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This wandering race, sever'd from other men,
Boast yet their intercourse with human arts;
The seas, the woods, the deserts, which they haunt,
Find them acquainted with their secret treasures:
And unregarded herbs, and flowers, and blossoms,
Display undreamt-of powers when gather'd by them

The Jew(cité par Sir Walter Scott dans “lvanhoe”)
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Abréviations, symboles et conventions

AAPH : dihydrochlorure de 2,2’-azobis-2-amidinopanie

ABTS : acide 2,2’-azino-(3-éthylbenzothiazolines@Honique

AcOEt : acétate d’éthyle

AcOH : acide acétique

ADN : acide désoxyribonucléique

AIBN : azoisobutyronitrile

APCI : atmospheric pressure chemical ionisat{@nisation chimique sous pression
atmosphérique)

APG : Angiosperm Phylogeny Group

APLAMEDAROM : Association pour la promotion des Phi#&s MEDicinales et
AROMatiques

APT : attached proton tegttest du proton attaché”)

AVPMC : Association pour la Valorisation des Plankéédicinales de la Caraibe

BAEC : bovine aortic endothelial celigellules endothéliales aortiques bovines)

BHA : butylhydroxyanisole

BHT : butylhydroxytoluene

BZD : benzodiazépines

CCM : chromatographie sur couche mince

CCR-5 :Cytokin chemoreceptdr (chimiorécepteur de cytokines 5)

Clsp : concentration inhibitrice 50

CIMAP : Central Institute of Medicinal and Aromatic Plarftastitut central des plantes

médicinales et aromatiques, Lucknow, Inde)

CLHP : chromatographie liquide haute performan@sgion

CLMP : chromatographie liquide moyenne pression

CMI : concentration minimale inhibitrice

COSY :COrrelation Spectroscoplépectroscopie de corrélation)

CPE :CytoPathic Effecteffet cytopathique)

CPG : chromatographie en phase gazeuse

d : doublet

DEPT :distortionless enhancement by polarisation trangéeigmentation sans distorsion par
transfert de polarisation)
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DMSO : diméthylsulfoxyde

DMSO-d6 : diméthylsulfoxyde hexadeutéré

DO : Densité Optique

DOPA : 3,4-dihydroxy-phénylalanine

DPPH : 1,1-diphényl-2-picrylhydrzyle

EDRF :endothelium-derived relaxing fact@fiacteur relaxant dérivé de I'endothélium)

EDTA : acide éthylenediaminetétraacétique

EP : éther de pétrole

ERO : especes réactives de I'oxygéne

EUFIC :EUropean Food Information CoundiConseil européen d’information sur la
nourriture)

FDA : Food and Drug AdministratiofAdministration de la mouriture et des médicaments

aux Etats-Unis d’Amérique)

GABA : acidey-aminobutyrique

GN : granulocytes neutrophiles

GPX : glutathion peroxydase

GSH : glutathion

HMBC : heteronuclear multiple bond cohereneerrelation hétéronucléaire a travers
plusieurs liaisons)

HSQC :heteronuclear single quantum cohererfcerrélation hétéronucléaire a simple

guantum)

HSV : Herpes simplex virus

INRA : Institut National de Recherche Agronomique

IR : infrarouge

IRD : Institut de Recherche pour le Développement

J : constante de couplage

jmod: expérience de RMN diiC «J-modulée », de type APT

LDL : low density lipoproteinglipoprotéines de basse densite)

m : multiplet

m/z: rapport masse/charge électronique

NADPH : nicotinamide adénosine dinucléotide phosplisous sa forme réduite)

PBS :Phosphate buffer salingampon phosphate-sodium)

PEG : polyoxyéthyléne glycol

PEI : polyéthyleneimine
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PMA : 43-phorbol-12-myristate-13-acétate

ppm : partie(s) par million

PTZ: pentylenetétrazole

PV : Poliovirus

Rf : rapport frontalrate factor

RMN : résonance magnétique nucléaire

ROESY :Rotating frame nuclear Overhauser Effect Spectnp¥co

s : singulet

SHR :spontaneously hypertensive (gat spontanément hypertensif)

SM : spectrométrie de masse

SM-ESI : spectrométrie de masse en meléetrospray-ionspray

SM-IC : spectrométrie de masse par ionisation i

SM-IE : spectrométrie de masse par impact élearni

SOD : superoxyde dismutase

t: triplet

TAA : total antioxidant activityactivité antioxydante totale mesurée dans le TEAC

TBARS :thiobarbituric acid reactive substancé&substances réactives a I'acide

thiobarbiturique)

TBH : ter-butyl hydroperoxyde

TEAC : Trolox-equivalent antioxidant capacity asg@gsai de capacité antioxydante en
equivalent-Trolox)

tr : temps de rétention

TOCSY :TOtal Correlation Spectroscop(¢pectroscopie de corrélation totale)

UV : ultraviolet

VIH : virus d'immunodéficience humaine

VSV : vesicular stomatitis virus

ZDDP : zinc dialkyldithiophosphates

11

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

Introduction

Les composés antioxydants font actuellement I'obdgehombreuses études car, en plus d’'un
intérét certain dans la conservation des denréeestibles pour I'industrie agroalimentaire,

ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaide traitement de nombreuses pathologies.

En effet, on met actuellement en évidence le réfasie de processus oxydatifs incontrélés et
de réactions de type radicalaire dans la genessirdtien ou les séquelles d’'un nombre
croissant de maladies, généralement liées auissathent, que leur mécanisme soit bien

connu (athérosclérose) ou encore a I'étude (maladkarodégénératives).

Dans le cadre dun programme de longue haleinenviga découvrir de nouveaux

antioxydants, notamment d’intérét cardiovasculartede nouvelles sources pour I'extraction
de ceux-ci, plusieurs espéces des geBadota et Marrubium, appartenant a la famille des
Lamiacées, font actuellement I'objet d’études pblgtmiques au sein du laboratoire de
Pharmacognosie de la Faculté des Sciences Phanimaesuet Biologiques de Lille 2 (EA

1043).

Initialement, ces plantes ont été étudiées en maikes propriétés thérapeutiques que leur
attribuait la médecine traditionnelle dans plussepays. En plus de la justification d’'une
partie de ces effets, des tests pharmacologiquepwrmettre en évidence une activité
antioxydante intéressante de la part de molécuted tiétude plus approfondie semble
justifiée par les vastes possibilités qu’elles affr en terme de variété structurale. Cette
grande diversité pourrait en outre étre d'un gramegbrét pour affiner la classification

botanique des espéces concernées.

L'intérét porté aux composés de ces especes naosduit a élargir nos recherches a une
espéece de 'ordre des Lamialégppia alba (Verbénacées), parce qu’elle était susceptible de
contenir des molécules proches de celles qui étaiewliées au laboratoire, et dont I'étude
avait elle aussi un intérét double : chercher daveaux antoxydants et établir si son
utilisation traditionnelle comme sédatif pouvaiteéexpliquée par sa composition chimique.
Au fil du travail sur cette plante, il s’est progs&zement imposé qu’elle méritait une attention

particuliere a cause de la grande variété chimiguaspécifique qui a été observeée.
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Le présent travail rapporte donc une contributida aonnaissance des espebtsrubium
peregrinumL., Ballota larendanaBoiss. & Heldr. ,Ballota pseudodictamnud..) Benth. et
Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, a travers l'isolement et I'éde de I'activité antioxydante de
molécules, mais aussi, dans le cas cette derrspere, de données sur la composition de son
huile essentielle, d’essais classiques tels qu& peoposés dans les monographies de la

Pharmacopée et de tests pharmacologiques sur soitéasrdative.
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|. Oxydation et antioxydants

L’oxygene, indispensable a la vie, est un raditaél: il possede deux électrons non apparies.
Ceci explique sa grande réactivité. Cependant|upapt des réactions oxydatives qu'il est
susceptible de provoquer spontanément dans unisngarnumain sont extrémement lentes.
Il est donc peu toxique par lui-méme.

Mais sous l'action de radiations ionisantes, denayUV, de métaux de transition ou au cours
de réactions enzymatiques, plusieurs espéces hgapbas réactives sont produites (fig.1).
L'appellation « espéces réactives de l'oxygéne RQE inclut les radicaux libres de
'oxygéne proprement dit, mais aussi certains @&rigxygéeneés réactifs non radicalaires dont
la toxicité est importante (Cohen 2002, Novelli 7P9

» L’anion-radical superoxyde (O;") est issu de la réaction de I'oxygene avec un
électron, souvent au niveau de la chaine de transp&ectrons de la membrane
mitochondriale (I'électron est alors transféré paatermédiaire d’'un radical semi-
ubiquinone) ou au cours de la lutte des leucoaytesre les bactéries et les virus.

* Le peroxyde dhydrogene (HO,) provient d’'une réaction entre deux anions
superoxyde qui met fin au processus radicalaires’dgit d’'un oxydant beaucoup
moins puissant, mais on considere qu’il joue avedearnier un réle important dans le
stress oxydatif car ils diffusent facilement a &ev/les membranes vers des organites
vulnérables des cellules comme le noyau ou la indodrie.

* L’anion hypochlorite (CIO") est produit a partir du peroxyde d’hydrogene par |
myéloperoxydase (MPO). Il n'est présent que loisfettions et peut participer au
stress oxydatif lié a celles-ci.

* Le radical hydroxyle (HO") est le produit de la réaction du peroxyde d’hyérag
avec des ions métalliques comme par exempfé Féaction de Fenton). C'est
'espece chimique la plus réactive et elle jouerdle majeur dans la peroxydation
lipidique et la destruction du matériel génétique.

« L'oxygéne singulet (*O,) est produit en présence de rayonnement UV ou ar le
leucocytes. Il est a lorigine du vieilissementtang, de la cataracte, de la
dégénérescence maculaire liée a I'age et de certaimcers de la peau.

* L'oxyde nitrique (NO), produit par la NO synthétase, est un vasodilatate
physiologique (on I'appelle parfois EDRFendothelium derived relaxing facjoet

joue aussi un réle de messager interneuronalull @eoir un role néfaste.
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* Le peroxynitrite (ONOOQO") est issu de la réaction entre,"@t NO. Tres néfaste pour
les protéines et les genes, il est impliqué daashdrosclérose, les maladies
neurodégénératives, la polyarthrite rhumatoide et inaladies inflammatoires

chroniques intestinales comme la maladie de Crohn.

o, : 2 H,O
excitation \ / H*
_ - _ - 2. -
0, e 0, e e , 0+0 20°
2 H
NO ———— i
Cl

v
I ONOO H,0, N _CIO
arginine \,

H20

Fig.1. Réactions de base de la synthese et de Igmélation des ERO

En I'absence d’agression extérieure particuliemgigine chimique ou radiative, les ERO sont
produites physiologiqguement a cause d'imperfectiansniveau de la gestion de I'oxygéne
dans des processus comme la respiration mitocladedia phagocytose (au cours de laquelle
survient une « flambée respiratoire », qui entral@eproduction d’anions superoxyde,

peroxyde et hypochlorite, toxiques pour les agemfsctieux mais aussi pour les cellules

humaines), les réactions de détoxification mettmtjeu les cytochromes P450 ou des
oxydases, et le métabolisme des prostanoides.ddugiion d’ERO et de radicaux libres est
donc normale. Elle joue un rble et ne devient molgtique que si elle est excessive ou
survient au mauvais endroit.

En plus de cette production « basale », l'activatite systemes enzymatiques, lors de
situations de stress de I'organisme, peut entrainerformation accrue d’ERO, dont I'effet

sera particulierement délétere. On considere gkeméemt que, si aucune pathologie n’est

directement et uniguement causée par les ERO,olduption excessive de radicaux libres
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peut entrer en jeu dans l'aggravation de diversatadies. Un exemple classique est le
phénomeéne d’ischémie-reperfusion observé lors désctus du myocarde : la privation

d’oxygéne entraine une augmentation de la libéralienzymes comme la xanthine oxydase
qui, une fois I'approvisionnement des cellules lsktat en présence d’'une grande quantité
d’'oxygéne arrivé brutalement, vont synthétiser beap d'ERO, sources de lésions
supplémentaires pour I'endothélium cardiovasculadte responsables d'une partie des
séquelles de I'infarctus (ou de toute autre situnati’'ischémie).

1.1. Action néfaste des ERO dans les tissus
biologiques

Les dérivés de I'oxygéne produits étant hautemeadtifs, ils sont susceptibles de jouer un
réle d'oxydants ou d’initiateurs de réactions rathores vis-a-vis de nombreuses
biomolécules. lls peuvent ainsi entrainer le dysfiomnement ou l'inactivation de protéines
et de systemes enzymatiques, altérer la strucageellules, de leurs organites ou des acides
nucléiques (cassure de brin). Les effets en sos¢rghbles a I'échelle de I'organisme, les
exemples les plus évidents étant ceux faisantvietér des agents chimiques (la toxicité des
anthracyclines sur le coeur, de la bléomycine ssipteumons ou encore du paraquat font

intervenir la production d’ERO).

1.1.1. Lipides

Les matiéres grasses constituent une part impertdat I'alimentation humaine, et sont
d’'ailleurs consommées de maniere excessive dangldpart des pays développés
industriellement. Plusieurs types de molécules sonsommeés, qui ne sont guére rassemblés
sous le terme générique de « graisses » ou «dipidgue par un caractére commun : leur
solubilité dans les solvants organiques et unebdd®i restreinte dans I'eau. En plus des
mono-, di- et triglycérides, on englobe dans cesabites les acides gras libres, les stérols,
terpénes, cires, phospholipides (ou lécithinessphatides) et vitamines liposolubles (A, D,
E, K). Comme toutes les molécules organiques,ifgdels sont sensibles a un ensemble de
réactions de dégradation, notamment oxydativesgeed’autant plus qu’ils contiennent
beaucoup de liaisons doubles. Dans le cas présiaades gras (et donc des molécules dans

la structure desquelles ils peuvent intervenityc@tides, phospholipides...), il est important
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de noter que les acides gras polyinsaturés, i aujourd’hui unanimement considérés
comme meilleurs pour la santé (cas d&s intervention de I'acide arachidonique dans la
biosynthése des eicosanoides) et comptent parms keprésentants les seuls acides gras
« essentiels » (acides linoléique et linoléniges, deuls a ne pouvoir étre synthétisés par le
corps humain et qui doivent donc nécessairemermt #@turnis par I'alimentation), sont
également les plus sensibles a I'oxydation. Pam@ke les taux relatifs d’oxydation des
acides arachidonique, linolénique, linoléique éiale, caractérisés par la présence respective
de quatre, trois, deux et une insaturation(s), apptoximativement 40:20:10:1. En outre, les
isomeres Z) (cis) s’oxydent plus facilement que le€)((trans); les double-liaisons
conjuguées sont également plus réactives (Sco)199

En ce qui concerne les dégradations oxydativesadiees gras, il en existe deux types : la
rancidité céetonique et la rancidité oxydative. lrarpiére ne sera pas détaillée ici car elle est
due a l'action de certaines moisissures (par exemptotium amstelodahisur des graisses
saturées et constitue essentiellement un probléordre microbiologique pour l'industrie
agroalimentaire. La rancidité oxydative résultée,edle I'action directe de I'oxygéne sur les
acides gras et survient dans les huiles alimestamenme dans les tissus biologiquesjivo.

La réaction expliguant le phénomene de ranciditgdative a pour nom peroxydation
lipidique. Cette réaction radicalaire se dérouléreis phases que nous rappelons ici (fig.2) :

* L’initiation , qui consiste en la rupture homolytique, occastenpar un initiateur
radicalaire, d’'une liaison C-H de la chaine d’'uidagras, ce qui en fait un composé
radicalaire tres réactif vis-a-vis de I'oxygéneget va donc se transformer en radical
peroxyle.

e La propagation, au cours de laquelle le radical peroxyle va &eacin hydrogene a
un autre acide gras, créant un nouveau radicahtet¢tenant ainsi une réaction en
chaine, pour se transformer en hydroperoxyde. Qaatefinira par se dégrader en
aldéhydes volatils, expliquant I'odeur nauséabgmaeluite lors du rancissement, et
potentiellement toxiques.

» La terminaison, entrainée par la réaction de deux radicaux pooner une espéce

moléculaire ou par intervention d’'un composeé aniitant, dit « briseur de chaine ».
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Terminaison

Intervention d’'un
briseur de chaine ou
couplage de 2 radicaux

COOH Initiation

Propagation

O,

dégradatio

Aldéhydes réactifs

Fig.2. Schéma de la réaction de peroxydation lipidue. Les étapes encadrées sont celles
ou la réaction radicalaire peut étre interrompue :
. la réaction s’arréte par couplage de deux radicaxiou par intervention d’un
antioxydant briseur de chaine sans conséquence ngfia.
En rouge: I'nydroperoxyde formé, instable, se dégrade enldéhydes responsables de
I'odeur liée au rancissement, quiin vivo, peuvent provoquer des Iésions sur d’autres
molécules.

Ce phénomene a, comme nous lavons dit, une grangmrtance pour lindustrie

agroalimentaire (par exemple, deux milligrammesZ2eeans6-cis-nonadiénal peut rendre
inutilisables deux tonnes de graisse en provoqliapparition d’'une saveur évoquant le
concombre), mais aussi dans le domaine de la baméaine. Il intervient, par exemple, dans
la toxicité hépatique du tétrachlorure de carbondeel’éthanol. Il joue également un role
dans la pathogenese de l'infarctus du myocarde {994, Halliwell 1996): en effet, chez les

hypercholestérolémiques (sujets présentant uneute@levée en « mauvais cholestérol »
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veéhiculé par les.ow Density Lipoproteingu LDL), il se forme sur la paroi des vaisseaux
(arteres coronaires en particulier), une plaquethdifame riche en lipides. Les LDL
accumulées s’oxydent par le biais de réactionscadaies ayant pour initiateurs des ERO.
Les modifications et la dégradation survenant eriquéier sur une protéine, I'apo 15,
empéchent la reconnaissance des LDL par leur @aeptaturel et favorisent plutét leur
élimination par les récepteurs « éboueursecayengerns des macrophages et des cellules
musculaires lisses de la plaque. Ceux-ci étanpig@s de dégrader les LDL, ils se gorgent
de graisse et se transforment en cellules spuméiosas cell3, s’endommagent et meurent.
Ainsi, la plaque d’athérome grossit jusqu’a obtutatere ou finit par se rompre, entrainant
la formation d'un thrombus dans le vaisseau. Ces g@gnénomeénes ont pour conséquence
finale I'infarctus. De plus, le phénoméne est ag@npar la libération d’endothéline, peptide

vasoconstricteur, par les cellules endothélialesostact avec les LDL oxydées.

1.1.2. Protéines

Les dommages oxydatifs induits sur les protéinedgsaradicaux libres peuvent conduire a
des modifications structurales (dimérisation, fragtation, modification des acides aminés)
et fonctionnelles (perte d'activité enzymatiquaérakion du processus de protéolyse). Ces
modifications étaient autrefois considérées comrhimiquement inertes. Cependant la
formation d’especes réactives telles que les hyimgydes et la DOPA (3,4-dihydroxy-
phénylalanine) peut engendrer un flux de radicatxerdommager d’autres structures
biologiques (Luxford 1999). La modification de @éns acides aminés (valine, leucine,
lysine) peut par ailleurs servir de marqueur d’aty@h (Morin 1998).

La modification de protéines par I'oxydation est agent causal possible ou un facteur de
risque de plusieurs maladies liées au vieillissdntedles que la maladie d’Alzheimer (Inoue
2006), la dégénérescence maculaire liée a I'agez(@006), la cataracte (Vinson 2006) et la
maladie de Parkinson (Ahmad 2006).

1.1.3. Acides nucléiques

Les modifications induites par des processus oXgdadans le matériel génétique
appartiennent a quatre catégories: modifications lbia@ses (possibilité de dimérisation),
cassures simples et doubles de la chaine d'ADNMs sibasiques et pontages avec des

protéines. Ces lésions sont impliquées dans de mamlprocessus pathologiques (létalité
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cellulaire, mutagenese, cancérogenese) et dangilkssement cellulaire. Dans la cellule,
I'ADN est en interaction avec de nombreuses pregifes interactions sont non covalentes
et réversibles. La formation de pontages covalentse I'ADN et les protéines peut modifier
I'expression des genes et avoir ainsi de lourdesétpences biologiques pour la cellule
(fig.3) (Hochberg 2006).

0
| N
IO
O=P— ~
e
)j coupure
O—P—O O
coupure
*
5 HN |
*
N
0=P—0 N
| o)
o NH

e} dépurination

Fig.3. Exemples de transformations d’origine oxydave subies par I'ADN (* : sites
d’oxydation)

1.2. Mécanismes physiologiques de
I'inactivation des ERO

L’organisme est capable, dans une certaine mederdaniter les dommages dus aux radicaux
libres, grace a des mécanismes de défense dévslapm®urs de I'évolution (Cuendet 1999).
Tout d’abord, les métaux susceptibles de catalissdormation du radical hydroxyle (fer,

cuivre) sont physiologiquement séquestrés et tabép grace a des protéines comme la
ferritine, la transférine et la céruléoplasminej ggissent donc en tant qu’antioxydants

primaires. L’albumine et I'haptoglobine peuventlégaent chélater ces ions.
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Certaines enzymes ont également un roéle de détatidn des ERO les plus courantes (et
susceptibles d’engendrer les autres) (fig.4). Lpesaxyde dismutase (SOD) convertit le
radical-anion superoxyde en peroxyde d’hydrogénains toxique. Ce dernier est
secondairement soit dismuté en oxygene et eau griceatalase, soit transformé en eau lors
d’'une réaction couplée a l'oxydation du glutathi@SH), catalysée par la glutathion
peroxydase (GPX). Le glutathion oxydé est atoxiguigeut, en outre, étre réduit par la
glutathion réductase, qui a pour coenzyme le NAORiEotinamide adénosine dinucléotide

phosphate sous sa forme réduite).

GSSG

2 H0O

2H" O,

20;° K j , H202

SOD

Catalase

2 H0O

O,

Fig.4. Réactions de détoxification du radical-aniorsuperoxyde et du peroxyde
d’hydrogene

Les différentes isoformes de SOD contiennent soindnganese (SOD mitochondriale), soit
du cuivre et du zinc (SOD cytosoligue), tandis tpu&PX contient du sélénium. Ce n’est
donc gu’indirectement que ces métaux possedenacingté antioxydante (le cuivre est pro-
oxydant sous forme libre).

Précisons qu’aucun de ces systémes ne permet fiélihe trés puissant radical hydroxyle et

gu’ils ne font que limiter sa formation.
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Des antioxydants liposolubles (estrogenes) et lsgdubles (acide urique, glutathion et acides
aminés a fonction thiol comme la taurine ou la éys&) permettent I'inhibition de réactions

radicalaires telles que la peroxydation lipidigigahiels 1994).

Outre les mécanismes précédemment décrits, viéntant antioxydants, on peut évoquer
brievement les systemes de protection contre lessétuences de [|'oxydation des

biomolécules, comme la dégradation des protéinesatdéées par le protéasome,

l'intervention des ligases et endonucléases auanivie 'ADN et, dernier rempart contre la

canceérisation de la cellule, I'apoptose.

1.3. Les antioxydants, sources et intérét

Les antioxydants peuvent étre définis comme lesstanbes qui, présentes a faible
concentration par rapport a un substrat oxydalde; sapables de ralentir ou d’inhiber
'oxydation de ce substrat. Cette définition fonatielle s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des enzymes aux propradgticques spécifiques, mais aussi de
petites molécules hydro- ou liposolubles. Nous rmmeposons ici de faire un bref rappel sur

les principales substances utilisables pour latbetre toute forme d’oxydation.

1.3.1. Enzymes et cofacteurs
Une SOD peut étre extraite du melon et vectorisedps polymeres. Une étude a montré

l'intérét d’'une complémentation alimentaire en SOB d’'un stress oxydatif, pour faciliter

I'élimination des ions superoxyde. La supplémeatatien sélénium, indispensable au
fonctionnement de la métallo-enzyme GPX, permeadideénuer la mortalité cardiovasculaire

(Cohen 2002).

1.3.2. Conservateurs alimentaires
Les antioxydants sont tres utilisés par l'industigroalimentaire, pour la prévention du

rancissement des matieres grasses. Quelques-urieeddeix sont représentés dans la figure 5.
Ces antioxydants (au sens large) appartiennenbis ¢atégories principales, en terme de
mécanisme d’action (certaines molécules cumulargig@lirs activités) :

* Les antioxydants briseurs de chaine, des substgplo&soliques qui inhibent la

réaction en chaine radicalaire de la péroxydatipitiiue. Ce sont des donneurs
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d’électrons (en fait, de H briseurs de chaine « donneurs »). On trouve daggoupe
les tocophérols naturels et synthétiques (E306;3@%) gallates (E310-312), le
butylhydroxyanisole (BHA) (E320), le butylhydroxysene (BHT) (E321)

» Les capteurs d’'oxygéne, qui réagissent avec l'ongget permettent son élimination
en systeme fermé. On y retrouve I'acide ascorbejuses dérives (palmitate, isomeére
D appelé acide érythorbique, sels...) (E300-304, EXI. Sont classés dans cette
catégorie les désactivateurs de l'oxygéne singatehme le B-caroténe et -
tocophérol.

* Les antioxydants préventifs, parmi lesquels onotete des agents chélatants ou
séquestrants de cations métalliques pro-oxydamtsneoFé* ou Cif* (acides citrique,
phosphorique et tartrique, acides aminés ; unéepaet!’activité de I'acide ascorbique
est également expliquées par ce phénomene), quuslsés en synergie des dérivés
phénoligues, ainsi que l'acide thiodipropioniquese$ dérivés, qui décomposent les
hydroperoxydes lipidiques en dérivés stables.

Notons que parmi les molécules citées ci-dessudeseelles qui sont codées sous la forme
E3xx sont utilisables en tant qu’antioxydants didosion Européenne. Certains produits ont
une activité antioxydante, mais sont classés dangrds catégories : les carotenoides (E160-
161, colorants), la curcumine (E100, colorant)...

Il existe de nombreuses molécules commercialisé@sme antioxydants, notamment en
dehors de I'Union Européenne. Par exemple, I'adidiedipropionique et ses dérivés,
mentionnés plus haut, sont approuvés pdrdad and Drug Administratiomux Etats Unis
(FDA 2003). Dans la gamme des substances actinespove aussies amines aromatiques
(par exemple la diphénylamine), certains stéroidedes composés séléno-organiques.
Certains diterpénes antioxydants du romarin, tel® de rosmarinol, sont également
disponibles (Scott 1993, EUFIC 2002).
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D?@W aes

a-tocophérol

OH O OH OH
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®) OH
OH HO O)\L ﬁo
HO OH OH
HO OH S
OH O :
; : . o acide

acide ascorbique gallate de propyle acide citrique thiodipropionique

rosmanol curcumine

Fig.5. Quelques molécules antioxydantes utiliséearns I'industrie alimentaire

1.3.3. Autres utilisations industrielles
Des industries trés différentes sont concernéed ytéisation d’antioxydants. Elles seront

moins détaillées que ne I'a été l'industrie alinadm, pour certaines parce qu’elles sortent du
cadre de la santé humaine, pour d'autres parcdegueolécules utilisées et les principes

d’utilisation sont trés proches de ceux déja decrit
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* Industrie des lubrifiants : elle produit notammeles huiles pour moteurs et
transmissions automobiles. Les premiers antioxydamtilisés furent des zinc
dialkyldithiophosphates (ZDDP), qui se raréfienjoaud’hui du fait de leur nature de
« poisons catalytiques ». La problématique icilegiguement moins liée a la santé
humaine, mais davantage a la compatibilité aveavitennement mécanique et aux
impératifs techniques et écologiques des fabricadts trouve parmi les molécules
utilisées des aryl- et alkylamines et des phéndésiggiement encombrés (tous
inhibiteurs de réaction en chaine de peroxydatiol®ds ZDDP, des zinc
dialkyldithiocarbamates et d’autres composés seufé non, qui agissent souvent a
plusieurs niveaux (chélation de métaux et désaativales peroxydes notamment) et
des complexes du cuivre (Scott 1993). Quelques plesnde molécules utilisées sont

donnés dans la figure 6.

RO, S Sy, -OR N\\N
RO™ ~s77°s” TOR N
H
ZDDP (structure générale) benzotriazole
OH
H17C8\©\ /@/CSHN
N
H
p,p’-dioctyldiphénylamine 2,6-di-tert-butyl- para-crésol (=BHT)

Fig.6. Exemples d’antioxydants utilisables pour dekibrifiants

* Industrie des matieres plastiques: des additifat aatilisés pour protéger les
polyméres de l'oxygéne de l'air (que ce soit au rantmde la fabrication - un
traitement a haute température facilitant I'oxydati ou pour prolonger la durée de
vie des matériaux, qui perdent leurs caractérieBgde plasticité ou d’élasticité,
deviennent cassants en Vvieillissant), des rayonnemg@JV principalement), de

'ozone. Quelques exemples de molécules utiliséeg donnés dans la figure 7.
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Concernant la protection des polymeres pendanpleses de fabrication, il faut
remarquer l'utilisation de composés comme le galwyh qui sont de nature
radicalaire et potentiellement pro-oxydants, maisdans des conditions particuliéres
deviennent des briseurs de chaine dits « accepteuas lieu de restituer un E une
molécule lésée (cas des briseurs de chaine classiqgydonneurs », décrits
précédemment), ils en arrachent un deuxieme, cegfuin pis-aller, mais se révéele

parfois tres efficace (Scott 1993).

IlQl OH O
N
\R2
HN
copolymére caoutchouc noir de charbon

insaturé-antioxydant

O
HO OCH,,
Cyasorb UV 531 Galvinoxyl

Fig.7. Exemples de molécules utilisées pour la petttion des polymeéres vis-a-vis de
I'oxydation : un exemple de copolymére caoutchoucraine aromatique (briseuse de
chaine) non commercialisé ; le noir de charbon, upigment trés efficace pour la
protection contre les UV ; le Cyasorb UV 531, un absorbant UV » classique ; le
galvinoxyl, un briseur de chaine - accepteur.

* Industrie cosmétique : les molécules utilisées ptug ou moins les mémes que dans
l'industrie alimentaire (tocophérols, ascorbatesioténoides...). Le BHA, le BHT
sont utilisés comme partout, étant donné leur éadwlt, mais la |égere coloration

jaune qu’ils peuvent occasionner dérange. De la enémaniére, on utilisera plus
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volontiers des extraits végétaux divers (thym, mmaauge, sésame...), qui sont plus

a méme d’attirer la confiance du consommateur (iMiat999).

1.3.4. Principaux antioxydants présents naturellement dans
notre alimentation
L’organisme peut quant-a-lui tirer profit de nomixeantioxydants présents dans son

alimentation. Ces molécules et leurs équivalentsthgfiques sont d'ailleurs largement
exploités dans les industries ou le produit estcentact avec I'homme (cosmétique,
alimentation), puisqu’elles offrent des garantigimrobcuité indiscutables. Nous allons en
effet voir que la plupart des antioxydants décdéns les parties consacrées a ces deux
industries sont en fait des vitamines ou des pigsnesgétaux !

Le premier d’entre eux est la vitamine E : cetteléowle liposoluble protege les graisses
circulantes contre I'oxydation, ce qui constitugofamiére défense contre I'athérosclérose et
en fait un protecteur cardiovasculaire majeur. Hflete également la formation d’aldéhydes
génotoxiques. Le terme général de vitamine E rakeetesa, B, y et 6 tocophérols qui
présentent des intéréts variés : fldocophérol est notamment capable de piéger les
peroxynitrites (Cohen 2002). On considére souverg &py>p>a en terme de pouvoir
antioxydantin vitro, alors que l'inverse est observévivo. Les tocophérols sont trouvés par
exemple dans le beurre et I'huile de colza.

La vitamine C (acide ascorbique) est le principdicxydant hydrosoluble. C’est un réducteur
puissant qui est notamment impliqué dans les méewms de lutte contre la
méthémoglobinémie et joue un réle important danségnération de la vitamine E (Sies
1995). La vitamine C est présente en grande geéatins les agrumes, le kiwi, le persil et tire
son nom de la maladie que provoque sa carencofbut.

Les caroténoides, pigments rouges (lycopéne demate), orangeg{caroténe des carottes)
ou jaunes (lutéine et zéaxanthine du mais) d'ogigi@égétale, sont particulierement efficaces
dans la neutralisation de I'oxygene singulet etejdule réle de boucliers contre la
photoinitiation de réactions radicalaires par Bggonnements UV. LB-carotene (provitamine
A), diffusant mieux que les tocophérols dans Ipgléis, protege les graisses profondes. Les
supplémentations gitcarotene ou en lycopéne diminuent I'oxydation des par rapport au
placebo (Cohen 2002).

Les polyphénols végétaux regroupent une grandetteade composés comprenant entre

autres les flavonoides, les anthocyanes et lesga@in trouve parmi leurs nombreux intéréts
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potentiels la chélation de certains métaux (doriédest le cuivre) et la captation de radicaux

libres. De plus, une synergie peut étre observée &ur action et celle de la vitamine C. Les

polyphénols du thé, du cacao et du vin rouge sarttqulierement étudiés pour leur potentiel

de protection vis-a-vis des maladies cardiovasmdaet de certains cancers (Cheng 2005,
Engler 2004, Schoonen 2005).

1.3.5. Médicaments antioxydants
Depuis que les recherches sur les radicaux libezesoat développées, on s’est intéressé a

l'activité éventuelle de molécules médicamentewssga connues (Cuendet 1999, Wiseman
1995), qui présentent les avantages d'une biodibpitd et de parametres
pharmacocinétiques et toxicologiques déja bien w@snnAinsi, le probucol, un
hypocholestérolémiant, prévient I'athérogénese e@issant comme antioxydant et en
supprimant la modification des LDL. Les mémes obatons ont été faites sur deux autres
médicaments utilisés en cardiologie : un antiagregplaquettaire, le dipyridamole
(Persantingl) et un antagoniste des réceptdhiexdrénergiques, le carvédilol (Kréde) ainsi
gue pour un modulateur sélectif des récepteurseatmogenes, le tamoxifene (NolvadBx

La N-acétyl-cystéine favorise quant-a-elle la régétion du GSH et a 'avantage d’étre peu

toxique.

1.3.6. Métabolites secondaires des végétaux : avancees et
potentiels
Le nombre de substances d'origine naturelle praseémtes propriétés antioxydantes avérées

est en perpétuelle augmentation et cette catégtwienolécules compte aujourd’hui des
représentants dans la plupart des classes chimajuesgne végétal : terpénes (rosmarinol,
glycyrrhizine), alcaloides (boldine), coumarinesgnénes, méthylxanthines (caféine),
polyphénols et méme mélatonine (trouvée dans cedailgues et plantes) (Cuendet 1999).
Ceci peut étre expliqué par le fait que les plantgsdu développer une réponse face au stress
oxydatif résultant des processus photodynamiquesapt place dans les chloroplastes. Tous
les compartiments devant étre protégés, les magcahtioxydantes ont des polarités

variables. Les mécanismes d’action sont multiplesluant la réduction de radicaux ou de
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peroxydes, la désactivation des radicaux par aaditovalente, la complexation d’ions de
métaux de transition et le captage de I'oxygéngudet.

Tous les groupes chimiques potentiellement antiarigl ne peuvent étre développés ici.
Nous nous focaliserons donc sur les cas précitedgsnes et des polyphénols, puisque toutes
les molécules isolées dans le cadre de ce ménmmpaateennent a ces deux catégories. Cette
partie aura donc le double intérét de donner demples de molécules intéressantes par leur
activité antioxydante et de présenter succinterfemntypes de molécules qui seront évoqués

plus loin.

1.3.6.1. Polyphénols

L’appellation « polyphénols » ou « composés phéues » regroupe un vaste ensemble de
plus de 8000 molécules, divisé en une dizaine desek chimiques qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure diains un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’'un nombre variable de fonctibgdroxyles (OH).

Il existe de nombreuses classes de polyphénolsorggtucinols, quinones, stilbénoides,
coumarines, acides-phénols, flavonoides, anthosyatanins... Ces structures peuvent
€galement étre acylées, glycosylées, ce qui domeeguande variété de structures et de
polarités. Leur origine biosynthétique est pro¢has dérivant de I'acide shikimique (fig.8).
Les structures qui seront rencontrées dans ce mérmsoint des flavonoides particuliers, les
flavones, qui pourront étre glycosylées, acyléesnon), des phénylpropanoides (acide
caféique, coumarique) et des phényléthanoides giytrosol). On pourra constater que la
présence d'un de ces trois types de génine n'est ga&lusive : l'acide caféique et
I’hydroxytyrosol feront presque toujours partie méuméme molécule, que I'on qualifiera ici

de « phénylpropanoide » et I'on verra deux cadulengides de flavones coumarylées.

29

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006
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malonyl-CoA coumarines),

tyrosol, hydroxytyrosol

chalcones

|

aurones, flavanones, isoflavones

flavones

flavanonols, flavonols,
flavanols (proanthocyanidines), anthocyanes

Fig.8. Apercu de la biosynthese de plusieurs fam#ié de polyphénols, dont les
phénylpropanoides et les flavones

Les composés phénoliques sont une famille thérmpeument et économiguement
intéressante. lls sont exploités en phytothérapidaas des spécialités pour des propriétés
vasculoprotectrices (flavonoides, anthocyanesngnantispasmodiques (phloroglucinols) et
suscitent beaucoup d’intérét par leur potentieloagtiant. Plusieurs molécules (fig.9) font
actuellement I'objet d’études poussées car ellasdémontré des propriétés antioxydantes
dans des systemes biologiques pertinents : ongwegjuer le resvératrol, un stilbéne isolé du
raisin (Delmas 2005, Ulrich 2005) et la silymarinmélange d’isoméres de nature

flavonoidique présents dans le chardon-ma&yljum marianum(L.) Gaertn.) dont
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I'utilisation traditionnelle en tant que protecteh&patique a été confirmée par une inhibition

puissante des processus oxydatifs d’origine exodane cet organe (Zhao 2000).

resvératrol silibinine

Fig.9. Structures de la silibinine (un constituande la silymarine) et du resvératrol

1.3.6.2. Terpénes

Les terpenes sont des molécules dont le point caomest d’étre formées par I'assemblage
d'un nombre entier d'unités pentacarbonées ramifiéavées du 2-méthylbutadiene. Selon le
nombre de ces unités se forment plusieurs groupe®Itiposes : les monoterpénes (2 unités,
soit 10 carbones), sesquiterpénes (15 carbone®xpeines (20 carbones), triterpenes et
stéroides (30 carbones) et carotenes (40 carbori®E)ni ceux-ci, on rencontrera
principalement a la lecture de ce mémoire :
* des monoterpenes, issus de la condensation desigdsopenténylpyrophosphate et
diméthylallyle pyrophosphate (fig.10)
» des diterpénes, qui résultent de l'intégration arixdisopenténylpyrophosphates

supplémentaires au précurseur des monoterpéenes.
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acide mévalonique ———~ )\/\ - )\/\
OPP opPP

isopenténylpyrophosphate (IPP)  diméthylallylpyrophosphate

+IPP
+2 IPP )\/\)\A
- —
X X X X OPP X X OPP
géranylgéranylpyrophosphate géranylpyrophosphate
diterpénes monoterpenes

Fig.10. Biosynthéese des précurseurs métaboliquessdmonoterpenes et diterpenes

1.3.6.2.1. Monoterpénes

Les monoterpénes dérivent tous du géranylpyroptadepliDes représentants de cette classe
seront rencontrés lors de I'étude de I'huile esedatde I'une des plantes étudiéégypia
alba (Mill.) N.E. Brown : un grande partie des consitts des huiles essentielles est de
nature monoterpénique. Des monoterpénes différgmms également présents chHeppia

alba: les iridoides.

Monoterpénes volatils et autres constituants des las essentielles
Les huiles essentielles sont trés courantes dartairnse ordres, tels que les Lamiales,

Astérales, Laurales et sont aisément remarqualsletepr odeur qui peut étre trés agréable
(lavande, romarin...) ou repoussante (ballote ditgtide »). Elles sont liquides a température
ambiante, volatiles, apolaires et de de densit@&mrgéament bien inférieure a I'eau, ce qui
permet leur obtention par hydrodistillation. Lesustures de leurs constituants sont
extremement variées pour plusieurs raisons :
» plusieurs groupes de constituants sont rencontré®noterpénes (limonene),
sesquiterpenes (carotol), composés aromatiquegedélu phénylpropane (anéthole),

molécules issues de la dégradation d’acides grae eerpenes (fig.11).
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* monoterpénes et sesquiterpenes présentent uneegram®té de squelettes (une
guarantaine chez les monoterpénes)
» de nombresuses réactions interviennent pour inir@dies fonctions alcool, aldéhyde,
cétone, époxyde...
Les utilisations principales des huiles essensefient en parfumerie. En pharmacie, leur
principal intérét est leur pouvoir antiseptiquei, peut étre exploité par voie externe. D’autres
propriétés (spasmolytiques, sédatives) nécessjtent, étre utilisées, des précautions car les
huiles essentielles peuvent créer des irritativose étre causes de toxicité (sauge, absinthe).
En ce qui concerne l'action antioxydante, les lsussentielles peuvent avoir une action
antiradicalaire directe, par exemple par la présethe certains composés présentant des
doubles liaisons conjuguées (chamazuléene) ou desidas phénoliques (thymol, carvacrol)
(fig.11) (McKay 2006, Bozin 2006).

OCH,
e
=

thymol carotol anéthole
OH
) o
chamazulene thymol carvacrol

Fig.11. Quelques exemples de constituants des haikssentielles
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Monoterpéenes iridoidiques

Le groupe des iridoides est initialement défini pae structure commune, le noyau iridane
(cis-2-oxabicyclo[4,3,0]-nonane, de nature cycldppgranique), mais un certain nombre de
structures dérivant de ce noyau (séco-iridoides, eg@mple, par ouverture du cycle
cyclopentanique) y sont incluses. Les iridoidesvelati leur nom a un genre de fourmis,
Iridomirmex d’ou furent isolés les premiers représentantgrdupe, dont I'iridodial. Dans le
régne végétal, ces composés sont spécifiques dassparmes dicotylédones.
Biogénétiqguement, ils dérivent des monoterpéenesepignts puisqu’il a été démontré qu’'une
série de réactions conduisait du 8-hydroxygéraaiolloganoside, lui-méme précurseur de
nombreux autres iridoides. Les iridoides sont tréguemment glycosylés, donc polaires et
non-volatils.

Les iridoides sont principalement connus pour Eiseprincipes actifs possibles de plantes
tres utilisées en phytothérapie, la valériavial¢riana officinalisL., Valérianacées, sédative)
et I'harpagophyton Harpagophytum procumben@urch.) DC. ex Meissn., Pédaliacées,
antiinflammatoire) et pour leurs propriétés apéesi Le loganoside est également un
précurseur biosynthétique de nombreux alcaloides tonnus et utiles (camptothécine,
quinine, strychnine, vincristine, yohimbine...).

Les iridoides ne sont pas antiradicalaires. Letwpnpetés antioxydantes peuvent venir de leur
acylation par un acide-phénol (cas de I'oleurom®msjFranconi 2006]) et/ou étre la
conséquence d’'une action indirecte, c’est-a-dird’'idduction d’'une enzyme antioxydante
telle que la glutathion-S-transférase, par le gesige (Kuo 2004) ou 'héme oxygénase-1,
par le catalposide (Moon 2003). Les informationscewnant les iridoides sont résumées dans

la figure 12.
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Fig.12. Quelques iridoides antioxydants et leurs gcurseurs : le 8-hydroxygéraniol est
oxydeé et cyclisé en iridodial et en son épimere &) qui donneront le loganoside et le 8-
epi-loganoside, précurseurs de nombreux iridoidestricto sensu (catalposide,
géniposide), mais également du séco-loganoside, gat a I'origine des séco-iridoides
(oleuropéoside) et de nombreux alcaloides d'intéréLe squelette iridane apparait en
rouge dans la structure du loganoside.

1.3.6.2.2. Diterpénes

Les diterpénes forment une classe tres vaste decoies issues du géranylgéranyl-

pyrophosphate. lls sont rencontrés essentiellectest les végétaux, préférentiellement dans
certaines familles comme les Astéracées, mémeedfages uns sont ubiquitaires, comme les
gibberellines, qui jouent le réle d’hormones véfgtal eurs structures sont tres variables, ils
peuvent étre linéaires ou contenir un ou plusieyctes. lls sont apolaires. Parmi les intéréts
des diterpénes on notera la forte toxicité de oertd’entre eux, qui en fait parfois des pistes
intéressantes pour la recherche d’agents anticauncécomme ce fut le cas pour le taxol

(fig.13) de Iif américain Taxus brevifoliaNutt.,, Taxacées). Le stévioside (fig.13), un

diterpene deStevia rebaudianaBertoni (Asteracées), présente des propriétésceduites
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(Bruneton 1999), qui ont quelque peu refait padlelles a causes de nouvelles suspicions sur

la toxicité de I'aspartame (Soffriti 2006).

OGI(2>=1)Glc

stévioside

Fig.13. Structure du taxol et du stévioside

Enfin, si les diterpénes ne sont pas, par naturgpxdants, la présence de groupements
phénoliqgues explique l'efficacité de certains ¢itares du romarin comme le rosmanol

(fig.5), qui sont utilisés comme conservateurs damgustrie agroalimentaire.
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. Etude de plantes potentiellement
productrices d’antioxydants

Nous avons été amenés a identifier plusieurs coéspolsez diverses plantes, assez proches
dans la classification systématique botanique, rppant a la famille des Lamiacées (et en
'occurrence a la sous famille des Lamioidées rregeBallota, Marrubium) et a celle des
Verbénacées (genrkippia). Ces deux familles font partie de l'ordre des lales. La
recherche de composés antioxydants a été le premii&re pour la recherche de molécules
dans ces plantes, et un test sur CCM utilisardidiécal libre DPPH (cf. partie expérimentale)
a été pour cela la méthode de choix. Cependans veons que des composés ne détruisant
pas le DPPH ont été isolés, afin de compléter lmassance des plantes étudiées. Par la
suite, plusieurs tests ont été réalisés afin detifiex I'activité des produits purs : dosage de
l'inhibition vis-a-vis du radical DPPH en solutionaptage du radical-anion superoxyde en
modeles acellulaire et cellulaire et inhibitionldgeroxydation des LDL induite par le cuivre.

L'espécelippia albaa fait I'objet d’investigations particuliéres, qgaront détaillés plus loin.

2.1. Les Lamiales

2.1.1. Place dans la classification systématique botanique
La place des Lamiales dans la classification systéue botanique APG IAnhgiosperm

Phylogeny Groupest la suivante (APG Il 2002, Guignard 2001, B2895) :
 Embranchement des Spermaphytes (plantes a gragémesye appelés Phanérogames
» Sous-embranchement des Angiospermes (graines pesegu plantes a fleurs
» Clade des EudicotylédoneEudicoty ou dicotylédones vraies : plantes a grains de

pollen tri-apertirés ou d'un type dérive, toujodisotylédonées, toujours sans cellule a
essence dans les tissus parenchymateux.

» Clade des Eudicotylédones central€sre Eudicoty: plantes ne combinant pas a la
fois la production d’alcaloides et une placentatimarginale (contrairement aux
Eudicotylédones basales), a fleurs ayant des eémesctapomorphiques (€volués) :
périanthe souvent hétérochlamydé (c’est-a-dire am@pl’'une corolle et d’'un calice
différenciés), soudure des pieces, dispositionicikée, pentamérie, parfois apétalie.
Les étamines ne sont jamais laminées, le filet alebéres est généralement bien

différencié. La placentation est rarement marginsdeivent axile ou pariétale, moins
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souvent basale ou apicalglles sont trés souvent productrices de taningétigaines,
d'huiles sinapiques ou de composés iridoidiques.

» Classe des Asteropsida ou grade des Asterideamtepl a ovules ordinairement
tenuinucellés et a fleurs gamopétales, moins frdguent dialypétales ; étamines
généralement isomeres des lobes de la corolle oinsmmombreuses, verticille
d’étamines le plus externe toujours alterne desl@®t ovaire supére ou infére, ovules
frequemment unitéguminés, parfois bitéguminés, es/akassinucellés et bitéguminés
extrémement rares, placentation axile ou pariétademences albuminées ou
fregquemment exalbuminés ; composés iridoidiquesd'autres sortes de répulsifs
fréquents, tanins rares, bétalaines et huiles isjnap absentes.

» Groupe des Euastéridées |, caractérisé par uneésghigptardive et des fleurs assez
régulieres a préfloraison tordue ou valvaire évellgment tétracycliques.

e Super-ordre des Lamianeae, qui regroupe Gentignhéesiales, Solanales et des

familles telles que les Borraginacées.

L’'ordre des Lamiales est homogéne, nettement monéjdue. Au niveau chimique, il est
caractérisé par la présence doligosaccharides, dak le plantéose, qui constituent les
réserves de la plante a la place de I'amidon, ajueside flavones oxygénées en 6. L’'ovaire
supére contient une forte proportion d'arabinoseasdaa paroi.D’'un point de vue
morphologique, on note la présence fréquente deatts diacytiques (entourés d’'une ou de
plusieurs paires de cellules subsidiaires donpdesis communes forment un angle droit avec
les cellules de garde), des embryons de type «enafyarianté/eronicg, un albumen muni

de sucoirs apparents a chaque extrémité. Les asafiEmomiques ont, elles, pu montrer une
cohérence dans les sites de restriction de ’ADNroplastique et dans les séquences rbcL et
atpB. La fleur peut étre actinomorphe (Oléacéesatkondracées, probablement a la base de
I'ordre ; Buddlejacées secondairement actinomornpbede plus souvent zygomorphe. Dans
ce dernier cas, elle est généralement de typed2(B«(lobes supérieurs, trois lobes inférieurs).
L'ordre comprend environ 17800 espéces, regroupeasngt familles (Judd 2002, Guignard
2001).

2.1.2. La famille des Lamiacées
La famille des Lamiacées est composée de 258 gehf/0 espéces d’herbes, d’arbustes et

d’arbres, a tige quadrangulaire et a infloresceneescillées. Les feuilles sont généralement
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opposées ou verticillées, simples ou tres raremembhatisequées; il N’y a pas de stipule. Les
fleurs sont bisexuées et zygomorphes, les inflemses sont en cymes bipares puis unipares
(par manque de place). Le calice est synsépalgugment 5-mere, parfois bilabié et porte 5
a 15 nervures protubérantes. La corolle est syrdgpétatypiquement bilabiée, avec deux
lobes formant une lévre supérieure et trois lobesant la levre inférieure. L’androcée peut
consister soit en quatre étamines didynames, s@eelement deux étamines soudées au tube
de la corolle ou a la zone périgyne et alternamicdes lobesLe gynécée consiste en un
ovaire composeé de deux carpelles soudés avec falossen et style terminal a gynobasique ;
a l'extrémité des styles, les stigmates sont petitpeu apparents. Un disque nectarifere
hypogyne et souvent asymétrique est généralemeénepir entre les étamines et I'ovaire. Le
fruit est une drupe avec 1 a 4 noyaux, une gousdéhiscente a quatre graines ou un
schizocarpe (tétrakéne lisse) pouvant rarement avoaspect charnu ou drupacé. On note le
caractére aromatique des plantes de cette farallplupart étant riches en huile essentielle
(Carr 2004, Guignard 2001). La sous-famille des ioéaées est un groupe monophylétique,
établi par la constatation de similitudes danshacteres de 'ADN de différents genres tels
gueLamium StachysGaleopsiqJude 2002). Les genrBallota etMarrubiumappartiennent

tous deux a cette sous-famille.

A. Le genre Marrubium et I'espéce Marrubium peregrinum L.
1. Aspects botaniques

1.1. Caractéristiques du genréMarrubium
Le genreMarrubium représente 35 espéces de plantes vivaces répaddossune grande

partie du globe.

Le calice est tubuleux, a dix stries et cing a @oudents dressées ou recourbées, non
spinescentes. La corolle comprend un tube inclos, lavre supérieure dressée, bilobée et
presque plane et une lévre inférieure a trois Iadias (le médian étant plus grand). Ici les

guatre étamines sont toutes de méme longueur éx)uet sont incluses dans le tube de la
corolle. Leurs anthéres sont a loges complétemeatriquées et opposées bout a bout et
toutes fertiles. Le style est également inclusplée$ courts, égaux, obtus. Comme dans le
genreBallota, les carpelles sont arrondis.

Les fleurs sont blanches, petites, disposées ditilles axillaires, munies de bractéoles. Les

feuilles sont crénelées-dentées, rugueuses-ramulé’aspect général de la plante est

tomenteux, laineux (Coste 1998).
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1.2.Marrubium peregrinum

Caracteres morphologiques
Marrubium peregrinuni. est une plante vivace de trente a quatre-viogtdéimetres de haut,

odorante et d’aspect tomenteux, a tiges épaissesnetuses, a feuilles oblongues et dentées,
sillonées-ridées, brievement tomenteuses-blanchfifeto 1).

Ses fleurs blanches sont rapprochées du sommeahesux, rassemblées en verticilles peu
nombreux, pauciflores. On remarque des bractédlesites, velues (contrairement a
Marrubium vulgare, appliquées, plus courtes que le calice. Cela-@ing dents égales,
lancéolées en aléne, tomenteuses, dresséespippus courtes que le tube (Coste 1998).
D’un point de vue microscopique, on a décrit degspadont la paroi est constituée de deux

rangées de cellules, entourés d’'un anneau depogetits (Baher Nik 2004).

Répartition géographigue
M. peregrinumest une plante des décombres et des bords derchdatie croit en Europe

centrale et orientale, en Asie occidentale et ergAé du Nord. En France, on peut la trouver
dans le département des Bouches-du-Rhone, dd auleptembre (Coste 1998).

72 AT ’:Giﬁ% é‘?lﬁg%\'
R W

Photo 1.Marrubium peregrinum L.
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Synonymie

A notre connaissance, deux synonymes existelatrcubium creticunMill. (Coste 1998) et

Marrubium praecoxJanka.

2. Travaux antérieurs sur Marrubium peregrinum

2.1. Composition chimique

2.1.1. Huile essentielle
L’espece Marrubium peregrinumsemble, comme toutes les autres espéces du genre

Marrubium, assez pauvre en huile essentielle.

En Grece, la teneur en huile essentielldvleperegrinuma été évaluée a 0,07 % sur deux
échantillons. Lhuile essentielle était majoritarent composée d’hydrocarbures
sesquiterpéniques (73 et 65%). Les constituantsritajes sont le 4)-p-farnésene (16,5 et
12,0%) et le [)-B-farnésene (24,2 et 21,5%). Deux autres composasnétprésents en
quantités plus variables selon I'échantillon : i‘éyclosesquiphellandrene (3,5 a 12,3%) et
le bicyclogermacréne (4,8 a 11,0%) (Lazari 1999).

On rapporte également I'étude de I'huile essesmtiellun échantillon originaire d’Europe
centrale, qui avait pour consituants majoritaires ptcaryophylléne et son oxyde, le
bicyclogermacrene et le germacrene D (Nagy 1998,par Lazari 1999 et Baher Nik 2004)
(fig.14).
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TR

(2)-p-farnéséne E)-p-farnéséne bicyclosesqui-

phellandréne
= NS
NN

bicyclogermacrene p-caryophyllene germacrene D

Fig.14. Principaux composés rencontrés dans I'huilessentielle déMarrubium
peregrinum

2.1.2. Diterpenes
Deux diterpénes majoritaires sont rapportés datitdeature : la pérégrinine et le pérégrinol

(Salei 1967, 1968, 1970). Plus récemment, en Hengr a plutbét déterminé comme
constituants principaux la marrubiine et la prémiaiine (Telek 1997) (fig.15). On sait que la
prémarrubiine est le précurseur biologique de larumbéine (Kndss 1997) et que I'obtention

de I'un ou de l'autre de ces composés peut dépaheleconditions d’extraction (Laonigro

1979).
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pérégrinol

marrubiine prémarrubiine

Fig.15. Structures des quatre diterpenes isolés déarrubium peregrinum

2.1.3. Stérols
Un stérol courant a été isolé. Il s’agit ghsitostérol (fig.16) (Salei 1967)

Fig.16. Structure dup-sitostérol
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2.1.4. Flavonoides
Sept composés ont été isolés jusqu’a aujourd’hui :

» Trois génines : I'apigénine, le kaempférol (Nag@@pet la 5,6,7,4'-
tétraméthoxyflavone (fig.17) (Salei 1972)

OR, O

Fig.17. Structure chimique des génines de flavonagd isolées d&larrubium
peregrinum : apigénine (R=R,=R3=R;=Rs=H), kaempférol (R;=OH, R,=R3=R;=Rs=H)
et 5,6,7,4-tétraméthoxyflavone (R=H, R3=OCH3, R,=R4=Rs=CHy3)

» deux hétérosides : I'apigénine-7-glucoside et iédlol-7-glucoside (fig.18) (Nagy
1996).

OH O

Fig.18. Structure chimique des deux hétérosides flaniques isolés délarrubium
peregrinum : apigénine-7-glucoside (R=H) et lutéolol-7-glucide (R=0OH)
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2.1.5. Phénylpropanoides
Un seul phénylpropannoide a été isolé : I'actéosideerbascoside (Nagy 1996) (fig.19).

o
" S o%o o
0O
H,C O
HO" OH
HO
OH

Fig.19. Structure de I'actéoside

2.2. Essais pharmacologiques

Les activités antilipopéroxydatives du kaempfédd,|'apigénine, de I'apigénin-7-glucoside,
du lutéolol-7-glucoside et du verbascoside isoEMdperegrinumont été testées vitro sur
des liposomes de cervelle de rat et comparés a dellla stobadine (Nagy 1996). Nous

n'avons malheureusement pas pu nous procurerdaliats exacts de ces essais.
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méthgumli et  hydrométhanolique de

Marrubium peregrinumCes composeés présentent tous des structureseapies a ceux déja

isolés de I'espece et deux d’entre eux (les congibsé5) avaient déja été obtenus a partir de
M. peregrinum(Salei 1972, Telek 1997).

3.1. Isolement des composés

Le schéma 1 présente la démarche suivie pourdiisent des composés9.

Marrubium peregrinumparties
aériennes broyées (2 kg)

4
Extrait CH,CI, (64 g) ]

Sephadex LH-20
sur 29

v
[ Extrait CH;OH (95,6 g) ]

Sephadex LH-20
sur5g

4
[ Extrait CH,OH/H,O (109 g)

Sephadex LH-2(
H,O sur 2 d
puis

silicagel 60H
AcOEt/ CHOH
/H0

(8:4:3

\ 4 v A 4
diterpénes flavones flavonoides phénylpropanoides
(536 mg) (31 mg) (28 mg) (60 mg)
silicagel 60H
silicagel 60H silicagel 60H silicagel 60H AcOEt/ CHOH/ H0
EP/ACOELt (1:3) EP/AcOEt (1:3) CH,CI,/CH3;OH (9:1) (6:1:0,3)
A 4 A 4 A 4 A 4
1 (300 mg) ] [ 3 (20 mg) ] [ 6 (16 mg) ] [ 7 (7 mg) ] CLMP H,O/CHOH
gradient v

2 (30 mg) ] [ 4 (5 mg) ] 8 (11 mg)

© 2007 Tous droits réservés.

A 4

9 (15 mg)

Schéma 1. Isolement des quatre composés obtenusadtip des parties a€riennes de

Marrubium peregrinum
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3.2. Identification des composés

Diterpénes

Composé 1

Fig.20. Composé 1

L’'analyse du composg (fig.20) par impact électronique en spectromélgemasse (SM-IE)
montre un ion moléculaire ayant amzde 332, ce qui est compatible avec la formuleeorut
CooH2804. Ceci est confirmé par I'analyse élémentaire d'@chantillon (C=72,29% ;
H=8,82% ; 0=18,59%).

Le spectre RMN dud°C J-modulé confirme la présence de 20 carbones. Liesniations
supplémentaires fournies par I'expérience de catio#l directe'H -*°C, HSQC, permettent

de distinguer six carbones secondaires et cincequeites.

Neuf signaux peuvent quant a eux provenir de cabgrimaires ou tertiaires. Parmi eux,
trois ont des déplacements chimiques caractéresigudiquant qu’il s’agit de méthyles (
16,7 ;6 22,3 ;6 23,0) et deux correspondent a des carbones testialiphatiquess(32,4 ;6
44.9).

La présence d’'un cyckelactonique, visualisée sur CCM par la vanillinéfumique se traduit,
au niveau du spectre RMN diC, par la présence d'un signal trés déblindé183,9)
correspondant au CO de la lactone (C19). La présefun tel cycle permet également
d’expliguer le déplacement chimique du carboneateet ad 76,3 : ce signal est attribué au

carbone 6, lié a 'oxygéne alcoolique de la lactone

a7
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Le déplacement vers les champs faibles de quajrausk (un quaternaire et trois tertiaires)
indique la présence d'un systeme aromatique, qd&ermine comme étant un furane par
comparaison avec les déplacements chimiques diesnes correspondant a ce noyau dans le
3-méthylfurane (tableau 1) (SDBS) et dans plusiediterpenes labdaniques, dont la
pérégrinine, trouvés dans la littérature (Dellagr&000, Khalil 1996). Les signaux des
carbones 13, 14, 15 et 16 sont ainsi attribuésgréaence d'un cycle aromatique (furanique)
est également visible au niveau du spectre de RMMdfig.21) au-dela de 6 ppm.

Tableau 1.Comparaison des déplacements chimiques en RMM @ du**C (CDCE) du
cycle furanique du compo44300 et 75 MHz) avec le 3-méthylfurane (90 et 52\l

Atomes compose 1/ 13/3 14/4 15/5 16/2
3-méthylfurane
Type de carbone quaternaire primaire primaire primaire
I composé 1 - 6,30 7,36 7,21
3-méthylfurane - 6,21 7,30 7,17
130 composé 1 125,1 110,8 143,2 138,7
3-méthylfurane 119,8 112,2 1427 139,3

Les signaux de plusieurs carbones peuvent égalegteat attribués sur la base de la
comparaison avec les données de la pérégrining(d €%,9), C7 § 31,6), C8 ¢ 32,4), C9 §
75,8 ; déblindé par un hydroxyle), C1039,8), ainsi qu’un groupe méthyle (C5716,7).

18
20

17

15 16 5

- b
| Y

] : : . ) ) . : : . :
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 +.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 7.5 1.0
)

Fig.21. Spectre de RMN duH du composé 1 & 300 MHz dans CDglI
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L’expérience HMBC s’avere d'une grande utilité porgconstituer le squelette de la
molécule. En prenant comme points de départ leechaadtonique et le cycle furanique, on
peut déterminer une grande partie de la structureothposél (fig.22). L’enchainement des

groupes méthylénes 1, 2 et 3 est déterminé par COSY

Fig.22. Corrélations HMBC choisies du composé 1 (GH)

La structure du compos#& peut ainsi étre établie comme celle du-hgdroxy-15,16-
époxylabda-13(16),14-diengs8.9-olide ou marrubiine, principe amer historiquetissu de
Marrubium vulgare progressivement identifié et dont la structuétéadéfinitivement établie
par Cocker (1953). Elle avait déja été isoléevdgeregrinum(Telek 1997). Les attributions
de tous les signaux des spectres du proton et ihorga sont présentées dans le tableau 2,

avec ceux de la marrubiine de référence (Kntss)1998

De nombreux travaux ont déja porté sur la stéréiehde la marrubiine (Stephens 1970).
Elle a été déterminée comme représenté sur laefigr Elle appartient a la série normale des
diterpenes labdaniques, par opposition a la si€énantio) dans laquelle la configuration

des carbones 4, 5, 6, 9 et 10 est inversée. Soropaatatoire estd]p = +35,5° a 20°C.
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Tableau 2.RMN du®C et du*H du compos4 et de la marrubiine dans CRCI

© 2007 Tous droits réservés.

http://www.u

RMN du °C (8) RMN du *H (8, J en Hz)

marrubiine composé 1 marrubiine composé 1

(125 MHz) (75 MHz) (500 MHz) (300 MHz)
1 28,7 28,7 1,29met1,68m 1,29metl,68m
2 18,2 18,2 1,50met1,72m 150metl,74m
3 28,4 28,4 1,43met2,11m 145met2,11l m
4 43,8 43,8 - -
5 449 44,9 2,21 dbH2) 2,22 d 6H2)
6 76,2 76,3 4,72 t5H2) 4,75 t BH2)
7 31,6 31,6 1,68met2,13m 1,68met2,183m
8 32,4 32,4 2,12 m 2,12 m
9 75,8 75,8 - -
10 39,8 39,8 - -
11 35,2 35,2 1,74met1,88m 1,75metl,9% m
12 21,0 21,1 2,51 m 2,55t
13 125,0 125,1 - -
14 110,7 110,8 6,25 s 6,30 s
15 143,1 143,2 7,34s 7.36s
16 138,6 138,7 7,21s 7,21s
17 16,6 16,7 0,95 d6(5H2 0,96 d 6,5H2
18 23,0 23,0 1,27 s 1,27 s
19 183,8 183,9 - -
20 22,3 22,3 1,04 s 1,08 s
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Composé 2

Fig.23. Composé 2

L’analyse du compos2 (fig.23) par SM-IE montre un ion moléculaire dppartm/zde 350,

ce qui est compatible avec la formule brutgHz:Os.

Au niveau du spectre RMN ddC J-modulé, on peut observer que certains pics apysmai
dédoublés, ce qui rend difficile la confirmation dombre de carbones présents dans la
molécule. Le méme phénoméne est observable daspet#re RMN duH, au niveau des
deux doublets situésa&3,72 etd 4,23 : on peut voir un doublet plus petit, plundé de 0,1
ppm a cbté de chaque signal. Ces phénomenes pemntretgnvisager la présence de plusieurs
stéréo-isomeres en quantités inégales, non séparphl les méthodes chromatographiques

les plus couramment utilisées et apparaissant slong la forme d’'une seule tache sur CCM.

En RMN du®C, la concordance de nombreux signaux avec cewonposél (les carbones

1 a8, ainsi que 10, 17, 18 et 19 ont des déplaaencimiques différents de moins d’un ppm
dans les deux molécules) montre que la structureothposé est trés proche de celle de la
marrubiine, avec deux cycles saturés a six somawslés et le méme cycle lactonique a

cing sommets.

La différence la plus notable par rapport a la oizime est I'absence compléete de signaux
aromatiques ou oléfiniques dans le com@sEe qui exclut toute possibilité de présence d'un
furane ou méme d’'un composé préfuranique porteun dioyau dihydrofuranique de type

prémarrubiine ou prépérégrinine. En revanche, icertautres précurseurs labdaniques
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hémiacétaliques, de structure de type spiro-éthmryés dans la littérature (Joemir 1997),
semblent présenter des déplacements chimiquesgeaehceux du compo&¢au niveau des
carbones 11 a 16 (cf. tableau 3 pour une confrontates déplacements chimiques de ces

carbones pour le compo2ét pour un mélange léopersine O/gép+léopersine O).

Tableau 3.Comparaison des déplacements chimiques en RM# d(BOO MHz,8) et du™*C
(75 MHz,3, J en Hz) de la partie non élucidée du compbagec la méme partie dans le
mélange léopersine O/kpiléopersine O dans CDLI

RMN du *H RMN du °C
Ieope[sme O et 15epi- composé 2 Ieope[sme O et 15- COMpOSé 2
léopersine O epi-léopersine O
11 | 1,15-1,25et1,85-2,14 1,17 et 1,85-2,12 29,129 | 29,7/30,0
1,79-1,94 m 35,8
12 2,02-2,24 et 2,30 1,95-2,15m 36,5 et 38,3 35,0
2,20 m 38,1
13 - - 91,0 et 91,0 90,0 et 904
1 2,00-2,35 m 48,5
14 | 2,19-2,41 et 1,89-2,0 2.02.2.34 m 46,5 et 47,8 465
5,67 dd {Hz 4H2) et 5,65 d @H2) 98,7
15 5,19 m 5,45 d AH2) 98,9 et 99,0 99.0
3,72d PH2), 4,23 d
3,74 d OH2) et (%HZ)) o
16 ’ 3,65d OH2), 4,14 76,7 et 78,1
4,27 d PH2) (9H2) 77,6
3,72m, 3,99 s 77,9

L’attribution de tous les signaux en RMN HC peut donc étre réalisée par comparaison avec
les valeurs trouvées pour la marrubiine et diffeyediterpénes hémiacétaliques dans la
littérature. L’'expérience HSQC permet la détermorat du déplacement chimique
correspondant & chaque atome d’hydrogéne de lacmielén RMN du'H. L’expérience
HMBC permet de confirmer toutes les attributiorais&es (fig.24).
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Fig.24. Corrélations HMBC choisies du composé 2 (GH)

La structure du composg peut ainsi étre établie comme le 9,13 ; 15,164akglabda-15-
hydroxy-6,19-olide. Ce diterpéne n’avait a la da¢el’'obtention de ce produit par nous été
isolé que deMarrubium vulgare(Fulke 1968). Les auteurs avaient alors estiméepeoduit
était un mélange des deux stéréoisomeres dus hirldité du carbone 13, justifiant leur
raisonnement par le fait qu'une telle isomérie tgtd démontrée pour la prémarrubiine, qui
appartient vraisemblablement & la méme voie bib&fitue. lIs n'avaient pas pour autant
completement écarté la possibilité qu'une épimgndsse exister en plus au niveau du
carbone 15.

Ce diterpéne hémiacétaligue avait également étgap¥épar hémisynthese a partir de la
marrubiine (Laonigro 1979). La méthode utiliséeitaabors permis d’obtenir séparément les
deux stéréoisomeres en C13 de la molécule. Lesiraubat eux aussi considéré que chaque

produit devait étre un mélange de deux épimere3lén

Plus récemment, cette molécule a été isoléeMigrubium cylleneum A l'aide de
'expérience ROESY, les auteurs de la publicatiah éabli pour leur part une isomeérie en
C15 mais pas en C13. Les auteurs de la publicatamternée ont donné les noms ce
cyllénine A et 15epicyllénine A aux deux isoméres en mélange (Kagoab5).
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Fig.25. Spectre de RMN duH du composé 2 & 300 MHz dans CDglI

Nous n’avons malheureusement pas pu réaliser lifexpge ROESY sur le compo&évant
dégradation. Dans le cas de ce travail, aucunetumat n’est possible concernant les
configurations des carbones 13 et 15. Néanmoinpeahaffirmer :

« que les dédoublements de signaux dans les specites(fig. 25) et du**C montrent
gu’on n'a pas ici un diastéréoisomere pur.

e que certains signaux proches des centres d’asysémblent plus complexes encore
gue ne pourrait I'expliquer une seule paire d’éimanéres. Les signaux attribués aux
hydrogenes en 16 et 17 sont nombreux et correspbradéa somme de tous ceux
décrits pour les deux couples d’énantiomeres, eetlén 15. Par exemple pour le
méthyle en 17 on observe trois doublets de taibgale & 0,82, 0,89 et 0,93, tous de
méme constante de couplage (6 Hz). Pour le cougtedtiomeres en 15, on a deux
doublets : & 0,81 (§=6,1 Hz) etd 0,86, (=6,2 Hz) (Karioti 2005), pour les deux
énantiomeres en 13 les mémes doublets sont déctit®,89 eté 0,95 (=6 Hz)
(Laonigro 1979). On peut également noter que |laasigbservable a 3,99, dont il
était difficile jusque la de déterminer avec cadd [lattribution semble, par
comparaison avec le mélange d'isoméres en Cl%smondre au proton 16, de méme
gue les quatre signaux décrits plus haut.

Il est donc probable que la molécule isoléevidagrubium peregrinumdont les déplacements
chimiques sont présentés dans le tableau 4, soipasée de quatre diastéréoisomeresR,(13
15R), (13R, 159), (135 1R) et (135 159).
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Tableau 4.RMN du™H (300 MHz,3, J en Hz) et dUt*C (75 MHz,8) du compos& dans

CDCls.

© 2007 Tous droits réservés.

lH lSC
1 1,36 et 1,60 m 28,4129,0%
2 1,53 et 1,78 m 17,6/18,2*
3 1,48 et 2,16 m 27.6/27,7"
4 § 43,8
5 2.18'm 46,5
6 4,72 t 6H) 75,5, 76.0
7 1,70 m 32,2
8 2,10 m 316
9 i 91,3
10 : 38,2/39,0%
11 117 et 1,85-2.12m _ 29,7/30,01
1,79-1,94 m 35,8
12 1,95:2.15 m 35.0
2.20m 38,1
13 i 90,0 et 90,4
” 2.00-2.35 m 48,5
2.02-2,34 m 46,5
s 5,65 d AH2) 98,7
5,45 d 4H2) 99,0
3,72 d OH2), 4,23 d
o 77.0
16 3,65 d OH2), 4,14
e 77,6
3,72m, 3,095 77.9
0,82 d 6H2), 0,89 d
17 (6H2) et0,93dgHy) | OB
18 1,27 sl 23,223 ,5%
19 i 183,1, 1835
1,02 s 24.0
20 1,05 s 22.6

* : attribution incompléte des correspondances &satl-°C (superposition)
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Flavonoides

Composé 3

Fig.26. Composé 3

L’'analyse par spectrométrie de massectrospray-ionspraySM-ESI) du compos8 (fig.26)
montre la présence d’un ion pseudo-moléculaire [J+&yant un rapport masse/charge

de 315 en ionisation positive, compatible ave®antle brute ¢H;40s. La fragmentométrie
SM-SM permet de mettre en évidence la perte suiweede deux fragments de 15 unités de
masse atomique, ce qui laisse présager de la peeskndeux méthyles dans la structure.
Deux singulets intégrant chacun pour trois prot®ias3,87 et 3,92 dans le spectre RMN du
'H ainsi que deux signaux&56,05 et 56,78 correspondant & des carbones pesndans
celui du**C J-modulé indiquent que ces méthyles appartiennerigie deux groupements

meéthoxyles.

Dans le spectre RMN diH (fig.27), dans la région des aromatiques, lesasig & 7,12 (2H,
d, J=9 Hz) etd 8,06 (2H, dJ=9 Hz), formant un systeme AA’'BB’, montrent la prase d'un
seul substituant sur le cycle B, para, c’est-a-dire en position C4’. De plus, dans catéame
région, seuls deux singulets sont visibles) ,90 (1H) et 6,94 (1H), ce qui suggére la

trisubstitution du noyau benzepyrone.

L’ensemble de ces données, ainsi que la comparaiesndéplacements chimiques des
sighaux observés sur le spectre de RMNli du compos& avec ceux fournis par la
littérature pour un flavonoide déja isolé de lanma la 5,6,7,4’-tétraméthoxyflavone
(5,6,7,4-TMF), laisse présager une structure deetylavone tétrasubstituée par deux

meéthoxyles et deux hydroxyles (Agrawal 1989).
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H3CO-7|| HsCO-4’

2'-6’ 3-5

HO-5

J J\JL M

72.0 ' 11.0 10.0 8.0 7.0 6.0 s.0 +.0 3.0
ppm)

Fig.27. Spectre de RMN duH du composé 3 & 300 MHz dans le DMS@6

Cette hypothese est confirmée par les spectresMig Rono- et bidimensionnels (HSQC,
HMBC). En particulier, I'expérience de corrélatidH-*C & distance, HMBC, montre la
présence de groupements méthoxyles en 4’ et er’@bsence de substituants en 3 et en 8
(fig.28). Il est d'ailleurs important de précisaregles signaux observés ne suffisent pas a eux
seuls pour affirmer si la position libre est ent6em 8 : c’est plutbt I'absence de corrélation
entre le carbone 5 et un proton qui nous indique lquposition 6 est occupée. Les deux
hydroxyles semblent donc positionnés en 5 et dragrésence d’un OH en 5 est confirmée
par le déplacement chimique du carboné 482,69) : en effet, en I'absence d’'un groupement
OH en 5, le signal du C-4 est plus blindé d’enviboppm par I'établissement d’une liaison
hydrogene entre le groupement céto et un hydroBgeplus, le singulet observé&d2,6 en
RMN du'H est assez typique d’'un hydroxyle en 5, pour lmefe. Le deuxiéme hydroxyle
est donc substitué en position 6 ; son signal lestvable & 8,74 en RMN ddH.

OH O
Fig.28. Corrélations HMBC choisies du composé 3 (GH)
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La position de tous les substituants sur la moketila structure définitive sont confirmées

grace a I'analyse des spectres de RMN bidimensitenne

La structure du composg a été établie comme la 5,6-dihydroxy-7,4’-dimétftavone.
C’est un composé connu, appelé ladanéine, qui ayétdétisé par Sastri des 1946 et isolé
pour la premiére fois dans le monde végétabdiopsis ladanurh. (Lamiacées) (Gritsenko
1969). Les attributions de tous ses signaux squurtées dans le tableau 5 et confrontées a

celles trouvées dans la littérature (Yang 1996).

Tableau 5.RMN du'H et du**C du compos® (300 MHz,5, J en Hz ; 75 MHz) et de la
ladanéine (400 MHZ, J en Hz ; 100 MHz$) dans le DMSQds

composé 3 ladanéine
lH 13C lH 13C
2 - 163,8 - 163,6
3 6,90 s 103,6 6,91 s 103,4
4 - 182,7 - 182,4
5 - 146,6 - 149,9
6 - 130,4 - 130,3
7 - 154,9 - 154,7
8 6,94 s 91,7 6,87 s 91,4
9 - 150,1 - 146,5
10 - 105,6 - 105,6
1 - 123,4 - 123,2
2'-6’ 8,06 d OH2 128,7 8,03d 128,4
(9,2H2
3.5 7,12d O H? 115,0 7,10d 114,8
(9,2H2
4 - 162,7 - 162,5
HO-5 12,60 s - 12,59 s -
HO-6 8,74 s - 8,74 s -
HsCO-7 3,92s 56,8 3,90 s
HsCO-4’ 3,87s 56,1 3,84s 55,8 et 56,7

La confrontation de nos résultats avec ceux tropegs la ladanéine dans la littérature s’est
avérée cohérente, mais I'attribution des protoes$ 8 ainsi que celle des carbones 5 et 9 est
inversée. Les cartes HSQC et HMBC, qui n'avaierst @& réalisées pour la détermination

structurale de la ladanéine, semblent montrer ggecanclusions sont correctes.
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Composé 4

OCH, O
Fig.29. Composé 4

L'analyse du composé (fig.29) par SM-ESI montre un ion pseudo-moléaeldiM+H]"
ayant un rappontn/zde 329 avec ionisation positive, ce qui est coibfgatvec la formule
brute GgHi160s. En fragmentométrie SM-SM, on observe clairementperte de trois
fragments de 15 unités de masse atomique chacumuicéraduit la présence de trois
méthyles. Dans le spectre de RMN 't (fig.30), un singulet & 3,90 intégrant pour trois
protons et un autre & 4,05 intégrant pour six protons montrent la présede trois

meéthoxyles sur la molécule.

Comme pour le compos le spectre RMN diH (fig.30) montre deux doubletssdr,02 et
7,85 avec la méme constante de couplage, 9 Hze(sgsAA'BB’), ce qui témoigne de la
présence d’un seul substituant sur le cycle phéaylpositiorpara. Deux autres singuletséa
6,60 etdé 6,85 correspondant aux hydrogenes aromatiqueseremggla trisubstitution du

noyau benzag~pyrone.

Les fortes similitudes observées entre les specttesomposét et du composa (5,6-
dihydroxy-7,4’-diméthoxyflavone) nous conduisergrivisager une structure de type flavone

tétrasubstituée par trois méthoxyles et un hydeaxyl
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HsCO-5,7 H:,CO-4'

2'-6’ 3-5

M

T T ™ T T g ™ T T T T v T T T T T T
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 EX 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 A +2 +0 3.8 3.6
pm)

Fig.30. Spectre de RMN duH du composé 4 & 300 MHz dans CDgl

%
x

Cette hypothese est confirmée par les spectresMi¢ Rono- et bidimensionnels (HSQC,
HMBC, ROESY). L’expérience HMBC montre la présedeegroupements méthoxyles en 4’
et en 7 et 'absence de substituants en 3 et ég.81). Comme pour le composé précédent,
c’est I'absence de corrélation d’'un proton aveccébone 5, plutét qu’'une corrélation
particuliere, qui nous montre que c’est la posittbrfet non pas 8) qui est substituée. La
position du troisieme méthoxyle en 5 est déduiteddplacement chimique du signal du
carbone 48 177,1) ; en effet un hydroxyle en 5 entraineraitdéplacement vers les champs
faibles du carbone 4 denviron 5 ppm, comme c’étaitcas pour le composd. Le
groupement hydroxyle est donc substitué en C-& sggnal n’est pas observé dans le solvant
utilisé (CDCE).

(\(O\CFL
H,CO 0 D
HO N
OCH, O
Fig.31. Corrélations HMBC choisies du composé 4 (GH)
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La structure du composka été ainsi établie comme la 6-hydroxy-5,7,4’-&ihoxyflavone.
C’est un composé connu, synthétisé par Stout eA &9& notre connaissance, rencontré pour
la premiére fois en tant que composé naturelQithosiphon aristatus(Blume) Miq.
(Lamiacées) (Sumaryono 1991). Les attributionsods tes signaux des spectres du proton et
du carbone du compodésont présentées dans le tableau 6 avec les valesidéplacements

chimiques trouvées dans la littérature podr@ (Horie 1998).

Tableau 6.RMN du'H et du**C du composé (CDCk ; 300 MHz,8, J en Hz ; 75 MHzp),
RMN du®C de la 6-hydroxy-5,7,4"-triméthoxyflavone de ré&féce (DMSOd6 ; 100 MHz,

6)
composeé 4 6-hydroxy-5,7,4'-
1 13 triméthoxyflavone
H C
(13C)
2 - 161,4 160,0
3 6,60 s 106,8 105,9
4 - 177,1 175,7
5 - 144,0 144,2
6 - 136,7 137,5
7 - 152,2 153,2
8 6,85 s 96,2 96,6
9 - 151,9 150,7
1 - 112,3 111,9
1 - 123,9 123,2
2-6' 7,85 d OH2) 127,6 127,6
3.5 7,02 d OH2) 114,4 114,4
4 - 162,1 161,7
H3CO-5 4,05s 62,6
HaCO-7 4,05's 56,5 Sb2etblz
H;CO-4’ 3,90 s 55,5 55,4
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Composé 5

Fig.32. Composé 5

Pour le composs (fig.32), le spectre de RMN diiH (fig.33) présente une parenté évidente
avec les deux génines flavoniques (compo3ey. La région aromatique du spectre
correspond bien au schéma de substitution des del&cules citées : on observe deux
doublets & 7,84 (2H,J=8,9 Hz) etd 7,02 (2H,J=8,9 Hz) formant un systeme AA'BB’ et
démontrant la présence d'un seul substituant, @riem para sur le cycle B; les deux
singulets § 6,62, 1H etdé 6,81, 1H) suggerent non seulement la trisubstitutiu noyau
benzoy-pyrone, mais aussi que ces substitutions sontesumémes positions de ce noyau,
étant données les valeurs de déplacements chimicggeproches de celles mesurées pour la
6-hydroxy-5,7,4’-triméthoxyflavones(6,60 etd 6,83) (les valeurs pour la ladanéine sont un
peu différente, mais son spectre avait été enrégidns le DMSQI6, alors que ceux des

deux autres composeés ont été réalisés dans le s@vaat, a savoir CDG).

Comme pour les deux molécules déja isolées, lds aatres signaux observables en RMN du
'H sont d'importants pics situés & champ plus fogtvaleur de leur déplacement chimique
(entred 3,9 etd 4,0) et celle de leur intégration (12 protons eut)t tendent a prouver la
présence de quatre groupements méthoxyle danslécui®: seuls trois singulets sont vas (
3,90, 3H ;6 3,92, 3H;63,99, 6H), mais le plus déblindé est logiquemesu isle la
superposition de deux pics intégrant chacun pais protons.
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HsCO-5,7

HsCO-6,4

2'-6’

JLSVJV U ‘]IJLL LL_,&M M‘LLJR

A S —

Fig.33. Spectre de RMN duH du composé 5 (300 MHz, CDG)

Les quatre points de substitution (5, 6, 7 et 4fagent donc tous occupés par des
groupements méthoxyle. L'absence de fonction hygleokbre parait d’autant plus probable

gue le composB ne présentait sur CCM gu’une faible fluorescerlaadhatre en lumiere UV

a 365 nm apres pulvérisation du réactif de Neu gagit essentiellement avec les fonctions
phénoliques libres, le diphénylborate étant complear celles-ci) et qu’il n’avait pas pu étre
détecté par le test au DPPH (la substitution desmggs OH empéchant une bonne action
antiradicalaire).

La structure du compo$ea donc été établie comme étant la 5,6,7,4’-téttaox§flavone (ou
tétraO-méthylscutellaréine) qui avait déja été isolée ¢et pour la premiére fois) de
Marrubium peregrinunL. (Salei 1972). Il est intéressant de constater celle-ci est ici en
guantité plus faible que ses analogues structurladgnéine en téte, alors que ceux-ci
nN‘avaient apparemment pas été détectés dans lgauxrapassés. Cette variation de
composition peut étre due aux différents lieuxértqules de récoltes. La différence apparente
de concentration relative des trois molécules pessi bien résulter de I'expression plus ou
moins importante des enzymes impliquées dans l|gath&se (pour les réactions de

meéthoxylation) que de niveaux de maturation difiésedes échantillons récoltés.

Les données des signaux observés dans le spectRVitie du *H du composés sont
consignées dans le tableau 7. Sont également dotegattributions pour le spectre de RMN
du**C et les valeurs trouvées dans la littérature p6t6,7,4’-tétraméthoxyflavone en RMN
du'H (Miyazawa 1999) et dtfC (Horie 1998).
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Tableau 7.RMN du’H et du®*C du compos& (300 MHz,8, J en Hz ; 75 MHz$) et de la

5,6,7,4-tétraméthoxyflavone (270 MH&,J en Hz ; 75 MHzp) (CDCL).

composeé 5 5,6,7,4'-tétraméthoxyflavone
lH 13C 1H ISC

2 - 160,5 - 160,2

3 6,62 s 106,2 6,60 s 106,1
4 - 175,8 - 175,6
S - 152,0 - 151,6
6 - 140,1 - 139,7
7 - 157,7 - 157,4

8 6,81 s 97,4 6,82's 97,3
9 - 154,0 - 153,9
1 - 112,0 - 112,0
T - 123,1 - 123,0
2'-6' 7,84 d 8,9H2 127,9 7,82 dtqHz, 2H3 127,8
3.5 7,02 d 8,9H2 114,5 7,00 dtqHz, 2H3 114,4
4 - 162,1 - 161,8
H3CO-5 3,99 s* 61,8 61,8
H3;CO-6 3,92 s 61,1 3,885, 3,985, 3,925, 61,0
HsCO-7 3,99 s* 56,5 4,00 s 56,4

H;CO-4’ 3,90 s 55,5 55,5

*: signaux superposés

© 2007 Tous droits réservés.
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Composé 6

Fig.34. Composé 6

Dans le spectre RMN dtH du composé (fig. 34-35), on observe d’assez nombreux pics
entred 6,3 etd 8,0, ce qui laisse présager de la présence deptasstructures aromatiques
dans la molécule. Enti@3,0 etd 5,2, la simplicité du spectre - notamment la présed’'un
seul signal susceptible de correspondre a un promtomérique entr& 4,5 ets 5,5 ¢ 5,17 d,

J=7,1 Hz) - semble indiquer qu’un seul ose est pitese

3-8
g
2'-6’
Tt T T ‘ T Ty r — o . T T T T
2.0 8.5 8.0 7.5 o 65 5.0 55 s.0 435 .8 3 10 2.5 20 L5 7.0 v.5 2.0

fiemmi

Fig.35. Spectre de RMN duH du composé 6 & 300MHz dans le DMS@6

65

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

L’analyse plus approfondie de la zone des signaomatiques dans le spectre de RMN'Hu

et dans celui d&°C J-modulé (la correspondance des pics des deux spegtant établie par
corrélation hétéronucléaire proton-carbone HSQ@)siaque la confrontation avec les
données de composés polyphénoliques variés dalitsetature, permet de déterminer les
deux parties dont les pics se superposent. Il ts'dgi I'apigénine et de l'acide &)
coumarique. Les déplacements chimiques trouvés ldditrature correspondant a ces deux
résidus sont présentés dans le tableau 8 (acidmarmue : Sahpaz 2002 ; apigéntik:

Harborne 1994 ; apigéniriéC : Agrawal 1989) avec la zone aromatique du coapos
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Tableau 8. Comparaison des déplacements chimiques des sigdasx groupements
polyphénoliques du compo$éen RMN du'H (300 MHz,8, J en Hz) et dU>C (75 MHz,3)
avec ceux trouvés dans la littérature pour les nségneupements dans le chrysoérydl-D-
(3”- E-p-coumaryl)-glucopyranoside et I'apigéning-D-glucopyranuronide.

Chrysoéryol-7$-D-(3"-
Composé 6 E-p-coumaryl)- Apigénine-7§-D-
(DMSO-db) glucopyranoside glucopyranuronide
(DMSO-d6)
1 13
1 13 1 13 H C
H C H ¢ |(ovso-)| (D:0)
génine
2 - 164,7 - - - 164,7
3 6,84 s 103,5 - - 6,85s 102,7
4 - 182,4 - - - 182,5
5 - 161,9* - - - 160,4
6,48 d - - 6,48 d
6 (2H2) 99,9 2.1H2) -
7 - 163,1 - - - 162,8
6,82 d - - 6,86 d
8 (2H2) 95,1 (2.1H) 96,0
9 - 157,4 - - - 156,9
1 - 105,8 - - - 106,0
T - 121,3 - - - 121,1
e 7,94 d - - 7,96 d
2'-6 (8.8H2 129,0 (8.8H2 128,4
o 6,93 d N - - 6,96 d
3-5 (8.8H2) 116,1 (8.8H2) 116,1
4 - 161,6* - - - 160,4
p-(E)-
coumaryle
6,33d 6,45d 114,7 - -
. (16H2 411 q6Hy
7,49 d 7,60d 144,4 - -
b (16H2) 1454 1 (16Hy
1 - 125,3 - 125,2 - -
7,37d 7,60d 130,1 - -
2"-6 (8.5H) 130,6 (OH2)
6,68 d - 6,96 d 115,7 - -
375 @85Hy | 1162 (8,7H2
4 - 160,3 - 159,6 - -
CO - 166,9 - - - -

* ** attributions interchangeables (superposities signaux)

Le déplacement chimique et la constante de couplagdoublet du proton anomérique de
l'ose © 5,17 d,J=7,1 Hz) semblent indiquer qu’il s'agit d’'uf-D-glucose substituant
'apigénine au niveau de I'hydroxyle en 7. La réafion d’'une expérience de corrélation
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hétéronucléairéH-3C a longue distance (HMBC) (fig.36) permet effeethent d’observer
une tache de corrélation entre le doublet du pratmmmérique et le pic du carbone 7, ce qui

confirme I'hypothése formulée.

La derniere information nécessaire a I'établisseéndenla structure complete du compd@sé
est la position de substitution du groupement coyl@asur le glucose. La carte de
I'expérience HSQC apporte une donnée intéressacgenéveau, puisque le pic correspondant
au carbone 6 de l'ose s (63,9), identifié par le fait qu'il est le seul sa de carbone
secondaire dans cette région du spectre, est €éavéc deux massifs @,44 etd 4,17) du
spectre de RMN dtH, qui se trouvent étre les deux plus déblindémpkes protons de I'ose,
en dehors de I'hydrogéne acétalique anomériquesiAia nature non équivalente des deux
protons et leur caractére déblindé semblent toug deliquer une acylation au niveau de la
fonction alcoolique secondaire en 6 du glucose oEnane fois, I'expérience HMBC permet
de confirmer ceci par I'observation de taches deétation entre les signaux des deux protons
en 6 du glucose et le carbone de la fonction esteoumaryled 166,9).

o /)
\©<'/k\\{o
L/ ‘/7 o /) _OH
0]
HO o) o) / )
HO -
o LT
OH O
Fig.36. Corrélations HMBC choisies du composé 6 (GH)

La spectrométrie de masse en mebbetrospraydonne une masse [M+Hgle 579, ce qui est

compatible avec la structure proposée grace a | R formule brute ¢H26012).

La structure du composg est donc établie comme étant I'apigéninp-2-O-(6"- O-E-p-
coumaryl)glucopyranoside. Ce composé est conna. dté isolé pour la premiere fois de

Clematis ternifloraDC. var. robusta (Carriere) Tamura (Renonculacées) sous le nom de
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terniflorine (Aritomi 1963). Les déplacements chiués observés en RMN dH et du®C
sont présentés dans le tableau 5 et confrontésdmsedonnées de RMN diC trouvées dans

la littérature (Agrawal 1989).

Tableau 9.RMN du’H (300 MHz,3, J en Hz) et di°C (75 MHz,8) du compos®, RMN du
3¢ de I'apigénine-B-D-(6"- E-p-coumaryl)glucopyranoside dans le DMS@-

composé 6 apigénine-7$-D-(6"- E-p-
coumaryl)glucopyranoside
H | 3c 5c
apigénine
2 - 164,7 162,7 163,3
3 6,84 s 103,5 103,0 104,3
4 - 182,4 181,9 182,4
5 - 161,9* 156,8 157,5
6 6,48 d PH2) 99,9 99,5 100,9
7 - 163,1 164,3 164,4
8 6,82 d RH2) 95,1 94,7 95,0
9 - 157,4 161,3 161,5
10 - 105,8 105,3 105,9
T - 121,3 121,0 123,1
2'-6’ 7,94 d 8,8H2 129,0 128,5 128,7
3-5 6,93 d 8,8H2 116,1** 116,0 114,9
4’ - 161,6* 161,1 162,8
HO-5 12,98 - - -
glucose
1" 517d{,1H2 99,9 99,5 -
2" 3,32 m 73,4 73,0 -
3” 3,36 m 76,7 76,3 -
4" 3,25 m 70,4 70,0 -
5" 3,84 m 74,2 73,8 -
6" 4,17 met4,44 m 63,9 63,4 -
coumaryle
o 6,33 d (6H2 114,1 113,7 -
B 7,49 d (6H2 145,4 144.9 -
1" - 125,3 124,9 -
2"-6" 7,37 d 8,5H2 130,6 131,7 -
3"-5" 6,68 d 8,5H2 116,2** 115,7 -
4" - 160,3 159,7 -
CO - 166,9 166,4 -

* ** attributions interchangeables (superposities signaux)
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Phénylpropanoides

Composé 7

Fig.37. Composé 7

L'analyse du compos& (fig.37) par SM-ESI donne un ion pseudomoléculfiie-Na]” a

779, ce qui est compatible avec la formudgHz40;0.

Le spectre RMN duH (fig.38) montre des signaux caractéristiques espondant a des
groupementsE-caféyl (trois protons aromatiques&,80, 7,00 et 7,10 formant un systeme
ABX et deux protons trans-oléfiniqueséa6,30 et 7,65 caractérisés par une constante de
couplage de 16 Hz des deux doublets) et 3,4-dikygteényléthanol (trois protons
aromatiques & 6,60, 6,70 et 6,72 formant également un system& A&B deux signaux

meéthyléniques), ce qui confirme qu’il s’agit d’'uhémylpropanoide.

6 25 ] 1
1} 2 g o e

H J‘“\ )Uh;,/vldlﬂ\zh“ufﬂm,l J!\\A o J'\NJJ N /!J‘k._/»f

— MO

70

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

Apres hydrolyse acide du compogéar I'acide sulfurique N, on met en évidence lesst
oses constitutifs de la molécule (glucose, rhammbspiose) sur CCM par comparaison avec
des témoins authentiques. La structure du comisgoac en faveur d’'une molécule formée
de cinq éléments constitutifs : I'acidB-caféique, le 3,4-dihydroxyphényléthanol (ou

hydroxytyrosol), le glucose, le rhamnose et I'apios

La conformation adoptée par les oses et la cordtgur de leur hydrogéne anomérique est
établi par le déplacement chimique de celui-ci &i\Rdu *H : les signaux se situen©t,39
(d,J=9 Hz; H1"” du B-D-glucose), & 4,90 (d, J=2 Hz; H1"” de I' a ou dup-D-apiose) et a
05,20 (d,J=2 Hz; H1" de I' a-L-rhamnose). La configuratighde I'apiose est établie par le
déplacement chimique du C1’3(111,0) en RMN dd*C (tableau 10) (Gafner 1997).

Tableau 10.RMN du **C du méthyle-apiofuranoside et du méthgtapiofuranoside (125
MHz, §) dans la pyridines.

Cl C2 C3 C4 C5
Méthyl- a-apiofuranoside 104,5 75,2 77,7 73,4 65,5
Méthyl- g-apiofuranoside 111,5 77,7 80,3 74,9 65,5

Le composér est peracétylé (compos&), ce qui permet a la fois d’avoir de meilleures
garanties de pureté pour des produits de masseufal®& importante présentant des spectres
RMN complexes (les phénylpropanoides, tres polaisesit difficiles a isoler sur phase
normale), et de déterminer ou de confirmer le nemibe groupements hydroxyles de la
substance. Ainsi, dans le cas du comptsde pic de I'ion pseudomoléculaire [M+Nagst
présent am/z 1242 en SM-ESI, ce qui correspond a l'acétylatie onze fonctions
hydroxyles. Onze signaux correspondant aux méthddssfonctions acétyles sont également
observables en RMN di et du™>C.

Apres peracétylation, les signaux correspondantpaotons 1”7, 3”7, 4”7, 6”, 1’ et 1”"” sont

les seuls a ne pas étre nettement déblindés pagrdegements acétyles, ce qui signifie que
les groupements hydroxyles présents sur les mémd®rmes que ces protons sont déja
impliqués dans une liaison et ne peuvent étre B=etyl s’agit donc des positions de

substitution des différents constituants de la o Le glucose est donc en position

centrale : le rhamnose, I'apiose, le dihydroxyphétmanol et I'acide caféique sont substitués
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sur quatre de ses hydroxyles. Le caractére trélindébdu proton 4” montre qu'’il s’agit du
site d’acylation par I'acide caféique. L’expérierdmcorrélation scalairél-‘H COSY permet
de déterminer les positions exactes des signawarigmant aux cing éléments de la molécule.
Les attributions des signaux en RMN diC sont réalisées grace a un HSQC. Les
enchainements et les positions relatives des €lifferéléments sont confirmés par corrélation

'H-13C & longue distance (HMBC) (fig.39). Les résulsaiat reportés dans le tableau 11.

AcO OAc

5 A" ( 0 9 “oac
Ac
AcO HaC v o V\@

3 0

AcO OAc
AcO OAC

Fig.39. Corrélations HMBC choisies du composé 7 pacétylé (7a) (C- H)

Les attributions des signaux RMN dH et du®C sont réalisées a 'aide des expériences
COSY et HMBC.

La structure du composgest ainsi déterminée comme le 3,4-dihydr@xyhényléthoxyo-
[a-L-rhamnopyranosyl-(1 3)]-O-[B-D-apiofuranosyl-(1- 6)]-4-O-(E)-caféyl$-D-
glucopyranoside ou forsythoside B. Cette molécolencie a été isolée pour la premiére fois
de Forsythia koreanad\akai (Oléacées) (Endo 1982). Les attributions ijoies avons faites
sont identiques a celles proposées dans la lttiergEndo 1982, C3alil992).

72

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

Tableau 11.RMN du'H (300 MHz,3, J en Hz) et dd*C (75 MHz,5) du composé
(CD30D) et du compos@éa (CDCl).

composeé 7 composé 7a
H ‘ XS H ‘ IS
hydroxytyrosol

1 - 131,5 - 137,7
2 6,73 d PH2) 117,1 7,04 diH2) 123,8

3 - 146,2 - 139,1
4 - 1445 - 140,5
5 6,70 d BH2 116,6 7,09 d5H2) 123,7

6 6,61 (dd,2Hz 8H2) 121,3 7,09 dd5Hz 1H2) 127,2

o 3,55m-3,90m 72,3 3,64m-415m 69,5
B 2,81t {7H2 36,8 2,85 m 35,2

acide caféique
T - 127,7 - 132,5
2’ 7,10 d PH2) 115,5 7,38 dqH2) 123,0
3 - 146,8 - 142,3
4 - 149,8 - 143,8
5 6,82 d BH2) 116,5 7,23 dgH2) 124,0
6’ 7,00 dd RPHz 8H2) 123,2 7,44 dd2Hz 8H2) 126,4
o 6,30 d (6H2 114,6 6,37 di6H2 118,0
B’ 7,64 d (L6H2) 148,0 7,71 d¥6H2) 144,3
CO - 168,4 - 167,9
glucose
1" 4,39 d PH2) 104,3 4,38 dgH2) 100,4
2" 3,42 m 76,1 5,00 m -5,10 m 72,5
3" 3,75 m 81,7 3,88 m 80,4
4" 4,90 m 70,4 495m-505m 69,9
5" 3,66 m 74,5 3,60m-3,75m 73,8
6” (aeth) 3,55m-3,90m 68,5 3,60m-3,75m 68,0
rhamnose
1" 5,21 d RH2 103,0 4,93 d{H2) 99,1
2" 3,87 m 72,5 500m-5,10m 70,6
3" 3,51 m 72,1 500m-5,10 m 70,0
4" 3,30 m 73,8 4,95 t10H2) 72,1
5" 3,47 m 70,5 3,80 m 67,2
6" 1,16 d 6H2) 18,4 1,04 d{H2) 17,4
apiose
1 4,90 d H2) 111,4 4,98 d3H2) 106,1
2" 3,90 m 78,2 5,34 dL(5H2 76,1
3" - 80,6 - 84,2
4" (a et b) 3,70 m-3,90 m 753 jég g giﬂg 72,4
5" 3,55 m 65,6 4,55 -4,70 63,1
73
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Composé 8

Fig.40. Composé 8

L’ion pseudomoléculaire [M+N&]correspondant au compo8€fig.40) présente un rapport

m/zde 911 en SM-ESI, ce qui est compatible avecriadite moléculaire ¢Hs,03.

L’hydrolyse acide permet de mettre en évidence '@@binose, en plus du glucose, du
rhamnose et de l'apiose, sur CCM, par comparaiseec ales témoins authentiques.
L'observation du spectre RMN diiH (fig.41) confirme que la structure est trés pede
celle du forsythoside B: les signaux caracténsf) de I'acide caféiqgue et du
dihydroxyphényléthanol sont présents, mais il yuatge signaux pouvant correspondre a des
protons anomeériquesd 4,37 (H1” du B-D-glucopyranose),6 5,45 (H1” de lo-L-
rhamnopyranose)p 4,92 (H1”” du B-D-apiofuranose) ets 4,32 (H1”” de I o-L-

arabinopyranose).

L’acétylation du compos8 en composda permet de montrer que I'arabinose est substitué
par son hydroxyde hémi-acétalique en 2"’ du rhasepen effet, on remarque d’'une part que
le déplacement chimique du H2™ est peu affecté lf@cétylation § 3,96 pour le composg
et 8 3,90 pour le compos8a) alors qu'il était trées déblindé par cette opémtchez le
forsythoside B d 3,85 pour le composéets 5,00-5,12 pour le compos@) et d’autre part

gue le H1”"” a le méme déplacement chimique déssscomposés et8a (6 3,92).
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Fig.41. Spectre de RMN dudH du composé 8 & 300 MHz dans GIOD

Les autres substitutions sont identiques a celleosythoside B. Les techniques HSQC et

HMBC (fig.42) permettent I'attribution de tous Isignaux de RMN ddH et du*3C pour le

produit natureB et son dérivé acétyka (tableau 12).

ACO OAc
/( O OAcC
\ OAc
e \/\©i
3
OAc
o AcO
Ac
0 O
AcO
OAc

Fig.42. Corrélations HMBC choisies du composé 8 pacétylé (8a) (C- H)

75

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

La structure du composgest déterminée comme le 3,4-dihydrg@¢phényléthoxyO-[a-L-
arabinopyranosyl-(2 2)-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1 3)]-O-[ B-D-apiofuranosyl-(1- 6)]-4-
O-(E)-caféylf-D-glucopyranoside ou ballotétroside, composé ggtiéaisolé pour la premiére

fois deBallota nigral. (Lamiacées) (Seidel 1997).
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composé 8 composeé 8a
H | IS H | XS
hydroxytyrosol

1 - 131,4 - 137,7

2 6,71 d RH2 117,4 7,01 diH2) 123,7

3 - 146,0 - 141,7

4 - 144.4 - 140,5

5 6,68 d BHz) 116,5 7,07 d§H2) 123,1

6 6,59 dd 8Hz, 2Hz) | 121,3 7,07 dd5Hz 1H2) 127,5

o 3,75m-4,00m 72,3 3,60 met4,15m 69,3

B 2,77 t {H2 36,5 2,84 m 35,1

acide caféique

1 - 127,6 - 132,8

2 7,07 d RH2) 114,9 7,36 dqH2) 122,8

3 - 146,8 - 142,6
4 - 149,7 - 143,7

5 6,76 d BH2) 116,5 7,21 d8H2) 124,0

6’ 6,95 dd 8Hz, 2H2 | 123,2 7,39 ddg8Hz 2H2) 126,6

o 6,27 d (6H2 115,2 6,35 di6H2 117,7

B 7,59 d (6H2 148,0 7,69 di6H2 144.5
CO - 168,5 - 165,1

glucose

1" 4,38 d {H2) 104,2 4,35 dg§H2) 100,4
2" 3,37 m 76,1 4,95 -5,04 73,3
3” 3,77 m 82,0 3,97 BH2) 76,7
4” 4,94t 8H2 70,8 4,95-5,04 69,4
5” 3,69 m 74,3 3,58m-3,67m 73,6
6” 3,54 met3,78m 68,3 3,58 m-3,67m 66,9

rhamnose

1" 5,45d (H2 101,9 4,98 d4H2) 99,4
2" 3,96 m 82,6 3,90 m 76,5
3" 3,66 m 71,7 4,88 ddLQ Hz 4H2) 70,6
4" 3,31 m 74,0 4,78 10H2) 70,7
5" 3,52 m 70,3 3,67 m-3,75m 66,6
6" 1,04 d {H2 18,4 1,03 d{H2 17,3

apiose
1" 4,88 d PH2) 111,1 5,00 d3H2) 106,3
2" 3,90 m 78,1 5,30 d3H2) 76,1
3" - 80,6 - 84,0
4" 3,74 met3,92m 75,1 4,09 et 4,181dKi29 72,5
5" 3,55 m 65,6 4,54 et 4,69 ti3H2) 63,1
arabinose
1" 4,32 d 6H2) 107,3 4,30 d{H2 102,3
2" 3,58 m 72,7 5,13 ddLQHz 7H2) 68,8
3" 3,53 m 74,2 4,95 m-5,04 m 69,5
4" 3,78 m 69,8 517m-5,22m 67,6
5" 3,80 m 67,3 3,52 et 3,92 dti2Hz 3H2) 62,4
77
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Composé 9

Fig.43. Composé 9

L’'analyse par spectrométrie de massextrospray-ionspraySM-ESI) du compos®8 (fig.43)
montre la présence d’'un ion pseudo-moléculaire [sfFldyant un rappor/z de 779 en

ionisation positive, compatible avec la formuletbrGssH440;0.

Sur le spectre de RMN di (fig.44), 'observation de la région des aromagig nous montre
gue ce composé appartient a la méme série queétdgent. En effet, les déplacements
chimiques et couplages des signaux observés d#rsrégion sont trés proches de ceux que
nous avions donnés pour le forsythoside B. On wetrdci les deux doublets alcéniques (
6,31 ets 7,60,J=15,9 Hz) et le systeme ABX (7,07, d,J=1,9 Hz ;6 6,98, ddJ=8,2 Hz, 1,9
Hz; &6 6,80, d, J=8,2 Hz) correspondant a [I'acideE){caféique (acide 3,4-
dihydroxycinnamique) d’'une part ; le systeme ABX§,70, d,J=1,6 Hz ; ¢ 6,68, d,J=8,2
Hz; 6 6,59, dd, J=8,1 Hz, 1,6 Hz) caractéristiqgue de I'hydroxytyrbs¢3,4-
dihydroxyphényléthanol) d’autre part. Le tripletsebvé & 2,81 est un autre signal révélateur

de la présence de I'hydroxytyrosol. Il correspons deux protons situés @nde I'oxygéne.
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Fig.44. Spectre de RMN dudH du composé 9 & 300 MHz dans GIOD

Entres 3,0 etd 4,2, on a un ensemble de signaux correspondabgiplement a 'ensemble
des protons adjacents aux fonctions alcooliques(gkaires ou primaires) des oses, certains

pouvant d’ailleurs se superposer.

La partie du spectre allant de4,2 ad 5,2 est plus informative. Par simple comparais@ta
les signaux du forsythoside B et du ballotétrosatepeut dire que les doublets observés a
4,38 (=8 Hz) et & 5,19 (=2 Hz) correspondent respectivement aux protonsariques du
B-D-glucose et de d-L-rhamnose. La présence de ce dernier est paugsliconfirmée par la
présence d’'un doublet trés caractéristique du rh@plegition 6”’) de cet osey 1,06, 3H, J=6
Hz). Le signal émergeant partiellement du pic duasd as 4,96 correspond au proton 4 du
glucose, dont la fonction hydroxyle est esteriffgea I'acide caféique. Les déplacements
chimiques, trés proches de ceux observés poumlapasés de ce type que nous avons déja
isolés, suggerent un schéma de substitution idemtiQuant au doublet situé&at,24, une
recherche bibliographique sur des composés de laengerie nous invite a penser gu'il
pourrait s’agir dup-D-xylose (Seidel 1999). Ceci est confirmé par bygbe acide et
comparaison de Rf sur CCM avec un témoin autheeatitp xylose.

Il est tout a fait probable, étant donnés la masskéculaire du composget les informations
obtenues par le spectre de RMN ‘i) que le composé isolé est constitué de deux génin
(acide E)-caféique et hydroxytyrosol) et de trois ospsDfglucose,a-L-rhamnose ef-D-
xylose). Ceci correspond a un composé connu, lkaréside, dont les déplacements
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chimiques, & la fois en RMN did et du'®C, apparaissent tout & fait comparables & ceux du

composé&.

La structure du compos® a donc pu étre établie comme étant le 3,4-dihydfbx
phényléthoxyO-[a-L-rhamnopyranosyl-(#»3)]-O-[ B-D-xylopyranoside-(3-6)]-4-O-(E)-
caféyl$-D-glucopyranoside, couramment appelé arénariosiigte molécule a été isolée
pour la premiere fois deOrobanche arenaria(Orobanchaceae) (Andary 1985). Les
déplacements chimiques des signaux observés en (RMN et du™>C sont présentés dans le

tableau 13 avec leurs attributions et ceux troulatss la littérature (Kirmizibekmez 2002).
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Tableau 13.RMN du *H (300 MHz, 8, J en Hz) et du**C (75 MHz,3) de 9 et de

I'arénarioside

© 2007 Tous droits réservés.

composeé 9 arénarioside
H ‘ KIS H ‘ IS
hydroxytyrosol
1 - 131,4 - 131,4
2 6,70 d PH2) 117,3 6,70 d1,9H2) 117,1
3 - 146,2 - 146,1
4 - 1447 - 1447
5 6,68 d BH2) 116,5 6,68 dgH2) 116,3
6 6,59 (dd2Hz 8H7) | 121,1| 6,57 (dd, 1Mz, 8H2) 121,3
[} 3,72-4,06 m 72,2 3,70-4,03 m 72,4
B 2,81t {H2 36,1 2,79 t1,3H2 36,6
acide caféique
1 - 127,7 - 127,5
2 7,07 d (,8H2 115,5 7,06 dX,9H2) 115,2
3 - 146,9 - 146,9
4 - 150,1 - 150,0
5’ 6,80 d 8,3H2 116,7 6,78 d§,2H2) 116,5
6’ 6'988?§H4258HZ 123,3 6,96 dd1(,9Hz 8,2H2 123,3
o 6,31 d (5,9H2 114,8 6,28 di5,9H) 114,5
p’ 7,60 d (5,9H2 148,5 7,60 d¥5,9H2 148,3
CO - 168,9 - 168,4
glucose
1" 4,38 d BH2) 104,3 4,38 d{,9H2 104,2
2" 3,40 m 75,8 3,39 dd’(9Hz, 9H} 76,1
3" 3,75 m 82,1 3,80 81,6
4" 4,96 m 70,5 4,97 ©(5H2 70,5
5" 3,65m 75,0 3,72 74,8
6" (a eth) 3,55m-3,90 m 69,5 3,56-3,84 69,8
rhamnose
1" 519d @ H2 103,5 5,18 di,7 H?) 103,1
2" 3,85 m 72,4 3,91 dd.(7Hz, 3,2H} 72,3
3" 3,60 m 72,0 3,70 72,0
4" 3,30 m 73,6 3,29 73,7
5" 3,49 m 70,5 3,55 70,5
6" 1,06d 6 H2 18,3 1,09 d§,3 H2) 18,5
xylose
1" 4,24 d {,7H2 105,5 4,24 d{,5H2 105,3
2" 3,21 m 74,8 3,19 dd/(5Hz, 9H} 74,8
3" 3,29 m 77,6 3,29 77,5
4" 3,44 m 70,9 3,43 m 71,1
3,15 dd 10,3Hz,
5 3,18 m 67,2 11,3H3-3 82 66,9
81
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B. Le genre Ballota

1. Caractéristiques botaniques du genre

Le genreBallota est caractérisé par un calice tubuleux en entonaailix nervures, a cinq
dents presque égales (parfois dix dont cing plugeg® élargies a la base, pliées en long,
mucronées. La corolle est bilabiée, a tube ne dépapas le calice, muni en dedans vers la
base d’'un anneau de poils ; la lIévre supérieurdressée, un peu concave, émarginée, velue
en dehors, la levre inférieure a trois lobes obtas|obe inférieur étant le plus grand,
émarginé. Les quatre étamines (les deux extérigiieas les plus longues) sont rapprochées
et paralléles ; les anthéres glabres, a logeglivésgentes, sont rapprochées deux a deux. Les
carpelles sont arrondis au sommet. Les fleurs gompurines ou blanches, courtement
pédicellées, en verticilles axillaires écartes.

Les feuilles sont pétiolées, fortement crénelées. éspéces du gerBallota sont des plantes
vivaces, poilues, a tiges rameuses et feuilléesgelee compte environ vingt-cing especes

habitant 'Europe et I'Asie tempérées, I'Afriquerbale et australe (Coste 1998).
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2. Ballota larendana Boiss. & Heldr.

2.1. Aspects botaniques

Cette plante (photo 2) de la triMicroselidae(Citoglu 2005) posséde des tiges de 30 a 60 cm
(ponctuées de glandes et porteuses de poils nowlwdéux) rigides, érigées a partir d'une
base ligneuse. Les feuilles caulinaires, cordéesantnes (25-45 mm x 25-45 mm), a bord
crénelé ont une face supérieure légérement appripiiéase a sub-tomenteuse ; la face
inférieure est tres tomenteuse, avec des poilsisanpn forme d’étoile et non glanduleux.
Les inflorescences verticillées sont denses, codgsod’environ 9 fleurs plus courtes que les
feuilles florales (dont le pétiole est lui-méme puLes bractéoles sont linéaires-filiformes,
eémucronées, plus courte ou de méme longueur quddedu calice, larges de 0,2 & 0,4 mm.
Le calice mesure 6 a 7 mm, est fortement nervégerement pubescent (sans glandes),
brievement évasé (6-7 mm de diamétre) et porteehsdplutbt inégales. La corolle est de

couleur rose a pourpre (12-16 mm), sa lévre supgriest en forme de créte.

Photo 2 :Ballota larendana Photo 3 : Lieu de récolte de
B. larendana
(Aksaray Ihlara vadisi)
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Elle est rencontrée dans des zones rocailleusesifi® calcaires, basaltiques), zones
d’éboulis, steppes montagneuses, ruines et tahisee 950 et 2000 m en Anatolie centrale et
australe (photo 3).

Le seul synonyme rencontré &stllota simoniiHub.-Mor. (Davis 1978).

2.2. Travaux antérieurs surBallota larendana

Nous n’avons trouvé que deux publications relat@®&allota larendanadans la littérature.
Peu de données existent a notre connaissance samigosition chimique de cette plante ;
deux diterpénes, la ballonigrine et la déhydrohisp@ne ont été identifies (fig. 45) (Céiloi
2005). On s’est egalement intéressé a l'activitioaypdante d’'un extrait éthanol/eau (3:1)
(Citoglu 2004). Les auteurs de I'article rapportent :

* une inhibition intéressante de la formation de ibarradical superoxyde par le
systeme xanthine/xanthine oxydase, mesurée sphotmpétriquement a travers
I'inhibition de la réduction du cytochronwg(Clso : 0,67 mg/ml),

e une étude sur l'inhibition de la peroxydation deBLL par le systéme acide
ascorbique/FeGl (mesurée par la méethode des substances réactivéacide

thiobarbiturique ou TBARS), ou I'extrait s’est ré&énactif.

ballonigrine déhydrohispanolone

Fig.45. Diterpenes identifiés dan8allota larendana
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2.3. Travaux personnels

2.3.1. Isolement des composés
Le schéma 2 présente la méthode d'obtention despesdés6, 10 et 11 de lextrait

méthanolique d8allota larendana

Ballota larendana
parties aériennes broyées (500 [)
v v v
Extrait CH,Cl, (4 g) ] [ Extrait CHsOH (20 g) ] [ Extrait CH,OH/H,O (18 g)

Sephadex LH-20

sur5g
A 4 v
flavonoides acylés flavonoides
(42 mg) (24 mg)
silicagel 60H
AcOEt/ CHOH/ H,0
(6:1:0,3) silicagel 60H
v CH,Cl/CHsOH (9:1)
6 (11 mg) ]
v v

[ 1C (14 mg) ] 11(10 mg)

Schéma 2. Méthode utilisée pour l'isolement des ti®mcomposés obtenus a partir des
parties aériennes déBallota larendana
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2.3.2. Identification des composés

Composé 6

Fig.46. Composé 6

La structure de ce composé (fig.46) a été établmense étant I'apigénine-f-D-O-(6"- O-E-
p-coumaryl)glucopyranoside. Ce composé étant sirient identique au prodwBtdéja décrit
(voir page 65), sa détermination structurale njess redétaillée ici. De méme, pour les

données de RMN ditH et du*C, on pourra se reporter au tableau 9, page 69.
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Composé 10

Fig.47. Composé 10

La spectrométrie de masse du compdB€fig.47) en modeelectrospraydonne une masse
[M+H] " de 579, compatible avec la formule brutgHGsO:».

Au niveau du spectre de RMN diH (fig.48), on retrouve les mémes caractéristiques
majeures que pour le compdd@ui avait d'ailleurs la méme masse : on obsengesignaux
correspondant a I'apigénine et a I'acid@-p-coumarique. On constate également la présence
d’'un doublet & 5,24 §=7,7 Hz) pouvant correspondre au proton anomeérifure ose, mais

la présence d'un triplet &5,05 (=9,4 Hz) et 'absence des signaux &,17 ets 5,44, qui
témoignaient de I'acylation en 6” du glucose, nsuggere un profil de substitution différent

a partir des mémes éléments de base. Ce tripletgtocorrespondre a une coumarylation en
2", 3" ou4”.

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
(Ppm)

Fig.48. Spectre de RMN duH du composé 10 & 300 MHz dans le DMS@6
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La realisation de I'expérience COSY (fig.49) perm@bbtenir la réponse a cette
interrogation : le triplet correspondant au poitatcglation de la molécule ne présente pas de
corrélation avec le proton anomérique du glucoses nous deux sont corrélés avec un méme
signal & 3,50, qui correspond vraisemblablement au protoih.@ point d’acylation ne peut
donc logiquement étre que I'hydroxyle en 3” duaisge. Ce produit est donc un isomeére de
position du composé précédent : I'apigénine-7-gidm est ici coumarylée en 3” de l'ose, et

non en 6”.

() OoH { X _oH
m HO 2 0 @)
@%%% (L

O
OH O

Fig.49. Corrélations COSY du composé 10 (H#H)

La structure du composé (fig.47) a été établie comme étant I'apigéning-D-O-(3"- O-p-
coumaryl)glucopyranoside, molécule connue qui aseti&e pour la premiere fois &achys
aegyptiacaPers. (Lamiacées) (El-Ansari 1995). Les donnéeBM& du'H et du**C sont
présentées dans le tableau 14 avec celles trowagesla littérature (RMN diH). Pour la
RMN du*3C, on donne comme référence un composé ayant uireegégérement différente,
mais de profil de substitution identique, le ch#@mol-74-D-(3"-E-p-coumaryl)
glucopyranoside (Skaltsa 2000).
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Tableau 14.Données de RMN diéH (300 MHz, 8, J en Hz) et du*C (75 MHz,§) du
composél0 dans le DMSQ#6. RMN du *H de I'apigénine-7-(3”-coumaryl)glucoside et
RMN du*C du chrysoériol-7-(3"-coumaryl)glucoside (100 M5}

apigénine-7- | chrysoériol-7-
composé 10 p-D-(3"-E-p- | p-D-(3"-E-p-
coumaryl) coumaryl)
glucopyranoside glucopyranoside
lH | ISC lH 13C
génine
2 - 162,7 - 163,2
3 6,88 s 103,1 6,72s 103,1
4 - 182,2 - 182,6
5 - 157,0 - 157,5
6 6,48 d 2,2H2 99,5 6,48 dZ,5H2 100,0
7 - 164,8 - 165,3
8 6,87 d ,2H2 94,7 6,78 d§H2) 94,7
9 - 161,2 - 159,9
10 - 105,3 - 105,7
1 - 121,0 - 122,0
2’ 7,96 d OH2) 128,4 7,97 dgH2) 109,3
3 6,93 d OH2) 116,1 6,95 dgH2) 150,9
4’ - 159,9 - 148,1
5’ 6,93 d OH2) 116,1 6,95 dgH2) 114,0
6’ 7,96 d OH2) 128,4 7,97 dgH2) 120,5
HO-5 13,00 s - - -
HsCO - - - 55,2
glucose
1" 5,28d {,7H2 99,5 5,28 d§H2) 99,8
2" 3,50 m 72,0 3,50 8H2) 71,7
3" 5,05 t(9,4Hz) 76,9 5,10 {(8Hz) 77,2
4" 3,48 m 68,3 3,55 m 68,0
5" 3,63 m 76,7 3,6-3,8 m 76,8
6" 347Tmet3,72m 61,1 3,6-3,8 m 60,7
coumaryle
a 6,44 d (L5,9H) 114,7 6,43 di6H2) 115,4
B 7,59 d (5,9H2 1449 7,60 di6H2 145,3
1 - 125,2 - 125,8
2"-6" 7,58 d 8,8H2 131,1 7,55 d§,8H2 129,7
3.5 6,80 d B8,8H2) 115,7 6,80 d§H2) 115,4
4" - 159,9 - 161,5
CO - 167,5 - 167,3
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Composé 11

OH O
Fig.50. Composé 11

La spectrométrie de masse en metectrospraydu composé.l (fig.50) donne un rapport
m/z pour lion pseudomoléculaire [M+H]de 449, compatible avec la formule brute

C21H20011. Le spectrgmod présente effectivement 21 signaux.

Ce produit présente également un aspect plus siqueldes deux précédents en RMN#u
(fig.51), permettant d’envisager la substitutiourd’noyau 2-phénylchromone par un seul
hexose. Dans la région des aromatiques, six sigeamixobservables. Trois d’entre eux sont
trés comparables a ceux des protons 3, 6 et Salemés précédemment isolées et présentées
plus haut (composé& et 10), ce qui pourrait indiquer un profil de substitutiidentique au
niveau du noyau A et des carbones 2, 3 et 4. Eanoie, on n'observe pas ici les deux
doublets couplésJ€9 Hz) caractéristiques d’'une substitution gara du cycle B, mais un
systeme ABX 5 6,91 d (=8,4 Hz) ;6 7,43 d (=2,2 Hz) ;6 7,46 dd {=2,2 Hz, 8,3 Hz). Ceci
indique un disubstitution du cycle B en 3’ et 4’a Ilgénine serait donc le lutéolol (ou

lutéoline), qui n'est autre que la 3’-hydroxyapigén
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T T T T T T T T T T T T T — T T 1
7 6 5 4 [ppm]

Fig.51. Spectre de RMN duH du composé 11 & 500 MHz dans le DMS@6

Concernant la nature et la position de l'ose stumsit le lutéolol, la comparaison des
déplacements chimiques (en RMN 84 et du**C) et de la constante de couplage de la
fonction hémiacétalique avec les données recugitiens la littérature tend a indiquer qu'il
s’agirait d’'un glucose branché sur la fonction loygte en 7 de la génine. Ceci est confirmé
par la corrélation du carbone & 165,0) avec le proton 1"5(5,09) lors de I'expérience de

corrélation hétéronucléaire a longue distance HMB{52).

Les attributions réalisées sont égalemnt confirmpas les expériences de résonance
magneétique nucléaire bidimensionnelles classiqG&SY, HSQC, HMBC).

OH
OH OH
HO © o) 0
HO
oH—" | /U
OH O

Fig.52. Corrélations HMBC choisies du composé 11 (6H)
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La structure du composdl a donc pu étre établie comme étant le 5,7,3",4-
tétrahydroxyflavone-7-@-D-glucopyranoside, généralement appelé lutéolglbtoside,
mais pour lequel on peut trouver les noms glucoluté, lutéoloside, cynaroside ou
digitoflavonoside. Ce composé est anciennementwcdren plus ancienne référence que nous
ayons pu trouver le mentionnant remonte a 1943iikeles déplacements chimiques des
signaux observés en RMN dii et du'®C sont présentés dans le tableau 15 avec leurs

attributions et ceux trouvés dans la littératurarpdrne 1994, Agrawal 1989).
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Tableau 15.RMN du'H et du**C du composé1 (500 MHz,5, J en Hz ; 75 MHz§) et du
lutéolol-7-glucoside dans le DMS@B

© 2007 Tous droits réservés.

compose 11 lutéolol-7-glucoside
H ‘ XS H ‘ KIS
lutéolol
2 - 163,4 - 163,2
3 6,77 s 103,6 6,75s 103,5
4 - 182,4 - 182,2
5 - 161,6 - 161,0
6 6,45d @,1H2 100,0 6,45 d4,1H2 99,9
7 - 165,0 - 164,8
8 6,80 d 2,1H2 95,2 6,79 d2,1H2 95,3
9 - 157,4 - 157,3
10 - 105,8 - 105,7
1 - 121,8 - 121,7
2 7,43 d @,2H2 114,0 7,43 d4,1H2 113,7
3 - 146,2 - 145,9
4 - 150,4 - 150,0
5 6,91 d 8,4H2) 116,4 6,92 dg,2H2) 116,4
6’ 7,46d8,3Hz2,2H) | 119,6 | 7,45dd§,1Hz 2,1H2 119,6
HO-5 13,00 s - 12,95 sl -
glucose
1" 5,09d {,4H2 100,3 5,05d (7,2Hz) 100,3
2" 3,18t 8,9H2) 73,6 73,3
3" 3,45 m 76,8 76,4
4 3,27 m 69,9 31-35m 69,9
5” 3,31 m 77,6 77,3
6" 3,72d 61,0 3,71 dl 60,9
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3. Ballota pseudodictamnus (L.) Benth.

3.1. Aspects botaniques

Cette plante appartient a la triBgseudodictamnudu genreBallota (Citoglu 2005).

C’est un arbuste persistant a feuilles et tigesetisuses blanchétres, a fleurs blanches ou
roses, haut de trente a soixante centimeBeqseudodictamnutlere tres bien chaleur et
sécheresse, elle nécessite un bon ensoleillemsopporte mal I'humidité. C’est une plante a
intérét uniguement ornemental (photo 4).

Il existe une forme naine, diten@na», dont les feuilles sont deux fois plus petites.

Le nom d’espéecepseudodictamnuysc’est-a-dire « faux dictame », fait référence aa |
ressemblance de la plante avec le vrai dictameicande de CréteQriganum dictamnug.
(Ducourthial 2005).

Elle est rencontrée en Grece, Créte et Libye. dns-gspéceBallota pseudodictamnug..)
Benth. subsplycia Hub.-Mor., est rencontrée en Turquie (@lto2004). Le seul synonyme a
notre connaissance ebtarrubium pseudodictamnus

Photo 4.Ballota pseudodictamnus (source : Giardinaggio.it)
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3.2. Travaux antérieurs surBallota pseudodictamnus

3.2.1. Investigations phytochimigues

3.2.1.1. Huile essentielle
La composition de I'huile essentielle d’'un échaatilcrétois a déterminée. Les constituants

majoritaires étaient 'oxyde de caryophyllene (22pt)ytol (12%),y-muuroléne (11%)3-
caryophyllene (11%)-copaene (6%)3-cubébene (5%) (fig.53) (Couladis 2002).

AW

oxyde de phytol y-muurolene
caryophyllene

S et Ry

p-caryophyllene a-copaene B-cubébene

Fig.53. Constituants majoritaires dans I'huile esstielle de I'échantillon étudié de
Ballota pseudodictamnus

3.2 1.2. Diterpénes
Trois diterpénes, la ballonigrine, la 18-hydroxybaigrine et le marrubénol (fig.54), ont été

isolés des parties aériennesBidlota pseudodictamny$avona 1982). Le phytol, extrait par
hydrodistillation (voir ci-dessus), est par aillewn diterpene. Deux diterpénes ont également
ete identifiées danBallota pseudodictamnud..) Benth. subsplycia Hub.-Mor. Il s’agit de
I’hispanolone et de la déhydrohispanolone (fig.&2joglu 2005).
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3.2.1.3. Polyphénols
Une flavone, la 5-hydroxy-7,4’-diméthoxyflavoneg$4), a été isolée des parties aériennes

deBallota pseudodictamny&avona 1982).

OH O
marrubénol

hispanolone déhydrohispanolone

Fig.54. Structures des composés isolés Ballota pseudodictamnus

3.2.2. Essais biologiques

3.2.2.1. Activité antimicrobienne
L’activité de I'huile essentielle ddBallota pseudodictamnua été testée contre divers

microorganismes. Elle s’est avérée forte a modéodatre les bactéries testées

(Staphylococcus aureuStaphylococcus epidermigiBseudomonas aerugingdanterobacter

96

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

cloacae Klebsiella pneumoniaet Escherichia coli) hotamment Gram +, cette activité étant
attribuée principalement a I'oxyde de caryophylle@a note une CMI de 0,45 mg/ml contre
Streptococcus aureusEn revanche, l'huile essentielle était inneffeacontre les
champignons@andida albicansCandida tropicaliset Candida glabrata (Couladis 2002).

3.2.2.2. Activité antioxydante
* Un extrait éthanol/eau (3:1) dRallota pseudodictamnu@..) Benth. subsplycia

Hub.-Mor. a été soumis aux mémes tests que ceuguégoprécédemment pour
Ballota larendanaavec des résultats trés proches, a savoir usped€170 mg/ml pour
I'inhibition de la formation de @ et peu ou pas d’inhibition de la peroxydation des
LDL (Citoglu 2004).

* Un extrait méthanolique d&allota pseudodictamnusa en revanche montré une
activité antioxydante égale a 99% de celle detdcophérol dans le test d’inhibition
de la peroxydation de l'acide arachidonique parsisteme bléomycine-Fe$0
mesurée spectrophotométriquement par I'absorpgsni@ARS (Couladis 2003).
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Quatre composeés ont été isolés et identifiéBalbta pseudodictamnus

3.3.1. Isolement des composés

Le schéma 3 présente le mode opératoire suivi pmmlement des quatre polyphénols

obtenus des parties aériennefBdpseudodictamnus

{ Ballota pseudodictamnus L
)

parties aériennes broyées (250

A 4 A 4

A 4

Extrait CH.Cl, (5 9) ] [ Extrait CHOH (24,7 g) ] [ Extrait CHROH/H,O (17 g) ]
Sephadex LH-20
grdient HO/CH;OH Sephadex LH-20
sur5g grdient HO/CH;OH
sur5g
\ 4
[ flavonoides (56 mg)]
\ 4 A 4
12 (20 mg) autres
phénylpropanoides
(48 mg CLMP
gradient CHOH/H,O
silicagel 60H
gradient AcCOEt/CHOH/H,O
A 4 \ 4
13 (33 mg) 14 (10 mg)
v
7 (37 mg)

Schéma 3. Etapes de I'isolement des cinq molécutgstenues des parties aériennes de

Ballota pseudodictamnus

98

© 2007 Tous droits réservés.

http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

3.3.2. Identification des composeés

Composé 12

Fig.55. Composé 12

L'observation du spectre de RMN dd du composd? (fig.55-56) montre cing signaux dans
la région des aromatiques. Les deux doubleis7ébs et 6,33 (=15,9 Hz) sont en faveur
d’'une double liaison en positidrans Les trois autres signaux situés @,05 (d,J=2 Hz),o
6,93 (dd,J=8,2 Hz, 2 Hz) et 6,76 (d,J=8,2 Hz) forment un signal ABX correspondant a un
noyau phényl 1,3,4-trisubstitué. L'ensemble de @ag signaux correspond & un résigu
caféyl. L’analyse par impact électronique en smagétrie de masse (SM-IE) montre le pic de
base a un rappom/zde 180, ce qui vient confirmer la présence d’'udeacaféique dans la

structure de la molécule.

Les autres signaux du spectre de RMNHdwsont plus difficilement interprétables. Les
deux signaux observésdb,37 et 2,81 sont expliqués par I'estérification de I'acichféique
par I'hnydroxyle en 2 d’'un acide malique. Dans lecspe SM-IE, un pic an/z 134 vient
confirmer la possibilité d’'une telle substitution.

Le produit est identifié comme étant I'acide)-caféylmalique (ou acide phasélique) par
comparaison a un témoin pur d’acide caféylmaliqupag confrontation des déplacements
chimiques en RMN ddH & ceux rapportés dans la littérature (Wang 1998sti®002)
(tableau 16). Ce composé connu a été isolé poprelmiére fois ddPhaseolus vulgarig..
(Fabacées) (Scarpati 1960). Dans le spectre SMith, inoléculaire, bien que faible, est

observable au rappari/z296.
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8.0
ppm (f1)

Fig.56. Spectre de RMN duH du composé 12 & 300 MHz dans GOD

Tableau 16.RMN du'H et du**C de12 (300 MHz,5, J en Hz ; 75 MHz§ ; CD;OD) et de
I'acide caféylmalique (500 MH%, J en Hz ; 125 MHz§ ; D,O)

© 2007 Tous droits réservés.

compose 12 acide caféylmalique

1H 13C 1H | 13C
acide malique
1 - 169,2 - 178,4
2 5,37d 0,9H2 71,0 5,12 dd{1,3Hz, 2,7Hy 73,9
3-a 2,61 dd (1,4Hz, 15,4Hp
3B 28Lm 319 1 277dd(5.4Hz, 2,87 |
4 - 169,1 - 177,5
acide caféique
1 - 127,5 - 127,3
2 7,05 d H2) 116,1 7,17 sl 114,7
3 - 147,5 - 147,2
4 - 150,5 - 144 4
5’ 6,76 d 8,1H2 117,4 6,90 d§,2H2 115,3
6’ 6,93 dd 8,1H2 124,3 7,10 1229
o 6,33 d (15,9H2 1149 6,38 d{6H2 116,4
B 7,55 d (5,9H2 148,7 7,62 d{6H2 146,3
CO - 174,3 - -
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Composé 13

Fig.57. Composé 13

L’'analyse par spectrométrie de masslectrospray-ionspray(SM-ESI) du composél3
(fig.57) montre la présence d’un ion pseudo-moldical[M+Na] ayant un rapponn/zde 647

en ionisation positive, compatible avec la formuolete GgH3z6O;5.

Sur le spectre de RMN di (fig.58), I'observation de la région des aromagisjmous montre
gue ce composé appartient a la méme série quensedamposes isolés ddarrubium
peregrinum En effet, les déplacements chimiques et couplagsssignaux observés dans
cette région sont trés proches de ceux que noussal@nnés pour les composea 9. On
retrouve ici les deux doublets alcéniqué$,28 ets 7,60,J=15,9 Hz) et le systeme ABX (
7,07, d,J=1,9 Hz ;6 6,95, ddJ=8,2 Hz, 1,9Hz § 6,79, d,J=8,2 Hz) correspondant a I'acide
(E)-caféique (acide 3,4-dihydroxycinnamique) d’'unet pde systeme ABX{ 6,69, d,J=1,6
Hz ; 6 6,68, d,J=8,2 Hz ;5 6,56, dd,J=8,1 Hz, 1,6 Hz) caractéristique de I'hydroxytyrosol
(3,4-dihydroxyphényléthanol) d’autre part. Le teplobservé & 2,78 est un autre signal
révélateur de la présence de I'hnydroxytyrosol.olirespond aux deux protons situéspete

I'oxygene.

Entred 3,2 etd 4,2, on a un ensemble de signaux correspondabgiplement a 'ensemble
des protons adjacents aux fonctions alcooliqueso(skaires ou primaires) des oses, certains

pouvant d'ailleurs se superposer.

La partie du spectre allant det4,2 adé 5,2 est plus informative. Par simple comparais@ta
les signaux du forsythoside B et du ballotétrosatepeut dire que les doublets observés a
4,37 (=7,7 Hz) et aé 5,20 (=1,7 Hz) correspondent respectivement aux protons
anomeériques d@-D-glucose et de di-L-rhamnose. La présence de ce dernier est pauesll

confirmée par la présence d'un doublet tres cariatitie du méthyl (position 6’) de cet ose
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(6 1,10, 3H,J=6,1 Hz). Le signal observésa4,94 correspond au proton 4 du glucose, dont la
fonction hydroxyle est esterifiée par l'acide cgté@. Les déplacements chimiques, trés
proches de ceux observés pour les composés deegty nous avons déja isolés, suggerent
un schéma de substitution identique.

Il est tout a fait probable, étant donnés la mass#éculaire du composé3 et les
informations obtenues par le spectre de RMN'duque le composé isolé soit constitué de
deux génines (aciddE)-caféique et hydroxytyrosol) et de deux osgd{glucose eto-L-
rhamnose ; par rapport au forsythoside B, un apios@que) et que ces unités soient
assemblées de la méme maniére, c'est-a-dire quglueose est substitué en 1 par

I’hydroxytyrosol, en 3 par le rhamnose et en 4lf@@ide caféique.

La structure de cette molécule correpondrait dofiackéoside, composé assez couramment
rencontré. Les identités de Rf sur CCM et de tedwsétention en CLHP par rapport a un
échantillon authentique ont été déterminées ddfé&relits systemes de solvants. Par ailleurs,
les déplacements chimiques de tous les signauxviv @ 'H sont identiques & ceux donnés
dans la littérature (Kirmizibekmez 2002, Owen 2008% &ignaux des protons des oses sont
attribués précisément par comparaison avec unrspiees détaillé réalisé a 500 MHz (Owen
2003).

rF
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.C

Fig.58. Spectre de RMN dutH du composé 13 (300 MHz, CEDD)

ppm(tl)
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La structure du composé&3 a donc pu étre établie comme étant le 3,4-dihygfbx
phényléthoxy©-[a-L-rhamnopyranosyl-(% 3)]-4-O-(E)-caféyl{3-D-glucopyranoside,
couramment appelé actéoside, verbascoside ou kirsagiui a été identifié pour la premiére
fois dans I'espéceVerbascum sinuatuml. (Scrophulariacées) (Scarpati 1963). Les
déplacements chimiques des signaux observés en RMN et du™>C sont présentés dans le

tableau 17 avec leurs attributions et ceux troula#ss la littérature (Kirmizibekmez 2002).
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Tableau 17.RMN du'H (5, J en Hz) du composE3 et de I'actéoside & 300 MHz dans
CD;OD. RMN du®C (5) de I'actéoside & 75 MHz.

© 2007 Tous droits réservés.

composé 13 actéoside
lH lH ‘ ISC
hydroxytyrosol
1 - - 131,4
2 6,69 d (,6H2 6,69 d (,8H2 117,1
3 - - 146,1
4 - - 144,7
5 6,68 d 8,2H2 6,68 d BH2) 116,3
6,56 dd {,6Hz | 6,56 dd {,8Hz
6 8,1H2) 8H2) 1212
3,75 m
a 4,04 dd 7,8Hz 3,72-4,04 m 72,3
16,3H2
B 2,78t ({,4H2 2,801t {,6H2 36,3
acide caféique
1 - - 127,6
2 7,07 d (,9H2 7,05d (,8H2 115,2
3 - - 146,8
4 - - 149,8
5 6,79 d 8,2H2 6,78 d 8,2H2 116,5
, 6,95dd (,9Hz | 6,96 dd {,8Hz
6 8,2H2) 8,2H2) 123,2
o 6,28d (59H2 | 6,27d (5,9H) | 1147
p 7,60d (@59H2 | 7,59d (59H) | 148,0
CO - - 168,3
glucose
1" 4,37d {,7H2 4,37 d 7,8H2 104,2
" 3,39 dd 7,8Hz
2 3,41t 8,5H2 9HZ) 76,2
3” 3,821 0,2H2 3,81t QH2 81,6
4" 4,94t 0,3H2) 4,95 t OH2) 70,4
5” 3,52 m 3,50 m 76,0
6" (a eth) 3,51-3,62 m 3,64 m 62,3
rhamnose
1" 5.20d (,7H2 5,16 d {,7H2 103,0
3,91dd ¢,7Hz
2 3,93 m et3,4H) 72,3
3,58 dd 8,4Hz
3 3,58 m 9,4H2) 72,0
4" 3.30t0,4H2 3,291t 0,4H2 73,8
5" 3,60 m 3,65m 70,5
6" 1,10d 6,1H2 1,09 d 6,8H2 18,5
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Composé 7

1 3 OH

Fig.59. Composé 7

La structure de ce composeé (fig.59) a été étalimnce étant celle du forsythoside B. Ce
composé étant strictement identique au produdéja décrit (page 70), sa détermination
structurale n'est pas redétaillée ici. De méme, pesidonnées de RMN di et du™>C, on

pourra se reporter au tableau 11, page 73.
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Composé 14

OH O
Fig.60. Composé 14

La spectrométrie de masse en metkctrospraydu composé4 (fig.60) donne une masse
[M+H]" de 433, compatible avec la formule brutgHGoOxo.

Le spectre de RMN ddH, tout d’abord réalisé dans @DD (fig.61), rappelle celui des
hétérosides de flavonoides dont la structure dstrdénée plus haut. On observe des signaux
compatibles avec la structure d’'une flavone dangtpon des aromatiques, et un doublet
susceptible de correspondre au proton anomeérique dse. Méme si les déplacements
chimiques dans la région des aromatiques ne camegnt pas exactement a ceux trouves
dans la littérature pour I'apigénine, puisque noasons pas trouvé de données dans@ID

la nature des massifs et la constante de couplag incitent a penser gu'il s’agit bien d’'un
hétéroside de ce composé : on observe un singulé6B, s, H-3), deux doublets couplés
avec une faible constante correspondant aux pratorey/cle A § 6,49, d,J=2,1 Hz, H6 ;6
6,79, d,J=2,2 Hz, H8) et deux doublets couplés plus fortentgpiques de la substitution en
paradu cycle B § 6,93, dJ=8,9 Hz, H3’-5" ;6 7,86, d J=8,9 Hz, H2'-6’).
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2.6  3-5

Fig.61. Spectre de RMN duH du composé 14 & 300 MHz dans GOD

Le spectre de RMN diH enregistré dans le DMS@B présente effectivement toutes les

caractéristiques de I'apigénine-7-glucoside. Cstigalement confirmé par la RMN tc.

La structure du composl a donc pu étre établie comme étant le 5,7,4’-thibyyflavone-7-
O-B-D-glucopyranoside, généralement appelé apigénigerdbside ou cosmosiine, qui a été
isolé pour la premiére fois déosmos bipinnatu€av. (Asteracées) (Nakaoki 1935). Les
déplacements chimiques des signaux observés en RMN et du™*C sont présentés dans le
tableau 18 avec leurs attributions et ceux trowdagss la littérature (Oyama 2004, Agrawal
1989).
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Tableau 18.RMN du'H et du**C du composé4 (500 MHz,5, J en Hz ; 125 MHz§) et de
I'apigénine-7-glucoside dans le DMSdB: RMN du'H du composé4 dans CROD (300
MHz, 6, J en Hz).

composé 14 apigénine-7-glucoside
H H 130 1 13
(CD30D) | (DMSO-d6)
apigénine
2 - - 164,1 - 164,2
3 6,63 s 6,89 s 103,0 6,86 s 103,(
4 - - 181,6 - 181,6
5 - - 161,0 - 161,0
6,49d 6,46 d
6 (2.1H2) (2.1H2) 99,4 6,44 dZ,2H2 99,6
7 - - 162,7 - 162,8
6,79d 6,84 d
8 (2.2H2) (2.1H2) 94,8 6,82 dZ,2H2 94,9
9 - - 156,7 - 156,8
10 - - 105,1 - 105,3
1 - - 121,1 - 121,1
pe 7,86 d 7,99d
2’-6 (8.9H2) (8.9H2) 128,0 7,95 d§,8H2 128,1
. 6,93 d 6,96 d
3-5 (8.9H2) (8.9H2) 115,7 6,93 d§,8H2 115,8
4 - - 160,8 - 160,9
HO-5 - 13,00 s - 12,95 s -
glucose
17 507d | 509d | 543 5,05 d7,3H2) 100,3
(7,4H2 (7,4H2 ' ’ ’ '
” 3,19t
2 (8.9H)) 73,6 73,1
3" 3,48 m 76,8 3,1-32m; 3,4-35m 77,0
4" 3,4-40m| 3,27 m 69,9 69,9
5” 3,31 m 77,6 76,4
" 3,73d
6 (11H2 61,0 3,6-3,7m 60,8
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C. Activité antioxydante de composés isolés des genres Marrubium et Ballota

L’activité antiradicalaire de composeés isolés asdan premier temps été évaluée par leur
activité inhibitrice sur une solution méthanolicqie DPPH, mesurée a 517 nm. La substance
de référence était le Trolox (acide 6-hydroxy-2&-fétraméthyl-chroman-2-carboxylique)
(fig.62), qui a montré une &l(concentration inhibant 50% du radical DPPH) de 12vb(cf.
fig.63).

HO
O

© OH

Fig.62. Structure du Trolox

Les composés qui ont été testés sont :

* un diterpéne (la marrubiing,

» quatre flavonoides : la ladanéigda 6-hydroxy-5,7,4'-triméthoxyflavoré la
terniflorine 6 (Qui posséde un groupement coumaryle potentiellea@ioxydant) et
I'apigénine-7-glucosidé4

* quatre phénylpropanoides : le forsythoddé le ballotétroside, I'acide phasélique
12 et le verbascosidE3 (dont nous verrons qu'il a été également isoléidpia alba).

Les résultats sont présentés dans la figure 63.
On notera dans un premier temps que la marrutline’@ aucune activité vis-a-vis du radical
DPPH aux concentrations testées, ce qui est logitarg donnée sa structure dénuée de

groupement phénolique ou de tout autre groupenmmicpour étre antioxydant.

Les flavones testées montrent une certaine activitdis aucune d’entre elles n’est

suffisamment active pour qu’unesgpuisse étre établie.

En revanche, tous les phénylpropanoides testésnsecvélés tres actifs. L'acide phasélique
(12), seul de ces composés a ne posséder gu'uneganile phénolique, possede ladda
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plus élevée (26,4 uM), c’est-a-dire I'activité lugpfaible. Les autres produits présentent des
profils de réduction du radical DPPH trés similaiegre eux, avec des 4glrespectives de
11,1 uM, 9,1 uM et 8,3 uM pour les compo%8s7 et 8.

== trolox
i1

—— 3

% Réduction DPPH

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Concentration (pmol/L)

Fig.63. Activité captatrice du radical DPPH de compsés isolés des genr&sarrubium et
Ballota

On peut conclure de cet essai que les groupemeantho-diphénoliques des
phénylpropanoides leur conféerent une activité agtiante bien supérieure a celle des
flavones testées. Ceci peut étre du a un trandtentadical entre les deux OH, de facon
intramoléculaire, qui permet une stabilisation\ate2un transfert intermoléculaire. Trois cas
sont a souligner :
* Le composd? (acide phasélique) est moins actif que les apinésylpropanoides car
il possede un nombre inférieur de fonctiongo-diphénol.
* Le composé 6 est peu antioxydant malgré la présence d'un groepe
phénylpropanoique car celui-ci ne comporte qu'umetion phénolique.
* le compos& n'est guere plus actif quk Pourtant il posséde bien une fonctatho-
diphénol en 5 et 6. Ceci s’explique probablement |pafait que 'OH en 5 est
impliqué dans une liaison hydrogene avec la céeané et n’est donc pas disponible

pour I'action antiradicalaire.
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D. Discussion sur les genres Ballota et Marrubium

1. Intérét chimiotaxonomique
La présente étude a permis l'isolement de neuf oz deMarrubium peregrinumDeux

avaient déja été rapportés dans cette espéce.epesustres étaient connus, mais nouveaux
dans cette espece. Aucun des produits isolé8aleta larendana(trois) ni de Ballota
pseudodictamnuguatre) n’avaient non plus été rapportés danesgsces. Ces informations

peuvent constituer a long terme un intérét chimximt@mique.

Parmi les produits déja signalés dans la littéeatitmmme présents ch&k peregrinum peu
ont été retrouvés au cours de nos travaux: sealsmhrrubiine et la 5,6,7,4-
tétraméthoxyflavone ont été ré-isolés. L’apigénifiactéoside et lep-sitostérol ont été
détectés mais non isolés. lls semblaient présentguantités assez faibles. Néanmoins, la
composition de I'échantillon étudié est cohérenée papport aux travaux antérieurs, les
mémes groupes de molécules étant présents : diegpl@bdaniques de type marrubiine,
phénylpropanoides de structures proches de cellaaéoside et flavones dont les positions
d’hydroxylation communes sont en 5, 7 et 4’, ceagiicourant, mais pouvant étre également
hydroxylées en 6 et plus ou moins méthoxylées. Geairait étre expliqué par I'existence de
sous-especes de localisation géographique et deasion chimique différentes ou par
d’autres dates de récoltes. QuanBallota larendanaet Ballota pseudodictamnudeurs
polyphénols avaient été trop peu étudiés pour au'@omparaison des résultats soit

pertinente.

Parmi I'ensemble des molécules isolées des trqueces (dans ce mémoire ou auparavant)
aucune n’est spécifique. La plupart des composaerivdéja été isolés des deux genres. On
peut cependant souligner :
* que le ballotétroside a été isolé ici seulement petroisieme fois du réegne végétal et
n’a pour I'instant été rencontré que dans les gadadiota et Marrubium Pour autant,
il ne constitue pas un marqueur de ces genres |pllistp pas été rencontré dans
'espéceBallota acetabulosaL.) Benth., qui a été étudiée dans notre labaeato
(Sahpaz 1997).
* que la marrubiine et les diterpénes voisins (prémhgine, pérégrinine, prépérégrinine,
cyllénines A, pérégrinol...) sont des marqueurs [@giés du genrdlarrubium mais
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gu'aucun n’est spécifique d'une espece en paréculPar exemple, parmi les
composeés les plus rares, la pérégrinine a étéeistddarrubium peregrinunet M.
velutinumSibth. & Sm. (Salei 1967, Karioti 2005) et les éylines A deMarrubium
vulgare M. cylleneunBoiss. & Heldr.,M. peregrinum(Fulke 1968, Karioti 2005 et ce
mémoire) et tres récemment Blarrubium globosunMontbr. et Auch. ex Benth. ssp.
libanoticumBoiss. (Rigano 2006)

* que si les flavones 5,6,7,4'- téitasubstituées ne sont ni spécifiques du genre
Marrubium ni distinctives de celui-ci par rapportBallota (la ladanéine ayant été
rapportée cheBallota hirsutaBenth, B. acetabulosat B. saxatilissbsp.saxatilis
Sieber ex J & C Presl. (Ferreres 1986, Mericli 198&o0glu 1999), les tri- et
tétraméthoxyflavones (composé®t5) n’ont a notre connaissance jamais été isolées
du genreBallota et I'ont été une seule autre fois du geli@rubium de I'especéVl.
velutinum(Karioti 2005).

e que la 5-hydroxy-7,4’-diméthoxyflavone n’a pas, @ra connaissance été détectée
dans le genr&arrubium Ce n’est pas une molécule trés frequemment reremmas
méme dans le genigallota ou elle n’a été identifiee que dans trois esped&sdiota
pseudodictamnug..) Benth. (tribuPseudodictamnys B. inaequidengdub.-Mor &
Patzak etB. rotundifolia C. Koch (tribu Microselidag, sur treize testées (Cio
2005).

On peut donc conclure que, si aucune des molécsldges deM. peregrinumn’est
spécifique, la présence exclusive de diterpenesarapfes a la marrubiine confirme
indubitablement son appartenance au géviegrubium et que la présence simultanée de
certains composés marquent son originalité : saposition chimique semble assez proche
d'une seule espéceylarrubium velutinum dont elle se distingue par la présence de
ballotétroside et I'absence d’autres phénylpropdemiétrasaccharidiques, les vélutinosides |
et Il (Karioti 2003). L'étude deBallota larendanaet B. pseudodictamnus été moins
approfondie et aucun composé particulierementastant du point de vue taxonomique n'a
éte identifié. La 5-hydroxy-7,4’-diméthoxyflavonevaat précédemment été isolée &e
pseudodictamnuscette molécule est assez rare et peut étre @m@siccomme intéressante
pour lidentification de I'espece. D’'une maniere ggale, il semble que l'identification de
génines flavoniques méthoxylées puisse présenteinténét chimiotaxonomique dans les

genreBallota etMarrubium
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2. Intérét pharmacologique

Nous avons pu montrer I'activité antiradicalaire delécules polyphénoliques issues des
especesallota larendanaB. pseudodictamnust Marrubium peregrinungrace a un test en
solution utilisant le radical DPPH. L'utilisation ddPPH en tant que révélateur pour CCM a
également facilité la détection de certains compo: 4), qui étaient difficilement
visualisables au moyen de révélateurs classiguaseole diphénylborate d’éthanolamine, en
raison de leur méthoxylation (qui limite leur flescence) et de la superposition sur les

plaques de CCM.

Les composés les plus intéressants du point dedeuéactivité antiradicalaire sont les
phénylpropanoides en raison de leur(s) noyawftho-dihydroxylé(s). Certaines de ces
molécules ayant déja été isolées dans notre ladratles especeBallota nigra L. et
Marrubium vulgarelL., on peut souligner que I'intérét de ces moléswatioxydantes a déja
étée étudié de facon plus approfondie (Daels-Rakistma 2000, Seidel 2000, Martin-Nizard
2003). Voici les activités qui ont été démontrées :

» Activité inhibitrice vis-a-vis d’especes réactives ltbxygene (peroxyde d’hydrogene,
acide hypochloreux, superoxyde, hydroxyle) en mmdekllulaire et cellulaire

* Test d'inhibitionin vitro de 'oxydation des LDL par le cuivre ou un azdatiur, le
dichlorhydrate de la 2,2’-azobis-2-méthylpropiondimé (AAPH) : Ck, respectives
de 9,5 uM (acide caféylmalique), 1,0 uM (actéoside) uM (forsythoside B), 1,8
MM (arénarioside) et 7,5 uM (ballotétroside)

» Effet cytoprotecteur vis-a-vis de cellules endatiiés d’'aorte bovine (BAEC) mises
en contact avec des LDL oxydées a I'air : baisskadeite extracellulaire de la lactate
déshydrogénase, maintien de I'activité réductries thitochondries et réduction de
'accumulation d’hydroperoxydes.

e Diminution de 25 a 40% de la libération, par les BAEZ=ndothéline-1 (ET-1),
peptide a effet vasoconstricteur relargué par édisiles endothéliales, ce qui apparait
comme un avantage non négligeable pour l'utilisaties phénylpropanoides dans la
prévention de l'infarctus du myocarde.

Le potentiel des plantes, extraits ou substancesspgasus des genrBsllota et Marrubium
en tant qu’antioxydant pourrait s’avérer particidident intéressant dans la prévention de

linfarctus du myocarde en raison de l'effet vasaxant de la marrubiine et d’'un autre
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diterpene rencontré dans ces genres, le marrulfghBlardai 2003). Ceci pourrait constituer

un atout supplémentaire dans la lutte contre I'a@gmomposante spastique.
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2.1.3. La famille des Verbénacées et I'espece Lippia alba (Mill.)
N.E. Brown

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbénacées) est une plante miédie et alimentaire trés
répandue en Ameérique du Sud et en Amérique Centedlie.est présente sur le territoire
francais, dans les Antilles, et c’est justementaiaan pour laquelle nous avons entrepris ce
travail. En effet, une association, TAPLAMEDAROM (Assaton pour la promotion des
PLANntes MEDicinales et AROMatiques de Guadeloupe) aepris la réhabilitation de
plantes utilisées, mais privées de reconnaissande statut officiel depuis longtemps. En
suivant une double approche, scientifique et jqudi les représentants de cette association
ont fait valoir 'appartenance de ces plantes aurpaine culturel francais et I'existence de
bases solides pour l'utilisation de certaines deemriles aujourd’hui et leur inscription a la
Pharmacopée (Robard 2004).

Il faut savoir que la premiere Pharmacopée offieiélancaise a été établie en 1803, un an
apres le rétablissement de I'esclavage par Napdféehque dans ce contexte, il était hors de
guestion de laisser les esclaves noirs utiliserslepropres remedes, de peur qu’ils
empoisonnent les colons blancs. La vente de plavais du reste été interdite aux Noirs des
1794. Et ce n'est pas au moment de I'abolition’égclavage (1848), mais bien 150 ans plus
tard qu'on a entrepris de corriger cette injus(ayot 2003) !

C’est dans cette démarche que nous avons entfépuide phytochimique deippia alba qui
s'intégrait par ailleurs dans le sujet de recherdhelaboratoire de Pharmacognosie de la
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologidedslle, la famille des Verbénacées
étant proche de celle des Lamiacées a laquelletapzent les genreBallota et Marrubium,

dont certaines espéces sont étudiées dans ce reémoir

2.1.3.1. Aspects botaniques

2.1.3.1.1. Morphologie des Verbénacées

Les Verbénacées sont une famille regroupant uneaioentde genres et 2600 espéces
d’herbacées, de buissons et d'arbres. Comme paurlLBniacées, on observe tres

communément des tiges a section quadrangulaire eanactére aromatique du a la présence
d’huile essentielle. Les feuilles sont presquedor§ opposées ou verticillées et simples ; la
encore, il n’y a pas de stipules. Les fleurs soasgue toujours bisexuées et zygomorphes. Le

115

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

calice est synsépale et majoritairement pentamiggecorolle est sympétale et présente
généralement cing lobes inégaux qui peuvent padoisner un aspect fortement bilabié
évoquant celui des Lamiacées. L'androcée consistpiatre étamines didynames soudées au
tube de la corolle ou a la zone périgyne et altdr@aec les lobes. Le gynécée (dont la
structure constitue le principal outil de discriation vis-a-vis des Lamiacées) consiste en un
seul pistil, presque toujours composé de deux tagyein seul style terminal ou subterminal
et un ovaire pas ou trés légerement lobé, compteyaéralemerquatre locules (séparés par
une fausse cloison), avec chacun un seul ovulae&ilUn disque nectarifere peu développé,
hypogyne et symétrique est présent chez de nondgs@speces. Le fruit est une drupe ou est

composé de plusieurs nucules (Carr 2005).

2.1.3.1.2. Le genre Lippia
Le genreLippia appartient a la sous-espéce des Verbénoidées [abtanées). Il inclut

environ 200 espéces d’herbes, buissons et arbugiesont principalement rencontrées en
Amérique du Sud, en Amérique Centrale et en Afriqupitale (Terblanché 1996). La
classification la plus couramment utilisée estecéflablie par Moldenke, sur la base d’'une
comparaison des descriptions données de ce geneeladittérature entre 1849 et 1969.
Néanmoins, certains auteurs dénombrent jusqu’a &maxplus d’espéces, ce qui peut étre
expliqué par I'existence de plusieurs taxons ayhast caractéres en commun avec le genre
Lippia: il s’agit essentiellement des genésantholippia Aloysig Lantanaet Phyla (ISB).

De nombreuses confusions sont donc possibles. L'gkeela plus connu est bien entendu la
verveine officinaleAloysia triphylla(L’'Hér.) Britton S., qui est parfois désignée steisom
deLippia citriodora H.B.K. On peut également évoquer la plante connuiustralie sous le
nom de « lippia », mauvaise herbe notoire, qui,etfé est parfois appeldgappia canescens
Kunth., est aujourd’hui plutét rattachée au geRigyla (Phyla nodifloravar. canescens
(H.B.K.) Moldenke) (Leigh 2004). Pour la présentatidun genreLippia en général et de
'especeLippia albaen particulier, c’est la classification proposée Moldenke qui est ici

suivie.

2.1.3.1.3. Lippia alba : données botaniques et usages

a) Caracteres morphologiques
C’est un arbrisseau a longue tige gréle pubescgussirangulaire, atteignant 1,7 m de

hauteur. Les feuilles opposées ou ternées, memlsan, a petiole court (3-8 cm), présentent
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une pubescence tomenteuse grise cendrée sur begades et possedent un arbme intense. Le
limbe est elliptique, oblong et peut prendre desnéis variées avec un apex obtu, aigu ou
arrondi, une base cunéiforme ou décurrente et oiels lentés ou crénelés. Les nervures sont
fines, saillantes en-dessous.

La corolle des fleurs (floraison toute I'année) lsinche, rose ou d’'un mauve bleuatre. Le

tube, mesurant 3 & 5 mm, est rose pourpre, vial&lanc (photo 5).

Le fruit est composé de deux nucules indéhisceveés ahacun une graine brune (Adams

1972, Castro 2002, Fournet 2002, Howard 1989).

Photo 5.Lippia alba (Mill.) N.E. Brown
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Au Guatemala, trois caracteres morphologiques ontcétélés au chimiotype de seize
échantillons. Il s'agit de la largeur de la feuillde la forme de son extrémité (aiglie ou
arrondie), et de la longueur de la tige florale chamiotype myrcénone est caractérisé par des
feuilles plus larges, a extrémité aigué, et desstifjorales plus courtes que le chimiotype
citral. Les auteurs ont donc supposé l'existencedel@x sous-espéces déppia alba au
Guatemala (Fischer 2004).

b) Répartition géographigue
Lippia alba est assez largement répandue en Amérique Centraa Amérique du Sud,

principalement au Brésil et au nord de I'’ArgentiB#e croit sur des sols sablonneux, au bord
des riviéres, dans les zones tropicales et subtitgs. Sa présence est également rapportée en

Afrique tropicale, en Inde et en Australie.

c) Synonymie
De nombreux synonymes sont rapportés (Pascual 208dlz@anché 1996, Lawrence 1984,

ISB) :
* Camara albaMill.) Kuntze

* Lippia alba(N.E.) Brown ex. Britton & Wilson

» Lippia asperifoliaA. Rich.Lippia asperifoliaPoepp Lippia asperifoliaMarthe

+ Lippia balsameaart.”

* Lippia capensigThunb.) Spreng.

» Lippia citrata Cham. Et Schlechttippia citrataWilld.*/ Lippia citrata Cham.

» Lippia crenataSessé & Moc.

* Lippia geminata microphyll&riseb.

» Lippia geminateH.B.K.*/Lippia geminatakunth* et var.microphyllaGriseb.

» Lippia glabriflora Kuntze

» Lippia globifloraKuntze*/Lippia globiflora(L'Hér.) Kuntze et varnormalisKuntze,
glabriusculakKuntze,microphylla(Griseb.) Kuntzegeminata(Kunth) Kuntze

* Lippia havanensiJurcz

* Lippia involucrataL.

* Lippia lantanoidesCoult. /Lippia lantanoidegLam.) Herter

" Synonymes de la variétéppia albavar. globiflora (L’'Hér.) Moldenke (Pascual 2001a).
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* Lippia panamensiSurcz.

» Lippia trifolia Sessé & Moc.

» Lippia virgataSessé et Moc.

* Lantana albaMill.

* Lantana canescertsort.

* Lantana geminatéH.B.K.) Sprengll. geminataSprenglL. geminata(Kunth)Spreng.

* Lantana lavandulaceMilld.

* Lantana lippioidedHook & Arn.

* Lantana mollissimdestf.

* Phyla geminatad.B.K.

* Verbena globiflora_’Hér.

* Verbena lantanoidewVilld.

* Verbena odoratsteud.

e Zapania globiflora(L’'Hér.) Willd.

* Zapania lantanoidesam.

e Zapania odorataPers.

e Zapania odoratissim&cop.
Cette abondance de noms peut témoigner a la fdessplEssible variabilité morphologique de
cette espece et des subtiles distinctions taxon@signtre plusieurs genres de la famille des

Verbénacees (ce theme a été évoqué plus haut).

d) Variétés signalées
Nous avons pu relever plusieurs taxons infraspém8qOliveira 2006) :

» Lippia albaf. alba Moldenke

» Lippia albaf. intermediaMoldenke, dont le nom vernaculaire au Brésil serai
« carmelitana »

* Lippia albaf. macrophyllaMoldenke

* Lippia albaf. scabraMoldenke

* Lippia albavar. globiflora (L'Hér.) Moldenke, pour laquelle I'appellation « &za
lemon verbena » est rencontrée

» Lippia albavar.carteraeMoldenke, appelée « licorice verbena », cara&énmr des
fleurs jaunes et une odeur particuliére (huile misske a teneur élevée en estragole)
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En outre, des cultivars sont mentionnés, au Be¢sih Inde (Gupta 2001, Kumar 2002) :
* Lippia albacv. LAC-1
* Lippia albacv. LAC-2 (stérile)
» Lippia albacv. Kavach (stérile, issu de I'accession LAC-2)
* Lippia albacv. CIMAP/L-601 (mutant obtenu par irradiation de@-2)
» Lippia albacv. Bhurakshak (CIMAP/L-640) (mutant breveté obteauirradiation de
LAC-2)

e) Noms vernaculaires
De nombreux pays étant concerneés, les noms verimasuddoondent :

» Antilles frangaises : mélisse, brisée, brizé, lankpétité lanmérik, thé d’Amérique,
thé karayib, chin, thé de Chine, sauge du Brésjl, \serveine blanche, quintonine,
kentonin, vévenn blan, mélisse de calme, milis alink piepiepao, twa tass (Grenand
2004).

* Argentine : salvia morada, salvia del campo, sals@yia maestra, salvia de jardin,
salvia de la casa, kagueta iché itaa (Schroedet, 200 1997)

» Bolivie : ivirakati (Bourdy 2004)

» Brésil : erva-cidreira (Zoghbi 1998), cidreira (Vdl899), falsa melissa (Zetola 2002),
carmelitana, erva cidreira do campo, salva do Brasidrilha, cha do tabuleiro,
cidreira brava, cidreira da terra, cidrd, alecrimodmpo, cidréo, cidrilha, salsa brava,
salsa limao, salva brava, salvia, salvia da grd&n de cidra, lipia, malmequer do
mato, malva, salva, salva liméo, salva do matojlbansilvestre (Corréa 1992)

* Colombie: pronto alivio (Antioquia), curatodo, oaé® de cerro (Magdalena)
(Stashenko 2003)

» Cuba : quitadolor, anis de Espafia (Pino Alea 1996)

» Etats-Unis d’Amérique: white lippia, hierba del neghierba negra, bushy lippia,
bushy matgrass, alfombirillia, cidrilla, hierba bagnregano de burro, salva do Brasil,
salva Colorado, te de Castilla, toronjil de Espafia

 Guatemala: salvia morada, salvia azul (Senatorel)2@@lvia santa, salvia sija,
junaislama (Fischer 2004), juanilama (Girén 1991)

* Honduras : juanilama, oregan de monte

e Jamaique : guinea mint
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* Mexique : tarete (Altschul 1973), hierba maestran{dea-Martinez 1992), mirto
(Alanis 2005)

» Sainte-Lucie : douvan tout

» Trinidad : colic mint, guinea mint, Santa Marisagan

* Venezuela : toronjil mulato
Au Brésil, ou elle est rencontrée dans tout le paysu elle est cultivée en tant que matiere
premiere pour des produits médicinaux, différentesiétés naturelles sont évoqueées,
notamment au nord-ouest du pays. Dans la forét @mexme brésilienne, la population
connaitrait deux « ethnovariétés », toutes deux l@m@ps pour soigner des maladies
différentes. L'une est appelée « cidreira » etudiisée comme antalgique et sédatif. L'autre
variété, « carmelitana », est utilisée contre lasxrd’estomac et les troubles digestifs (Castro
1998). Cette distinction sera développée dans latiepaconsacrée aux études
ethnopharmacologiques ddppia alba Il faut également signaler que le terme « cidreir
peut désigner plusieurs plantes aromatiques a adgannée et utilisées dans les troubles
digestifs pour des propriétés carminatives et spagmues :Lippia alba(Mill.) N.E. Brown,
mais aussi, entre autredlelissa officinalisL. (Lamiacées) e€Cymbopogon citratugD.C.)
Stapf. (Poacées) (Gazola 2004). Le risque de canfuest cependant faible, ces plantes étant

morphologiquement trés différentes.

f) Usages traditionnels
De par sa large distribution géographique et somddnace dans certaines contréagpia

albaa trouvé de nombreuses utilisations dans la médéditionnelle d’'une vaste partie
sud du continent américain et des iles alentour.
On l'utilise comme :
* analgésique / antiinflammatoire / antipyrétiquefdioréetique)
» stimulant
» sédatif
« antidiarrhéique / antidysenterique
* antispasmodique
Elle sert également de reméde pour :
* |es maladies de la peau
* les troubles gastrointestinaux

* les maladies hépatiques et douleurs vésiculaifeddtique)
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» les désordres menstruels (emménagogue)
* les maladies respiratoires (expectorant)

» la syphilis et la blennorragie
C’est également un élément important d’assaisonnepmr toutes sortes de plats (Pascual
2001a, Pino Alea 1996, Schroeder 2004, Vitto 1997).

2.1.3.1.4. Travaux antérieurs sur Lippia alba

a) Composition en minéraux
La composition de plusieurs macro- (azote, phosghpotassium, calcium, magnésium) et

micronutriments (cuivre, zinc, manganéese, fer)éamésurée, en Argentine, dans les feuilles
sur dix échantillons cultivés de la plante n’ayaegu aucun traitement fertilisant, pendant les
mois de septembre et novembre (période végétatives).résultats sont consignés dans le
tableau 19 (Schroeder 2004).

Tableau 19. Moyennes des quantités d’azote (N), phosphore g&gssium (K), calcium
(Ca), magnésium (Mg), cuivre (Cu), manganese (Nér)(Fe) et zinc (Zn) présentes dans la
feuille deLippia albapendant le période végétative en Argentine.

N P K Ca Mg Cu Mn Fe Zn

% mg.kg'
Septembre 1,52 0,70 0,22 1,40 0,36 | 54,10 | 91,05 | 231,20| 53,25
+0,08 | £0,05 | £0,02 | £0,04 | £0,04 | £1,73 | £0,83 | £0,76 | +0,84
Novembre| 1,02 | 0,20 0,10 1,00 0,18 | 17,80 | 74,50 | 129,50| 22,55
+0,03 | +0,06 | +0,007| 0,08 | £0,02 | #1,31 | £2,09 | +0,81 | +0,63

Le méme type d’analyse réalisé au Brésil, fourei$ désultats comparables pour les trois
minéraux communs, Ca (1,38%), K (0,25%) et Mg (0,17%n revanche, pour les
oligoéléments testés, les résultats semblent fdigrents : Fe (1,32 mg.Ky, Mn (3,05
mg.kg?) , Zn (3,41 mg.kg). Ont été testés également le sodium Na (0,04%latrinium
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Al (479 mg.kgh). Les auteurs concluaient & un intérét en tantsquece de calcium, modéré

par une teneur non négligeable en aluminium (Almaia2).

b) Investigations phytochimigues

a) Huile essentielle
La littérature est particulierement abondante shuile essentielle delLippia alba |l

semblerait qu’il existe de nombreux chimiotypeg@h la fois la teneur en huile essentielle et
sa composition soient tres variables. Les molégobes/ant étre rencontrées en quantité non
négligeable (c’est-a-dire supérieure ou égale adb%otal de I'huile essentielle ; toutes les
molécules mentionnées sont reprises dans le cegla anciens sans quantification) (quand
plusieurs méthodes ont été utilisées, nous avommueici les pourcentages obtenus par
hydrodistillation, pour que des comparaisons soipassibles entre un maximum de

publications) sont :

En Argentine
* Dipenténe (limonéne ?), D-limonéne, L-pipéritonestee 1954a, région de Santa Fe)

* Limonene, pipéritone, dihydrocarvone (Fester 195d@ion de Santa Fe)
* Limonene, lippione, pipéritone (Fester 1955, rédimre Rios)
* o-pinene, dihydrocarvone, citral, camphre (Fest&518egion de Santa Fe)
« Dihydrocarvone, 1,8-cinéole, camphre, linalol, ¢iffeester 1961a, échantillon de Isla
Puente, région de Santa Fe)
» Citral (Fester 1961a, échantillon de Villa Ana dam€haco santafesino)
« Citral, 1,8-cinéole (Fester 1961b, région de Coteds)
e Limonene (34-47%), pipéritone (37-24%), 1,8-cinédl0-13%) (Catalan 1977,
province de Tucuman)
» Deux chimiotypes, déterminés en fonction de leualisation géographique :
= Chimiotype de la région de Chaco : Citral (néragé&ranial) majoritaire en
automne (60%), valeur la plus basse observée efi@¥). Méthylhepténone
qui subit dans un degré moindre les mémes varmtiBarallélement, le taux
de linalol diminue de I'automne (0,6-1%) a I'été¥6). Le p-caryophylléne
garde un taux constant toute I'année, mais déperdiatieu de récolte (5 a
16%).
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région de Corrientes:

Tagéténdmeyrcénone +

ocyménone), myrcéne (jusqu’a 5%). Un autre échantiliie la région de

Corrientes contenait néanmoins principalement duceme (42%) et du

camphéne (30%), sans que des quantités apprécibleEgyéténone aient pu

étre détectées.

(Ricciardi 1999)
Les différents lieux de récolte sont, pour plusketé, indiqués sur la carte 1. Pour cette carte

comme pour les suivantes, une homologie de coullesr différents points indique une

homologie de composition chimique de 'huile esmtliet Les constituants évoqués ci-dessus

sont représentés dans la figure 64.
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Carte 1. Carte du nord de ’Argentine comportant ure localisation approximative des
différents sites de récolte des échantillons argens deLippia alba dont I'huile essentielle
a eté analysée dans la littérature : Santa Fe (Fester 1954, 1955, 1961a), Chaco (
Ricciardi 1999, « Fester 1961a), Entre Rios« Fester 1955), Corrientes, { Fester1961Db,
e Ricciardi 1999), Tucuman ¢ Catalan 1977)

© 2007 Tous droits réservés.

124

http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

Qoo

limonéne pipéritone lippione pipériténone dihydrocarvone
CHO RO
X NS o NS
CHO |
néral géranial méthylhepténone linalol p-caryophyllene
] | °
I
o7 | |
camphéne camphre
myrcenone ocymenone myrcene
i _0
a-pinéne
carvone

Fig.64. Principaux constituants dans 'huile esserdlle des différents échantillons de
Lippia alba étudiés en Argentine
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Au Brésil
* B-caryophylléne (24%), néral (10%), géranial (13%ndécanone (9%), (Craveiro
1981)

o Citral (65% = 28% néral et 37% géranial);caryophylléne + oxyde de-
caryophyllene (9%) (Fun 1990)
» y-terpinene (47%)p-cymene (9%)p-caryophyllene (7%) (Gomes 1993)
* Trois chimiotypes désignés comme suit :
= EQO: citral (55%), myrcene (10%p-cyméne (9%)pB-caryophyllene + oxyde
(8%)
= EQG, : citral (63-71%), limonene (23,2%)
= EQy : carvone (42-55%), limonéne (23-30%)
(Matos 1996)
» Linalol (79%), 1,8-cinéole (6%) (Frighetto 1998)
» Trois chimiotypes différents, collectés dans troisnicipalités différentes du Brésil :
= Chimiotype A (Santa Maria) : 1,8-cinéole (35%), dinéne (18%), carvone
(9%), sabinene (8%)
= Chimiotype B (Belterra) : limoneéne (32%), carvori&2%), germacréne D
(21%), myrcéne (11%)
= Chimiotype C (Chaves) : germacrene D (25%), gét¢aRo), néral (14%)3-
caryophylleéne (10%)
(Zoghbi 1998)
* Néral, géranial e-caryophyllene (Castro 2002)
» Linalol (50 a 79%), 1,8-cinéole (7 a 14%), aveaemdement et un taux de linalol
supérieurs entre décembre et mars (Atti-SerafiGR20
» B-caryophyllene (34%), oxyde giecaryophylléne (18%), citral (néral 5% + géranial
7%), curcumene (7%) (Zétola 2002)
* Linalol (76%) (Duarte 2005)
e Limonéne (27%), carvone (49%) (Braga 2005)
* Trois chimiotypes (Tavares 2005) :
= Chimiotype 1 : citral (60-72%), géraniol (8-9%), rogne (jusqu’a 5%)
= Chimiotype 2 : carvone (53-62%), limonéne (15-17¢grmacréne D (max.

6%), elémol (max. 5%)
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= Chimiotype 3 : linalol (60-74%), 1,8-cinéole (m&&b), germacrene D (max.

59%)

* Deux échantillons (Oliveira 2006) :
= Lippia alba(Mill.) N.E. Br. : citral (37%), myrcene (15%)E)-géraniol (5%),
germacrene D (5%).

= Lippia albaf. intermedia: citral (22%), nérol (10%) H)-géraniol (6%)

Les différents lieus de récolte sont, pour plus alkerté, indiqgués sur la carte 2. Les

constituants évoqués ci-dessus sont représentédalfigure 65.
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Carte 2. Carte du Brésil comportant une localisatio approximative des différents sites
de récolte des échantillons brésiliens dappia alba dont I'huile essentielle a été analysée
dans la littérature : e Craveiro 1981 ; chimiotypes A ¢), B (¢), C ( ) Zoghbi 1998 ;
Frighetto 1998 ;e Zétola 2002 ; Atti-Serafini 2002 ; chimiotypes 1 (), 2 (¢), 3 (e)
Tavares 2005 ;» Oliveira 2006. Seuls les échantillons sauvage olodgine indiquée sont
présentes.
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Fig.65. Principaux constituants identifiés dans I'ile essentielle des différents
échantillons deLippia alba étudiés au Brésil

128

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

En Colombie
Bicyclosesquiphellandréne (7%), limonene (33%)yecae (51%) (Stashenko 2068 2004)

(fig.66)

Au Costa Rica
Carvone (69%), limonéne (23%) (Ciccio 2004) (fiQ.66

A Cuba
Limonene (6-7%), pipéritenone (6-8%guaiene (10-12%), carvone (29-40%) (Pino Alea
1996) (fig.66)

Au Perou
Carvone (63%), germacrene D (6%), limonene (5%gl@req 1999) (fig.66)

Aux Etats-Unis d’Amérigue
Lippia albavar.carterae: estragole (56%), 1,8-cinéole (13%), camphene) (Tith66)

(Tucker 1999)

L QT

carvone limonene pipéritenone  camphéne 1,8-cinéole
OCH,
i : E 3
B-guaiene germacrene D bicyclosesquiphellandrene estragole

Fig.66. Principaux constituants identifiés dans I'nile essentielle de différents
échantillons deLippia alba récoltés en Colombie, a Cuba, au Pérou et aux Egatnis
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A Curacao
Citral (57%),B-caryophyllene (6%), methylhepténone (6%), citrtmi€b%) (fig.67)

(Lawrence 1984).

o @
AN (@)
CHO | oH

géranial néral p-caryophyllene méthylhepténone citronellol

Fig.67. Principaux constituants identifiés dans I'nile essentielle dé.ippia alba a
Curacao

En Uruguay
e Camphre (18%), 1,8-cinéole (16%Jj-cubébene (6%),B-caryophylléne (5%)

(Dellacassa 1990)
* linalol (55%),B-caryophyllene (9%), germacrene D (6%) (Lorenzol3(fig.68)

SE

p-caryophyllene linalol germacrene D
O
O.
camphre B-cubébene 1,8-cinéole

Fig.68. Principaux constituants identifiés dans I'mile essentielle des échantillons de
Lippia alba en Uruguay
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e Limonene (44%), pipéritone (31%), 1,8-cinéole (14¥®enatore 2001)Ursula
Fischer et Rolando Lopez affirment qu’ils nontuv@ aucun représentant de I'espece

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown au lieu de récolte indiqué (Q@maltenango). lIs

ajoutent que d’apres leurs expérimentations, haatlide cette région est inapproprié a

cette espece (Fischer 2004).

* Deux chimiotypes établis a partir de seize écHansl récoltés dans tout le
Guatemala (Fischer 2004):

Le plus rencontré, a odeur de moisi :

myrcénonéo54)-ocyménone (13%),

myrcene (7%),KE)-ocyménone (5%), germacrene D (5%)

néral (18%)

'autre (2 échantillons), a odeur de citron : géab(26%), 1,8-cinéole (23%),

Les différents lieux de récolte sont visibles sar darte 3. Les principales molécules

identifiées dans I'huile essentielle Hippia albadu Guatemala sont présentées dans la figure

69.
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Carte 3. Carte du Guatémala comportant une localidgéon approximative des différents
sites de récolte des échantillons guatémaltéquesld@pia alba dont I'huile essentielle a
été analysée dans la littérature # Senatore 2001e chimiotype « citron »,e chimiotype
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Fig.69. Principaux constituants identifiés dans I'nile essentielle des échantillons de
Lippia alba étudiés au Guatemala
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£n Inde
* Myrcene (26%), citral (16%) (Singh 1999)
Géranial (16%), myrthénal + myrthénol (10%), néf@bPbo), géraniol (7%),p-
caryophyllene + oxyde (8%), acétate de néryle ({S#&)gh 2000)
» Linalol (65%), 1,8-cinéole (7%) (Bahl 2000, cultiMaAC-2)

* Linalol (69), 1,8-cinéole + limonene (5) (Mallavata2000, cultivar “Kavach”)
« Linalol (69-72%), acétate de géranyle (6%) (Gu@l2 cultivar “Kavach”)
* Linalol (65%), citral (5%) (Bahl 2002, cultivar LA)
* Linalol (81%) (Bahl 2002, cultivar CIMAP/L-601)
» Citral (49%) (Kumar 2002, cultivar LAC-1)
* Linalol (42%), citral (27-29%), 1,8-cinéole (27-2%&Kumar 2002, cultivar breveté
CIMAP/L-640, dit “Bhurakshak”)
Les principales molécules rencontrées dans leehaissentielles indiennes dippia alba

sont présentées dans la figure 70.

f N A L
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géranial (R=CHO) linalol 1,8-cinéole p-caryophyllene
géraniol (R=CH,OH)
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¢ P g

néral (R=CHO) myrthénal (R=CHO) limonene
acétate de néryle (R=CHO-Ac) myrthénol (R=CH,OH)

Fig.70. Principaux constituants identifiés dans I'ile essentielle des différents
échantillons deLippia alba étudiés en Inde
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Tentative de synthése bibliographigue sur la composition de ’huile essentielle de Lippia
alba

Nous avons essayé de regrouper I'ensemble descatiblis disponibles sur la composition

de 'huile essentielle deippia alba et d’établir une classification qui n'a pour vdoatque
de simplifier la compréhension de ce probléme délien évitant la multiplication de
chimiotypes aux différences infimes. Une telle bgse est forcément imparfaite, aussi ne
peut-elle étre donnée qu'accompagnée des critgead guidé les choix de regroupement des
différentes publications et d’'une mise en gardetamt le lecteur a un certain recul vis-a-vis
delle.
Nous avons donc choisi comme base pour I'établisgénte notre classification :
* La nature du ou des constituants majoritaires
» Larecherche de composés secondaires dont la pegésrelle n’est pas systématique,
semble assez spécifique d’un groupe d’essences
* La prise en compte d’'une parenté entre des mokedifi@&rentes, mais présentant des
structures proches ou une origine biosynthétiqueognie (rapport de précurseur a
dérivé ou de différents dérivés d’'un précurseur rooim)
 La recherche d'une éventuelle explication géogmhi ou pédoclimatique a
I'existence de différents chimiotypes
* La prise en compte, dans la mesure du possiblesinormations disponibles dans
les publications, de I'’éventualité d’'une variatismisonniére dans la composition de
I'huile essentielle
Les différents groupes proposés sont présentéslélanhéma 4.
Le typel regroupe les échantillons ou le citral et/ou lealbl sont présents en quantité
importante et, presque toujours, majoritaire. Lpprachement est fait sur la base de la
parenté structurale et de l'origine biosynthétiqureche des deux composés (Samuelsson
1999 ; pour une illustration de la parenté biosgtitlue des différents chimiotypes, voir
figure 71). Le typda regroupe les échantillons ou le citral est maamet toute I'année, le
type Ib ceux ou c’est le linalol qui domine. Dans certaias, les deux sont détectés, mais
'un des deux est toujours largement plus importqné I'autre. Il semble que certains
individus de la région de Chaco, en Argentine, preght alternativement du citral (automne)
et du linalol (été)I€), ce qui viendrait confirmer I'unité du groupe cependant, les analyses
ont apparemment été faites sur des échantillofiérelifts, ayant simplement la méme origine

géographique (Ricciardi 1999). IBecaryophyllene n’est pas systématiquement présegis
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il est frequent, alors qu’il est rare dans les eaitiypes. Dans deux cas (sous-tigk il est
trés majoritaire (Craveiro 1981, Zetola 2002). besstypeld semble d’ailleurs davantage a
rapprocher du sous-type car le B-caryophyllene est essentiellement retrouvé dass le
échantillons classés dans ce sous-type et caelesé&thantillons du sous-tyjpe contiennent
des quantités notables de citral (12 et 23%), c@’'gst pas vrai pour le linalol.

On pourra également noter que la fréquence dutypedb dans la nature est probablement
bien plus faible que ne le laisse penser le nordereas décrits, cultivars et mutants ayant été
développés pour augmenter la teneur en linalol.

Le typell est le plus homogéne des chimiotypes majeurs ¢hantillons). On y trouve
majoritairement de la tagéténone, qui est un mélag deux isoméres, la myrcénone et
'ocyménone, la premiére étant toujours la plusralamte (Ricciardi 1999, Fischer 2004).

Le typelll , dit « limonene-carvone » comprend comme compasgsritaires le limonene
et:

* la carvone (celle-ci étant souvent prépondératypg(lia )

e une ou plusieurs autres cétones monoterpéniquestrdeture voisine et d’origine
biosynthétique probablement proche (dihydrocarvorigpione, pipériténone,
pipéritone) (Bruneton 1999) (typkb )

Dans un cas, on a mis a la fois en évidence laooary40%), la pipériténone (10%) et le
limonene (6%) (Pino Alea 1996), ce qui semble camdr la parenté des deux sous-types.

Par ailleurs, il faut préciser gu'’il existe un sipéen mixtel/lll , qui contient 63% de citral et
23% de limonene (Abreu-Matos 1996).

Les types mineur/ (Ricciardi 1999, Singh 1999y, (Gomes 1993)VI (Dellacassa 1990) et
VII (Tucker 1999) correspondent aux trois seuls cabesl impossible de relier I'échantillon

a un des trois chimiotypes majeurs. Les sept chypés constitués sont rappelés dans le
schéma 4.

Récemment, il a été démontré que les différencesod®osition de I'huile essentielle de
alba n'étaient pas dues aux conditions pédoclimatiquesyironnementales: trois
chimiotypes (citral, linalol et carvone) ont étéltimeés dans des conditions identiques
contr6lées et ont conservé leurs difféerences (TEmva@005). Cette expérience démontre
I'existence de variations génétiques infraspécéijimportantes dans la population de cette

espece.
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lllb variantes argentines
limonéne +

] X dihydrocarvone/pipéritong
'd p-caryophyllene pipériténone/lippione

[ v myrcéne—camphéne] [ Y y—terpinéne] [ VI camphre-l,s-cinéole] [ VIl estragole]

Schéma 4. Proposition de regroupement des échamitis étudiés de I'huile essentielle de
Lippia alba (3 chimiotypes majeurs comportant des sous-type3,chimiotypes mineurs
décrits une seule fois chacunj types fréquents, types rares, ---- existence d’individus
présentant des caractéres des deux types

Il est également intéressant de s'interroger séwehtuelle corrélation entre certaines
variations morphologiques évoquées chgxpia alba et la grande diversité de composition
de l'huile essentielle que nous venons de préseREmmi les sous-especes proposees par
Moldenke (cf. variétés signalées), quelques-unesblnt en effet aujourd’hui pouvoir étre
rattachées a des compositions chimiglug¥pia albavar. carteraesemble avoir a la fois une
composition chimique d’huile essentielle et descres morphologiques distincts (les fleurs
en sont jaunes, alors qu’elles sont classiquemanchbes a rose) (Tucker 1999). Cette sous-
espéece a été proposeée dans ce travail en tanhgquetypeVIl (« estragole »). En revanche,
'huile de Lippia albaf. intermediaavait pour composé majoritaire le citral et neéddit
donc pas significativement d’échantillons du type(Oliveira 2006). La composition des
huiles essentielles d’autres sous-especes n’edipadement mentionnée dans la littérature,
mais la composition de I'huile ddppia geminataH.B.K. est connue : on évoque une odeur
de carvone (Corréa 1992) et, comme constituantoritajes, I'oxyde de pipéritone et

I'oxyde de pipéritenone (Velasco-Negueruela 1993).
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Fig.71. Relations biosynthétiques entre les compasa majoritaires monoterpéniques
des chimiotypes I-VI deL. alba (les fléches en pointillées indiquent que plus dhe étape
est requise; I'locymene], isomére du myrcene, estdiqué en tant que précurseur de
'ocyménone, mais ce n’est pas un constituant majedes chimiotypes Il et IV (inspiré
de Dewick 2002)
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De plus, les cas décrits dans certains articlebksgmsortir du contexte des sous-espéeces déja
décrites. Par exemple, les deux chimiotypes dégés Fischer (2004) au Guatemala
(« citral » et « myrcénone ») different par la feret la largeur des feuilles et la longueur de
la tige Le type « myrcénone » est caractérisé par dalefe@ngulaires, significativement
plus larges et une tige florale plus courte queHemiotype « citral » Cette observation
pourrait justifier I'existence d’'un morphotype, oespondant a I'ancienne espécppia
asperifolia Rich., rejetée par Moldenke (Pascual 2001a) etuadjhui considérée comme
synonyme dd.ippia alba (Mill.) N.E. Brown: son huile essentielle était effet composée

essentiellement de tagéténdhelasco-Negueruela 1993)
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B) Polyphénols
Deux nouvelles biflavones ont été isolées de laktlichlorométhanique réalisé a partir des

feuilles d’'un chimiotype « limonene-carvone »ldjgpia alba(Mill.) N.E. Brown. Il s’agit de
la 5,5"-dihydroxy-6,4',6",3"",4""-pentaméthoxy{C7-O-C7"]-biflavone et de Ila
4'.4™ 55" -tétrahydroxy-6,6",3""-triméthoxy-[C7-O-C7"]-biflavone (fig.72) (Barbosa
2005) Au moment dimprimer ce mémoire, une publicationt esé-publiée en ligne,
rapportant I'isolement de deux phényléthanoides dimiotype myrcene-citral deippia

alba: I'isonuomioside et le décaféylverbascoside Ti).(Barbosa 2006).

O O -
oc:H3
H,CO

OR

%V\CE

Fig.72. Structure des polyphénols isolés deppia alba. (a) Biflavonoides d'un
chimiotype limonéne-carvongR=H ou CHj3). (b) Phényléthanoides d’un chimiotype
myrcene-citral : isonuomioside (R=p-D-apiose, R=(E)-caféyl) et décaféoylverbascoside

(R1=a-L-rhamnose, R=H)

Trois composés originaux (fig.73), dont lisolementété guidé par le suivi de I'activité
inhibitrice duchemokine receptor 8£CR5), ont été signalées dans une plante pémeigne

les auteurs appellentLgppia alva». Il pourrait s’agir delippia alba (Mill.) N.E. Brown,
mais le nom d’auteur de la plante n'est pas préeissbn nom d’espéce méme est écorché !
De plus, aucune mention n’'est faite d'un éventugécBnen témoin, conservé pour
vérification, ce qui laisse un certain nombre detds sur I'identité exacte de I'échantillon
étudié (Hegde 2004).
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Par ailleurs, la quantité de flavonoides préseats drois extraits hydroalcooliques issus d’'un
échantillon brésilien a été évaluée a 45 (extthamdol 40%), 61 (éthanol 60%) et 66mg/100g
(éthanol 80%) (Zétola 2002).

OR

OCH,

Fig.73. Structure des composés isolés dé ippia alva ». R=H ou CHs.

y) Iridoides

La présence d'un seul iridoide était rapportéegéeiposide (cf. fig.12) (Heinrich 1992). Au
moment ou nous imprimons ce rapport, nous décosvimolement trés récent d’un iridoide
a partir de feuilles d’'un chimiotype myrcene-citid Lippia alba Il s’agit du shanzhiside
méthyl ester, dont l'isolement est également raggpmi (cf. composé8, fig.86) (Barbosa

2006).

d) Divers

Plusieurs groupes chimiques auraient été plus oingnidentifies. Un article de revue
mentionne, pour cette espece, la présence de tdfaiide pourcentage), de saponines
triterpéniques, d’'une résine, de mucilages, aingi de <lavonoid 4-sulphates. En ce qui

concerne les saponines, l'identité de la plantaitsen fait incertaine. Il s’agit de Lippia
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alba (Mill.) N.E. Brown et/ouLippia geminataH.B.K. », ce dernier nom étant un synonyme

delLippia albavar.globiflora (L'Hér.) Moldenke (Pascual 2001a).
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c) Essais biologigues et pharmacologiques
Lippia alba est une des plantes les plus étudiées du geipga, d’'un point de vue

pharmacologique. Nous avons choisi de sépareescéfudes portant sur son huile essentielle

de celles concernant des extraits, et ou I'actié&ubstances non volatiles a été évoquée.

a) Activité de I'huile essentielle

Activité antibactérienne et antifongigue

* Lhuile essentielle cubaine a montré une activitdbamctérienne contr&scherichia

coli, Klebsiella pneumonige Serratia marcescens Enterobacter aerogengs
Staphylococcus aureuStaphylococcus epidermidiBacillus subtiliset Streptococcus
faecalis Pseudomonas aeruginosatait resistant. Les bactéries les plus sensibles
étaient les Gram positives (CMI de 0,3 a 0,6 mg(Riho Alea 1996)

e Une huile essentielle brésilienne a une CMI de @/6th sur Candida albicans
(« inhibition modérée ») (Duarte 2005) ; une intdyi importante a également été
démontrée sur la germination deolletotrichum falcatum Curvularia lunata et
Ustilago scitaminedSingh 2000)

* Les huiles essentielles dappia alba et Lippia alba f. intermediaont été testées
contre diverses bactéries et champignons pathogguees mesure du diamétre
d’inhibition et comparaison avec l'activité de I'ahothéricine B, la vancomycine et
la méthicilline. Elles ont montré une activité irggsante contre les souches testées de
Candida albicans, Candida guilliermondii, Candidaargpsilosis, Cryptococcus
neoformans, Trychophyton rubrum, Fonsecaea pedroStaphylococcus aureus,
Lactobacillus caseiet Lactobacillus mutan@ liveira 2006).

Effets sur le systéme nerveux

* Les trois chimiotypes brésiliens décrits par Matd®996) (« citral »; « citral-

limonene » ; « carvone-limonéne ») ont montré wim@a anxiolytique ¢levated-plus
maze openfield tegt(Vale 1999).

« Les mémes chimiotypes présentent une activité @mtidsivante (inhibition des
convulsions provoquées par le pentylenetétrazobz dh souris). Des constituants
importants (citral, limonéne, myrcene) sont acpfsur des doses moindres et les

auteurs les considerent comme les composés aetifisuile essentielle (Viana 2000).
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* Les chimiotypes « citral » et « citral-limonenent onontré des activités analgésiques
chez la souris, matérialisées par I'inhibition destorsions provoquées par l'acide
acétigue \Writhing tes}, le chimiotype « citral-limonéne » étant plusifadt'effet était
moins important dans le test a la formaline, et Beahimiotype « citral » augmentait
le temps de réaction dans le test de la plaguedehfuot plate tegt Concernant
l'activité antiinflammatoire, 'cedeéme de la patte Gt provoquée par le dextran est
inhibé par les deux huiles essentielles, alorssug le chimiotype « citral » est actif
sur celui induit par le carrhagénane (Viana 1998).

* Les constituants majoritaires de ces chimiotypésa(climonene, myrcene) ont été
testés sur le comportement des rats. lls se suvétése anxiolytiquesopenfield tedt
myorelaxants rpotarod tes}. Le citral s’est révélé le plus efficace des draians

I'allongement du sommeil provoqué par le pentoliatifvale 2002).

Activité antioxydante
* Les activités antioxydantes d’huiles essentiedssieés d’échantillons colombiens ont

été évaluées par le test au DPPH {CH,28 kg d’huile/mmol de DPPH), le TEAC
(TAA : 14,4mmol de Trolox/kg d’huile) (Puertas-M&j2002), et par I'inhibition de la

peroxydation de I'acide linoléique par FeS@ffet comparable a celui de la vitamine

E sur l'inhibtion de la production d’hexanal etldedégradation de I'acide linoléique)
(Stashenko 2004).

B) Activité d’extraits de feuilles
Les modes opératoires pour la réalisation desiextrdlisés dans les tests pharmacologiques

étant variés, la nature de I'extrait est préseptée chaque essai.

Activité antibactérienne et antifongique
» Ethanol 90% : pas d’activité st@scherichia coliPseudomonas aerugingsacillus

subtilis Staphylococcus aureu€andida albicanset C. parapsilosisActivité faible
sur C. tropicalis. Activité modérée surC. krusei. Technique microdilution +
bioautographie (Holetz 2002).

* Ethanol 88% : Inhibition importante d8taphylococcus aureust Streptococcus

pneumoniagactivité modérée siBtreptococcus pyogendsa technique utilisée est ici
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celle de I'antibiogramme, avec utilisation de disgjumprégnés d’extrait. Par rapport
au test précédent, ou I'extrait était inactif Staphylococcus aureusn notera ici un
procédé d’extraction beaucoup plus drastique (etiora au soxhlet a 70°C pendant 5
jours contre maceération a 25°C pendant 24 heu@ms)egfres 1991).

» Ethanol 70%: inactif su€andida albicangDuarte 2005).

 Des extraits méthanolique (macération) et aquewécdction) ont été testés sur
Escherichia coli Shigella sonngiShigella flexneriet desSalmonella Les résultats,
meilleurs avec I'extrait méthanolique, n’étaienitefois jamais exceptionnels (Alanis
2005).

Activité antivirale
 CH.CI,: toxique, « suggérant la présence de composgwdiiératifs trés actifs ».

Ethanol : actif contre HSV-1 (évaluation : effettapyathique (CPE) et synthese
protéique (incorporation d&S-méthionine), mais assez toxique contre les @sllul
HelLa aux concentrations les plus importantes test&as d’activité contre le
Poliovirusl, ni contre VSV yesicular stomatitis virygAbad 1997).

» Extrait méthanolique de feuilles et de tiges idastir BVDV-1 (bovine viral
diarrhoea virustype 1, modele pour I'étude d’activité contre leugi de I'hépatite C,
HCV), HSV-1, HSV-2, influenza de type A et HIV-1v@uation par la réduction du
CPE et de I'antigene p24 de HIV-1).

Infusion des parties souterraines geund material » présentant un indice de
sélectivité (rapport concentration cytotoxique/camtcation antivirale efficace) jugé
tres intéressant vis-a-vis durus influenzaale type A (souche H3N2) (Ruffa 2004).

» Ethanol, composés extractibles par le butanolif emntre la souche 29-R, résistante a
I'aciclovir, de HSV-1 (évalué par essai d'inhibitiode cytopathogénicite).

Ethanol, composés extractibles par l'acétate dléthyaction modérée sur PV-2
(poliovirus 2).

Aucun des extraits testés (dichlorométhane, acétbé¢hyle, butanol, obtenus
successivement par extraction liquide-liquide &ipdiun méme extrait éthanolique)

n'a montré d’activité sur la souche KOS du virusvHE(Andrighetti-Frohner 2005).
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Effets sur le systéme nerveux

» Maladie d’Alzheimer. Hexane : inactif.

Ethanol actif (inhibition des cholinestérases sucraplague en CCM) (Trevisan
2003).

» Ethanol 50% : Effets significatifs analgésiquessldaux tests chez le rat : inhibition
des contorsions abdominales provoquées par le b@nzde benzyle (n=4) et
augmentation du délai de retrait de la queue iméeedans I'eau chaude (n=7) (Costa
1991).

* Une série de tests concernant l'activité sédatige igpia alba a été menée sur
différents extraits alcooliques de feuilles (étHaa@0% : ESoy, 60% : EQow, 80% :
ESso) OU I'absence des principaux constituants de lghassentielle a été montrée.
Les résultats sont les suivants (Zétola 2002) :

= absence, pour B§, et ESoy de potentialisation de I'endormissement par le
pentobarbital. E®q, diminue le temps d’endormissement et augmenteiiéed
du sommeil.

» ESyp augmente significativement le temps de latencentad@clenchement
des convulsions induites par le pentylenetétra8l€Z). Cependant, les
diminutions observées sur le nombre de convulsaiie taux de mortalité ne
sont, elles, pas statistiquement significatives.

» ESe augmente significativement le nombre de chuteimtindie le temps
passé sur la barre rotatoire damega-rod test, ce qui témoigne d'un effet
myorelaxant et/ou sédatif.

» La température colique des rats n’est modifiée puwun des extraits par
rapport au controle.

Les auteurs remarquent la corrélation entre le @enflavonoides dans l'extrait et

I'importance de I'action (E$« est I'extrait le plus riche).

Effets sur le systéme cardiovasculaire

« Ethanol 95% : Pas d’activité vasodilatatrice (intiim des contractions induites par
KCI et phényléphrine sur rats SHR et Wistar) (Gemerr2002).

» Extrait aqueux : effet chronotrope négatif sans ifrzadion de la force de contraction

cardiaque sur cceur isolé de rat (Gazola 2004).
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Effets sur le tube digestif

* Une infusion a montré une action anti-ulcere irdgamte chez le rat Wistar, en
réduisant a court et a long termes les lésionsquuuées par I'indométhacine. Les
parametres biologiques (pH gastrique, protéinealestet groupements thiol du
mucus) n’étaient pas modifiés, le mécanisme d’aateste donc a déterminer (Pascual
2001b)

Activité antioxydante

» Extrait «hydroalcoolique » : activité antioxydan{enhibition du DPPH, de la

péroxydation lipidique) ('une des cing especesmpatb testées). Activité médiocre
en tant que capteur de radical hydroxyle et pounhibition de la mutagénése
oxydative dEscherichia colipar le ter-butyl hydroperoxyde (TBH). De plus, une
certaine toxicité aurait été observée (Ramos 2003).

d) Evaluation ethnopharmacologique
» Argentine: Les Criollos du nord-ouest du Chacoeatip utilisent Lippia alba

(appelée « salvia de Castilla ») comme antitusBf;ongestionant, pour traiter les
maux de gorge et de téte et I' « empacho » (dé€orhme une indigestion sévere
suivie par une diarrhée importante). Le remedepestaré par décoction des feuilles
et adjonction de « quemadillo » (petits morceauxclagbon issus du genre d’arbres
Prosopissaupoudrés de sucre). Il est, selon les casnbalé ou utilisé en gargarisme
(Scarpa 2004).

* Bolivie : dans la communauté Izocefo-Guarani, $é@Bamanique du Chaco bolivien
appartenant au groupe Chiriguano (ou Guaramppia alba est connue sous le hom
“ivirakati”. Feuilles et tiges sont utilisées, aprés expossglans I'eau, contre les
troubles respiratoires (Bourdy 2004).

» Brésil : Une vaste enquéte réalisée dans et admtnois villes de I'état de Sao Paulo
(Forét Atlantique Tropicale), auprés de 200 guériss, a montré une large utilisation
de Lippia alba. On utilise les feuilles (en infusion contre lesteta’excitation,

I'hypertension, , troubles digestifs, nausées atmés ; contre les blessures en usage
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externe ; contre la toux en sirop) et les racieesitifusion contre rhumes et toux) (Di
Stasi 2002).

Pres d’Oriximind (Pard), la population utilise aftas une plante appelée « erva-
cidreira» (ippia albg et une autre appelée « carmelitanabipgia alba f.
intermedig en infusion ou décoction contre diverses affemtat L'usage le plus
unanimement cité pour la premiére plante est latggd La deuxiéme est davantage
utilisée contre les maux d’estomac, les coliquebéhg et les flatulences (ces usages
sont en accord avec les informations données patr@;al998, cf. «noms
vernaculaires ») Les auteurs de l'enquéte expligugue les deux plantes se
ressemblent énormément, mais que les gens deitenr@givent & les distinguer sur la
base d’'un savoir traditionnel. Seule I’ « erva-eith » est cultivée (Oliveira 2006).

e Guatemala : dans la communauté afro-caribbéenhé/iohgston (appeléenorenosou
caribes en Espagnolgarifuna ou garinagu dans leur propre langue) sur la cote
orientale, les feuilles déippia alba sont utilisées sous différentes formes contre
plusieurs affections : toux (boire la décoctiongladies de la peau (se laver avec le
macérat), flatulences (boire l'infusion), nauséevamissements (fumer), maux de
téte (en cataplasme) (Girén 1991).

e Mexique : dans une communauté Mixéppia albaa été fréquemment citée comme
plante médicinale, indiquée dans les douleurs gaststinales (partie utilisée :
feuilles). Les auteurs l'ont estimée probablemestiva, sur la base dune
connaissance phytochimique partielle (huile esshatiet géniposide) pouvant
expliquer l'utilisation traditionnelle (action camative douce) (Heinrich 1992).

De plus, la comparaison avec une autre communaetécaine Macro-Maya, les
Zoque-Popoluca vivant dans le méme type d’envirorerg naturel (les deux ethnies
ayant un langage différent, peu de contacts ehdes différents pour désignkeippia
alba) a montré que deux usages leur étaient commursn des troubles
gynécologiques et gastrointestinaux (Leonti 2003).

Un troisieme article évoque la plante sous le mdgppia alba (Mill) Bir. Une enquéte
auprés de populations rurales mexicaines, appatemeobablement a des
communautés Huastec (c’est-a-dire appartenant allssi au groupe Maya) révéle
gue l'infusion des feuilles est utilisée pour calnkes douleurs vésiculaires et les

gastrites (Zamora-Martinez 1992).
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2.1.3.1.5. Travaux personnels
Nous avons pu travailler sur plusieurs échantilldasippia alba qui se sont révélés assez

différents, tant par leurs caracteres organoleptg(morphologie, odeur...) que par leur

composition chimique.

a) Essais des drogues végétales
Dans le cadre de la réalisation d’'une monograpbig fpa Pharmacopée Francaise, il était

nécessaire de réaliser certains essais, couranutilesés pour fixer des normes de qualité des
plantes vendues en officine. Tous ces essais éngfgctués conformément aux protocoles
figurant a la Pharmacopée Européenne (voir paxfiergmentale). Nous présentons donc les
résultats obtenus pour les lots depia alba que nous avons recus de Martinique.
Malheureusement, il nous restait trop peu du lagimel guadeloupéen (Gourbeyre) pour

pouvoir les soumettre a ces essais.

a) Perte a la dessiccation
Ce test permet d’estimer la teneur en eau d’'unet@laCette information est utile car une

plante ayant un taux d’humidité trop important degle moisir facilement et peut témoigner
d’'un mauvais séchage ou de mauvaises conditiostodkage.

Résultats obtenus :
Lot Martiniquel (M1) : 10,53 % (n=1)
Lot Martinique 2 (M2) : 7,98 % (n=3)

B) Teneur en eau
En pratique, la perte a la dessiccation est suvialable pour les plantes contenant peu ou pas

d’huile essentielle. En effet, les conditions ddesquelles est réalisé ce test permettent
I'évaporation aussi bien des substances organigokegiles que de I'eau contenue dans la
plante. Afin de mesurer uniquement la teneur encéanie drogue végétale potentiellement
riche en huile essentielle comme I'ekippia alba on peut réaliser l'essai dit de

« détermination de I'eau par entrainement ». Unaepllage référencé a la Pharmacopée
Européenne permet de séparer I'eau des substapdesphobes par dissolution de ceux-ci

dans le toluéne (non miscible a I'eau) et de medergolume d’eau dégagé par chauffage,

apres condensation.
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Résultats obtenus :
Lot M1 : 104,2 ml/kg (n=2)
Lot M2 : 85 ml/kg (n=2)

v) Teneur en huile essentielle
Les huiles essentielles, substances volatiles, sbexcellents témoins de I'état de

conservation d’'une drogue végétale. Une teneur taille peut trahir, par exemple, un
stockage trop long ou dans de mauvaises conditiensesure du volume d’huile essentielle
dégagé par hydrodistillation fait donc partie desaés classiques pratiqués sur les plantes a

essence.

Résultats obtenus :
Lot M1: 1,6 % (n=2)
Lot M2 : 1,6 % (n=1)

d) Cendres totales
L’essai des cendres totales permet d’informer auteheur en minéraux de la plante (ces

derniers n’étant pas transformés en substancesilesla haute température, contrairement

aux matieres organiques).

Résultats obtenus :
Lot M1 : 13,0 % (n=4)
Lot M2 : 11,75 % (n=4)

¢) Cendres insolubles dans I'acide chlorhydrique
Ce test met particulierement en évidence les ciomgditde récolte de la plante. Le résidu est

surtout constitué par de la silice. Sauf excepfammme dans le cas des préles), il représente

surtout le sable qui peut souiller les drogueslmates ou mal triées.

Résultats obtenus :
Lot M1 : 0,90 % (n=2)
Lot M2 : 2,51 % (n=3)
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b) Etude des constituants chimiques deippia alba
La composition chimique de plusieurs échantillomesLigppia alba a pu étre étudiée. Des

méthodes appropriées ont été utilisées pour lifleation des molécules, quelles soient
volatiles et présentes dans I'huile essentielleégfuiion par hydrodistillation et identification
par chromatographie en phase gazeuse couplée getaramétrie de masse) ou polaires
(extraction, isolement par chromatographie liquetlelétermination structurale par résonance
magneétique nucléaire et spectrométrie de massep 8avail a essentiellement porté sur un
lot guadeloupéen de la plante, certains essais)\@mmoins été réalisés sur d'autres lots :
guelques molécules ont pu étre isolées ou ideasiffans un lot martiniquais et des huiles
essentielles originaires a la fois de Guadeloupéidrtinique et de Guyane ont été analysées.
Dans cette partie, les molécules sont traitéesfgraille chimique (qui correspond plus ou
moins a l'ordre chronologique de réalisation dasdux). A la fin, une récapitulation et une

comparaison des différents échantillons serontqgeées.

a) Isolement de métabolites secondaires non voldigistraits delippia alba
Les schémas 5 et 6 présentent les étapes qui ot anisolement de composés polaires des

extraits méthanoliques et hydrométhanoliques dés dmadeloupéen (principalement) et
martiniquais deLippia alba Pour les explications techniques concernant |éshodes
utilisées, on pourra se reporter a la section exgértale. L’échantillon martiniquais utilisé
pour la purification de produits est le lot 2, éittité de composition des lots 1 et 2 ayant été

constatée par CLHP et ce dernier paraissant uplpswabondant en composeés.
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Lot de Gourbeyre

Lippia alba(Gourbeyre)
feuilles broyées (450 g)

Extraction (3x 24 h,2,51L)

A 4 A 4 A 4
Extrait CH,Cl, [ Extrait CH;OH (65 g) ] Extrait CHLOH/H,O (39 g) ]
(20'8 g) Repris dans kO ) Sephadex LH-20
Extraction L/L gradient HO/CH;OH
v h 4 v
EtP ACOEt BuOH Y Y
[ flavonoides 2] [ flavonoides 3]
(1420 mg) (22 g9)
CLMP gradien Sephadex LH-20
H,O/CHOH J gradient HO/CH,OH flavonoides 1
—Y A
13 iridoides CLMP

(694 mg) CLMP gradient ¢ H.0

i H,O/CH,OH
7 28

(214 mg) 16 [ ]
\T/ (1547 mq)
p N CLMP gradient

22 H,O/CH;OH

(311 mg) 17/18 h 4

-/ 30
CLHP HO (25 mg)
15
CLMP (97 mg)
H,O/CHOH A 4 CLHP H,0/CH;OH CLMP gradient
(3:2) 18 (88:12) H,O/CHOH
A (66mg) 19/20/21 Y

24 p N 27
(983 mg) 19 (35 mg)
17 (23 mg)

(54 mg) :I ?i

20 (28 mg)
(18 mg) i
P 2 25
21 (26 mg)
(11 mg) D
|

Schéma 5. Extraction et isolement de molécules desliilles deLippia alba (Gourbeyre,
Guadeloupe)
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Lot de Martinique
Lippia alba(Martinique)
feuilles broyées (300 g)
Extraction (3x 24 h,2,51L)
A\ 4 v v
Extrait CH,CI, ] [ Extrait CHOH (22,7 g) ] [ Extrait CH,OH/H,O (31,2 g)

A 4

A\ 4 Y
EtP AcOEt BuOH
(4,1 mg) (12,9 9)

Sephadex LH-20
gradient HO/CH;OH

A 4

2E (20mg)
A 4

31 (45mgq)

Schéma 6. Extraction et isolement deippia alba (Martinique). ¢ : composés identifiés
par comparaison degr avec ceux des produits isolés de I'échantillon gdeloupéen et co-
élution en CLHP.
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B) Détermination structurale des métabolites sedoeslaon volatils

Iridoides

Composé 15

HO Ho
Fig.74. Composé 15

L’observation du spectre de RMN dd du composds5 (fig.74, fig.75) permet de confirmer
la nature iridoidiqgue de celui-ci par la présenee cgrtains signaux caractéristiques des
iridoides les plus couramment rencontrés. En dffgirésence de deux doublets &,71
(J=7,6 Hz) eté 5,08 0=7,8 Hz), indique l'existence dans la structurendase (lep-D-
glucose), substituant la génine au niveau de latimm hémiacétalique en position 1. De plus,
on peut dénombrer 16 pics dans le spectre de RMNGIpmod (deux d’entre eux, &171,6

et ad 113,5, étant néanmoins plus difficilement obselesb ce qui tend a confirmer la
substitution d’'une génine a squelette monoterp@ni¢l0 carbones) par un hexose (6

carbones).
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Fig.75. Spectre de RMN duiH du composé 15 (300 MHz, CEDD)
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Les signaux les plus aisément identifiables danspkctre de RMN ddH sont les deux
singulets alcéniquesdab,77 etd 7,28, qui correspondent respectivement aux profaets3 de

la génine et qui témoignent de la présence de deukles liaisons dans celle-ci, chacune
étant porteuse d’un seul atome d’hydrogéne. L’hgdne en 3 est le plus déblindé a cause du
voisinage de l'atome d’oxygéne et de celui de lacfimn carboxylique en 4 (signal du
carboxyle observable en RMN dfC &5 171,6). On peut observer un triples 2,67, qui est
assez caractéristique du proton 9 de ce type deaydres deux protons ldet 10§ ont des
déplacements chimiques singulierement élevés peasr signaux méthyléniques, ce qui
témoigne de leur position ena la fois d’un groupement hydroxy et d’'une insation. Quant

au spectre de RMN dt’C J-modulé, il permet de distinguer les signaux cqoeslant au

glucose de ceux de la génine.

A partir de ces points de départ assez aisémentifidéles, les atomes avoisinants sont
progressivement identifiés par expériences bidimoanglles de corrélatiorH-'H (COSY,
fig.76) et'H-*C (HMBC, fig.77). Le COSY indique parfaitement lofil de substitution des
carbones 5 et 6 par des taches de corrélationgssices H9-H5§ 2,6 7%-d 3,21), H5-H6 §
3,21-2,08-2,85) et H6-H7)(2,08-2,85-5,77).
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COOH COOH

s =

O RUSES

oH O OH
OH OH
HO Lo HO o
Fig.76. Corrélations COSY choisies du Fig.77. Corrélations HMBC choisies du
composeé 15 (H» H) composeé 15 (GH)

La structure du composks a donc pu étre établie comme étant I'acide gérdppse. Cette
molécule est connue et a été isolée pour la preniés deGenipa americand. (Rubiacées)
(Guarnaccia 1972). Les déplacements chimiquesigeaus observés en RMN di et du
3¢ sont présentés dans le tableau 20 avec leuitsuéitins et ceux trouvés dans la littérature

(Kirmizibekmez 2002).
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Tableau 20.RMN du'H (300 MHz,3, J en Hz) et du*C (75 MHz,5) dans CROD du
composéls et de I'acide géniposidique.

© 2007 Tous droits réservés.

composé 15 acide géniposidique
H ‘ IS H | IS
génine

1 5,08 d {,5H2 98,1 5,15 d{,6H2 98,2

3 7,28 s 149,8 7,48 s 152,9

4 - 113,5 - 113,3

5 3,21m 37,9 3,17 36,8
60 2,85 dd 16,3Hz 2,84 dd 16,3Hz

8H2) 402 8H2) 39,8
69 2,08 dd (6,3Hz ’ 2,10 dd 16,3Hz ’
8H2) 8H2)

7 5,77s 128,7 5,79 s 128,4

8 - 145,2 - 144.9

2,71 dd (t)

9 2,67t 7,6H2 47,6 (7.6H2 47.0
100 4,31.d (14,2H2 619 4,31.d (4,5H2 615
108 4,18 d (4,2H2 ' 4,19 d (4,5H2 '

11 - 171,6 - 1714

glucose

1 4,71d{,8H2 100,5 4,71 dq,8H2 100,3

2 3.23m 75,2 3,22 dd 7,8Hz 74.9

9H2)

3 3,39 m 78,1 3,38 OH2) 77,8

4 3,31 m 71,8 3,19-3,32 71,5

5 3,29 m 78,6 3,19-3,32 78,4
6'-a 3,85 d (12,3H2 3,86 d ((1,6H)

6-p 3,65 dd (1,3Hz 62,9 3,64 dd (1,6Hz 62,6
4,5H2) 5,1 H)
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Composé 16

HO o
Fig.78. Composé 16

Le spectre de RMN dtH du composé 6 (fig.78-79) présente de fortes similitudes aveaice
du composé précédent, I'acide géniposidique.

On retrouve deux singulets,éa7,23 etd 5,71, qui, comme pour le compo$B, semblent
correspondre respectivement aux protons 3 et 7edgénine iridoidique portant deux
insaturations, en 3-4 et 7-8.

On observe également deux doublets entre 4,5 etpptb qui peuvent logiquement
correspondre au proton 1 de la génine et au pramomérique de I'ose. Cependant, il existe
ici une différence notable avec le compd<e: si le signal du proton anomérique a un
déplacement chimique tres proche de celui de lagéniposidiqued(4,71 pourl5; 6 4,65
pour 16), ce qui semble indiquer que I'ose présent esbrenane fois Ig-D-glucose, I'écart
est beaucoup plus marqué dans le cas de I'hydrabéeela génines(5,08 pourl5 ; 6 5,33
pour 16), ce qui témoigne d’'une modification structuraéerdhture a provoquer ce déblindage

sur un carbone proche.

Les deux doublets observables &,27 (=14,8 Hz) ets 4,14 (=14,7 Hz) présentent une
parenté évidente avec ceux des protons #0108 dans le composEs. De méme, a 3,84
(d, J=11,8 Hz) et 3,64 (ddl=12,0 Hz et 5,0 Hz), deux massifs sont attribuépeaetivement

aux hydrogénes 6i- et 6'B du glucose, par analogie avec le spectre de RMNHldu
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composéls, ou I'on observait des signaux comparablés3a85 (d,J=12,3 Hz) et 3,65 (d,
J=11,3 Hz et 4,5 Hz).

7 1 1 10
JLJL/ e
5 67{} 5?5 5,'0 N ¥ y y I,U ().‘5

4}5 4.") Jj.S 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm)

Fig.79. Spectre de RMN dutH du composé 16 (300 MHz, CEDD)

3
_A JL
o 75 70

8.5 8. 6.

La principale différence entre les spectres de RIMNH des deux iridoides se trouve en fait
entre 2 et 3 ppm. En effet, si I'on peut supposee des deux signaux observables
correspondent toujours aux protons 6 et 9, la plidiié des massifs a été modifiée. Ainsi le
signal a8 2,87, intégrant pour un proton, pourrait corregfgerau proton 9. Il ne s’agit plus
comme dans le composEs d'un triplet, mais d'un doublet dont on peut tirdeux
renseignements : premierement, sa constante déageupst de 6,4 Hz, ce qui indique qu'il
est bien couplé avec le proton 1 de la génihné,83, d,J=6,5 Hz), ce qui confirme son
attribution ; deuxiemement sa multiplicité indigge'il n’a qu’un seul voisin, ce qui induit a
penser que le carbone 5 serait cette fois subsparéexemple par un groupement hydroxyle.
Dans le cas du massif voisin, qui ressemble a as guadruplet centré sar2,78 intégrant
pour deux protons, il s'agit en fait de deux dotsleouplés 2,82 eté 2,73) avec une
constante de couplage de 17,0 Hz, valeur se rapgnbale la plus grande constante de
couplage mesurée entre les signaux des protomset6-6 du composél5 (16,3 Hz).
L’absence, dans le cas présent, de re-dédoubledeechaque doublet penche la aussi en

faveur de I'absence d’atome d’hydrogéne sur leazatb voisin.

La correspondance des signaux de RMN'Huet du*C est établie par expérience de
corrélation hétéronucléaire sur courte distancenede inverse (HSQC). Le voisinage des

atomes de carbone et d’hydrogene est étudié parierpes bidimensionnelles de corrélation
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'H-H (COSY, fig.80) etH-*C (HMBC, fig.81), et I'hypothése formulée gracesmectre de

RMN du’H se voit confirmée. En particulier, on remarquebence de taches de corrélation
entre les protons 6, 9 et un quelconque signal @@ugorrespondre a un proton situé en 5
(notamment recherché entte 3,0 etdé 3,5) sur la carte du COSY, alors qu’ils étaient
nettement visibles pour le compos& Le proton 9 est couplé sur la carte HMBC avec le

carbone 1, mais aussi avec un carbone quatervai@&q) qui ne peut étre que le carbone 5.

COOH COOH
OH OH

(‘ XN F N
o)

HO bo HO ‘)(/\O

oH ° oH P

> OH OH
HO Ho HO Ho
Fig.80. Corrélations COSY choisies du Fig.81. Corrélations HMBC choisies du
composé 16 (H->H) composé 16 (G>H)

La stucture du composél6é a donc pu étre établie comme étant l'acide 5-
hydroxygéniposidique ou thévéside. Les déplacememisiques des signaux observés en
RMN du*H et du®*C sont présentés dans le tableau 21 avec leuisugitins. lls ont été

compareés avec ceux, tres partiels, rapportés dalitterature lors du premier isolement de la

molécule deThevetia peruvian@Pers.) K. Schum. (Apocynacées) (Sticher 1970).
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Tableau 21.RMN du'H (300 MHz,5, J en Hz) et dd°C (75 MHz,5) dans CROD du

COMpOoséLG.

© 2007 Tous droits réservés.

composé 16
H | KIS
génine
1 5,33 d 6,5H2 97,5
3 7,23s 148,8
4 - 105,3
5 - 78,9
6-a 2,82d (7H2
6-f 2,73d (7H2 48,7
7 571s 126,5
8 - 1427
9 2,87 d 6,4H2 55,2
10« 4,27 d 14,8H2 613
104 4,14 d (4,7H2 ’
11 - 175,0
glucose
1 4,65 d {,9H2 99,9
2’ 3,25 m 74,6
3 3,41m 77,5*%
4 3,31 m 71,4
5’ 3,30 m 78,3*
6'-a 3,84d (1,8H2
6-p 3,64 dd (2Hz 62,5
5H2)

* . inversion possible des attributions
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Composé 17

Fig.82. Composé 17

Dans le cas de cette molécule (fig.82), s'il estiént qu'il s’agit également d’un iridoide, on

comprend assez rapidement que sa structure egtdiféeente des deux premiers isolés.

Au niveau du spectre de RMN dH enregistré a 500 MHz (fig.83), on observe un siega

d 7,42 qui peut logiqguement correspondre au protoenajue H3. Dans cette hypothése, on
peut considérer, comme pour les deux composésdmgte que la position 4 est substituée,
probablement une fois encore par une fonction catlmue. Par contre, l'interprétation du
signal observé & 5,60 est plus délicate. Son déplacement chimiguassez voisin de celui
du H7 des deux composés précédents, 77 etd 5,71), mais on peut peut observer une trés
faible constante de couplagé=l Hz), ce qui n'était pas le cas précédemment.pEut
émettre I'’hypothese qu’il ne s’agit pas du protorefZdonc que la génine monoterpénique ne

serait insaturée qu’au niveau de la liaison 3-4.

Vient étayer cette hypothése I'observation desaignpouvant correspondre aux protons
hémiacétaliques de la génine et de I'ose. Danédmm habituelle, on ne distingue que deux
signaux pouvant leur correspondre : l'un est si&ué 4,70 (d,J=8 Hz) et correspond
vraisemblablement, par analogie avec les signasxdmposé45s (6 4,71, d, J=7,8 Hz) €6

(6 4,65, d, 7,9 Hz) au proton anomérique du glucdealpuxieme n’est autre que le doublet

décrit précédemmentdsas,60, qui correspondrait donc a H1.

Un autre aspect du spectre de RMN 't est trés informatif. De grands singulets sont

observés & 1,21 et as 3,73. Intégrant chacun pour trois protons, leugplacements
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chimiques respectifs laissent fort a penser quagis d'un méthyle (pour le premier) et d’'un

groupement O-CkJ méthoxyle ou ester méthylique (pour le deuxiéme).

COOCH; 10

T T i T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T I T T T T l T T T T !
) 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Fig.83. Spectre de RMN duH du composé 17 & 500 MHz dans GOD/D,0

Dans le spectre djmod, I'attribution des pics d-D-glucose est aisée, étant connus les
spectres dd5 et 16. Elle est cohérente avec I'enchainement des hgdesydéterminé par
COSY.

Les spectres de corrélation bidimensionnelle CO8Y.84), TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY) et HMBC (fig.85) sont tres utiles pdeéterminer la position des différents
groupements découverts. Ainsi, dans la carte CO&Yroton H9 est corrélé avec H1, ainsi
gu’avec un autre atome d’hydrogere3(12), dont Igmod et 'HSQC nous révélent qu’il se
trouve sur un carbone tertiaire. Il ne peut s’agie du signal du proton en 5 ou de celui en 8.
Cet atome est corrélé sur la carte HMBC avec umaside carbone quaternaire correspondant
sans doute au C4. Il s’agit donc plus vraisembtablg de H5 que de H8, qui ne possede
donc aucun proton libre, malgré I'absence d’insatan a ce niveau.

Le signal du méthyle3(1,21) en RMN ddH est corrélé sur la carte HMBC avec le carbone 9
ce qui indique qu’il substitue le carbone 8. On emlers I'hypothese qu’une deuxieme
substitution de ce dernier par un groupement hydpastifierait son caractere quaternaire. La

deuxieme corrélation des protons du méthyle est¢ favec un carbone tertiaire, dont les
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déplacements chimiquedH(§ 3,68 ;*C § 78,9) évoquent ceux d'un alcool secondaire. Le
carbone 7 serait donc substitué par un groupenyeinbkyle.

La carte TOCSY montre parfaitement I'enchainemeantpcbton 7, des deux protons non

équivalents en 6 et du proton 5.

Quant au signal situé®3,73 en RMN ddH, sa corrélation avec la fonction carboxylique en

11 (3°C § 169,7) prouve qu’elle fait partie d’une fonctioster méthylique.

HO Ho
Fig.84. Corrélations COSY choisies du Fig.85. Corrélations HMBC choisies du
composeé 17 (H->H) composeé 17 (&H)

La structure du compog& a donc pu étre établie comme étant le caryoptpgidea été isolé
pour la premiére fois deCaryopteris odorata(Hamilt.) B.L. Robinson (Verbenaceées)
(Rimpler, cité par Damtoft 1992). Les déplacemehimiques des signaux observés en RMN
du *H et du*3C sont présentés dans le tableau 22 avec leuitsutitins et ceux trouvés dans
la littérature (Damtoft 1992). Sont présentées argeht les données de [l'acide

caryoptosidique, ou le carboxyle n’est pas esée(Rastrelli 1998).
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Tableau 22.RMN du'H (8, J en Hz) et dd°C (5) du composd 7 (CDsOD/D-O ; 500 MHz,
125 MHz), du caryoptoside (D, 500 MHz, 63 MHz) et de I'acide caryoptosidiq@bgOD,
600 MHz, 150 MHz).

compose 17 caryoptoside acide caryoptosidiqus
H ‘ IS H ‘ IS H | XS
génine
5,60 d 5,64d 551d
1 (1H2) 95,1 (1.2H2) 95,0 (4H2) 94,4
3 742s 151,7 745 s 151,3 7,39 9 152,
4 - 114,0 - 113,8 - 112,4
3,12 ddd 3,20 ddd
3,12 td ; !
5 (9,8Hz, 27.1 (11Hz 262 | (10SHz 1 ogy
6H2) 9,5Hz 9,5Hz,
5,5H2 5H2)
2,25 ddd 2,23 ddd 2,26 ddd
6 (14,5Hz, (14,8Hz (15,5Hz,
9,4Hz, 9,5Hz 9,5Hz,
2,8H2 38,4 3H2) 37,2 5H2) 38,5
1,67 dt 1,78 dt 1,75 dt
6-p (14,6Hz, (14,8Hz (15,5Hz,
5,7H2 5,5H2 5H2)
3,66 dd
7 :(gé?_?z)d 78,9 3,7-3,8 m 78,6 (5Hz, 78,9
2,5H2
8 - 80,0 - 79,8 - 78,9
2,63 dd 265 d 2,59 dd
9 (10,7Hz, 48,3 (ile) 47,5 (10,5Hz, 49,0
1,2H2 4H2)
10 121s 21,7 1,21s 21,2 1,25s 21,9
11 - 169,7 - 170,5 - 171,5
COOCH;s; 3,73 s 52,1 3,75s 52,6 - -
glucose
: 4,70 d 4,81d 4,69 d
1 (8H2) 99,6 (8.1H2) 99,0 (7.8H2) 99,5
3,22 dd 3,26 dd
2’ (11Hz, 74,3 - 73,4 (9,5Hz, 74,8
6,2H2) 7,8H2
, 3,43t 3,44 t
3 (9H2) 77,5 - 76,4 (9.5H2 78,7
: 3,32t 3,33t
4 (9.3H2 71,2 - 70,4 (9.5H2 71,3
S 3,38 m 77,9 - 77,1 3,36 m 77,9
3,92 dd
6'-a 3,91d - (12Hz,
(11,9H2 4,5H)
369dd | ©%4 015 |7372da | ©24
6’-p (11,8Hz, - (12Hz,
6,1H2 2,5H2
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Composé 18

HO 1o
Fig.86. Composé 18

L’aspect marquant du spectre de RMN 't de ce composé (fig.86-87) est sa trés forte
ressemblance avec celui du composé précédent. Sanveb:
e unsingulet & 7,45, correspondant au proton en position 3
* un doublet de faible constante de couplage (2,1 &8 5,60 correspondant a
I’hydrogene hémiacétalique de la génine monoteruéni
* le doublet correspondant a I’hydrogéne anomeérigug d-glucose & 4,70 0=8 Hz)
» les signaux correspondant aux autres protons rumolajues du glucose, aux mémes
déplacements chimiques que dans le compd@séH2’ (6 3,22), H3' ¢ 3,43), H4' §
3,32), H5' ¢ 3,38), H6'a. (6 3,91), H6' (5 3,69)
» deux singulets, @ 3,77 etd 1,28, intégrant chacun pour trois protons, témangria
encore de la trés grande parenté structurale degecomposésl8 et 17 et
correspondant respectivement au groupement métieyéigtérifiant le carboxyle en 11

et au méthyle 10.

Le signal du méthyle3(1,28) en RMN dudH est, comme pour le compos&, corrélé sur la
carte HMBC (fig.89) avec le carbone 9 ce qui conéirqu’il substitue le carbone 8. La
encore, la preuve de la nature quaternaire derb®ma huit et donc de sa substitution par un
groupement hydroxyle est apportée par la RMN-@uJ-modulée. La deuxiéme corrélation
des protons du méthyle est cependant faite cadef@c un carbone secondaidet,2), mis

en relation par HSQC avec les deux massifs obs@y@s07 ets 1,88 (intégrant chacun pour
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un hydrogene), ce qui indique qu’il n'y a pas, caimeément au caryoptoside, de fonction

alcoolique en 7.

COOCH;

10

6'a

LM UL |

ppm (f1)

Fig.87. Spectre de RMN duiH du composé 18 dans CEDD/D,0 (500 MHz)

Par contre, le proton 7 est corrélé sur la cart&S€([¥ig.88) avec le massif situééa4d,07
(intégrant pour un proton). Ceci semble indiquepriésence d’'une fonction alcool secondaire
en 6. Les composéy et 18 seraient donc des isomeres de position. De mémaufe brute
(C17H26011), ils ne different que par la position d’'une faoot alcool secondaire, située

respectivement en 7 et en 6.

A la lumiere de la structure proposee, il est goesil’expliquer les différentes constantes de
couplage des signaux de la génine. Ainsi, H1 esplécavec H9 (dJ=2,1 Hz) ; H9 avec H1
et H5 (dd,J=2,3 Hz, 10,2Hz) ; H5 avec H9 et H6 (d&10,1 Hz, 3,1 Hz) ; H6 avec H5 et H7
(td, J=3,6 Hz, 6,2 Hz) ; H#& avec H6 et H{ (dd,J=6,4 Hz, 13,3 Hz) ; HB-avec H6 et H7-

a (dd,J=6,0 Hz, 13,3 Hz). La cohérence des couplages emmfirmer la structure proposeée.
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Fig.88. Corrélations COSY choisies du Fig.89. Corrélations HMBC choisies du
composé 18 (H->H) composé 18 (G>H)

La structure du composk8 a donc pu étre établie comme étant le shanzhisigtyl ester,
qui a été signalé pour la premiere fois a la feissMussaenda parviflordiq. et Mussaenda
shikokianaMakino. (Rubiacées) (Takeda 1977). Les déplacesnehimiques des signaux
observés en RMN dtH et du®*C sont présentés dans le tableau 23 avec leuitsutitins et
ceux trouvés dans la littérature (Achenbach 198#&jte molécule n’avait jamais été isolée de
Lippia albaquand nous l'avons identifiee, mais elle a étdpoagge trées récemment dans un
chimiotype myrcéne-citral (pré-publication électiqpre au moment de I'impression de cette
these) (Barbosa 2006).
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Tableau 23.RMN du'H (5, J en Hz) et dU*C (5) du composd8 (CD;OD /D,O, 500 MHz,
125 MHz) et du shanzhiside méthyl ester ¢OD, 250 MHz, 63 MHz).

composé 18 shanzhiside méthyl ester
I | S i | 130
génine
1 5,60 d 2,112 94.8 557d (B2) 94.9
3 7.45 5 153,0 7,41 A6 152,9
4 : 11,1 : 1114
3,03 dd 10,1Hz, 2,99 m (10Hz,
> 3,1H2) 40,9 3,5Hz, 1Hz) 415
4,07 td 6,2Hz, 4,03 m 6,5Hz
6 3,6H2) .l 6Hz, 3,5H2) 8.0
e 2,07 dd 13,31z, 2,01 dd 13Hz
6.4H2 49,2 6,5H2 51,9
N 1,88 dd 13,3Hz, ’ 1,83 dd (3Hz, ’
b 6,0H2 6H2)
8 i 79.0 i 791
2,68 dd 10,2Hz, 2,61 dd (OHz,
9 2311 51,3 32 51,7
10 128 24,6 1,26 5 247
11 i 170,0 i 169,8
COOCH; 377 s 523 3725 49.1
glucose
T 4,70 d BHD) 99,6 4,61 dgH?) 99,9
, 3,22 dd L1Hz,
2 5 2H) 743 NP 74.6
3 3,431 OHD) 775 NP 78,3
, 3,32 td 0,3Hz,
4 e 71,2 NP 71,6
5 3,38 m 77.9 NP 775
6-a 3,91d (1,9H) 3,91 dd (2Hz,
62,4 2H2) 62,9
o 3,69 dd L1,8Hz, ’ 3,64 dd (2Hz, ’
b 6,1H2) 6H2)
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Composé 19

Fig.90. Composé 19

Le spectre de RMN dtH du composd9 (fig.90-91) présente de nombreux points communs
avec ceux des iridoides précédemment isolés. Lealslg plus déblindé est un singulét (
7,42) correspondant vraisemblablement au protoe Badjénine monoterpénique qui serait,
comme dans tous les produits précédents sans vfisaturation en 3-4 et position 4
substituée).

On observe également deux doublets autour slequi correspondent probablement aux deux
protons acétaliques : H-1 de la géniwe5(51 ;J=3,6 Hz) et H-1' de l'osed(4,74). En
revanche, aucun pic n’est visisble entre les sigrtdid et H-1, ce qui prouve qu’il n’existe
pas d’insaturation sur le cyclopentane comme d¢'é&atas pour I'acide géniposidique ou le

thévéside.

COOCH;

10

Fig.91. Spectre de RMN duiH du composé 19 (300 MHz, ED)
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La présence d'un trés grand singuleb 8,69 nous permet d’émettre I'hypothése que la
position 4 est substituée non pas par un acideggiljue (cas dd5 et16) mais par un ester

meéthylique (comme daris/ et 18).

L’expérience COSY (fig.92) se montre, comme dassalgres iridoides, d’'une grande utilité,

permettant quasiment a elle seule la déterminatiarcturale de la molécule. Elle permet en
fait de montrer I'enchainement des protons 1, 8, &,7. L’absence de corrélation entre H7 et
un signal pouvant correspondre a un proton en 8 mounduit a penser que cette position ne
présente pas de proton libre. Ceci pourrait étygigxé par la présence d'un groupement
méthyle § 1,27, s, 3H) et d’'un groupement hydroxyle (nornbléssur le spectre).

L’expérience HMBC (fig.93) permet de confirmer lausture proposée par I'observation —
entre autres — des corrélations-€910, C7—~H10, C8-H9 et C8-H6. Le déplacement
chimigue du carbone (quaternaire) 8 jemod est compatible avec sa substitution par un

groupement alcoolique.

Fig.92. Corrélations COSY choisies du Fig.93. Corrélations HMBC choisies du
composeé 19 (H->H) composeé 19 (GH)

La structure du composEd a donc pu étre établie comme étant le mussaen@id@0).
Cette molécule est connue est a été isolé powelaipre fois dMussaenda parvifloriiqg.
(Rubiacées). Les déplacements chimiques des sigrzervés en RMN diH et du™*C sont
présentés dans le tableau 24 avec leurs attrilugbigeux trouvés dans la littérature (Boros
1990).
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Tableau 24.RMN du'H (8, J en Hz) et dd>C (5) du composd9 (300 MHz , 75 MHz) et du
mussaenoside (360 MHz) dang®D

composé 19 mussaenoside
lH ‘ 13C 1H | 13C
génine
1 5,51 d 8,6H2) 95,2 5,51 dZ,8H2 95,2
3 7,42 s 151,8 7,41 s 151,9
4 - 113,3 - 113,3
5 3,09dt (5,5Hz, 30,4 3,08 m 303
9H2)
6-a 1,56 m 1,69 m
6-p 221m 29,7 2,20 m 29,6
7-a 1,44 m
79 1,70 m 40,3 169m 40,4
8 - 80,3 - 80,4
2,32 dd(9,7Hz, 2,32dd 9,7Hz,
9 2. 7H 51,5 2.7H) 51,4
10 1,27s 23,8 1,26 s 23,7
11 - 170,7 - 170,6
COOCH3; 3,69 s 52,5 3,69s 52,6
glucose
T 4,74 m 99,0 4,75 B(1HJ 99,1
; 3,22 dd 9,3Hz,
2 3,241 8,6H2 73,4 8 1H? 73,4
3’ 3,45 m 76,5 76,5
4 3,36 m 70,4 3,30-3,45 70,4
5 3,43 m 77,2 77,1
6-a 3,67 d (12,4H) 3,69 dd (2,4Hz,
61,4 5.8H2 61,5
6-p 3,89 dd 12,3Hz, ’ 3,87 dd 12,4Hz, ’
2,3Hz) 2,1H2
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Composé 20

HO Lo

Fig.94. Composé 20

Pour ce composé (fig.94) le spectre de RMN1dy(fig.95) montre une parenté évidente de
cette molécule avec le mussaenoside (comfd@étout au moins au niveau de la partie
osidique et du cycle dihydropyrannique. En effaetpbserve :
e un singulet & 7,46 correspondant au proton 3, sans voisin at Evprésence d’'une
insaturation en 3-4 ;
e un doublet & 5,58 de déplacement chimique et de constante uldage (=3,7 Hz)
voisins de ceux du proton 1 dans le compdsg
* un tres grand singulet & 3,75 indiquant la présence vraisemblable d’'unectfon
ester méthylique en 4, comme dans le mussaendsidaryoptoside et le shanzhiside
méthyl ester;
 des signaux osidiques quasi-identiques a ceux lessildans le spectre du
mussaenoside 4,78, d,J=7,3 Hz, H1’ ;6 3,28, t,J=8,2 Hz, H2’ ;6 3,39, m, H4’ ;§
3,30-3,45 m, H3-5' $ 3,74, dJ=11,8 Hz, H6'e. ; 6 3,93, d,J=11,8 Hz, HE'B).

On observe néanmoins deux signaux dimportance, difiérencient ce composé du
précédent:
* un signal de déplacement chimique0(98) et d’intégration compatible (3H) avec un
groupement méthyle, comme dans le mussaenosids,quia¢st ici un doublet£7,8
Hz), ce qui signifie que ce groupe méthyle a urtgerovoisin, donc qu'il est le seul

substituant d’'un des carbones 6, 7 ou 8 ;
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e un massif & 3,87, tres déblindé, qui indique qu’un autre de carbones (6, 7, 8) est

probablement substitué par un groupement alcookgpar lui seul.

w

Fig.95. Spectre de RMN duH du composé 20 & 300 MHz dans

L’expérience COSY (fig.96) se montre encore uns faés efficace pour déterminer la plus

grande partie de la structure de I'iridoide isdl établit que le groupement méthyle est
branché en position 8 comme dans le mussaenosage,que le groupement hydroxyle est en
position 7.

La carte HMBC (fig.97) corrobore les informationbtenues dans le COSY, mais permet
également de visualiser la corrélation scalairereehes protons 1 et 1' et est surtout

intéressante pour la partie dihydropyrannique, mwloserve plus facilement des corrélations
proton-carbone que des voisinages proton-protoncddfirme donc les hypothéeses émises a
partir du spectre de RMN dtH, notamment I'existence et la position de subititude

I'ester méthylique.
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oH_~°
- ) OH
HO Lo
Fig.96. Corrélations COSY choisies du Fig.97. Corrélations HMBC choisies du
composeé 20 (H->H) composeé 20 (&H)

La formule développée du compo2@ est donc établie, mais nous constatons dans la
littérature que celle-ci est valable pour plusieemmposés, selon la configuration des
carbones 7 et 8 (loganine,ep+loganine, 8epiloganine) (Boros 1990). Pour étre certain de
la nature exacte de la molécule isolée, nous argmmirs a I'expérience ROESY (fig.98). On
remarque :

* que les interactions dipolaires constatées enfrgtetons non alcooliques de l'ose
sont conformes a celles attendues pou-I2-glucose (corrélations de H1' avec H3'’
et H5' d’une part, corrélation de H2’ avec H4’ dieupart) ;

e que la corrélation entre H1 et H1' est observable ;

* des interactions dipolaires entre H1 et les protdh® et H7, ce qui montre que le
groupement méthyle (10) est orienté du méme cof@latude la molécule que H1 et
gue le proton en 7 I'est aussi (donc I'hydroxylé @ I'autre c6té). Ce cas de figure

n’est compatible qu'avec la structure de lagloganine.
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HO

X/

oH P

HO yo

Fig.98. Corrélations ROESY du composé 20 (&H)

L’expérience ROESY permet également d’attribuercis@ment les signaux correspondant
aux deux protons non équivalents portés par leoo&rh. Un seul des deux étant corrélé avec
le proton 7 et l'autre I'étant avec le proton 5,ammclue que signal situésa2,04 correspond
au proton orienté au dessus du plan de la moléelideque nous I'avons représentée et que
celui situé as 1,89 est en-dessous. Ceci est expliqué dans lmefi@9, ou les autres

interactions dipolaires rapportées sont égalenemrésentées.
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(b)

Fig.99. Interactions dipolaires vues dans I'expériece ROESY, sur une représentation
tridimensionnelle de la 8epi-loganine (composé 20). Le squelette carboné esprésenté
en gris, les atomes d’hydrogéne en blanc et I'oxyge en rouge— : corrélations entre
hydrogenes situés en-dessous du plan de représermaathabituelle de la molécule :— au
dessus du plan(a) : corrélations observées pour le glucose. (bxorrélations observées
pour la génine.

La structure du compos#) a donc pu étre établie comme étant lep8loganine (ou &pk
loganoside). Ce composé a été isolé pour la prenfeis deOdontites vernaBellardi)
Dumort. f. serotina (Dumort.) Corb. (Scrophulariacées) (Bianco 19818s déplacements
chimiques des signaux observés en RMN1dwet du'®C sont présentés dans le tableau 25

avec leurs attributions et ceux trouvés danstiréture (Boros 1990).
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Tableau 25.RMN du'H (5, J en Hz) et dU>C (5) du compos@0 (300 MHz, 75 MHz) et de
la 8-epiloganine (90 MHz) dans fD.

composé 20 &pi-loganine
H ‘ KIS H | IS
génine
1 5,58 d 8,7H2 96,2 5,59 d3H2) 96,5
3 7,46 s 152,0 7,45 s 152,2
4 - 113,7 - 114,0
3,08 dt 6,3Hz,
5 8,3H2) 29,1 3,11m 29,4
6-a (]) 1,92 m ]
6B (1) .04 m 39,3 1,7-2,4m 39,6
7 3,87 m 79,0 3,7-41m 79,0
8 2,21'm 43,4 2,30 43,5
2,71td 0,1Hz, 2,73 dt 8,5Hz,
9 2.5H2) 415 8,5Hz, 3HY 418
10 0,98 d {7,8H2 13,6 1,05 d{H2) 14,0
11 - 170,5 - 170,7
COOCHg3 3,75s 52,5 3,76 s 52,6
glucose
1 4,78 d {,3H2 99,2 4,81 d{,5H2 99,1
2’ 3,281 8,2H) 73,5 73,5
3 3,49 m 76,7 76,6
4’ 3,39 m 70,4 ) 70,5
5 3,47 m 76,9 77,1
6'-a 3,74 d (1,8H2
6'-p 3,93 d (1,8Hz) 61,4 61,6

11 : indique I'orientation des protons en 6 (au degsen dessous du plan de la molécule)

© 2007 Tous droits réservés.
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Composé 21

HO yo

Fig.100. Composé 21

Par son spectre de RMN dH (fig.101), cette molécule (fig.100) apparait teisilaire au
composél5 (acide géniposidique). On observe des signauxépéadements chimiques tres
proches (en dépit de quelques différences dueaitigufon n’a pas ici employé le méthanol
seul mais un mélange méthanol/eau). Outre le faliingdes signaux correspondant aux
protons 6 de la génine soit ici quasiment occu#téle triplet correspondant au proton 9, la
différence principale entre les deux spectres eésia la présence d’'un grand singulai a

3,68, qui recouvre en partie le signal H6’ du gheso

COOCH;

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 7 6 5 a 3 2 [ppm]

Fig.101. Spectre de RMN ddH du composé 21 (300 MHz, CEDD/D,0)
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La structure du compos&l a été établie comme étant le géniposide, qui asété pour la

premiere fois de I'espéc&ardenia jasminoide<kllis f. grandiflora (Rubiacées) (Inouye

1969). Les déplacements chimiques des signaux \@sse&n RMN du'H et du'®C sont

présentés dans le tableau 26 avec leurs attrilbuteinceux trouvés dans la littérature

(Kirmizibekmez 2002). Le géniposide était le sedbide déja rapporté comme faisant partie

des constituants chimiques dépia alba mais les méthodes de détermination n’étaient

apparemment pas précisément rapportées (HeinrigR)18 est, dans notre échantillon, tres

minoritaire parmi les iridoides.

Tableau 26.RMN du *H (3, J en Hz) du composél (300 MHz, CQOD/D,0) et du

géniposide (400 MHz, Ci{DD).

© 2007 Tous droits réservés.

composé 21 | géniposide
génine

1 518 d 7,4H2 5,17 d {,6H

3 751s 751s

4 ] ;

5 3,18 dt 6,9HZ 7,9H) 317 m
6-0 2,81m 2,82 dd1(6,3Hz 8H2)
6-B 2’057‘1’3&2’3'*7' 2,09 dd 16,3Hz 8H2)

7 5,80s 5,79 sl

8 - -

9 2,76 L 7,8H2 2.72.dd (1) {,6H
10 4,25 d (14,8H2 4,31d (15,1Hz)
108 4,16 d (.3,8H) 4,18 d (15,1Hz)

11 - -

COOCH;3; 3,68s 3,70 s
glucose

T 4,72 d 8,4H2) 4,71d 7,8H2

2 3,23m 3,22 dd7,8Hz 9.0H2)

3 341 m 3,38 tq,0H2

4 3,31 m 3,28

5 3,35 m 3,30 m
6-a 3,85 (L1,9H2 3.85 dl (L1,9H)
6-p 3,65 dd (2,3Hz 3,63 dd (1,9Hz

4,9H2) 5,1H2
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Phénylpropanoides

Composé 13

Fig.102. Composeé 13

La structure de ce composé (fig. 102) a été étableme étant I'actéoside (ou verbascoside
ou kusaginine). Ce composé étant strictement igeatau produiil3 déja décrit (voir page
101), sa détermination structurale n’est pas rdti&aci. De méme, pour les données de
RMN du'H et du®*C, on pourra se reporter au tableau 17, page 104.
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Composé 22

OH

Fig.103. Composé 22

L'analyse par spectrométrie de masslectrospray-ionspray(SM-ESI) du compos&?2
(fig.103) montre la présence d'un ion pseudo-mdéical [M+Na] ayant un rapponn/z de

689 en ionisation positive, compatible avec la folerbrute G;H35016.

Au niveau du spectre de RMN dH (fig.104) , I'observation de la région des aroioags
indiqgue une grande parenté structurale avec le oegp3: on observe a nouveau deux
systemes ABX correspondant tres vraisemblablemextdgux noyaux phényle de l'acide
caféique ¢ 7,04, d,J=1,8 Hz ;6 6,95, dd,J=8,3 Hz, 1,8 Hz 3 6,77, d,J=8,2 Hz) et de
I’lhydroxytyrosol ¢ 6,66, d,J=8,1 Hz ;6 6,63, d,J=1,8 Hz ;6 6,52, dd,J=8 Hz, 1,8 Hz).
L’acide caféique est, la encore, en configuratrans d’aprés le déplacement chimique et les

constantes de couplage (16 Hz) des deux doubligigles.

Néanmoins, un premier élément est révélateur detrdduction d’'une modification
structurale : alors que le systeme ABX corresponddiacide caféique est trés semblable a
celui observé dans I'actéoside, les signaux dedfbwytyrosol different davantage entre les
deux composés. En particulier, I'ordre des signdes protons 2 et 5 de cette génine (2 est
plus blindé que 5) est modifié par rapport a I'astde, mais aussi par rapport a de nhombreux
autres esters hétérosidiques phénylpropanoiquasésodans la littérature (forsythoside B,
arénarioside, ballotétroside, alyssonoside, lavifotiaside, angoroside A, calcéolarioside A,
descaféylactéoside, leucoseptoside A, rossicasidaighosantosides A et B, crénatoside,
isocrénatoside) (Kirmizibekmez 2002, Seidel 1999).

Cette observation n’est pas spécifique d'une uniguedification structurale : elle est

retrouvée pour des molécules plus ou moins métBegyl comme le martinoside

181

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

(Kirmizibekmez 2002), ou acétylées, telles que,ediacétylactéoside (Munkombwe 2003)
ou les verbascoside, forsythoside B, arénariosidmllotétroside, alyssonoside,
lavandulifolioside, angoroside A peracétylés (Seid#99). Or il se trouve justement qu’un
singulet intégrant pour trois protons est obsewrvall 1,98, ce qui démontre la présence d’'un

groupement acétyle.

CHsCO

B 2' 2-5 o 1" 1”
Y .

T T T T ¥ T T T 1 T T T T

4 B
| T T T T ' T T T T I!
6.0 50 4.0 3.0 2.0

Fig.104. Spectre de RMN ddH du composé 22 a 300 MHz dans le GDD

k g

I
.0
ppm (F1)

L'utilisation de la RMN du'H semble également indiquer que la nature despgsents ne
différe pas de celle de I'actéoside (doublet susiglepde correspondre au proton anomérique
du glucose & 4,53, doublet caractéristique du méthyle 6 du r@sa & 1,07 en RMN du
'H). La spectrométrie de masse confirme que la massda molécule est supérieure
d’exactement 42 u.m.a a celle de I'actéoside (spordant a la substitution de celui-ci par un
acétyle, un fragment correspondant a ce groupeétant par ailleurs observahldl s’agirait

donc d’'un acétylactéoside. Reste a déterminerddipo de substitution.

Les modifications des déplacements chimiques, g@part a ceux de I'actéoside, semblent
concerner principalement une région bien particellde la molécule : hydroxytyrosol (ordre
des protons 2 et 5, comme mentionné plus haut, awsisi protor), et protons anomeériques
du glucose et du rhamnose, ce qui fait de I'hydi®en 2 du glucose une hypothéese de choix
pour la localisation de lacétyle. Ceci est confirnpar I'expérience de corrélation

hétéronucléaire a longue distance HMBC (fig.105)isqu’'on observe une tache de
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corrélation entre le carbone quaternaire de lationcacétyle & 171,5 et le proton 2 du
glucose a 3,41. Cette technique permet également de védjfier les branchements des

différents éléments de la molécule sont bien idgei$ a ceux de I'actéoside.

OH
Fig.105.Corrélations HMBC choisies du composé 22 (GH)

La structure du composg2 a donc pu étre établie comme étant le 3,4-dihygfx
phényléthoxy©-[a-L-rhamnopyranosyl-(%3)]-2-O-acétyl-4O-(E)-caféyl{3-D-
glucopyranoside, couramment appelé 2-acétylactéokil premier isolement publié de cette
molécule a été réalisé sur I'espeCistanche salsgdC.A. Mey) G. Beck (Orobanchacées)
(Kobayashi 1984). Les déplacements chimiques dpmsk observés en RMN dtl et du
13C sont présentés dans le tableau 27 avec leuitsuéitins et ceux trouvés dans la littérature
(Kobayashi 1987).
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Tableau 27.RMN du'H (8, J en Hz) et dUd>C (5) du compos@2 et du 2-acétylactéoside
dans CROD (300 MHz, 75 MHz).

composeé 22 2-acétylactéoside
H ‘ IS H | XS
hydroxytyrosol
1 - 131,7 131,9
2 6,63 d (,8H2 117,2 117,2
3 - 145,9 145,9
4 - 144,5 6,5-7,2 144,4
5 6,66 d 8,1H2) 116,3 116,4
6,52 dd {,8Hz
6 8H2) 121,3 121,4
3,75 m-4,04 dd
“ (7.8Hz163H) | '2° - 72,5
B 2,691t 6,9H2 36,2 2,69 tTH2) 36,2
acide caféique
T - 127,5 127,7
2’ 7,04 d (,8H2 115,3 115,5
3 - 146,8 146,6
4 - 149,8 6,5-7,2 149,6
5 6,77 d 8,2H2 116,5 116,6
: 6,95 dd (,8Hz
6 8,3H2) 123,3 123,2
o 6,26 d (5,9H2 114,5 6,25 di6H2 114,7
i} 7,59 d (6H2 148,2 7,59 d{6H2 148,1
CO - 168,1 - 168,1
glucose
1" 4,53 d 8,1H2 101,6 4,50 dgH2) 101,6
" 4,87 dd 8,2Hz,
2 9,3H2) 75,1 - 75,1
3" 4,00t 0,3H) 80,5 - 80,3
4" 5,01t0,4H2 70,6 - 70,7
5" 3,52 m 75,9 - 76,0
6" (aeth) 3,54-3,65 m 62,2 - 62,2
rhamnose
1" 5,13d (,1H2 103,2 516 s 103,1
2" 3,65 m 72,0 - 72,0
3" 4,06 m 71,7 - 71,7
4" 3.25t 0,5H2 73,6 - 73,6
5" 3,54 m 70,7 - 70,7
6" 1,07 d 6,2H2 18,5 1,07 dgH2) 18,4
CH3CO 1,98 s 20,9 1,99s 20,9
CHsCO - 171,5 - 171,5
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Composé 23

. OH
% 0o B 2
0"
i 6 7
5 OH

OHOH

Fig.106. Composé 23

L’'analyse par spectrométrie de masslectrospray-ionspray(SM-ESI) du compos&3
(fig.106) montre la présence d'un ion pseudo-md&ical [M+Na] ayant un rapporn/z de

633 en ionisation positive, compatible avec la folerbrute GgH3401s.

Sur le spectre de RMN dtH (fig.107), I'observation de la région des aromagés nous
montre que ce composé appartient a la méme séeidegudeux composés précédents. En
effet, les déplacements chimiques et couplagessigesux observés dans cette région sont
trés proches de ceux de I'actéoside et du 2-acéégside. On retrouve ici les deux doublets
alcéniquesq 6,32 ets 7,62,J=15,8 Hz) et le systeme ABX (7,08, d,J=1,8 Hz ;5 6,98, dd,
J=8,1 Hz, 1,8 Hz p 6,80, d,J=8,1 Hz) correspondant a I'acidE){caféique d’'une part ; le
systéme ABX § 6,73, d,J=1,8 Hz; 3 6,71, d,J=8,1 Hz ;5 6,58, dd,J=8,1 Hz, 1,8 Hz)
caractéristique de I'hydroxytyrosol d'autre pare kriplet observé & 2,81 est lui aussi
révélateur de la présence de I'hnydroxytyrosol.olirespond aux deux protons situéspete

I'oxygene.

De toute évidence, le glucose semble présent. féty eh retrouve un doublét4,40 0=7,9
Hz), qui est trés semblable a celui correspondanpraton anomérique du glucose dans
'actéoside § 4,37,J=7,7 Hz). L’expérience permet de déterminer I'eficbment des autres
protons présent dans cet ose ; leurs déplacemientggoes sont la encore conformes a ceux
observés pour le glucose de l'actéoside. La détatioin des carbones auxquels sont
rattachés ces protons par HSQC permet de direegudéplacements chimiques en RMN du
13C correspondent eux aussi. On peut donc conclueetmpis des quatre éléments présents

dans l'actéoside sont également dans cette moléstiderec les mémes branchements (I'acide
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caféique estérifie le glucose en 4, I'hydroxytylosst engagé dans une liaison de type

acétalique avec la fonction OH en 1 de ce méme ose)

2 2-5

5
B 6|6 o 1
1 B
. | LA S
T T J ‘ ‘ ‘ ‘ 5‘_0 ‘ ‘ ‘ ‘ 4“() ‘ ‘ ‘ ‘ 3i(} ‘ ‘ ‘ ‘ Zﬁ() ‘ ‘ ‘ ‘ 1!0 ‘

T T T T T T
7.0 6.0

sprn (L1)

Fig.107. Spectre de RMN ddH du composé 23 & 300 MHz dans GIOD

Cependant la masse moléculaire est différente. ©hserve d'ailleurs pas le doublet
caractéristique de la présence du rhamnose. Laenaéiservée pour I'ion pseudomoléculaire
[M+Na]" de cette molécule en SM-ESI est de 633. Sa masszeeM est donc ([M+N4]-
Na’) 610, soit 132 u.m.a. de plus que ne peuvent ligxer les trois seuls éléments déja
identifiés. L’ose qui substitue le glucose en Jadlogiquement une masse de 150 (c’est-a-
dire 132 + 18, la masse de la molécule d’eau gttéaperdue lors de I'établissement de la

liaison osidique). C’est donc un pentose.

Son identification est établie par comparaison akesc données de divers oses dans la
littérature. Il s’agit de I'apiose. Sa configuratip est établie par le déplacement chimique du
C1™ (5 111,5) en RMN dd®C, comme pour compodé(cf. tableau 10).

La structure du compos23 a donc pu étre établie comme étant le 3,4-dihygfx
phényléthoxy©-[B-D-apiofuranosyl-(4+3)]-4-O-(E)-caféyl{3-D-glucopyranoside,
généralement appelé calcéolarioside E ou nuomidsideette molécule a été isolée pour la
premiere fois deCalceolaria ascendend.ind. (Scrophulariacées) (Nicoletti 1988). Les

déplacements chimiques des signaux observés en (RMN et du™>C sont présentés dans le
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tableau 28 avec leurs attributions et ceux trowass la littérature (Damtoft 1993, Kasai
1991).

Nos spectres ont été enregistrés dangGID C’est également le cas pour les données de
RMN du **C reprises dans la littérature (Damtoft 1993). ¢tartre, les données de RMN du
'H citées ici ont été enregistrées dans le DMBDee qui explique les écarts observés par
rapport a nos résultats (Kasai 1991). Des données disponibles dans un mélange
CD;OD/CDCk (2:8), qui sont beaucoup plus proches de nostedésulecart maximal : 0,04
ppm), mais moins compléetes et moins précises (Bitdl988). Nous n’avons pas fait figurer
ces données dans leur intégralité, mais on penaksgles déplacements chimiques respectifs
des protons anomériques du glucasd,39) et de I'apiosed(5,35), qui sont trés proches de

ceux gue nous avons observés.
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Tableau 28.RMN du'H (300 MHz, 8, J en Hz) et dd°C (75 MHz,3) du compos&3
(CD30D) et du calcéolarioside E (DMSEB).

compose 23 calcéolarioside E
I [ =C e [ =
hydroxytyrosol
1 - 131,4 - 131,6
2 6,73d (,8H2) | 117,1 6,69 d1,9H2) 115.,6
3 - 146,1 - 1458
4 - 144.6 - 1443
5 6,71d 8,1H) | 1165 6,70 d§,1H2) 116,8
6 6,58 ggzg,st 1213 | 6,57 dd,9Hz, 8,1Hy | 121,6
3,73 dd 8Hz, 3,71 ddd {,2Hz, 8,8Hz,
16H2) 8,8H2
o (aetb) 406ddeHz, | 2% [ 3.95ddd{2Hz, 88Hz, | 2
16H2) 8,8H2
2,75 ddd {,2Hz, 8,8Hz,
9H2)
B (a et b) 281t04H) | 365 o ez | 30
9H2)
acide caféique
1 - 127,6 - 1277
2 7,08d (,8H2) | 1152 7,10 d1,4H2) 115,0
3 - 146,8 - 146,5
& - 149,7 - 149,4
5 6,80 d 8,1H2) | 116,3 6,83 d§,2H2) 116,6
6 6’988de'1258”2 123,3| 7,05 dd1,4Hz, 8,2Hy | 1234
o 6,32 d (5,8H) | 114,9 6,29 d15,8H2 116.,6
B 7,62d (5,8H) | 147,7 7,53 d15,8H2) 148,0
CO - 168,4 - 168,7
glucose
1 4,40d,9H) | 1041 4,36 d (BH2) 103,9
2" 3,43 m 757 | 3,27 dd@(8Hz, 9,3HY | 75,5
3" 3,79d0,7H) | 81,4 | 3,74dd9,3Hz, 9,5Hy | 81,6
4 4,9210,3H) | 70,5 | 4,68dd9,5Hz, 9,6Hy | 70,6
" 3,53 ddd {,7Hz, 6Hz,
5 3,55 m 75,9 2.6H2 75,8
i 3,55 m 3,42 ddGHz, 10,7Hy
6" (aetb) 3,65m 623 m347dd(,7Hz, 10,7 | 9%°
apiose
17 538d(,8H) | 1115 5,26 d1,7H2) 111,4
27 3,92d (,7H) | 78,2 3,77 d1,7H) 78,4
3 - 80,6 - 80,6
3,62 d PH2) 3,49 d OH2)
4" (aetb) 377doH) | 22 3,70 d OH2) 5.2
3,25 d (0,8H3
5 3,49 m 65,6 5280 10 8H) 66,0
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Composé 7

1 3 OH

Fig.108. Composé 7

La structure de ce composé (fig.108) a été étableme étant le forsythoside B. Son spectre
de RMN du’H est présenté dans la figure 109. Ce composé stidciement identique aux
produit7 déja décrit (page 70), sa détermination structunast pas redétaillée ici. De méme,

pour les données de RMN dd et du**C, on pourra se reporter au tableau 11, page 73.

7.C 6.C 5.C 4.C 3.C 2.C

Fig. 109. Spectre de RMN ddH du composé 7 (300 MHz, CEDD)
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Composé 24

Fig.110. Composeé 24

L’analyse par spectrométrie de masslectrospray-ionspray(SM-ESI) du composé&4
(fig.110) montre la présence d’un ion pseudo-mdéce [M+Na] ayant un rapponn/z de
647 (identique a celui de I'actéoside) en ionisapositive, compatible avec la formule brute
C20H36015.

L'observation du spectre de RMN d# (fig.111) révéle immédiatement une trés grande
parenté avec la molécule d’actéoside. En effes tes éléments constitutifs de celui-ci sont
apparemment observables : un acide caféique (4ansgsABX asé 7,04,5 6,89,6 6,77 pour

le noyau aromatique et deux doublets alcéniquesyple trans a 6 7,56 etd 6,29), un
hydroxytyrosol (syteme ABX & 6,68,6 6,65 ets 6,53 et triplet caractéristique des protfins
de cette génine, & 2,78), un glucose (doublet du proton anomérique4a34, J=7,9 Hz,
partiellement recouvert, il est vrai par un auignal dont nous discuterons I'importance) et
un rhamnose (doublet du proton anomeérique519,J=1,4 Hz, doublet caractéristique du
méthyle 6 de ce 6-désoxyose 4,26,J=6,2 Hz).
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7.C 6.C 5.C 4.C 3.C 2.C

Fig.111. Spectre de RMN ddH du composé 24 (300 MHz, CEDD)

ppm (f1

Dans la zone du proton anomérique du glucose,exatithant d’ailleurs en partie ce dernier,
on observe deux doublets dédoublés 4650 (=12 Hz, 1,5 Hz) eb 4,36 (=12 Hz, 5,7 Hz).
Ces deux signaux semblent couplés I'un avec l'aatex une constante de couplage de 12
Hz. Cette information, et le fait qu'a eux deux adsux massifs ont une intégration
correspondant a deux protons (en fait trois averdéon anomeérique du glucose), permettent
d’émettre I’hypothese que leur origine serait llatipn d’'un groupement alcoolique primaire,
en l'occurrence le carbone 6 du glucose (c’est laeseule possibilité), par I'acide caféique.
On aurait donc un isomére de l'actéoside, qui @iume différer de celui-ci que par la
position de substitution du résid&){caféeyle sur le glucose : I'acylation ne seratigoen

position 4, mais en position 6 de cet ose.

La structure du compos24 a donc pu étre établie comme étant le 3,4-dihygfbx
phényléthoxyO-[a-L-rhamnopyranosyl-(#»3)]-6-O-(E)-caféylf3-D-glucopyranoside,
couramment appelé isoactéoside ou isoverbascobided isolé pour la premiere fois, en
méme temps que le verbascoside, Migbascum sinuaturh. (Scrophulariacées) (Scarpati
1963). Les déplacements chimiques des signaux \@se&n RMN du'H et du®C sont
présentés dans le tableau 29 avec leurs attriluteinceux trouvés dans la littérature
(Kirmizibekmez 2002).
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Tableau 29.RMN duH du compos@4 (300 MHz,3, J en Hz) et de I'isoactéoside (500
MHz, §, J en Hz). RMN du’°C de I'isoactéoside (100 MHa).

© 2007 Tous droits réservés.

compose 24 isoactéoside
lH lH ‘ ISC
hydroxytyrosol
1 - - 131,3
2 6,68 d PH2) 6,67 d RH2) 117,0
3 - - 146,1
4 - - 144,7
5 6,65 d BH2) 6,63 d BH2) 116,3
6,53 dd RHz, 6,53 dd RHz,
6 8H2) 8H2) 121.3
o 3,72-3,99 m 3,70-3,98 m 72,5
B 2,78t {,4H2 2,78t {7,5H2 36,7
acide caféique
1 - - 127,6
2’ 7,04 d (,9H2 7,04 d RH2) 115,0
3 - - 146,8
4 - - 149,7
5 6,77 d 8,1H2 6,77 d 8,2H2 116,5
: 6,89 dd (1,9Hz, | 6,89 dd (2Hz,
6 8,1Hz) 8,2Hz) 1232
o 6,29d (59H2 | 6,29d(5,9H) | 1148
B 7,56d(@59H) | 7,56d(59H) | 1473
CO - - 169,1
glucose
1" 4,34 d {,9H2 4,33d {,9H2 104,4
" 3,31 dd {,9Hz,
2 3,31 m 9H2) 75,7
3" 3,55t OH2) 3,53t OH2) 83,8
4" 3,37 m 3,40 m 70,4
5" 3,57m 3,55m 75,4
19060 5w, | 435S T
6” (aeth) 12H32 et 4,50 dd ’ ’ 64,6
(1,5Hz, 12Hy dd @Hz,
el 11,9H2
rhamnose
1" 5.19d (,4H2 518 d (,7H2 102,7
3,94 dd (,7Hz
2 3,93 m et 3,4H3 72,4
3,73 dd 8,3Hz, | 3,70 dd 8,4Hz,
3 9,6H2) 9,5H2) 12,2
4 3.42 t 0,5H2) 3,41t 9,5H2) 74,0
5" 3,97 m 3,98 m 70,0
6" 1,26 d 6,2H2) 1,24 d 6,3H2 17,9
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Composé 25

Fig.112. Composé 25

Le spectre de RMN diH du composé5 (fig.112-113) rappelle sans ambiguité celui des
phénylpropanoides précédemment isolés. On conelsgzarapidement a la présence du
groupementk)-caféyle (deux doublets&7,73 etd 6,41,J=16 Hz ; le systeme ABX typique
du noyau 3,4-dihydroxyléa 7,22, d,J=2 Hz ;6 7,15, dd,J=8 Hz, 2 Hz ;6 6,93, d,J=8 Hz).

En revanche, on n'observe pas les signaux habitiuetésidu hydroxytyrosol.

. - NL.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T LA |

7 8 5 4 3 2 [ppm]

Fig.113. Spectre de RMN ddH du composé 25 a 300 MHz dans 0

Si on se référe a la structure de la plupart démylpropanoides décrits plus haut (rhamnose
et acide caféique substituant respectivement 3 eund glucose), on expliqgue la

démultiplication des signaux anomeériques par la-sudrstitution de I'’hydroxyle en 1’, qui
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permet un équilibre entre deux conformations aueanivde la fonction hémiacétalique

(anomérien/p), ce qui peut entrainer la duplication de nombrg&igraux dans la molécule.
Le COSY permet effectivement de déterminer un deubhchainement de protons, se

confondant au fur-et-a-mesure qu’on s’éloigne de @H1’, 2, 3’, 1” sont clairement
dupliqués) (fig.114).

e Al

COSY 45 - gradient 'z
F [T

. o o > I 42~ S P :

o D =R AJ/ ' F
E Q S 4 P-% | 0
- - 2 NI A ]

i A Eﬁ < | O r

=7 AN, e — iz | SR L

I Rt 3 = > A r
s ) —3

Sk e < 8 Yy L
%, )
s < -

p 2> -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

55 5.0 45 40 38 30  F2[ppm]

Fig.114. Carte COSY tH-'H) du composé 25 & 300 MHz dansJD. Les deux couleurs

(rouge et bleu) figurent les deux enchainements @errélations différents observés, dus

a 'anomérie du glucose. En noir : corrélation desleux signaux H1” du rhamnose avec
un seul signal H2”

HSQC et HMBC (fig.115) permettent I'attribution deignaux des carbones et confirment les
positions relatives des différents éléments de ¢tdéaule, qui sont bien celles rencontrées
habituellement. Le résultat de I'expérience ROE$Y.X15) est bien en accord avec ces

substitutions.
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0 ﬂ
HO D
%
OH
10 Zne o 7))
(o>
HO
OH

Fig.115. Corrélations HMBC (--> ; C—H) et ROESY (« ; H—H)) choisies
du composé 25

OH

La structure du compos&s a donc pu étre établie comme étantoFLfrhamnopyranosyl-
(1—3)]-4-O-(E)-caféyl-D-glucopyranoside, encore appelé cistateo$i (Wu 2004). Il a été
isolé pour la premiéere fois d€istanche salsa(C.A. Mey) G. Beck (Orobanchacées)
(Kobayashi 1985). Les déplacements chimiques dgmsk observés en RMN dtl et du

13C sont présentés dans le tableau 30 avec leliluétins.
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Tableau 30.RMN du'H et du**C du composé5 dans RO (300 MHz,8, J en Hz ; 75 MHz,

d).
compose 25
1H 13C
acide caféique

1 - 126,6

2 7,22 d (,9H2) 115,0

3 - 144,6

4 - 149,7

5 6,93d 8,1H2 116,3

6 7,15 dd (,9Hz, 8,1Hy 123,1

] 6,41 d (15,9H2 / 6,40 d 15,9H2 113,5

B 7,73d (5,9H2 /7,72 d (5,9H2 148,0
CO - 168,5

glucose

1 4,75d ,9H2 /5,27 d {,9H2 95,9/92,4
2’ 3,50m /3,71 m 75,7/74,8
3 3,92m /4,10 m 77,6/80,8
4 4,991t0,6H) /4,981 0,6H) 70,4

5’ 3,69 m 75,4

6’ (aeth) 3,59m/3,75m 60,3
rhamnose
1" 5.12sl/5,15s 101,8
2" 4,05m 70,4
3” 3,67 m 69,0
4" 3,36 t Q,5H2 71,8
5" 3,52 m 68,0
6" 1,08 d 6,2H2 17,1
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Flavonoides

Composé 26

OH O
Fig.116. Composé 26

Le spectre de RMN dtH dans le DMSQ#6 du compos&6 (fig.116-117) évoque celui des
hétérosides de flavonoides présentés plus haupaHitulier, les signaux enti® 6,00 etd
8,00 sont quasiment identiques a ceux du compdsfans la méme région du spectre (voir
page 107). On observe un singulét§(82, s, H3), deux doublets couplés avec unedaibl
constante correspondant aux protons du cyclé 8,41, d,J=2,1 Hz, H-6 ;6 6,79, d,J=2,1
Hz, H8) et deux doublets couplés plus fortementigiyes de la substituion grara du cycle

B (6 6,88, d,J=8,9 Hz, H3'-5" ;¢ 7,89, d,J=8,9 Hz, H2'-6’). Le spectre UV confirme que

I'apigénine est bien présente dans la structula delécule.

2'-6’

8 7 6 5 a 3 2 tppm

Fig.117. Spectre de RMN ddH du composé 26 (300 MHz, DMSQ@i6)
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Au niveau du spectre de RMN dtC (mod), les signaux correspondant a la partie osidique
de la molécule sont un peu différents de ceux @Bsepour le compos®4: cing signaux
correspondant a des protons tertiaires sont prgsemiqui est le cas pour le glucose, mais on
ne peut pas identifier de pic susceptible de jestifexistence d'une fonction alcoolique
secondaire en 6” aux alentours &&0,0. Ce qui est bientdt expliqué par I'observatitun
signal de carbone quaternaire non expliqué patrletsre de la génine&182,3 : il montre

la présence d’'une fonction carboxylique. L’'ose $itdent I'apigénine n’est donc pas ici un
hexose classique, mais un acide uronique (ose HWorfbnction alcoolique secondaire

terminale a été oxydée en acide carboxylique).

A partir de ce point, c’est I'expérience bidimemsielle ROESY qui permet I'obtention
simultanée de deux informations essentielles :olsitipn de substitution de I'apigénine par
I'acide uronique et la nature exacte de cet acrdaique. On détermine ainsi (fig.118) que
'apigénine est ici substituée au niveau de sa tfonchydroxyle en 7 par Il'acide

glucuronique.

ol_OH

(Y _oH
HO m 0
HO \ |

OH O
Fig.118. Corrélations ROESY choisies du composé 28 —H)

La structure du compog6 a donc pu étre établie comme étant le 5,7,4’-thibyyflavone-7-

O-B-D-glucopyranuronide, composé connu généralemepelépapigénine-7-glucuronide et
isolé pour la premiére fois derigeron annuus(L.) Desf. (Asteracées) (Imai 1953). Les
déplacements chimiques des signaux observés en (RMN et du™>C sont présentés dans le

tableau 31 avec leurs attributions et ceux troulags la littérature (Gafner 1997).
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Tableau 31.RMN du'H et du'*C du compos&6 (300 MHz,5, J en Hz ; 75 MHz§) et de
I'apigénine-7-glucuronide (500 MH2, J en Hz ; 50 MHz) dans le DMS@®.

© 2007 Tous droits réservés.

compose 26 apigénine-7-glucuronide
1H ‘ 13C 1H ‘ 13C
apigénine
2 - 164,4 - 164,3
3 6,82 s 103,2 6,82 s 102,8
4 - 182,3 - 182,0
5 - 157,3 - 161,0
6 6,41d @,1H2 99,8 6,44 dZ,0H2 99,6
7 - 163,4 - 163,1
8 6,79d @,1H2 94,9 6,84 dZ,0H2 94,6
9 - 157,3 - 156,9
1 - 105,7 - 105,2
1 - 121,1 - 120,7
2'-6’ 7,89 d 8,9H2 128,9 7,94 d9,1H2 128,5
3'-5’ 6,88 d 8,9H2 116,5 6,94 dq,1H2 116,0
4 - 162,0 - 161,8
HO-5 12,95 s - - -
acide glucuronique
1" 5,02 d {,5H2 99,8 5,02 d7,6H2 99,6
" 3,25 dd 8,6Hz
2 3,25t 8,5H2 73,9 7.6H2 73,0
3” 3,29 m 76,8 3,29 8(6H2 76,6
” 3,16 dd 9,9Hz
4 3,15t 0,9H2 72,4 8,6H2) 72,0
5” 3,60d 9,9H2 74,1 3,53 d¥,9H2 73,6
6” - 172,2 - 171,6
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Composé 27

OH O
Fig.119. Composé 27

L’analyse par spectrométrie de masse en nedeletrospraydu compos7 (fig.119) montre
un ion moléculaire [M+H] de rapporm/z= 463 compatible avec la formule brutg€gO:».
Un pic est également observé au rappo#925, coorespondant probablement a la formation

du dimére [2M+H] dans le spectromére de masse.

Au niveau du spectre de RMN dd (fig.120), on observe comme pour le composé pieug

un doublet a8 5,03 correspondant probablement au proton anoo®rdjun ose et un
ensemble de massifs a champ plus f6r8{4), qui correspondent vraisemblablement aux
hydroxyles dudit ose mais dont I'observation eshége par la présence du pic de I'eau
dissoute dans le DMS@6 et un ensemble de signaux dans la région des tiques § 6,5-
7.5).

T T T T T T T T
8 7 6 5 a 3 2 Ppm]

Fig.120. Spectre de RMN du composé 27 (300 MHz, DI@Sd6)
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Les pics observés sont moins fins que pour le campoécédent, mais le spectre de masse
indigue une différence dm/z de 16 entre les deux produits, suggérant la pecéseiun
hydroxyle supplémentaire dans la structurdel_’ensemble des spectres de RMN mono- et
bidimensionnelle semble confirmer une grande parstructurale entre les deux produits. I
se confirme assez rapidement que l'ose est identfjgue les deux métabolites difféerent par
leur génine, celle d&7 n’étant pas 'apigénine, mais le lutéolol, comnwaiple produitll

déja décrit (voir page 90).

La structure du compos®7 a donc pu étre établie comme étant le 5,7,3",4'-
tétrahydroxyflavone-7-@-D-glucopyranuronide, généralement appelé lutédlol-
glucuronide, molécule connue dont la mention la @ocienne que nous ayons trouvée date
de 1963 (Harborne). Les déplacements chimiquesigaaux observés en RMN dH et du

13C sont présentés dans le tableau 32 avec leuitsuéitins et ceux trouvés dans la littérature
(Gafner 1997).
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Tableau 32.RMN du'H et du**C du compos@7 (300 MHz,5, J en Hz ; 75 MHz§) et du
lutéolol-7-glucuronide (200 MH#, J en Hz ; 50 MHzp) dans le DMSQH6.

compose 27 lutéolol-7-glucuronide
H | IS H ‘ KIS
apigénine
2 - 164,4 - 164,6
3 6,70 s 103,0 6,68 s 102,8
4 - 181,9 - 181,8
5 - 160,1 - 161,0
6 6,40 d 2,0H2 99,8 6,39 d{,9H2 99,5
7 - 163,3 - 163,0
8 6,78 d 2,0H2 94,8 6,75 dX,9H2 94,5
9 - 157,3 - 156,9
10 - 105,4 - 105,2
1 - 121,1 - 120,7
2 7,41 m 113,8 7,41 dL(9H2 113,4
3 - 146,5 - 146,1
4 - 151,0 - 150,7
5 6,82 d 0,1H2) 116,4 6,84 dg,3H2) 116,1
6’ 7,39 m 119,3 7,36 dd@(3Hz 1,9H2 119,0
HO-5 12,95 s - 12,94 s -
acide glucuronique
1" 5,02 d {,5H2 99,8 5,07 d§,4H2 99,5
2" 3,26 t 8,5H2 73,9 - 72,9
3” 3,30 m 76,7 - 76,5
4" 3,151t 0,9H2 72,2 - 72,0
5" 3,60 0,9H2 74,1 3,63 dg4,6H2 73,9
6" - 172,2 - 172,2
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Composé 28

Fig.121. Composé 28

La spectrométrie de masse du comp28€fig.121) en modelectrospraydonne une masse
[M+H] " de rapportm/z = 639, suggérant une masse moléculaire de 638e @wisse est

compatible avec la formule brute8,60:s.

Les expériences de RMN sur ce composé et le su(trast proche structuralement) ont été
assez difficiles a mener pour les raisons suivantes
» leur solubilité médiocre dans la plupart des sdivabDes spectres ont été enregistrés
dans le DMSQd6, mais les faibles quantités dissoutes n’'automdaigue des
expériences tres longues.
* Dans le cas du compo&8, il est soluble dans J®, mais ce solvant est rarement
utilisé pour la publication de résultats de RMN dionoides, ce qui a rendu
difficiles les comparaisons de résultats avedtérhture.

Le spectre de RMN diH enregistré dans le DMS@6 suggére la présence d’'une génine
flavonique semblable a celles des compdsksu 27 : on observe un systeme ABX 7,72,
d,J=2 Hz ;6 7,36, ddJ=2 Hz, 9 Hz 6,80, d J=9 Hz) témoignant de la substitution en 3’-4’
du cycle B, deux doublets faiblement couplés7(10, d,J=1,8 Hz ;6 6,58, d,J=1,8 Hz)
correspondant aux protons 6 et 8 et un singdlé {0 s) qui est le signal du proton 3. Cette
génine est probablement comme dans les deux éadeilutéolol, car on ne peut identifier de
signal correspondant & un groupe méthyle, méthoayleautre substituant classique des
génines flavoniques. Cette identification sembbesligurs confirmée par une série de spectres

ultraviolets du compos#8 seul ou avec certains réactifs préecis (cf. tabRZu
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En effet, le spectre UV du compo28 dans le CHOH présente des maxima d’absorption
(Amax = 241, 251, 270, 293, 349 nm) tres semblablesia da lutéolol §max = 242, 253, 267,
291, 349) (Mabry 1970). La spectroscopie UV peréggtlement de déterminer la position de
substitution du lutéolol par la partie osidiquel@enolécule :

* En ajoutant AICG} au compos@8, on observe un décalage des deux bandes (lat )
spectre d’absorption de la molécule. Pour la bdndela confirme la présence de la
nature ortho-dihydroxylée du cycle C (compatible avec la stuoetdu lutéolol) et
indique également que ces deux fonctions OH samiesodeux libres. En ce qui
concerne la bande I, le décalage est expliquépsoideux hydroxyles eortho, soit
par la formation d’'un complexe hydroxycétoniqueabaluminium. Etant donnés les
résultats de RMN diH et le spectre UV sans Al&I'hypothése d’un complexe entre
la fonction cétonique en 4, une fonction phénoligere 5 et I'aluminium est
privilégiée. Ceci signifierait que la fonction OIH & est libre, ce qui ne laisserait que
I'OH en 7 comme position de substitution possilde yn ose.

 En ajoutant HCI dans le mélange précédant, les redtsens précédentes sont
confirmées : la bande | retourne vers Jsax initiale car le complexe Abrtho-
dihydroxyle est acidolabile, tandis que la banda’déist pas affectée car le compexe
hydroxycétonique est typiquement acidorésistant.substitution osidique en 7 du

lutéolol semble donc confirmée.
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Tableau 33. Spectres UV du compos#8 seul, avec AlGl et AICI3/HCI dans CHOH,
observations et interprétations.

Spectre UV Observations interprétation
| hmax = 270Q 293, 349 Caractéristiques du

lutéolol ou d’un glycoside

de celui-ci

compose 28

‘ Amax = 28Q 298, 330, 425

Décalage important de |aPrésence flagrante d’'un
bande | (+ 76 nm). groupement

orthodihydroxyle libre sur
le cycle B— OH en 3’ et

4’ libres
compose 28 + Al Petit décalage de la bangEormation d’'un complexe
Il (+ 20 nm) phénylchromone

(logiqguement OH-5-
cétone-4)-AIC4.

Amax = 28Q 295, 358, 390

) Retour vers des longueurSuppression des
d’onde plus faibles de lacomplexes acidolabiles @

/ | bandel (- 35 nm). dihydroxyle-AICls.

asor
| {
| |
| |
| {

J
™

T La bande Il reste & laLe complexe est
compose 28 + AIG/HCI _ _
méme (280 nm) acidorésistant donc de
nature hydroxycetonique

— OH en 5 libre
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Pour plus de commodité dans la réalisation desrggede RMN et la minimisation des temps

d’expérience, ceux-ci sont réalisés dans I'eauétéat

Dans le spectre de RMN diH (fig.122), on observe deux signaux correspondamtes
protons anomériquesdb,28 etd 4,85, ainsi qu'un ensemble de sighaux entre 3£22eppm

qui correspond aux protons des oses. La partie a&rgne est moins claire, les signaux
apparaissant arrondis et mal résolus : Les pra2oms$ 6’ se confondent en un singulet tres
large. Une augmentation de température a 300 KeaHitrés Iégérement les pics et modifiera
légerement quelques déplacements chimiques. Cecesntaleurs qui sont présentés dans le
tableau 34.

ppm (£1) 6.50 6.00 5.50 s.00 4.50 4.00 3.50

Fig.122. Spectre de RMN ddH du composé 28 & 500 MHz dans 0, a 293 K.

Le spectre du'®C (mod) est heureusement mieux résolu. Il permet notarhnpem

'observation des signaux quaternairesd al72,0 etd 175,6 (et I'absence de signaux
secondaires vers 60 ppm) de déterminer que les dsex sont des acides uroniques. La
masse proposée de 638 correspond parfaitemerradance dans la molécule d’'une génine
lutéolol et de deux acides glucuroniques. L'expaéeHMBC (fig.123) permet de déterminer
les positions respectives des trois constituantg&admolécule. Elle confirme également la

nature de la génine.
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O

HO HO

Fig.123. Corrélations HMBC choisies du composé 2&8{->H)

C’est ensuite I'expérience COSY (fig.124) qui pernhe plus efficacement I'attribution
précise des signaux correspondant a chacun degsttans les deux acides uroniques.

Fig.124. Corrélations COSY observées pour le compd28 (H—H)

La structure du compos&8 a donc pu étre établie comme étant le 5,7,3",4'-
tétrahydroxyflavone-0-[3-D-glucopyranuronyl(3-2)]-B-D-glucopyranuronide,
généralement appelé lutéolol-7-diglucuronide. Ceitdécule a été isolée pour la premiere
fois de Secale cerealel. (Poacées) (Schulz 1985, Yoshida 1993). Les ab@phents
chimiques des signaux observés en RMNUdwet du*®*C dans RO sont présentés dans le
tableau 34. Les déplacements chimiques observéddMi du *H dans le DMSQd6 sont

également rapportés.
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Tableau 34.RMN du'H et du**C du compos@8 (500 MHz,5, J en Hz ; 125 MHz§) dans
D,0 (300K) et le DMSQd6 (proton uniquement, 293K).

compose 28
13C
D,O DMSO-d6
lutéolol

2 164,0 - -

3 102,2 6,07 s 6,70 s
4 182,0 - -

5 156,6 - -

6 99,8 6,23 s 6,58 ®H2)
7 161,6 - -

8 94,6 6,37 s 7,10 ®H2)
9 159,2 - -

10 105,4 - -

T 121,0 - -

2’ 112,6 6,82 s* 7,72 2H2
3 143,8 - -

4 148,0 - -

5’ 115,3 6,44 d (B2 6,80 d 8,5H2

, " 7,38 d 8,5Hz,
6 119,4 6,82 s 2H)
acides glucuroniques

1" 97,2 5,28 d§H2) 5,10d {H2
2" 80,2 3,89 m -

3” 75,1 3,89 m -

4" 71,6 3,66 m -

5" 75,8 4,02d

6" 172,0 - -
1" 102,4 4,85d4{,9H2 | 4,48d {,8H2
2" 73,4 3,42 18,4H2 -
3" 75,4 3,55 m -
4" 71,8 3,51 m -
5" 76,3 3,71 m -
6" 175,6 - -

* signaux superposeés

© 2007 Tous droits réservés.
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Composé 29

Fig.125. Composé 29

La spectrométrie de masse en metkxtrospraydu compos&9 (fig.125) donne une masse
[M+H]* de rapportm/z = 623, suggérant une masse moléculaire de 622e @wsse est

compatible avec la formule brute 82507

Comme mentionné précédemment, ce composé fut diffiede a étudier car il était peu
soluble dans tous les solvants et mélanges derdslgae nous avons essayes. Des spectres
ont néanmoins éteé réalisés dans le DM#OLes temps d’analyse furent longs et les spectres
parfois difficiles d'interprétation (voir la résdlan du spectre de RMN diiH), d’autant plus
gue le chauffage des tubes de RMN n’a pas appdaééliorations significatives. La
structure aurait été difficile a établir pour n@ans I'existence de composés apparentés dans

la plante (composézs, 30).

Le spectre de RMN dtH (fig.126) présente des déplacements chimiquegathies avec
ceux parfois observés pour l'apigénine, en revanaehessolution est tres mauvaise. Les

constantes de couplage sont trés difficiles a elser
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T T T T
ppm (1> 8-0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Fig.126. Spectre de RMN ddH du composé 29 & 500 MHz dans le DMS@6

La spectrométrie UV permet de déterminer, seloméene procédé que poR8, qu’il s'agit
d’un glycoside en 7 de I'apigénine.

La quasi-identité des déplacements chimiques quoretant a la partie osidique observée
entre les composé&s8 et 29 (*H, *C, HSQC) permettent I'établissement de la structieree

dernier. L'HMBC (fig.127) confirme les positionsgidifférents éléments de la molécule.

O

O OH O
HO HO

Fig.127. Corrélations HMBC choisies du composé 2€{>H)

La structure du compos® a donc pu étre établie comme étant le 5,7,4'-thibyyflavone-7-
O-[B-D-glucopyranuronyl(3>2)]-B-D-glucopyranuronide, généralement appelé apigéhine
diglucuronide. Cette molécule a été isolée poprdéamiere fois d€lerodendron trichotomum

Thunb. (Verbénacées) et le nom de clérodendriné gteet employé pour la désigner (Chen
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1988). Les déplacements chimiques des signaux \@ssen RMN du'H et du3C sont

présentés dans le tableau 35.

Il est intéressant de constater que la comparaiesrchromatogrammes des prod@iset 29

en CLHP avec le chromatogramme d'un extrait hydtbamolique (CHOH/H,O (1:1)
pendant 1 heure & température ambiante, sousiagjtdtun échantillon de verveine odorante
(Aloysia triphylla(L'Hérit.) Brit.) réalisé dans les mémes condisasemble montrer que les
deux molécules sont présentes dans cet extraitt{id des temps de rétention et introduction
de 28 et 29 dans l'extrait en tant que témoins internes) 1#8). Or si le lutéolol-7-
diglucuronide est un constituant connu de la veveadorante (de méme que l'actéoside,
visualisé sur le chromatogramme de I'extrait a emps de rétention voisin de 30 minutes)
(Teuscher 2005), la présence d’apigénine-7-diglhutide n’avait jamais été rapportée a notre

connaissance.
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1Det. A Ch1

400
300
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o1
T T T T T T 1
=1 10 15 20 25 30 35 4o
min
B 1Dt A ChA
125 (b)
100
75
50
=25
o S -
7 T T T T T T
10 15 Zo 2s =0 =5 40
min
1Der. A Ch1
so4 (C)
40—
a0
z2o—]
10
1 T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
min
5 1Det. A Ch1
25

10 15 =0 =5 30 35 40
min

Fig.128. Comparaison de chromatogrammes des prodsiisolés 28 et 29 avec un extrait
hydrométhanolique de verveine odorante. (a) extraitle verveine ; (b) composé 28 ;
(c) composé 29 ; (d) co-injection de I'extrait deerveine et des composés 28 et 29.
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Tableau 35.RMN du'H et du**C du compos@9 (500 MHz,5, J en Hz ; 125 MHz§) dans

le DMSOd6.
composé 29
H ‘ KIS
apigénine
2 - 164,7
3 6,77 s 103,2
4 - 182,5
5 - 157,3
6 6,52 s 100,7
7 - 163,5
8 6,89 s 96,4
9 - 157,3
10 - 106,0
T - 121,3
2'-6’ 7,86 d 7,8H2 129,1
3'-5’ 6,90 d 7,8H2 116,7
4 - 162,0
HO-5 13,00 s -
acides glucuroniques
1” 5,23d {,5H2 99,7
2" 3,57 m 82,2
3" 3,57m 74,1
4” 3,21 m 71,5
5” 3,74d 72,2
6" - 172,2
1" 4,57 d 6H2) 104,1
2" 3,02s 74,8
3”’ - -
4 3,03 m 72,0
5’” - -
6" - 175,5
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Composé 30

Fig.129. Composé 30

Le spectre de RMN ddH du composé0 (fig.129-130) présente au premier abord trois
caractéristiques importantes :
 Entred 6 etd 8 : des signaux aromatiques correspondant aul p®fsubstitution de
I'apigénine, c’est-a-dire une paire de doublétg,03 et 6,93 ;J=9 Hz) qui témoigne
de la substitution epara du cycle C et trois singulets correspondant awtonis 3 §
6,85), 6 § 6,60) et 8§ 7,03).
e Entred 4,5 etd 5,5: deux doubletsé(5,20; J=5,8 Hz ets 4,68 ; J=9,1 Hz)
susceptibles de correspondre aux protons anomérapideux oses, ainsi qu’un triplet
(6 4,80 ;J=9,9 Hz) qui pourrait étre expliqué par la subsitu d'une fonction
alcoolique osidique par un groupement entrainanfouhdéblindage. Le reste des
signaux des oses n’est guére plus observable quseelel@omposé précédent.
* A $ 2,00: un trés grand singulet, typique dusCGi#une fonction acétyle et nous
renseignant donc sur la nature de la fonction agatrainé le déblindage d’un proton

osidique.
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é é * é N [ppm]

Fig.130. Spectre de RMN ddH du composé 30 & 300 MHz dans le DMS@6

Au niveau du spectre diC (jmod), on constate la présence d’un pig 70,1 qui est corrélé
par I'expérience HMBC (fig.131) avec le signal d®R du *H du groupement acétylé (
2,00) et qui correspond donc logiguement au cateodg ce méme groupement. Mais on
observe également deux autres pics B72,2 etd 172,3, corrélés respectivement avec des
signaux de RMN ddH a8 3,63 etd 3,49. Il est trés probable que, comme dans lex deu
molécules précédentes, les deux oses soient ddssaaroniques. Les deux corrélations
présentées seraient donc G6H5” et C6"” —H5™. La molécule 30 serait donc constituée
des éléments suivants : une génine (I'apigéninejix cacides uroniques et un groupement

acétyle.

J

Fig.131. Corrélations HMBC du composé 30 (&H)

OH O

K OH

=
Lo
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La spectrometrie de masse en metkctrospraydonne un pic [M+H] de rapporim/z 665,
suggérant une masse moléculaire de 664 compatibtela formule brute £H2g0;g, C'est-a-
dire avec la présence de tous les éléments cH#sssius. Reste donc a préciser les points de

jonction de ces différents éléments.

L’expérience de corrélation bidimensionneltd-'H COSY (fig.132) permet de déterminer
'enchainement de protons dans les deux oses deflérme au passage, par I'absence de
corrélation H5-H6 qu’il s’agit d’acides uroniquesPn peut également former deux
hypothéses & partir des déplacements chimiquedHent *C précisément attribués des
signaux des deux oses :

* L'un des deux présente des déplacements chimigassptoches du premier acide
glucuronique des compos2s et 29 et est probablement branché de la méme facon,
sur la génine, le deuxiéme ose formant un acétab@a proton anomeérique sur son
hydroxyle en position 2.

 L’autre ose est probablement acétylé en positiode3signal correspondant dans
'enchainement des corrélations COSY étant treslirdéb (il s’agit du triplet

mentionné plus haut,&4,80).

Fig.132. Corrélations COSY du composé 30 (H)
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Les expériences HMBC (fig.131) et ROESY (fig.133ennent confirmer la structure
envisagée précédemment. On observe dans les deugudan acide uronique substitue
I'apigénine en 7, qu'il est lui-méme substitué epa un autre acide uronigue qui est acétylé
en 3.

Le ROESY permet en outre de confirmer que les dms@s sont des acides glucuroniques par

I'observation des corrélations H1-H3-H5 d’'une pki2-H4 d’autre part.

0]
HO

HO OH
\é o) o) O
NaNs e
H
O OH O
HO O
(@)

Fig.133. Corrélations ROESY du composé 30 (HH)

La réalisation d’'un spectre infrarouge (fig.134)ymet de confirmer la présence de certains
groupements importants dans la molécule. On reredegprésence de signaux correspondant
aux fonctions alcooliques (3426 @n carboxyliques (1715 c) et & la cétone (1654 ¢t

Le signal observé & 1606 ¢nest expliqué par la structure aromatique de |'‘épige. La
présence de groupements carboxyliqus dans la meléest également confirmée par
I'observation de la bande large et intense ent@38 2500 cil (élongation de liens O-H

carboxyligues).
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Fig.134. Spectre infrarouge du composé 30 (KBr)

La structure du compos3® a donc pu étre établie comme étant le 5,7,4’-thibyyflavone-7-

O-[(3-O-acétylp-D-glucopyranuronyl(3>2)]-p-D-glucopyranuronide. I peut, pour

simplifier, étre qualifié de 3'-acétylclérodendg. Les déplacements chimiques des signaux

observés en RMN dtH et du**C sont présentés dans le tableau 36. A notre cesaraie, ce

composé n'avait jamais été identifié dans le regrggtal.
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Tableau 36.RMN du’H et du**C du compos&0 (500 MHz,8, J en Hz ; 125 MHz§) dans

le DMSOd6.
compose 30
1H 13C
apigénine
2 - 164,8
3 6,85 s 103,2
4 - 182,6
5 - 161,8
6 6,60 s 100,2
7 - 163,7
8 7,03 s 96,1
9 - 157,4
1 - 106,1
1 - 121,5
2'-6’ 7,93dPH2) | 129,1
3'-5’' 6,93d OH2 | 116,7
4 - 162,1
acides glucuroniques
1" 520d6,8H2 | 98,7
2" 3,56 m 82,5
3” 3,56 m 73,9
4" 3,22 m 70,4
5" 3,63d0,9H2 | 72,2
6" - 172,3
1" 4,68d9,1H2 | 103,2
2" 3,16t 0,9H) | 70,4
3" 480t0,9H) | 77,8
4" 3,26 m 69,3
5" 3,42 m 72,2
6" - 172,3
CH3-CO 2,00 s 21,7
CH3-CO - 170,1
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Composé 31

Fig.135. Composé 31

La spectrométrie de masse du comp8%€(fig.135) en modeelectrospraydonne un pic
[M+H] " de rapportm/z 507, suggérant une masse moléculaire de 506 ciblepavec la
formule brute GsH2,043.

Le spectre de RMN dtH du compos&1 (fig.136) différe, au niveau de la région des aign
aromatiques, de tous ceux des flavones déja deddes ce mémoire, en dépit de colorations
semblables en lumiere UV a 365 nm, avec ou sangépsdtion de réactif de Neu. On
n'observe ici aucun couplage entre les signauxepiddes d’appartenir a la génine de la

molécule.

O-CHj3

™ T T T T

T T T T T T " T T T
7 6 5 4

i

Fig.136. Spectre de RMN ddH du composé 31 & 300 MHz dans le DMS@6
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Par comparaison avec les spectres des molécukessdiges, on peut émettre I'hypothese que
I'un des singuletsy(7,08) correspond au proton 3 d’'une flavone, tagdes les deux doublets
de faible couplage’(6,48 ets 6,92,J=2,1 Hz) sont respectivement attribuables a H6 &t H
Dans cette optique, on aurait une génine flavonigdedihydroxylée, tout comme I'étaient
I'apigénine et le lutéolol, ce qui ne laisse quaimgulet § 7,37, 2H) pour expliquer le schéma
de substitution du cycle B. La présence d’'un tnes@ singulet & 3,91, intégrant pour six
protons s’explique de la maniére la plus proballela substitution en 4’ dudit cycle B par
une fonction hydroxyle et une double substitut®ymeétrique, par deux groupes méthoxyles,
en 2’-6’ ou 3-5’. On n'observe également sur leecpe qu’un seul signal susceptible de
correspondre au proton anomérique d'un és&@2 d,J=7,5 Hz).

Le spectrgmod permet de penser que cet ose est un acide urQréiqoene pour tous les
hétérosides flavoniques isolés ldppia alba pour l'instant. En effet on n'observe pas de pic
de carbone secondaire aux environssd@0 (C6 d’'un ose classique), tandis qu'un pic de
carbone quaternaire est préseftla¥2,5 (C6 d’'un acide uronique).

Le spectre ROESY (fig.137) permet a la fois d’afiar que lI'acide uronique est un acide

glucuronique (corrélations 17-3”, 1”-5” mais awune corrélation d’un ces trois hydrogénes
avec 2” ou 4”) et renseigne sur sa position dbstitution sur la génine (en 7 : existence de
corrélations 17-6 et 1”-8). En outre, il permebm seulement de confirmer les hypotheses
émises sur la nature du cycle B par I'observationel corrélation entre le singuleb&’,37 et

le singulet des méthoxyles, indiquant qu’ils somnbproches dans I'espace, mais aussi de
déterminer que les —OGHont en 3'-5’ (on observe une corrélation entrsitgulet & 7,37

et le signal de H3).

W

OH O

| \j OCH;,

Fig.137. Corrélation ROESY observables du composéd 8H«H)
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Les expériences COSY, HSQC et HMBC sont cohéreates la structure déterminée et

permettent I'attribution compléte des signaux ob&er

La structure du composg&l a donc pu étre établie comme étant le 5,7,4’-thibyy-3',5'-
diméthoxyflavone-7-p-D-glucopyranuronide, encore appelé tricine-7-giooide. Ce
composé a été signalé pour la premiéere fois daspdceMedicago satival. (Fabacées)
(Harborne 1964). Les déplacements chimiques desusigobservés en RMN dH et du*®C

sont présentés dans le tableau 37.
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Tableau 37.RMN du'H et du**C du compos&1 (300 MHz,5, J en Hz ; 75 MHz3) dans le

DMSO-d6.

© 2007 Tous droits réservés.

compose 31
H ‘ KIS
tricine

2 - 164,9
3 7,08 s 103,9

4 - 182,5

5 - 161,6

6 6,48 d ,1H2 100,1

7 - 163,4

8 6,92 d 2,1H2 95,6

9 - 157,5

1 - 105,8
r - 120,8
2'-6’ 7,37s 104,9
3'-5’ - 148,9
4 - 140,9
O-CHj; 391s 57,0

acide glucuronique

1" 5,02 d {,5H2 100,1
2" 3,25 m 74,2
3" 3,29 m 77,1
4" 3,15 m 72,6
5" 3,60 m 77,1
6” - 172,5
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Récapitulation sur les composés polaires présents dans les feuilles de Lippia alba

Nous proposons ici une récapitulation des compad&stifies dans les différents lots de
Lippia alba (Mill.) N.E. Brown que nous avons pu nous procurér travers les
chromatogrammes obtenus en CLHP a partir d’exthgitkométhanoliques. Les figures 138,
139 et 140 présentent respectivement les chronmatoges des extraits issus des lots de
Gourbeyre (Guadeloupe), Capesterre (Guadeloup8piet Pierre (Martinique, lot 2). Ces
extraits ont tous été réalisés dans les mémes taumg]i afin de permettre une bonne
comparaison (cf. partie expérimentale). La présesmwajuantité significative (c’est-a-dire
suffisante pour une détection par CLHP dans camiextdes composés isolés est également

reprise pour tous les lots dans le tableau 38.

La plupart des produits isolés présentés dans eeoime I'ont été d’'un lot de ippia alba
originaire de Gourbeyre (Guadeloupe). Malheureuséntee réception d’autres lots d’origines
différentes nous a amené a découvrir que la corniposies extraits déippia alba était
éminemment variable, comme le démontrent les chimgrammes ci-dessous. Le lot de
Capesterre ne contient aucun produit majeur diftéde ceux de Gourbeyre. Les métabolites
secondaires sont simplement moins abondant, de selite que seuls les produits trés
majoritaires sont visibles (essentiellement ledudigronides de lutéolol et d’apigénine, voir
fig.139). Les lots martiniquais (fig.140) avaiemisdcompositions identiques entre elles, mais
assez différentes des lots guadeloupéens. Simenmoduits étaient identiques (actéoside,
calcéolarioside E), plusieurs produits isolés dudGourbeyre étaient absents ou en quantité
beaucoup plus faible (lutéolol-7-diglucuronide)sattout des produits présentaient des temps
de rétention ne correspondant a aucun composeédagjtifié dand.ippia alba Un seul de ces
produits a été isolé a I'heure actuelle : la teeifrglucuronide 31). Il apparait donc
intéressant de poursuivre les travaux d’isolementamposés des lots martiniquaisLdepia
alba, tout comme il est nécessaire de d’effectueresilotide Gourbeyre les tests classiques de
la Pharmacopée (teneur en eau...) des que posdibleleales comparer a ceux déja obtenus

sur les lots martiniquais.
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Fig.138. Profil d’extrait hydrométhanolique de I'’écdantillon de Gourbeyre (Guadeloupe) dd.ippia alba en CLHP. En noir : absorption a
254 nm. Enrouge : absorption a 330 nm.
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Fig.139. Profil d’extrait hydrométhanolique de I'’édantillon de Capesterre (Guadeloupe) déippia alba en CLHP. En noir : absorption a

254 nm. Enrouge : absorption a 330 nm.
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Fig.140. Profil d’extrait hydrométhanolique de I'édantillon de Saint Pierre (Martinique) (lot 2) deLippia alba en CLHP. En noir :

absorption a 254 nm. Errouge : absorption a 330 nm.
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Tableau 38.Principaux composés détectés en CLHP dans destextydrméthanoliques
réalisés dans les mémes conditions sur différetddieLippia albaet temps de tétentiofr)
de ces composés dans le gradient utiksécpnstituant majeur ; X : constituant détectable)

© 2007 Tous droits réservés.

ComDosés noms usuels tr Gourbeyre Capesterre | Saint Pierre
b (minutes) | (Guadeloupe)| (Guadeloupe)| (Martinique)
15 _ acide 6,35 X : x

géniposidique
16 thévéside 4,88 X X X
17 caryoptoside 12,39 X - -
18 shanzhiside méthyl| 12.12 X i i
ester
19 mussaenoside 18,58 X - -
20 8-epiloganine 16,74 X - -
21 géniposide 17,06 - - X
13 actéoside 29,88 X X X
22 2-acétylactéoside 43,10 X - -
23 calcéolarioside E 27,30 X - X
7 forsythoside B 27,00 X X -
24 isoactéoside 33,72 X - -
25 cistanoside F 10,37 X X X
26 apigenine-7- | 49 gg X X i
glucuronide
27 Iuteolol-?- 2948 i i i
glucuronide
28 lutéolol-7- 22,45 X X :
diglucuronide
29 apigenine-7- 26,24 X X X
diglucuronide
30 apigenine-7- | 34 g3 : : :
acétyldiglucuronide
31 tricine-7- 41,48 : : X
glucuronide
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v) Composition des huiles essentielles de lotkippia alba

Des lots d’huile essentielle deippia alba de trois origines géographiques différentes
(Guadeloupe, Martinique et Guyane) ont été obtgrarshydrodistillation et analysés par
CPG-SM. Les résultats détaillés sont présentés tariableau 39. L’'analyse de I'huile
essentielle découle a la fois de l'analyse destsggede masse des différents composeés, de
leur comparaison avec ceux disponibles dans lémthiibques consultées (NIST MAINLIB et
replib), de la comparaison des temps de rétenti@e aeux de témoins authentiques, de la
détermination des indices de Kovats de tous leposés identifiés dans I'huile essentielle et
de leur comparaison avec ceux disponibles dangtéaature pour le méme type de colonne
(Leclercq 1999, Fischer 2004, Stashenko 2004, Eav2005, Flavornet, Pherobase).

Tableau 39.Composition (%) des quatre huiles essentiellel/aéas par CPG/SM.
En gras : > 5%.

Composé K Guadeloupe Guadeloupe Martinique Guyane identification
(Gourbeyre) (Capesterre) | (Saint Pierre) (Cayenne)
3-hexén-2-one n.d. 0,2 0,2 - traces SM
4-hydroxy-4-méthylpentenong n.d. 0,6 0,5 traces 0,6 SM
thujéne 915 0,4 0,8 - - SM, IKb
campheéne 946 - - 14 - SM, Kb
sabinéne 970 traces 0,3 - - SM, IKb
1-octén-3-ol 982 0,2 0,2 - traces SM, IKb
6-méthyl-5-heptén-2-one 987 0,6 5,0 - - SM, IKb
B-myrcene 990 4,0 6,5 traces 3,0 SM, IKb, T
a-terpineéne 1017 0,2 0,1 - - SM, IKb
p-cyméne 1026 2,6 5,6 - - SM, IKb, T
limonéne 1031 - - 51,1 18,4 SM, IKb, T
(2)-p-ocymene 1041 0,4 0,6 - - SM, IKb, T
(E)-B-ocymene 1051 6,3 13,3 traces - SM, IKb, T
y-terpinéne 1061 21 8,5 - - SM, IKb
a-terpinoléne 1085 - - traces - SM, IKb
linalol 1100 1,6 1,4 2,1 13 SM, IKb, T
ipsdienol 1146 - - traces - SM, IKb
oxyde de limonéne 1147 0,2 - - - SM, IKb
(E)-verbénol 1151 0,3 - - - SM, IKb
bornéol 1173 - - 14 - SM, IKb
dihydrocarvéol 1194 0,6 0,2 - - SM, IKb
a-terpinéol 1194 - - traces - SM, IKb
(E)-dihydrocarvone 1202 - - - traces SM, IKb, T
carvéol 1220 - - 0,6 - SM, IKb
nérol 1226 traces - - traces SM, IKb, T
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Composé K Guadeloupe Guadeloupe Martinique Guyane identification
(Gourbeyre) (Capesterre) | (Saint Pierre) (Cayenne)
citronellol 1235 0,1 0,1 - - SM, IKb
néral 1240 33,1 7,8 - - SM, IKb, T
carvone 1241 - - t 67,6 SM, IKb, T
géraniol 1255 0,2 0,6 - - SM, IKb, T
pipéritone 1249 - - traces 0,6 SM, IKb
chavicol 1259 1,1 traces - - SM, IKb
oxyde de carvone 1262 - - 13 - SM, IKb
géranial 1274 20,8 9,1 - - SM, IKb, T
acétate d)-carvyle 1327 - - 3,9 0,9 SM, IKb
eugeénol 1353 2,3 1,3 traces - SM, IKb, T
a-copaene 1372 0,7 1,6 - - SM, IKb
B-bourbonéne 1379 0,2 0,3 - - SM, IKb
B-cubébéne 1384 0,2 0,5 traces traces SM, IKb
B-élémene 1386 15 2,9 1,3 traces SM, IKb
cinérolone 1393 - - 2,3 - SM, IKb
B-caryophyllene 1414 3,7 9,2 4,3 0,8 SM, IKb
a-guaiene 1439 6,3 15,4 - - SM, IKb
a-humulene 1450 17 2,3 traces - SM, IKb
allo-aromadendréne 1455 0,2 03 traces - SM, IKb
y-muuroléne 1471 0,3 0,4 traces - SM, IKb
germacrene D 1476 1,0 0,8 18,1 12 SM, IKb
a-sélinéne 1483 0,3 0.4 - - SM, IKb
y-cadinene 1510 0,2 0,1 0,4 - SM, IKb
d-cadinéne 1513 0,5 0,5 traces - SM, IKb
a-copaéen-11-ol 1536 0,1 - - - SM, IKb
y-bisaboléne 1537 - - 18 - SM, IKb
germacrene D-4-ol 1563 0,1 0,1 - - SM, IKb
oxyde de-caryophylléne 1571 0,1 0,1 0,6 traces SM, Kb
oxyde d’humuléne 1595 0,2 0,2 - - SM, IKb
isoélémicine 1660 - - 0,5 - SM, IKb

IK : indice de Kovats, déterminé par comparaisaon téenps de rétention avec ceux d’'une gamme d’addaméaires.
Identification ; SM : spectrométrie de masse (mdedragmentation et comparaison avec des bibliothgg IKb : comparaison d'indice de
Kovats avec ceux donnés dans la littérature ;dEntité de temps de rétention avec un témoin atithen

On note donc gu’a partir d’échantillons d’originéographique différente, on obtient des
profils différents en CPG. On remarque que :

* Les deux échantillons guadeloupéens présententipalement des différences de
teneur en leurs constituants, qui sont qualitate@nhes mémes. L'odeur de ces deux
huiles est tres proche (odeur de citron prédomaamtec un fond plus désagréable).
Les composés majoritaires sont le citral (52%)\taene (7%) et Hi-guaiene (6%)

pour le lot de Gourbeyre ; le citral (48%), le mame (20%), Ig-caryophyllene (7%),
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I'a-guaiene (11%) et l8-guaiene (5%) pour le lot de Capesterre. Nous posiVes
classer dans le chimiotypa de notre classification : le composé principalleditral
(50,2 £ 2,2%), Ig-caryophyllene est présent a un teneur moyenne %53 1,6%).

« L’échantillon guyanais présente un profil beaucplys simple, avec pour composants
majoritaires la carvone (71%) et le limonene (20@&est donc un cas typique du
fameux chimiotype « limonene-carvone » mentionnésda littérature. Il correspond
au chimiotypellla de notre classification. Pour exemple, la pipéet@st détectée
mais représente seulement 0,7% de I'huile esskmntiel

* L’échantillon martiniquais contient 54% de limonéee 20% de germacrene D et
environ 5% deB-caryophyllene. C’est un cas original car, a naoanaissance, il
n'existe pas d’autre exemple d’échantillon d’hudssentielle de.ippia alba ou la
teneur en limonéne soit aussi élevée sans qu’uaetit@ remarquable de carvone
(chimiotype Illa) ou d'une cétone monoterpénique apparentée (ppér
pipériténone, dihydrocarvone, lippione : chimiotyipe ) soit détectée. Ici, on note
plutét une teneur élévée en dérivés sesquiterpésigan-oxygénes (germacrenefib,
caryophyllene). Néanmoins, il faut remarquer deluwsses :
=  On détecte, en quantités certes modestes, certdéness cétones ou des dérivés
proches : carvone, oxyde de carvone, pipéritongi@xle pipéritone, isopipériténone,
carvéol, chrysanthénone. Aucun de ces composest miégecté dans ['huile
guadeloupéenne, alors que la pipéritone et la ahtiignone sont présents dans I'huile
guyanaise, ce qui soutient tout de méme a la ‘idisel d’'une certaine proximité entre
lots guyanais et martiniquais et I'homogénéité douimiotype Ill dans notre
classification ;

" Sur les six articles que nous avons inclus dan® rbtimiotypelllb , seuls deux
proposent une quantification des constituants Heil€ essentielle. Nous ignorons
donc les teneurs exactes en ces cétones monotgupérdans les publications les plus
anciennes. En d’autres termes, le grollille est certainement moins solidement établi

gue d’autres groupes de cette classification quilesoute facon perfectible.

A la lumiere de ces nouvelles analyses, la clasgifin basée sur la bibliographie nous
permet pour linstant d’avoir répondu correctema@ntotre souci de simplification des
chimiotypes delippia alba Les échantillons guadeloupéens que nous avonanplyser

appartiennent au sous-tyda, I'échantillon guyanais au sous-typH#a . Il nous parait
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raisonnable de classer I'échantillon martiniquasasile chimiotypéll . On peut s’interroger
sur une classification plus précise de cet échantil
* |l pourrait étre classé dans le sous-tyipp car le limonéne y est nettement
majoritaire, ce qui est rencontré dans ce sous-(@aalan 1977, Senatore 2001),
jamais dans le groupda ,
» on préfére cependant l'insérer dans le sous-tlyaecar I'huile essentielle contient un
taux élévé de germacréne D (18,1%), ce qui esk assacteristique du groupka ,
en général (Zoghbi 1998, Leclercq 1999, TavareSR0 plus particulierement par
rapport au groupBlb ou ses concentrations sont toujours négligeables.

Récapitulation sur les constituants de [’huile essentielle de Lippia alba et l'existence de
chimiotypes
Les tableaux 40 et 41 présentent tous les éclantiltdeLippia alba dont I'analyse est

rapportée dans la littérature (seules les molécugsésentant 5% ou plus de I'huile
essentielle totale sont indiquées), classés selmisdpt chimiotypes proposés plus haut dans

ce mémoire. Les quatre échantillons que nous aaoa$ysés y sont €également reportés.
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Tableau 40.Chimiotypel et sous-types (huile essentielle obtenue par laystitbation).

Chimiotype | Sous-type Composés majoritaires (%) iBeig Saisor) Rdt Partie utilisée écrr‘gr?tkijllrgns Référence
citral Argentine NC NC feuilles 1 Fester 1961a
citral, 1,8-cinéole Argentine automne, été 0,2-1,9% feuilles 4 Fester 1961b
citral (65),B-caryophylléne + oxyde (8) Brésil NC 1,0% NC 1 F890
citral (55), myrcene (10), p-cyméne (), Brésil NC NC feuilles Matos 1996
caryophylléne + oxyde (7)
citral (63-71), limonéne (9-13) Brésil NC 1,1-1,6% feuilles Matos 1996
citral (36), germacrene D (25);caryophyllene (10) Brésil NC 0,2% partlfT:uz:géennes 1 Zoghbi 1998
citral + B-caryophylléne (50) Brésil toute l'année 0,1-0,6% feuilles 15 Castro 2002
citral (72), géraniol (8) Brésil hiver 0,1% feuilles 3 Tavares 2005
citral (60), géraniol (9), myrcéne (5) été 0,3% feuilles 3
a citral (37), myrcéne (E)LS()S,)geranloI (5), germacréne  Brésil printemps 0.2% feuilles 1 Oliveira 2006°
citral (22), nérol (10), géraniol (6) Brésil printemps 0,2% feuilles 1 Oliveira 2006
citral (57),[5—caryophyllene (6), methylhepténone Curacao NC NC NC 1 Lawrence 1984
(6), citronellol (5)
citral (44), 1,8-cinéole (23) Guatemald NC 0,2-0,3% feuilles , fleurs 2 Fischer 2004
citral (49) Inde NC NC NC NC Kumar 2062
citral (25), myrthénal + myrthénol (10), gérania),( o feuilles .
B-caryophylléne + oxyde (8), néryl acétate (7) Inde NC 1,0% ! Singh 2000
| citral (54), ociméne (7)y-guaiéne (6) 0,6% 1
citral (17), a-guaiene (15), ocyméne (14}, " . P
caryophyllene (9)y-terpinéne (8)p-myrcéne (6)p- Guadeloupe ete 0,2% feuilles 1 ce memoire
cymene (6), methylhepténone (5)
linalol (67-83), 1,8-cinéole (6) Brésil toute I'année 0,8-1,2% feuilles 10 Frighetto 1998
linalol (50-79), 1,8-cineole (7-14) Brésil toutainée 0,2% plantes ND Atti-Serafini 2002
linalol (76) Brésil NC 0,1% feuilles 1 Duarte 2005
linalol (74) - hiver 0,4% feuilles 3
linalol (60), 1,8-cinéole (6), germacréne D (5) Brésil été 0,6% feuilles 3 Tavares 2008
b linalol (65), 1,8-cinéole (7) Inde toute I'année 0,6-0,8% feuilles NC Bahl 2000
linalol (69), 1,8-cinéole+limonéne (5), Inde NC NC « herbe » 1 Mallavarapu 2000
linalol (69-72), géranyl acétate (6) Inde NC NC pousse 10 Gupta 2001
linalol (65), citral (5) Inde toute I'année 0,8% feuilles 51 Bahl 2062
linalol (81) Inde toute 'année NC « plante » 4 Bahl 2002
linalol (42), citral (27-29), 1,8 cinéole (7-10) de automne, hiver NC « herbe » 6 Kumar 2002
linalol (55),B-caryophylléne (9), germacrene D (6) Uruguay été 2-04% feuilles , tiges 1 Lorenzo 2001
citral (60) automne 0,3% 1
Ic citral (maj), linalol Argentine printemps 0,6% parties aériennes 2 Ricciardi 1999
linalol (70) été 0,8% 1
B-caryophylléne (24), citral (23) Brésil printemps 0,1% feuilles 1 Craveiro 1981
Id B-caryophylléne (34) + qude (18), citral (12), ar, Brésil automne hiver 0.1% parties aeriennes 1 Zetola 2002
curcumeéne (7) fleuries

&les saisons sont données en fonction du calerdiiehaque pays; NC: non communiqué; ND: non digjen

P plante cultivée (tout ou partie des échantillohs)ltivar LAC-1,° cultivar LAC-2 (stérile)? cultivar Kavach! cultivar L-601 (par irradiation, stérilé) cultivar L-640 (“Bhurakshak”) (par irradiation ésile, breveté)
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Tableau 41.Chimiotypedl -VII et sous-types (huile essentielle obtenue par loystitbation).

Chimiotype | Sous-type Composés majoritaires (%) iBeig Saisor) Rdt Partie utilisée écr;]c;r:tti)"rgns Référence
I tagéténone Argentine été 1,6-2,2 parties aérienng 3 Ricciardi et al. 1999
tagétenone (71), myrcene (7), germacrene D (3) dhalh NC 0,2-0,4% feuilles, fleurs 14 Fischer epaD4’
carvone (42-55), limonéne (23-30) Brésil NC 1,294,5 feuilles 3 Matos 1996
limonéne (32), carvone (32), germacrene D (21), 0.1%
myrcéne (11) - ' parties aériennes .
1,8-cinéole (35), limonéne (18), carvone (9), Breésil NC 0.3% fleuries 1 Zoghbi 1998
sabinéne (8) 270
" \ - feuilles
carvone (49), limonene (27) Brésil NC 0,5% 1 Braga 2008
carvone (62), limonene (15) hiver (floraison 0,4% feuilles 3
carvone (53), limonene (17), germacréne D (6) Brésil été (période feuilles Tavares 2005
Ila 14 P 0,5% 3
élémol (5) végétative)
carvone (51).’ I|moneng (33), Colombie été 0,7% feuilles, tiges 1 Stashenko 2004
bicyclosesquiphellandréne (7)
carvone (69), limonene (23) Costa Rica ND ND fesill 1 Ciccio 2004
n carvone (29-40)3-guaiéne (10-12), pipériténone (- - 50 feuilles, tiges ) )
8), limonene (6-7) Cuba été 2,1-2,2% 2 Pino 1996a-b
carvone (63), germacréne D (6), limonéne (5) Perou NC 0,3% feuilles 1 Leclercq 1999
carvone (68), limonéene (18) Guyane été 0,89 fawille 1 ce mémoire
limonéne (51), germacréne D (18) Martiniqug automne 1,6% feuilles 1 ce mémoire
limoneéne, pipéritone Argentine ND ND feuilles 1 Fester 1954a
limonéne, pipéritone, dihydrocarvone Argenting ND DN feuilles 1 Fester 1954b
limonéne, lippione, pipéritone Argentine ND 0,5%,4 feuilles ND Fester 1955
b a-pinéne, dihydrocarvone (maj), citral, camphoi Atiyee ND ND feuilles ND Fester 1955
dihydrocarvone, 1,8—c(|:ri1t(:;>|le (maj), camphor, linalpl Argentine té 0.5-1,2% feuilles 5 Fester 19614
limonene (34-47), Féfgqtg)ne (37-24), 1.8-cinéole Argentine été, automne 0,6% feuilles 2 Catalan 1977
limonéne (44), pipéritone (31), 1,8-cinéole (14) atmala été 0,2% parties aérienneg 1 Senatore 2001
Y myrcéne (42), camphéne (30) Argenting été 1,29 igsamériennes 1 Ricciardi 1999
myrcéne (26), citral (16) Inde NC 1,2% feuilles 1 Singh 1999
vV y-terpinéne (46), p-cyméne ($rcaryophylléne (7) Brésil automne 0,3% feuilles 1 Gomes 1993
camphor (18), 1,8-cinéole (1@cubébéne (6)§3- o .
\ caryophylléne (5) Uruguay NC 0,8% feuilles 1 Dellacassa 1990
VIl (var. carterae: estragole (56), 1,8-cinéole (13), camphéne (7) USA printemps 0,9% feuilles terminals et 3 Tucker 1999

“licorice verbena”)

tiges

2 les saisons sont données en fonction du calerdfiechaque pays; NC: non communiqué; ND: non dif®n
® plante cultivée (tout ou partie des échantillons)
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c) Activité pharmacologigue de métabolites secondais deLippia alba

a) Activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH
L’activité antiradicalaire de composeés isolés asdan premier temps été évaluée par leur

activité inhibitrice sur une solution méthanolicqie DPPH, mesurée a 517 nm. La substance

de référence était le Trolox (fig.62), qui a monine Co de 12,5 uM (cf. fig.141).

Le profil d’activité antiradicalaire de chaque stsinge testée vis-a-vis du radical DPPH est
présenté dans la figure 141. Des représentanthatpue type de molécules isolées ont été
testés : un iridoide (le thévésidig), deux flavonoides (le lutéolol-7-diglucuroni@8 et la
tricine-7-glucuronide 31) et quatre phénylpropanoides (le 2-acétylactéosi2
l'isoverbascosid@4, le calcéolarioside B3 et le cistanoside E5).

e=ié=trolox
== 16
e eV
—+—23
24
—25
-3
31

% Réduction DPPH

¥ a—n - —

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Concentration (umol/L)

Fig.141. Activité de capteurs de radicaux libres din iridoide et de composés
phénoliques isolés déippia alba ainsi que du Trolox sur le radical DPPH

On ne constate aucune activité antiradicalairec®eepar le thévésiddg) sur le DPPH. Ceci
n'est pas vraiment surprenant dans la mesure aird&ture chimique de la molécule ne

comporte aucun groupement typiguement antioxydahér{ol, amine aromatique...) ni de
double liaisons conjuguées.

Les flavonoides testés ont, eux, montré une certdtivité inhibitrice. Celle du compo8é

n'a pas pu étre réellement quantifiée car aux aanggons maximales testées, il ne capte pas
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plus de 50% du DPPH. On détermine en revanche syd€I138,2 UM pourle compo&8. On
peut expliquer cette différence notable d’actiétéire deux glycuronides de flavone par le
profil de substitution du cycle B pour les deuxdrits : dans le premier cas la génine est la
tricine qui ne posséde qu’un seul groupement Ok ldur le cycle B (en 4’, entouré par deux
meéthoxyles en 3’ et 5’), tandis que dans le seaawdou la génine est le lutéolol, le cycle B
est un noyawrtho-dihydroxylé, ce qui permet une meilleure déloedlan de I'électron non
apparié sur I'ensemble du cycle et une plus gratatglité du radical formé.

En ce qui concerne les phényléthanoides testéshsarve des activités voisines pour tous les
composés : 11,1 uM2p), 16,1 uM 24), 8,2 uM @3), 9,3 uM @5). Curieusement, le
composé5, qui ne posseéde dans sa structure qu’un résidyleaét n’est pas substitué en 1
du glucose par un hydroxytyrosol, ne semble paseptér d’activité inférieure aux autres

produits, qui contiennent deux noyaartho-dihydroxylés.

Rappelons également que les compaséersythoside B) efl3 (verbascoside) ont été testé

(fig.63, page 110) et ont présenté respectivemenQl, de 9,1 et 11,1 uM.
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B) Activité inhibitrice vis-a-vis du radical-aniomgeroxyde
L’activité antioxydante de certains composés adargaht été déterminée dans un systéme

permettant de mesurer l'effet des molécules suridiaradical superoxyde. Les quantités
disponibles n’étant pas importantes pour tous kemposes, on s’est limité a quelques

produits abondants dans les extraits.

Dans le systeme acellulaire, on a testé liridoiigoritaire 16 (thévéside), le flavonoide
majoritaire 28 (lutéolol-7-diglucuronide) et trois phénylpropate$ dont deux sont en
guantité importante dans la plante (le verbasco$ilet le calcéolarioside BE3) et un se
distingue par sa structure (absence de résidu kygrosol en 1 du glucose : cistanoside F

25). Les résultats obtenus sont présentés dansuiefigi2.

i ¥
200 560 600 700

300 400
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S‘E:T 100
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-40 1 —%—13
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-60
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-80

-100 -

-120
Concentration (mg/l)

Fig.142. Activité inhibitrice de composés isolés dappia alba (Gourbeyre) sur le
radical-anion superoxyde en modele acellulaire

Comme dans le test du DPPH, le comp@éeés’est révélé inactif. Aucune concentration
inhibitrice 50 (Cio, concentration diminuant de 50% I'absorption a B0 du cytochrome
provoguée par ©) n'a pu étre déterminée.

Le compos&8 présente une ggde 231,2 mgl/l.
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Les trois phénylpropanoides testés sont plus eHigague le flavonoide, avec dessCl
inférieuresLe composé&5a une Gjp de 118,7 mg/l, le compo&3 de 49,9 mg/l et le produit
le plus actif est I'actéosidd8) avec une Gh de 31,2 mg/l.

En modele cellulaire, on cherche a prendre en cetepfait que la destruction du superoxyde
par une action antioxydante directe n’est pas fosr#é le seul mécanisme possible pour une
activité antioxydante. On stimule, a lI'aide d'urteesde phorbol (le PMA), une protéine
kinase C qui est a l'origine de la production deesoxyde des granulocytes neutrophiles.
L’inhibition du radical libre par une molécule pedanc dans ce modeéle étre expliquée non
seulement par la destruction directe du superoxydes aussi par une action inhibitrice sur
les voies de production dXQ Les composés testés ici sont le thévési@g (n iridoide qui
n'a pas montré d’activité antioxydante directeflée&’onoide28 et deux phénylpropanoides,

23 et13. Les résultats obtenus sont présentés dans Ie figiB.

0- R ® v 'Y 5% T I T
= - X ) 4
0 100 200 36-0 460 500 600 700
_10 _
T
20
S —A— 13
E ——16
E 23
P 28
T i
1
LT
1

-90
Concentrations (mg/l)

Fig.143. Activités inhibitrices de I'iridoide, du favonoide et des deux phénylpropanoides
majoritaires isolés deLippia alba (Gourbeyre) sur la production de I'anion-radical
superoxyde par les granulocytes neutrophiles
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Le composél6 ne montre presque aucune activité antioxydantecancentrations testées,
comme pour les tests précédents, ce qui démontilentp non seulement pas d’activité
antioxydante directe - antiradicalaire contre |ePBFou inhibitrice du superoxyde - mais qu'il
n’a pas non plus d’action inhibitrice sur la protioic de ce dernier.

Pour les autres composeés testés, on peut déterom@econcentration inhibant 50% de la
production d’'Q” (Clsg). Le lutéolol-7-diglucuronide28 a une Clpde 217,6 mg/l. Comme
dans les tests précédents, il a une activité laggeinférieure aux phénylpropanoides testés,
'actéoside {3) et le calcéolarioside E28) ayant des G} respectives de 23,5 mg/l et 35,3

mg/l.

On peut donc établir que :

» les résultats des tests (modéles cellulaire etfudaie€) sont cohérents entre eux et
avec ceux du test de pouvoir capteur de radicdanedi (DPPH). On constate une
activité intéressante des phénylpropanoides, utieitacinférieure des flavonoides
testés et une inactivité de liridoidé,

* les Cko obtenues pour les trois polyphénols en modélellege sont plus ou moins
diminuées par rapport a celles obtenues en mad&iulaire. Un mécanisme autre
gue direct (transfert d’hydrogéne) pourrait donee éimpliqué dans [I'activité
antioxydante des phénylpropanoides, en particuligridoide testé ne présente

d’intérét en tant qu’antioxydant dans aucun degmagt envisages.
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v) Inhibition de la peroxydation des LDL
Des essais pour la détermination de I'activitéaytilante de produits isolés sur la réaction de

peroxydation des lipoprotéines de basse densité)iritée par Iion CG" ont également été
entrepris. Ces tests ont concerné deux iridoidesv€sidel6 et shanzhiside méthyl esti),
guatre flavonoides (lutéolol-7-glucuronide27, lutéolol-7-diglucuronide 28  3"'-
acétylclérodendrin®0 et tricine-7-glucuronid@1) et cinq phénylpropanoides (actéosid:
2-aceétylactéoside22, calcéolarioside E23, isoactéoside22, cistanoside F25). lls n'ont
malheureusement pas pu étre menes a leur ternte, dauguantités suffisantes de produits.
Les Cko n'ont donc pas pu étre déterminées précisémeispect des courbes obtenues
permet néanmoins une évaluation qualitative de¢iVia€ antioxydante des composeés.

Les deux iridoides se sont révélés totalement ifisagtix concentrations testées, ce qui se
traduit par des courbes d’allure voisine de la beur LDL+Cu » (courbe observée sans ajout
d’antioxydant dans le milieu, ou I'oxydation des ILpar le cuivre n'est pas empéchée),
observables dans la figure 144. Ceci est cohéxett las résultats des tests précédents.
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Fig.144. Profil de formation des diénes conjuguésiis de la peroxydation des LDL par le
cuivre, sans ou avec différentes concentrations diomposé 18 (shanzhiside méthyl ester)

Pour les quatre flavones testées, par contreukaje composé dans le systeme n’est pas sans
effet. Aux plus faibles concentrations testées,n@bserve pas d'effet ou un effet pro-
oxydant. Ceci est observable dans la figure 145 jwourbe correspondant a 1 uM du

composé28, ou la phase de latence est pour ainsi dire abséat phase de latence est la
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premiere partie de la courbe, de faible penteaatinétique de formation de dienes conjugués
est toujours limitée par la présence d’antioxydastslogenes dans la lipoprotéine (cf.
matériel et méthodes) ; son raccourcissement est dvélateur d’une activité pro-oxydante,
accélératrice de I'épuisement des réserves d’aydemts endogénes. Ce méme phénomene
est observable jusqu'a 10 uM pour le comp8%€Pour des concentrations plus élevées, la
phase de latence est prolongée par les flavondSesesce qui démontre une activité
antioxydante. Ainsi, pour des concentrations reppEment de 10, 10, 50 et 100 uM des
produits 27, 28, 30 et 31, la Cko est clairement dépassée. Elle n'a pas pu étrdigtab
précisément car cela nécessite de trouver, patitiopé&le I'expérience (a des concentrations
encadrant progressivement celle recherchée), l@eodration pour laquelle la phase de
latence est prolongée de 50 %. Dans ce test conane ks précédents, les composeés
possédant une génine a groupemanmio-dihydroxylés (lutéoline) sont apparemment plus

actifs que ceux ayant des groupements phénoligoéssi(apigénine, tricine).
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Fig.145. Profil de formation des diénes conjuguésiis de la peroxydation des LDL par le
cuivre, sans ou avec difféerentes concentrations diomposé 28 (lutéolol-7-diglucuronide)

En ce qui concerne les phénylpropanoides testésbserve également un effet nul ou pro-
oxydant a la plus faible concentration testée (1) pMune activité trés antioxydante pour des
concentrations supérieures (fig.146). L’'établissetmd’'une Ci, précise nécessiterait la

réalisation des essais avec une gamme de coneemdratés fines, mais elle se situe

apparemment pour tous les compodss %2, 23, 24, 25) en-dessous de 10 pM.
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Fig.146. Profil de formation des diénes conjuguésiis de la peroxydation des LDL par le
cuivre, sans ou avec différentes concentrations ciomposé 23 (calcéolarioside E)

d) Recherche d’activité neurosédative : caracteomiate vis-a-vis du récepteur

GABA, ou du récepteur aux benzodiazépines

En plus de l'activité antioxydante, on a cherchéegerminer si l'activité sédative deppia
alba, attribuée par la tradition et vérifiée par I'éupharmacologique d’extraits (cf. travaux
antérieurs) pouvait étre expliquée par une actidmecifique de certains composés
majoritaires. On a choisi de tester 'activité aigtan de cing produits, quatre parmi les plus
abondants dans la plante (thévéslée lutéolol-7-diglucuronide28, calcéolarioside 23 et
isoactéoside?4) et le seul produit nouveau (3’-acétylclérodeingr30), vis-a-vis de deux
récepteurs connus pour jouer un role inhibiteumasmeau du systéme nerveux central : le

récepteur aux benzodiazépines (BZD) et le réce@&BAA.

Dans les deux tests, les concentrations du comp@staient insuffisantes pour déterminer
une Cko. Malheureusement, les conditions opératoiresplizbdité du composé et la quantité
de produit disponible ne permettaient pas de tedtsr concentrations supérieures. A la
concentration la plus élevée testée (50 @d)xléplacait 26,8% du flunitrazépam du récepteur
aux BZD et 18% du muscimol du récepteur GABA
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Dans le test du récepteur aux benzodiazépinegjuleses autres composés tesiegs montré
des Cip de 52 mM 16), 1,4 mM @3), 490 uM @4) et 101 uM R8). Le type de courbes
obtenues est présenté dans la figure 147, a trberesnple du composa4.

100
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Fig.147. Courbe de binding du composé 24 (isoactédes) pour le récepteur aux
benzodiazépines

Pour le récepteur GABA les résultats étaient assez cohérents aved lpréesdent 16 et 23
étaient les composés les moins actifs (1,4 et IVj et 24 agissait & concentration un peu

plus faible (790 uM) (fig.148). Le compog8s’est révélé une fois de plus le composé le plus
actif avec une Ghde 40 pM.
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Fig.148. Courbe de binding du composé 24 (isoactéaes) pour le récepteur GABAy

¢) Conclusion sur I'intérét des molécules isoléegigpia alba

Les polyphénols deippia albasemblent présenter un réel intérét au niveau wkedetivité
antioxydante, qui a été établie sur la base derg@sisais : pouvoir antiradicalaire contre le
DPPH, destruction de I'anion-radical superoxydé(fois en modéle acellulaire et cellulaire)
et inhibition de la peroxydation des acides gragyipsaturés présents dans des LDL
humaines (méme si ce dernier test n’a pas pu &rerma son terme). Ces produits semblent
actifs de facon directe et, pour certains, indeect

Nous n’avons par contre pas pu mettre en éviderioéerdt pour les iridoides ou les

diterpénes isolés au niveau de I'activité antioxyda

En ce qui concerne 'usage traditionnel de la @algs activités constatées sur les récepteurs
aux benzodiazépines et GARAsemblent insuffisantes pour expliquer a elles esewine
action sédative. Mais rappelons que cette actitrelaet bien été constatée sur un extrait.

D’autres essais pourraient donc étre ménés a llaven
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1. Conclusion

Dans ce mémoire sont rapportés les isolementsedéetet-une molécules de quatre espéces

appartenant toutes a l'ordre des Lamialésarrubium peregrinumL., Ballota larendana
Boiss. & Heldr.,Ballota pseudodictamnu&.) Benth. (Lamiacées) éippia alba(Mill.) N.E.
Brown (Verbénacées). Certaines de ces moléculedténgolées de plusieurs ce ces espéces.

L’objectif commun a I'étude de ces quatre plantagt €évaluation de I'activité antioxydante.
Des molécules de chacune d’entre elles ont étéeegiour leur action antiradicalaire contre
le radical DPPH. Certains composésLilgpia albaont en outre été testés pour leur activité
antioxydante dans trois autres essais : I'inhibitdu radical-anion superoxyde en modéles
acellulaire (systeme hypoxanthine/xanthine oxydase)ellulaire (granulocytes neutrophiles
activés par un ester de phorbol), ainsi que l'iittub de la péroxydation lipidique induite par
le cuivre. L'’ensemble de ces tests a permis delemna linactivité (méme indirecte) des
molécules testées ne possédant pas de fonctiomlghées et a I'activité des polyphénols
isolés. Les molécules les plus intéressantes ¢t@emolécules qui possédaient des fonctions

ortho-dihydroxylées (phénylpropanoides et flavonoides).

En dehors de la « colonne vertébrale » de ce mémbétude de I'activité antioxydante,
Lippia alba a fait I'objet d’investigations supplémentairestte plante doit prochainement
faire I'objet d’'une monographie a la Pharmacopén€aise en raison de sa réputation de
plante sédative en médecine traditionnelle ardlaet guyanaiseéwa tas$. Au cours des
travaux d’isolement de composés, on s’est rendupt®mue la composition chimique de
cette espece (polyphénols, iridoides) variait dlah a l'autre, en fonction de l'origine
géographique. Parallelement, I'étude de la biblphie consacrée a cette plante a révélé une
grande diversité de composition de I'huile ess#aticOn a alors entrepris I'étude des
métabolites non-volatils et de I'huile essentialle plusieurs échantillons disponibles. Les
échantillons guadeloupéens (qui ont été étudiémgtEn plus approfondie) semblaient avoir
des compositions voisines qualitativement, maigdhtes quantitativement, tant au niveau
des extraits que de l'huile essentielle. lls ddfént qualitativement des lots martiniquais
(huile essentielle d’odeur différente, compositpartiellement différente des extraits). Dans
un lot guyanais, seule I'huile essentielle a pe &tudiée : elle différait a la fois de celle de
Martinique et de celle de Guadeloupe. Une clasdiio des chimiotypes existant Hgpia

albaa été proposée, établissant sept chimiotypesipaux (-VII ) et des sous-types.
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Enfin, on a cherché a établir si les constituanggonitaires des extraits polaires d'un lot
guadeloupéen pouvaient expliquer par leur actsitéles récepteurs aux benzodiazépines et
GABA, l'utilisation traditionelle de la tisane en tantegremede neurosédatif. Ces activités
n'ont eu lieu qu'a des concentrations élevées mengitant pas d’expliquer a elles seules

I'efficacité de la plante.

L’étude de Lippia alba pourrait encore faire I'objet de nombreux travauxye grande

variabilité intraspécifique semblant exister chetecplante.
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V. Partie expérimentale

4.1. Materiel végétal et extraction

La réalisation de ce travail a nécessité la réamstplusieurs plantes d'origines géographiques
variées. Dans le cas précisldppia alba plusieurs échantillons différents ont été utgisiée

tableau 42 présente l'origine et la date de rec#tedifférents échantillons étudiés.

Tableau 42.Matériel végétal étudié.

Récolté et
Nom botanique Lieu et date de récolte Organe Poids| identifié
par
Marr.ublum Grecg (Villia, 06/2002 I?grtles 2 kg Dr. Sevser|
peregrinum L. Attique) aeriennes Sahpaz
. . Prof. Dr.
Ball_ota larendana | Turquie (AAkgafray 06/1996 F,’artles 500 g Nurten
Boiss. & Heldr. Ihlara vadisi) aeriennes Ezer
Ballota Parties Pr.
pseudodictamnus | Créte (Heraklion))  06/2000 aériennes 250¢ Francois
(L.) Benth. Tillequin
Guadeloupe Feuilles et
(Gourbeyre, 12/2003 tioes 450 g
Basse-Terre) 9 Pr. Joseph
Lippia alba (Mill.) Guadeloupe . Fournet
N.E. Brown (Capesterre, 02/2005 Fegllles et 800 g
tiges
Basse-Terre)
Martinique 10/2005 | Feuilles et| 450 g | Emmanuel
(Saint-Pierre) 10/2005 tiges 350 g Nossin

Apres la récolte, le matériel végétal est séchéassd température afin de préserver au
maximum l'intégrité des molécules, en minimisarg tkvers mécanismes de fermentation et
de dégradation inhérents au caractére organiqueeslenatieres premieres. Ensuite, il est
conditionné sous forme de drogue séchée avanted'émvoyé au laboratoire de
Pharmacognosie de la Faculté des Sciences Pharigaesuet Biologiques de I'Université

de Lille 2.
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La plante est ensuite broyée, de maniére a ceagserface de contact avec le solvant soit la
plus grande possible et donc que les rendementsratéion soient les meilleurs possibles,
sans que le temps d’extraction soit trop long.

La méthode d’extraction de routine que nous emplsyest la macération successive par trois
solvants de polarité croissante. Il s’agit toujoposir les deux premiers de dichlorométhane et
de méthanol. Quant a I'extrait le plus polaire aogénéralement recours a un mélange a parts
égales de méthanol et d’eau ; cependant, dansldeddarrubium peregrinumon a utilisé
'eau seule. La drogue séche broyée est d’abore mriscontact avec le dichlorométhane a
raison de 1,5 | de solvant pour 250 g de drogueeg\ingt-quatre heures d’agitation
mécanique a température ambiante, le mélange hérzaest filtré sur filtre de papier plissé
et le résidu est a nouveu extrait deux fois vingatee heures dans les mémes conditions. Les
filtrats sont réunis et évaporés au moyen d’un ésatpur rotatif (Blichi Rotavapor) a la
température maximale de 40°C. Le processus edérapéc les deux solvants suivants. L'eau
est éliminée par lyophilisation (Telstar Cryodos pOmpe Varian DS102).

Les extraits réalisés sont ensuite stockés a teatyérambiante, a I'abri de la lumiére jusqu’a

leur utilisation.

Les huiles essentielles autres que celle de Mqu@iont été obtenues en Guadeloupe et
expédiées en France métropolitaine. Les échardilibem Gourbeyre et Capesterre ont été
identifiés par Joseph Fournet de I'Institut Natiot@ la Recherche Agronomique (INRA) en
juillet 2005 et celui de Cayenne par Marie-Frangd®sévost de I'Institut de Recherche pour
le Développement (IRD) de Cayenne en juillet 2004.

4.2. Essais des drogues végétales

4.2.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation permet la séparation des métabs secondaires volatiles et non volatiles,
par entrainement des premiers (huile essentieisenee) par la vapeur d'eau. Elle est
typiguement réalisée au moyen d'un dispositif tak qcelui décrit dans la Pharmacopée

Européenne (fig.149). Elle permet a la fois de mbéiger le pourcentage d’huile essentielle
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présent dans une plante, mais aussi (quoique dm fapdeste avec ce type d’appareil)
d’obtenir cette huile pour pouvoir I'analyser.

La partie graduée permet la lecture du volume ¢éhessentielle obtenue. Dans le cas d'une
huile de densité supérieure ou trop voisine deece# I'eau, on conseille l'utilisation de

xyléne pour une meilleure lecture des résultats.

150

240

Fig.149. Appareil pour la détermination des huilegssentielles dans les drogues végétales
(dimensions en millimétres) (Pharmacopée Européenr05)

Le mode opératoire est le suivant :

On introduit, dans un ballon, le volume de liquiddiqué pour I'entrainement a la vapeur et
guelques fragments de pierre poreuse. On adaptelian I'appareil de condensation. On
verse de l'ealR par le tube de remplissadl) jusqu’a I'affleurement erfB). On enleve
ensuite le bouchofK’) et on introduit la quantité prescrité de xylé&avec une pipette, en
appuyant la pointe au fond de la tubul(#&. On replace le bouchdK’) en vérifiant que les

deux orifices coincident. On chauffe le liquide lbailon jusqu’a début d’ébullition et on
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distille a la vitesse de 2-3 ml/min pendant 30 nimvolume de xyléne est lu apres au moins
10 min au niveau du tube gradué.

On introduit ensuite dans le ballon la quantité dlegue prescrite et on procéde a
'entrainement a la vapeur. On arréte le chauffeigen procede a la lecture du volume de
xyléne apres 10 min. Le volume d’huile essentiefieobtenu par soustraction du volume de
xyléne déterminé précédemment. Le résultat sengiterexprimé en % (ml/100g) ou, dans la
Pharmacopée, en ml/kg (Pharmacopée Européenne. 2005)

Ce procédé a egalement permis I'obtention d’ungepguiantité de I'huile essentielle du lot 2
de Saint-Pierrre (Martinique) (rendement : 1,6%#s Lautres huiles essentielles ont été
réalisées sur place par le docteur Paul Bourgemiamde méme procédé. Les rendements
respectifs des lots de Gourbeyre, Capesterre etribayetaient de 0,6%, 0,2% et 0,8%.

4.2.2. Détermination de I'eau par entrainement

On utilise un appareil approprié, décrit dansdarfe 150.
Dans un premier temps on introduit dans le ball@® @l de toluene et environ 2 ml d’eau.
On distille pendant deux heures, laisse refroidmgant trente minutes et on lit le volume

d’eau a 0,05 ml pres.

On introduit ensuite dans le ballon une prise diede la substance a analyser (pesée a 1%
prés) susceptible de donner 2 ml a 3 ml d’eau enviOn chauffe doucement le ballon
pendant 15 minutes en présence d’'une substanceuassne €bullition réguliere. Lorsque le
toluene commence a bouillir, on distille a la \sesle 2 gouttes environ par seconde jusqu’a
ce que la plus grande partie de I'eau soit enteaipgis on augmente la vitesse de distillation
jusqu’a 4 gouttes par seconde. Lorsque toute keaté entrainée, on rince l'intérieur du tube
réfrigérant autoluéne. La distillation est poursuivie pendant 5 minutpsijs on coupe le
chauffage et le tube collecteur refroidit a tempémm ambiante. On fait tomber les
gouttelettes d’eau adhérant encore a la paroi ta.tlorsque I'eau et le toluéne se sont
sépares, on lit le volume d’eau et on déterminedgerence des deux mesures, le nombre de

ml d’eau/kg de plante (Pharmacopée Européenne 2005)
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|/aoe!m: )A '

Fig.150. Appareil pour la détermination de I'eau pa entrainement
(dimensions en millimétres) (Pharmacopée Européenr905)

4.2.3. Perte a la dessiccation

Un cristallisoir est placé a I'étuve pour dessimratentre 100 et 105°C. Une fois sorti, il est
placé dans un dessiccateur jusqu’a refroidisserperg,pesé. L'opération est répétée jusqu’a
obtention d’'une masse stable. On place ensuitdellg drogue végétale dans le cristallisoir et
le tout est placé a I'étuve jusqu’a I'obtention mkumasse stable. La perte en masse apres
dessiccation est exprimée en %, par rapport auspmitial de la drogue (Pharmacopée

Européenne 2005).

4.2.4. Teneur en cendres totales

Un creuset en silice est placé dans un four a resudl 600°C. Une fois sorti, il est placé dans

un dessiccateur jusqu’a refroidissement, puis pes@ération est répétée jusqu’a obtention
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d’'une masse stable. On place ensuite 1 g de laudreggétale dans le creuset et le tout est
placé a I'étuve pendant une heure pour dessiccdt®riPharmacopée Européenne précisant
gue I'échantillon ne doit pas prendre feu dan®ig fi moufles, on peut mettre le creuset au-
dessus de la flamme d’'un bec Bunsen, puis I'échamiest laissé deux heures dans le four a
moufles, a 600°C (on s’assure de I'absence de fle@mApres refroidissement au dessiccateur
et pesée, I'opération est répétée jusqu’a obtetimme masse stable.

La teneur en cendres donne une indication sur #ntgéd de minéraux (non combustibles)
contenus dans la drogue végétale. Elle est exprané¥ par rapport a la masse initiale de

plante (Pharmacopée Européenne 2005).

4.2.5. Teneur en cendres insolubles dans I'acide chlorhydrique

Les cendres insolubles dans l'acide chlorhydriqu@ sonstituées par le résidu obtenu aprés
extraction des cendres sulfuriqgues ou des cendtale$ par I'acide chlorhydrique et rapporté
a 100 g de drogue.

Dans le creuset utilisé pour I'essai des cendraget® (voir ci-dessus), on ajoute au résidu 15
ml d’eau et 10 ml d’acide chlorhydrique. Le mélarggt recouvert d’'un verre de montre et
porté a douce ébullition pendant 10 minutes. Osstairefroidir. On filtre le résidu sur un
filtre sans cendres et on lave a I'eau chaude jasge que le filtrat soit neutre. Apres
dessiccation, le tout est incinéré jusqu’au rougalge. On laisse refroidir au dessiccateur et
on pése. L'opération est a répéter jusqu’a ce gubfiérence entre deux pesées consécutives

n'excede pas 1 mg.

4.3. Technigues analytiques de séparation

4.3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Une plague de chromatographie sur couche mince (C&Mcompose d'un support en
aluminium ou en verre, sur lequel est fixée une fiouche d’un milieu de sorption (silice,
cellulose, alumine, polyamides...) comme phase staéime. On la place en position verticale
ou légérement inclinée dans une cuve en verre;refpose contre I'une des parois et est
immergée d’environ 0,5 cm dans la phase mobile,egtiiconstituée d’'un ou de plusieurs

solvants, et dont les vapeurs auront préalablerseniré la cuve fermée. L’échantillon a
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étudier, déposé a I'état liquide par appositionscessives d’'une micropipette en verre et
éventuellement séché au séche-cheveux sera plasoms entrainé par la progression par
capillarité de la phase mobile vers le haut dddgue. Le comportement de chaque molécule
sur la plaque dépend des interactions existangé sotuté, phase mobile et phase stationnaire.
La CCM est généralement considérée comme une tpehnde chromatographie par
adsorption, mais le partage peut intervenir, darcab de I'utilisation d’'une phase stationnaire
liquide sous forme de film.
Le comportement d’'une molécule particuliere dansysteme donné est exprimé par son Rf
(rate factorou rapport frontal) qui est le rapport de la dis& parcourue par cette molécule
sur celle parcourue par la phase mobile (frontaluasit) et qui peut donc étre compris entre 0
et 1.
Nous utilisons essentiellement des plagues dea8gic60 Fs4 prétes a I'emploi a support en
aluminium (Merck). Elles sont imprégnées d’un régurmettant une meilleure visibilité des
molécules absorbant & 254 nm. Les systemes densddsplus couramment employés avec
ces plaques sont les suivants :
e extraits dichlorométhanique, méthanolique :
éther de pétrole/acétate d’éthyle (1:1)
dichlorométhane/méthanol (9:1)
» extraits méthanolique, hydrométhanolique, aqueux :

acétate d'éthyle/acide acétique/acide formique(@@0:11:11:27)

Ces compositions ne sont bien sdr gu’indicativespetivent étre adaptés aux besoins

spécifiques d’'une analyse.

Nous avons également utilisé des plaques de §Ied8 prétes a I'emploi a support en verre
(Merck). Les systemes de solvants utilisés consistaprincipalement en mélanges de
méthanol et d’eau.

La CCM est un outil précieux pour I'analyse en pieyimie : son utilisation est trés simple,
elle est assez peu onéreuse et surtout elle perésefacilement de recourir a des réactifs
chimiques pour la détection, la caractérisation’augmentation du seuil de détection de

certaines molécules.
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4.3.2. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

La CLHP repose sur les mémes principes de basdag@CM. Elle est plus complexe
d’utilisation, nécessite davantage de précautidnsoéte nettement plus cher mais permet
surtout une amélioration tres importante dans delmeux domaines, dont deux principaux :
le seuil de détection et la résolution. Un systelmeCLHP classique comprend les éléments
suivants :

e un systeme de pompage (simple ou multiple) poutadép la phase mobile a haute
pression (2-300 bars)

e un injecteur (manuel ou automatique) pour introgldians le systéme a haute pression
I'échantillon solubilisé dans un solvant adéquat>ampt de particules en suspension
(risque de colonne bouchée)

* une colonne contenant la phase stationnaire. Celbst de granulométrie tres fine,
c’est d'ailleurs ce qui permet le gain de résohlutimentionné plus haut. Ceci explique
la nécessité de recourir a des pressions trés temges (et a des matériaux résistant a
ces pressions !) pour « forcer » le passage dehdse mobile a travers ce solide
finement poreux en un temps raisonnable.

* un détecteur a ultraviolets

 une interface permettant de visualiser les signanregistrés par le détecteur
(intégrateur ou logiciel informatique)

Le laboratoire de Pharmacognosie de la Facult&desices Pharmaceutiques et Biologiques
de Lille est équipé d'un systeme de marque Shimadmposé de deux pompes LC-10AS,
d'un détecteur UV SPD-10A a deux longueurs d’'ontdel’'en module de contrdle SCL-
10Avp. Le tout est piloté via le logiciel LC solutionsnldiégazeur Alltech est placé entre les
flacons de solvant et les pompes, afin d’évitemplegurbations dans la détection, provoquées
par la présence de bulles d’air dans la phase mobih four est utilisé pour limiter les
variations de conditions d’analyse dues a un chaegéde température dans la piéce.

Nous avons travaillé avec plusieurs colonnes, todéetype C18 (phase inverse), c’est-a-dire
rendues hydrophobes par greffage de résidus ogtiglées sur les groupes silanols.

Que ce soit pour des analyses isocratiques (cotigrosiu mélange identique pendant toute
'analyse) ou en gradient, nous avons toujoursaitidvavec des mélanges méthanol/eau ou
acéetonitrile/eau, éventuellement acidifiés.

Pour I'analyse des extraits et des fractiond igppia alba, nous avons principalement utilisé

un gradient inspiré de celui utilisé dans la moapfre proposée pour la verveine odorante
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dans la Pharmacopée Francaise (Pharmeuropa 2Q04planne est une Supelco Discovery
RP-18 (25 cm x 4,6 mm, 5 pum). Les deux solvantst same solution d’acide
orthophosphorique a 0,3 % dans I'eau d’'une pafaeétonitrile d’autre part. Le débit est de
1 ml/min et la température est de 40°C. Le gradéshidétaillé dans le tableau 43. Le volume

d’injection est de 20 pl.

Tableau 43.Gradient majoritairement utilisé pour I'analyse@rHP des extraits, fractions et
produits purs deippia alba

Intervalle (min) Aceétonitrile (%)
0-20 —17
20-30 17
30-45 1725
45-60 25-40
60-65 40-10
65-70 10

La chaine de CLHP a occasionnellement été utiisée sfins semi-préparatives (purification
de faibles quantités de produits). Pour cela, uhenoe Supelco Discovery RP-18 (25 cm x

10 mm, 5 um) et une boucle d’'injection de 500 tl&ig utilisées.

4.3.3. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Cette technique est principalement utilisée poandlyse ou l'isolement de substances
volatiles ou de molécules telles que les acides, gqai peuvent étre rendus volatiles par
dérivatisation et sont mieux séparées par cettentgoe. La spécificité de la CPG est I'inertie
de la phase mobile (hydrogéne, azote ou hélium)nqujoue le réle que de vecteur. La
séparation dépend donc uniquement des interactiaine analytes et phase stationnaire. Des
gradients sont possibles (et méme de regle), mgiagit ici de gradients de température. Les
colonnes aujourd’hui toutes capillaires, sont @lusnoins polaires.

Les analyses des huiles essentiellekigpia albaont été réalisées sur un appareil Trace GC

Ultra (Thermo Electron Corporation), a détectiom ptD (flame ionization Detectignavec
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injecteur split/splitless, piloté par le logicielh@m-card. Nous avons travaillé en mode
splitless. On a utilisé une colonne apolaire DB&YJ30 m x 0,25 mm, 0,25 um) (100%
diméthylpolysiloxane). Le gaz vecteur était 'az¢ie ml/min). La température d’injection

était de 250°C et celle de détection de 285°C. riaglignt utilisé est détaillé dans le tableau
44. Le type de profil chromatographique obtenupedsenté dans la figure 151.

Tableau 44.Gradient utilisé pour I'analyse en CPG des huiissentielles de différents lots

delLippia alba
Intervalle (min) température
0-5 40
5-85 40-200
85-87 200
FAME
96.74 — -
: I 36.443 :
lf‘ i; 34.482 I
i ( '
78.00) || :
[
|
8
| [
59.26% E; |
‘L I J
(mVolt)| ;E 18.668 j
I [ ’ |
4052 ||
i -
| g ) .Fsz
21.78’> Il }: / I
[ I H
L] I
i_JJ “lL A \]‘ ~LJ\_1"“ !‘
‘ S SN W Y G
303550 - '14.85 ‘ 2969 a4’ se38 7423

Time (min)
Filename C:\...\aromes\arome015b.DAT
Sample name :huile Guad3 Analysed :10/11/2005 16:07

Fig.151. Chromatogramme de 'huile essentielle dwt de plante de Gourbeyre
(Guadeloupe) avec le gradient de température utilés
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4.4. Technigues preparatives de separation

4.4.1. Chromatographie liquide a basse pression

Cette technique apporte un compromis acceptabletpatilaboratoire entre efficacité et codt
de réalisation. Elle ne nécessite aucun matérsgetidieux et, si le temps de réalisation est
assez long, elle offre 'avantage, par rapport £&GM préparative, d’étre moins répétitive,
plus facilement utilisable pour des masses imptetade produit et accessible & certaines
petites automatisations.

Voici les principales caractéristiques de cettanéague :

» La colonne est fixée verticalement et la prograssle la phase mobile a travers la
phase stationnaire est assurée par la pressionspiigraque ou par un léger flux
d’azote (maximum 300 mbars).

* Lacolonne est en verre

* Les pressions étant beaucoup plus faibles qu'en RCLiHest logique qu’on doive
utiliser une granulométrie de phase stationnair@ubeup moins fine, ce qui nuit
forcément a la résolution. En revanche cette qualiant beaucoup moins chere, on
peut se permettre de ne pas réutiliser la phag®rstaire plusieurs fois: cette
technique est donc particulierement précieuse pdes séparations grossieres
d’extraits qui peuvent définitivement encrasser colenne

* On peut brancher un collecteur de fractions et/owlétecteur UV a la sortie de la
colonne

En pratique, la colonne est conditionnée manuelemea phase stationnaire est mise en
suspension dans I'éluant de départ et versée aiephs fois jusqu’a stabilisation au niveau
désiré. L'échantillon a fractionner est soit digsdans le phase mobile (s'il y est soluble), soit
adsorbé sur une guantité de phase stationnairespamdant a 2-3 fois sa masse, puis déposé
soigneusement a la surface du gel de silice. @r¢'duction liquide est choisie, I'échantillon
doit bien entendu pénétrer dans la colonne avamijout de solvant.

Cette technique s’est avéreée tres utile pour leasigssage d’extrait (Silicagel 60 Merck) et
l'isolement de molécules apolaires (Silicagel 60Mdrtk). Son utilisation est limitée pour des
produits trés polaires a cause de la tendance goétains types de molécules de s’adsorber
ou de trainer dessus. Le méthanol et surtout Feapeuvent pas étre utilisés en trop grande

concentration dans la phase mobile, sous peinésdeuwtire une partie de la silice.
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Nous avons utilisé pour ce travail des mélangesalleants neutres tels que ceux présentés
dans la partie consacrée a la CCM. En effet leglitions d’élution sont généralement fixées
par cette technique : on s’efforce d’obtenir uner® séparation des produits pour un Rf

d’environ 0,3.

4.4.2. Chromatographie liquide a moyenne pression (CLMP)

Comme son nom l'indique, cette technique est aheirtn entre la basse et la haute pression.
Un dispositif de CLMP reprend en fait toute I'orggation d’'une chaine de CLHP (systeme
d’introduction de I'échantillon, progression dedhase mobile assurée par une ou plusieurs
pompes, possibilité de programmer un gradient...)smam travaille a des pressions
inférieures (maximum 50 bars). La perte de résmiugst assez modeérée et le résultat est

généralement tres satisfaisant.

Nous avons utilisé pour ce travail un systéme Biacmposé d’une pompe C-605 et d’'un
contrbleur de pression C-615. Les colonnes, d'umgueur de 460 mm et d’'un diametre
interne de 15, 25 ou 35 mm ont été conditionnéles $a procédure standard du constructeur
avec de la silice RP-18 15-25 um ou 25-40 um (Mertke pré-colonne était parfois

utilisée. L’élution était réalisée par des mélangaéthanol/eau (le plus souvent) ou

acétonitrile/eau.

4.4.3. Filtration sur gel

La filtration sur gel, ou chromatographie d’exclusirepose sur la séparation de constituants
en mélange en fonction de leur masse moléculaide &ur structure spatiale. La colonne est
remplie d'un gel constitué de billes de polymérestt€ technique a été initialement
développée pour des séparations en chimie des podgnet le principe en était simple : plus
la molécule est grosse et plus elle est éluée eamdt (elle « tombe » a travers le gel), plus
elle est petite et plus elle sera ralentie partigdacs des fibres de la phase stationnaire. Ici la
phase mobile ne joue donc que le réle de véhi@repratique, il semblerait que dans le cas
de la séparation de petites molécules, on ne paeisdare I'existence d’interactions de type
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adsorption — forces électrostatiques, et l'utiimatde gradients présente un réel intérét
(Hamilton 1977).

Le mélange a séparer est introduit par voie lig@deélution est assez rapide sans pression

extérieure.

Nous utilisons un gel de dextran hydroxypropyléctéé, le Sephadex LH-20 (Pharmacia)
pour le dégrossissage d’extrait ou la purificati@enproduits. Le Sephadex est tres facilement
réutilisable et est compatible avec I'utilisatiom sblvants organiques (le dichlorométhane est
par exemple utilisable en mélange avec le méthsiital’excede pas 50% du mélange). Il est
utile pour éliminer les chlorophylles ou fractionnen extrait dans lequel des molécules de

tailles trés différentes sont présentes.

4.5. Méthodes physico-chimiques

4.5.1. Spectrophotométrie UV-visible

L’'absorption moléculaire dans le spectre ultraviae visible dépend de la structure de la
molécule. L'absorption d’énergie est quantifieeésulte du passage des électrons d’orbitales
de I'état fondamental vers des orbitales d’'un étatité d’énergie supérieure. La structure
particuliere d’une molécule est liée a une absonpfilus ou moins importante a chaque
longueur d’onde observable (UV de 200 a 400 nnsiple de 400 a 800 nm), ce qui peut se

traduire par I'établissement d’'un spectre d’absomfvoir tableau 33).

L’absorption dans le domaine du visible est cowagit se traduit par une coloration de

I'échantillon ; la spectrométrie UV se limite, ellgénéralement aux systéemes conjugués.

Cette sélectivité peut présenter un avantage : giegpes caractéristiques peuvent étre

reconnus dans des molécules de complexité tresblari

La spectrophotométrie UV-visible permettra donc :

* De reconnaitre des groupements chimiques partisulgirtout s’ils comportent des

doubles liaisonsa fortiori conjuguées. L'interprétation d’'un spectre ultréetocest
plus aisée que celle d’'un spectre visible
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bY

e En mesurant, a une longueur d'onde précise (lauemg d’onde d’absorption
maximale de la molécule ou du complexe qu’elle ®ravec un réactifimay,
lintensité de cette absorption (densité optiqué))Dpar rapport & un témoin de
concentration connue, de déterminer la quantitdadenolécule présente dans un

échantillon.

Au laboratoire de Pharmacognosie de la Facultésdences Pharmaceutiques et Biologiques
de Lille, nous utilisons un appareil Philips PUB7QV-visible pour réaliser les spectres
d’absorption des molécules isolées. Les mesuratedsité optique sont réalisées au moyen

d’un spectrophotomeétre Hitachi U1100.

4.5.2. Spectrométrie de masse

Cette technique repose sur deux éléments fondamenta
» La possibilite, par difféerentes méthodes, de fragreune molécules en différents
ions, positifs ou négatifs, de rapportgz (masse/nombre de charges élémentaires)
différents ; le lieu de fragmentation s’appelle daurce et de son type dépend
l'interprétation des résultats ;
* La détection de ces fragments. La encore, difféetdchniques existent (déflection
par champ magnétique, filtre de masse quadripoltia@pe ionique, temps de vol)

mais leur nature influe essentiellement sur laipi@t des résultats.

Chaque molécule peut étre caractérisée par un pefragmentation pour une technique de
fragmentation donnée. De plus, il est possiblel ggiforme un ion moléculaire (M par
exemple) ou pseudomoléculaire ([M+M]indiquant la masse de la molécule étudiée. La
figure 152 montre I'exemple du spectre du tolueaeimpact électronique, ou I'on observe
essentiellement I'ion moléculairen&z92 et le fragment issu de la perte d’un hydrogeméz

91.
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ME—MW—00ER

Fig.152. Spectre de masse du toluéne par technigd@émpact électronique (75 eV)
(SDBS)

Nous avons utilisé plusieurs techniques d’ionigatio

* L'impact électronique (SM-IE) : la molécule est dwandée par un flux d’électrons
émis par un filament auquel est appliquée une éngegiable (généralement 70 eV) ;

* L’ionisation chimique (SM-IC) : un gaz sous pressiammoniac, méthane) est utilisé
pour générer des ions positifs. Cette techniqumetde détecter plus facilement I'ion
moléculaire, qui est d’ailleurs souvent trées magore.

Ces deux techniques ont souvent été utilisées dilseam premiere intention, a l'aide

d’'un spectromeétre 55Q710 Finnigan mat, au Centligddsitaire de Mesure et D’Analyse

(CUMA). Elles donnent les meilleurs résultats ptauditerpéne, mais sont trop brutales

pour les iridoides et les polyphénols. Il existam@oins, en cas d’indisponibilité d’'une

autre méthode, une possibilité de réaliser le speld masse d’un iridoide par ionisation
chimique, s'il est préalablement peracétylé (BalllE980).

* L’electrospray-ionspraySM-ESI) : La solution contenant la substance a@y&er est
introduite dans la sourceia un capillaire a la sortie duquel un champ éleatriq
intense est appliqué, ce qui entraine en nébulisatie la solution a pression
atmosphérique. Les gouttelettes produites dans ocmemlitions sont hautement
chargées, et les charges sont déterminées pardat@alu champ appliqué sur le
capillaire. Ce processus, appeléctrospraypeut étre assisté par un flux coaxial de
gaz nébulisant. Cette variante, appel@espray permet de prendre en charge des
débits d’'introduction d’échantillon supérieurs. Hasolvatation des gouttelettes est
assurée par un flux d'azote chaud a contre-coyfeni53) (Montaudo 2002). Cette

technique, développée pour les polymeéres, estcphiéiiement utile pour les
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molécules de masse moléculaire élevée (>500 D#&mmuoent les polyphénols. L'ion

moléculaire n’est pas observé, mais on détecte adiglits classiques ([M+H]

[M+NH,4]*, [M+Na]", [M+K]"). Nous avons utilisé, pour plusieurs produits, un

spectrometre API3000 (Perkin-Elmer Sciex) a tripjeadripble au Laboratoire

d’Application de Spectrométrie de Masse de I'Unsigr de Lille 2. Cet appareil

permet en outre d'utiliser le mode SM-SM (ou ¥Mqui consiste en la

refragmentation de fragments sélectionnés, pouramadyse plus fine (ce procédé

permet par exemple de cibler une masse intéressantas de doute sur la pureté du

produit analyseé).

azote (80°C)
+3a6kV,ions + ! e

capillaire
MY ¥
lentille pompe
azote (80°C)

= ——— - ——

evaporatlon
du solvant

fission des
gouttelettes
a la limite de

Rayleigh

~

—> [M+H]*

desol\ atation des ions
par fission des gouttelettes
et/ou évaporation ionique

J

Fig.153. Représentation schématique d’une source E& formation des ions a partir des
gouttelettes du nébulisat (adapté et traduit de Moraudo 2002).

La détection a toujours été faite en mode positif.

Deux techniques basées sur la spectrométrie deemas®té utilisées. Il s’agit de techniques

chromatographiques couplées a des détecteurs petr@pétrie de masse. L'appareillage et

les objectifs de ces tecniques étant plus ou Idifférents de ceux de la SM ou desdites

techniques de séparation seules, nous les évodgions
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4.5.2.1. Chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de
masse (CLHP-SM)

La chromatographie liquide a haute performance (ELebuplée a la spectrométrie de masse
(SM) combine les avantages de ces deux techniciste( sélectivité et informations
structurales). Généralement, on utilise des mostagesérie CLHP/UV/SM, qui permettent
d’obtenir simultanément deux types d’informatioqecrales. Ainsi, cette technique peut
renseigner efficacement sur la pureté d’'un prodtiévite au maximum le parasitage des
résultats par des contaminants quelconques. Er,otdr systéeme peut étre utilisé avec les
mémes objectifs qu’un spectrometre de masse cannese.

Pour le présent travail, les analyses CLHP/UV/SMé&ié menées au Centre Universitaire de
Mesures et d’Analyses (CUMA), sur un systéme Thé&mctron a détection UV par barette
de photodiodes et spectrometre de masse SurveyQ. M&fragmentation a été obtenue par
deux types de sources, reposant sur des modessdiiom différents :
» APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisadientype d’ionisation chimique
réalisée a pression atmosphérique, un peu moirialbrgue la méthode initiale.
L’ion moléculaire M peut étre détecté
* ESI (quadripolaire) — En plus des adduits décriis pauts, on peut détecter des
ions [M+CHCN]", en raison de [utilisation fréquente d’acétotétridans le

mélange d’élution du systéeme de CLHP.

4.5.2.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM)

Cette technique a été utilisée en plus de la CB&sifjue pour I'analyse de la composition des
huiles essentielles deppia alba Elle permet d’obtenir a la fois les temps dentta des
constituants volatils de I'échantillon pour un pragme donné et leurs spectres de masse.
Les systémes modernes sont par ailleurs généralguhetés par un logiciel, qui peut prendre
en charge la comparaison automatique des spettteisus avec des bibliothéques de spectres
contenant des informations sur des milliers de am@ép. La coélution avec des témoins

authentiques en CPG peut permettre de confirmeproposition de structure.
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Nous avons travaillé, a I'lnstitut des Scienced Agriculture (ISA) de Lille, sur un appareil

de CPG Varian CP8400, fonctionnant avec un passBéchantillons CP3800. Le
spectromeétre de masse était un Saturn 2000 MS/M8s Mvons travaillé sous le logiciel
Varian WS. La colonne était une VF-5ms (Varian) effffie 5% phényl 95%
diméthylpolysiloxane). Les bibliotheques consultpesr les spectres de masse étaient NIST
MAINLIB et replib (fig.154). Les indices de Kovatles composés ont été déterminés avec cet
appareillage a I'aide d’'une série d’alcanes lirésaiide 9 a 16 carbones), injectés en mélange
avec les échantillons d’huiles essentielles. Lesiltéts ont été comparés avec ceux obtenus
sur des colonnes de méme type dans la littérat@e2o ( diméthylpolysiloxane, 5%
phénylméthylpolysiloxane : DB5, HP5, HP5ms, CP8SiB).

Scan 2250 from ...ws\data\data acides gras\guyane_ 05-06-2006_ 16-37-48.sms

Entry 38578 from MAINLIB NIST Library

R Match: 876, F.Match: 859
Search Specun A

35.262 min, Scan: 2250 40:850 lon: 534 us RIC: 579664 (BC)

Match 2-Cycionexen-1-one. 2-methyl 5-( R)
cAS

= AT
No_6485-40-1, C10H140, MW 150,

Match 3 of 10
BP 82,0 (999=100%) 38578 in MAINLIB
830
3 £
75% E
1 a0 1
s0% 475 =

25% b | ' =
] h o0 g l 18 120 ]
o] L A Y

B 762 i _Scan 2250 40850 Ton 534 us RIC_ 579664 (BC)
en-1-0ne 2-methyl-5- ®)

.JUl“Jlm \‘xl[ _

o] 3

Raten 676 Maid: 050 % 2o £ L3 &% o

vz

Fig.154. Comparaison, dans Varian WS, du spectre deasse d’'un composé de I'huile
essentielle de Cayenne (Guyane) avec celui, issuMIBINLIB, d’'une des molécules
proposées par le programme (la carvone)

4.5.3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
(RMN)

La spectroscopie de résonance magnétique nuclkEgiose sur la propriété qu’ont certains
atomes, possédant un moment de spin | non nult{@*dge un nombre de masse A et/ou un
numeéro atomique Z impairs), de pouvoir prendre iplus orientations bien définies,
auxquelles correspondent des niveaux d’énergiendist quand ils sont placés dans un
champ magnétiqueBEn pratique, les atomes les plus faciles a étigtint ceux possédant
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un moment de spin I=1/2, or la plupart des atoneesacnment retrouvés dans des molécules,
gu’elles soient d’origine chimigue ou naturelle aatmoins un isotope qui se trouve dans ce
cas de figure'd, °C, N, 3'P,*%F...). L'orientation de ces atomes peut étre modifigeleur
soumission a une radiation électromagnétique sopméire, dans le domaine des
radiofréquencesi€3.10 & 16G* nm, contre 10 & 800 pour le domaine UV-visibl)lae
mesure de la fréquence de précession autoup tteBdu retour a la position d’équilibre sera

différente en fonction de I'environnement molécrdagrécis de chaque atome.

En phytochimie, les deux atomes les plus étudiés ldoydrogéne (protonjH et le carbone

13,3C. Nous allons rappeler ici les caractéristiquaseselles des techniques utilisées.

4.5.3.1. RMN du 'H
La réalisation d’un spectre de RMN 8d est une étape fondamentale dans la détermination

structurale d’'une molécule. De plus, elle ne nétmsgue quelques minutes, depuis

'avénement de la RMN a transformée de Fourier.

En RMN du'H, trois informations sont importantes :

* Le déplacement chimiqued)(: c'est une fréquence exprimable en Hz, qui est e
pratique toujours présentée sous la forme d'uneeliechde ppm (rapport de la
fréquence de résonance sur celle du champ magediguqui a I'avantage d’étre la
méme quelle que soit la puissance de l'appareie Bbnne une indication sur la
nature des groupements chimiques présents. Paipéxeaians la molécule de toluéne,
un groupement méthyle ne résonne pas a la mémaefiéq que le cycle aromatique
gu'il substitue (fig.155) (Canet 2002).

En fonction de la force du champ magnétique @i est synonyme de puissance de
I'appareil, on peut distinguer plus ou moins finemdes différences deinfimes. Par
exemple, on n'observe que deux pics, dans le spdetta figure 155, alors que quatre

types de protons sont présents dans la molécutduine.
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Fig.155. Spectre de RMN ddH du toluéne enregistré & 80 MHz. En haut fréquencde
résonance en Hz, en bas échelle conventionnelle exgee en ppm (Macomber 1998).

* L’intégration : I'aire sous la courbe de chaque pst proportionnelle au nombre
d’atomes d’hydrogéne équivalents concernés. Pamgbee dans la figure 155, la
surface du pic a 2,4 représente ﬁ@es(trois protons sur huit) de la surface totale des
deux pics. La prise en compte de l'intégration ssite souvent la connaissance de la

masse totale de la molécule (cf. spectrométrie alesn).

* Le couplage : chaque proton est couplé avec sesngoimmédiats non équivalents
dans la molécule. Ceci se traduit par un changetherdibrme des signaux observés.
Le signal d’'un proton indique le nombre de protamsc lesquels il est couplé (n+1
raies pour n voisins) et peut méme donner des iggmam®ments d’ordre structuralia

I'écartement de ces raies, mesuré en Hz et appekiante de couplagé)(

4.5.3.2. RMN du 3C

L'isotope *°C ne représente qu'1% des atomes de carbone exismmsensibilité de cette
expérience n’est donc pas excellente, ce qui oldigeultiplier le nombre des expériences
(scand sur plusieurs heures afin d’obtenir un spectre wmne qualité. Ceci est
particulierement handicapant pour les substanceseli@s qui sont souvent isolées en faible
guantité par rapport aux produits de la chimieyidhese. En revanche, la résolution obtenue
est trés supérieure & celle des spectresHjupour un méme appareil : les déplacements
chimiques s’échelonnent généralement sur plufgpm, contre 10 ou 15 pour le proton !
Il existe des couplages en RMN dtC, mais on utilise aujourd’hui majoritairement des

expériences dites %-découplées », qui permettent un gain apprécidlsensibilité.
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Plusieurs expériences permettent, au moyen de iséggied’impulsions particulieres de
conserver une partie des informations qu'auraitosges le couplagéH-*C, tout en
bénéficiant du gain de sensibilité procuré pardeadiplage. |l s'agit d’expériences de spin-
écho J-modulé (APT :Attached Proton Teséncore appel¢mod pouvant impliquer un
transfert de polarisation (DEPTDistorsionless Enhancement by Polarization Transfer
Nous avons toujours utilisé jmod pour ce travail. Il permet la différenciation ddespectre
des pics correspondant a des carbones portantmbragair d’hydrogénes (secondaires ou
guaternaires) de ceux correspondant a des carlpamest un nombre impair d’hydrogenes

(primaires ou tertiaires).

4.5.3.3. RMN bidimensionnelle
Certaines techniques permettent la visualisations $orme de carte, des corrélations existant

entre différents signaux, qu'ils appartiennent a@nra spectre ou non. Des taches, qui sont en
fait une vue «de dessus », sous la forme de ceulbeniveau, des pics de corrélation,
matérialisent I'existence d’un lien quelconque emteux atomes (liaison chimique, proximité
dans l'espace...). Les spectres monodimensionnelseco@s peuvent, pour une lecture plus
facile, étre reportés sur les axes des abscisskes etrdonnées.

Plusieurs expériences ont été utilisées (Croasrgi, Lambert 2003) :

e« COSY (COrrelation SpectroscopY visualisation du voisinage immédiat des atomes
d’hydrogéne, par interactions scalaires (a travessliaisons chimiques). L'intérét
n'est pas énorma priori par rapport au simple spectre W mais il apporte un gain
certain de clarté et permet de distinguer diff&¥esignaux dans un massif pour les
attribuer précisément.

« TOCSY (Total Correlation SpectroscopY indique, en plus des voisins immédiats,
les voisins plus éloignés... ce qui permet de redomst plus facilement
'enchainement des protons sur le squelette carboné

« ROESY Rotational nuclear Overhauser Effect Spectrosgopiviet en évidence les
interactions dipolaires de deux atomes hydroger@sst donc une technique
intéressante en terme de stéréochimie.

» HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherenceindique quel proton est
directement lié a quel carbone.

« HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherernce montre la corrélation entre un

atome de carbone et un proton situés a plusieaisofis de distance (typiquement
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trois). Cette technique complete tres bien le COBduUr I'établissement de

I’enchainement des atomes d’'une molécule.

Les spectres de RMN présentés ou évoqués dans pwirmaéont été réalisés sur des
spectrometres Bruker Avance 300 ou 500 au LaboeatbApplication de RMN (LARMN)
de I'Université de Lille 2 et traités principalenesvec les logiciels Topspin (Bruker) et
MestReC (Mestrelab Research).

4.5.4. Spectrométrie infrarouge
Les radiations infrarouges se situent dans la galti spectre électromagnétique comprise

entre la région visible et celle des micro-ondes.région la plus utile pour I'analyse de
molécules organiques est celle située entre 40@80&cm’. L'absorption de ces radiations
par un composé provoque une variation de I'énalgieotation et de vibration des liaisons
chimiques de ce composé, qui peut étre détectéec(dér a thermocouple). On observe ainsi
au niveau du spectre une série de bandes rotatateites dont le nombre d’onde inverse
d'une longueur d’onde et exprimé en tndépend des masses relatives des atomes, de la
constante de force des liaisons ainsi que de Imgg@ des atomes. Le spectre du toluene est

donné en guise d’exemple dans la figure 156.

[C=He |

TRRHSHITTANCE] %1
]
o
|

o T T T T T T T
4000 3000 2000 1500 Looo 500
HAVYENUHBERI -1l

Fig.156. Spectre infrarouge (film liquide) du toluée (SDBS)
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Les appareils anciens, a monochromateur, procégdant balayage et enregistrements
successifs dans la gamme de nombres d’onde a analys systemes plus récents sont des
spectrométres infrarouge a transformée de FouR&rIR), ou la gamme compléte des
radiations passe simultanémént a travers I'échamtiLe résultat est un interférogramme, qui
est converti mathématiquement en spectre classifuegouge. Cette technique permet a la
fois un temps d’'analyse court, une excellente téswl et I'obtention de résultats faciles a
traiter (Silverstein 1998). Elle peut égalementnpettre de travailler sur des quantités plus
restreintes de produit.

L’appareil utilisé pour ce travail est un Thermadlet Avatar 320 FT-IR.

4.6. Méthodes chimiques de criblage

4.6.1. Réactifs de révélation chimique sur CCM
L'utilisation de réactifs chimiques en solution peaisés sur les plaques de chromatographie

sur couche mince apres élution, permet I'obtentienrenseignements supplémentaires sur
'appartenance d’'une molécule a tel ou tel groupgtgrhimique. Elles complétent les
observations faites en lumiere du jour ou sous amifaviolette a 254 nm (fluorescence ou,
sur plague traitée, extinction de la fluorescemte€366 nm (fluorescence assez spécifique des
systemes insaturés conjugués) et peuvent évemhezitepermettre de localiser certains
composeés, invisibles sans dérivatisation chimiguest le cas du diterpene isolé lors de ce
travail).

L'utilisation d’'un réactif polyvalent est particaliement adaptée pour réunir rationnellement
les fractions primaires récoltées suite a une sfiparpréparative ou semi-préparative.

Le tableau 45 présente les différents réactifs hies pour CCM utilisés dans ce travalil.
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Tableau 45.Réactifs chimiques pour la révélation des CCM.
Réactif Substances révélées Mode d'utilisation

Mélanger en parts égales une solution éthanoligue d

vaniline a 1% et une solution aqueuse d'adide

. ) perchlorique a 3%. Vaporiser le mélange sur| la
vanilline sulfurique

réactif polyvalent laque, uis une solution éthanolique d’'acjde
(Godin 1954) POV paq P a

sulfurigue a 10%. Aprés chauffage intense, |les
composés organiques apparaissent sous forme de

taches colorées en lumiére du jour.

Préparer une solution de p-anisaldéhyde a 0,5% dans
un mélange CEDH/AcOH/H,SO, (85:10:5).

anisaldéhyde . . R )
réactif polyvalent Pulvériser sur la plaque. Aprés chauffage intelese

(Deleu-Quettier 2000) i ) ]
composés organiques apparaissent sous forme de

taches colorées en lumiére du jour.

Mélanger un volume d'une solution de 17 g de sou-

nitrate de bismuth et de 200 g d’'acid etartriquasda

Dragendorff modifié 800 ml d’eau et un volume d'une solution de 160 g
selon Munier alcaloides d’'iodure de potassium dans 400 ml d'eau. Diluer
(Randerath 1971) extemporanément 50 ml de cette solution mére dans

500 ml d’eau et y dissoudre 100 g d’'acide tartrique

Pulvériser sur la plaque.

Préparer une solution d’aniline a 1% (v/v) dans|un
mélangen-BuOH/ELO/H,O (49:49:2). Ajouter 1,59

Phtalate d’aniline ) ) .
oses d'acide phtalique (m/v). Pulvériser sur la plague.

(Harborne 1998) . _ )
Aprés chauffage intense, les oses apparaissent|sous

forme de taches colorées en lumiére du jour.

Préparer une solution de FeCh 10% dans um
Perchlorure de fer i mélange CHOH-H,O (1:1) et la vaporiser sur la
polyphénols i .
(Wagner 1983) plague. Les polyphénols apparaissent sous formge de

taches de couleur en lumiére du jour.

Préparer une  solution de  diphénylborate
d’éthanolamine a 1% dans le méthanol et ajouter| 5%
de PEG 4000. Vaporiser sur la plaque. Les
Neu (Wagner 1983) flavonoides _
flavonoides apparaissent sous forme de taches
fluorescentes orange, jaunes, bleues et vertes6gd 36

nm.
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4.6.2. Mise en évidence sur CCM de l'activité antiradicalaire sur
le DPPH

Le DPPH (fig.157) est un radical stable et il priéseen solution une absorption
caractéristique a 517 nm (fig.158) qui lui confénee coloration violette. Cette couleur
disparait rapidement lorsque le DPPH est réduitupacapteur de radicaux libres (fig.159).
Ainsi en chromatographie sur couche mince (CCMy,demposés actifs sont visualisables
sous la forme de taches jaunes sur fond violetp€ut résumer la réaction sous la forme de

I'équation :
DPPH + (AH), - DPPH-H + (A,

ou (AH), représente un composé capable de céder un hydr@enadical DPPHyviolet)

pour le transformer en molécule DPPH-H.

s
AN ]
N

O,5N NO,

NO,

Fig.157. 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)
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1,300
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Fig.158. Spectre UV du DPPH Fig.159. Spectre UV du DPPH
sous forme radicalaire (DPPH) apres réduction par la rutine

(DPPH-H)

Le DPPH est commercial, peu onéreux et ne nécegaitthe mise en solution dans le
méthanol pour étre utilisé comme révélateur en CCMite solution peut étre stockée au
congélateur pour des périodes assez longues samsution notable d’activité du radical.
Certaines substances réagissent immédiatement (aafdique, quercétol) et d’autres plus
lentement. Le temps optimal de réaction est detdremnutes a une heure, mais certains
composés peuvent éventuellement devenir positifesapine nuit a I'obscurité (aloine,
éemodine).

La détection des composés ayant une activité diewespde radicaux libres est réalisée par
pulvérisation d’une solution de DPPH a 2 mg/ml denséthanol. Le DPPH utilisé pour ce

travail a été fourni par Sigma Chemical.
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4.7. Réactions chimiques simples

4.7.1. Acétylation

Le produit est dissout dans un mélange pyriding/drtie acétique (1:1) et laissé 15 heures
sous agitation a température ambiante. Le mélasigensuite versé sur un peu de glace et le
ballon utilisé pour la réaction est rincé a I'edacge. Le produit de I'acétylation est extrait
trois fois par 10 ml de chloroforme. La solutidniaroformique est lavée trois fois avec 10
ml d’une solution aqueuse de sulfate de cuivre/4D gnl), 3 fois avec 30 ml de la méme
solution puis deux fois avec 10 ml d’eau. La phagmnique est ensuite évaporée. Le dérivé
peracétylé est ensuite purifié par chromatogrphie colonne de gel de silice 60H avec
comme éluant I'éther (pour le compodéou un mélange CHEgACOE/(CH;),CO (15:3:2)

(pour le compos8).

4.7.2. Hydrolyse acide

L’hydrolyse acide est réalisée en milieu sulfuricuehaud (HSO, N, chauffage a reflux
pendant 1 heure). La solution est neutralisée apfésidissement par addition de carbonate
de baryum. Aprés centrifugation de la suspensiensurnageant est distillé sous pression
réduite jusqu’a siccité puis repris par un mélar@gd;OH/H,O (1:1). La solution est
comparée sur CCM bidimensionnelle de silice a dewins authentiques également dissous
dans le mélange GB®H/H,O (1:1). Plusieurs solvants de migration sontsalbies. On utilise

le phtalate d’aniline comme révélateur des suaretasplaque.

4.8. Mesure d’activité des composeés isolés

4.8.1. Détermination de I'activité inhibitrice vis-a-vis du DPPH

Cet essai repose sur le méme principe que le éedétbction des composés antiradicalaires
sur CCM par le DPPH (voir plus haut), mais il pernoe une détermination quantitative de
cette activité antiradicalaire.

Le test en solution s’effectue en mélangeant 1@'ome solution de DPPH a 10 mg/250 ml
avec 100 pl du composé a tester a différentes atmations (0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 4,00
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mg/ml) dans un solvant approprié. En effet, aucdifférence n’a été détectée lorsque des
mesures ont été effectuées sue des mémes échentibtubilisés dans différents solvants. II
est donc possible de dissoudre les composés daasiléns du DMSO que dans de I'eau, du
méthanol ou du chloroforme sans qu’il y ait unelgoreque influence du solvant. Les valeurs

sont mesurées a 517 nm avec un spectrophotomgteés, ane heure.

4.8.2. Détermination de I'activité inhibitrice vis-a-vis de I'anion-
radical superoxyde

Pour chaque dosage 5 essais sont réalisés.

4.8.2.1. Dosage de I'anion-radical superoxyde (O2*) : principe général

La quantité d'@g est mesurée en utilisant la réduction du cytochror@@ohen 1978) qui se
traduit par un changement de coloration détectéspectrophotometre & 550 nm. La
concentration de I'anion est calculée grace auicaeft d'extinction molaire du cytochronee

réduit € ssonm= 21 nmot-.cni™.

4.8.2.2. Modéle acellulaire
Dans le modele acellulaire, bOest produit par le systeme enzymatique hypoxanthine

xanthine oxydase (Aruoma 1989). Les tubes de dosagke référence contiennent 50 ul
d'EDTA (acide éthylenediaminetétraacétique) (30 mdMul d’hypoxanthine (30 mM) dans
KOH (50 mM), 50 ul de cytochrome (0,5 mM) et 100 pl de concentrations croissantes
d'extrait de plante dans un volume final de 1,%amponné par KEPO,-KOH (50 mM) pH

7,4 (cf. tableau 46). Apres 3 minutes a températumbiante, la réaction est initialisée en
ajoutant 100 pl de xanthine oxydase (1 U/ml) unmeet dans les tubes de dosage.
L'absorbance des solutions de dosage est mesunée celle des tubes de référence, qui ne

contiennent ni hypoxanthine, ni xanthine oxydagactement cing minutes plus tard.
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Tableau 46.Volumes (ul) des réactifs utilisés pour le dosdgd’anion-radical superoxyde
en modele acellulaire (tubes 3 et 4 a multiplier p@ nombre de concentrations en
médicament).

] xanthine
Tubes | KH,PO,-KOH | hypoxanthine | composé| EDTA| cytochromeC
oxydase
1 1400 - - 50 50 -
2 1295 5 - 50 50 100
3 1250 - 150 50 50 -
4 1145 5 150 50 50 100

4.8.2.3. Modele cellulaire

Préparation des granulocytes neutrophiles

Les granulocytes neutrophiles sont obtenus a pdetisang frais anticoagulé de patients,
fourni par le service de biochimie de I'H6pital @alogique du CHRU de Lille. 15 ml sont
collectés dans un tube gradué conique de 50 ml.

Les granulocytes neutrophiles (GN) sont isolés msgjvement par gradient de densité.

Le sang est dilué au demi dans un tamposHR&, (PBS) 0,1M, pH 7,4. A l'aide d'une
seringue, on dépose délicatement 10 ml d’Histopaquéond du tube, puis on centrifuge a
1500 t/min a température ambiante. On obtient tkgihases » : le plasma, I'Histopaque et
(au fond) les globules rouges. Les GN se trouventinderface entre Histopaque et
érythrocytes (un film blanchéatre est visible). Gipiee donc doucement a I'aide d’'une pipette
le plasma (dont 10 ml sont conservés) et I'Histagaq

On procéde ensuite a 'hémolyse :

Le culot sanguin est complété a 16 ml par le plasréaédemment mis de c6té, puis a 40 mi
par une solution de chlorure d’ammonium isotoni@uel,Cl 0,15 M, NaHCQ@ 10 mM) pH
7,4. Aprées agitation (par retournement), le liquede réparti en deux tubes qui sont tous deux
complétés a 40 ml avec le chlorure d’'ammonium. desx tubes sont placés dans la glace,
avec agitation périodique, jusqu’a hémolyse. Apl&s minutes dans I'eau glacée, on
centrifuge 10 minutes a 1500 t/min a 4°C.

On élimine ensuite les surnageants et les culats lawés deux fois avec 10 ml de Hank’s
HEPES (HH, mélange 10 ml/100ml).
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La derniére phase consiste en une numeération deg&fdiNde réaliser la dilution appropriée
au dosage) et un test de vitalité :

Dans un tube a hémolyse, 0,3 ml de suspensionlaiedusont mélangés a 0,3 ml d'une
solution de bleu trypan (0,4 % dans de l'eau plhygigue). On incube 10 min a 37°C. Une
numeération des GN colorés et non colorés est gmabsr cellule de Thoma. Le pourcentage
de GN ne prenant pas la coloration du bleu Trypamespond au pourcentage de vitalité
cellulaire. On utilise les GN ainsi préparés si 98és cellules obtenues sont bien des GN et
gue 95% des GN sont viables.

Détermination de I'inhibition de la production de superoxyde

Les GN sont pré-incubés 15 minutes avec les diffése concentrations de la substance a
tester. Puis on incube 15 minutes a 37°C avec tiechyomec et le PMA (4-phorbol-12-
myristate-13-acétate), qui est I'activateur de fadpction du superoxyde par les GN (il agit
au niveau de la protéine kinase C). Dans les tdbegférence (sans superoxyde), on utilise la
superoxyde dismutase (SOD) pour qu'une productiasale variable d'@ n’interfére pas
avec le dosage (voir tableau 47 pour les quardeggactifs).

Tableau 47.Concentrations et volumes (ul) des différentstifsaatilisés pour le dosage de
I'anion radical superoxyde en modele cellulairebési 5 et 6 a multiplier par le nombre de
concentrations en médicament).

Tubes HHpH 7,4 | GN25.10ml | composé PMA SoD cytochromeC

160 nM | 2500 U/ml 2 mg/ml

1 400 400 - - 100 100

2 500 400 - - - 100

3 800 400 - 100 100 100

4 400 400 - 100 - 100

5 700 400 100 100 100 100

6 300 400 100 100 - 100

Apres l'incubation, on centrifuge 5 minutes a 2%0@in puis on lit les DO a 550 nm.
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4.8.3. Test d'inhibition de I'oxydation des LDL

4.8.3.1. Principe

Lors de l'oxydation des LDL, les acides gras pdalginrés sont peroxydés et les chaines
carbonées subissent un réarrangement moléculareé@rangement conduit a la formation

de diénes conjugués dont I'absorbance peut étreréeesn spectrophotométrie UV a 234 nm.

L'oxydation des LDL est initiée avec du cuivre str les composeés testés, un effet
antioxydant est recherché.

La cinétique d'apparition des diénes est particeié trois phases sont dégagées :

» une phase de latence (résistance a l'attaque l@idécdue aux antioxydants endogenes
des LDL),

* une phase de propagation (formation des dieneg'jusge quantité maximale),
* une phase de dégradation (dégradation des dienes).

Lorsqu'un composé est antioxydant, il provoquesalor allongement de la phase de latence.

Il se forme tres peu de dienes d'ou une faible angation de I'absorbance.

4.8.3.2. Mode opératoire

L’isolement des LDL est réalisé a partir d'une mode plasma normolipémique de 240 ml,
obtenue au Centre Régional de Transfusion Sangu@seLDL sont protégées de I'oxydation
par addition du réactif d'Alaupovic (glutathion,idee caproique, EDTA, chloramphénicol).
Elles sont isolées par ultracentrifugation ségedleta la densité : 1,030-1,053 par addition de
KBr. La quantité de LDL isolée est déterminée pasade des protéines selon la méthode de
Peterson (1977). Elles sont conservées a +4°C ésepce d'EDTA. Les résultats sont
obtenus au moyen d'un spectrophotometre SpectraMsutRermorégulable avec lecture de
microplague 96 puits.

Avant toute oxydation, les LDL sont mises en dialg®ntre du PBS (0,01 M) a +4°C sous
agitation afin d'éliminer 'EDTA qui est utilisé po« chélater » les traces de métaux libres
dans les solutions tampons et éviter I'oxydatiomn IdeL. Le bain de dialyse est changé trois
fois au cours des 24 heures. Lorsque la dialyseeestinée, la concentration des LDL est

ajustée de maniére a obtenir 0,125 mg de protémetd LDL. Une solution de cuivre 16,6
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MM est préparée en diluant une solution mere 1,86(#20 mg de CuS@dans 1 litre d'eau)
dans 2 ml d'eau distillée. Des solutions méresraglnl des produits a tester sont préparées
dans le solvant approprié (eau, méthanol ou DMSOnskes produits). A partir de cette
solution mere, une gamme de concentrations essééatlans du PBS 0,01 M pour chaque
extrait.

La répartition dans les puits est établie comme:sui

e LDL + Cu (triplicat)

 LDL + Cu + gamme de concentration des produitpl{tat)
La formation des diénes conjugués est suivie and34 30°C toutes les 10 minutes durant 10
heures sur un spectrophotomeétre SpectraMaxPluse@dlar Devices).

4.8.4. Approche de l'activité neurosédative par détermination de
I'activité sur les récepteurs aux benzodiazépines et GABA

Des essais ont été réalisés afin de déterminegrit@elle activité agoniste de certains produits
majoritaires dd.ippia albasur le récepteur aux benzodiazépines (BZD) etisigous-type de
récepteur au GABA (acidgaminobutyrique), le réecepteur GARACes deux cibles ont été
choisies car elles représentent des modes d’aessez classiques pour des médicaments
inhibiteurs du systéme nerveux central. Les deststeont des essais Hiding utilisant a
chaque fois un radioligand agoniste spécifiqueébepteur. lls ont été réalisés par la société
CEREP.

4.8.4.1. Récepteur central aux benzodiazépines
Cet essai est inspiré de celui proposé par Spetl® e

Des homogénats de membranes de cortex cérébrat deeprésentant 100 pug de protéines)
sont incubés 60 minutes a 4°C avec du flunitrazé@ieni60) tritié a la concentration de 0,4
nM, avec ou sans le composé a tester, dans un tafmHCI a 50 mM (pH 7,7).

Le binding non-spécifique est determiné en présdeatiazépam (fig.161) a 3 uM.

278

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Theése de Thierry Hennebelle, Lille 1, 2006

Fig.160. Flunitrazépam Fig.161. Diazépam

Apres l'incubation, les échantillons sont rapidemidirés sous vide au moyen de filtres en
fiore de verre (GF/B, Packard) préalablement huimgli par une solution de PEI
(polyéthyleneimine) a 0,3% et rincés plusieurs fms du tampon glacé Tris-HCl a 50 mM
grace a un collecteur de cellules a 96 puits (Weifi Packard). Les filtres sont séchés, puis
leur radioactivité est mesurée dans un comptewgcitillation (Topcount, Packard) a l'aide
d’un cocktail de scintillation (Microscint 0, Packiq.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’iibibide la fixation spécifique du
radioligand agoniste de contrble par le compogé.tes

Le composé de référence standard est le diazépainesttesté a plusieurs concentrations
dans chaque expérience pour obtenir une courbemedtition a partir de laquelle sasgl

(concentration inhibant 50% de la fixation du fluazépam) est calculée.

4.8.4.2. Récepteur humain GABAa
Cet essai est inspiré de celui proposé par Snoslgrag978.

Des homogénats de membranes cellulaires de catékral de rat (500 pg de protéines) sont
incubés pendant 10 minutes a 4°C avec une solé@i®&mM de muscimol tritié (agoniste
GABA, marqué, fig.162), avec ou sans composé a testas, uh tampon contenant 25 mM
de Hepes/Tris (pH 7,0).

N\ / NH

HO
Fig.162. Muscimol
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Le binding non-spécifique est determiné en présdeamuscimol a 10 uM.

Apres l'incubation, les échantillons sont rapidemidirés sous vide au moyen de filtres en
fibre de verre (Filtermat A, Wallac) préalablembanmidifiés par une solution de PEI a 0,3%
et rincés plusieurs fois par du tampon glacé T@-d 50 mM grace a un collecteur de
cellules a 48 puits (Mach 1l, Tomtec). Les filtreent séchés, puis leur radioactivité est
mesurée dans un compteur de scintillation (Betadld04, Wallac) a I'aide d’un scintillateur
solide (Meltilex B/HS, Wallac).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’iibibide la fixation spécifique du
radioligand agoniste de contrdle par le compogé.tes

Le composé de référence standard est le muscimbed) testé a plusieurs concentrations
dans chaque expérience pour obtenir une courberdpétition a partir de laquelle sasgést
calculée.
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