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Abréviations utilisées

Les références bibliographiques sont désignées par un chiffre arabe placé en exposant
et sont regroupéesa la fin.

Les abréviations et notation utilisées dans ce document sont explicitées ci-dessous:

Ac.0O anhydride Acétique

AcOH acide acétique

EDso Dose Efficace pour inhiber 50%de I’activité
IC 50 Concentration Inhibitrice

MeOH Méthanol

EtOH Ethanol

H20 Eau

H.SO4 acide sulfurique

AICls chlorure d’alimunium

NaOH hydroxyle de sodium

NaOAC acétate de sodium

Py pyridine

H3BOs acide borique

HCI acide chlorhydrique

EtOAC acétate d’éthyle

CHCI; dichlorométhane

CHCIs chloroforme (trichlorométhane)

CDCl3 chloroforme deutéré

CD:0OD méthanol deutéré

CCM Chromatographie sur Couche Mince

HF Hartree-Fock

Re facteur de Retardement

IR InfraRouge

uv UltraViolet

CG/MS Chromatographie Gazeuse couplée a un Spectrométre de Masse
SMIE Spectrométrie de Masse en mode Impact Electronique
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RMN
13C

1H
HMBC
HMQC
COSY
DEPT
6 (ppm)
J(Hz2)

Résonance Magnétique Nucléaire

carbone 13

proton

Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
COrrélation SpectroscopY

Distortionless Enhancement by Polarization Transfert
Déplacement chimique en partie par million
constante de couplage exprimeé en hertz
Singulet

doublet

doublet dé doublet

triplet

quadruplet

multiplet

Les unités couramment utilisées sont citées ci-dessous :

°C
eV

g

Hz
MHz
mg
min

ml

température en degrés Celsius
électron Volt

gramme

Hertz

MegaHertz

milligramme

minute

millilitre
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Notes Techniques

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire :

Les spectres ont été enregistrés sur des appareils a transformée de Fourrier :

Brilker avance DP 250 (250 MHz pour le H1, 62.9 MHz pour le C13) du

département de Chimie de I'université Mentouri-Constantine.

Briker ARX 400 (400 MHz pour le proton et 100 MHz pour le carbone-
13) de I’'Université de Strasbourg.

Les positions des pics (déplacement chimique) sont données en échelle det
exprimées en partie par millions (ppm), le TMS est utilisé comme référence interne
(d=0) dans la plupart des cas. Les spectres sont enregistrés dans le chloroforme

deutéré CDCls. Les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz (Hz).

Les notations suivantes sont utilisées: s: singulet, d: doublet, t: triplet, q :

quadruplet, m : multiplet, dd : doublet dé doublet....

Spectrométrie Infra-Rouge:

Spectrométre Shimadzu F IR-8201 PC. Les composés solides sont greffés sur des
pastilles en KBr et les liquides dissous dans le Nujol .Les fréquences d’absorption

sont donnés en cm-L.

Chromatographie :

Les chromatographies sur colonne ont été effectuées sur du gel de silice Merck 60

(230-400 Mesh).

Les chromatographies préparatives ont été effectuées sur plaques en verre avec du

gel de silice 60 Fasa.

Les chromatographies analytiques (CCM) ont été effectuées sur plaques (épaisseur :
0.2 mm) en aluminium recouvertes de gel Merck 60 F2s4 et révélées par une lampe

UV réglée sur 254 nm.

-15-



Avant propos
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Introduction générale

Nous avons tous été témoins des évolutions importantes qui ont fait changer la facon
d'aborder la recherche dans le monde du vivant. Il y a eu des révolutions
technologiques dans quasiment toutes les disciplines des sciences de la vie. Les
nouveaux outils disponibles s’affinent pour parer aux besoins non résolus, pour
comprendre les processus biologiques complexes, pour concevoir de nouveaux

concepts prometteurs, pour découvrir et produire de nouveaux principes actifs.

L’apparition de maladies nouvelles et la résistance développée par certains agents
pathogénes représentent des catalyseurs trés efficaces pour la recherche scientifique.
Le développement de nouvelles méthodologies de synthése et la préparation de
molécules & usage thérapeutique constituent un objectif majeur et une préoccupation

permanente pour de nombreux chercheurs.

Notre laboratoire a, depuis plusieurs années, développé un axe de recherche
consacré principalement a la Phytochimie et & I’évaluation biologique des espéces du
genre Inula et ce travail consiste en I’extraction, I’isolement et I'identification des

métabolites secondaires notamment les flavonoides et les terpénoides.
Notre travail s’articule autour de quatre chapitres :

Le premier propose une mise au point bibliographique sur les métabolites
secondaires des plantes et leurs principaux groupe : flavonoides ; terpénoides,
et les stérols.

Et le deuxiéme traite de I’étude bibliographique de la famille des Astéraceae
et du genre Inula.

Dans le troisieme Chapitre nous nous consacrerons dans un premier temps a
I’étude botanique de I'espece Inula crithmoidesL. et en deuxiéme lieu a I’étude
bibliographique de cette espéce.

Le quatriéme concerne la partie expérimentale qui porte sur I’étude chimique
de I’espéce Inula crithmoides L. de point de vu extraction, séparation et
purification de ses métabolites secondaires. Et enfin, a I'analyse structurale
des composés obtenus.

-18-
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Introduction Histoire des plantes médicinales

Introduction

Depuis fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours du médecin

pour la fabrication de remedes pharmaceutiques.

Avec le développement de la chimie, et plus particulierement les procédés de
synthese organique, la chimie des plantes a dans un premier temps marqué le pas,

mais ces dernieres années les produits naturels ont connu un regain d’intérét.

Leurs réservoirs en matiéres premiéres furent et sont toujours exploités pour isoler

des matieres premiéres irremplagables.

Au cours de I’évolution humaine, la médecine populaire et I’herboristerie ne cessérent
jamais de faire appel a des méthodes simples et s’employerent & maintenir vivante

une tradition thérapeutique connue depuis les premiers temps.

Et on peut a présent constater que I’'industrie pharmaceutique, les médecins et les

équipes de chercheurs se tournent a nouveau vers les ressources naturelles et les

plantes médicinales [11.

Les plantes et I’homme : une longque histoire :

Connue depuis la nuit des temps, I'efficacité des vertus des plantes a fait son chemin.

Soucieux d'un retour a la nature, I'hnomme en redécouvre aujourd’hui les bienfaits.

Le premier texte jamais écrit sur la médecine par les plantes est en argile. Il regroupe
une série de tablettes gravées en caracteres cunéiformes et ses auteurs, les Sumériens,

le rédigérent il y a quelques 3000 ans avant Jésus-Christ.

Ainsi commence I'histoire officielle de la phytothérapie, depuis plus de 6000 ans on
sait également que les hommes utilisent les plantes pour se soigner et que la

phytothérapie est I’'une des plus anciennes médecines du monde.

En effet, des son origine, I'hnomme a cherché a calmer ses maux et & réduire ses
souffrances. Pour cela, il a utilisé les produits immédiatement & sa portée. Le régne
végétal fut son premier champ d'expériences. Peu a peu, il a appris a discerner les

propriétés des plantes, leurs vertus, leur toxicité. Toutes les civilisations antiques :
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Introduction Histoire des plantes médicinales

mésopotamienne, égyptienne, chinoise, indienne, précolombienne avaient une

panoplie de remédes végétaux impressionnante [2 4],

L'Utilisation des plantes :

L"utilisation des plantes n'était pas sans danger pour ’lhomme car non seulement il
n‘avait pas la notion des dosages efficaces pour traiter telle ou telle affection, mais il
ne distinguait pas encore les plantes toxiques des plantes thérapeutiques.

L'utilisation des plantes était souvent liée a des croyances religieuses ou a la magie et

de ce fait on leur attribuait des pouvoirs surnaturels [,

L'évolution de la connaissance des plantes médicinales par I'expérimentation, et
probablement par I'observation des animaux dans leur sélection des plantes pour se
nourrir, s'est concrétisée chez les herboristes et guérisseurs de l'antiquité par

I'établissement de listes d'especes et de formules de remédes & base de plantes .Ces

listes regroupaient déja une centaine de plantes médicinales [].

Ainsi, toutes les civilisations antiques: chinoise, mésopotamienne, grecque,

égyptienne, indienne, perse, sud-américaine et européenne avaient appris a discerner

les plantes a effet thérapeutique des autres plantes et surtout des plantes toxiques [1.

L'usage thérapeutique des plantes remonte aux temps les plus reculés de I'histoire de
I'hnomme. En effet, I'histoire officielle de la phytothérapie prend ses "racines" il y a

plusieurs millénaires. En voici les grandes étapes :

— 3000 ans avant Jésus - Christ: Le premier recueil connu de formules végétales
(suspensions, décoctions et onguents) gravées en caracteres cunéiformes sur
des tablettes d'argile, découvert & Nippur en 1948, date de I'époque
Sumeérienne vieille de 5000 ans. Il recense jusqu'a 250 espéces de plantes, ce
qui démontre l'importance que tenait déja la phytothérapie a cette époque

lointaine [4],

— 2 700 ans avant Jésus - Christ. : Presque & la méme époque, mais a plusieurs
milliers de kilomeétres de la en Chine, & I'époque légendaire des premiers

grands empereurs, naissait le Pen-Tsao, fameux manuscrit dans lequel sont

-22-



Introduction Histoire des plantes médicinales

citées également de trés nombreuses plantes, manuscrit qui fut actualisé par

Lee-Chee-Chen au 16&me siécle [3:4],

— 2400 ans avant Jésus - Christ: Découvert a Louksor, le fameux papyrus Ebers des
civilisations pharaoniques cite plusieurs centaines de plantes médicinales
(prés de 877 remédes) [11. Méme la gouvernante de I'Egypte, Cléopatre utilisait
les essences et avait employé celle de jasmin et de roses connues pour leur
propriétés aphrodisiaques pour séduire Antoine [3: 4. Certains hiéroglyphes
démontraient que les Egyptiens faisaient brdler de I'encens au lever du soleil
en signe d'offrande au dieu du soleil et I'on offrait de la myrrhe au dieu de la
lune. Des huiles et essences étaient couramment utilisées, en particulier dans

les pratiques de momification.

— 400 ans avant Jésus - Christ: Hippocrate, le trés célébre médecin grec considéré
comme le pere de la médecine occidentale actuelle - consacre toute sa vie a
l'utilisation thérapeutique des plantes et & tenter d'en expliciter leurs vertus. Il

laisse une somme considérable de données (publiée en 280 avant J.-C.) dans le

Corpus Hippocratum qui traite d'environ 250 "simples" [1:3:4],

— Au cours du ler siécle de notre ére : Dioscoride, autre médecin grec et
successeur spirituel d'Hippocrate, écrit son fameux De Materia Medica qui
étudie, lui, environ 600 "simples", et qui restera l'ouvrage de référence en

matiére de plantes pendant de trés nombreux siécles [3:4],

— Au cours du 2éme siéecle : C'est au tour de Galien, encore un médecin grec, de
codifier I'emploi de toute ces plantes, et de mettre au point un nombre

considérable de formulations magistrales a peine complétées et modifiées

jusqu'a la fin du 18éme siécle [3: 4],

— Du 3eme au 18éme siecle : Peu de plantes vont venir s'ajouter aux 600
"simples"” répertoriés par Dioscoride au cours de cette longue période, si ce ne
sont quelques rares plantes originaires de contrées lointaines et encore
inconnues en Occident, ou encore de certaines jalousement tenues secretes par

la médecine populaire, comme par exemple la digitale dont le secret
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d'utilisation est arraché difficilement au 18eme siecle a une guérisseuse qui le

tenait certainement elle-méme d'une transmission familiale a travers plusieurs

générations de guérisseurs [4],

-La civilisation arabe: A l'apogée de I'empire arabe (dont les frontieres
allaient de I'Inde & I'Espagne), tous les documents écrits furent réunis a
Bagdad dans la plus grande bibliothéque de I'époque (entre le 7¢ et 9¢ siécle)[3l.
C'est au 9¢ siécle seulement, qu'une équipe de traducteurs révisa les
documents grecs pour en produire des versions plus précises en arabe. Les
Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecine et en pharmacie : Abu Bakr
Muhammand Ibn Zakaria ar Rasi ou Rhazeés (865-925), persan d'origine, fut I'un
des grand médecins de son temps et aussi le précurseur de la
psychothérapie.ll fut suivi par Abou Ali Ibn Abdillah Ibn Sina, connu en
Occident sous le nom d*Avicenne (980-1037) qui écrivit a Téhéran une ceuvre
qui s'intitule Canon de la médecine. Il reprit et compila les doctrines
d'Hippocrate et de Galien. Ce livre servira de base a I'enseignement de la

médecine dans les universités de Louvain et de Montpellier jusqu'aux

environs de 1650 [31,

Mais le plus grand d'entre eux fut sans aucun doute Ibn al Baytar (1197-1248).
Né a Malaga, il émigra en Orient ou il rédigea le tres complet Somme des
Simples : ce livre contenait une liste de 1400 préparations et plantes

médicinales dont un millier étaient connues des auteurs grecs.

Ce sont les Arabes qui donnérent & la pharmacie son caractere scientifique. Les
traditions pharmaceutiques arabes passérent en Europe et influencerent
profondément les grandes universités de I'époque du 9¢ siécle.

Y

— Du 19éme siécle a la moitié du 20éme siécle : S'installe une période de

désaffection pour la médecine par les plantes. A cela une raison : le

développement de la synthése organique et de I'industrie chimique [4: 7],

=24 -



Introduction Histoire des plantes médicinales

Une breve vue d'ensemble sur l'utilisation historique des plantes

médicinales en Algérie :

Chaque culture a une histoire concernant I’utilisation des plantes médicinales pour
traiter leurs maux. En Algérie l'utilisation des plantes médicinales est vieille d’un
millier d’années. Les premiéres écritures sur les plantes médicinales en Algérie et
dans le Maghreb remontent au 9¢ siecle ou Ishd-Ben-Amran (docteur du prince de
Kairouan, de la Tunisie) a laissé de divers traités sur la médecine, les drogues
simples, EL Bekry, auteur d'Abou Abdallah d'un livre sur les usines importantes
d'Andalusia et d'une description de I'Afrique du Nord et de I'Abdallah-Ben-Lounés un

docteur tres habile né a Oran, qui a décrit l'utilisation de beaucoup de plantes

médicinales [15],

Méme pendant le colonialisme Francais de 1830 a 1962.les botanistes ont réussis a
cataloguer un grand nombre d’espéces comme medicinales et un livre sur les plantes
médicinales et aromatiques d’Algérie était publié en 1942 par Fourment et Rogues ils

ont mentionné 200 especes décrites et étudiées pour la plupart d’elles dans le Nord

d’Algérie et seulement 6 espéces du Sahara [13],

Le travail le plus récent publié sur les plantes médicinales est les livres écrits par

Beloued (1998) et Baba Aissa (1999).

Parmi les plantes médicinales d’importance, les plantes de la famille des composées

qui constituent la plus vaste subdivision du régne végétal [13],

Conclusion:

Les plantes médicinales et leur utilisation diverses peuvent jouer un réle important
dans I’économie surtout dans les pays en voie de développement qui peuvent a un
certain degré remplacer quelques importations des pays développés, d’ou la
nécessité d’'une meilleure prise en charge de ce patrimoine national (étude, culture,
protection...) et de ce fait les travaux sur la chimie de ces plantes développés aux
niveaux des universités et des institutions doivent étre encouragés pour mettre en

évidence la spécificité de ces plantes.
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En conclusion nous pouvons dire que le monde végétal dans lequel nous vivons est
tres riche et tres diversifié et la plupart des propriétés de beaucoup de plantes qui

nous entourent restent inconnues.
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| -Les métabolites secondaires

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I'industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces
composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
sont surtout illustrés en thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte

proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes

des molécules actives nouvelles, ou des matiéres premiéres pour la semi synthése [16],

On a longtemps employé des remédes traditionnels & base de plantes sans savoir a
quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du
19¢éme sjecle, en améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se
separer et parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec
une thérapeutique officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la
pharmacologie était mieux connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec
une certaine méfiance I’emploi de végétaux ou d’extraits complexes de vegétaux
dont I’action est confirmée par I'usage sans étre attribuée de facon certaine a une

molécule type [16],

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux Ceci est notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et

antiradicaires, en particulier les flavonoides et les proanthocyanidines [16],

I-1 Les différentes classes de métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires en différents groupes [171:

1. les composeés phénoliques: avec un groupe hydroxyle sur un cycle aromatique.
Ils interviennent dans les interactions plante-plante (allélopathie, inhibition de
la germination et de la croissance). On a, par exemple, la lignine, les

flavonoides, les phénylpropanoides et les anthocyanes et les tanins.

2. les composés azotés: lls comprennent les alcaloides et les glycosides (qui

larguent de l'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées). Ils sont
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synthétisés a partir d'acides aminés. On a, par exemple, la nicotine, l'atropine,

la codéine et la lupinine.
§ lesterpenes
§ les poly-isoprénes

Le Tableau 1 présente les principales classes de métabolites secondaires impliqués
dans la résistance des plantes aux insectes. Les métabolites azotés, les polyphénols et

les terpénoides sont présentés ici de fagon plus détaillée bien que non exhaustive.
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nd : non déterminé

Classe Origine, biosynthése Ne. de Distribution et activité
structures

Alcanes, Acétate-malonate nd Feuilles : cires cuticulaires

aldéhydes, cires

Lignines, Acide shikimique nd Paroi cellulaire

tannins Précipitent les protéines

Terpénoides

Monoterpénes 1300 Huiles essentielles
(coniféres), forte odeur,
repoussants

Sesquiterpénes 6500 Répandus,amers,toxiques

Acétate-mevalonate

Diterpénes 2900 Latex et résine, parfois
toxiques

Triterpénes 3600 Répandus, amers,
toxiques, colorés

Stéroides Acétate-mevalonate et

Phyteecdysones (7 autres 70 + de 100 familles végétales
antihormones

Polyphénols

Simples Shikimate 1000 Universeles (feuilles)

Coumarines Shikimate-chorismate | 800 70 familles dicotylédones,
toxiques, repoussantes

Flavonoides Shikimate-malonate 4000 Universeles, colorés,
toxiques

Quinones Shikimate-mévalonate | 800 Répandus, colorés

Alcaloides Hétérogéne 10000 Angiospermes, toxiques,
amers

Acides aminés Acides amines 1000 Graines de légumineuses,

non protéiques répandus, toxiques

Cyanogénes Acides amines 60 2500 espéces de 130
familles toxiques

Glucosinolates Acides amines 100 Cruciferes, amers, acres

Amines 100 Angiospermes,

repoussants,
hallucinogénes

Tableau 1 : Principales classes de métabolitesimpliqué dans la défense des végétaux face

aux insectes et autres ravageurs (Hartley, 2001 ; Panda and Khush, 1995).
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I1-2 Leurs différents rbles défensifs :

Leurs réles sont multiples [171:

o lls ont une action anti-herbivore (menthe par exemple)

o ilsinhibent les attaques des bactéries et des champignons

o ilsinterviennent dans la structure des plantes (lignines et tannins)

o ils peuvent étre antinutritifs.

Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des

vésicules spécifiques ou dans la vacuole.

I-3 Ou trouve-t-on les métabolites secondaires dans les plantes?

On trouve des métabolites secondaires dans de nombreux tissus végétaux, selon leur

role défensif. Ces emplacements sont trés variables selon les plantes [17] Voici

guelques exemples de localisation :

Tissus Molécules Plantes
Trichomes monoterpénes Lamiacées
Trichomes sesquiterpenes Solanacées
Trichomes flavonoides Solanacées

Cires triterpénes Asclépiadacées
Cires phénols Rosacées
Epiderme alcaloides Genista

Parois cellulaires tannins Beaucoup d'arbres
Cellules mortes tannins Plantes ligneuses

Vacuoles

glycosides cyanogéniques

Beaucoup de plantes

Vacuoles

alcaloides

Beaucoup de plantes

Glandes a huile

furanocoumarines

Citrus

Glandes a huile

sesquiterpénes

Gossypium

Latex di- et triterpénes Euphorbiacées
Latex sesquiterpénes Asteracées
Latex alcaloides Euphorbiacées
Canaux résiniferes diterpenes Gymnospermes
Semence amino-acides non protéiques Légumes

Paroi des semences | furanocoumarines Pastinaca
Ecorce quinine Cinchona
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Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la

nature et de ce fait sont des éléments faisant partie de I’alimentation animale [16],

Les polyphénols possedent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions (OH alcoolique, carboxyle,...). Dans cette catégorie, on trouve de
nombreuses substances : les noyaux simples en Cg-C; et Cg-Cs, les noyaux deérivant
de I'extension du phénylpropane, en Ce-C3-Cs, comme les chalcones, les flavones, les
flavonols ou les dérivés du flavane ou du flavane-3-ol (catéchines et

proanthocyanidines). Toutes ces substances ont une voie de biosynthese commune et

sont appelées flavonoides, au sens large du terme [16],

Les composés phénoliques des végétaux constituent un groupe d'une extréme
diversité dont les flavonoides font partie. Plusieurs milliers de molécules ont été
identifiées a ce jour. Ainsi, nous en absorbons chaque fois que nous consommons un

aliment d'origine végétale.

Les flavonoides font partie de la grande classe des composés phénoliques,
métabolites secondaires abondants dans le régne végétal; et comprennent
notamment les flavones et les flavonols. Ils se caractérisent des autres produits
dérivés de la voie des phénylpropanoides par une structure en Cis (Cs-C3-Cs),
provenant de la condensation de trois unités malonyl et d'une unité coumaroyl [16],
Dans ce qui suit nous presentant quelques notions sur cette classe de métabolites

secondaires :
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II-FLAVONOIDES :

11-1 — Généralités :

1.1. Les flavonoides sont des composés phénoliques, caractérisés par une structure
commune en Cs-C3-Cs dans laquelle deux cycles benzéniques sont reliés par un

élément en C3, différente selon la nature des flavonoides [18],
o Gl
DE

o)

1.2. Les flavonoides sont largement distribués dans le regne végétal ou ils existent, le
plus souvent sous la forme soluble d'hétérosides. Quasiment absents chez les Algues,
ils apparaissent chez les Bryophytes. Chez les Fougeéres et les Gymnospermes, ils

sont présents mais leur variété structurale est faible. Ils sont par contre trés largement

représentés chez les Angiospermes ol leur variété structurale est maximale [19],

1.3. Vraisemblablement synthétisés au niveau des plastides cytoplasmiques, les
flavonoides s'accumulent dans le suc vacuolaire. Présents dans le mésophylle et
I'épiderme des feuilles, dans la cuticule épidermique des fruits, ils peuvent aussi

exister dans d’autres organes. En général, ils sont surtout abondants dans les organes

jeunes!19l,

1.4. Comme beaucoup d'autres métabolites secondaires, la fonction physiologique
des flavonoides est loin d'étre connue. La fonction écologique de ces pigments est
plus évidente: responsable de la coloration de nombreuses fleurs et de certains fruits
- mais aussi "guide a nectar", motifs visibles par les seuls insectes en UV- ils attirent
et guident les pollinisateurs favorisant ainsi la reproduction de l'espéce. Chez les
Orchidaceae, le marquage flavonoidique disparait apres la pollinisation, incitant

ainsi l'insecte a ne visiter que des fleurs non pollinisées [20],
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11-2- Structure chimigue et classification :

L'élément commun des flavonoides est d'étre rattachés & un noyau de base [211: |e 2-

phénylchromone. Le terme flavonoide pris dans son sens le plus large s'applique a
des structures trés diverses. Selon la nature de son hétérocycle oxygéné, on peut

distinguer les dérivés suivants:

Dérivés du 2-phénylchromone: flavones, flavonols, flavanones et formes

diméres
(@)
©) )
benzo -¢- pyrone 2-phénylchromone flavonol flavanone
(chromone) (flavone)

Biflavonoide

Dérivés du 2-phénylchromane ou flavane: flavan-3-ol (les catéchols) et les

flavan-3,4-diols (leucoanthocyanes)

o o ‘O

OH OH
hénylb dihyd fl OI5|4 diol
2-phénylbenzodihydropyranne avan-3,4-dio
(flavane) flavan-3-ol (leucoanthocyanes)

Dérivés du flavylium: anthocyanes

-33-



Chapitre | Etude bibliographique

2-phénylbenzopyrilium
(flavylium)

anthocyanes

Les chalcones sont des dérivés flavonoidiques ou les noyaux aromatiques sont

reliés par une chaine tricarbonée ouverte.

Les aurones sont des homologues des flavones a hétérocycle pentagonal.

-0

Aurones
chalcones

L'ensemble de ces substances est caractérisé par une structure commune en Cg-C3-Cs,
dans laquelle deux cycles benzéniques appelés noyau A et noyau B sont reliés par un

élément en Cs appelé noyau C, différent selon la nature des flavonoides.

11-2-2 Numérotation

C:hétérocycle hexagonal C:cycle ouvert
7 1 > 3
O 0\2
:‘;:
1 3 65

C:hétérocycle pentagonal
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11-2-3 Etat naturel:

Les flavonoides existent le plus souvent sous forme d'hétérosides constitués par un
ou plusieurs oses et une substance non glucidique appelée génine ou aglycone [22],
Les flavonoides sont des HETEROSIDES, c'est-a-dire des dérivés de GENINES sur
lesquelles un ou plusieurs OSES sont greffés. La liaison GENINE-OSE existe grace a
la réunion, soit d'un hydroxyle phénolique, soit d'un hydroxyle de I'hétérocycle
oxygéné, soit d'un -CH avec I'hydroxyle hémiacétalique du ou des ose(s) [23].

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le regne végétal. lls sont cependant

rares chez les végétaux inférieurs. Par contre, on les trouve en abondance dans les

familles suivantes :
- POLYGONACEES - APIACEES (= OMBELLIFERES)
- RUTACEES - ASTERACEES (= COMPOSEES)
- LEGUMINEUSES

De plus, leur localisation au sein de la plante est caractéristique. En effet, les
flavonoides se répartissent volontiers dans les organes aériens jeunes (jeunes feuilles,

boutons floraux) ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (assise palissadique).

Ils se répartissent aussi volontiers dans les racines [24],

11-2-4 Les aglycones

Dans toutes les séries mentionnées précédemment, les noyaux aromatiques sont

substitués selon un schéma caractéristique imposé par la biosynthése. Les
susbstituants peuvent étre : OH, OCHjs, O- Oside, O- prényl, C- CHs, C- prenyl [21], Le

noyau A est habituellement substitué en 5 et 7, et il est rarement monosubstitué.

Le noyau B, dans la majorité des cas est substitué par une fonction oxygénée en para
(en 4" ou par 2 fonctions oxygénées en méta et para (3', 4'). Une 3éme substitution

n'est pas rare (3', 4', 5'), mais l'absence de substitution est exceptionnelle [21],

Du point de vue stéréochimie, le carbone 2 d'une flavanone posséde la configuration
S et lorsque le carbone 3 est substitué la configuration est habituellement trans. (2R,

3R).
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(@)
Flavane Flavanol

11-2-5 Les glycosides

La partie osidique peut étre trés simple, réduite & une ose courante (glucose,

rhamnose, xylose....) ou oligosidique [21],

Les oligosaccharides résultent de l'association de molécules d'oses de méme nature

ou d'oses différents. Ainsi on peut avoir [21:

des disaccharides: ex1: rutinose : a- L - rhamnosyl (1---> 6) b- D - glucose. ex2:

sophorose : b- D - glucosyl (1--->2) b-D - glucose
ou des trisaccahrides ex: gentiotriose

Il n'est pas exceptionnel que la chaine osidique soit acylée par un acide (ex: acide

para-coumarique ou acide malonique). Selon les modes de liaisons entre I'aglycone et

I'ose on distingue les O-glycosides des C-glycosides 2y,

- O- glycosides

La liaison entre I'ose et I'aglycone est du type C - O - C (aglycone - O - ose). Ce sont
de loin les plus fréquents. La liaison entre I'aglycone et la partie osidique se fait
préférentiellement par I'intermédiaire de I'hydroxyle en 7 chez les flavones et
flavanones, par celui en 3 chez les flavonols, ce qui n'exclut pas d'autres possibilités.

C'est chez les flavonols que la diversité structurale des glycosides est la plus grande

[21]

On connait plus d'une centaine de glycosides ayant comme aglycone la quercétine et

autant pour le kaempférol.
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OH

HO
HO

Les O-glycosides sont des composés facilement hydrolysables en oses et aglycones

soit en milieu acide soit par voie enzymatique.

C-glycosides

Ces composes ne sont pas rares. La liaison s'établit entre le carbone anomérique de
I'ose et le carbone 8 ou 6 de I'aglycone lequel est le plus souvent une flavone. On
connait des di-C-glycosylflavonoides ainsi que des O-acyl-C-glycosyl-flavonoides [21],

Exemple de C-glycoside: la vitexine.

Ho HO

11-3 — Synthése totale :

Il existe au moins 4 voies pour former le squelette Ces-C3-Cs, mais seulement 2 ont

sont employés [18],
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@]
C
aldéhyde
C aromatique

hydroxy-2-acétophénone

Cob

Phénol Dérivé cinnamique

Condensation

Acylation

Schéma interactif [18]

o

Flavonols
(phényl-g-benzopyrones)

+ O
I
A
OH

Anthocyanidols
(+sucres=anthocyanosides)

Catechines
(Flavanes)

Flavanones
(chromane)

Isoflavones

o

on [

(@)
Chalcones
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11-4- Découverte des flavonoides:

L'intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C, a la
suite des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental céde a I'ingestion
de jus d'agrumes mais résiste a la seule administration d'acide ascorbique. Plus
pratiguement, les symptdomes hémorragiques du scorbut liés a la fragilité des
vaisseaux sont guéris par des extraits de Paprika et du jus de citron alors que
I'acide ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré que la
fraction active était de nature flavonique. Cette action des flavonoides sur la
perméabilité vasculaire a été appelée propriété vitaminique P (P étant la premieére
lettre du mot perméabilité). Cette notion de vitamine P n'existe plus a I'heure
actuelle puisqu'elle ne correspond pas a la définition classique des vitamines ; par
contre, les flavonoides sont considérés comme des micronutriments importants
puisqu’ils peuvent jouer des rdles antioxydants ou posséder des propriétés

biologiques diverses que nous présenterons dans ce mémoire. [2]

11-5 — Biosynthése

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine
biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de
base & quinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles

en Cg (A et B), reliés par une chaine en C; [26],

Leur biosynthése (Figure 4) se fait & partir d’un précurseur commun, la 4,2’ 4’ 6’ -
tétrahydroxychalcone. Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous I’action
d’enzyme, la chalcone isomérase, en flavanone (1) : naringénine. C’est sur cette
derniére qu’agit ensuite la flavone synthase ou la (2S)-flavanone-3-hydroxylase pour
donner la formation de la flavone (2) : apigénine ou le dihydroflavonol (3) : (2R, 3R)-
dihydrokaempfeérol, respectivement. Les deux enzymes fonctionnent différemment,
la premiere introduit la double liaison entre les carbones C-2 et C-3, tandis que la
deuxiéme catalyse I’ hydroxylation du carbone C-3. Le dihydroflavonol, en présence
de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-réductase, se métabolise en flavonol
(4) : kaempférol ou en flavan-3,4-diol (5) : leucoanthocyanidol, respectivement. Ce

dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols (6) et anthocyanidols (7) (Figure
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4). Cependant, les étapes ultimes de leur formation ne sont pas encore élucidées. Le

pélargonidol (7), sous l’action de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme en
anthocyanoside (8): pélargonidol-3-glucoside (Figure4) [26],
Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la

nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux

cycles aromatiques A et B et la chaine en Cs intermédiaire [26],

A I’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une

ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés. La partie du

flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone [26],

Voies biosynthéiques conduisant aux chal cones.

( hydrates de carbones ]

e \

Malonyl-CoA

Arogenate

OH

[e)
Cinnamate

lll

OH OH

OH | ASCo

o o
4-Coumarate 4-Coumaroyl-CoA

Chalcone
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4,2',4' 6'-tétrahydroxychalcone 4,2" A'-trihydroxyaurone

chalcone-isomerase

-

(1) flavanone : naringénine (2) flavone : apigénine

l(ZS) -flavanone-3-hydroxylase

HO.

\Q;g\ flavonol-synthase
_—

OH O

(3)dihydroflavonol:(2R,3R)-dihydrokaempférol (4)flavonol:kaempférol

OH
oH @(
HO O
HO o N[:j/
. OH
OH

dihydroflavonol-4-réductase

OH

OH OH ol
(5) flavan-3,4-diol:leucoanthocyanidol (6)flavan-3-ol:afzeléchol

OH
A O
HO.
S 3-O-glucosyl- transferase ‘
Z Z o6l

(7)anthocyan|dol pélargonidol (8)anthocyan03|de:pelargonidoI-S-O-gIucoside

Figure 4 : La biosynthése des flavonoides (Bruneton, 1999).

# Flavones et Flavonols:

Comme nous avons mentionné ci-dessus, tous les types des flavonoides dérivent de
la 4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone et par conséquent, possédent tous au moins trois

hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ (Figure 4), cela étant, I'un d’entre eux

peut étre absent.
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Dans plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et flavonols (structures (2) et (4) sur
la Figure 4) est substitué par deux hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces
hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés. D’ autres substitutions sont possibles
avec des fréquences variables: hydroxyles libres ou éthérifiés en C-7 et/ou en C-8,
méthylation en C-7 ou en C-8, implication du C-6 et/ou C-8 dans une liaison
carbone-carbone avec un sucre.

D’autre part, dans plus de 80% des cas, le cycle B est substitué en C-4’ ou disubstitué
en C-3’ et C-4’, ou moins frequemment 3’,4’,5’-trisubstitué; ces substituants peuvent
étre des groupes hydroxyles (OH) ou des méthoxyles (OCH:). Les autres positions
(C-2’ et C-6) ne sont qu’exceptionnellement substituées [26],

De plus, les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un groupement
OH en position C-3 (Figure 4).

# Flavanones et Dihydroflavonols :

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par I’absence de la double
liaison C2-C3 et par la présence de centres d’asymétrie (Figure 4) (structures (1) et
(3)). Les variations structurales sont de méme nature que celles décrites pour les
flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par
I’lhydroxylation de la position C-3. Cette classe de flavonoides semble un peu moins

fréquente que son homologue insaturé rassemblant les flavones et flavonols [26],
# Flavan- 3-ols, Flavan-3,4-diols et Anthocyanidols :

A la différence des flavonoides décrits ci-dessus, ces trois groupes de molécules sont
toujours hydroxylés en position 3 et se caractérisent par I’absence du groupe

carbonyle en C-4. Cette position peut étre libre (cas des flavan-3-ols et

anthocyanidols) ou hydroxylée (cas des flavan-3,4-diols) [26],

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont & I’origine des polymeéres flavaniques

appelés proanthocyanidols ou tanins condensés.

Les anthocyanidols les plus fréquents sont le pélargonidol et le cyanidol.
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Les anthocyanosides sont caractérisés par I’engagement de I’hydroxyle en position 3

dans une liaison hétérosidique. On trouve parmi ces composés, le 3-O-glucosyl

pélargonidole et le 3-O-rutinosyl-cyanidole ou kéracyanine [26],

O— Rutinose

3-O-glucosyl-Pelar gonidole K éracyanidine
#% Chalcones et Aurones:

Les chalcones sont différents des autres types de flavonoides cités ci-dessus. De par
I’ouverture du noyau pyranique central, elles sont constituées par deux unités
aromatiques reliées par une chaine tricarbonée, cétonique,-insaturée (Figure 4). Le

noyau B est assez fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle

A sont le plus souvent identiques a celles des autres flavonoides [26],

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumaranone.Pour
ces deux types de molécules, la numérotation des positions est différente des autres

flavonoides décrits précédemment (Figure 4).

Les flavonoides sont largement abondants dans les Iégumes feuilles (salade, choux,

épinards, etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruits [28],

Récemment, de nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés

riches en flavonols, flavones et flavanones (Justen, 1998). Le Tableau 1 regroupe la

distribution nutritionnelle de certains flavonoides [28:29],
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Tableau 1: Sources alimentaires des flavonoides

Flavonoides Aliments

Flavanones

naringénine fruits du genre citrus
Flavones

Chrysine peau des fruits

Apigénine persil, thym, romarin, céleri
Lutéoline persil, céleri

Flavonols

kaempférol radis, brocoli, thé noir
Quercétine oignon, pomme, olive, tomate
myricétine canneberge,....

Flavan-3-ols

épicatéchine thé vert, thé noir

Catéchine the vert, thé noir
Anthocyanidols

Cyanidol cassis, myrtiles

Malvidol raisins, fraises, cassis
apigénidol framboises, fraises

Les flavones apigénine et Lutéoline sont trés spécifiqguement détectées dans les
herbes aromatiques comme le persil, le thym, le romarin et le céleri. Pour ce dernier,
les concentrations de ces deux flavones sont largement supérieures a celles présentes
dans les tiges. Cependant, leurs analogues hydrogénés (flavanones), I’ hespéridine et
la naringénine sont exclusivement présents dans les agrumes (Justen, 1998). Dans les
tomates, il y a autant de naringénine que de quercétine. Cette derniére se retrouve
de facon majoritaire dans la quasi-totalité des végétaux. Le kaempférol, autre

flavonol, y est également largement détecté. Les isoflavones sont largement

distribuées dans des légumes comme le soja, les haricots verts et les petits pois [26],

Autres flavonoides souvent étudiés, les anthocyanes conférent aux fruits et léegumes
leurs teintes rouges ou bleutées. lls se trouvent surtout dans les myrtilles, cassis,
airelles, groseilles, mais également, a un degré moindre, dans tous les autres fruits

rouges comme les raisins, les fraises et les framboises. On peut aussi les trouver dans

certains légumes comme le chou rouge et les radis [26-27],
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Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides. On trouve par exemple
de la Chrysine, de la quercétine, et de la galangine dans la propolis des abeilles. Ces
insectes les synthétisent a partir des sécrétions de bourgeons de nombreux arbres
comme le bouleau, l'aulne, le sapin, et les modifient grace a leurs enzymes

salivaires[26-29],

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer & la couleur des
plantes et notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la
plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs,
assurant par ce biais une étape fondamentale de sa reproduction. On peut également

noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur goQt désagréable,

peuvent jouer un réle dans la protection des plantes [26],

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrdle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniere
complexe avec les diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux
jouent également un réle de phytoalexines, c’est -a -dire de métabolites que la plante

synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des

champignons ou par des bactéries [26],

11-6- LES FLAVONOIDES COMME ANTIOXYDANTS :

D’aprés Halliwell (Halliwell, 1994), les mécanismes de I’action d’un antioxydant

peuvent comprendre le piégeage direct des ROS « Reactive Oxygen Species » :

(hL’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables

de la production de ROS.
(ii) La protection des systémes de défense antioxydants.

#* |Inhibition Enzymatique :

La xanthine oxydase (XO) catalyse I'oxydation de I’hypoxanthine et de la xanthine en
acide urique suivant la réaction précédemment décrite. Par conséquent, la xanthine
oxydase est considérée comme une source biologique importante du radical
superoxyde. Hansaki et ses collaborateurs, dans une étude sur la maladie de la

goutte, ont montré que les flavonoides peuvent agir sur I'activité de la xanthine

-45-



Chapitre | Etude bibliographique

oxydase et par consequent, peuvent faire régresser la maladie de la goutte en

réduisant a la fois les concentrations d’acide urique et celles du radical superoxyde

dans les tissus humains[2€l,

Ces résultats ont été confirmés par Cos et ses collaborateurs qui ont mesuré I'activité
d’une trentaine de flavonoides sur la production d’acide urique [26]. lls ont ainsi
déterminé la relation entre la structure chimique des flavonoides et leur activité
inhibitrice de la xanthine oxydase (Figure 5). Les différents points qui ressortent de

cette étude sont les suivants :

U La taxifoline, la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine ne peuvent inhiber

la xanthine oxydase qu’a des concentrations supérieuresa 100 M.

U La flavone, la 4’-hydroxyflavone et la naringénine sont incapables

d’inhiber la production de I’acide urique.

U Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols n’ont donc

aucune influence sur I’activité de la xanthine oxydase.

U Seuls les flavonols et les flavones ont la capacité a inactiver I’enzyme
(Figure 5). Ceci montre I'importance de la double liaison C2-C3 dans
'inhibition de la xanthine oxydase. En effet, les flavanones, les
dihydroflavonols et les flavan-3-ols difféerent des flavones et des
flavonols par I’absence de la double liaison entre C-2 et C-3. Cette
double liaison et la conjugaison gu'elle induit, entraine la coplanarité

du cycle B avec les cycles A et C.

Il est donc possible qu’une structure plane soit importante pour I'inhibition de la
xanthine oxydase. En comparant les activités des flavones et de leurs analogues
flavonols, on observe que I'absence du groupe hydroxyle en C-3 augmente
légérement I'activité (Figure5) [26],

Toutes les flavones ont montré des activités presque similaires quelque soit les
substituants du cycle B, indiquant que le cycle B n’a que peu d'influence sur

I’inhibition de I’enzyme pour les flavones (Figure 5) [26],
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Les flavonoides glycosylés ont des activités inférieures a celles des composés non

glycosylés. Par exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la quercétine
(Figure 5) [26],

D’autres études ont montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs
d'autres enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la

cyclooxygénase et la lipooxygénase (Landolfi, 1984) [26],

Kaempférol
Galangine 1,80 uM

O-rutinose OH O
Taxifoline OH O .
3-rutinosylkaempférol (+)-Catéchine
>100 uM
52,20 puM >100 uM

Figure 5: Relation structure activité des flavonoides sur | ’inhibition de la xanthine oxydase

(lesvaleurs sont les IC50) (d’ aprés Cos, 1998). [26],
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# Chélation des ions Métalligues :

Les ions du fer (Fe») et du cuivre (Cu-) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques. lls peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des
cofacteurs des différentes enzymes du systéme de défense antioxydant (par exemple,
Fe pour la catalase, et Cu et Zn pour le superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi

responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde

d’hydrogeéne selon la réaction suivante [26]:

v

H20: + Fe2* (Cu*) ‘OH + OH +Fe?* (Cu?)

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques
[26]
On peut résumer les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques (Figure 6):

(i) un noyau catéchol sur le cycle B, (ii) les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du

cycle C, et (iii) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C.

- Me2*

Figure 6 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Me).

= Piégeage des Radicaux Libres :

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans

plusieurs études afin de déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante

[26]
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A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le

superoxyde, le peroxyle, I’ alkoxyle et I’'hnydroxyle par transfert d’hydrogene :

FI-OH +R- » FI-O- +RH

Ou R représente I’'anion superoxyde, le peroxyle, I’ alkoxyle et I’hydroxyle.

Le radical flavonoxy (FL-O.) peut reagir avec un autre radical pour former une

structure quinone stable (Figure 7).
OH o 0 0

OH OH OH o)

= —

R' RH R RH quinone

Figure 7 : Piégeage des ROS (R) Par les flavonoides

En outre, le radical flavonoxy peut interagir avec I’oxygene pour donner une quinone
et un anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet prooxydant

indésirable des Flavonoides. Nous constatons que la capacité des flavonoides d’agir

comme antioxydants dépend non seulement du potentiel redox du couple FI-O. / FL-

OH mais aussi de la réactivité du radical flavonoxy [2].

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des

flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres [26],

Les résultats obtenus ont montré que I'activité des flavonoides a piéger les radicaux

dépend essentiellement de leur structure.

La capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres, est due aux trois criteres

suivants [26: 30]:

1/-La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui
confére la stabilité au radical flavonoxy et participe & la délocalisation des

électrons.

2/-La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

- 49 -



Chapitre |

Etude bibliographique

3/-La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3.

A titre d’exemple, la quercétine satisfait & tous ces criteres et par conséquent, elle est

le composé le plus actif de la famille des flavonoides (Figure 8).

Figure 8 : Eléments essentiels pour |'activité antioxydante des flavonoides.

11-7 —ACTIVITES BIOLOGIQUES DES FLAVONOIDES

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine

médical ou on leur reconnait des activités: anti-virales, anti-tumorales, anti-

inflammatoires, anti-allergiques, anti-cancéreuses, anti-ulcereux, anti-carcinogenes,

anti-bactériennes et anti-microbiennes, .... [26. 27,28]

Méthodes d'étude structurale des flavonoides :

Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire :

Le spectre de RMN-1H des flavonoides permet de reconnaitre I'importante

caractéristique structurale. Un résumé des types de protons le plus communément

trouvés sont présenté dans le tableau 01[30] :

(ppm) Types de protons
0.0 Tetramethylsilane
0.0-0.5 Trimethylsilile
1.0-1.2 Méthyle du rhamnose (doublet large)
1.7 Méthyles du groupe isopentényle
1.9-2.0 Méthyles d’acétates aliphatiques (des sucres)
2.2-2.4 Méthyles de acétates aromatiques
2.7-3.0 H-3 de flavanones (multiplet)
3.0-4.8 Protons des sucres
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35 Méthylene du group isopentenyle
3.7-4.1 Méthoxyles aromatiques
4.2-6.0 Proton 1 des sucres, proton 2 du flavanonoles et flavanones (dd)
5.9-6.0 Méthyléne dioxy
6.0-6.8 Protons 3, 6 et 8 de flavones
6.8-8.0 Protons aromatiques du noyau B
7.5-8.0 Proton 2 de isoflavones
12.0-14.0 | Proton de I’hydroxyle en 5

Les anthocyanines peuvent étre reconnues dans leurs spectres RMN-1H par le signal

dans les 8.9 (s, H- 4) et signaux caractéristiques d'autres protons aromatiques comme

dans ceux glycosides de ce qui est delfinidine [29]:

R;,R,=carbohydrates

Les flavanones sont reconnues par les signaux dd dans 5.4 (H-2, J=13 et 2-3 Hz), 3.1

(H-3 trans. J=13 et 2-3 Hz) et 2.8 (H-3 cis, J=17 et 2-3 Hz). Les isoflavanones peuvent
étre reconnues par RMN-1H par les signaux : 4.1 (H-a, dd, J=5 et 8 Hz), 4.5 (H-2b, dd,

J=5 et 12 Hz) et 4.6 (H- 3, dd, J=8 et 12 Hz) [?°.

Dans un spectre de RMN-13C on peut reconnaitre les suivants types de carbones :

(ppm) Types de carbones
18 C-6 de rhamnose
30 C-4 de flavan-3-oles

42-46 C-3 de flavanones,

56-61 | Methoxyles
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60-80 | C-OH de carbohydrates

70-75 C-3 de flavanoles

80 C-2 de flavanones

85 C-2 de flavanonoles

100-115 | C-3 de flavones, C-1 de carbohydrates, C-10 des flavones 5-
hydroxylés

115-128 | C-H aromatiques

130-140 | aromatiques sulfatés

145 C-3 de flavonoles, C-5 de flavones 5-hydroxylés, C-3 y C-4 de

anthocyanines

150-165 | C aromatiques hydroxylés et méthoxylés, C-la de flavones, C-2 de

anthocyanines, C-2 de flavones, C-4' oxygéné, C-9 de flavones

175-178 | carbonyle C-4 sin OH en C-5 en flavones, C-4 de flavonoles

182 Carbonyle C-4 con OH en C-5 de flavones

190-196 | carboloy C-4 de flavanones

197-200 | carboloy C-4 de flavanonoles

Il est possible aussi de différencier un C-glycoside flavonoide d’un flavonoide O-
glycosylé. Dans les O-glycosides, le C-1 résonne autour de 100 ppm pour les
carbohydrates les plus communs, tandis que dans les C-glycosides résonne autour de

75 ppm.

D'autre part, dans les C-glycosides le carbone de I'aglycone lié au carbohydrates
résonne autour de 10 ppm un domaine plus faible que sa valeur normale (sans

substitution).

Spectrométrie de Masse :

Les aglycones flavonoides présentent des fragments caractéristiques dans leur
spectre de masses IE. Par exemple, les flavones et flavonoles présentent généralement
les fragments M*, [M-H]*, et [M-CO]* un ou plusieurs des fragments Al*, [A1+H]*,

B1* et B2* ceux qui commencent par des ruptures Retro-Diels-Alder [29 ;
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Les flavones et isoflavones montrent généralement les fragments Al*, [Al1+H]*, B1+
et B2+ les flavonoles montrent [A1+H]* et B2* ; en outre le fragment [M-CHO]* les 3-
méthoxyflavones montrent les fragments A1+, [A1+H]* et B1*+, on observe également

le fragment [M-CO-Me]*.

Les flavanones montrent les fragments Al+., [Al1+H]*, [B1+2H]+. et les fragments

[M-cycle B ]* et B3+:

®
R, Oy
_—
Rs OH
(M-8l

Les chalcones tendent a produire des fragments causés par rupture a chaque cété du

carbonyle :
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Les 2'-hydroxychalcones peuvent isomeriser en flavanones et produire les fragments

caractéristiques de celles-ci.

En général les aglycones flavonoides avec un ou plusieurs groupes methoxyles

présentent le fragment [M-15]*, lequel est spécialement intense dans les flavonoides 6

et 8-méthoxylés[?9],

Dans les 2'-hydroxyles flavonoides on apercoit aussi parfois le fragment [M-OH]*,
tandis que les 2'-méthoxyles présentent le Fragment [M-OMe]* le fragment [M-
H20]* est commun dans flavonoles, flavan-3, 4-dioles et C-glycosides. Les fragments
[M-55]+ ou [M-56]* Indiquent la présence d'un isopentényle substituable. Il est
important de noter que les auteurs comme Goudard et chou ont reporté qu'il est
possible de différencier 5-hydroxy -, 6,7-diméthoxy -, 7,8-diméthoxy -, 5, 6,7-
triméthoxy ou 5,7, 8-triméthoxyflavones grace aux pics et les intensités relatives des

ions M et M-15[29],
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La fluorescence sous lumiére de Wood des flavonoides :

L’absorption des substances flovonoique sous lumiére de Wood a la longueur d’onde
de 365 nm donne des renseignements Préliminaires sur la structure chimique. La

relation entre la fluorescence et la structure chimique 3% est montrée dans le tableau

suivant 31

La fluorescence Les structures possibles

Violette noire -flavones avec 5, 6, 7, ou 5, 7, 8, trihydroxy
flavone
-flavonol avec 3-OR

-Chalcones

Bleue -flavone ou flavonol sans OH en 5
-flavone avec OH en 3 ou flavonol

-flavonol avec 3-OH et sans 5-OH

Jaune ou jaune terne -flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange fluorescente -isoflavones

Jaune verte -aurones

Bleue vert -flavanone sans 5-OH

Tableau : Relation entre la fluorescence sous lumiere de Wood et les structures flavoniques
[31]
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Spectrophotométrie UV-visible (pour les aglycones flavoniques) [31 :

Le spectre de chaque composé est enregistré dans le méthanol, ensuite en présence
de réactifs ionisants (NaOH, NaOAc) ou chélatants comme AICIl3, H3:BOs dans

NaOAc [31],

Rappels

Anax

Tan -
& nflexion g: (shonlder) épanlernent

1- Sectres dans le méthanol :

Flavonoides possédant un carbonyle dans leur hétérocycle
Le spectre présente deux bandes d'absorption principale:

- bande I: située entre 300 et 400 nm, attribuée au chromophore cinnamoyle

résultant de la conjugaison du noyau B avec le carbonyle

- bande 11I: située entre 240 et 285 nm, attribuée au chromophore benzoyle

résultant de la conjugaison du noyau A avec le carbonyle
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+ __ : +
o- O L

Benzoyle Cinnamoyle

Trois cas peuvent se présenter [311:

a) les deux chromophores cinnamoyle et benzoyle sont d'égale importance. Le
spectre comporte des bandes | et Il toutes deux intenses B3I, Il peut s'agir d'une

flavone ou d'un flavonol. La position de la bande | permet de distinguer entre les

deux:
- Dans le cas d'une flavone: la bande | se situe entre 304 et 350 nm.

- Pour un flavonol: la bande | est déplacée vers les grandes longueurs d'onde:
360 a 385 nm. La substitution de I'hydroxyle en 3 d'un flavonol provoque un

effet hypsochrome sur la bande | qui raméne celle-ci entre 345 et 365 nm.

La bande Il permet dans une certaine mesure de connaitre le nombre d'hydroxyles
du noyau B: une monosubstitution en 4' se traduit par un pic unique entre 265 et 270
nm. Une orthodisubstitution se traduit par deux pics ou par un pic suivi d'une

inflexion située respectivement vers 255nm et 268 nm et une trisubstitution par un

pic et un épaulement de position variable entre 250 et 270 nm [31],

Exemple: Apigénine: 267nm - 336 nm; Kaempférol: 268nm- 365nm

OH

OH O

Apigénine:267-336nm Kaempférol:268-365nm

b) L'absorption de type cinnamoyle prédomine: La bande | est intense et déplacée
vers les grandes longueurs d'onde. La bande Il est mineure. Il peut s'agir d'une

chalcone ou d'une aurone. La bande | des chalcones se situe le plus souvent entre 340
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et 390nm. Un hydroxyle en 2' et/ou en 4 déplace trés nettement la bande | vers les

grandes longueurs d'ondes:
Ex: 2-OH-chalcone : absorption maximale: bande | & 344nm
2, 2', 4--tri-OH chalcone présente le maximum d'absorption pour la bande | a 391nm

Dans le cas des aurones, la bande | est située entre 370 et 430 nm. Un hydroxyle libre

en 4' provoque un déplacement bathochrome important de la bande 1.

c) L'absorption de type benzoyle prédomine: Le spectre comporte une bande Il
intense entre 285 et 295 nm et une bande | a peine marquée vers 330nm. Il s'agit de
flavonoides & noyaux A et B non conjugués: flavanones ; flavanonols. Contrairement
aux flavones, I'introduction d'un hydroxyle en 3 ou sur le noyau B ne modifie gueére
le spectre d'une flavanone d0 & I'abscence de conjugaison des noyaux A et B. Une

flavanone et le flavanonol correspondant présenteront des spectres UV-visible

presque identiques 311,
Flavonoides ne possédant pas de carbonyle dans leur hétérocycle.

La conjugaison ou non des deux cycles A et B influe également sur I'allure du spectre

UV-visible de la molécule. Deux cas peuvent se présenter 311,

a) Une bande | intense trés déplacée vers les grandes longueurs d'onde ( 465 & 550
nm) accompagnée d'une bande Il de faible intensité située entre 270 et 280 nm; le
produit est coloré en rouge: Il s'agit d'anthocyanidine. Les noyaux A et B sont
conjugués. L'hétérocycle central possede un oxygéne de type oxonium (cation
flavylium). Ces composeés étant instables & pH neutre ou alcalin, il est recommandé

d'enregistrer le spectre dans du meéthanol acidifié par de l'acide chlorhydrique

(MeOH 4 0,1% de HCI) [31],

b) Une bande d'absorption peu intense vers 280nm; les deux noyaux phénoliques A
et B ne sont pas conjugués: Il s'agit de flavanne-3ol (catéchol) ou flavanne-3,4-diols

appelés proanthocyanes ou leucoanthocyanes [31],

-58-



Chapitre | Etude bibliographique

2. Spectres en présence de AlCl; puis de AICI; + HCI :

Le chlorure d'aluminium AICI; peut former des complexes avec deux hydroxyles

libres en ortho (complexes labiles en milieu acide) ou des complexes avec le

carbonyle en 4 et un hydroxyle en 5 ou en 3 (complexes stables en milieu acide) [311,

L'action chélatante de AICIz se traduit par un effet bathochrome par rapport au

spectre méthanolique [311,

On compare dans un ler temps les spectres enregistrés en présence de AICIz puis en
présence de AICIs + HCI: un déplacement hypsochrome de la bande | provoqué par

I'addition d'acide est significatif d'un systéme orthohydroxylé dans la molécule.

Dans un 2eme temps, on compare le spectre relevé en présence de AICI; + HCI a
celui dans la solution méthanolique: un déplacement bathochrome de la bande | est

caractéristique de la présence d'un hydroxyle libre au voisinage du carbonyle en 4

(Cs ou Cs) 811,
Flavones et Flavonols

1) Noyau B dihydroxylé: En présence de AIClz, on observe un pic unique de la bande
| entre 440 et 460 nm pour un flavonol et entre 420 et 430 nm pour une flavone.
L'addition de HCI provoque un déplacement hypsochrome de la bande | de 20 & 40
nm accompagné par l'apparition d'un pic ou d'une inflexion secondaire vers 350-360

nm B34,

2) Noyau B monohydroxylé: Les deux spectres avec AlCls et avec AlICI; + HCI sont

superposables
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3) hydroxyle libre en 5(flavone et flavonol substitué en 3): En présence de AICl; +

HCI on observe un déplacement bathochrome de la bande I entre 35 et 55 nm
Chalcones et aurones

1) Présence d'un systeme orthohydroxylé: Le déplacement de la bande | en présence
de AICIs par rapport au spectre AICI; + HCI est de 40 & 70 nm pour un systéme
orthodihydroxylé sur le noyau B. Il est légérement inférieur dans le cas de deux

hydroxyles libres en ortho sur le noyau A .

2) OH libre en 2' dans une aurone: déplacement bathochrome de la bande | en
présence de AICIz + HCI par rapport au spectre dans le méthanol compris entre 48 et

70nm.

3) OH libre en 4 dans une aurone: déplacement bathochrome de la bande | en

présence de AlIClz + HCI de 60 a 70 nm.
Flavanonol et Flavanone

1) Systemes orthodihydroxylés: La non conjugaison des noyaux A et B explique le
fait qu'un systéme orthodihydroxylé libre sur le noyau B n'est pas détectable. Par
contre, un systéeme orthodihydroxylé sur le noyau A se traduit par un déplacement

bathochrome de la bande 1l en présence de AICI; par rapport au spectre AlCI; + HCI

d'environ 10 nm(31l,

2) Hydroxyle libre en 5: Le déplacement bathochrome de la bande Il en présence de

AIClI3 + HCI par rapport au spectre méthanolique est de 20 & 26 nm.
Anthocyanidines

Un déplacement bathochrome de la bande | en présence de AICIz + HCI compris

entre 20 et 35 nm caractérise un systeme orthohydroxylé dans la molécule,

généralement sur le noyau B [31],

3. Spectres en présence de NaOH :

La soude, base forte ionise tous les hydroxyles phénoliques du squelette flavonique.

Il en résulte un effet bathochrome sur les deux bandes | et Il (plus important sur la

bande 1) Les flavonoides hydroxylés sont instables en présence de ce réactif [31],
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Flavones -Flavonols; un effet bathochrome de 40 a 65 nm sur la bande | avec un

effet hyperchrome traduit la présence d'un hydroxyle libre en 4.

Chalcones : un effet bathochrome de 60 a 100 nm sur la bande | avec un effet
hyperchrome caractérise un hydroxyle libre en 4. Un hydroxyle libre en 2', en
4' provoque un déplacement bathochrome aussi important mais sans

augmentation d'intensité de la bande |

Aurones: un déplacement bathochrome de la bande | trés important (80 & 95

nm) traduit la présence d'un hydroxyle libre en 6.

Flavanones - Flavanonols: dans le cas de flavanones et flavanonols hydroxylés
sur le noyau A, on note un déplacement de la bande Il de 34 & 40 nm
accompagné d'un effet hyperchrome. Cet effet est augmenté dans le cas d'un

dérive sans hydroxyle en 5

4. Spectres dans |'acétate de sodium NaOAc :

L'acétate de sodium, base faible ionise les hydroxyles phénoliques les plus acides de

la molécule 3, 7 et 4.

Un déplacement bathochrome de la bande Il des flavones, flavonols de plus

de 6nm traduit la présence d'un hydroxyle libre en 7.

Un hydroxyle libre en 7, chez les flavanones et les flavanonols se traduit par
un déplacement bathochrome de la bande Il de 35 nm dans les dérivés 5,7

dihydroxy!lés.

Pour les chalcones, un hydroxyle libre en 4 se traduit par un déplacement
bathochrome de la bande | avec apparition d'un épaulement entre 440 et
450nm

Pour les aurones, un déplacement bathochrome de la bande de 75 a 90nm
traduit un OH libre en 4'. Ce déplacement est réduit s'il existe simultanément

un hydroxyle libre en 6.
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5. Spectres en présence de NaOAc + H3BO; .

L'acide borique H3BOs, en présence d'acétate de sodium permet de mettre en
évidence deux OH phénoliques en position ortho sur le noyau B. Ceci se traduit par

un déplacement bathochrome de la bande | [3031],
Dans le cas des flavones, flavonols, ceci est de +12 a 30 nm.

Dans le cas des aurones et chalcones ce déplacement bathochrome atteint la

valeur de +28 a +36 nm.

Du fait du non conjugaison des noyaux A et B chez les flavanones, flavanonols, un

systéeme orthodihydroxy sur le noyau B n'est pas détectable.

I mportance de la spectroscopie dans|’UV pour |'analyse des composés phénoliques :

La spectroscopie dans l'ultraviolet constitue une technique majeure de détection, de
contrdle de pureté et d'information des composés phénoliques. En particulier, les
flavonoides sont caractérisés par deux bandes d'absorption (bande I, entre 330 et 550
nm; bande Il. entre 240 et 285 nm). La position précise et les intensités relatives des
maxima fournissent des renseignements précieux sur la nature du flavonoide et son
patron d'oxygénation (Tab.1l). Outre la caractérisation du spectre d'absorption du

produit, généralement dans du MeOH, des informations additionnelles importantes

peuvent étre obtenues par I'utilisation de réactifs de déplacement [32],

Ceux-ci complexent de maniére variable les composés phénoliques en solution et
provoquent des déplacements caractéristiques des maxima Ceux-ci peuvent étre
interprétés et fournir de nombreux renseignements sur la substitution des différentes
positions sur les noyaux du flavonoide. Les tableaux 2 ; 3 et 4 résument les

informations structurales qui peuvent étre obtenues en utilisant les différents réactifs

de déplacement, dans le cas des flavonols et des flavones [32],
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Tableaul : Gammes des longueurs d’onde d’absorption UV pour |es différentes classes de

flavonoides :

Bande Il (nm) Bande | (nm) Type de flavonoide
250-280 310-350 Flavone.
250-280 330-360 Flavonol (substitution 3-OH).
250-280 350-385 Flavonol (3-OH libre).
245-275 310-330 épaul ement Isoflavone.
245-275 ¢.320 pic | soflavone (5-déoxy-6,7-di oxygéné).
275-295 300-330 épaul ement flavanone et dihydroxyflavonol.
230-270(faible intensité) 340-390 Chalcone.
230-270(faible intensité) 380-430 Aurone.
270-280 465-560 Anthocyanidine et anthocyani ne.

Tableau 2: Information structurale provenant des déplacements induits par MeONa

Déplacement observé au niveau de la bande | Interprétation
Intensité se réduisant continuellement (décomposition) 3,4’-OH, tri-OH sur noyau A.
Intensité se réduisant continuellement (décomposition) 3-OH adjacents sur noyau B.
+45 a 65nm, pas de diminution d’intensité 4’-OH.
Stable, +45 a 65 nm, diminution d’intensité 3-OH, pas de 4’-OH libre.
Bande additionnelle par rapport au spectre MeOH, entre 320 et 350 nm 7-OH

Tableau3 : Information Structural e provenant des déplacementsinduits par AcONa/H3BOs3 :

Réactif Déplacement observé Interprétation

AcONa Bande Il +5a 20 nm 7-OH.
(réduite si oxygénation en 6-ou 8-)
AcONa Intensité décroissante avec le temps | Groupes sensibles aux bases, par ex. :5, 6,7-ou 5, 7,
8, ou 3,4’-OH.

AcONa/H;3;BO; Bande | +12 a 36 nm (par rapport au | Ortho-diOH sur noyau B.

spectre MeOH)
AcONa/H3BO3 Déplacement moindre. Ortho-diOH sur noyau A (6,7 ou7, 8).
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Tableau 4 : Information structurale provenant des déplacements induits par AICl; et

AICI3/HCI :
Réactif Déplacement observé au niveau de la bande | Interprétation

AICI3/HCI +35a55 nm 5-OH.

AICIl3/HCI +17 220 nm 5-OH avec oxygénation en 6(mais pas 6-C-
glyc).

AICI3/HCI Pas de changement 5-OH occupé, ou 5-OH avec 6-prényl.

AICIl3/HCI +50 a 60nm 3-OH possible (avec ou sans 5-OH)

AlICl; Déplacement AICI;/HCI +30 a 40 nm Ortho-diOH sur noyau B.

AlICl; Déplacement AICI;/HCI +20 a 25 nm Ortho-diOH sur noyau A (s’additionne au
déplacement du a Ortho-diOH de B

Mesure du spectre UV et des déplacements des maxima d'absorption :

Protocole : Préparation de la solution du produit purifié et des réactifs de

déplacement [32I;

Une petite quantité du produit est diluée dans du MeOH jusqu'a I'obtention d'une

solution claire. Les réactifs de déplacement sont préparés comme suit [Mabry, 1970 ;

Markham, 1982]:

§

§
§

méthoxyde de sodium (MeONa): un morceau de sodium (Na) fraichement

coupée (environ 5 g) est délicatement ajouté & du MeOH (200 ml).

chlorure d'aluminium (AIClz): 5 g d'AlCIs;, anhydre frais est délicatement

dissous dans du MeOH (100 ml).
acide chlorhydrique conc. (HCI): 50 ml d'HC1 est dilué dans 100 ml d'H:O.
acétate de sodium (NaOAc): anhydre en poudre.

acide borique (H3BOgz): anhydre en poudre.

(NB: tous les produits utilisés sont de qualité analytique).
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L ecture des spectres:

Le spectre du flavonoide pur dilué est mesuré (spectre MeOH).

@ Quelques gouttes de MeONa sont ajoutées dans la cuvette contenant le
flavonoide dilué et aprés homogeénéisation, le spectre "MeONa" est
enregistré. Le spectre MeONa" est relu aprés 5 minutes afin de vérifier

toute décomposition du flavonoide.

@ Dans une autre cellule contenant le flavonoide dilué, 5 gouttes de AICI3,
sont additionnées, I'échantillon mélangé et le spectre "AICI3; enregistré.
3 & 5 gouttes de HCI sont ensuite ajoutées et le spectre "AIC13/HCI"

mesuré.

@ Quelques grains de AcONa sont ajoutés au flavonoide dilué. Apreés
dissolution, le spectre "AcONa" est mesuré. Enfin, le spectre
"AcONa+H3BOs," est enregistré aprés addition de quelques grains de

H3BOz3 et homogénéisation.

Chaque flavonoide a ainsi été caractérisé par six spectres UV, donnant d’importantes

informations sur la structure de la molécule. Les spectres ont été enregistrés sur Un

spectrophotomeétre Beckman UV-visible, entre 240 et 460 nm [32],

| nter prétation des spectres:

Les spectres UV enregistrés dans le MeOH ont permis de déterminer & quelle classe
de flavonoide appartenait chacun des composés purifiés. Les déplacements des

maxima provoques par les différents réactifs ont été interprétés en se basant sur les

informations disponibles (Tab. 1 -4) [32],
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Chapitre |
Réactif Déplacement (nm) Interprétation
Bandel Bande |l
MeOH 304-350 250-280 Flavone
352-385 250-280 Flavonol
328-357 250-280 ORen3
NaOMe +45 a +65
(NaOH) 1. stabilité d’intensité / OHen 4
MeOH
2. diminution d’intensité ORen4 etOHen 3
L’intensité diminue avec le 3’,4’ OH ou ortho di -OH
temps (décomposition) sur A ou ortho di OH sur
B
Nouvelle bande/MeOH entre 320 a 335 OHen7
NaOAC +5 a+20 OHen7
Déplacement
diminue en
présence d’un
substituant en 6
ou8
Pas de ORen7
déplacement ou
tres faible
Spectre qui se 5, 6, 7-tri OH ou 5, 7, 8-tri
décompose avec OH
le temps
NaOAC+ +12 a+36 Ortho di OH sur B
Hs;BO3
AICl; Une seule bande entre 420- Ortho di OH sur B avec 5-
430 OH
MeOH/ +17a+20 5-OH avec une
(AICI; +HCI) oxygénation en 6
+35 a +55 5-OH et 3-OMe
+50 a +60 OH en 3 avec ou sans OH
enb5
AICls/ -20 a -40 avec sommet oul Ortho di OH sur B
(AICIs+HCI)  épaulement entre (350-360)
Ortho di OH sur A et

-20 &4 -25

Ortho di OH sur B ou tri-
OH sur B.

Tableau 5 : les déplacements observés dans la présence des réactifs

/ : Par rapport
+ : déplacement bathochrome

- . déplacement hypsochrome
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I11-TERPENES

111-1-Généralités :

Les terpenes (ou les isoprénoides, ou les terpénoides), représentent le groupe le plus
ancien de petits produits moléculaires synthétisés par des usines et sont
probablement le groupe le plus répandu des produits naturels. Ce sont des

constituants habituels des cellules végétales, impliqués ou non dans des fonctions

métaboliques essentielles [33],

Les terpénes sont présents chez tous les étres vivants et possédent des structures, des
propriétés physiques et chimiques, et des activités biologiques tres diverses.
Plusieurs d'entre eux sont exploités a I'échelle industrielle (industrie des cosmétiques

et des parfums, industrie du caoutchouc, industrie agroalimentaire pour les aromes

et les colorants alimentaires, etc....) [34.

Parmi eux, certains sont des substances odorantes, comme par exemple le menthol et
thymol, provenant d’huiles essentielles extraites respectivement de feuilles de
menthe et de fleurs de thym. Le myrcéne est un constituant du houblon et le sclaréol
est notamment utilisé en parfumerie pour la synthése de I'ambre gris [¥. D’autres
isoprénoides possédent des rbles physiologiques trés importants. Les ubiquinones et
les meénaquinones  permettent le transport d'électrons lors des processus
respiratoires. La vitamine E, connue pour son action anti-oxydante, stabilise in vitro

les acides gras insaturés et les protege en empéchant leur peroxydation par piégeage

des radicaux libres [33],

R1 R2 R3
alpha-tocophérol CH3; CH3  CHgs
alpha-tocotriénol
béta-tocophérol CH; H CHs
béta-tocotriénol
gamma: H CHsz CHs;
tocophérol

Structure chimique de la Vitamine E Jcliliiics
tocotriénol

Les doubles liaisons indiquées en - - - - delt&tocophérol H H CH3
ne sont pas présentes dans les tocophérols. delta-tocotriénol
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La famille des stérols, métabolites essentiels, comprend le cholestérol qui a pour
principale fonction de réguler la stabilité, la fluidité et la permeabilité des
membranes  cellulaires. Chez les bactéries, les hopanoides, comme
I'amniobactériohopanetriol, jouent un réle analogue a celui des stérols chez les
Eucaryotes. Les caroténoides comme le - caroténe sont des pigments, qui absorbent

la lumiére et qui, de ce fait, sont considérés comme protecteurs vis-a-vis de la photo-

oxydation [35],

Ils peuvent étre définis comme groupe de molécules

(I) 2 dont la structure est basée sur un divers mais défini
/ / 4
L 3

nombre des unités d’isoprene (I) (méthylbuta -1,3-

2-methylbuta-1,3-diene diéne, appelé hemiterpéne, avec 5 atomes de

carbone)[3],

111-2-Régle isoprénique :

Vers le milieu du 19éme siécle, les travaux sur I'essence de térébenthine sont a I'origine
du terme "terpene" donné aux hydrocarbures de formule brute C,cH;.. On les trouve

fréquemment dans les huiles volatiles des plantes, nommeées huiles essentielles car

elles renferment la "Quinta essentia ", la fragrance de la plante [33],

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur

squelette d'une unité isoprénique & 5 atomes de carbone (Cs5HS8) reconnue par

Wallach deés 1887. Cet isopréne (I) est a la
base du concept de la "régle isoprénique" (I I))\/\

enoncée en 1953 par Ruzicka et complétée = OPP
par Lynen et al. et Bloch et al- . Cette régle . .
Diphosphate d'isopentényle

considére le diphosphate d'isopentényle (11),

désigné sous le nom d'isoprene actif, comme le véritable précurseur de la molécule

terpénique ; d'otl le nom d'isoprénoides sous lequel on les désigne également [35],
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111-3-La biosynthese des isoprénoides :

Les études sur les différentes voies de biosynthése des terpénes ont donné lieu a

plusieurs revues bibliographiques. Par contre, on posséde peu d'informations sur la

compartimentation cellulaire et les régulations des systémes mis en jeu [35],

Les recherches sur l'origine biosynthétique des terpénes ont été menées selon

diverses orientations [3°].

L'existence des motifs isopréniques a été envisagée pour la premiére fois par Wallach
en 1887 qui fut le premier & proposer que des condensations successives d’unités
isoprene de maniére « téte-a-queue » donnent des composés chimiques a n fois cing
atomes de carbone (Cs)n. Plus tard, cet aspect a été développé par Ruzicka, qui
proposa un concept appelé "régle isoprénique biogénétique", la régle de Ruzicka.
Ainsi tous les squelettes isopréniques peuvent étre déduits en utilisant quelques
regles en accord avec les réactions classiques de chimie organique, comme par
exemple, la formation d'isoprenoides acycliques par condensation d'unités
isopréniques en Cs, la formation de carbocation induisant la cyclisation de 1,5-

polyénes et des réarrangements de type Wagner-Meerwein [35],

La biosynthese végetale des terpenes prend son origine au niveau de l'acétyle

NH,
N A
N
%4
¢ f»
T 7 | [l [| N N
S Jk/\ O—P—0O—P—0O—P—0
H H OH OH OH
(@] OH

OH OH

coenzyme A (CH3COSCoA), catabolisme des sucres [36],

=0
O
O

Thioéthanolamine Acide panthoténique Adénosine

La voie mévalonique est la plus connue. Il existe, en particulier chez les bactéries et

les plantes une voie dite « non mévalonique ». Pour la voie principale :

La 1¢re étape est une condensation de type Claisen entre 2 molécules d’acétylCoA

pour conduire a 'acétoacétylCoA [36],
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@) @) O @)

n A
SCoA

SCoA SCoA
AcétoAcétylCoA

La 2¢me étape est une réaction d’aldolisation entre une 3¢memolécule d’acétylCoA et
I’acétoacétylCoA .Aprés hydrolyse et réduction par NADPH (Nicotine Adénine

Dinucléotide Phosphate), il se forme I’acide mévalonique [36],

O

AC0S SCoA  ACGS SCoA
®) OH
1/H,0 o 0-P)
OH
2/NADPH
OH OH O_®

Acide mévalonique

Aprés pyrophosphorylation par I’ATP (Adénosine Triphosphate), la déshydratation
et la décarboxylation par une élimination concertée permettent d’atteindre les 2
intermédiaire en Cs, bio-précurseur des terpenes : le pyrophosphate d’isopentényle

en équilibre, par simple transfert de proton, avec le pyrophosphate de

diméthylallyle :

0 \ 0P
A g —> )wo@# o

Les 2 intermédiaires en Cs réagissent alors I'un sur l'autre pour conduire au
pyrophosphate de géranyle point de départ de tous les monoterpénes et des autres

précurseurs de terpénoides [36],
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© O o)
)\/lw — W —» Monoterpénes/Terpénoides
C
H

Pyrophosphate de géranyle

La condensation, suivant le méme principe, entre un pyrophosphate d’isopentényle
et le pyrophosphate de géranyle conduit au pyrophosphate de farnésyle, point de

départ de tous les dérivés sesquiterpéniques [3¢],

o—P

§G,
o—pP) o
[’( + )\/\)\) —>\ | 3

Pyrophosphate de géranyle
Farnésylpyrophosphate

/

Sesquiterpénes/Terpénoides

Par condensation d’'un pyrophosphate de farnésyle avec un pyrophosphate

d’isopentényle on obtient un géranyl-géranylpyrophosphate point de départ de tous

les diterpénes [36],

o—pP) |\

+ N —

Géranyl géranyl pyrophosphate

/

Diterpénes/Terpénoides

Farnésylpyrophosphate

Par contre la formation des tri- et tétra-terpenes s’obtient par dimérisation réductive,
a l'aide de NADPH, de 2 unités pyrophosphate de farnésyle ou géranyl-
géranylpyrophosphate [36],
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Figure 11. Biosynthése des i soprénoides & partir du diphosphate d'isopentényle (1PP) ¥

La formation des diphosphates d'isopentényle (IPP) et de diméthylallyle (DMAPP) a

été considérablement étudiée, spécialement dans les tissus de foie. Cela a permis la

découverte, dans les années 50, de la voie du mévalonate ou voie du MVA, longtemps

considérée comme l'unique voie de biosynthése des isoprénoides dans tous les

organismes vivants. Cependant, durant ces dernieres décennies, une voie alternative
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indépendante au mévalonate a été découverte chez plusieurs eubactéries, chez les

algues et dans les chloroplastes de plantes supérieures, c’est la voie du 2-C-méthyl-D-

érythritol 4-phosphate ou la voie du MEPI35],

3-1-La voie du mévalonate

Différentes études ultérieures ont permis d’établir un schéma biogénétique unique

pour la formation du diphosphate d’isopentényle mettant en jeu le mévalonate

(Figure 12) [3],

Le produit de départ est I'acétate activé sous forme d'acétyl-CoA (Figure 12). Une
condensation de type Claisen de deux unités d'acétyl-CoA mene a l'acétoacétyl-CoA.
La condensation d'une troisieme molécule d'acétyl-CoA conduit & la formation de
I'nydroxyméthylglutaryl-CoA, qui est réduit en mévalonate par I'HMGCoA
réductase. Cette enzyme joue un role clé au niveau de la régulation de la biosynthése
des isoprénoides chez les animaux. L'alcool primaire du mévalonate est ensuite
phosphorylé par la mévalonate kinase, pour mener au phosphate de mévalonate, qui
est converti en diphosphate de mévalonate par la phosphomévalonate kinase. Ce
dernier est transformé en IPP par la diphosphomévalonate décarboxylase. Cette
enzyme, utilisant de I'ATP, catalyse la phosphorylation de Il'alcool tertiaire qui est
converti en bon groupe partant, favorisant ainsi la décarboxylation concomitante de
I'acide B-hydroxy phosphorylé. Cette chaine de réactions partant de l'acétyl-CoA et

conduisant a I'lPP est appelée voie du mévalonate [35],
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CHz— CO-SCoA acétyl CoA

Figure 12. Principales étapes de la biosynthése du diphosphate d'isopentényle a partir
de I'acétyl CoA [37]

1 : acétoacétyl CoA thiolase 4 : mévalonate kinase
2: HMG CoA synthéase 5 : mévalonate 5-phosphate kinase
3: HMG CoA réductase 6 : mévalonate 5-diphosphate Décarboxylase
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3-2-La voie du MEP

Pendant des décennies, la voie du mévalonate a été unanimement acceptée comme
étant la seule voie de biosynthése menant a I'lPP chez tous les organismes vivants.
Cependant des résultats expérimentaux contradictoires ont été observés dans la
biosynthése des isoprénoides chez certaines bactéries et chez certaines plantes. En
effet, des expériences d'incorporation d'acétate ou de mévalonate marqué au 13C
chez certaines bactéries n'ont pas toujours donné les résultats attendus. La
localisation du marquage était en contradiction avec celle attendue avec la voie du
mévalonate. Suite & de nombreuses expériences d'incorporation de précurseurs
marques, une nouvelle voie de biosynthése indépendante du mévalonate a été

découverte dans les eubactéries, les algues et les plantes supérieures [3°],
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Figure 13. Biosynthése du diphosphate d'isopentényle et de diméthylallyle selon la voie du 2-
C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate.
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111-4- Classification des terpénoides:

Les divers squelettes terpéniques sont classés par le nombre de chainons

isopréniques qui les composent :

La formule brute générale des
n nomenclature

terpénes est du type : (CsHx) n, dans 2 Monoter pénes (C10)
3Sesquiter pénes (C15)
4 Diterpénes (C20)

6 Triterpénes (C30)

laguelle x est variable en fonction du
nombre d’insaturation présent dans le

composé considéré. Une classification

des terpenes a été établie selon le 8 Tétrater pénes (C40)

nombre d’unite isopreniques n : ~ 1000 Polyter pénes

111-4-1-Monoterpeénes:

Les constituants odorants des essences végétales appartiennent tres souvent a cette
catégorie de terpenes. lls constituent la majeure partie des huiles essentielles qui sont
présentes en quantité appréciable chez environ 2000 espéces de 60 familles végétales.
Ils sont rares chez les Légumineuses. Parfois simplement formées dans le cytosol, ces
huiles se rassemblent en gouttelettes ou s’accumulent dans les vacuoles des cellules
épidémiques ou du mésophylle de nombreux pétales, ou encore dans des cellules
oléiferes. Quand la température est élevée, ces essences traversent la paroi cellulaire
et la cuticule sous forme de vapeur (parfum de fleurs). Mais souvent, des cellules
glandulaires les éliminent activement dans des compartiments intercellulaires ou les
rejettent vers I’extérieur du veégetal. Les Monoterpenes sont des hydrocarbures en
Cio. lls peuvent étre linéaires, monocycliques (thymol, menthol) ou bicycliques

(camphre) [39; 48; 49; 50],

A ces terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels & fonctions

chimiques spéciales, surtout alcool et aldéhyde.

Les Monoterpenes sont formeés a partir du pyrophosphate de géranyle et résultent

d’un enchainement régulier ou irrégulier.
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Nous citerons ici quelques représentants de chaque groupe. Souvent les noms

proviennent des huiles végétales ou des plantes & partir desquelles le terpénoide est

extrait :
(-)-Limonéne 3-Carene
OH a-Phellandréne
a-Terpineol C)
a-Terpinyl-cation
OH
Camphen Fenchol
a-Pinene

Figurel4: Exemples des monoter pénes

111-4-2-Les Sesquiterpenes :

Ce sont des hydrocarbures de formule Cis; ils sont acycliques, monocycliques ou
bicycliques. (Voir figure 15). Par rapport aux monoterpénes, les sesquiterpénes

offrent un plus grand nombre de possibilités de cyclisation, cependant, & l'intérieur

de chaque groupe, il y a plusieurs différents composés connus [39:48:50],

La grande majorité de sesquiterpénes sont présents dans les huiles essentielles. On
peut également rencontrer dans les plantes, des lactones sesquiterpéniques variées

qui se rattachent toutes au produit de cyclisation cyclocadiénylique, du 2 E, 6 E-

farnésyl-pyrophosphate [7],
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On connait plus de 100 squelettes différents de structures sesquiterpéniques, ces

diversités trouvent leur origine dans les potentialités réactionnelles de leur

précurseur commun, le pyrophosphate de farnésyle (FPP) [471,

AN
X
x
d-Cadiene
X
‘ g-Humuléene
Germacréne C \ /
N AN
/ —_—
opp E-b-Faenesen

FPP
5-epi-Aristolochen / \ \

o ar-Curcumen
Vetispiradien

Trichodien
Figure 15: Exemples des Sesquiterpénes

111-4-3-Les Diterpénes :

Les diterpénes comprennent un groupe de composés chimiquement hétérogénes,
tous avec un squelette carboné en Cy basé sur quatre unités d'isoprene. lls sont
moins volatils. La plupart sont limités dans la distribution. Probablement, la seule
distribution universelle de diterpénes est le composé parent acyclique le phytol, qui

est présent dans la molécule de chlorophylle. Ces classes de diterpénoides sont : les

diterpénes résiniques, les diterpénes toxiques, et les gibberellines [39: 48],
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Vitamine A

A N e N OH

Phytol

w/\/\ﬁ/\/\ w\ﬁ/\/O H

111-4-4-Les triterpénoides :

Les triterpénoides forment un groupe de produits naturels contenant dans leur

squelette une trentaine d’atomes de carbone, et dérivant du squaléne par une variété

de cyclisations et d’autres modifications [40],

L’étude du squelette carboné des triterpénes a été I’application systématique de la
regle isoprénique ; cette régle consiste & poser en principe que le squelette carboné

d’un triterpéne résulte de la condensation de six molécules d’isoprene, la formule de

base donc étre [40]:

CsHg x 6 = CzoHgg

L’application de la régle isoprénique a donné naissance & un premier essai de

classification des triterpénoides [40: 48],

Ce sont des composeés issus de la cyclisation du 2S-2,3 époxy-2,3-dihydro-squaléne

ou, plus rarement du squaléne [40: 48],

Le squaléne joue un rdle trés important dans la synthése des triterpenes cycliques.
L’ensemble des données concernant les modes de cyclisation du squalene sont les

suivants :
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Mode de cyclisation et principaux squel ettes carbonés

/

Cyclisation initiée par
un proton H*

y

Cyclisation incompléte..... Ambréine

Cyclisation initiée par OH* avec formation

d’un ion carbonium.

Cyclisation incompléte :

S’effectuant par le cycle A seul.
Avec modification du squelette carboné.

Squaléne de configuration :

Chaise, bateau, chaise, bateau, chaine latérale..................... Lanostérol
Chaise, chaise, chaise, bateau, chaine latérale...................... Euphol
chaise, chaise, chaise, chaise, chaine latérale........................ Tirucallol
S’effectuant a la fois par les deux extrémités de la chaine....... a-Onocérine
Sans modification du squelette carboné................ Dammaradiénol

Cyclisation compléte :

Sans changement du squelette
Carboné..... ...t y-Onocérine

Avec changement du squelette carboné :

lon carbonium (18a) oléanane instable et susceptible de donner
trois squelette carboné différents :

Cycle E a 5 sommets et chaine isopropylique................ Lupane
Cycle E a 6 sommets :
Avec gem-diméthyle sur carbone 20 .............ccceevevennnn. p-Amyrine

Avec deux méthyles séparés sur les carbones 19 et 20..... a-Amyrine
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La figure (16) résume quelques exemples de cyclisation d'oxydosqualene dans les

plantes supérieures [0,

OH

Cycloartenol

/ b-amyrine

— autres squelettes triterpéniques

OH

% 10 a-cucurbitadienol

/ (3S)-2,3-Oxydosqualéne
OH

OH

Taraxasterol

7 Dammarenediol-I1

a-amyrine
Figurel6 : Cyclisation d'oxydosqual éne dans les plantes supérieures.

111-4-4-1 Classification :

[41]

La classification des triterpénoides est basée sur la structure du squelette carboné de
I’hydrocarbure saturé dont ils sont dérivés [0, On distingue les squelettes de base

en .

@ Tricyclique (cycle A, B, A’) : onocérane,
@ Tétracyclique (cycle A, B, C, D) : ambrane
@ Pentacyclique :
a)symeétrique (cycle A, B, C,B’, A’)

A cycle C ouvert : lanostane.

A cycle C fermé : gammacérane ;
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b) asymétrique (cycle A, B, C, D, E) :
Cycle E a 5 sommets : lupane,
Cycle E a 6 sommets :
-Groupes méthyles 29 et 30 fixés sur le carbone 20 : oléanane,

-Groupes méthyles 29 et 30 fixés respectivement sur les carbones 19 et 20:
ursane.

111-4-4-2 Nomenclature :

Les noms des triterpénoides dérivent du nom de I’hydrocarbure qui constitue leur
squelette [401 :

¢ Ambra.................. pour le squelette ambrane,

4 Lanosta ................ pour le squelette lanostane,

+ Onocéra............... pour le squelette onocérane,

+ Gammacéra.......... pour le squelette gammacérane,
¢ Lupa........coooeenne pour le squelette lupane,
 Ursa.......cooeeeenn pour le squelette Ursane,

¢ Oléana................ pour le squelette oléanane.

La figure (17) représente quelques squelettes carbonés des triterpenoides :

ambrane lanostané onocérane

gammacérane oléanane

lupane

Figure 17 : quelques squelettes carbonés des triterpénoides
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111-4-4-3 Biosynthése des triterpénes :

Les triterpénes de végétaux sont produits a partir du squaléne, lui-méme formé par
la condensation de deux unités farnésyl-pyrophosphate via la condensation d’unités
isopréniques par la voie mévalonique (MVA). Dans la plupart des cas, le squalene est

ensuite converti en 2,3-squaléne époxyde par une squalene époxydase, puis est
cyclisé grace a une oxydosqualénecyclase [421,
La grande diversité des structures des triterpenes résulte d'un contréle enzymatique

sur les modes de cyclisation (chaise, bateau...) et les diverses migrations postérieures

affectant les groupements méthyles voir figure(18) suivante :

o

ol Dok s Pl oy

Figure (18) :Un plan sinplifié de biosynthese du triterpenoid de la plante
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111-4-4-4- Les triterpénes pentacycligue :

Les triterpénes pentacycliques, sont des molécules composées de trois motifs
terpéniques (soit six motifs isopréniques) agencés, soit en cinq cycles a six carbones,

soit en quatre cycles a six carbones et un cycle a cing carbones (figure 19)[431.

Motif terpénique
Triterpéne J

T Y
|

Cyclisation

Triterpéne pentacyclique
(gammacérane)

Figure 19: Description structurale des triterpanes pentacycliques

Plus de 50000 composés [43] ont ainsi été recensés dans la famille des triterpénes

pentacycliques. Cette variété est le résultat :
de I’'agencement des cycles;
de la position de groupements méthyles de substitution;

de la présence et de la localisation d'instaurations;
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de possibles isoméries (configuration chaise/bateau, Rou S,aoub...);

de la présence de groupements fonctionnels (alcools, cétones, acides
carboxyliques), voire d'autres entités moléculaires associées (sucres et

phénols, par exemple);
de modifications postérieures survenues durant la diagenése.

Ainsi, il existe plus de 512 isoméres possibles de I'isoarborinol du seul fait des 5
cycles et 9 carbones asymétriques que comporte le squelette de ce composé 431, Ces

possibilités de structures induisent la nécessité d’une nomenclature adaptée.

Régles et structures de base des triterpénes pentacycliques :

La nomenclature se fonde sur la structure de quelques constituants hydrocarbonés,
ou triterpénes, de base (figure 20). Tous les autres squelettes triterpéniques sont
sensés dériver de ces composeés fondamentaux par des modifications dont les

modalités sont exposées plus loin. Les clés de cette nomenclature ont été formulées

par Allard et Ourisson, en 1957 [43],

Lupane

Oléanane

Ursane

Figure 20: Quelques structures de base de triterpanes pentacycliques
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Régles de numérotation des triterpénes pentacycligues :

La numérotation des triterpenes pentacycliques commence par le cycle A et
“remonte” vers le cycle E. Dans le cas des composés comportant un cycle E a cing
carbones supportant une chaine alkyle, la numérotation continue sur le premier
carbone de ce radical alkyle. La numérotation des groupements méthyles se fait
ensuite depuis le cycle A vers le cycle E, puis se poursuit sur le reste de la chaine

alkyle (figure 21). Pour les carbones gem-diméthylés, le numéro le plus bas est

attribué au groupement en position a 431,

20 30
20
19 21
| 26E | 19 2F
12 18 22 E
D N N 12 18 21
17 o 13 5 17 11/0\13/|\17/ Ny a0
1 2r L ﬁe J4 Je ﬁs | 2 | 2
N /\/ ~ 1. 9 | 14_ D 16 29
g g | s i T
| A B | = | A B | 2
3\4/5\6/7 3\4/5\6/7
2w u 57

Figure 21 : Numérotation des carbones et dénomination des cycles des triterpanes

pentacycliques. Exemples de I'oléanane et du hopane.

Origine biologique des triter pénes pentacycligues :

Les triterpenes pentacycliques sont produits par arrangement d'époxyde du squaléne
dans un arrangement chaise-chaise-chaise-bateau suivi de condensation. Ces

composeés sont aussi extrémement communs et sont trouvés dans la plupart des

plantes [43: 44],

Les représentants communs de ce groupe sont I'a-Amyrine, la [B-amyrine, le
friedelin, I’acide oléanolique et le taraxérane [43:44: 511 Exemple : biosynthése de I'a et

de la p-amyrine (figure 22).
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w0

chaise-chaise-
chaise

I
—_—

b-Amyrine

a- Amyrine

Figure??2 : Chaines biosynthétiques conduisant aux a- et ﬁar;yri ne & partir de
I'époxysqualene. Tiré de Mahato et Sen, 199713
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Le tableau suivant résume les modes de cyclisation conduisant a diverses
structures [43l;

Chaise-bateau-chaise-chaise-bateau arborane

Chaise-chaise-chaine linéaire-chaise-chaise |ambréane

Chaise-chaise-chaise-chaise-chaise hopane, gammacérane, serratane

Chaise-chaise-chaise-bateau oléanane, ursane, taraxérane, bauérane,

multiflorane, glutane, friédélane

Chaise-chaise-chaine linéaire-chaise-chaise |onocérane

Chaise-chaise-chaise-chaise-bateau néomotane, fernane, adianane, filicane

Modes de cyclisation de quel ques structures de triter pénes pentacycliques. Tiré de Henderson et al.
1969.

111-4-5-Les stéroides et stérols :

Les stéroides ne sont pas des terpénes mais des composés de biodégradation de

triterpenes.lls constituent une classe de composés abondamment présent dans la
nature (régne animal et végétal) [47]. Le squelette de base des stéroides comprend 17
atomes de carbone inclus dans un systeme tétracyclique , (cycles ABCD -figure 23-).
Le squaléne est le précurseur de tous les triterpénes (carotenes, stéroides et autres).
Ce dernier est un composé achiral, formé par dimérisation réductive du
pyrophosphate de farnésyle, il subit une époxydation enzymatique pour conduire a

un seul énantiomére de I’époxyde corespondant presentant un seul centre chiral [47],

I11-4-5-1 L es Stérols

111-4-5-1-a Définition :

Les stérols sont des constituants essentiels des membranes cellulaires. On les trouve
aussi bien chez les animaux que dans les végétaux. Tous les stérols ont en commun le

méme noyau et ils ne différent que par la chaine latérale. Le cholestérol est

exclusivement d'origine animale [46],
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12
- 17
1177 1

c | o

1 9, 14—
2/ \10/ \8/ 15
\4 s \6 -

Figure23 : Noyau Stérol
Les stérols possedent un groupement hydroxyle sur l'atome de carbone 3.

(Généralement) une double liaison entre les atomes de carbone 5 et 6 ainsi qu'une

chaine latérale attachée au sommet 17 du noyau perhydrocyclopentano

phénanthrénel4s],

Choléstanol

Figure?4 : structure de cholestanol

Le choléstanol se trouve mélé au cholestérol en tres faible quantité dans les tissus
animaux. Le caprostanol epimere du choléstanol, se rencontre dans les matiéres
fécales. Le choléstanol et coprostérol sont des stérols saturés, que nous pouvons

représenter par un noyau de projection plane et conventionnelle ou par des

structures conformationnelles [48],

OH OH OH

Stigmastanol Stigmastérol b-sitostérol

OH OH OH

Campestérol Fucostérol Ergostérol

Figure 25 : quelques exemple de stérols
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Bien que le cholestérol ne se trouve pas dans les plantes, on y rencontre plusieurs
stérols apparentés, connus sous le nom de phytostérols. Le plus important et
I'ergostérol, qui, par l'action des radiations de la lumiere ultra violette donne le

calciférol ou la vitamine D,. Cette substance posséde des propriétés antirachitiques

analogues a celle de vitamine D [48],

111-4-5-2- Stéréochimie:

Les différences stéréochimiques les plus observées dans la structure des stérols
ont trait a l'orientation de I'hydroxyle lié au sommet 3 et a la configuration des
cycles condensés A et B. L'hydroxyle sur le carbone 3 est cis par rapport au
groupements méthyles angulaires dans les stérols naturels On désigne cette
configuration par la lettre Grecque P et I'orientation inverse ou Trans, par la lettre
Grecque a. Dans les stérols naturels, I'orientation de la chaine extra nucléaire et le

plus souvent B et la configuration habituelle des cycles condensés B/C et D/C est

trans. La forme cis peut étre préparée synthétiquement [48]-

A-B Cis

A-B Trans

R CH;

Trans CHj

Figure 26. : Stéréochimie de noyau stérol
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111-4-5-3- La Biosynthése des Stéroides :

Une séquence remarquable de couplage d'alcénes, au niveau intramoléculaire, est
observée dans la nature lors d'un trongon de la voie biosynthétique conduisant, au
noyau stéroide. Dans ce processus, une molécule appelée squaléne est oxydée grace
a une enzyme en oxyde de squaléne qui contient un cycle oxacyclopropane.
L'ouverture enzymatique, catalysée par un acide, du cycle de I'oxacyclopropane est
suivie de quatre étapes ou se forment des liaisons Carbone-Carbone en cascades,
selon un précurseur biologique du cholestérol. Ces réactions sont hautement
Régioseélectives est stéréospécifiques et constituent un procédé commode de synthese
des stéroides [48]. La transformation du squaléne en cycloartinol précurseur des autres

stérols végétaux ou phytostérols se fait en plusieurs étapes.

L'oxydation (on présence de NADPH et O2) conduisant au squaléne 2,3 -oxyde,
lequel sous l'action d'une squaléne cyclase se transforme en cycloartinol, puis se

produisent des hydrogénations partielles, la création d'une fonction alcool et la perte

de trois groupements méthyle [8],
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111-4-5-4- Intérét thérapeutigue des Stérols :

On peu résumer les fonctions biologiques des stéroides par les points suivants [48],

U Dans les plantes, algues, champignons, ainsi que chez les animaux, le

cholestérol est la source de tous les métabolites de type stéroides.

U les stérols ont un rdle vital dans la maintenance de l'intégrité

structurale de la plupart des structures membranaires des organismes.

U lls assistent aussi dans la régulation de la perméabilité de ces

membranes aux différents ions.
U Tous les eucaryotes synthétisent les stérols, ou en ont besoin pour leur
diététique.

111-4-6 Réactions caractéristiques des triterpénes et stéroides :

+Réactions de coloration:

Les réactions de colorations présentent un caractere plus ou moins spécifique chez
les stéroides et les triterpénoides. Les réactifs employés donnent des indications

positives, avec les composes triterpéniques et avec les composés stéroidiques.

Ces réactions permettraient, d’apreés les auteurs, de distinguer entre triterpénoides et
stéroides. Nous citerons ci-dessous quelques unes comme titre d’exemple de ces

réactions :

1-Test de Salkowski : dans ce test on met en évidence les stérols insaturés par une
réaction qui provoque l'apparition d’une coloration rouge: l'addition d'acide
sulfurique concentrée entraine I'élimination d'une molécule d'eau et conduit a la

formation d'instauration supplémentaire [40: 46 ] Exemple :

H +
H - H -H30
HO — = My — H
H H

choléstérol
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2-Test de Liebermann-Burchard : le groupement OH en 3 est protégé par addition
d'anhydride acétique. Cette réaction est suivie soit d'une isomérisation soit d'une

transposition moléculaire, ce qui provoque le changement de coloration. [40: 46]
une coloration bleu-vert indique la présence de stéroides
une coloration rouge-violet & rose dénote la présence de triterpénes.

3-Test de Badjet-Kedde : L'addition d'acide picrique entraine l'ouverture du cycle

lactonique insaturé puis formation de complexe entre I'hnydrocarbure et l'acide

picrique [40: 46],
L'apparition d'une coloration orange est due aux stéroides lactoniques.

+Protocole expérimental

test de Salkowski: incliner le tube a 45°, ajouter 1 & 2ml de H:SO.. Le
changement de coloration est noté immédiatement. Agiter le mélange
légerement et noter le changement graduel de coloration : une coloration

rouge indique la présence de stérols insaturés [46],

test de Libermann-Burchard : additionner un mélange de chloroforme et
d’anhydride acétique (1/1) vol. puis agiter légerement. Ajouter une goutte de
H.SO4 concentré. Le changement de coloration est observé pendant une heure:
une coloration bleu-vert indique la présence de stéroides tandis que rouge-
violet & rose dénote la présence de triterpenes. (Les composés triterpéniques
des groupes oléanane et ursane tels que a- et f-amyrine, acide oléanolique,
primulagénine A, etc..., prennent une coloration rose ; ceux du groupe du
lupéol se colorant en jaune-orange.) [46: 471 la réaction est encore visible & une

concentration du 8-10 pg/cm3.

test de Badjet-Kedde: additionner quelques grains d'acide picrique.

L'apparition d'une coloration orange est due aux stéroides lactoniques [,

111-4-7 La Stéréostructure destriterpénoides:

Rappel des principes de configuration :
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Nous nous bornerons, dans cette partie & rappeler quelques lignes générales de la
stéréostructure des triterpenoides, pour arriver a cela nous donnerons comme

exemple quelques rappels sur la stéréostructure de I’oléanane et I’'ursane:

L’oléanane est formé de cinq cycles dont la configuration est 5xchaise et la fusion des

cycles A/B, B/C et C/D est trans, mais celle des cycles D/E est cis ; les cycles A, B et

C étant en succession trans- anti- trans [40, Il existe huit centres d’asymétrie,

respectivement situés en 5et 10, 8 et 9,13 et 14, 17et 18 [40],

Les groupements méthyle occupent les positions suivantes : 23a(e), 24[(a), 25p(a),
26(a), 27a(a), 28p(a) par rapport au cycle D, mais, (e) par rapport au cycle E, 29a(e)
et 30B(a). le methyle 28, comme le voit, occupe une situation exceptionnelle : il est
susceptible, lorsqu’il est substitué par un carboxyle de contacter des doubles liaisons
lactones aussi bien avec les hydroxyles en position favorable du cycle D, qu’avec
ceux du cycle E. il est relativement peu empéché stériquement. Il participe a la fois a

la stabilité des groupements équatoriaux et a la réactivité des groupements axiaux

[40],

Les position des hydrogénes (ou de leur substituant) sur les divers atomes de
carbone sont précisés dans le tableau suivant (a: position axiale, e: position

équatoriale) :

Positions carbones a p Positions carbones a p
1 a e 12 a
2 e a 13 _ a
3 a e 14 a _
4 e a 15 e a
5 a _ 16 a e
6 e a 17 _ Semi-axid
7 a e 18 _ Semi-axid
8 _ a 19 a a
9 a _ 20 e a
10 _ a 21 a e
11 e a 22 e a

-05-



Chapitre | Etude bibliographique

Structure d’Oléanane

La conversion de I’oléanane en ursane réalisée par Corey et Cantall a montré I’identité
fondamentale de la structure des cycles A, B, C, D de ces deux groupes de corps et de
leurs modes de fusion. Seule la structure du cycle E différe. Cette structure a été
établie par Corey et Ursprung, qui ont notamment montré que la configuration du
carbone 18 était comparable & celle qu’on trouve dans la série de I'oléanane, c’est-a-
dire B (semi-axial). La fusion des cycles D et E est donc également cis. Mais au lieu de
présenter deux groupe méthyles fixés sur le carbone 20, dont I'un est en position
axiale et 'autre en position équatoriale, le cycle E de I'ursane présente deux méthyles

en position équatoriale, I’'un fixé au carbone 20 et a(e), I'autre fixé sur le carbone 19 et

B(e)19l

Structure d’Ursane
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111-4-8 Tétraterpénes:

Ce sont des composés biologiquement importants présents dans les régnes animal et
végétal. La charpente en C-40 se forme par I’assemblage en configuration cis de deux
géranylgéranyls diphosphate avec une formation d’une nouvelle double liaison
centrale (figure 28). Des déshydrogénations successives augmentent le nombre

général des doubles liaisons et donc le systeme de conjugaison ce qui entraine une

intensification de la couleur des composés produits [49]:

b-caroténe

Figure 28: Exemple de tetraterpénes

111-4-9 Polyterpénes :

Ils sont formés de 500 & plus de 5000 unités isoprenes en chaines non ramifiées aux

doubles liaisons de configuration cis. llIs sont présents dans environ 2000 espeéces

végétales et le caoutchouc est I’exemple le plus connu [49],
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Résumé

Dans le but de rechercher de nouveaux composés naturels a intérét thérapeutique, les

extraits Chloroformique et Acétate d’ethyle de Inula crithmoides L. (Asteraceae), ont

été soumis a une investigation phytochimique.
Cette eétude a été menée selon deux approches :

@ La premiére concerne le genre Inula dont plusieurs especes sont utilisées en

médecine populaire.

@ La deuxieme concerne la recherche et la détermination de molécules nouvelles

a activité potentielle.

Cette investigation phytochimique a abouti & I'isolement de 06 composés, dont la
structure a été établie au moyen de méthodes spectroscopiques (UV, MS, IR, 1H- et
13C-NMR). Des méthodes chimiques (comme par exemple I'acétylation) ont été

requises pour la confirmation des structures.

L’extrait chloroformique a fourni quatre composés triterpéniques :
@ L'aetla g-Amyrine,
@ Le stigmastérol et le f-sitostérol.

@ Une autre technique qui est la CPG/MS nous a permis d’identifier un alcool

linéaire de formule brute Ci9H400 : 1- Nonadécanol
L’extrait acétate d’éthyle a fourni une aglycone de type flavonol :
@ La Quercétine (3, 5, 7,34 -pentahydroxyflavone.).

Notons que ces composés sont décrits pour la premiére fois dans cette espece; alors
que les deux composés: a-amyrine et f-amyrine sont signalés pour la premiére fois

dans le genre Inula.

Mots clés: La famille des Asteraceaes, le genre Inula, Inula crithnoides L. triterpenes
pentacyclique, flavonoides; a- et f-Amyrine; p-sitostérol ; stigmastérol ; 3,5,7,3°4*-
pentahydroxyflavone.



Abstract

With the aim of discovering new natural therapeutics compounds, the chloroforme

and Ethyl Acetate extracts of the Algrien specie Inula crithmoides L. (Asteraceae),

were submitted to Phytochimical assays.
This survey has been led according to two approaches:

@ The first concerns the Inula kind of which several species are used in

popular medicine.

@ The second concerns research and determination of molecules with

potential activity.

On the basis of these results, a phytochemical investigation of the chloroform and
Ethyl Acetate extracts of |.crithmoides L. was undertaken. Their fractionation led to
the isolation of 06 compounds, whose structures were elucidated by spectroscopic
techniques (UV, MS, IR, 1H- and 13CNMR). Chemical methods (acetylation) were

performed to confirm the structures.

The chloroforme extract yielded two pentacylic triterpenes diescribed together, with

others known compounds:
@ The aand p-amyrin.
@ The stigmasterol and p-sitosterol.

@ Another technique that is the CPG/MS permitted us to identify a linear

alcohol of formula C19H40O: Nonadecanol-1.
Say so much that the excerpt acetate of ethyl provided an aglycon of type flavonol:
@ The Quercetrin (3, 5, 7,3°, 4’-pentahydroxyflavone)

These compounds are isolated for the first time for this species; whereas the two

composed: a -amyrin and b -amyrin signalled for the first time in the genus Inula.

Key words: The family Asteraceaes, the genus Inula, Inula crithmoides L., triterpenes
pentacyclic , flavonol, a- and p-Amyrin, p-sitosterol, stigmagerol, 3, 5, 7,3°, 4’-
pentahydroxyflavone.
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