH-campesterol
[3-OH-campeserol

stigmasterol

25-O0H-stigmasterol
50-O0H-stigmasterol
6a-OOH-stigmasterol
B-OOH-stigmasterol
7a-OOH-stigmasterol
B-OOH-stigmasterol
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(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p,25-diol
(24S)-ethylcholest-4,22-dien-3-one-6a-ol
(24S)-ethylcholest-4,22-dien-3-one-63-ol
(24S)-50,60-epoxy-24-ethylcholest-22-en-33-ol
(24S)-5B,6B-epoxy-24-ethylcholest-22-en-33-ol
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-7-one
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p,6p-diol
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p,7a-diol
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p,7p-diol
(24S)-ethylcholest-22-en-3p,5a, 7B-triol

(24S)-methylcholest-5,22-dien-3p-ol
(24S)-methylcholest-4,22-dien-3-one-6a-ol
(24S)-methylcholest-4,22-dien-3-one-643-ol
(24S)-5a,60-epoxy-24-methylcholest-22-en-3p-ol
(24S)-5B,6p-epoxy-24-methylcholest-22-en-33-ol
(24S)-methylcholest-5,22-dien-3p-ol-7-one
(24S)methylcholest-5,22-dien-3p,6 8-diol
(24S)methylcholest-5,22-dien-38,7a-diol
(24S)methylcholest-5,22-dien-3p,7p-diol

(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-7a-hydroperoxide
(24S)-ethylcholest-5,22-dien-3p-ol-7B-hydroperoxide

7a-hydroperoxystigmasterol
7B-hydroperoxystigmasterol
25-hydroxystigmasterol
6a-hydroxy-3-ketostigmasterol
B-hydroxy-3-ketostigmasterol
stigmasterol-50,60-epoxide
stigmasterol-5p,63-epoxide
7-ketostigmasterol
B-hydroxystigmasterol
7a-hydroxystigmasterol
B-hydroxystigmasterol
stigmasteroltriol

brassicasterol
6a-hydroxy-3-ketobrassicasterol
B-hydroxy-3-ketobrassicasterol
brassicasterol-5a,6a-epoxide
brassicasterol-58,6-epoxide
7-ketobrassicasterol
B-hydroxybrassicasterol
7a-hydroxybrassicasterol
B-hydroxybrassicasterol

7a-OOH-stigmasterol
B-OOH-stigmasterol
25-OH-stigmasterol
60a-OH-3-ketostigmasterol
-OH-3-ketostigmasterol
5a,6a-epoxystigmasterol
B,6p-epoxystigmasterol
7-ketostigmasterol
B-OH-stigmasterol
7a-OH-stigmasterol
B-OH-stigmasterol
stigmasterol-triol

brassicasterol
60-OH-3-ketobrassicasterol
6p-OH-3-ketobrassicasterol
5a0,6a-epoxybrassicasterol
B,6B-epoxybrassicasterol
7-ketobrassicasterol
B-OH-brassicasterol
7a-OH-brassicasterol
B-OH-brassicasterol

11.4. 3 Formation des produits d’oxydation des phytosterols (POP)

Une grande partie du connaisance sur les mécanismes d’oxydation des phytostérols
referent au études d’oxydation du cholesterol a cause de leurs structures similaires222¢.
Les produits d’oxydation des phytosterols (POP) peuvent formés sois par une oxydation
enzymatique ou non-enzymatique 2712, L’oxydation non-enzymatique des sterols est un
mécanisme radicalaire libre qui peut etre initialisé par différents facteurs telque: la
chaleure, la lumiére, air, I’eau et les métaux de transition 1221241271 | es sterols peuvent
étre oxydés par different éspéces d’oxygenes, telque 1’état de base d’oxygene (°0.), ozone
(O3), oxygene singlet (*O,), hydro-peroxides (H,O,), cation dioxygene (O,") et le radical
hydroxy (HO¢) [130]

11.4. 3.1 Auto-oxydation et Oxydation Thérmique

L’auto-oxydation est un processus d’enchainement de réactions radicalaires renferma-
nt les étapes d’initiation de propagation et de termination (Figure 11.14) 2% A des
hautes temperatures, les réactions d’auto-oxydation sont dites les oxydations thermiques.

L’auto-oxydation des phytosterols suit le méme chemin que celui du cholesterol.
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Initiation: IN"+RH — InH + R’
Propagation: R’+02 — ROO’
ROO" +RH — R" + ROOH
Termination: 2 ROO’ — produits non-radicalair

In = initiateur, R = partie lipidique, * = radical.

Figure 11.14: Auto-oxydation radicalaire libre.

Le mécanisme d’oxydation des stérols le plus commun est 1’auto-oxydation par 1’oxy-
gene triplet (30,), c’est une reaction radicalaire qui commence par la substitution du proton
réactif ( proton allylique en position C-7) qui donne une série des composes d’oxydati-on
des cycles A et B. Le proton allylique, substitué, donne naissance a un radical qui va réa-
gir avec I’oxygene triplet, pour former le radical 7-peroxy a son tour et par addition d’hyd-
rogene allylique liberé donne le 7-hydroperoxide, la reaction de dismutation de ce dernier
produit donne les deux composés stables 7-hydroxysterols et 7-cétostérols X24*2" (Figure
11.15).

Reduction
Reactive oxygen species Dysmutation
—_—
55 HO Oxidation

00H

HO on

Ta/B-Hydroxysitosterol

B-Sitosterol Ta/B-Hydroperoxysitosterol
Epoxidation s
+ hydroperoxy radical
HO o
7-Ketositosterol
Hydration
H*
HO HO'
o
OH
oH
5,6a/B-Epoxysitosterol Sitostanetriol

Figure 11.15: Auto-oxydation des phtosterols.

Les autres produits majoritaires, qui peuvent étre produit durant 1’auto-oxydation, sont
les époxydes et les triols. La formation d’époxyde se fait par un mécanisme bimoléculaire,

entre une molécule de départ stérolique, non oxydée, réagit avec le radical péroxyle formé
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durant le processus d’auto-oxydation (Figure 11.15) 1133139,

Les époxydes les plus formés sont 1I’époxy Sa, 6a- et 5B, 6B-, ce dernier est le
composé le plus majoritaire, ceci pourra s’éxpliquer par le géne stérique du groupement
OH en position 3.

Les triols peuvent étre formés a partir des deux épiméres 5a, 6a- et 5B, 6B- époxydes

par une hydroxylation dans un milieu acide %2,

11. 4. 3.2 Photo-oxydation

L’oxydation d’un gras insaturé, accelérée par I’éxposition a la lumiére est appelée
une photo-oxydation ™!, L’oxydation des phytostérols peut, aussi, commencer par 1’état
exciter d’oxygene singulet 'O, , ce mécanisme d’oxydation non-radicalaire connu comme
photo-oxydation, 1’oxygene singulet est tres reactif et peut reagir rapidement avec les
doubles liaisons des molécules stéroidiques par une éne-réaction specifique *%. A Détat
singulet deux éléctrons impaires au niveau des orbitales ont des spins opposees, résulte de
la grande répulsion éléctronique 2. L’oxygene singulet a deux états éxcités, ils sont actifs
1500 fois plus que le triplet oxygene ordinaire, par une attaque éléctrophylique sur 1’une
des deux faces du double liaison de la molécule stéroidique *#"***. Le produit primaire
former par photo-oxydation est I’hydroperoxyde 231371381 ‘et comme il est déjas montion-
né que les produits primaires de la photo-oxydation son treés instables donc ils sont
convertis en des produits d’une oxydation secondaire plus stable telque 7- hydroxysterols

et 7- cétosterole.

I1. 4. 3.3 Oxydation de la chaine latérale des phytostérols

L’oxydation au nivau de la chaine latérale des phytosterols est aussi remarquée.
L’oxygene attaque cette fois ci les carbones tertiéres de la chaine latérale, specialement les
sites favorables C-20, C-24 et C-25 tertiaires. Le mécanisme d’oxydation est le méme que
celui de la partie cyclique de la structure (Figure 11.16) ®1. Les composés resultants sont
des hydroperoxydes (20-OOH, 24-O0H et 25-O0H) qui se transforment par une oxydation
secondaire, pour aboutir a des phytosterls oxides. Ces composes sont només les Oxyphyto-
stérols de la chaine latérale *2*2*% Les groupements alkyls, en position C-24, favorisent

I’hydroxylation 24S- et limitent la formation des 20- ou 25-hydroxyphytosterols.
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JOOH OH
RH R "OH
Epéces oxygen actif L_L; >
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HOO

Hydroperoxides Produits d'oxydation secondaire

Figure 11.16: Oxydation de la chaine latérale des phytostérols.

11.4.4 Occurrence des oxyphytosterols dans la nourriture

L’extention de la formation des oxyphytosterols et la quantification dans I’alimanta-
tion dépend de la composition de 1’aliment lui méme: matiére brute et/ ou ingredients,
opération et conditions de stoquage (température, temps, lumiére, etc). En effet I’évolution
et quantification des oxyphytosterols dans I’alimant est difficile, a cause de la faiblaisse
des témoins commerciales et le grand nombre des composés formés avec des strucures
similaires pendant 1’oxydation du mélange des phytosterols (les sterols inoxydés et les
lipides).

La plusparts des études sur les POP (produits d’oxydation des phytosterols) dans 1’ali-
ment sont basées sur: les huiles des végétaux 1341371401921 |as frites, chips de pomme de

terre [141]

, céreals au lait M4 margarine ™ et la farine ™. Les oxyphytosterols
majoritaires qui sont identifiés dans les produits alimantaires étudiés sont les dérivées de 7-

hydroxy et 7-(C=0)-phytosterols suivis par 5, 6-époxy et triols.

Avec les sources des oxyphytosterols de I’alimantation, ils peuvent aussi arriver a

partir d’absorption de la peau des produits cosmetiques et oxydés par la lumiere UV [148]
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Tableau 11.4: Quelques oxyphytosterols qui sont identfiés dans les produits alimantaires
étudiés.

Produits ) . o
) ) Oxyphytosterol Identifier Références
alimantaires

French fries 7a-OH-, 78-OH-,7-=0, 50,60-€ 5B,6pB-é t
a-OH-, 7B-OH-,7-=0, 5a,6a-époxy-, 5 3,6 B -époxy e
Potato chips o ) Poxy Poxy [140-142]
_ o composés triol du B-sitosterol et campesterol
Huiles végétales

Tournesol 7 a.-OH-, 7 B -OH-, 5 a, 6 o -époxy, 5 B, 6 p -époxy-, [142]

Huile d’olive 7=0- B- sitosterol et B -sitosterol triol

Lait 7 a.-OH, 7 p -OH- et 7-C=0 B -sitosterol. [142],[146]

Farine de blé 5a, 6 a.-époxy, 5 B,6 B -époxy, 7a-OH- et 7B-OH- B- [147]
sitosterol

11.4.5 Les effets biologiques possible des oxyphytostérols

Dans ces derniéres années, des effets de divers potentiels d’activités biologiques des
différents oxyphytosterols ont été étudiés. Les activités anti-inflammatoir **¥, antitumorale
et des propriétées antidiabetique, diminution de la quantité des lipides ** **¥ modulation

| [152.153]

de mécanisme du cholestero et modulation d’immunitation > sont attribuées a des

oxyphytosterols spécifiques.

11.4.6 La Médecine Traditionnelle

Les oxyphytosterols sont identifiés dans les plantes de la médecine chinoise tradition-
nelle a cause de leurs activitées antitumeure, comme pour les racines d’Euphorbia fische-
riana qu’elle contient le7a-OH-, 78-OH- et 7(C=0) dérivées de campesterol, -sitosterol et
stigmasterol *°. 7¢-, 7B-OH- B-Sitosterol et leurs correspondant glucosides, sont isolés a

partir d’Urtica dioica L., la plante recomandée pour le traitement de prostate adenomateux
[156].
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I11.1 Extraction

Les parties aériennes de la plante Pallenis spinosa sont séchées et broyées sous
forme d’une poudre fine (2Kg) et mises a macérer a la température ambiante dans le
chloroforme (3x5L). Cette macération est répétée 2 fois avec le renouvellement du solvant
pendant 72 heures. Aprés filtration et évaporation a sec du solvant sous vide, 40 g de
I’extrait chloroformique ont été obtenus. Le résidu de la filtration est de nouveau mis a
macérer dans le butanol (3x5L) pendant 3 jours. Apres filtration et évaporation a sec du

solvant sous pression réduite, on obtient 12 g d’extrait n-butanol (Figure 111.1).

Parties aériennes de Pallenis
spinosa en poudre (2Kg)

- Macération dans le chloroforme (3x 5L).

=" =n

- Filtration et évaporation a sec.

Extrait chloroformique ﬂ.

=

ﬂ

Macération dans le n-butanol (3 x 5L).

E - T72h.
Filtration et évaporation a sec.

Extrait Butanolique
(129)

Figure I11.1 : Schéma de protocole d’extraction des parties aériennes de Pallenis spinosa.
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I11.2 Purification des composés :

Une analyse chromatographique sur couche mince CCM a été réalisée sur les deux
extraits obtenus précédemment, en utilisant différents systémes d’élution: EP/AcOELt et
CHCI3/MeOH; I’analyse montre plusieurs taches, de différentes couleurs, a des Ry diffé-

rents avec une trainée, surtout pour 1’extrait chloroformique.

Le développement des plaques CCM s’effectue dans 1’¢luant approprié. L’observation
se fait sous la lampe UV a 254 et 366 nm est suivie d’une révélation au sulfate de cérium et

la vanilline sulfurique.

20g d’extrait CHCl3 sont soumis & une chromatographie liquide sous vide (VLC) sur
gel de silice phase normale. Le systéme d’élution est le mélange: EP/AcOEt a différentes
polarités, suivit par un gradient de ACOEt/MeOH. Apres I’examen des fractions collectées,
nous avons récuperé 13 fractions. Les quatres premiers fractions sont des huils (129). Les
fractions : Fs et Fg (A), Fg (B) et F13(C) sont choisies a purifier selon leur profile en CCM,

ils ont des produits relativement séparables nous semblent intéressants.

La fraction A (1g) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice SiO; et éluée
avec le mélange d’EP/AcOEt. La sous fraction A’ purifiée on a séparé (5mg) du compose
PS: (R=0.5dans le systeme de EP /AcOEt : 80/20).

La fraction B (1.813g) a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice SiO,
I’¢lution est effectuée avec le mélange d’EP/AcOEt (70/30) dont on augmente la polarité,
12 sous fractions ont été réunies. La sous fraction B’ (243mg) a subi une chromatographie
sur colonne de gel de silice en phase inverse Rpg, 1I’élution est menée dans le mélange H,0O
/ méthanol a différents gradients de 50/50 a MeOH 100%.

La sous fraction B’1(10.1mg) a subi une purification par fractionnement sur une
colonne de gel de silice SiO; et éluée par le mélange d’hexane/AcOEt (50/50). La sous
fraction f (1-7) révéle sur la plague CCM en une tache invisible de couleur bleu royale
apres révélation. Cette tache représente le mélange des deux composés PS,et PS; (6.3mg,
R{=0.5dans le systeme CHCI3/MeOH : 90/10).

La sous fraction B’, (32,4 mg) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice

avec un systéme d’élution d’AcOEt/ Hexane a différents gradients allant de (50-50) a
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100%, puis dans le méthanol pur. La sous fraction f (38-42) montrant une tache invisible
en UV et rose apres une révélation avec le sulfate de cérium, cette fraction a fourni 5mg de
composé PSs (R = 0.5 dans le systéme de CHCI3/MeOH : 93/07).

La fraction C se précipite dans le mélange CHCIlz/MeOH (90/10), ce qui nous a
permis d’isoler 10mg de composé PS4 sous forme de précipite (R=0.49 dans le systeme de
CHCI3/MeOH : 90/10).

[ 20 g d’extrait chloroformique ]

d’¢élution: Ether de pétrole /Acétate

VLC sur gel de silice SiO, Systéeme
ﬂ d’éthyle de (100%-0) a (0-100%).

! 50750 +100%

O
l l

Fraction A Fraction B Fraction C
(7-10) (15-18) (30-34)
1.086 g 1.813 g 1.096 g
CC SiO, CC SiO, v
EP/AcOEt Hex/AcOEt *
Précipitation
dans le MeOH
. CC Rp8
CC SiO,
MeOH/H,0
lCHCIglMeOH l 50/50 i

Rf=0.5 (80/20) R = 0.49 (90/10)

v v
PS1 PS4
(5mg) (10 mg)

(EP /ACOEY) (CHCI3/MeOH)
Mélange de
(PS2 et PS3) PS5
(6.3 mq) (5mg)

Ri=0.5 (90/10)  Rf=0.5 (93/07)
(CHCI3/MeOH)  (CHCl;/MeOH)

Figure 111.2 : Isolement des composés de 1’extrait chloroformique d’espéce
Pallenis Spinosa.
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111.3 Caractérisation des produits obtenus

Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyses spectroscopi-
ques particuliérement, la RMN 1D de *H et de™*C, RMN 2D (COSY *H-'H, HSQC), spect-
rométrie de masse ESI-MS et par comparaison avec les données de la littérature.

111.3.1. Elucidation structurale du composé PS1

24-éthylcholest-5,22-én-3-ol

(Stigmasterol)

Le composé PS1 est le 24-éthylcholest-5,22-én-3-o0l, c’est un phytosterol nommé
communément le stigmasterol, il se présente sous forme de cristaux blanc, soluble dans le
chloroforme. Sur la plaque CCM le composé PS1 se présente sous forme d’une monotache
invisible sous la lampe UV et se révele avec le sulfate de cérium en coloration rose (Rf=0.5
dans le systeme AcOEt /EP : 80/20).

Le spectre de masse obtenu par impact électronique EI du composé PS1 (Figure 111.3)
montre un pic d’ion moléculaire a m/z 412 correspondant a une masse moléculaire égale a

412 uma soit une formule brute en CogH4g0.
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Figure 111.3: Spectre de masse EI du composé PS1

Le spectre RMN *H enregistré dans CDCl; (Figures 111.4) du compose PS1 indique

un ensemble de signaux méthyliques, qui nous oriente vers un squelette stéroidique.

L‘l-l’
29
28
M
M A [ .26
A i~ .~
" ’ 23
19 ( T\ 27
N ,_/" e XD Saae S0
“ A\.\ ) P T L s .
Ho - LB
H.7
H2
nu 22 Ha M
_JL H-23 o A l | L_
f l | ! 1 1 I ] 1] ) ! 1 1 l 1 ] ' 1 ] l
0 & 0 41 0 0 ) (1]

Figure 111.4: Spectre de RMN *H du composé PS1.
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En effet, les signaux observés entre [640.6-1.01] sont reportées comme suit, leur

attribution est basée par comparaison des déplacements chimiques avec ceux reportees

dans la littérature de méme compose :

% Deux signaux singulets résonnant a champ fort (64 0.68 et 611.01), s’intégrant
pour trois protons, chacun correspondant respectivement aux protons méthylig-
ues H-18 et H-19.

¢ Trois signaux doublets a 640.92 (J = 6.6 Hz), 640.85 (J = 6.5 Hz) et 640,80 (J
= 6.5 Hz), correspondent respectivement aux protons méthyliques H-21, H-26
et H-27.

% Le signal a d 0.82 (J = 7.0 Hz) sous forme de triplet correspond a H-29.

En plus de ces signaux, le spectre RMN *H montre :

¢+ Un signal déblindé sous forme de multiplet résonant a 643.52, correspondant au

proton oxyméthine H-3 caractéristique des stérols (Figure I11.5).

H-6

|
f% H-22 H-3

’ | H-23 h"l‘;

_,/l L\L_.__,Uu Vv UU&IJL __‘m‘—_.wﬂ"“ ‘ X U\_

4

Figure 111.5: Spectre RMN *H (300 MHz, CDCls) du composé PS;
(Elargissement de la zone : 3.5- 6 ppm)

¢+ Un signal sous forme de doublet large a 6H5.35 (J = 5.2 Hz) caractéristique d’un

proton oléfinique H-6.
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¢ Deux signaux chacun sous forme de doublet de doublet (dd) repérés a 6H 5.15
(Jtrans = 15.2) et 645.02 (Jeis= 8.6), sont attribuables respectivement aux protons
oléfinique H-22 et H-23 (Figure 111.5).

L'expérience de corrélation proton-proton COSY *H-'H (Figure 111.6) montre les cor-

rélations suivantes entre :

» Le proton H-22 et le proton H-23.

» Les protons H-6, H-4 et le proton H-7.
» Le proton H-7 et le proton H-8.

» Les protons H-4, H-2 et le proton H-3.

l H-20 |

o
19| 5 i

H21f ¢
_7b \
H4, n2H ' H-18
{H-74 N
w22, H2 ! 4 'U I*'M \
i )

H6 ) 123 s AL AR

RG-SBADAD-PS
2D COSY 1H-1H
— cocs o

H26 1-27 Ha18
1t29~-—-~'———.4

..—1
2 Mol
H19 B YT

i e»—?c‘«
- v 2
uz‘_} H3H2 g P

H 7aé 4 =0
HA 4 QeH7HS
k1
! —
H3< : ‘ ], |
' . H3H4 l )
| - /:' [
¥ i I . -
H.23 M
nzz-{ g a2 HoH4| :
H6 | H6H e HOHTL

1 T T T T T Y T T Y T T Y T T Y T T T

e (12)

Figure 111.6 : Spectre COSY *H-'H du composé PS1.

L’étude du spectre RMN B3¢ (Figure 111.7) de ce composé montre la présence de 29

atomes de carbones avec en particulier les signaux suivants :

» Six signaux méthyliques caractéristiques des phytostérols résonant a champ fort a
[6c 12.0 (C-18), 19.4(C-19), 21.2 (C-21), 21.1(C-26), 19.0 (C-27) et 12.2 (C-29)].
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» Un signal apparaissant a dc71.8 attribué a un carbone porteur de la fonction OH
(C-3).

> Un signal résonant a 5:140.8 (C-5) correspondant & un carbone quaternaire sp, les
signaux a 6c121.7 (C-6) et a 6c138.3 (C-22) et 129.3 (C-23) attribuables a la

présence de deux doubles liaisons Cs= Cg et Cy,= Cy3 respectivement.

; LR R E PR RS FEET R EIRER EBEYEER
ggs %§§ %Eﬁq§§§§EEES%§EEEE§a§§§3§n§saa§_§%§a§a§ﬁ§§:
13 - J-spa 333 4 a9y ::a:aw::::aa#ws&aaxaaaaamm:&:&ﬁa:::‘a‘!ﬂma::i
C0T13,'THME L\-J\ | | L‘{ i | n Ll Lo o B E|'||| W‘
C-31 o C25 C-19
C-22 (193 C-6 17 C;;-‘)‘} C-21}, C-26
| Rt g:-s\ p C-27
| 1 C-29
cal || | 18
|
I l
-4 —(-11
(15
C-13 g
C-10 “c-16
Cqn 1C-1
C-ll C1_j.
2 480 Jed FE] £Ld Fi & ) E) A a

Figure 111.7 : Spectre de RMN*C du composé PS1.

L'ensemble de données obtenues et la comparaison avec les données de la littérature,
nous a permis, d’attribuer la structure au produit PS;, & un phytostérol qui porte un
groupement hydroxyle (OH) sur le carbone C3, deux doubles liaisons en Cs=Cg et en
C2=C3*%"1%8 qui est le 24-éthyle-cholest-5,22-dién-3ol appelé également stigmastérol. Ce
composé est décrit ici pour la premiére fois dans 1’espéce Pallenis spinosaet méme pour le

genre Pallenis.

Le stigmastérol PS; est déja obtenusdans le genre Asteriscusau sein de I’espéce

(247 il est largement distribué dans le

Asteriscus maritimus (Odontospermumpygmaeu)
monde végetal est été antérieurement isolée de plante appartenant a la famille Asteraceae

comme Santolina rosmarinifolia™®®!.

67



Chapitre 111

Résultats et discussion

Le Tableau I11.1 suivant regroupe les déplacements chimiques des protons et carbones

de ce composé:

Tableau 111.1 : Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de PS; dans CDCls.

Position dc (ppm) on (ppm) ; m, J(Hz)
1 (CHy) 37.2 1.84 (B) m — 1.08(ct) m
2 (CHy) 31.7 1.83 () m— 1.49(B) m
3 (CH) 71.8 3.52 (o) M

4 (CHyp) 42.3 2.28 (o) m- 2.23(B) m
5 (C) 140.8 -

6 (=CH) 121.7 5.35 dI5.2

7 (CHp) 31.9 1.97() m — 1.48 (o) m
8 (CH) 31.9 1.46(B) m

9 (CH) 50.1 1.01(a) m

10 (C) 36.5 -

11 (CHy) 21.1 1.52 (a,B) m

12 (CHy) 39.7 2.05 (B) m -1.18(c) m
13 (C) 42.3 -

14 (CH) 56.8 1.03 (o) m

15 (CHy) 24.4 1.56 (o)) m - 1.06 () m
16 (CHy) 28.9 1.65 (o)) m - 1.25(B) m
17 (CH) 56 1.14(c) m

18 (CHy) 12.0 0.68's

19 (CHs) 19.4 1.01s

20 (CH) 40.5 2.04m

21 (CHa) 21.2 0.92d 6.6

22 (=CH) 138.3 5.15dd 15.2; 8.6

23 (=CH) 129.3 5.02dd 15.2; 8.6

24 (CH) 51.2 1.54 m

25 (CH) 31.9 1.55 m

26 (CHa) 21.1 0.85d 6.5

27 (CHa) 19.0 0.80d 6.5

28 (CHy) 25.4 1.19-1.43 m

29 (CHa) 12.2 0.82 7.0
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111.3.2 Elucidation structurale du composé PS; et PS;

20 ‘ -9
8" 28
21 22 21 22 J: 22
’/\\\/’.;44\ ol “ S T *
18 20 23 25 18 |20 23 25
n 2 L n 21 | T
- > - L1716 27 i ‘1\3 17N 16 27
1 N 1
2~ '\‘\!// PRNZ PR 2 NV o 0w s
10 ’ 10
/‘3 AN 2 =~ J ,
HO” 5 7"0H IHO” 75 "“OH
PS,: 7a-Hydroxy-stigmastérol PS; : 7a-Hydroxy-sitostérol

Ce composeé a été isolé a partir d’un mélange a 1’état solide. La plaque CCM de ce
composé est on comparant avec le composé PS1 présente une différence importante de
polarité, ce composé a un R = 0.5 dans le systeme de CHCIl3/MeOH (90 :10) et d’une

couleur bleu nuit, aprés révélation avec le sulfate de cérium et chauffage.

Le spectre de masse ESI enregistrés en modes positif (Figure 111.8), montre des pics
d’ions pseudomoléculaires a: m/z 429.32, m/z 451.35 et m/z 453.36 correspondant respecti-

vement aux pics moléculaires [M+H]" et [M+Na]".

La différence de deux unitées de 2H entre les deux pics a m/z 451.35 et m/z 453.36

prouve I’éxistence de deux composées de formule brute de CygHs30, (PS;) et CagHs00-
(PS3).

Les masses de ces composés sont de 428 (PS;) et de 430 uma (PS3) soit une diffe-
rence de 16 unités par rapport au stigmastérol (412 uma) et B-sitostérol (414 uma)

(présence d’une fonction hydroxyle OH).
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Figure 111.8: Spectres de masse ESI (mode positif) des composés du mélange PS; et PSs.
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Le spectre RMN 'H de ces deux composés (Figure 111.9) présente une grande
similtitude de signaux, en comparaison avec le spectre du compose PS; suggérant que la

structure de ce produit exhibite un squelette d’un phytostérol.

En effet, le spectre RMN *Hmontre la présence de six signaux d’intégration 3H chacun
correspondant a des groupements méthyliques repérés a [oy 0.70 H-18 (s), 0.84 H-27 (d, J
= 6.7 Hz), 0.78 H- 26 (d, J = 6.7 Hz), 0.80 H- 29 (t, J = 7 Hz), 0.99 H-19 (s) et 1.02 H-
21(d, J = 6.7 Hz)].

Un signal multiplet résonant a 643.51 attribuable au proton H-3, deux résonant a [6y
5.01 (H-23) et 5.17 (H-22)] attribuables aux protons oléfiniques.

Le spectre RMN ‘Hprésente aussi un signal résonant & &y 3.86 (H-7) attribuable & un

proton oxymeéthine.

Le déblindage de proton H-6 &4 5.61 (1H, dl, J = 5 Hz) en comparaison avec H-6 du
compose PS; résonant a 45.35 (1H, dl, J = 5.2 Hz) suggére que le groupement hydroxyle

est attaché au carbone C-7.

/1 |[|H-27
| 14-21
o ’
| Wyl e
H-4  H-2 {!
H-7 L |
H-6 H-3 AN il |
_AORHB  AUAA T .
_aaRxh 4

Figure I111.9 : Spectre RMN *H du composé PS,.
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Dans le spectre RMN **C (Figure 111.10) on observe des signaux caractéristiques
d’un squelette de phytosteérol:

» Six signaux de carbones méthyliques a [6¢11.7(C-18), 6c19.2(C-19), 6c18.4(C-21),
8¢c18.9(C-26), 6c19.9(C-27) et 6¢11.9 (C-29)].

» Deux signaux de deux carbones oxyméthine apparaissant a 8c71.5 et d¢ 65.5 corés-
pondant respectivement au carbone attribuable aux carbones C-3 et C-7.

» Des signaux de carbones oléfiniques sortant a [6c 124.1(C-6), 6c129.5(C-22) et
8¢138.3(C-23)]. (Figure 111.10)

& O o @ &
8 < ¥ o =
1 !
Carbones Carbones | Carbones
&fini portent la méthyliques
plefNIquEs fonction OH
' g Y K_H
i l c-3

v T 4
.IIYflllIII—[YTTY[I\[lIXIIx ||qu1lll

M a0 130 120 ¢ B0 76 80 50 40

Figure 111.10 : Spectre RMN **C du composéPS..
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U | '  PYGLANEC BEES S Eue PRCL BEED S LA T3 T U =132 |
(=] 25 =20 15 10

Figure 111.10 : Spectre RMN **C du composéPS,
(Elargissement de la zone [11- 20] ppm.)

La recherche exhorsive effectuée sur les dérivés 7- a-OH (A° et A>?%) phytostérol mont-

rent une grande rassemblance des données spectrales avec celle du mélange PS; et PSs.

Ces composés sont identifiés dans les racines d’Euphorbia Fischeriana ), les grains
d’ Urtica Dioica ™, Ornithoussativus **?, Helianthus tuberosust*®®, Leucase cephalo-
tes!*®®! et Chenopodium Rubrum 2671 En notant que ces composés ont été isolé sous formes

des mélanges diastéréoisomerique au niveau de C-7 (a-OH et f-OH).

La distinction entre les composés avec a-OH ou f-OH au niveau de C-7 est basé sur le
déplacement chimique du proton en C-6. Il apparait que dH-6 (a-OH) est a 5.61 par contre
le déplacement chimique est a 5.29 en cas de (B-OH) en C-7. Par simple comparaison et
dans le cas du (PS,) le proton H-6 apparait a 6y 5.61 ce qui en bien accord avec une

configuration a de OH en C-7.

Les composeées identifiés sont utilisées dans la médecine traditionnelle Chinoise pour
leur activités antitumeur *°® "1 12 comme pour les racines d’Euphorbia fischeriana 1>,

et traitement de prostate adenomateu pour 1’espéce Urtica dioica °°!.

De ce qui précede, le composé PS2, il s’agit d’'un 7 a-OH stigmasterol, et d’apres le
spectre de masse qui présente une différence de deux unitées de 2H entre les deux pics a
m/z 451.35 et m/z 453.36 prouve 1’éxistence d’un deusiéme composé suits de formule brute
Ca9H500, (PS3) il s’agit d’un 7 a-OH f -sitosterol.
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Tous les déplacements chimiques du composé PS, et ceux de littérature sont illustrés

dans les tableaux suivants Tableau 111.2:

Tableau 111.2 : Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)

de PS,dans CDCls.
7o-Hydroxy stigmastérol
PS, Littérature [166:170. 1861
Position 5¢ (ppm) OH (r‘J]r(sz) m, 5¢ (ppm) OH (F\)]F()mz)) m,
1 (CHy) 375 1.84m 375 |1.84m,1.08m
2 (CH)) 315 1.82m 315 [1.83m,1.49m
3 (CH) 715 3.51m 715 3.58m
4 (CHy) 421 [ 2.28m 421 [2.28B;2.36am
5 (C) Non identifier 146 -
6 (CH) 1241 [561dl5 124.1 [5.60dl15.2
7 (CH) 655 | 3.86m 655 |3.85m
8 (CH) 37.0 1.42m 37.0 1.43m
9 (CH) 42.4 1.19m 42.4 1.15m
10 (C) 37.6 - 37.6 -
11 (CH,) 21.8 1.49m 218 [1.49m
12 (CH,) 39.2 1.97m 39.2 1.97;112m
13 (C) 23 |- 23 |-
14 (CH) 49.6 1.42m 49.6 1.41m
15 (CH,) 24.4 1.04 m 244 |1.66,1.08m
16 (CH,) 28.4 1.25m 289 [1.65a-1.25P
17 (CH) 55.3 1.15m 56 1.14 (o) m
18 (CHj,) 11.7 0.70 s 11.7 0.70s
19 (CHsj) 19.2 0.99s 19.2 0.99s
20 (CH) 361 |204m 36.1 |204m
21 (CHs) 184 [1.02d6.7 19.4 [1.03d6
22 (CH) 129.5 5.01dd 15.2; 8.6 129 5.01dd 15.2 ; 8.6
23 (CH) 138.3 5.17dd 15.2 ; 8.6 138 5.17dd 15.2 ; 8.6
24 (CH) 46.0 0.94m 45.8 0.93m
25 (CH) 25.5 1.55m 255 |154m
26 (CHs) 189 |0.78d 6.7 188 [ 0.79m
27 CHy) 19.9 0.84d6.7 19.9 0.85m
28 (CHy) 22.5 0.90m 22.8 0.90 m
29 (CHs) 11.9 0.80t7 119 |0.80t7
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111.3.3 Elucidation structurale du composé PS,

3-O-B-D-glucopyranosyl B-Sitostérol

Ce composé se présente sous forme d’une poudre blanche soluble dans le mélange

chloroforme/ méthanol.

Les spectres de masse ESI du composé PS,4 enregistrés en modes positif
(Figure 111.11) et négatif (Figure 111.12), montrent des pics d’ions pseudo-moléculaires a
m/z 599.3 [M+Na] et 575 [M-H], donnant une masse moléculaire égale a 576 uma en

accord avec une formule brute en C3sHgoO6.

Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positve Set Nebuiizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 180'C
Scan Begin 0 miz Set Capiliary 4500V Set Dry Gas 4.0 imin
Scan End 3000 miz Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Source
Intens.
x108 .
{5 [M+Na+
589.3
10
05
i
e T

500 000 1500 2000 B0 0 me

Figure I11. 11: Spectre de masse ESI (mode positif) du composé PS,.
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Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Potarity Negative Set Nebulzer 0.4 Bar
Focus Not aciive Set Dry Healer 180°C
Scan Begin 50 mz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 Umin
Scan End 3000 mfz Set End Plate Offsef  -500V Set Divert Vaive Source
Intens. | |
0% |
6 [M-H|=

5753

1 | |
G}ﬁﬂg — - —_— . - J

500 1000 1500 2000 200 w2

Figure I11. 12 : Spectre de masse ESI (mode négatif) du composé PS,.

Comme pour les produits décrits précédemment, I’ensemble des informations récoltées
au niveau du spectre RMN *H (Figure 111.13) montre que ce composé fait également part-
ie de la classe des phytostérols, notamment en raison de la présence de six signaux a haut
champ, d’intégration 3H, chacun correspondant a des groupements méthyliques, repérés
a[640.71 H-18 (s), 814 1.03 H-19 (), 64 0.94 H-21 (d, J = 6.7 Hz), 64 0.86 H-26 (d, J = 6.7
Hz), 8110.84 H-27 (d, J = 6 Hz) et 5 0.87 H-29(t, J = 7.5 Hz).

En outre, 1’observation d’un signal multiplet a 643.63 attribuable au proton H-3 ainsi
que d’un signal de proton oléfinique a 6y 5.38 H-6 (1H, dl, J = 5 Hz) (Figure 111.13)

atteste de 1’appartenance de ce composé a la famille des stérols.
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Figure 111.13 : Spectre RMN *H du composé PS,

Ce spectre (Figure 111.13) suggere aussi I’existence d’une unité osidique en raison
du nombre de signaux résonant entre [643 et 4.5 ppm] et d’un signal doublet (1H, J = 7.8

Hz) localisé a 6y 4.43caractéristique d’un proton anomere H-1’ de sucre.

Les données obtenues par I’analyse du spectre RMN *3C (Figure 111.14) confirment

bien notre hypothéses en ce qui concerne la génine avec la localisation :

» de six carbones méthyliques a 6c12.2(C-18), 6c19.1(C-19), 8¢18.3(C-21), oc
18.7(C-26), 6¢c 19.1(C-27) et ¢ 12.2(C-29).

» d’un carbone oxyméthine (CH-O) a 6.78.6 attribuable au carbone C-3. La valeur
du déplacement chimique de ce dernier indique qu’il est le point de branchement de
la génine avec le sucre.

» de deux carbones oléfiniques, I’un quaternaire sortant a d¢c 140.3(C-5) et un carbone
CH a 8¢ 121.5 (C-6).
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Figure 111.14 : Spectre RMN **C du composé PS..

De méme que pour I'unité osidique, le spectre RMN **C (Figure 111.14) montre la

présence :

» d’un carbone anomérique a d¢ 101.0 (C-1°).

» de quatre groupements CH a (6c70.1 C-4°), (6c73.5 C-27), (8¢ 76.2 C-5") et (d¢c
76.5 C-3").

» d’un carbone méthylénique CH; sortant a (6c61.4C-6").

A T’issue de ces résultats spectraux et de la comparaison avec les données de la
littérature 1®-'%2lle composé PS, est identifi¢ comme 3B-D-glucopyranosyl p-sitostérol
connu sous le nom Daucostérol”™ isolée antérieurement des espéces apartiénnent a la
famille Asteraceae commel’Odontospermum pygmaeum(®, Centaurea africanal*’®,

Centaurea bracteata " Scorzonera undulatal*’".

Des études réalisées sur ce composé montrent qu’il présente des propriétés : anti-

(179179 anti-pyrétique, anti-néoplasique et anti-mutagé-

[181]

inflammatoire, anti-cholestérol

nique %L1 est également utilisé¢ dans le traitement de I’hyperplasie de la prostate
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Tableau 111.3: Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
de PS,.

Position 8¢ (ppm) on (ppm) ; m, J(Hz)
1CH, 37.1 1.89m H-la
1.08m H-1p
2 CH, 29.3 1.61 mH-2B;1.92m H-2a
3CH 78.6 3.63m
4 CH, 38.3 2.27t1 13H-45;
2.43dm 13; 2 H-4a
5C 140.3 -
6 CH 121.5 5.38dl5
7 CH, 31.7 1.45-2.00 m
8 CH 31.6 1.97m
9 CH 50.1 0.98 m
10C 36.4 -
11 CH, 20.8 150 mH-110,1.02 mH-11pB
12 CH, 39.6 1.10 m H-12a -2.1 mH-12 B
13C 42.0 -
14 CH 56.6 1.06 m
15 CH, 25.7 1.52 m H-15a;1.02m H-11B
16 CH, 28.0 1.87 m H-16a ;1.27m H-16p3
17 CH 55.9 1.14m
18 CHj 12.2 0.71s
19 CH3 19.1 1.03s
20 CH 35.9 1.36 m
21 CHj 18.3 0.94d6.7
22 CH, 33.7 1.34 m H-220.;1.06 m H-22
23 CH;, 25.7 1.19m
24 CH 45.7 0.95m
25 CH 29.3 1.68 m
26 CH3 18.7 0.86 d 6.7
27 CH3 19.1 0.84d6
28 CH, 22.7 1.27m
29 CH3; 12.2 0.87t7.5
Glucose
1’ CH 101.0 4.43d7.8
2’ CH 73.5 3.20t7.9
3’CH 76.5 3.35m
4’ CH 70.1 3.39m
5’CH 76.2 3.28m
6’ CH, 61.4 3.88d H-6’a
3.71dd 11.9 ; 49 H-6’B
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111.3.4 Elucidation structurale du composé PSs

CHs

H,C
*, CHs

CH; |

CH3

Hon |
N
HO/'\ ,H/O o
"5(?6<L (ﬁ' H
0 I (CHZ)n/\ cH,

Dérivé d’un stigmastéryl-3p-glucopyranoside-6’-O-Ester.

Il s’agit d’un steryl phytosterol glucosylé : stigmastéryl-33-glucopyranoside-6’-O-
ester. Ce composé PSs se présente sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
chloroforme. La plaque CCM de ce composé est on comparant avec le composé PS1
présente une différence importante de polarité, ce composé a un R¢= 0.5 dans le systéeme
de CHCI3/MeOH (90 :10), cette remarque nous a oriente a conciderer que ce COMpose a

une polarité plus élevée que celle du PS1.

Hormis les signaux de protons et carbones (Tableau I11.1) de composé PS1
(stigmastérol), le spectre RMN *H (Figure 111.15) montre la présence de six signaux & haut
champ d’intégration 3H chacun correspondant a des groupements méthyliques repérés a
[04 0.68 H-18 (s), 641.00 H-19 (s), 6140.86 H-26 (d, J = 6.7 Hz), 640.81 H-27 (d, J = 6.7
Hz), 640.84 H-29 (t, J = 6 Hz) et 640.91 H-21(d, J = 7.5 Hz)] (Figure 111.15) avec deux

signaux résonant a 6y 5.03 et 5.17 correspondants aux protons H-23 et H-22.
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Protons osidiques
H-6 3 -4.7 ppm

Figure 111.15: Spectre RMN *H du composé PSs.

Ce spectre aussi montre un nombre de signaux résonant entre oy [3.1- 4.7] caracteristi-

ques a I’unité osidique (Figure 111.16) résonants a:

vV V.V V V VY

dn 4.37 correspond a un proton anomérique H-1".
613.30 correspond a un proton H-2’.

d13.57 correspond a un proton H-3’.

dn 3.42 correspond a un proton H-4.

dn3.44 correspond & un proton H-5’.

on4.48, 644.27 correspondants respectivement aux deux protons H-6’a et H-6’b.

H-6 H-13
y H-3 H-4°
;’l H(-6’b ’ H-2’|‘
. H-6le | H_3’| - ' ‘ \

- - [
f I\‘-.: 2 }l” ._.‘Vk\,l._ .[ \'_v'l }l‘ ,A-i U ['«. AR

"I“H,' U | .‘.!\,

Figure 111.16: Spectre RMN *H (protons osidiques) du composé PSs.
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Le spectre COSY *H-'H (Figure 111.17) montre les corrélations suivantes :

» Le proton H-22 et le proton H-23 apparaissant respectivement a oy 5.17 et 6y 5.03.

» Le proton H-6 et le proton H-7 apparaissant respectivement a dy 5.38 et 6y 1.79.

» Le proton H-3 et les protons H-4 et H-2 apparaissant respectivement a oy 3.55, oy
2.36 et 6y41.95.
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Figure 111.17 : Spectre COSY *H-'H du composé PSs.

Le spectre COSY *H-'H (Figure 111.18) permet d’identifier sept protons d’un hexose.
En effet et partant du proton anomérique H-1", on relie a travers leurs taches de corrélation
les protons 6y 3.30 (H-2"), 6p43.57 (H-3°), oy 3.42 (H-4"), oy 3.44 (H-5") et H-6" (64 4.48,
H-6’a et 6y 4.27, H-6’b). Les grandes valeurs de constantes de couplage (Jy;-m2= 7.4 Hz ;
Ji2-m3= 8 Hz ; Jyysns= 8 Hz) indiquent qu’ils sont tous axiaux. Il s’agit d’un glucose de
configuration  au regard de la constante de couplage Jy; 2= 7.4 Hz. Les déplacements
chimiques déblindés des protons H-6" (64 4.48 H-6’a ; 6H 4.27 H-6’b) indiquent une

substitution a ce niveau par un groupement acyle. Ceci est confirmé par des données de la
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littérature 3% qui montre une corrélation entre le proton H-6’a et le carbonyle du

groupement ester résonant a 64174.6 (C-1"").
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Figure 111.18 : Spectre COSY *H-'H (protons osidiques) du composé PSs.

La comparaison du spectre RMN *3C du PSs (Figure 111.19) et celle du composé PS,
(Figure 111.7) montre qu’il est un dérivé du stigmastérol avec en particulier les signaux

suivants :

» Six signaux méthyliques caractéristiques des phytostérols résonant a champ fort
entre 511.8(C-18), 6c19.3(C-19), 6¢19.0(C-21), 6¢19.0(C-26), 6c19.8(C-27) et
8c12.2(C-29).

» Un signal apparaissant a d¢c 79.5 attribué a un carbone porteur de la fonction OH
(C-3).

83



Chapitre 111 Résultats et discussion

Carbonesdu |
* groupement Ester J

Carbones osidiques }

Carbones oléfiniques } ,

c-1’
C-5 C-6 Cc-3/&
C-17 -22

' . . . v - v v v - ' . v v . v . .
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Figure 111.19 : Spectre RMN *3C du composé PSs.

> Des signaux 4 : 8¢ 140.8 correspondant a un carbone quaternaire sp? (C-5), et a
d¢ 122.1 relatif a un carbone éthylénique C-6, confirme la présence de la double
liaison

» Les signaux apparaissant a 6c129.3 et 6c138.2 sont attribuables a des CH vinyli-
ques (C-23, C-22).

L’expérience HSQC permet d’attribuer les déplacements chimiques des carbones du

glucose Figure 111.20et Tableau 111.4.

H-1" -3 H-4'

__JLM_JJU'_W .t i

‘a/C-6’ 2 5 . 20
H-6"a/C:000  Bps H-6"D/C-6 : -

<>
T H-6/C-6

=3

AR

Figure 111.20 : Spectre HSQC (Région Osidique) du composé PSs.
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La comparaison des données de la littérature et en particulier des composés qui sont
isolés de 1’espéce Euphorbia soongarical’®?, Centaurearegia™® et Euphorbiaguyonia-
nal® avec les spectres RMN H et *C (Figure 111.15) et (Tableau 111.4) permet de
mettre en évidence les signaux du groupement ester a oy 2.33 (t, J= 2.3 Hz, H-2"") / &¢c
34.2 (C-2"), 8y 1.61 (M, H-3"") / ¢ 24.9 (C-3"), 8y 1.19-1.26 (M, H- n’*) / 8¢ 29.2-29.7
(C-n”") et 0.88 (s, H-(n’+1)) / 8C14.1(C-(n>’+1)). Ces signaux sont caractéristiques de la

chaine latérale branchée au 6’- O du glycose ¢’est un acide gras en C- n [183.185]

*5?6<Lﬂ H
|
© lv \CH3

De ce qui précede, le composé PS5 est estérifié en position C-6” du glycose par une
chaine latérale d’un acide gras -O-C=0-CH,-(CH;),-CHs. La structure de cet acide gras
n’est pas confirmée, vu qu’on n’a pas pu réaliser le spectre de masse pour ce produit a fin

de déterminer le nombre exact de 1’unité (CH,).

On peut dire que ce composé a une structure d’un dérivé de stigmastéryl-3p-

glucopyranoside-6’-O-ester.

Les déplacements chimiques de ce composé sont regroupés dans le tableau
Tableau I11.4:
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Tableau 111.4: Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)

de PS5
Position dc (ppm) Sn (ppm) 5 m, J(Hz)
1 CH, 37.3 3.46 d 35
2 CH, 29.5 1.95 m
3CH 79.5 3.55m
4 CH, 38.9 2.36 m
5C 140.8 -
6 (=CH) 122.1 5.38 dl
7 CH, 31.9 1.46-1.90 m
8 CH 31.9 1.38 m
9CH 50.2 0.85 m
10C 36.1 -
11 CH, 21.1 1.36-1.42 m
12 CH; 39.8 1.08-1.94 m
13C 42.3 -
14 CH 56.1 091 m
15 CH, 24.3 0.93-1.33 m
16 CH, 28.2 1.80-2.00 m
17 CH 56.9 1.03 m
18 CH3 11.8 0.68 s
19 CHjs 19.3 1.00 s
20 CH 36.7 1.28 m
21 CH3 19.0 091d75
22=CH, 138.2 5.17m
23=CH, 129.3 5.03m
24 CH 51.2 0.93m
25 CH 31.9 1.59 m
26 CHs 19.0 0.86d6.7
27 CH3 19.8 0.81d6.7
28 CH, 25.4 1.26 m
29 CH3 12.2 0.84 m
Glucose
1’CH 101.2 437d74
2> CH 73.6 3.30t8
3’ CH 76.0 3.57t8
4 CH 70.2 34218
5°CH 74.0 3.44m
6’ CH, 63.1 448 dd 5-12.2 H-6’a
427d 11.1 H-6b
Ester
1 C 174.6 -
2>’ CH, 34.2 2.33t7.9
3 CH; 24.9 1.61m
n>> CH, 29.2-29.7 1.19-1.26 m
(n+1)”> CH3 14.1 0.88 t7.1
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Chapitre IV Partie experimentale

IV.1 Récolte de la plante

La plante Pallenis spinosa a été récoltée dans la région de Batna (Nord-Est algérien)
au mois de Juin 2009. Elle a été identifiée par le professeur Bachir OUDJEHIH de
I’institut d’agro-vétérinaire de I’université de Batna. Elle a été séchée a I’abri de la lumiére
du soleil. Le matériel végétal séché a été reduit en poudre a I’aide d’un broyeur pour
augmenter la surface de contact avec les solvants extracteurs, cette poudre a été soumise a

des extractions par différents solvants.

IV.2 Chimie extractive

IV.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM sont utilisées a chaque étape pour le suivi et le contréle des purifications.
Ces analyses sont réalisées sur des plaques d’aluminium, en phase normale Kieselgel (60
F2s4 Merck) 250 um (20x20 cm) et en phase inverse RP18 Fasss (Merck) 200 um Merck
(20x20 cm). Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre de plusieurs
volumes saturées avec 1’éluant approprié. Cette phase mobile est constituée d’un mélange
binaire ou tertiaire de solvants selon le type de séparation souhaitée.

Les révélateurs utilisés sont :

e La vanilline sulfuré : 10% H,SO,4, 10% Acide acétique et 80 % eau et une petite
cuillére (spatule) de vanilline.

e Le sulfate de cérium : 380 ml eau, 120 ml H,SO,4 (96%) et une petite cuillére de
sulfate de cérium tétra hydraté.

L’observation des plagues CCM est faite sous la lampe UV a 254 et 366 nm est suivie

d’une révélation au sulfate de cérium ou la vanilline sulfurique.

IV.2.2 Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de 1’extrait brut.
Elle est rapide et consomme moins de solvants par rapport aux autres méthodes de chro-
matographies classiques.Le fractionnement sous vide a été effectué dans un entonnoir
cylindrique filtrant sur verre fritté N° 4, rempli avec la phase stationnaire silice Kieselgel
Merck (70-230 mesh, 63-200 um) 10 fois la masse de 1’extrait.
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IVV.2.3 Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Le type de colonne (taille et diametre), le debit de la phase mobile et le volume des
fractions récupérées ont été adaptés a la quantité et a la nature des échantillons a purifier.
Le choix des conditions d’¢lution, le suivi de la séparation et le rassemblement final des
fractions ont été effectués sur la base de 1’analyse des plagues CCM.

Les phases stationnaires utilisées au cours des différentes opérations de séparation et
de purification sont cités au-dessous :

- Phase normale : la quantité de la silice Kieselgel Merck (70-230 mesh) est générale-
ment 40 fois le poids de I’échantillon a purifier. L’élution est effectuée a pression
atmospherique.

- Phase inverse : la silice greffée Lichroprep RP-8 Merck (40-63 pum), en utilisant 30
fois le poids de I’échantillon a purifier. L’élution est effectuée a 1’aide d’air comp-

rimé par un compresseur (la pression varie selon 1’éluant utilisé).

1VV.3 Chimie structurale

IVV.3.1 Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire RMN 1D (RMN 'H et RMN C)
sont enregistrés sur un appareil Bruker Avance DRX-500. Les fréquences d’irradiation
sont respectivement de 300 MHz pour le *H, de 125 MHz pour le *C.

Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm par rapport au signal du tétra-
méthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne, et les constantes de couplage sont

exprimées en Hz.
1VV.3.2 Spectrometrie de masse (SM)

Les spectres de masse des composés isolés ont été enregistres en ESI (Electro Spary

lonisation), sur un spectrometre « Micromasse Q-TOF ».
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IV.4 Etude de I’espéce Pallenis spinosa

1VV.4 .1 Extraction

La maceération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végetal en
contact prolongé avec un solvant pour extraire les principes actifs. Elle ne doit étre con-
fondue avec I’infusion ou la décoction.

Les parties aériennes de Pallenis spinosa sont séchées et broyées sous forme d’une
poudre fine. (2Kg) sont mises a macérer a température ambiante dans le chloroforme
(3x5L). Cette macération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant et dure dans
chaque cas 72heures. Apreés filtration et évaporation a sec du solvant a température 35°C,
40 g de ’extrait chloroformique ont été obtenus. Le résidu de la filtration est de nouveau
mis a macérer dans le n-butanol (3x5L) la filtration puis 1’évaporation a sec du solvant

sous pression réduite, ont permis d’obtenir 12g d’extrait n-butanol.

Les solvants utilisés pendant la purification sont des solvants du commerce: Ether de
pétrole, Hexane, Chloroforme, Acétate d'éthyle, n-Butanol et le méthanol sont distillés au

préalable.

V.4 .2 Contréle chromatographique

Une analyse chromatographique sur couche mince CCM a été réalisée sur les deux
extraits obtenus précédemment, en utilisant différents systémes d’élution: (EP / AcOEt),
(CHCI3/MeOH), montrent apres examen a la lumiére UV (254,366 nm) et révélation a la
vanilline sulfurique et sulfate de cérium puis chauffage, plusieurs taches de différentes

couleurs a des Rf différents (Figure 1V-1).
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f— 4 N\

Hex’AcOEt
8020

~—

—

Figure IV.1 : Analyse CCM des extraits bruts de la plante.

1V.4.3 Etude d’extrait chloroformique de I’espéce Pallenis spinosa

20g d’extrait CHCl3 sont soumis & une chromatographie liquide sous vide (VLC) en
utilisant (200g) comme phase stationnaire (silice normale SiO,), I’élution est effectuée en
premier lieu avec 1’éther de pétrole dont on augmente la polarité par 1’addition de 1’acétate
d’éthyle (100/0 & 0 /100), puis par un gradient de méthanol dans 1’acétate d’éthyle (100/0 a
100). A T’issue de fractionnement primaire fractions de 100 ml ont été recueilles (Tableau
IvV.1):

91



Chapitre IV Partie experimentale

Tableau IV. 1 : Fractionnement de 1’extrait chloroformique.

I,:ract!o,ns Eluant de la colonne Observation sur CCM
récupérées

1 Ether de pétrole Neant

2 EP Tache invisible

3 EP Tache bleu invisible

4 EP Deux t&ches invisibles révélent en bleu

Ether de pétrole/acétate d’éthyle

5 90/10 Mélange complexe

6 80/20 Mélange complexe de plusieurs taches
7 80/20 Mélange complexe de plusieurs taches

8 70/30 Mélange complexe

9 I Mélange complexe

10 Il Mélange de plusieurs taches

11 60/40 Mélange de plusieurs taches + trainée
12 Il Mélange de plusieurs taches
13 50/50 Mélange séparable

14 I Mélange de plusieurs taches

15 I Mélange complexe

16 I Mélange séparable

17 I Mélange séparable

18 Il Mélange de plusieurs taches

19 Il Mélange de plusieurs taches + trainée
20 Il Mélange de plusieurs taches + trainée
21 Il Mélange séparable

22 20/80 Mélange de plusieurs taches

23 I Mélange de plusieurs taches

24 I Mélange de plusieurs taches + trainée
25 I Mélange de plusieurs taches

26 Il Mélange de plusieurs taches + trainée
27 Il Mélange de plusieurs taches + trainée
28 Il Mélange de plusieurs taches + trainée
29 I Trois taches + trainée

30 100% acétate d’éthyle Deux taches+ trainée

Acétate d’éthyle/Méthanol

31 99/1 Mélange de trois taches

32 95/5 Mélange de trois taches+trainee
33 90/10 Deux taches+trainée

34 80/20 Deux taches+trainée

35 70/30 Trainée

36 100 Trainée
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Les factions obtenues subissent une chromatographie sur CCM avec les systemes

d’élution suivants :

- Pour les fractionsde 1 a5 (AcOE/EP: 6/94),

- Pour les fractions de 6 a 7 (MeOH / CHCl3: 1/99),

- Pour les fractions de 8 a 10 (MeOH / CHCl3: 3/97),

- Pour les fractions de 11a 18 (MeOH / CHCI3: 5/95),

- Pour les fractions de 19a 29 (MeOH / CHC3: 8/92), et (12/88) pour les fractions
restantes.

Les CCM obtenues sont visualisées sous la lumiére UV a 254 nm puis révélées avec la

vanilline sulfurée. Ce fractionnement nous a permet de rassembler Les factions semblables

en 13 Fractions selon le tableau suivant (Tableau 1V.2) :

Tableau 1V. 2 : Rassemblement des fractions semblable d’extrait chloroformique.

Fractions Fractions récupérées Eluant de la Masse (g)
colonne
1 1-2 100% EP 0.169
2 3-4 I 0.320
3 5 10 8.900
4 6 20 2.600
5 7-8 30 0.390
6 9-10 30 0.696
7 11-14 50 1.050
8 15-18 I 1.813
9 19-21 I 0.413
10 22-23 80 0.801
11 24-29 80 0.532
12 30-33 100 Ac 1.020
13 34-36 Me 1.256

93



Chapitre IV Partie experimentale

IV.4.4 PURIFICATION

1V.4.4.1 Etude de la fraction F’s

Les deux fractions Fs et Fg sont réunies pour donner (A) F’s d’une masse égale a 19,
La fraction F’s est fractionnée sur une colonne de gel de silice phase normale (40g) et
éluée avec I’éther de pétrole et 1’acétate d’éthyle. Les fractions recueillies sont de 25 ml.
Ils sont rassemblés selon leur profil en CCM (Phase normale) réalisée dans un mélange de

solvants :

CHCI3 pur pour les fractions de 1 a 116

Pour les fractions de 117 a 143 (MeOH / CHCl3: 1/99),

Pour les fractions de 144 a 189 (MeOH / CHCl3: 3/97),

Pour les fractions de 190 a 378 (MeOH / CHCl3: 5/95) et (MeOH / CHCl3 : 8/92)

pour les fractions restantes.

Cet examen a fournis 15 fractions (Tableau 1V. 3) :

Tableau V. 3: Rassemblement des sous fractions de la fraction F’5.

Fractions SOEJS Eluant de Observation sur CCM Masse
fractions la colonne (mg)
F’5-1 1-11 100% EP Néant 10
F’5-2 12-52 2Ac Trois taches visibles + une bleue 37.3
F’5-3 53-63 4Ac mélange de trois taches + trainée 28.9
F’5-4 64-78 4Ac mélange de plusieurs taches 63.5
F’5-5 79-116 6AC mélange complexe 145
F’5-6 117-143 6AC mélange de plusieurs taches + trainée 110
F’5-7 144-155 8 mélange de plusieurs taches + trainée 139
F’5-8 156-189 10 Mélange complexe de plusieurs taches 115
F’5-9 190-240 14 plusieurs taches avec deux majoritaires 90
F’5-10 241-266 18 mélange de plusieurs taches + trainée 65
F’5-11 267-292 20 mélange de plusieurs taches + trainée 40
F’5-12 293-332 30 Tache move+ trainée 30.5
F’5-13 324-349 50 mélange de plusieurs taches + trainée 54
F’5-14 350-378 80 Deux taches+trainée 3.8
F’5-15 379-400 80 trainée 68
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La sous fraction F’54(110 mg) a purifiée sur une colonne de gel de silice phase
normale (4.4g) et éluée avec le chloroforme. Des fractions de 10 ml sont collectées et
réunies selon leur profil CCM (éluant : Ether de pétrole/acétate d’éthyle 88/12),donnant 6

sous fractions allant de 1 a 6 (Tableau 1V.4).

Tableau IV. 4: Rassemblement des sous fractions de la fraction F’5-6.

Fractions | Sous fractions Eluant Observation sur CCM Masse (mg)
F’5-6-1 1-3 Chloroforme trainée 6.6
F’5-6-2 4-7 I Mélange complexe 7.5
F’5-6-3 8-12 I Une tache invisible+ 115

trainée

F’5-6-4 13-16 I Mélange complexe 60

CHCI3/MeOH
F’5-6-5 17-19 95/5 trainée 9.3
F’5-6-6 20-23 100 % MeOH trainée 15

La recristallisation de la fraction F’5-6-3 d’un poids de 11.5 mg dans 1’éther de pétrole a

permis d’obtenir (5 mg) de produit PS1 a I’état pur.

Hex/AC
80/20

Psi
T/

Figure 1V.2 : Plaque CCM de produit PS1.

95



Chapitre IV Partie experimentale

1VV.4.4.2 Etude de la fraction F8

La fraction (B) F8 (1.813g) a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice
(739) en phase et pression normale 1’élution est effectuée en premier lieu avec un mélange
de I’éther de pétrole et de I’acétate d’éthyle (70/30) dont on augmente la polarité jusqu’au
100% puis par I’augmentation pourcentage de MeOH : 5% - 10% a 100%. Des fractions
de 100 ml ont été recueillies et réunies selon leur profile en CCM pour fournir 12 fractions
(Tableau 1V.5) :

Tableau 1V. 5 : Rassemblement des sous fractions de la fraction F8.

Sous Fractions | Eluant (colonne) . .
fractions | collectées AcOEt /Ep Observation sur CCM Poids mg
F8-1 1-2 30/70 néant 32.8
F8-2 3-5 30/70 Trois taches + trainée 18.4
F8-3 6-8 50/50 mélange de plusieurs taches 40.1
F8-4 9-10 50/50 plusieurs taches + trainée 151.9
F8-5 11-14 60/40 plusieurs taches + trainée 230
F8-6 15-17 70/30 mélange de plusieurs taches 243
F8-7 18-20 70/30 plusieurs taches + trainée 188
F8-8 21-22 90/10 mélange complexe 58.9
F8-9 2 3-24 100% plusieurs taches + trainée 89

AcOEt/MeOH
F8-10 25 95/5 trainée 138.4
F8-11 26 90/10 trainée 433
F8-12 27 100% MeOH trainée 186.7

Figure 1V. 3 : Plaque récapitulative d’étude de la fraction F8.
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-
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Figure IV. 4 : Teste d’analyse des sous factions F8-5 et F8-6 sur une CCM phase inverse
Rplg.

La fraction (B’) F8-6 (243 mg) (Figure 1V.4) est chromatographiée sur une colonne
de gel de silice phase inverse Rp8 merck (10 g). L’élution est menée dans un mélange
d’eau / méthanol a différents gradients de 50/50 a MeOH 100%. Des fractions de 20ml

sont collectées et réunies pour donner 20 fractions (Tableau 1V.6) :

Tableau V. 6 : Rassemblement des sous fractions de la fraction F8-6.

Soys Fractlo’ns Eluant Observation sur CCM Poids
fractions | collectées (colonne) (mg)
MeOH /Hzo
F8-6-1 1-3 50/50 Trainée 9
F8-6-2 4-5 50/50 Trainee 7.5
F8-6-3 6-7 50/50 Deux taches+trainée 6
F8-6-4 8-9 60/40 plusieurs taches 55
F8-6-5 10-13 60/40 Mélange de plusieurs taches 10.2
F8-6-6 14-15 70/30 Mélange de plusieurs taches 13.9
F8-6-7 16 70/30 Mélange de plusieurs taches 22.4
F8-6-8 17 70/30 Plusieurs taches + trainée 13
F8-6-9 18-19 90/10 Plusieurs taches + trainée 18.1
F8-6-10 20 90/10 Mélange de plusieurs taches 22.2
F8-6-11 21-22 90/10 Mélange de plusieurs taches 15.5
F8-6-12 23-24 90/10 Mélange complexe 8.3
F8-6-13 25-27 90/10 Plusieurs taches + trainée 13.8
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F8-6-14 28 MeOH Mélange complexe 3.9
F8-6-15 29-31 100 Une tache bleu majoritaire + trainée | 10,1
F8-6-16 32-33 Il Mélange de plusieurs taches 17.7
F8-6-17 34 Il Mélange complexe 11
F8-6-18 35 Il Trois taches invisibles + trainée 24
F8-6-19 36-37 Il Trois taches invisibles + trainée 8.4
F8-6-20 38-39 Il Taches invisible + petite trainée 1.2
F8-6-21 40-44 100 Tache invisible marron 2

1VV.4.4.2.1 Etude de la sous fraction F8-6-15

La sous fraction B’1(10.1mg) a subi une purification sur une colonne de gel de silice

(100 mg) éluée avec le mélange de I’hexane et 1’acétate d’éthyle (50/50) dont on augmente

la polarité, selon le profil des CCM 8 fractions ont été obtenus. (Tableau 1V.7)

Tableau V.7 : Rassemblement des sous fractions de la fraction F8-6-15

Sous fractions | Fractions | Eluant (colonne) _ Poids

collectées | (% ) AcOEt /Hex Observation sur CCM mg
F8-6-15-1 1 50/50 Une tache bleu + petite trainée | 0.1
F8-6-15-2 2-3 50/50 Une tache bleu 4.6
F8-6-15-3 4-7 50/50 Une tache bleu + trainée 1.6
F8-6-15-4 8-11 60/40 Une tache bleu + trainée 0.4
F8-6-15-5 12-29 70/30 Trois taches 1.1
F8-6-15-6 30-33 100% AcOEt Plusieurs taches + trainée 1.6

AcOEt/ MeOH

F8-6-15-7 34 99/1 Une tache visible + trainée 0.3
F8-6-15-8 35 100% MeOH Tache visible majoritaire + 0.4

trainée

Les trois premiers sous fractions sont rassemblées en Fgg.15.1-, leur plaque de CCM

en phase normale effectuée dans le (CHCI3/MeOH : 90/10) montre une seule tache

invisible a I’UV (254-366nm), se colorant en bleu royal aprés une révélation par le sulfate

de cérium.Cette sous fraction représente le mélange des deux produits PS2 et PS3 (6.3mg)

(Figure 1V.5).
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-/
Figure 1V.5: Plaque CCM du mélange des produits PS2 et PS3.

1V.4.4.2.2 Etude de la sous fraction F8-6-19°

Les sous fractionsFg.g.15 (24mg) et Fg¢.19 (8.4mg) sont rassemblées en (B’;) F8-6-19’
(32,4mgq), cette derniére est chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale. L’élution est menée dans un mélange Acétate d’éthyle/Hexane a différents

gradients. Ce fractionnement a donné 7 fractions (TableaulV.8).

Tableau 1V.8 : Rassemblement des sous fractions de la fraction F8-6-19°.

Sous fractions Fractions | Eluant (colonne) Observation sur CCM Poids
collectées (%) (mg)
AcOEt / Hex
F8-6-19’-1 1-10 50/50 Une tache + petite trainée 1.6
F8-6-19°-2 11-16 50/50 Une tache invisible + trainée 0.3
F8-6-19°-3 17-20 60/40 Une tache invisible + trainée 13
F8-6-19°-4 21-34 60/40 Deux taches+une visible 6.2
F8-6-19°-5 35-37 60/40 Trois taches 3.1
F8-6-19’-6 38-42 100% AcOEt Une tache invisible + trainée 5
F8-6-19°-7 43-47 100%MeOH Une tache invisible + trainée 3.2

La fraction F8-6-19’-6(38-42) montrant une tache invisible en UV et mauve apres

révélation, a fourni le composé PS5 (5 mg) (Figure 1V.6).
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—

Figure 1V.6 : Plague CCM de produit PS5.

1VV.4.4.3 Etude de la sous fraction F13

La fraction (C) Fy3 précipitée dans le méthanol a permis d’isoler 10mg de composé
PS4 (Rf=0.49dans le systéme de CHCIl;/MeOH : 90/10) Figure 1V.7.

Figure 1V.7 : Plague CCM de produit PS4.
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IV.5 Constantes physiques et données spectrales des composés isolés

IV.5.1 Le composé PS1

24-éthylcholest-5,22-én-3-ol (Stigmasterol)

Formule brute : CyHss0

Masse moléculaire : 412 g/mol
Quantité du produit : 5mg
Aspect : cristaux blancs

Rf=0.5 (80/20 : EP /AcOEt)
EI-MS : 412 [M]"

RMN *H : (400 MHz, CDCl5) et
RMN *C (100 MHZ) dans CDCls
(Tableau I11.1 page 68)

IV.5.2 mélange de composés

PS,: 7a-Hydroxy-stigmastérol

(PS2 et PS3)
Formule brute : C,9H430; (PSy) . 20
C29H5002 (PSs) 2, =2 ,[ _ 26
T P
Masse moléculaire : 428 g/mol 11 /*{ | W
,/ ~L 7 16 27
430 g/mol . I 3| !
Quantité du produit : 6,3mg b
i3 | !
Aspect : cristaux blancs ;HO/ ‘\4./;“\35/7 OH

Rf=0.5 (90/ 10 : CHCI3/ MeOH)
ESI (modes positif) :
PS, m/z:429.32 [M+H]"
m/z : 451.35 [M+Na]"

PS; m/z:453.36 [M+Na]"

RMN *H : (500 MHz) et
RMN *3C (125 MHZ) dans CDCls
(Tableau I11.2 page 74)
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IV.5.3 Le composé PS4

3-O-B-D-glucopyranosyl B-Sitostérol
(Daucostérol)

Formule brute : C3sHgoOg

Masse moléculaire : 576 g/mol
Quantité du produit : 10mg

Aspect : poudre blanche

Rf=0.5 (90/10 : CHCI3/ MeOH )
MS :

ESI (mode positif) : m/z 599.3 [M+Na]"
ESI (mode négatif) : m/z 575 [M-H]
RMN *H : (500 MHz, CDCl5) et
RMN C (125 MHZ) dans CDCls
(Tableau I11.3 page79)

IV.5.4 Le composé PS5

Dérivé d’un stigmastéryl-3p-glucopyrano-
side-6’-O-Ester

Quantité du produit : 5mg
Aspect : poudre blanche

Rf=0.5 (90/10 : CHCI3/ MeOH)
RMN *H (500 MHz) et

RMN *3C (125 MHz)

(Tableau I11.4 page 86)

H
0N \CH3
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Conclusion génerale

CONCLUSION GENERALE

Ce travail entre dans le cadre de la rechercher de nouveaux composés chimiques
qui ont un intérét thérapeutique, notre objectif principal était la détermination structurale
des substances isolées de la plante Algérienne Pallenis spinosa L. (Cass.) de la famille

Asteracées.

L’investigation chimique de I’extrait CHClzdes parties aériennes, a abouti a I’isole-
ment de trois composés a 1’état pur ainsi un mélange de deux composés. L’¢lucidation stru-
cturales de ces produits a été établie au moyen de méthodes spectrales: la spectrométrie de
masse MS, la résonance magnétique nucléaire monodimensionnelles 1DRMN-H?,
RMN C™ et bidimensionnelles 2D et par la comparaison avec les données de la littérature.

Ces composés sont isolés pour la premiéere fois dans 1’espéce Pallenis spinosa et
méme aussi pour le genre Pallenis. lls sont des dérivées de phytostéroles:
v’ 24-éthylcholest-5,22-diéne-3p-ol (Stigmastérol).
v’ 24-éthylcholest-5,22-dien-3p,7a-diol (7-a-OH stigmastérol) et le 24-éthylcholest-
5-én-3p,7a-diol.
v’ 24-éthylcholest-5-ene-3-O-B-D-glucopyranosyl (Daucostérol).

v’ 24-éthylcholest-5,22-dién-(6’-O-Ester)-3p-O-D-glucopyranoside.

La méthodologie de fractionnement, séparation et purification des métabolites
secondaires de I’extrait CHCl3 a été essentiellement basée sur la combinaison des différen-

tes methodes chromatographiques a savoir :

- la chromatographie liquide sous vide (VLC).

- la chromatographie sur colonne de gel de silice normale et de silice greffée en Cs.

La purification a donné d’autres métabolites secondaires mais en tres faibles
quantités, ce qui ne nous a pas permis la réalisation des analyses spectroscopiques pour la

détermination structurale.
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Dans nos perspectives de recherche futures, il est envisagé de continuer 1’étude
phytochimique des parties racines de notre espéce Pallenis spinosa (L.) afin d’isoler
d’autres métabolites secondaires ainsi la réalisation des testes biologiques.

Les structures des composes isolés des parties aériennes de 1’extrait CHCl3, sont

reproduites ci-dessous:

PS, : Stigmastérol

7

7,
"OH

N2 J

PS,: 7a-Hydroxy-stigmastérol
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7
HO o

PS3: 7a-Hydroxy-p-sitosterol

PSs: Stigmasterol-3-O-p-D-glucopyranoside-6’-O-Ester.
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique de I’espéce Pallenis spinosa trouve a
1I’Algerie, de la famille Asteraceae (Composés). Dans le but de rechercher de nouveaux

composés naturels a intérét thérapeutique.

Le fractionnement, la séparation et la purification des biomolécules a partir de
I’extrait chloroformique des parties aériennes de 1’espéce Pallenis spinosa ont été réalisés
par I’utilisation en alternance de diverses méthodes chromatographiques appliquées dans
notre laboratoire a savoir :

v"la chromatographie liquide sous vide (VLC) de gel de silice.
v la chromatographie sur colonne de gel de silice normale et gel de silice greffée en

Cg ( phase inverse).

La détermination structurale des composés isolés est basée sur 1’utilisation combinée
des différentes techniques physicochimiques et spectroscopiques telles que la RMN 1D
(*H, *C) et 2D, la spectrométrie de masse et par la comparaison avec les données de la
littérature.

Les composes isolées ont été identifiées sont des stéroides (Phytostérols):
v’ Stigmastérol (PS1).
v' Ta-OH stigmastérol (PS2), 7a-OH B-sitostérol (PS3).
v’ B-sitostérol glycoside (PS4).
v' Dérivé stigmastérol -33-glucopyranoside-6’-ester (PS5).

Mots clés: Phytochimie, Pallenis spinosa, Asteracée, phytosterol, médecine tradition-

nelle, Oxyphytosterols.



Abstract

This work is concerned with the phytochemical study of the species Pallenis spinosa
wich grows in Algeria, belonging to the Asteraceae family. With the aim of discovering

new natural therapeutics compounds.

The isolation and structure determination of isolated compounds were based on the
different chromatographic methods (CC, TLC and VLC), also by physicochemical and
spectroscopic technics, such as 1D (*H, *C) and 2D NMR, by mass spectrometry and com-

parison with literature data.

The isolated compounds are identified as stéroids ( Phytosterols ):
v Stigmasterol (PS1).
v' 7a-OH stigmasterol (PS2), 7a-OH B-sitosterol (PS3).
v’ B-sitosterol glycoside (PS4).
v' Derivative stigmastérol-3-O-B-D-glucoside (6’-O-ester) (PS5).

Keywords: Phytochemistry, Pallenis spinosa, Asteraceae, phytosterol, folk medicine.
Plant sterol oxidation products (POP).
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