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RESUME

Dans ce projet de recherche nous avons analysé les glycosides de 1'épinette noire.

Cette analyse comporte deux parties:

1) - I'analyse des glycosides sans transformation chimique.

Les glycosides sont extraits du matériel végétal sec par solvant. Par des techniques de
chromatographie liquide (CCM, CLP et CLHP), quatre glycosides phénoliques sont purifiés.
Des structures basées sur des données spectroscopiques ( RMN 1H et 13C et SM) sont
proposées. Dans les quatre glycosides, le sucre est le §-D-glucose.

2) - I'analyse des aglycones des glycosides aprés hydrolyse.

Une fois les substances volatiles &liminées de I'extrait des glycosides, ce dernier subit
un hydrolyse enzymatique pour libérer les aglycones. Deux enzymes sont utilisées pour
comparer leur efficacité de I'hydrolyse des glycosides. Les aglycones libérées sont extraites
par le pentane et le pentane et 'éther (1:1/v:v), et analysées par chromatographie en phase
gazeuse sur deux colonnes capillaires (DB-5 et Supelco-10). La comparaison des
pourcentages relatifs des aglycones a révélé que la B-glucosidase est plus efficace pour
hydrolyser les glucosides phénoliques et la cellulase est plus efficace pour hydrolyser les

glucosides monoterpéniques.

Etant donné I'importance des glycosides comme source supplémentaire de produits
volatils de 1'épinette noire, 1'objectif de ce travail était d'évaluer la qualité et 1a quantité des
aglycones des glycosides et d'analyser la structure de certains glycosides par des méthodes

spectroscopiques.
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SECTION I

REVUE DE LITTERATURE
ET MATERIEL



CHAPITRE ]

REVUE DE LA LITTERATURE SUR LES
GLYCOSIDES PRECURSEURS
D'AROMES

INTRODUCTION

Les ardmes ou les substances odorantes occupent une place trés importante dans la vie
quotidienne de I'homme. Malgré 1a concurrence des ardbmes de synthése il y a toujours une plus
forte demande pour les substances d'origine naturelle. L'orientation actuelle des industries
agroalimentaires et cosmétologiques implique un recours croissant 4 I'aromatique. Les plantes
aromatiques, les fruits et les fleurs constituent la source principale de ces produits. A c6té de
cette source traditionnelle, le développement des technologies et l'intérét croissant des
scientifiques pour I'étude des formes liées des composés d'ardmes et/ou de parfums, offrent
aujourd'hui des opportunités de création de nouvelles méthodes de production des substances
odorantes. Ces substances, liées & un ou plusieurs sucres, sont restées longtemps inconnues. Les
travaux de Francis et Allcock sur la détection des glucosides de géranyle, néryle et de
citronellyle dans les pétales de rose!l, signalaient le début de la recherche dans ce domaine.
E. Stahl-Biskup? a publié en 1987 un inventaire des études qui ont été réalisées dans ce domaine
et elle n'a rapporté que 25 publications portant sur l'identification de vingt deux monoterpénes
glycosides différents provenant de 25 plantes d'espéces différentes. Certaines études ont été
réalisées pour comprendre le réle que ces substances jouent dans la plaﬁte, leurs liens avec les
produits volatils qui ne sont pas liés & des sucres et leur importance dans le métabolisme de la

plante.



1.1  LE ROLE DES GLYCOSIDES DANS LA PLANTE

Les glycosides sont des substances constituées d'un ou plusieurs glucides et une
substance non glucidique, 'aglycone. En ce qui concerne la nature des sucres qui constituent la
partie glucidique de ces glycosides, les études basées sur l'utilisation des techniques de
séparation et d'identification comme la chromatographie en phase gazeuse, la chromatographie
liquide, la résonance magnétique nucléaire, la spectrométrie de masse... démontrent que dans 80
% des cas les aglycones sont liées au glucose sous la forme "B-D-glucopyranoside" 2.5, Les
aglycones identifiées sont principalement des monoterpénes acycliques ou cycliques, des
composés 4 noyau aromatique et des molécules norisoprénoidiques a 13 atomes de carbone>.
Stahl-Biskup? a présenté vingt deux structures de monoterpénes qui sont trouvés sous forme de
glucoside et qu'elle a classé en deux catégories, quatorze monoterpénés habituels, ceux qu'on
trouve souvent, et les non habituels. Cependant, le plus important c'est que certains produits sont
retrouvés dans les plantes sous forme de glycosides plus souvent que les autres; le géraniol, le
nérol, le linalol, le a-terpinéol ainsi que des alcools benzyliques. Les quatre premiers produits
ont un rapport étroit avec la biosynthése des monoterpénes libres dans les plantes. Quelques
études ont été réalisées pour démontrer I'implication directe ou indirecte des glycosides dans Ia

biosynthése des produits volatils libres dans les plantes.

Pour déterminer le role des glycosides, R. Croteau3 a réalisé des expériences sur les
feuilles de sauge (Salvia officinalis) et dela menthe (Mentha piperita) in vivo
et in vitro en introduisant des monoterpénes marqués, (d-)-camphre et le (I-)-menthone,
pour déterminer leurs transformations dans différentes parties de la plante. Les résultats ont
démontré une premiére évidence, qui confirme les suggestions qui avaient été proposées
auparavant par d'autres chercheurs, que les monoterpénes glycosides sont des dérivés qui

transportent les monoterpénes i travers les tissus de la plante. Les monoterpénes libres sont des



substances lipophiliques; pour pouvoir se déplacer dans la plante des sites de production aux
sites de stockage ils doivent étre solubles dans l'eau. La forme glycosidique leur confére cette
propriété. La grande partie de /-menthone introduit dans la plante se transforme en d-néomenthol
puis en d-néomenthy! glucoside par des enzymes spécifiques. Au niveau des rhizomes dans les
feuilles de M. piperita le glucoside est hydrolysé et I'aglycone est reconvertie en menthone

avant de subir d'autres transformations (fig. 1).

J——— — 6 Acetate
’ o= CO-S-CoA  units
% "/ 0 OH
y”"061c T oH o ¥ %
d-Neomenthyt d-Neomenthol [ -Menthone 1-3,4-Menthone
glucoside lactone

Figure 1: Voie de métabolisme de d-néomenthyl-f3-D-glucoside

dans les rhizomes de {a menthe

Dans la sauge, le d-camphre se transforme en glucoside suivant le mécanisme indiqué
dans la figure 2. Il est accepté que les glandes de chaque espece sont capables de produire les
constituants majeurs caractéristiques de I'espeéce a partir d'un précurseur grice a leurs enzymes
spécifiques3. L'observation que les glycosides agissent comme dérivés de transport des

monoterpenes a &té mise en évidence en injectant du géraniol dans le trognon d'une pomme; le



géraniol a été rapidement transformé en géranyl B-D-glucoside et transporté dans la chaire de la

pomme ot il est métabolisé en d'autres produits+.

O-Glucose
(o} O 'o.
-_— o— C~0O-Glucose

Camphre 1,2-Campholide

Figure 2: Voie de conversion du d-camphre en glucoside.

Le réle des monoterpénes glycosides dans les plantes ne se limite pas seulement a des
dérivés de transport de ces produits. Stahl-Biskup? concluait en s'appuyant sur les travaux
d'autres chercheurs, que les monoterpénes glycosides peuvent jouer plusieurs réles. Les
monoterpenes glycosides ont un lien étroit avec la biosynthése des monoterpénes libres. Dans les
voies biosynthétiques suggérées dans la littérature, les produits intermédiaires sont présentés
sous forme d'ions qui ne peuvent pas exister dans la plante a I'état libre. C'est sous forme de
glycosides que ces produits intermédiaires existent puisqu'ils présentent aussi un moyen de

transport.

1.2 METHODES D'EXTRACTION DES GLYCOSIDES

Les glycosides, précurseurs d'arémes, sont des substances qu'on trouve dans les plantes

caractéristiques des huiles essentielles. Le matériel végétal est une matrice de substances



organiques trés complexe. L'extraction des glycosides d'une plante nécessite I'élimination d'un
trés grand nombre de substances lipophiliques (huiles essentielles, lipides, alcanes, acides gras
etc..) et d'autres produits hydrophiliques (sucres, pigments etc..) dont certains peuvent étre
solubles dans les mémes solvants que les glycosides. Lors de l'extraction des glycosides, la
destruction des tissus de la plante est inévitable provoquant ainsi l'activation de certains
enzymes, surtout les hydrolases et les glycosidases, qui peuvent affecter la structure des
glycosides2. Pour cette raison le broyage des tissus de la plante doit se faire dans des conditions
qui permettent l'inactivation des enzymes. Le broyage du matériel végétal dans le méthanol
bouillant? ou dans I'eau bouillanteS permet d'arréter immédiatement I'activité des enzymes. Cela
peut se faire aussi dans de I'azote liquide pour éviter I'hydrolyse des glycosides par les enzymes
naturelles de la plante’.8, La présence des acides organiques dans la plante peut aussi affecter la
structure des aglycones ou provoquer une hydrolyse acide des glycoéides. Par conséquent la
stabilisation du pH de la solution, dans laquelle la plante est broyée est nécessaire. L'addition
d'un sel stabilise le pH de la solution et évite I'hydrolyse des glycosides. Svendsen 6 a utilisé 6 g
de carbonate de calcium dans 2 I d'ean bouillante pour 300 g de matiére vegétale pour extraire et
analyser les glycosides de quatre variétés de plante, sans donner de détails sur le pH. Williams et
al%.10 utilisent du NaCl pour saturer la solution aqueuse dans laquelle le matériel végétal est
homogénéisé et une solution de NaOH ou de KOH pour ajuster I'acidité de 1a solution a pH 7

afin de prévenir I'hydrolyse des glycosides.

Une fois le matériel végétal broyé et que I'hydrolyse acide ou enzymatique est évitée, il
faut procéder i I'élimination des substances indésirables et i l'extraction des glycosides. La
complexité du mélange obtenu et la faible quantité des glycosides dans la solution rendent Ia
tache trés difficile. Plusieurs méthodes ont été développées pour extraire et analyser les
glycosides dans les plantes. Chaque méthode utilisée pour l'extraction des glycosides d'une

plante n'est pas nécessairement exclusive pour cette derniére. Les différences entre les méthodes



d'extraction se situent au niveau des techniques et des solvants utilisés. L'élimination des
produits volatils libres peut se faire par extraction exhaustive avec un solvant apolairel0 (le
pentane, I'hexane, I'oxyde d'éthyle, le fréon F11 etc). L'hydrodistillation est aussi un moyen
d'éliminer les produits volatils libres, suivie par l'extraction de la phase aqueuse avec un solvant
apolaire$:13, D'autres méthodes font appel i la chromatographie en phase liquide. Stahl-Biskup
et al” ont utilisé la chromatographie liquide pour éliminer les substances volatiles. Un extrait de
méthanol d'une plante broyée dans I'azote liquide (Hyssopus officinalis)estréduitd S
mL et mélangé avec du gel de silice, le tout est déposé sur une phase stationnaire de gel de silice
d'une colonne préparative (1,5 X 10 cm). Les substances volatiles libres sont éliminées par
élution avec un mélange de n-hexane-acétate d'éthyle (1:1) et de dichlorométhane. Les
glycosides sont récupérés par élution avec des solvants plus polaires, l'acétate d'éthyle suivi du
méthanol. Williams et al9-12 ont procédé par extraction exhaustive; avec le fréon F11, du
matériel végétal broyé dans une solution aqueuse saturée avec du NaCl. Le volume de la phase
aqueuse est réduit et élué€ avec du méthanol sur une colonne préparative i phase inversée Cis
pour éliminer le sel ainsi que d'autres produits et ne récupérer que les glycosides. Svendsen!3 a
fait une étude comparative de deux méthodes d'extraction des glycosides de la méme plante
(Mentha spicata) et les résultats qu'il a obtenus sont présentés dans le tableau 1. Dans la
méthode (A) 50 g de matériel végétal est stabilisé dans 500 mL d'eau bouillante avec 2,5 g de
carbonate de calcium. Les produits volatils sont éliminés par distillation pendant 4 heures. La
solution aqueuse est filtrée et extraite avec 250 mL de pentane suivi de 250 mL d'oxyde d'éthyle
pour éliminer les traces des produits volatils. Les solvants organiques qui restent dans la phase
aqueuse sont éliminés par évaporation sur un évaporateur rofatif a la température de la piéce.
Dans la méthode (B) la méme quantité de matériel végétal est broyée dans I'azote liquide et
extraite avec deux quantités différentes de méthanol (100 mL et 200 mL). Apreés filtration,
I'extrait brut est lavé avec de I'eau et la solution aqueuse-méthanol est évaporée sous vide a

45 9C pour évaporer le méthanol. La solution aqueuse est filtrée et diluée avec de I'eau 3



100 mL. Pour les deux solution.é aqueuses obtenues avec 100 mL et 200 mL de méthanol, les
produits volatils sont éliminés par extraction avec (2 x 100 mL) de pentane suivi de 2 x
100 mL) d'oxyde d'éthyle. Les solvants organiques dans chaque phase aqueuse sont évaporés sur
un rota-vapeur i 45 9C. D'aprés les résultats des analyses des extraits obtenus par les deux
méthodes, la méthode (A) est de loin la plus efficace pour extraire les g_lycosides (voir
Tableau 1). Cette méme méthode a été utilisée par Svendsen pour extraire et analyser les

glycosides dans 16 coniféres!4,

Tableau 1
Comparaison entre deux méthodes d'extraction
des aglycones de M. spicata aprés hydrolyse.
(t <05 % et-=0 %) |

Procédures d'extractions
Produit A (eau) B (méthanol : 100 mL) B (méthanol : 200 mL)

Hexan-1-ol t -

trans-Hex-3-en-1-ol t - -
cis-Hex-3-en-1-ol 4,1 t 2,1
Octan-3-ol t - t
Oct-1-en-3-ol 1,1 t 1,1
Linalool t - t
néo-Dihydrocarvéol (?) 0,8 30 19,0
Dihydrocarvéol 6,2 1,9 2,9
iso-Dihydrocarvéol (7) 0,5 - 0,5
néo-iso-Dihydrocarvéol (?) 1,0 - t
trans-Carvéol 2,1 54 3,4
cis-Carvéol 16,3 5,6 6,2
Benzyl alcool 6,3 92 9.1
Non identifié¢ 8,1 2,0 3,6
B-Phényléthanol 3.8 2,2 7.2
Eugénol 18,0 6,7 5,6
Non identifié 6,5 - 2.8
2-Méthoxy-4-vinylphénol 1,1 - 0,6




1.3 METHODES D'ANALYSE DES GLYCOSIDES

L'analyse des glycosides peut se faire de deux fagons. On peut analyser les aglycones
aprés les avoir séparer des sucres par hydrolyse acide ou enzymatique, ou analyser les

glycosides intacts aprés les avoir purifier.

a) Analyse des aglycones aprés hydrolyse

Le résidu obtenu aprés I'élimination des substances volatiles libres est soumis d une
hydrolyse enzymatique ou acide. Pour analyser les aglycones originales des glycosides, sans
qu'elles subissent des transformations chimiques, 'hydrolyse enzymatique est de loin la plus
utilisée. L'hydrolyse dans un milieu acide provoque des réarrangements, des éliminations et des
cyclisations des aglycones!S. Les systémes enzymatiques utilisés sont hombreux, cependant les
plus utilisés sont ceux qui contiennent le §-glucosidase ou la cellulase comme enzyme principale
dans le systéme. Des études de comparaison des systémes enzymatiques ont été réalisées par
certains auteurs. Fabre et all6 ont étudié I'activité enzymatique de quinze systémes enzymatiques
produits industrieliement. La concentration en systéme enzymatique est telle que l'activité f-
glucosidasique est 1a méme dans tous les cas. Les résultats obtenus ont démontré que le systéme
Rohament CW , cellulase comme enzyme principal, est le plus efficace. Williams et all5 ont
comparé la performance de cing enzymes: Emulsin, B-glucosidase, B glucouronidase, Pectinase
et cellulase. La cellulase s'est avérée encore la plus commode pour les analyses qualitatives.
Svendsen!3 par contre a comparé la performance entre le B-glucosidase et le Péctinol. La
quantité des produits volatils libérés par le Péctinol est trés faible par rapport a celles libérées par

le B-glucosidase. Une préparation d'une émulsion d'amandes douces dont le B-glucosidase est

I'enzyme active est utilisée.

Les produits volatils qui sont libérés aprés hydrolyse sont extraits de la phase aqueuse
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soit par un solvant apolaire, par hydrodistillation ou par un appareil de type Likens-Nickerson.
La chromatographie en phase gazeuse est la technique principale utilisée pour la séparation et

I'analyse des aglycones. Un spectrométre de masse est souvent utilisé comme détecteur.

b) Analyse des glycosides intacts aprés purification

L'analyse des glycosides intacts fait appel surtout aux techniques spectroscopiques, RMN
(1H et 13C), SM, IR et UV. La séparation et la purification des glycosides est une étape
déterminante. Les glycosides, qui ont été séparés et analysés, constituent deux groupes; les
glycosides dont 1a partie glycosidique est constituée d'un seul sucre et ceux qui ont plus qu'un
sucre. La partie aglycone est en général un monoterpéne cyclique ou acyclique, ou un phénol.
L'examen d'une dizaine de travaux publiés (réf. 17 i 26) sur les méthodes de séparation et de
purification des glycosides par chromatographie liquide montre qué la nature de la phase
stationnaire utilisée est trés souvent le gel de silice. Nous allons citer quelques exemples de

purification des glycosides.

Miyakado et all7 ont isolé le (-)-cis-chrysanthénol O-B-D-Glucopyrannoside de
Dicoria canescens. Aprés extraction du matériel végétal avec du CHCIl3 pour éliminer les
substances volatiles, 22 g de résidu brut sont obtenus et séparés sur une colonne de gel de silice
(800 g) avec le systéme de solvant CHCl3 : MeOH (9:1). La récupération par fractionnement a
donné 3,10 g de produit brut qui est recristallisé deux fois par la suite pour donner 0,81 g de
produit pur. Trois autres glucosides dont I'aglycone est un monoterpéne non oxydé (non polaire)
sont séparés sur une colonne de gel de silice avec un systéme de solvant CHCl3 : MeOH (20:1 et
10:1)18, La phlébotricoside, arbutine et la glucolutéoline (aglycones polaires) sont isolées de la
plante, Viburnum phlebortrichum!9. Le résidu obtenu de I'extrait du MeOH (25 g) est
élué d'une colonne de gel silice (1 kg) avec CHCI3 : MeOH en augmentant progressivement le
pourcentage du MeOH. Les fractions qui ont été éluées avec CHCl3 : MeOH (19:1) sont



LB

regroupées & l'aide d'analyses sur couches minces. Le produit obtenu (7 g) est séparé sur une
deuxiéme colonne de gel silice (300 g) avec le méme systéme de solvant. Une quantité de 1,1 g
de phiébotricoside brut est obtenue. La purification est achevée par recristallisation dans le
MeOH-C¢Hg. Le para-hydroxyquinone, arbutine et la glucolutéoline sont obtenus par I'éluant
CHCI3 : MeOH (20:1-10:1). La phlébotricoside (phlébortrichine) a été isolée de la méme plante
mais en combinant la chromatographie liquide sur gel de silice et la chromatographie liquide
contre courant, RLCCC (Rotation Locular Counter Current Chromatography)20. Le Sephadex
LH-20 (éluant: MeOH) est aussi utilis¢ comme phase stationnaire pour purifier des fractions
obtenues par chromatographie sur une colonne de gel de silice (CHCl3-MeOH-H,0) pour
séparer des glycosides phénoliques et non phénoliques et dont la partie glycosidique est
composée d'un ou deux sucres2!,23, Par contre des glycosides de méme nature que les
précédents ont été séparés en utilisant strictement le gel de silice comme phase stationnaire2224,
Leong et al25 ont comparé la séparation de quatre glycosides phénoliques en utilisant des
colonnes HPLC, une colonne 3 phase inversée (C1g) et I'autre  phase normale (gel de silice).
Sur la colonne de gel de silice (CH2Cly:CHCI3-8:1) les quatres glucosides sont parfaitement
séparés (Aglycone = vanilline, para-hydroxybenzaldéhyde, acide vanillique et acide para-
hydroxy benzoique). Sur la colonne i phase inversée Cig avec des conditions isocratiques
(MeOH:H3P0410-3M-35:65), la séparation ne permettait pas de distinguer les quatres produits.
Pour purifier six glucosides de Pinus sylvestris dont quatre sont phénoliques et deux ne
le sont pas, Andersson et al26 ont eu recourt 4 la chromatographie liquide sur colonne HPLC-C1g
(35 % aq. MeOH et MeOH-HCO,H-H>0 25:1:75). Cependant le Sephadex LH-20 et gel de

silice ont ét€ utilisés respectivement pour fractionner 1'extrait méthanolique brut de la plante.

Pour la détermination des structures des glycosides purs, la combinaison des méthodes

spectroscopiques, mentionnées plus haut, est utilisée dans tous les cas.
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CHAPITRE 11

DESCRIPTION BOTANIQUE DE
PICEA MARIANA (Mill.)) B.S.P.

2.1 GENERALITES

Le Picea mariana (mill) B.S.P. fait partie des Spermatophytes qui comprennent la
masse des plantes vasculaires qui se divisent en deux sous-divisions: les Gymnospermes, avec
700 espéces, et les Angiospermes, avec 200 000 espéces. La plupart des Gymnospermes sont
communément désignées sous le nom des coniféres. Au Québec elles sont constituées du groupe
des arbres toujours verts et le plus souvent résineux. Ce groupe se répartit en trois familles dans

les genres?7.

Plus précisément, Picea mariana (mill) B.S.P., communément appelée épinette
noire, fait partie de la famille d'épinettes qui comprend environ 40 espéces, connu aussi sous le
nom d'Epicéas. On trouve sept espéces en Amérique du Nord, et cinqg au Canada. Outre les
espéces, plusieurs variétés ont été signalées dans diverses parties du Canada. On trouve
généralement des hybrides de I'épinette de Sitka, de I'épinette blanche et de I'Epinette
&Engelmann 1a ol leurs aires chevauchent. L'épinette noire et 1'épinette rouge également
forment des hybrides dans les endroits ou poussent en commun ces deux espéces, mais on ne
signale pas d'hybridation entre I'épinette blanche et I'épinette noire, ni entre I'épinette blanche et

I'épinette rouge28,
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22 DESCRIPTION DE L'ARBRE (1]

Le Picea mariana est un arbre de 8-20 m, en peuplement il a le tronc droit et
dépourvu de branches sur une grande partie de sa hauteur. La cime étroite est formée de
branches retombantes dont les bouts sont redressés. L'écorce est mince, écailleuse et d'une
couleur brun grisitre foncé. Les rameaux sont d'une couleur brun foncé couverts de poils denses
et cours; écailles extérieures des bourgeons grisitres et duveteuses, i pointe longue et étroite
dépassant le bout du bourgeon. Les cones sont d'une longueur de 2 & 3 cm et d'une couleur
violdtre a brun foncé. IIs sont ovoides et pointus, presque sphériques lorsqu'ils sont ouverts,
contenant environ 30 écailles étroitement imbriquées et grossiérement denticulées. Les cones
peuvent persister 20-30 ans sur les branches, mais périodiquement ils libérent des graines au
cours de I'hiver. Toutefois il y a des graines qui restent dans les cOnes péndant plusieurs années.
Floraison printaniére. Les aiguilles sont persistantes et restent sur 1'arbre cinq ans ou plus. Elle
ont une longueur de 6-13 mm, trés fines, presque aciculaires, solitaires et disposées en spirale,
formant une créte décurrente et persistante a la base. Leurs sections sont quadrangulaires et elles
roulent facilement entre le pouce et l'index. Les crétes décurrentes visibles sur les rameaux
aident i distinguer I'épinette des autres coniféres. Seuls les Pruches et ies Ifs ont des feuilles dont
la base ressemble 3 celle des épinettes, mais leurs feuilles sont plates ou 3 section semi-
circulaire. Les autres coniféres a feuilles plates, le sapin de Douglas (Pseudotsuga ) et les

vrais sapins (Abies ), ont des rameaux lisses (fig. 3).

1] Informations prises des références 27 et 28.
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Figure 3: Photos des différentes parties de Picea mariana
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23 DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

Le Picea mariana ou I'épinette noire est I'un des coniféres les plus abondants du
nord de I'Amérique. Son aire de distribution est trés vaste puisqu'on la retrouve dans toutes les
provinces du Canada jusqu'a la limite septentrionale des arbres29 (fig. 4). Elle est I'espece
prédominante de la forét boréale de I'est du pays. Sa distribution transcontinentale témoigne de
sa capacité 3 s'adapter 3 des conditions climatiques. Elle ne forme généralement de peuplements
purs que sur des sols superficiels, mal drainés et froids ol la compétition est faible. Une espece
qui colonise un aussi vaste territoire a le potentiel de démontrer une forte variabilité génétique
de par ses populations qui possédent des stabilités génétiques ainsi que des capacités différentes
a coloniser des sites variés30. Cependant I'épinette noire trouvera son développement optimal sur

un sol assez bien aéré et sous un climat frais et humide.
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Figure 4: Distribution naturelle de I'épinette noire29
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Dans la forét boréale, I'épinette noire forme fréquemment des peuplement purs qui
occupent de vastes superficies. Dans la partie sud du Québec, on retrouve les pessiéres a
épinettes noires dans des conditions édaphiques particuliéres; elles occupent alors des
superficies restreintes. De plus, I'épinette noire se trouve trés souvent associée au sapin baumier,

au pin gris, i I'épinette blanche, au méléze, au peuplier faux-tremble et au bouleau blanc29.

2.4  SITE D'ECHANTILLONNAGE

La cueillette de Picea mariana (mill) B.S.P. a été effectuée dans la région du
Saguenay et le Lac-St-Jean qui englobe, en les entourant, le Saguenay le Lac-St-Jean ainsi que
les parcs Haute-Mauricie, Chibougamau et Chicoutimi. Elle est comprise entre les parallg¢les 48°
et 49°30' N et les méridiens 70° et 75° 030, Le site d'échantillonnage se situe au Lac

Simoncouche, station de recherche de 1'Université du Québec & Chicoutimi, a I'entrée nord de la

réserve faunique des Laurentides (fig. 5).
SAGUENAY LAC SAINT-JEAN CHARLEVOIX

Figure 5: Site de I'échantillonnage de Picea mariana
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CHAPITRE 1

QUELQUES PRINCIPES ET THEORIES DES METHODES
D'EXTRACTION DE PURIFICATION
ET D'ANALYSE

Ce chapitre décrit quelques principes et théories de base des méthodes qui ont été
utilisées dans ce projet d'étude sur les glycosides de 1'épinette noire. La chromatographie en
phase liquide a été utilisée comme méthode de séparation et de purification et la
chromatographie en phase gazeuse a été utilisée comme méthode de séparation et
d'identification. La résonance magnétique nucléaire a été utilisée pouf déterminer la structure

des produits purifiés par chromatographie liquide.

1.1 ME'THODEs D'EXTRACTION

L'extraction par solvant est une technique trés utilisée dans les laboratoires de chimie.
Pour analyser n'importe quel produit naturel ou mélange de produits naturels, il faut d'abord
procéder par une extraction. Un mélange complexe qui contient des produits de différente nature
peut étre simplifié. Par exemple, un solvant non polaire va extraire les produits non polaires. Les
trois méthodes d'extraction qui ont été utilisées dans ce fravail sont décrites dans les

paragraphes suivants.
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1.1.1 Extraction au Soxhlet

L'extracteur de Soxhlet (fig. 6) est un appareil congu pour l'extraction continue solide
liquide. Le matériel 3 extraire est pulvérisé et mis dans une cartouche de papier épais et le tout
est mis dans un réservoir i siphon qui est surmonté d'un réfrigérant. Sous I'ensemble, un ballon
qui contient le solvant pour extraire les produits. Une fois prét le solvant est porté & ébullition
pour procéder a I'extraction. Les vapeurs du solvant sont condensées dans le réfrigérant et le
solvant s'accumule dans le réservoir d siphon. Quand le solvant atteint un certain niveau, il
amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant les substances dissoutes. La méme
opération se répéte jusqu'd ce qu'on arréte I'ébullition du solvant. Cefte méthode est efficace
parce que le contact entre le matériel végétal et le solvant est long (période de remplissage du
réservoir 3 siphon); aussi elle est trés économique au point de vue solvaht mais nécessite plus de

temps pour un rendement maximal.
1.1.2 Extraction liquide-liquide

L'extraction liquide-liquide est un moyen de faire passer une ou plusieurs substances d'un
solvant, dans lequel elles sont souvent difficiles a séparer, 3 un autre, ou elles seront facilement
isolables. L'extraction est habituellement réalisée dans une ampoule 3 décanter par agitation des
deux solvants. Les deux solvants doivent é&tre trés peu ou pas miscibles I'un dans l'autre. Une fois
que I'ampoule est au repos, les deux phases se séparent et on peut récupérer les deux solvants.
L'extraction est d'autant plus efficace que les substances a extraire sont plus solubles dans le

solvant d'extraction que dans leur solvant original.



Figure 6:  Schéma d'un extracteur de Soxhlet

Figure 7:

Schéma d'un extracteur de Likens-Nikerson
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Il arrive que Ia séparation entre deux phases n'est pas compléte, mais qu'il se forme une
émulsion, c'est-d-dire une zone intermédiaire contenant des gouttelettes d'une phase suspendue
dans l'autre. Par exemple, la présence d'agents tensioactifs (produits naturels, protéines, etc. )

dans une phase aqueuse entraine la formation d'émulsion.

Diverses méthodes peuvent &tre employées pour briser une émulsion3!.
- I'attente : en laissant reposer I'ampoule pendant une longue période les deux phases peuvent se
séparer;
- filtration : I'émulsion peut étre filtrée sur la laine de verre ou simplement sur un filtre plissé. Il
existe également des papiers séparateurs de phase, imprégnés d'un composé siliconé, retenant la
phase aqueuse et laissant passer la phase organique;
- les agents chimiques : l'addition d'un sel inorganique ou l'imroduétion, directement dans
I'émuision, de quelques gouttes d'alcool peuvent provoquer la rupture d'une émulsion;

- la centrifugation : I'émulsion, lorsqu'elle est importante, peut étre brisée par centrifugation.
1.1.3 Extraction avec un appareil Likens-Nickerson

L'appareil Likens-Nickerson est utilisé exclusivement pour I'extraction des produits
volatils d'une solution aqueuse par un solvant organique non miscible et dont la densité est
inférieure a celle de I'eau (fig. 7). L'avantage majeur de cette technique est de pouvoir concentrer
jusqu'a mille fois les produits volatils en une seul étape32. En portant 4 ébullition la solution
aqueuse (ballon A) et le solvant organique (balion B), la vapelir de I'eau se mélange avec les
vapeurs du solvant organique (C) dans lesquels les produits volatils vont se dissoudre. Aprés
condensation dans le réfrigérant, les deux phases sont séparées (D). Les jonctions entre les deux
ballons sont congues de maniére i ce que le solvant organique, dont la densité est inférieure

celle de I'eau, revienne i son point de départ (ballon B) et I'eau aussi retourne a son point de



départ (ballon A) sans les produité volatils. Ainsi tout le long de I'extraction vapeur-vapeur les
produits volatils passent de 1a phase aqueuse a la phase organique o ils sont parfaitement
solubles. C'est le fait d'utiliser un petit volume de solvant organique sans le changer au cours de
toute l'opération de l'extraction qui rend cette technique trés efficace pour concentrer des

produits volatils qui se frouvent en trés petite quantité dans un grand volume.

12 LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE (CL)

La séparation et 1a purification des produits organiques sont des étapes trés importantes
qui précédent la détermination de leur structure par des méthodes spectroscopiques. Jusqu'en
1960, les techniques de cristallisation et de distillation trés efficaces étéient largement utilisées

pour cette fin,

Ces méthodes qui sont lentes nécessitent des bonnes quantités de produits a séparer. La
distillation, limitée aux produits volatils, est une technique exigeant beaucoup de dextérité
surtout lorsqu'il s'agit de séparer des produits ayant des points d'ébullition trés voisins. La
cristallisation a aussi ses limites. Quand il s'agit de séparer deux isomeres, ce n'est pas toujours
facile a réaliser, mais surtout la purification d'un produit en trace (ex. un métabolite) dans un

mélange complexe (ex. plasma) est une tiche difficile a réaliser.

Bien que les premiers travaux sur la chromatographie liquide (CL), furent publiés en
1906, par un botaniste Russe 33, on considére, en général, que I'utilisation de cette technique a
suivi la publication de Huber et Hulsman en 1967 34, Jusqu'a nos jours la chromatographie n'a
pas cessé de gagner en popularité. Cela est dii 4 son efficacité, sa rapidité d résoudre des

problémes, ses séparations et analyses de mélanges complexes et sa simplicité d'utilisation.



En chromatographie liquide, il y a toujours deux phases, une stationnaire (liquide ou
solide) et I'autre mobile (liquide). La désignation CL référe i I'état physique de la phase mobile.
On peut distinguer trois formes de CL: sur colonne, sur couches minces et sur papier. Mais les
trois formes obéissent aux mémes principes théoriques. Un des avantages majeur de la
_chromatographie liquide sur d'autres techniques de séparation se trouve dans la multiplicité des
mécanismes différents avec lesquels la séparation chromatographique peut étre effectuée. On
peut choisir une forme de chromatographie en fonction des propriétés physico-chimiques des
différents constituants de I'échantillon i analyser ou 3 séparer. Les mécanismes de la
chromatographie varient en fonction de la nature et de la forme du matériel qui est utilisé comme

phase stationnaire.

La nature de la phase stationnaire peut varier, de apolaire (ex; ODS: gel d'octadécyle
silane) & trés polaire (ex. gel de silice). Le mécanisme qui intervient dans la séparation est
l'adsorption. Une phase stationnaire polaire a tendance a retenir (adsorber) plus fortement les
produits polaires que les produits non polaires ce qui est I'inverse d'une phase non polaire. On
peut aussi utiliser des phases stationnaires ioniques pour réaliser une chromatographie
d'échange ionique, pairage ionique ou suppression ionique, dont les mécanismes reposent
essentiellement sur des échanges d'ions entre la phase stationnaire et I'échantillon & séparer qui
est transporté par 1a phase mobile. Le choix approprié de pH des deux phases et des ions de la
phase stationnaire est une étape trés importante qui doit tenir compte de la nature de 'échantillon

et sous quelle forme on veut récupérer les produits séparés.

La chromatographie de perméation moléculaire ou tamisage moléculaire est une forme de
chromatographie liquide ol les solutés d'intérét sont séparés par un mécanisme de perméétion.
Les plus grosses molécules ne sont pas retenues et dites totalement excluses; les plus petites sont

dites totalement incluses. La séparation se fait donc uniquement selon Ia taille des molécules. Le
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support est en général un polymere (ex. polystyréne, polyacrilamide) dont on connait la taille des

pores des particules. Plus les pores sont petits plus les petites molécules vont étre retenues.

Les différents types de chromatographies utilisés dans ce travail pour séparer et analyser

les glycosides, extraits de I'épinette noire, vont étre traités dans les paragraphes qui suivent.
1.2.1 La chromatographie liquide sur couche mince (CCM)

La chromatographie liquide sur un support planaire comporte deux techniques
populaires: la chromatographie sur papier (CP) et la chromatographie sur couches minces
(CCM). La CP a précédé 1la CCM de 10 i 15 ans, et un grand nombre de séparations ont été
réalisées avec cette technique. Mais au début de 1957, 1a CCM a été découverte, et on a réalisé
que cette technique était rapide, plus facile d'utilisation, plus reproductible et représentait moins

d'inconvénients 33,

Dans la chromatographie sur couches minces le débit de la phase mobile ne peut pas étre
contrdlé comme on peut le faire sur une colonne. Le débit ou la vitesse de migration dépend de
la tension de surface et de la viscosité de la phase mobile et aussi de la nature de la phase
stationnaire. Cette derniére contient des capillaires, inter-reliés, de différents diameétres. Au
départ la phase stationnaire est séche et une fois que la partie inférieure touche la phase mobile
on a une migration du liquide vers le haut par action capillaire. L'homogénéité de la phase
stationnaire minimise les variations capillaires, ce qui permet une migration convenable du front

de l1a phase mobile.

La phase stationnaire 1a plus utilisée dans la CCM est le gel de silice. Une couche mince

est appliquée sur une plaque de verre ou de plastique (rectangulaire ou carrée). Pour avoir une
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couche stable I'addition d'un fixatif est nécessaire. En général on utilise du gypse (désigné par G)
ou l'alcool polyvinyle (PVA).

L'utilisation de la CCM comporte quatre étapes : (a) le choix de la phase stationnaire et
de la phase mobile, (b) I'application du produit, (c) le développement et (d) la visualisation ou la

révélation des produits.

a) Le choix de la phase stationnaire

Pour avoir une bonne séparation on doit optimiser I'affinité entre le mélange i séparer, la
phase mobile et la phase stationnaire. La premiére chose i considérer, c'est la nature des
groupements fonctionnels des produits qu'on veut séparer et les solvants qu'on peut utiliser. Cela
permettra de définir la nature de la phase stationnaire et mobile en se basant sur les informations

qu'on peut trouver dans la littérature.

b) L'application des produits

Le mélange des produits qu'on veut séparér doit étre complétement soluble dans la phase
mobile. Le mélange, préalablement dissous dans un minimum de solvant, peut étre appliqué a
I'aide d'une micro-pipette ou d'un tube capillaire sur la phase stationnaire. L'application doit se
faire sous forme de petites taches i une distance de 1 4 1,5 cm du bord de la plaque (coté qui va
étre introduit dans la phase mobile). Les taches ne doivent pas toucher la phase mobile. Comme
solvant pour I'application on peut utiliser la phase mobile, mais de préférence il faut choisir le
solvant le plus volatil possible avec un minimum de volume. Ces deux derniéreé conditions
facilitent la formation de petites taches: un solvant volatil séche plus rapidement, ce qui permet
plusieurs applications trés rapprochées et avec de trés petites quantités au méme endroit. Des

taches plus larges, ou une grande quantité de produit appliqué, influence beaucoup la séparation.
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¢) Le développement de 1a couche mince

Le développement de la plaque se fait dans une chambre fermée, préalablement saturée.
Pour la préparer, on couvre les parois de la chambre (ex. un bocal transparent) par un papier
absorbant (ex. papier filtre) et on laisse une fenétre pour surveiller la plaque au moment du
développement. Une fois que la chambre est saturée par la vapeur de la phase mobile, on peut
introduire 1a plaque séchée qu'on veut développer. La plaque doit &tre placée d'une maniére 3 ce
que le cOté qui va étre dans la phase mobile soit horizontal, pour que le front de la phase mobile
migre de fagon égale sur la phase stationnaire. Cette condition nous permettra de comparer ou de
mesurer avec plus de précision les distances de migration des produits sur‘ des plaques

différentes.

d) Révélation ou visualisation des produits

Quand le front de la phase mobile atteint le niveau désiré, on retire la plaque. 11 arrive
parfois que les produits sont apparents par leur propre couleur, mais le plus souvent ce n'est pas
le cas, alors il faut les rendre visibles. Avant de visualiser les produits, en général la plaque doit
&tre seéche, surtout si le révélateur utilisé est un réactif. Les techniques de révélation sont trés
nombreuses. On peut visualiser des produits fluorescents en exposant la plaque sous une lampe
UV. Quand ce n'est pas le cas, on peut utiliser une plaque qui contient du phosphore. En
exposant 1a plaque i une lampe UV, on peut voir les produits sous forme de taches non
fluorescentes, mais cette fois nous ne pouvons pas voir les produits qui absorbent la lumiére UV.
Ce probléme peut étre résolu par l'utilisation des réactifs comme révélateurs. Cette méthode de
révélation est largement répandue. Touchstone et Dobbins ont décrit I'utilisation de 207
réactifs 35. Les réactifs en solution sont pulvérisés sur la plaque par un atomiseur. En chauffant
la plaque, les taches des produits séparés apparaissent. Les réactifs universels sont le réactif de

Liebermann ( Hy»SO4:(CH3CO),0; (1:9) ), l'acide cérique et l'iode. Ce dernier est utilisé surtout

sous forme de vapeur. Il suffit de mettre la plaque dans une chambre qui contient de 1a vapeur
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d'iode et les taches deviennent visibles. Le seul inconvénient est I'évaporation de I'iode aprés un

certain temps, et les taches disparaissent .

La CCM est encore trés populaire. On l'utilise surtout pour 'analyse qualitative rapide
des mélanges et comme moyen de choisir la phase mobile et la phase stationnaire en vue de
séparer un mélange sur une colonne de méme que pour contrler I'efficacité d'une colonne

préparative.

Pour un produit donné, I'indice de rétention (Rp) est toujours le méme si on utilise la

méme phase mobile et le méme type d'adsorbant. Cependant, méme en respectant ces conditions,
le paramétre Ry peut étre influencé par l'activité de I'adsorbant. Cette derni¢re dépend du
pourcentage d'eau que I'adsorbant peut absorber de I'atmosphere, et parﬁculiérement dans le cas
des phases stationnaires polaires (ex: gel de silice et alumine). Pour les analyses qualitatives on
peut remédier au probléme de I'activité variable de I'adsorbant par I'utilisation d'un standard.
Dans des cas ou l'utilisation des standards n'est pas possible il faut garder les plaques dans un

endroit sec ou les préparer en contr6lant la quantité d'eau adsorbée pour éviter ce probléme.

Re= Distance de migration d'un composé
f~ " Distance de migration du solvant

La valeur de Ry d'un produit varie avec la phase mobile. Si on prend le gel de silice

(SiOH) comme phase stationnaire, la valeur de Ry augmente en augmentant la polarité de la

phase mobile. Cette derniére peut étre composée de plus d'un solvant et on peut varier sa polarité
en variant le pourcentage d'un solvant ou plus. Les solvants qui composent une phase mobile
doivent étre obligatoirement miscibles. On peut utiliser deux solvants non miscibles avec un

troisiéme, intermédiaire, miscible avec les deux pour obtenir un systéme de solvant homogéne.



1.22 Chromatographie liquide A basse pression sur colonne préparative

La CLBP- préparative est trés utilisée comme moyen pour séparer les produits d'un
mélange en plus grande quantité. La phases stationnaire et 1a phase mobile peuvent étre choisies
a l'aide de la CCM décrite plus haut. L'optimisation de la phase mobile par CCM est achevée
quand les valeurs des Ry des produits séparés se situent entre 0,3 et 0,5. Afin d'assurer le succés
du passage de la CCM i la CLBP, il convient d'utiliser I'adsorbant provenant du méme

fabriquant.

La colonne utilisée est souvent en verre transparent qui respecte, en général, le rapport
hauteur : diamétre de 8 : 1 ou 10 : 1. Les deux bouts de la colonne sont filtés pour pouvoir les
fermer avec des embouts en Téflon ot I'on peut visser des adapteurs munis de tubes qui assurent
la circulation du solvant. Un embout est muni d'un injecteur pour introduire le mélange qu'on

veut séparer sur la phase stationnaire.
1.2.2.1 Remplissage de la colonne préparative

Le remplissage de la colonne est trés important. Pour obtenir un maximum de rendement,
la granulométrie des particules doit étre le plus homogéne possible. Il ne doit pas y avoir des
poches d'air dans la phase stationnaire pendant I'élution. Avant de procéder au remplissage de la
colonne, cette derniére doit étre propre. Le nettoyage peut se faire en cinq étapes 39: (a) éliminer
les graisses et les particules, sur les parois internes de la colonne, avec une solution d'acide
chlorhydrique (2 molaire), puis du chloroforme; (b) sécher avec de I'azote; (c) laver avec une
solution de détergent i l'aide d'une brosse ou du coton qu'on peut passer dans la colonne i l'aide
d'un fil; (d) éliminer le détergent avec de I'eau; (e) finalement, laver avec du méthanol et sécher

avec de l'azote.



ll'y a deux techniques de remplissage de la colonne : remplissage a sec et remplissage par

suspension dans un solvant.

Dans le cas du remplissage 2 sec l'adsorbant est ajouté par petites quantités dans la
colonne maintenue dans une position verticale afin de favoriser un remplissage uniforme. I1 faut
bien compacter 'adsorbant en donnant des petits coups avec la colonne, sur le comptoir ou le
plancher, en la tournant en méme temps. En peut aussi utiliser un moteur qui va générer des
vibrations qui vont permettre aux particules de la phase stationnaire d'occuper les espaces vides.
Cette dernidre technique est non recommandée pour le remplissage des colonnes destinées a des
séparations plus difficiles. Les vibrations provoquent une ségrégation de la grosseur des
particules et donnent une distribution granulométrique non homogeéne le long de la colonne36.
Une fois la colonne est remplie, il faut procéder a I'élution du systéme. de solvant pour déloger
l'air de la phase stationnaire. Comme mentionné plus haut, il ne doit pas y avoir des bulles d'air
dans la colonne pour maximiser son rendement. Nous avons constaté que I'air est facilement
€liminé si le solvant circule de bas en haut dans la colonne. Pour cela il faut maintenir la colonne
verticale et faire circuler le solvant, 3 I'aide d'une pompe, du bout inférieur vers le haut. Une fois
1a colonne remplie et les raccords instalés, il suffit de 1a tourner a 1800 et commencer I'élution.
Quand il ne reste aucune bulle d'air dans la phase stationnaire la colonne est préte pour séparer
un mélange. Le temps nécessaire pour éliminer 1'air comme mentionné est trés court par rapport

a I'élution de solvant de haut en bas.

Le remplissage de la colonne par suspension de la phase stationnaire dans un solvant est
plus facile. C'est la méthode la plus utilisée pour le remplissage des colonnes. La phase
stationnaire est mélangée avec un solvant adéquat (ex. I'alcool isobutylique pour le gel de silice)
et le mélange est agité pendant cing 3 dix minutes. Une fois les particules déposées au fond, le

solvant qui surnage la phase stationnaire est versé lentement pour éliminer les trés petites
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particules qui restent suspendues. Cette opération augmente I'homogénéité des particules, on
peut la répéter plusieurs fois jusqu'a ce que le solvant qui surnage les particules déposées soit
transparent avant de procéder au remplissage de la colonne. La phase stationnaire peut étre
introduite dans la colonne préparative de plusieurs fagons. La fagon la plus simple est d'utiliser
deux colonnes de verre montées en série d l'aide d'un adapteur congu pour cette fin. En fermant
le bout inférieur, on peut introduire la phase stationnaire, suspendue dans le solvant, par- le bout
supérieur. Lorsque cette étape est terminée on procéde a 1'élution du solvant (le méme utilisé
pour la suspension) a l'aide d'une pompe. On peut utiliser un systeme fermé pour que le solvant
qui traverse la colonne revienne dans le méme contenant d'ou il était pompé€. Quand le niveau de
la phase stationnaire dans la colonne supérieure reste constant, cette derniére est enlevée et le

bout supérieur de la colonne remplie est fermé.

D'autres méthodes de remplissage font appel & un systéme composé de pompe i haute
pression et a débit élevé pour pousser une suspension de la phase stationnaire dans un solvant

approprié vers la colonne & remplir (voir fig. 8).

g:z COLONNE A REMPLIR

RESERVOIR

N, j INDICATEUR DE PRESSION

POMPE A AIR
10 -12 000 pai

EFFLUENT

BUSE DE
REMPLISSAGE

VANNE  200-300 mL/mia

Figure 8:  Montage de remplissage des colonnes a haute pression
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1.2.2.2 Paramétres d'optimisation d'une séparation sur colonne

Avant de procéder au remplissage d'une colonne, il faut considérer 1a quantité de produit
qu'on veut séparer i la fois. Si on veut séparer une grande quantité d'un mélange, il faut utiliser
une plus grande quantité de phase stationnaire, donc une plus grande colonne. Le débit de
I'élution est trés important pour avoir une bonne séparation. Pour optimiser les conditions d'une
séparation, il faut bien choisir les paramétres de grosseur de la colonne en fonction de 1a quantité

de I'échantillon et le débit de I'élution (voire Tab. 2).

Tableau 2 : Conditions d'opérations typiques de la CLBP-P

D.I de la colonne 14cm
Longueur de la colonne 20-100 cm

Poids de la phase stationnaire 50-500 g
Grosseur des particules > 40 mm
Pression 10 3 300 kPa
Débit de la phase mobile 2 420 mL/min
Vélocité linéaire 0,1 41,0 mm/sec
Nombre de plateaux 200 42000
Quantité d'échantillon 01a10¢g
Volume injecté 05a20mL

Tableau tiré de la référence 33.



Une fois la phase stationnaire et la phase mobile déterminées i l'aide de la
chromatographie sur couches minces, on peut procéder 3 la séparation sur la colonne. Avant
d'introduire I'échantillon dans la colonne, il est nécessaire de le nettoyer. Cette étape est trés
importante pour éliminer les substances indésirables, surtout si on veut utiliser la colonne
plusieurs fois. A titre d'exemple, un extrait aqueux d'un matériel végétal est un mélange trés
complexe. Il contient des substances trés polaires (ex: pigments, lignine, etc..). Si la phase
stationnaire utilisée est le gel de silice, on risque d'avoir une adsorption irréversible des
substances trés polaires. De ce fait, les sites de I'adsorbant sont désactivés et 1a colonne perd son

efficacité de séparation.

Pour nettoyer un échantillon, avant la séparation, il y a plusieurs techniques et articles
disponibles chez les fournisseurs du matériel de la chromatographie. Une colonne de quelques
centimétres peut étre utilisée a pression atmosphérique pour nettoyer une bonne quantité d'un
échantillon. Cependant, on peut tout simplement utiliser, environ, cinq grammes de la phase
stationnaire (la méme _utilisée pour le remplissage de la colonne) pour un gramme de mélange.
Ce dernier, dissous dans un petit volume du systéme de solvant et mélangé avec la phase
stationnaire, est agitée pendant quelque minutes. Le mélange est filtré et I'adsorbant est lavé avec
le méme solvant. 11 faut s'assurer que les produits qu'on veut séparer sont tous récupérés. La

solution obtenue est évaporée i sec.
1.2.2.3 Séparation sur la colonne préparative & basse pression

La colonne, préalablement conditionnée avec le systéme de solvant, est préte pour
recevoir I'échantillon. Aprés avoir été pesé et dissous dans un minimum de solvant, I'échantillon
est prét a étre injecté dans la colonne. A I'aide d'une seringue, le mélange est introduit sur la

phase stationnaire. En actionnant la pompe, réglée au débit désiré, le mélange est poussé a



travers la phase stationnaire. La séparation des différentes substances constituant le mélange
prend place dans la colonne. Les produits qui sont injectés dans la colonne vont étre séparés en

fonction de leur nature et celle de la phase stationnaire utilisée.

Pour récupérer les produits qui ont été séparés, il faut les détecter au moment od ils
sortent de la colonne. Cette étape fait appel i un détecteur et un collecteur de fractions. Dans le
présent travail, la chromatographie sur colonne préparative est utilisée pour des pré-
purifications. Les produits sont récupérés par fractionnement. La phase mobile est récupérée 3 la
sortie de la colonne en fractions égales, 4 l'aide d'un collecteur & fraction automatique. Les
fractions sont analysées par chromatographie sur couches minces. En comparant les Ry des

produits, les fractions qui contiennent les mémes produits sont regroupées.

L'efficacité des colonnes préparatives est limitée. Il est trés difficile de séparer des
produits qui ont des structures chimiques ou des polarités semblables sur une colonne
préparative. Cette limite est due a la grosseur des particules et au remplissage de la colonne.
Pour augmenter l'efficacité, il faut des particules de trés petites tailles et un remplissage i une
trés grande pression. Donc il faut une grande pression pour éluer un solvant i travers cette
colonne. Cette nécessité d'avoir une grande efficacité a mené A la chromatographie i haute

pression (CLHP).
1.2.3 Chromatographie liquide a haute pression (CLHP)

Les techniques chromatographiques modernes sont caractérisées par leur critére de haute
performance. La signification de ce terme préte parfois d confusion37, Pourtant ce concept
recouvre deux termes qui, additionnés, caractérisent la haute performance:

- haute résolution, et - grande vitesse d'analyse.



Dans un dispositif chromatographique, la grande résolution est le résultat de la

combinaison de deux termes : grande efficacité et grande sélectivité33.

Pour des séparations difficiles, la CLHP est requise. Les deux caractéristiques
importantes d'une colonne CLHP sont : les particules de la phases stationnaires sont trés petites,
de 2 4 20 mm, et le remplissage se fait 3 une trés grande pression, de 10-12 000 KPa 38,39 d'ou
la nécessité d'une colonne en métal (acier inoxydable). La grosseur des particules est trés
importante. Plus une particule est petite plus le rapport surface/poids est grand. Le remplissage a
haute pression permet d'introduire une plus grande quantité de la phase stationnaire dans la
colonne. Donc, dans une colonne de CLHP la surface active de la phase stationnaire est de loin
plus grande que celle qu'on peut avoir avec une colonne de verre préparative, toutes choses étant

égales par ailleurs.

La chromatographie liquide moderne (CLHP) doit son évolution a plusieurs domaines: la
sophistication de l'équipement, le remplissage de la colonne et la compréhension des
mécanismes de séparation et les paramétres qui l'influencent. La haute pression et le faible
volume mort de I'équipement (colonne, conduits, raccords et 1a cellule du détecteur) avec des
détecteurs sensibles jouent un réle vital dans l'efficacité du CLHP3%. Un systéme de CLHP se
compose de six éléments de base essentiels 4 son fonctionnement: un filtre pour le solvant, une
pompe 3 haute pression pour pousser le solvant, un injecteur pour introduire le mélange a
séparer dans le colonne, une pré-colonne, 1a colonne, un détecteur et finalement un enregistreur

(voir fig. 9).

Un solvant avant d'étre pompé dans un systeme CLHP, doit étre dégazé et filtré par un
filtre de 0,45 ym. Comme les conduits du systéme sont trés petits, des particules solides, méme

microscopiques peuvent bloquer les conduits du systéme en s'accumulant. De l'air dissout dans
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le solvant peut former des bulles dans la pompe et empécher le passage du solvant.A la sortie de
la colonne le solvant n'est plus sous une grande pression. S'il contient de l'air dissout, ce dernier
peut former des bulles d'air. Comme le détecteur réagit aux variations de I'absorption des ondes
de la lumiere (détecteurs a lampe), les bulles vont étre détectées et enregistrées comme s'il s'agit
d'un produit. La pré-colonne (colonne de garde) qui en général contient la méme phase
stationnaire que la colonne, joue un réle de protection pour la colonne. S'il y a des produits qui
peuvent étre adsorbés irréversiblement ou des particules microscopiques, la pré-colonne va les

empécher d'atteindre la colonne.

colonne (phase stationnaire)

=

phase mobile

détecteur

rejet ou
récupération

injecteur

échantillon
M le—— enregistreur

pompe

Figure 9:  Les composantes principales d'un syst¢éme CLHP
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Le développement de la théoﬁe est a l'origine de I'évolution de la chromatographie. Dans
ce travail le concept théorique ne va pas étre détaillé, par contre nous allons aborder les

parameétres qui jouent directement sur la séparation des produits.
1.2.3.1 Quelques principes et théorie de la chromatographie (!}

En chromatographie linéaire et idéale, on suppose qu'il existe un équilibre du soluté entre
les phases en tout point de la colonne. Cet équilibre est caractérisé par le coefficient de
distribution (ou coefficient de partage) K d une température donnée :

=G
K=C. M
C; et C,, désignant respectivement les concentrations du soluté dans les phases stationnaires et

mobiles.

Lorsqu'un soluté (produit & séparer) a une affinité nulle pour la phase stationnaire, il n'est
pas retenu et sa vitesse de migration est celle de la phase mobile. Au contraire, pour un produit
qui a une affinité non nulle pour la phase stationnaire le processus de migration est discontinu.
La vitesse de migration moyenne observée est proportionnelle 4 la fraction non retenue exprimée
par le terme Cp,. Le soluté va étre plus retenu par la phase stationnaire lorsque son coefficient de
partage va étre élevé. Pour traduire quantitativement la rétention, 'une des trois grandeurs
suivantes est utilisée

- le temps de rétention t

- le volume de rétention V;

- le facteur de capacité k'

{11 Ces informations sont prises dans les reférences 36 4 38
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a) Grandeur de rétention t .
Le temps de rétention t . d'un composé correspond au temps passé par le composé dans la

phase mobile (t ) et le temps passé dans la phase stationnaire (t'y) :
t r= t m+ t' T (2)

Les molécules progressent 3 la vitesse de la phase mobile quand elles y sont en solution et
restent immobiles quand elles sont dans la phase stationnaire. Le temps t , est le méme pour

tous les composés. Par contre, le temps t , différent selon les composés.

Le volume de rétention V, d'un composé correspond au volume de la phase mobile

nécessaire pour éluer ce composé. Il est donné par la relation :

Ve= Vi + K Ve= Vit ( &) Vs 3

Vn désignant le volume de la colonne
Vs désignant le volume la phase stationnaire.

11 peut étre aussi exprimé par :
Vr =t X FC (4)

F, est le débit de la phase mobile.



b) Facteur de capacité k'
Le facteur de capacité k' est défini comme le rapport de la quantité de soluté dans la

phase stationnaire mg 2 la quantité de soluté dans la phase mobile my,. On I'exprime par :

k= my _ Cs__' Vm__ — Vs (5)

ce qui donne d'aprés les relations (1), (3) et (4)

Vi=Vn (1 + k)

tr=tm (1+Kk) ©
,__tr“tm __E_'I_

K=" " @

Le facteur de capacité k' désigne simplement le temps passé par le soluté dans la phase
stationnaire par rapport i celui passé dans la phase mobile. Il représente le nombre de fois qu'il
faut faire passer le volume de la phase mobile (Vi) pour éluer le soluté, I'étalement du pic
exclu. On peut déterminer k' expérimentalement a I'aide de la relation (7), une fois le temps mort
(tm) est déterminée. Cette mesure, si elle est facile en CG, n'est pas évidente en CL pour des

raisons de définition du composé non retenu.

t)

Sl

Sachant que le temps mort est déterminé par :tp=

u est la vitesse linéaire moyenne de Ia phase mobile et L est la longeur de 1a colonne.

On peut déduire pour le temps de rétention :t. = % (1+k) ()]

Le rapport Vp,/V;, étant désigné par 8, on peut écrire d'aprés la relation (5) :



(10)

=R

K

tr=tm+ B

tm an

Larelation (11) a de nombreuse implications pratiques :
- l'efficacité requise pour obtenir une séparation dépend du facteur de capacité k'. En générale,
plus k' est petite plus la séparation est difficile i réaliser,
- 1a capacité de travail de la colonne, c'est-3-dire la quantité de soluté qui peut étre analysée sans
surcharger la colonne, est directement fonction de la quantité de la phase stationnaire contenue

dans la colonne,

¢) Sélectivité et résolution
La séparation de deux substances est définie par deux grandeurs :
- rétention ou sélectivité

- résolution

Si on considére deux substances 1 et 2 qu'on veut séparer, la sélectivité a est définie par

la relation :

=te_k2_Kp (12)

Ces différences dans la distribution des solutés entre les deux phases résultent de
'ensemble des interactions mises en cause. La résolution entre deux pics est, par convention,

fonction de deux termes : 1a sélectivité et I'efficacité :



R = 2!!.2'_‘!‘1_ (13)
wp+w

w1 et w7 étant les largeurs 3 la base des pics correspondant aux solutés 1 et 2 (fig. 10).

d) Efficacité

L'aspect cinétique de la chromatographie concerne la largeur ou "finesse” du pic

chromatographique qui est souvent exprimée par le nombre de plateaux théoriques de la

colonnen :

n=16(1)2=554() (14)

O étant la largeur d'un pic 2 mi-hauteur.

f

f

e
- .- —

E

F—-acv-—_
===

Figure 10: Mesure de degré de séparation entre deux pics
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Cette notion de plateaux théoriques, bien qu'elle repose sur un modéle parfaitement
théorique, est d'un usage général car elle refléte trés bien la finesse des pics. Aussi on peut
T'utiliser pour s'assurer qu'une colonne ne représente pas de défaut de fabrication ou qu'elle est
encore en bonne état pour étre utilisée. Le nombre de plateaux théoriques de 1a colonne utilisée
dans ce travail pour la purification des glycosides est vérifié en utilisant les standards et les

conditions de séparation du manufacturier.
12 LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (CG) ET LA CG-SM
1.2.1 Chromatographie en phase gazeuse (CG)

La chromatographie en phase gazeuse est surtout une techtiique de séparation des
produits volatils ou semi-volatils selon les mémes principes que la CL. Cependant certains
produits non volatils peuvent étre séparés par la CG en les transformant, par réactions
chimiques, en dérivés volatils. Contrairement 3 la CL ou la phase mobile joue un rdle trés
important dans les processus de séparations, dans la CG la phase mobile est un gaz neutre et ne
joue aucun réle dans les mécanismes de la séparation et c’est pour cette raison qu'on appelle la
phase mobile le gaz porteur ou gaz vecteur. En général, I'hélium, I'hydrogéne ou l'azote sont

utilisés comme phase mobile.

La chromatographie en phase gazeuse moderne utilise principalement des colonnes
cabillaires, en verre flexible, 3 trés petits diamétres (0,20 4 0,35 mm). La colonne capillaire offre
le moyen de séparation le plus efficace et / ou le plus rapide. Dans ce type de colonne, la phase
liquide stationnaire est répartie sur la paroi interne du tube capillaire en une couche homogéne
de faible épaisseur. La caractéristique importante est que le tube est ouvert c'est-a-dire non

occupé par un remplissage37. Si le gaz vecteur ne joue aucun réle dans les mécanismes de
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séparation des produits constituants un mélange, il en est tout autre avec le débit et la
température auxquelles I'analyse s'effectue. Pour une colonne capillaire précise, I'optimisation de
séparation est fonction du débit du gaz vecteur et surtout de la température. La possibilité de
programmer la température de la colonne a conféré a la CG un trés grand avantage pour la
séparation des mélanges trés complexes et en un temps relativement court. Les produits séparés
sur la colonne sont détectés a 1a sortie par un détecteur. Il existe plusieurs types de détecteurs

dont le choix est basé sur la nature et la quantité des produits a séparer (tableau 3).
1.2.2 La CG couplée a un spectrométre de masse (CG-SM)

Le premier couplage CG/SM fut réalisé en 1957 par HOLMES 30 en Suéde ; depuis des
progrés spectaculaires ont été réalisés. De nos jours la CG-SM est la teéhnique de premier choix
pour l'analyse des produits volatils. Cela est dii 4 la grande spécificité des analyses effectuées
par un tel ensemble. La chromatographie en phase gazeuse en étant une méthode de séparation
remarquable, la détection des produits 3 la sortie de Ia colonne, par des détecteurs

conventionnels, présentait une limite de détection ainsi que la spécificité de la réponse.

- La CG et 1a SM sont deux techniques analytiques compatibles dans la mesure ou elles
analysent toutes deux des composés a I'état gazeux. Le couplage de ces deux techniques est
rendu possible grice a un dispositif qui permet de réduire la pression i la sortie de 1a colonne de
760 torr jusqu'a la pression de fonctionnement d'une source de SM qui est de l'ordre de 103 &

106 torr 37.

Le dispositif de couplage fonctionne trés souvent selon le principe de I'élimination
préférentielle du gaz vecteur. Il en résulte un enrichissement de celui-ci en soluté. Cette

opération n'a pas pour but direct d'améliorer la réponse du spectre de masse lequel a une réponse



Tableau 3 : Caractéristiques des principaux détecteurs de la CG.

Type de détecteur Principe de déection sdectiviié sensibilité Linéarité
[(/3)
Condudtivité Mesure la conductivité Tout compos$ 1010 104
thermique (TCD) thermique des gaz
bnisationde flamme ~ Mesure des ionscréés par Tout composé 1012 107
FD) lacombustion des produits aganiqueoxydable
dansia flamme deHz /02
2009C
Capure déectrons Mesure des changements Tout produit qui 1044 108
du courant d lectrons cansé peutréagir avec kes
par ks produiis qui réggissert - Electrons
avecles dectrons
Spectre de masse Mesure le courant ionique Toutcomposé 1012 108
desionscréés par ionisation organique

ou fagmentation des produis

Information prise dans les références 37 et 43.



qui dépend de 1a quantité de soluté traversant par unité de temps et non pas de la concentration
de soluté dans le gaz porteur37, Contrairement aux autres détecteurs, le spectre de masse a une
réponse différente et spécifique pour chacun des composés qui ont été séparés sur la colonne
capillaire. Ce qui rend le couplage de la CG et SM trés efficace pour l'analyse des mélanges
complexes qui contiennent des fois plus que trois cents produits est 1;1 possibilité de compiler les
spectres des produits séparés dans la mémoire d'un ordinateur et de les comparer

individuellement avec des spectres de référence disponibles dans la mémoire de l'ordinateur.

1.3 LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN) H et 13C (21

L'histoire de la spectroscopie de résonance magnétique nucléairé (RMN) est un exemple
classique du développement d'une découverte originale dans un seul domaine scientifique qui

s'est transformé en une technique de routine dans tous les domaines de la science de la chimie.

Depuis la premiére détection des signaux en 1945, par Boich et al. en Californie et par
Purcell et al. &4 Harvard, 3 nos jours, la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est
devenue une méthode d'analyse de choix dans les laboratoires pour l'identification des structures
des produits simples et complexes. Les techniques de 1a RMN se sont multipliées rapidement
pour améliorer I'efficacité et étendre I'application a d'autres domaines comme la biologie, pour
les macromolécules, et la biomédicale, pour 1a reproduction des images. Dans ce chapitre nous
nous intéressons a I'application de la RMN du proton (1H) et la RMN du Carbone (13C) dans la
détermination de structures chimiques des produits organiques.

2] Ces informations sont prises dans les reférences 44 a 46
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a) Théorie de la RMN

La spectroscopie de 1a RMN, i la base, est une spectrométrie d'absorption qui ressemble
i la spectrométrie infrarouge ou ultraviolet. Sous des conditions appropries, un échantillon peut
absorber des radiations radiofréquences i des fréquences déterminées par la nature de
I'échantillon. Bien qu'en spectrométric de RMN on utilise différentes techniques pour la

détection, la théorie de base est commune pour toutes les expériences. La propriété

fondamentale du noyau atomique implique le spin nucléaire (I), qui prend les valeurs 0, % , 1, 1%,

etc. La valeur du spin nucléaire dépend du nombre de masse et du nombre atomique du noyau

d'un atome quelconque, comme suit:

nombre de masse nombre atomique spin nucléaire (I)
impair pair ou impair %g , g
pair pair 0
pair impair 1,2,3....

Le moment magnétique nucléaire (i) est directement proportionnel au spin suivant I'équation:

ou y, est la constante de proportionnalité, appelé le ratio magnétogérique, caractéristique pour
chaque noyau, et /2 est la constante de Planck. Dans un champs magnétique Hop, suivant la

direction d'un axe z, I'énergie du moment magnétique nucléaire est donnée par E.
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Le spin nucléaire I peut prendre (2I + 1) valeurs permises I, de I a -1, avec un intervalle
de 1. Dans le cas de I'hydrogeéne et du 13C (1% d'abondance dans la nature) I = 1/2. Une

radiation électromagnétique, d'une polarisation souhaitable et avec une fréquence v respectant

I'équation de Bohr, peut provoquer des transitions entre les niveaux d'énergie du systéme.
hv=AE

Ce processus est appelé résonance magnétique nucléaire. En combinant les deux

derniéres équations, on obtient 1a fréquence d'absorption de la résonance.

o YHoAl
2n

Pour la détection de I'état de transition de n'importe quel noyau dont, |Al| =1, il faut que

le champ magnétique appliqué et 1a fréquence respectent I'équation suivante:

b) Déplacement chimique

Quand une molécule, qui contient Ie noyau sous observation, est placée dans un champ

magnétique, d'aprés la derniére équation, tous les noyaux de méme spin nucléaire devraient
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présenter des résonances de méme fréquences. En fait, ces valeurs dépendent de I'environnement
électronique (ou environnement chimique) de chaque noyau. Les électrons dans la molécule

forment un écran contre le champ magnétique extérieur.

Le déplacement chimique est défini par 8 (ppm: partie par million): il est seulement
fonction du noyau et de son environnement. On mesure ce déplacement par rapport d un produit
dont on connait son déplacement chimique, qu'on appelle référence interne. Le solvant lui méme

peut étre considéré comme référence interne. Le parameétre d est défini par:

5= (¥ référence - V échantillon ) x 106
~ (fréquence du spectrométre en Hz)

Si on utilise un champ magnétique de 60 MHz, par exemple dans la RMN du !H, et si
nous avons une différence de 60 Hz entre deux absorptions (deux pics), alors nous avons une
différence de 1 ppm. Le déplacement chimique dépend seulement des conditions de
I'échantillon, du solvant, de la concentration et la température, et non pas de la fréquence du

spectrométre.

Le déplacement chimique du proton (1H) est un cas particulier, son noyau posséde une
seule couche électronique (orbitale s), c'est pour cette raison que son électron de valence ne
posséde pas de propriétés paramagnétiques. C'est la raison fondamentale pour laquelle I'échelle
des déplacements chimiques ne dépassent pas 10 ppm, comparativement & d'autres noyaux qui
possédent 1a couche électronique p et dont I'échelle est de 200 ppm ou plus, comme dans le cas
du 13C.

Dans une molécule, la densité électronique d'un proton est affectée par des mécanismes

inductives et mésomériques. Les rotations des électrons, induitent par le champ magnétique



extérieur (Hp), des atomes et des groupements voisins vont provoquer une augmentation des
moments magnétiques, i.e. des champ secondaires qui influencent le champ magnétique local du
proton. De plus, des champs électriques et les effets de van der Waals peuvent étre considérés.
Par exemple, un hydrogéne lié 4 un carbone, qui a son tour est li€ 3 un atome ou un groupement
électronégatif, va subir une diminution de la densité électronique autour de son noyau, cela va
lui permettre de résonner 4 un champ magnétique bas, d'oli une augmentation de la valeur du

déplacement chimique ().

Dans un cycle aromatique, 1a contribution de la densité électronique est trés importante.
Si on considére le cycle du benzéne, au moment ol le plan de la molécule est perpendiculaire au
champ magnétique appliqué, les électrons p sont libres et s'orientent dans le méme sens. La
circulation des électrons autour du cycle crée un courant circulaire qxii d son tour va créer un
champ magnétique isotropique (distribution sphériquement symétrique) opposé au champ
appliqué 44. Les hydrogeénes du benzéne qui se trouvent 3 'extérieur vont étre déblindés, ce qui
se traduit par une résonance dans un champ magnétique plus bas. Le champ magnétique du
benzéne (isotopique) est plus ou moins perturbé par un substituant, selon la nature de ce
substituant, et il devient anisotropique (distribution spatial non symétrique). De cela il résulte un
effet différent sur chaque proton du noyau, dépendament de sa position sur le cycle par rapport &

un ou des substituants.

¢) Couplage de deux spins
Dans une molécule donnée, n'importe quel hydrogéne peut avoir un spin +% ou - % . Si
on considére deux hydrogénes A et B sur deux carbones voisins, chaqu'un influence
I'environnement magnétique de I'autre. L'influence de I'un sur I'autre dépend de leurs spins5. Ils

peuvent avoir tous les deux, en méme temps, les mémes spins ou des spins opposés. Le proton A
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va étre déblindé par le proton B, si le spin de ce dernier est aligné avec le champ magnétique
appliqué ce qui va créer un champ supplémentaire. Par contre si le spin du proton B est
inversement aligné au champ magnétique appliqué, on aura une diminution du champ
magnétique. De cela va résulter un blindage au niveau du proton A. Dans chaque cas le proton A
va avoir un déplacement chimique différent. Ce phénomeéne est appelé couplage entre deux
protons. La différence entre les deux déplacements chimiques, du proton A, donne ia valeur de
la constante de couplage. Bien entendu le proton A va avoir le méme effet sur le proton B. Pour
que deux protons puissent se coupler, il faut qu'ils soient dans deux environnements
magnétiques différents. Leurs déplacements chimiques vont étre différents, mais les constantes

de couplage entre eux vont étre les mémes.

Le couplage peut étre affecté par I'électronégativité des substithants, leurs orientations
relatives aux protons couplés, I'hybridation des atomes de carbone, les angles des liaisons et les

longueurs des liaisons?6,
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CHAPITRE 11

METHODES EXPERIMENTALES APPLIQUEES
A L'ETUDE DES GLYCOSIDES DE
PICEA MARIANA

Les glycosides de Picea mariana , ont été étudiés pour identifier les produits volatils, liés
aux sucres, qui ne sont pas extraits par les méthodes ordinaires d'extractions des huiles
essentielles. Les sous-chapitres suivants décrivent les procédures expérimentales qui ont été
utilisées pour I'extraction, la séparation et l'identification soit des glycosides intacts ou des

aglycones séparées des sucres.

La description des techniques et des principes des méthodes expérimentales qui sont
utilisées dans ce projei de recherche est donnée au chapitre 1. Les méthodes d'extraction et
d'analyse des glycosides ont éé€ utilisées pour les aiguilles et les ramilles individuellement. Pour
simplifier, nous allons faire réference uniquement aux aiguilles pendant toutes les procédures
expérimentales; les ramilles ont subi les mémes traitements. Les figures 11 et 12 résument

schématiquement les €tapes des procédures expérimentales.
2.1 EXTRACTION DES GLYCOSIDES INTACTS
Le matériel végétale est séché i la température de la piéce pendant quarante huit heures.

Une fois séches, les aiguilles et les ramilles sont séparées. Les aiguilles sont broyées au

malaxeur jusqu'd I'obtention d'une poudre trés fine. La poudre, récupérée et pesée (100 g),
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Figure 12

PLAN D'EXTRACTION ET D'HYDROLYSE DES
GLYCOSIDES INTACTS ET ANALYSE
DES AGLYCONES LIBEREES

Branches de I'épinette noire séches

- Aiguilles - Ramilles

Broyage en poudre fine
- Aiguilles - Ramilles

SRR

N I B O A AP O o B A O PRt AR B A W SRR B i KT

Extraction au soxhlet

1) - Extraction au toluéne
2) - Extraction au méthanol

P Y

SRR RN

Glycosides

Evaporation a sec
sous vide

Substances

Lipophiliques

R R

1) Elimination des 2) Hydrolyses enzymatiques 3) Extraction
traces des produits - B - Glucosidase des aglycones

volatils libres. - Cellulase libérées

Analyse des aglycones par
CG ( Indice de KOVATS)

et CG-MS (Spectre de masse )




est extraite au toluéne (500 mL), dans un Soxhlet pendant quarante huit heures. Aprés avoir
retiré le filtre qui contient 1a poudre, le Soxhlet est lavé et séché. La poudre subit une deuxiéme
extraction au Soxhlet, cette fois avec du méthanol (500 mL) pendant 1a méme période de temps

qu'avec le toluéne.

Le méthanol récupéré est évaporé sous vide dans un évaporateur rotatif 40 °C jusqu'a
I'obtention d'un résidu sirupeux. De I'acétone (10 mL ) est additionné et le mélange est évaporé 3

sec. Le résidu sous forme de mousse est pesé avant de continuer les procédures d'analyses.

2.2  ANALYSE DES GLYCOSIDES INTACTS

Dans cette partie expérimentale les produits ne subissent aucune transformation
chimique. La CCM est utilisée pour déterminer 1a phase mobile qui sera utilisée pour séparer les
glycosides par la CLP, ainsi que pour regrouper les fractions qui contiennent les mémes

produits. La CLHP est utilisée pour 1a purification des produits obtenus par la CLP.
2.2.1 Analyses et séparation des glycosides par CL
2.2.1.1 Analyse par CCM

Pour les analyses qualitatives par la CCM, une petite quantité (environ 1 g) du résidu est

utilisée. Les quatre étapes d'analyse par 1a CCM, décrites dans le chapitre 1, sont utilisées.

Pour le choix de la phase mobile, ou le systéme de solvant, plusieurs mélanges de

différentes proportions de méthanol, dichlorométhane et d'eau sont testés. Dans chaque cas le



résidu doit étre soluble au moins en parties. e matériel non soluble est éliminé par filtration.

Le résidu est solubilisé dans le systéme de solvant. Aprés 1'élimination du matériel non
soluble, le filtrat est évaporé i sec sous vide dans un évaporateur rotatif 4 40 9C. Le mélange sec
obtenu est dissout dans un minimum de méthanol. Sur une plaque de Gel de Silice (60 F-254 de
BDH : 5x10 cm), un trés petit volume ( 3 3 5 mL ) est appliqué i I'aide d'une micropipette. Le
produit est appliqué sur une ligne tracée 4 1,5 ¢m du bas de la plaque. Une fois les taches séches,
la plaque est introduite dans la chambre de développement préalablement saturée avec le
systéme de solvant. Il faut se rappeler que le niveau de la phase mobile dans la chambre

chromatographique n'atteint pas la ligne de I'application des produits.

Quand le front de la phase mobile atteint le niveau désiré ( 7 cm i partir de la ligne
d'application de produit sur une plaque de 10 cm) la plaque est retirée de la chambre
chromatographique. Dans un four chauffé a 80 °C, la plaque est séchée pendant environ une
minute. Comme révélateur une solution de 1% d'acide cérique est vaporisée, i 'aide d'un
atomiseur, sur la plaque pendant qu'elle est chaudé pour ne pas avoir besoin de la chauffer une
deuxiéme fois. Les produits apparaissent sous formes de taches de différentes couleurs et

distances de migration (R¢).

Nous avons comparé les plaques chromatographiques développées en utilisant plusieurs
systémes de solvants. Nous avons retenu le systéme de solvant (CHCl3 : MeOH : H)O /60 : 20 :
2) qui a donné 1a meilleure séparation des produits avec des valeurs des Ry entre 0,2 et 0,5 pour

les produits majeurs (taches plus foncées).
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2.2.1.2 Séparation sur colonne préparative: CLP

Une colonne de verre ( d.i. = 5 cm et L = 75 cm ) est remplie 4 sec, avec une phase
stationnaire du gel de silice 24-37 mm, suivant ia méthode décrite dans le chapitre I. La colonne
est €luée avec de I'eau déminéralisée 3 I'aide d'une pompe (Altex), pour éliminer l'air dans la
colonne. Environ 500 mL d'eau ont été nécessaire avec un débit de 2 mL/min. Il est trés
important de placer la colonne a I'envers de maniére d ce que I'eau circule par le bas vers le haut.
Une fois l'air éliminé, la colonne est éluée avec du méthanol ( 50 mL ), suivi du systeme de

solvant ( environ 300 mL ).

Une quantité de 'extrait des aiguilles ( 2 g) est dissoute dans 20 mL de la phase mobile
(CHCI3 : MeOH : H;0 / 60 : 20 : 2) i laquelle sont additionnés 10 g de la phase stationnaire.
Aprés une agitation vigoureuse 1a suspension est introduite dans une burette de 10 mL dont le
bout inférieur est rempli de fibres de verre. La solution est récupérée, et 1a phase stationnaire est
lavée avec 10 mL de la phase mobile. Les deux solutions sont regroupées et évaporées i sec 3
40 9C. Le matériel sec est de nouveau dissout dans un minimum de volume da la phase mobile,
La solution est injectée dans la colonne & I'aide d'une seringue. Le débit est de 2 mL/min. Des
fractions de 10 mL sont récoltées par un collecteur automatique de fractions (ISCO :

Modéle 568).

Quand I'élution est terminée, aprés 1200 mL d'éluant, les fractions sont analysées par la
CCM avec le méme systéme de solvant et de la méme facon que dans le paragraphe précédent.

Les fractions qui contiennent des produits avec le méme Ry sont regroupées et évaporées a sec.
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2.2.1.3 Chromatographie CLHP

Cette étape consiste a purifier les produits obtenus par la chromatographie sur colonne
préparative. Les fractions qui ont été regroupées, ( paragraphe précé€dent), sont analysées
individuellement. Une premiére analyse est réalisée par la CCM & phase inversée (100 % Cis-
Gel de silice sililé, diamétre moyen de pore de 60 A, Sigma Chemical company ) en utilisant
comme éluant le MeOH : H>O/ 60 : 40. Pour la séparation des produits sur 1a colonne plusieurs
phases mobiles sont utilisées. Des mélanges du méthanol et de I'eau a des proportions variant de
60 : 40 a 80 : 20 / HyO : MeOH, en angmentant de 5 le premier et diminuant le deuxiéme de la

méme proportion. Les débits utilisés est de 1,5 mL/min.

Une petite quantité (0,1 mg) de la fraction 3 séparer est dissouté dans 1 mL du systéme
de solvant. Le mélange est filtré sur un Sep-Pak (Supelclean LC-18) et suivi de 1mL du méme
solvant. Séchés et pesés les produits sont & nouveau complétement dissous dans un minimum de

solvant. Le volume injecté est calculé pour avoir 10 mg de produit dans chaque injection.

Une colonne CLHP semi préparative & phase inversée ( C;g - Spherisorbe 5 ODS 2 :
di. =1 cm et 1 =25 cm, de la compagnie Phenomenex ) est utilisée pour la purification des
produits des fractions regroupées. Pour I'élution une pompe (LKB 2150 HPLC PUMP) et pour
détecter les produits un détecteur 3 UV (LKB 2238 UVICORD S II) sont utilisés. Les conditions

de détection sont : Ia longueur d'onde 254 um, Time const : 0,5 et 'ABS : range 2.

Les produits sont récupérés individuellement lorsqu'ils sont parfaitement séparés des
autres produits. Dans le cas des pics larges de chromatogramme, 1a récupération des produits se
fait en trois parties, le début du pic, le centre et la fin. Les produits ainsi récupérés sont injectés

de nouveau.
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22.2 Analyse des glycosides par RMN ({H et 13C) et SM

Trois produits purs et un autre mélangé avec un de ces trois produits sont obtenus par les
procédures expérimentales décrites précédemment et analysés au Laboratoire d'Agriculture
Canada i Ottawa 2 I'aide d'un spectrométre RMN de 'H et 13C de 250 MHz, ainsi qu'un SM. Le

solvant utilisé pour les quatres produits est le méthanol.
23 ANALYSE DES AGLYCONES DES GLYCOSIDES

Cette partie décrit les procédures expérimentales utilisées pour I'extraction et I'analyse
des aglycones des glycosides extraits plus haut. Pour analyser les aglycones sans les sucres nous
avons eu recours i des hydrolyses enzymatiques pour des analyses qualitatives et des hydrolyses
acides pour des analyses quantitatives. Seulement les aglycones solubles dans le pentane ou

I'hexane sont extraites et analysées par la CG et la CG-SM.
2.3.1 Hydrolyse enzymatique des glycosides

L'hydrolyse enzymatique du résidu est réalisé avec deux enzymes, le B-Glucosidase et la
Cellulase. Une quantité de 4 g du résidu est dissoute dans 100 mL d'eau déminéralisée. La
solution aqueuse est extraite, dans une ampoule a décanter, avec du pentane et pentane et I'éther
( 1:1 ). Aprés les cinq premiéres extractions de 30 mL chacune, le pentane (de Ia sixiéme
extraction) est récupéré et séché avec du MgSQO4. Le volume est concentré i 0,5 mL avec un
évaporateur rotatif dans un bain de glace. Une fois 'analyse par CG confirme 1'absence des
produits volatils dans I'extrait de pentane, la solution aqueuse est évaporée i sec. Le produit sec
récupéré est dissout dans une solution aqueuse ( 100 mL ) de 0,1 N d'acétate de sodium 4 pH 5

d'acide acétique. Chaque enzyme, 25 mg de B-Glucosidase (4,8 unité/mg, une unité hydrolyse
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un mg d'un glucoside) et de 0,4 g de cellulase (0,6 u/mg), est utilisée pour hydrolyser 4 g de
résidu. L'enzyme est additionnée & la phase aqueuse et la solution est incubée a 37 °C pendant
24 heures. Aprés l'incubation, chaque solution est extraite par 3x50 mL de pentane. Les phases

de pentane sont regroupées (pour chaque solution aqueuse) et le volume est réduit & ImL.
2.3.2 Hydrolyse acide des glycosides

Pour des analyses quantitatives nous avons utilisé les aiguilles séchées ( 50 g ). Aprés
broyage en poudre trés fine dans un malaxeur, le matériel végétal est introduit dans un ballon de
1 1 qui contient 500 mL d'eau déminéralisée et 2 g de bicarbonate de calcium. Dans un extracteur
du type Likens-Nickerson la solution est portée i reflux pendant 20 heures. Les produits
volatiles entrainés par la vapeur d'eau sont récupérés dans 50 mL d'hexane. La solution de
I'hexane séchée ( avec MgSO4 ) et additionnée d'un standard interne ( tétradecane ) est analysée
par la CG. Une deuxiéme extraction de la solution aqueuse est réalisée de la méme maniére que

la premiére pendant 6 heures.

La solution aqueuse est acidifiée ( 2 M : HCI ) et est extraite une troisiéme fois dans
I'extracteur de type Likens-Nickerson. Les aglycones libérées sont extraites dans 50 mL
d'hexane. La phase de I'hexane est séchée avec du MgSO4 et additionnée d'une méme quantité

du standard interne que celle de I'extrait des produits volatils des aiguilles avant I'hydrolyse.
2.3.3 Analyse des aglycones par CG et CG-SM
L'extrait de chaque hydrolyse, soit acide ou enzymatique, est analysé par la

chromatographie en phase gazeuse. Toutes les analyses sont effectuées sur deux colonnes

capillaires, une a-polaire (DB-5, 30 m x 0,25 mm) et I'autre polaire (Supelcowax 10, 30 m x
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0,25 mm). Les temps de rétentions des produits séparés, sur les deux colonnes, sont transformés
en indice de KOVATS (LK.) pour identifier les produits en utilisant une banque de produits
volatils, environ quatre cent cinquante, avec leurs LK. sur les deux colonnes. Cette banque a été
établie par le groupe de recherche du laboratoire d'analyses des essences végétales "LASEVE" 3
I'UQAC. L'identification des produits est complétée par des analyses réalisées sur deux CG-SM,
VG 1250 MS 3 I'UQAC et Finnigan-Mat 4500 du Laboratoire d'Agriculture canada i Ottawa.
Les spectres de masse des produits sont comparés avec d'autres spectres retrouvés dans la

littérature (40-42). Les conditions d'analyse sur le CG apparaissent au tableau 4.



TABLEAU 4

CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES
Chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire

Analyse non-polaire Analyse polaire
Chromatographes Hewlett-Packard (5890 A) | Hewlett-Packard (5890 A)
Injecteurs " Split-splitless " " On column "
Température | 200 °C 40 °C
Colonnes  Type DB-5 (non-polaire) Supelcowax™ 10 (polaire)
Longueur| 30 métres 30 métres
Diamétre | 0,25 mm 0,25 mm
Film 0,25 ym 0,25 ym
Polyméthyl (5% Phényl) Polyéthyléne glycol
Siloxane
Détecteur A ionisation de flammes| A ionisation de flammes
Température | 250 °C 250°C
Gaz: Azote | 35 psi 35 psi
Airzéro | 40 psi 40 psi
Hydrogéne | 15 psi 20 psi
Gaz porteur Hélium | 45 psi Hélium 45 psi
Programmation de la
température du four
T. initiale 40 °C pendant 2 min. | 40°C pendant 2 min.
2 °C / min. 2°C / min.
T. finale 210 °C pendant 33 min.{] 210 °C pendant 33 min.
Intégrateur HP 3390 A HP 3390 A
Programmation Début : 0,00 min Début : 0,00 min

Intégration : 6,00
4 120,00 min

Intégration: 6,00 4 120,00 min

Tableau tiré de la référence 47.
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SECTION I

Résultats

Dans cette section les résultats sont présentés en deux chapitres. Le chapitre 1 est
consacré aux résultats obtenus par la chromatographie liquide, la résonance magnétique
nucléaire et la spectrométrie de masse des glycosides intacts. Le chapitre 2 est consacré aux

résultats des analyses par 1a CG et CG-SM des aglycones, obtenus par hydrolyse des glycosides.
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CHAPITRE 1

EXTRACTION, PURIFICATION ET ANALYSES
DES GLYCOSIDES INTACTS

Les résultats obtenus sont présentés dans le méme ordre que les procédures
expérimentales ( section II-Chap.2 ). Il faut se rappeler que les analyses qui ont été réalisées ne
sont pas des analyses quantitatives mais plutét qualitatives, c'est-a-dire il s'agit de la
détermination de structure de certains glycosides intacts qui ont été purifiés par la

chromatographie liquide ( CLP et CLHP ).

1.1 EXTRACTION ET PURIFICATION DES GLYCOSIDES INTACTS

Les extraits des aiguilles et des ramilles ont subi les mémes procédures expérimentales. 1l
faut se rappeler que dans cette partie les glycosides n'ont subi aucune transformation chimique.
Toutes les procédures expérimentales ont été réalisées dans des conditions qui permettent de

conserver les produits dans leur état original.
1.1.1 Extraction et pré-purification des glycosides
Les extractions par le soxhlet de 100 g de matériel végétal sec, décrites dans le chapitre 2

de la section II, ont donné 35,05 et 13,4 g de résidus secs pour les aiguilles et les ramilles

respectivement. Les aiguilles contiennent une plus grande quantité de produits que les ramilles.
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Comme il est décrit i la partie expériinentale, une petite quantité du produit est analysée sur
couches minces pour déterminer le systéme des solvants qui peut nous donner une meilleure
séparation sur une colonne préparative de gel de silice. Une quantité de 2 g de résidu est injectée
sur la colonne préparative de gel de silice dans un volume de 5 mL du systéme de solvants
CHCl3 : MeOH : H>O / 60:20:2 avec un débit de 2 mL. / min. Les fractions de 10 mL collectées
sont analysées sur couches minces pour regrouper celles qui contiennent les mérnes' produits.
Les résultats de la CCM des fractions obtenues par la chromatographie sur colonne sont

présentés 2 la figure 13.
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Figure 13 : Analyse des fractions de CLP par CCM
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1.1.2 Purification des glycosides par CLHP

Les fractions de la colonne préparative qui contiennent les mémes produits sont
regroupées. Pour déterminer le systéme de solvants dans le but de purifier les glycosides, nous
avons fait appel 4 la chromatographie sur couches minces 3 phase inversée. Le systéme de
solvants qui a donné une meilleure séparation des produits des fractions 32 i 42 regroupées, se
compose de MeOH : Hp0 / 30 : 70. Cependant, pour une séparation sur 1a colonne semi
préparative CLHP- C1g le systéme de solvants n'est qu'un seul paramétre parmi d'autres pour
optimiser une séparation ( voir discussion). Une fois le systéme de solvants est déterminé on
doit chercher le débit idéal pour avoir une meilleure séparation. Un débit de 1,5 mL a donné la

mellieure séparation lors d'une étude d'optimisation de la séparation des fractions 32 3 42

regroupées (Fig. 15).

Les glycosides que nous avons purifiés afin de les analyser ont ét€ obtenus des fractions
74 3 109 regroupées. La figure 15 montre I'influence du débit sur la séparation de ces fractions.
Un débit de 1 mL / min a été utilisé pour collecter les produits. Nous avons collecté quatre
fractions: le glycoside #1 ( Ry = 20,34 min ), le glycoside #2 et 3 ( Ry = 26min ) et le
glycoside #4 ( Ry = 34,65 min ) (voir figure 15 ).
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Figure 14 : Optimisation de la séparation des fractions 32 4 42 regroupées
Débit: 1 (1 mL/min);2 (1.5 mL/min); 3 (2 mL/min)
Systéme de solvants : MeOH : HyO /30 : 70
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l»-/"l

Figure 15 : Séparation des glycosides des fractions 74 & 109 regroupées
Débit: 1 (1 mL /min);2 (1.5 mL /min);
Systéme de solvants : MeOH : HO/30: 70




12  ANALYSES DES GLYCOSIDES PAR LA RMN DU HET BCET SM

Les quatres échantillons dont trois sont des glycosides purs et I'autre un mélange d'un des

trois et un autre glycoside, sont analysés dans les mémes conditions de solvant , le méthanol.

Les résultats présentés dans le tableau §, 6, 7 et 8 représentent les déplacements
chimiques des glycosides. Pour chaque déplacement chimique il y a une ou des structures
chimiqﬁes qui contiennent le carbone ou le proton qui peut lui correspondre. On peut trouver
dans chaque tableau, les déplacements chimiques du 13C 3 gauche et ceux du 1H i droite. Dans
les deux cas on trouve les mémes structures partielles caractéristiques de ces déplacements
chimiques. Les déplacements chimiques ainsi que les constantes de couplage sont soit indiqués
sur les spectres (voir annexe 1) ou ont été obtenus des tableaux de valeurs enregistrées par
I'appareil. Nous avons aussi analysé trois glycosides par spectrométrie de masse i ionisation

chimique pour déterminer leurs masses molaires.
- Glycoside #1

Dans le tableau 5 les déplacements chimiques du 13C ( 62,46 2 10,.22 ppm ) sont
caractéristiques d'un hexose, sucre monomérique de six carbones. Les déplacements chimiques
du 1H ( 3,40 a 4,87 ppm) confirment aussi la présence du hexose. La constante de couplage
AJ (7,4 Hz) 44,8 ppm est caractéristique d'un sucre ol I'hydrogéne sur le carbone de I'acétal est
en position B, il s'agit du glucose (voir discussion). Le méthyle a 26,36 ppm est li€ 4 une cétone
ou le carbone & un déplacement chimique 4 199,35 ppm. Les protons du méthyle ont un

déplacement'chimique sous forme de singulet 4 2,55 ppm (voir annexe 1; pages 137 et 138).
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Les déplacements chimiques du 13C qui se situent entre 117,08 et 154,35 ppm sont
caractéristiques de carbones aromatiques. Dans la partie de déplacements chimiques du proton
on trouve la méme information 4 propos des protons aromatiques. Les constantes de couplage
donnent plus de précisions sur la nature de ces protons. Comme on peut voir nous avons deux
doublets et un doublet dédoublé. Les valeurs de ces constantes confirment la présence d'un
noyau benzénique tri-substitué, oi deux substituants sont en ortho et I'autre est en méta avec un
des deux. Les deux substituants qui sont en ortho ne peuvent étre déterminés en s'appuyant
seulement sur ces résultats. Nous allons discuter avec plus de précision les différentes

possibilités qui permettrons de trouver la structure compléte du glycoside.

Bibliothégue .
Université du Québec 3 Chicouti



Tableau 5

Déplacements chimiques de RMN du Glucoside#1
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RMN du 13C RMN du !'H
Oexp (ppm) Nature des groupements dexp (PPM), AJ (Hz) Nature des group.
2 2
2636  qy—c— 255 3H(s) CHy— o—
8.4 3,32
484 ~
a b Solvant : 7 pics du MeOH a r SH(m) MeOH
49,51 3,34
3,40
— -o.,__
62,46 CHy N 3H (m) ;ﬂ}_ oH
738 K/ 3,57 .
an: 374] 1H(@Gd
74,90 Afr Al=56
S 3770 Al =122 NV
77,67 ¢ CH-O 77 =220 el
/ 393]  1H(dd v/ Non
78,50 At Al= 22
(')\ ! 3950  AT=121)
10422 S Aceal 486] 1H@ o_ 0
" Ny a Al= 74 g
117,08} 487 W H
] ™
19,16 \_  / 692 1H()
> =C Aromatique a Al= 84
12651 7/ N\ 694
130,56 766] 1H(dd)
146,63 ar Al=2
’ . 768] AI=84 Ry
+ Ar-Y (Y = Subst. polaire) " ’ >
154,35 P Alg=6-10
' 0 ) 787  1H(d AJyg=1-3
19935 — o Coome AI=22 J Als=01
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- Glycosides #2 et #3

Dans le tableau 6, les déplacements chimiques du !H et 13C représentent le glycoside #2
pur et le tableau 7 les deux glycosides #2 et 3 qui sont en mélange. Les valeurs qui sont
soulignées dans le tableau 7 représentent le glycoside #2 pur ( voir annexe 1; Glyc.#2, pages 141
et 142 ) et en mélange avec le glycoside #3 (voir annexe 1: Glyc.#2 et #3, pages 143 et 144).

Dans la colonne du 13C ( tableau 7 ; colonne & gauche ) le déplacement chimique i 26,44
ppm >est un méthyle lié i une cétone. On trouve dans la colonne de droite deux d 42,55 2,58 qui
sont caractéristiques de méthyles lié€s a une cétone. Nous avons onze carbones dans la région des
déplacements chimiques du sucre. Ces carbones représentent les deux sucres des deux
glycosides oil deux carbones ont le méme déplacement chimique & 7 1,34 ppm. Le spectre du 1H
montre aussi des dédoublements dans la région entre 3,42 et 5,05 ppm. Les plus importants sont
les deux doublets & 4,94 et 5,05 ppm qui confirment la présence de deux sucres avec des
constantes de couplage AJ de 7,5 et 7,4 Hz (respectivement) et qui sont caractéristiques des deux
hydrogénes des deux glucoses en orientation f. Dans le spectre du glycoside #2 pur, la constante

de couplage a 5,05 ppm est de 7,66 Hz.

Dans la zone des carbones aromatiques on trouve neuf carbones ol les deux soulignés
appartiennent au glycoside #2. Pour les sept autres il y a ceux qui appartiennent au glycoside #2
et les autres au glycoside #3. Les déplacements chimiques de la colonne du !H confirment la
présence de noyaux aromatiques. On peut distinguer deux doublets dédoublés a 7,19 et 7,99 ppm
avec les mémes constantes de couplage de 2 et 8,9 Hz qui sont caractéristiques d'un noyau
benzénique di-substitué en positions para qui représentent le glycoside #2. Les autres

déplacements 7,26, 7.48 et 7,52 ppm sous forme de deux doublets et un doublet dédoublé avec
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des constantes de couplage de 8,4, 2,1, et 8,5 et 2,2 Hz respectivement, sont caractéristiques d'un

noyau benzénique tri-substitué aux positions 1, 2 et 4 du glycoside #3.



Tableau 6

Déplacements chimiques de RMN du Glucoside #2

RMN du 13C RMN du 'H
Oexp (PPmM) Nature des groupements Sexp (PPm), AJ (Hz) Nature des group.
0
2640  CHz-C— 0
4197 258 GhmC
3 } Solvant : 7 pics du MeOH
50,00 3,32
i MeOH
62,44 R=CH,;0— 3,34
\/
71,26 /C.H 3,42 \T
a
3,56
75,00 \ Mémes déplacements
78,00 CH- O, ? chimiques que le Gly.#1
78,30 /N 3,71
a
| | 395 .
(o}
101,60 O\/c: Acétal
* w 505  1H(d) AJ=7,66  Alse=6-10
AJ2,6= 1-3
Al 5=0-1
Aromati
117231 Ne=c”/ YO0 17191 2H@A AT=89,2
BL& L/ N\ okfinecon. | 799 [ 2H(d,d) AT=88,2
Ry
H_ 1
5
H 4
R3




Tableau 7

74

Déplacements chimiques de RMN des Glucosides #2 et #3

RMN du 13C

Oexp (PPm) Nature des groupements

0
26,44 CH3;—C—

48,49 .
a Solvant : 7 pics du MeOH

49,51

62,46
R—CH,-0—

N\ 0=

R

AN
58 > CH'O\
7798 /

I

(0]

C Acétal
H

/RS

s Aromatique
=C ou
7/ N\

oléfine conj.

Ar-Y (Y = Subst. polaire)
ou oléfine conj.

0
CHS_E_._ Cétone a, B

insat.

RMN du 'H
Be,q, (ppm), AJ (Hz) Nature des group.
255] 0
2.58 ’
332
a MeOH
3.34
3.42] h
Py 5 ou 6H(m)
356!
. Mémes déplacements
. chimiques que le Gly.#1

in
395! )
494 1H(d) AJ =75

AJs=6-10
5.05 1H() AJ=74 Alp6=1-3

Al 5=0-1
7,197 2H(d,d) AJ=89,2 R,=H
799 2H(d,d) AJ=8,8,2

Ry
7,26 1Hd) AJ=84 H ! H
7,48 (d) Al=2,1 5
752 ] dd) AJ=85,22 4° , R,
Rj3
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- Glycoside #4

Le tableau 8 présente les déplacements chimiques du glycoside #4 (voir annexe 1; pages
149 et 150). On trouve les mémes déplacements qui représentent le sucre dans les deux
colonnes. Cependant il y a des groupements qui ne sont pas présents dans les trois autres
glycosides. Nous avons un méthoxyle dont les valeurs caractéristiques sont 56,35 et 3,88 ppm
pour le 13C et le 1H respectivement. Nous avons aussi huit signaux caractéristiques de carbones
aromatiques et de liaisons doubles conjuguées. Le déplacement chimique du !3C i 71,01 ppm
représente un méthyléne lié & un groupement polaire. Les deux protons sont dans deux
environnements magnétiques différents. Ils absorbent i 4,33 et 4,51 ppm chacun sous forme d'un
doublet deux fois dédoublés. Les deux protons a 6,22 et 6,61 ppm avec leurs constantes de
couplages représentent deux hydrogénes en trans dont I'un d'eux eét couplé avec les deux
hydrogénes du méthyiéne. Un noyau benzénique tri-substitué est confirmé par la présence des
trois protons 6,75, 6.88 et 7,04 ppm avec leurs constantes de couplages qui caractérisent les
positions 2, 5 et 6. Sur les spectres du 13C et 1H on peut voir les déplacements chimiques d'un
sucre. L'absorption i 4,38 ppm avec une constante de couplage de 7,66 Hz correspond i

I'hydrogéne du glucose en position f.
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Tableau 8

Déplacements chimiques de RMN du Glucoside #4

RMN du 13C RMN du 'H
o] xp (ppm) Nature des groupements bexp (ppm), AJ (Hz) Nature des group.
4798 324
i Solvant : 7 pics du MeOH N } Mz?H
D8 393} (CH;0)?
56,35 CH,-O- 3,88 (S) CH;-O-R

62,82 R—CH,0—
71,01 \ /
77l 7 =

75,15 \
78,00 > CH-O\
78.15

7/
A

103,16 O\/c’ Acétal
w

12372 7\ oléfine conj.
130,37
i R
148,00

433 (ddd)] AJ=6,86,126
o .
451 (ddd)| AI=5.88

438 d AI=7,66

6,22y  (ddd) AJ=16,6,77,5,88
-CH°=CH"-CH,-0-?

( les deux H sont en cis)
661°4 () AI=1596

.

Ry

675 @ AI=813 u U4 . H
688 > @d) AI=196 y' Y R,
et 8,16 Rj3
745 @ AI=193 Alsg=6-10
Aly5=1-3

Als=0-1
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CHAPITRE 2

EXTRACTIONS ET ANALYSES DES AGLYCONES
LIBEREES PAR HYDROLYSE
ENZYMATIQUE

Les résultats des analyses des produits volatils libérés par hydrolyses enzymatiques des
aiguilles et des ramilles ne permettent pas une quantification globale ni individuelle de ces
produits dans le matériel végétal. Par contre les analyses des produits volatils obtenus par
hydrolyse acide permettent une quantification de la masse relative des produits volatils a I'état

libre ( voir discussion ).

2.1 ANALYSE DES AGLYCONES LIBEREES PAR HYDROLYSE ENZYMATIQUE

Les hydrolyses enzymatiques avec le §-D-Glucosidase et 1a Cellulase, des aiguilles et des
ramilles, présentent un trés grand nombre de produits ( voir annexe 2, pages 152 et 153 ). Seuls
les produits identifiés sont présentés dans les tableaux 9 et 10. Les spectres de masses de ces

substances sont reproduits dans Y'annexe 3.

Les produits qui apparaissent dans les tableaux 9 et 10, sont ceux des hydrolyses
enzymatiques pour chaque partie de la I'arbre, respectivement les ramilles et les aiguilles. Les
produits sont identifiés par CG et CG-SM avec leur pourcentage relative pour les deux

hydrolyses enzymatiques (f-D-Glucosidase et Cellulase).



TABLEAU 9

Aglycones volatiles libérées par hydrolyse enzymatique

des glycosides des ramilles
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No  Identification LK.Spx-10 LK.DB-§ % HE.2 % H.ED
1 Santeéne - 891 3,49 0,13
2 2,3-Diméthylpentan-2-0l 1124 ? 0,41 0,06
3 2-Méthylbut-2-én-1-ol 1329 ? 0,29 0,17
4 Hexan-1-ol 1357 876 422 2,04
5 cis-Hex-3-én-1-ol 1382 862 225 0,59
6 Benzaldéhyde 1522 960 0,10 0,11
7 2,4-Diméthyl- 1526 ? 2,78 0,12
heptane-2,4-diol
8 Linalool 1571 1095 18,42 3,61
9 Terpine-4-én-1-ol 1595 1176 0.49 5,89
10  trans-Pinocarvéol 1642 1142 - 1,58
11  «a,4Diméhykyclohex-3- 1660 1112 0,83 0,06?
én-1-acétaldéhyde

12 a-Terpinéol 1684 1189 0,25 1,33
13  Bornéol 1698 1166 0,28 8,38
14  Campholénal 1767 1126 0,66 0,74
15  Citronellol 1781 1231 1,08 1,70
16  Myrténol 1784 1191 0,49 0,87
17 Moneterpénol ? 1794 1198 1,50 3,37
18  para-Cymén-8-ol 1842 1181 0,76 045
19  Géraniol 1842 1258 0,13 1,04
20  Phénylméthanotl 1871 1036 2,22 2,48
21  2-Phényléthanol 1902 1120 248 2,54
22 Alcool perillique 1993 1295 0,38 0,51
23  Eugénol 2158 1358 1,52 1,47



24  2-Hydroxy-5-méthyl- 2188
acétophénone
25  p-(2-Méthylallyl-)-
Phénol
26  trans-Cinnamyl aicool 2284
27  iso-Eugénol 2330
28 . Vanilline 2560
29  4-Hydroxy-3-méthoxy- 2626
acétophénone
30  4-(dHydoxy- 2771

3-méthoxyphényl)-butan-2-one

2277

1308
1460
1389
1482

1640

1,08

1,59
0,79
3,33
4,79

8,70

1,62

0,31

0,65
1,48
1,23
1,99

3,33

1,19
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% HE.2
% H.EDb
LK.DB-5
LK.Spx

: % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la f-Glucosidase;
: % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la Cellulase; -

: Indice de KOVATS sur la colonne a-polaire DB-5;

: Indice de KOVATS sur la colonne Supelcowax 10.



TABLEAU 10

Aglycones volatiles libérées par hydrolyse

enzymatique des aiguilles
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No Identification LK.Spx-10 LK.DB-5 % H.Ea % H.EP
1 Santéne - 891 5,17 1,38
2 2,3-Diméthylpentan-2-ol 1124 ? 0,32 0,09
3 2,4-Diméthylpentan-3-ol 1187 ? 0,12 -

4 2-Méthylbut-2-én-1-ol 1329 ? 0,23 0,50
5 Hexan-1-ol 1357 876 0,17 -
6 2-Méthylhexan-2-ol 1362 ? 0,98 1,12
7 cis-Hex-3-én-1-ol 1382 862 1,80 1,88
8 Benzaldéhyde 1522 960 1,03 0,07
9 Linalool 1571 1095 20,08 7,42
10  Terpine-4-én-1-ol 1595 1176 - 0,13
11  trans-Tinocarvéol 1642 1142 - 0,13
12 o, 4-diméhylyclohex-3- 1660 1095 592 1,24

én-1-acétaldéhyde

13 o-Terpinéol 1684 1189 - 0,22
14  Bornéol 1698 1166 0,28 9,49
15 Campholénal 1767 ? 0,89 1,26
16  Citronellol 1781 1231 0,09 -
17  Myrténol 1784 1191 0,38 2,92
18  Monoterpénol ? 1794 1198 5,20 9,03
19  ara-Cymén-8-ol 1842 1181 0,09 0,16
20  Géraniol 1842 1258 0,06 0,71
21  Phénylméthanol 1871 1036 1,99 2,12
22 2-Phénylethanol 1902 1120 0,19 0,80
23  Alcool perillique 1993 1295 0,73 1,69
24 Eugénol 0,56 4,53

2158 1358



81

2§  2-Hydroxy-S-méthyl- 2188 ? 0,85 0,65
acétophénone

26 p-(2-Méthylallyl)- 2277 ? 0,26 0,30
Phénol

27  trans-Cinnamyl alcool 2284 1308 1,71 0,67

28  iso-Fugénol 2330 1460 0,15 -

29  Vanilline 2560 1389 3,30 2,17

30  4-Hydroxy-3-méthoxy- 2626 1482 26,90 12,89
acéophénone

31  4(4Hydmoxy- 2771 1640 4,38 2,16
3-méthoxyphényl)-butan-2-one

% HE?2 : % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la f-Glucosidase;

% H.E.b : % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la Cellulase; -

I.K.DB-5 : Indice de KOVATS sur la colonne a-polaire DB-5;

LK.Spx

: Indice de KOVATS sur 1a colonne Supelcowax 10.



82

22  ANALYSE DES AGLYCONES LIBEREES PAR HYDROLYSE ACIDE

Les résultats de I'hydrolyse acide de l'extrait des glycosides sont présentés dans le
tableau 11 ( voir annexe 2; page 154 ). Seuls les produits identifiés sont présentés avec leur
pourcentage relative dans les aiguilles et les ramilles. Les extractions des aglycones sont faites
par I'extracteur Likens-Nickerson et les analyses sont effectuées dans les mémes conditions que
les aglycones libérées par hydrolyse enzymatique. Pour déterminer le pourcentage relatif des
produits volatils dans les aiguilles, nous avons hydrolysé les glycosides de 50 g d'aiguilles
séches aprés avoir extrait pendant 20 et 6 heures les produits libres. Les produits volaﬁis libres
représentent 2,33 % , et ceux libérés par hydrolyse acide ne représentent que 0,33 % du poids
des aiguilles séches. Les produits volatils libres sont sept fois plus importants en poids que les

produits sous forme de glycosides.

Contrairement & I'hydrolyse enzymatique, I'hydrolyse acide ne donne pas la composition
réelle des produits volatils. Dans le milieu acide les produits subissent des transformations
structurales. Comme les aglycones sont des alcools, certains constituants peuvent subir
I'élimination d'une molécule d'eau, un réarrangement de la structure ou une perte de tout autre

groupement.



Aglycones volatiles libérées par hydrolyse

TABLEAU 11

acide des glycosides
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No  Identification LK.Spx-10 LK.DB-§ % Ra. % Ai
1 Santéne - 891 1,46 4,03
2 Ppara-Cymne 1275 1024 5,89 5,80
3 Hexan-1-ol 1357 876 1,82 -

4 cis-Hex-3-én-1-ol 1382 862 1,26 - 0,08
5 Citronéllal 1483 1162 1,61 3,36
6 Benzaldéhyde 1521 960 4,07 2,50
7 Linalool 1571 1095 5,61 10,82
8 Terpine-4-én-1-ol - 1595 1176 0,32 0,04
9 trans-Pinocarvéol 1642 1142 0,40 1,06
10  a-terpinéol 1684 1189 2,43 1,11
11  Bornéol 1698 1166 3,11 2,38
12 Pipéritone 1716 1257 2,64 2,31
13 Campholénal 1767 ? 1,48 0,21
14  Phénylméthanol 1871 1036 3,38 0,86
15  2-Phényléthanol 1902 1120 0,28 1,89
16  Carvacrol ? 2210 1308 2,26 0,42
% Ra. : % obtenu par hydrolyse acide de ramilles;

% Ai : % obtenu par hydrolyse acide des aiguilles;

LK.DB-§ : Indice de KOVATS sur la colonne a-polaire DB-5;

LK.Spx

: Indice de KOVATS sur la colonne Supelcowax 10.



SECTION IV

Discussion
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CHAPITRE I

EXTRACTION ET PURIFICATION
DES GLYCOSIDES

1.1  EXTRACTION DES GLYCOSIDES

Les glycosides sont des substances constituées de deux parties distinctes: une partie
glycosidique et I'autre non glycosidique. Dans une plante on trouve une multitude de produits de
nature différente ( huiles essentielles, lipides, alcanes, acides gras etc..). L'extraction des
glycosides nécessite I'élimination de ces substances. Les méthodes d;exlractions utilisées par
différents chercheurs quoiqu'elles font appel i plusieurs techniques, ont toutes un point commun:
la conservation intacte de la structure des glycosides au cours des différentes étapes de
I'extraction. La destruction des tissus de la plante est inévitable pour extraire ces produits
provoquant ainsi I'activation de certains enzymes, surtout les hydrolases et les glycosidases 2. Le
rdle de ces derniers en temps normal est de libérer les aglycones des glycosides. En broyant le
matériel végétal dans le méthanol 2 ou I'eau 6 a une température proche de leur point d'ébullition,
les enzymes sont inactivées immédiatement. Aussi, a température trés basse, les enzymes ne sont
pas actives. Le broyage du matériel végétal dans I'azote liquide est aussi une méthode
courante 78, Pour prévenir I'hydrolyse des glycosides par les enzymes de la plante, nous avons
utilisé du matériel préalablement séché. La pulvérisation de la plante est réalisée d sec dans un
malaxeur. Les glycosides ne sont pas affectés par la présence des enzymes puisqu'ils ne sont pas
en solution. L'extraction des glycosides d partir du matériel pulvérisé est réalisée dans un
extracteur Soxhlet avec du méthanol pendant quarante huit heures. Les substances lipophiliques

sont éliminées en premier lieu avec du toluéne de 1a méme maniére. Cette méthode ne nécessite
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pas de grande quantité de solvant, surtout pour éliminer les traces des substances lipophiliques
qui persistent dans la matrice végétale, La réutilisation d'une méme quantité du solvant par
distillation et condensation rend cette méthode trés économique. Toutefois il faut toujours qu'il
reste une quantité suffisante dans le ballon ot les produits extraits s'accumulent pour éviter la
destruction de ces derniers par effet de chaleur qui doit étre juste suffisante pour faire bouillir le

solvant.

La détermination de la quantité réelle des glycosides ne peut se baser sur la quantité de
'extrait des glycosides. Non seulement parce que le résidu se compose de plusieurs substances
qui ne sont pas toutes des glycosides, mais aussi parce que la méthode d'extraction utilisée n'est
pas nécessairement efficace pour extraire 1a totalité des glycosides. Svendsen 13 a fait une étude
comparative entre deux méthodes d'extraction ( Section I : revue de littérature ). Dans la
méthode (A) les glycosides sont extraits dans I'eau et la méthode (B) dans le méthanol ( 100 mL
et 200 mL ). La premiére méthode est de loin la plus efficace ( voir tableau 1, page 8 ). La
quantification des glycosides ou les substances volatiles sous forme de glycosides est basée

surtout sur I'analyse des produits volatils libérés par hydrolyse ( Voir Chapitre 3 ).
12 PURIFICATION DES GLYCOSIDES

Pour analyser les glycosides intacts il est primordiale de les séparer individuellement.
Cette opération nécessite plusieurs opérations. L'extrait des glycosides est souvent un mélange
complexe de d'autres substances. Méme s'ils sont solubles dans le méme solvant d'extraction, ils
ont des structures et des poids moléculaires trés différents. Pour séparer les produits d'un
mélange, la chromatographie solide-liquide est la technique par excellence pour arriver a cette
fin. Cependant les produits doivent étre assez semblables pour étre retenus sur la méme phase

stationnaire ( adsorbant ) et assez différents pour étre séparés sur cette derniére. Une séparation
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de deux substances est possible quand la résolution est optimale. L'expression suivante

représente la relation entre Ia résolution et certains paramétres chromatographiques:
1
=4 [ ]\j— [ K+1 ]

Comme on peut le constater, le facteur de capacité (k') ( celui du produit qui a le temps
de rétention le plus élevé ), la sélectivité (o) et le nombre de plateaux théoriques (N) sont les
paraméfres qui peuvent influencer la résolution 38, Comme nous avons vu dans le paragraphe
des principes et théorie de la chromatographie ( page 43 ), k' se traduit par le temps passé par
une substance ( soluté ) sur I'adsorbant par rapport d celui passé dans la phase mobile ( éluant ).
Un soluté qui a une plus grande affinité pouf l'adsorbant va mettre plus de temps a étre élué
qu'un autre qui a plutét une plus grande affinité pour I'éluant. On peut varier le facteur de
capacité ( k' ) d'un soluté pour un adsorbant donné, en changeant la composition de 'éluant. Un
soluté apolaire va avoir une grande affinité pour une phase inversée ( apolaire ) avec un éluant
polaire. Par contre, plus on diminue la polarité de 1'éluant plus 'affinité du soluté pour ce dernier
va augmenter, ¢t cela va entrainer une diminution de ia valeur du facteur de capacité. Mais pour
un méme éluant la composition de deux adsorbants de méme nature a une grande influence sur
k'. Un adsorbant poreux va donner une valeur de k' plus grande qu'un adsorbant pelliculaire &
poids égal pour un méme soluté 38, La raison est qu'un adsorbant poreux a une plus grande

surface de contact avec le soluté.

La sélectivité ( facteur de séparation ) a une influence plus importante sur la résolution.
Une faible variation de ce paraméfre peut entrainer un changement considérable sur la séparation
d'un mélange 38. La sélectivité est influencée directement par la nature et la composition de
I'éluant, la nature de l'adsorbant. et la température. Pour séparer un mélange de deux produits ou

plus, 1a nature de I'adsorbant est choisie en fonction de leur nature. En régle générale, les



produits polaires sont séparés sur un adsorbant non polaire et vice versa. Quand le choix de
I'adsorbant est fixé, c'est I'éluant qui va étre le paramétre déterminant pour optimiser la
sélectivité sans varier la température. La sélectivité est le rapport des facteurs de capacité de
deux produits qu'on vise 4 séparer. S'ils ont des k' égaux, il n'y a pas de séparation (=1 ). Pour
les séparer il faut changer la composition de I'éluant jusqu'a ce que le rapport soit supérieur a 1.
Finalement, pour optimiser 1a résolution il faut maintenir k' entre 2 et 8 et o entre 1,5 et 2,0 38,
Une valeur de k' supérieure & 8 n'améliore pas beaucoup la résolution, mais elle augmente le

temps nécessaire pour €luer les produits.

Le débit de I'éluant est aussi un paramétre important pour optimiser la séparation de
produits dans un mélange. La figures 14 ( page 66 ) illustre bien I'influence de ce paramétre. On
peut voir Ia variation de la séparation des produits en fonction du débit pour un méme systéme

de solvant, le meilleur débit étant 1,5 ml / min.

Comme déja mentionné plus haut, les glycosides sont composés de deux parties, un ou
plusieurs sucres et une aglycone qui est principalement un monoterpéne acyclique ou cyclique,
un composé i noyau aromatique ou molécules norisoprénoiques a 13 atomes de carbones 3.
Comme l'aglycone est en général une molécule non polaire ou peu polaire et le sucre est trés
polaire, le glycoside se trouve avec deux pdles qui lui permettent d'étre séparé sur un adsorbant
polaire ou apolaire. Cependant la phase stationnaire qui est la plus utilisée par les chercheurs est

le gel de silice & phase normale ( voir revue de littérature, page 10 ).

Pour séparer les glycosides extraits de I'épinette noire, nous avons eu recours 3 la
chromatographie liquide préparative a phase normale pour simplifier le mélange. Une colonne
de verre (d.i. =5 cm, et | =75 cm ) remplie 4 sec avec du gel de silice 24 - 37 um. Nous avons

remarqué que pour €éliminer 'air de 'adsorbant plus facilement il faut que I'éluant circule de bas
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en haut dans la colonne qui est maintenue verticalement. Si 1'éluant circule dans le sens
contraire, ¢'est-a-dire de haut en bas, I'air résiste plus longtemps puisqu'il a tendance i monter i
cause de sa faible densité par rapport & 'éluant aussi pour éliminer les bulles d'air qui sont

emprisonnées dans I'adsorbant, il faut une trés grande quantité de ['éluant.

L'extrait des glycosides ( 2 g ) a é&¢ fractionné sur la colonne avec I'éluant ( CH3Cl :
MeOH : HO/ 60 : 20 : 2 ) dont la composition est déterminée par des analyses de I'extrait sur
des couches minces de gel de silice. Pour avoir une bonne séparation sur la colonne des produits
visés, il faut que leur R¢ soit inférieur 3 0.4. Plusieurs €luants sont testés en augmentant ou en
diminuant leur polarité. Le débit était de 2 ml/min. et nous avons utilisé la chromatographie sur
couches minces pour identifier les fractions qui contiennent les produits qui ont les mémes Ry.
Les fractions 74 i 109 ont été regroupées et séparées sur une colonne Semi—préparative CLHP-
C1s. Les conditions de séparation des produits ont été déterminées en suivant les principes
d'optimisation de la résolution. L'adsorbant que nous avons choisi est le gel de silice phase
inversée C1g malgré que la plupart des chercheurs ont utilisé le gel de silice phase normale pour
séparer les glycosides extraits des plantes 17-19, 22,24 [ eong et al 25 ont comparé des colonnes
CLHP, une i phase inversée ( C1g ) et 'autre a phase normale ( SiOH ), pour séparer quatre
glycosides phénoliques (polaires ). Ils ont réalisé une séparation parfaite sur le gel de silice. Par
contre il n'y a pas eu de séparation sur la phase inversée. Cependant, Andersson et al 26 ont
réalisé¢ la séparation de glycosides phénoliques sur une colonne semi-préparative a phase

inversée.



CHAPITRE I

INTERPRETATION DES DONNEES
SPECTROSCOPIQUES

2.1 DETERMINATION DES STRUCTURES DES GLYCOSIDES

Le déplacement chimique de chaque noyau, proton ou carbone, dépend de son
environnement magnétique qui est déterminé par la nature des autres noyaux qui l'entourent.
L'intensité de chaque déplacement chimique dépend du nombre de noyaux qui absorbent au
méme endroit pour la RMN 1H et 13C. Aussi elle dépend du nombre de protons liés au carbone
dans le cas de la RMN du 13C.

Les constantes de couplage sont trés importantes pour déterminer la structure d'un
produit. Nous pouvons distinguer les orientations spatiales relatives de chaque noyau (ici c'est le
1H) en s'appuyant sur les valeurs de leurs constantes de couplage. Dans la littérature les
constantes de couplage sont données pour la majorité des orientations possibles. L'interprétation
des déplacements chimiques d'une substance est trés difficile quand il s'agit de différencier entre
deux isoméres qui ont des déplacements chimiques trés proches et des constantes de couplage
semblables. Lorsqu'on est en présence de plusieurs protons qui ont des déplacements chimiques
confondus et des constantes des couplages différentes, il devient difficile de déterminer avec

précision les constantes de couplage pour chaque proton.

Un des objectifs dans le présent travail est de déterminer les structures des glycosides

intacts extraits de I'épinette noire. Chaque structure est constituée d'un sucre et d'une aglycone.
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L'identification ou la détermination des structures des sucres, monosaccharides ou
oligosaccharides, avec 1a spectroscopie de RMN du 1H n'est pas chose facile. La localisation des
protons a la périphérie des molécules cause des effets de blindage et de déblindage trés
importants 4. Dans le cas des sucres monomériques, on peut obtenir des résultats satisfaisants
en utili_sant un spectrométre de RMN avec un champ magnétique élevé qui permet d'obtenir les
constantes de couplage (AJ) avec précision. La configuration d'un sucre peut étre identifiée en se
basant sur les valeurs des (AJ) qui sont caractéristiques pour chaque orientation. Dans un cycle 4
six membres, on peut différencier un hydrogéne axial d'un hydrogéne équatorial en sachant la
valeur de la constante de couplage de celui-ci avec un hydrogéne lié au carbone adjacent: la
valeur de J, 5 est en général observée dans l'intervalle 8-13 Hz, par contre les valeurs de J, ¢ et
Je.e sont plus faibles, ils se situent entre les valeurs 2-6 Hz et 1-4 Hz, respectivement 46, Comme
on peut le constater, il est difficile de déterminer I'orientation d'un hydfogéne si la constante de
couplage se trouve dans les deux intervalles (Joe et J¢ ¢). Contrairement aux (AJ) les () sont
plus affectés par la nature du solvant et de la température et il faut en tenir compte. Pour
certaines structures on peut calculer les déplacements cHimiques du 13C ou/et du IH en sachant
les valeurs différentielles des substituants qui entrent en jeux dans une structure. Les valeurs de

ces derniers sont données dans la littérature 45 438,

La RMN du !3C est trés utilisée pour I'identification des sucres. Les carbones ne
produisent pas les effets de blindage et de déblindage que produisent les protons 49, Les valeurs
des déplacements chimiques (}3C) des sucres sont plus fréquemment comparées avec celles des
sucres modeles pour déterminer leurs structures que dans le cas de la RMN du 1H 49, Cependant,
il faut s'assurer que les valeurs (0) des structures modéles sont obtenues dans des conditions de
solvant et température similaires  celles du sucre qu'on veut identifier. Dans la littérature la
valeur des déplacements chimiques des sucres de glycosides sont souvent obtenues dans des

solvants différents. L'identification de la structure d'un sucre par comparaison avec des
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structures modéles peut étre trés difficile si la nature des deux solvants est trés différente.
Cependant, en combinant les valeurs obtenues par la RMN du 1H et 13C et en tenant compte de

l'effet du solvant, on peut identifier la structure d'un sucre monomérique.

Dans ce travail, les spectres de RMN du 1H et 13C des glycosides ont été pris dans le
méthanol comme solvant. Ftant donné que ce dernier a une polarité proche de celle de I'eau,
nous avons pu comparer nos résultats avec ceux des structures modéles prises dans la littérature
pour identifier les sucres. Les structures modéles sont choisies en fonction des structures
possibles déterminées par l'interprétation du RMN (1H et 13C) des glycosides obtenus
expérimentalement. Les valeurs de ces modeéles sont présentées dans les tableaux 12 et 13.

Pour nous aider a déterminer la structure des aglycones des cjuatres glycosides, nous
avons utilisé des structures modeéles dont nous avons calculé les déplacements chimiques ( voir
les tableaux 14, 15 et 16 ). Ces structures modéles sont toutes des glucosides aromatiques ot le
B-D-glucopyrannoside est un des substituants ( Figure 16; réf. 19, 20, 24, 25, 52 ). Dans la
littérature les valeurs différentielles du B-D-glucoside sont obtenues dans ['eau comme
solvant 51. Les valeurs différentielles des autres substituants sont obtenues dans le
chloroforme 45: 48, Ces valeurs différentielles sont obtenues d'une fagon approximative en

appliquant le principe d'additivité des substituants.

Dans les tableaux 14, 15 et 16, les colonnes de Ad expriment la différence entre le
déplacement chimique expérimental et calculé pour chaque carbone du noyau benzénique dans
chaque structure. La valeur de Ad qui correspond au carbone C; est toujours positive et elle est

supérieure 4 5 ppm dans la moitié des structures. Dans le cas des autres carbones dans toutes les

structures, sans exception, la valeur absolue de Ad est toujours inférieure & 5 ppm. Pour les

carbones C et Cg dans chaque structure, c'est-a-dire en positions ortho avec le substituant de Cy,



93

les valeurs de AD sont négatives d quelques exceptions prés. Pour le carbone Cy4, position para,

les valeurs de AD sont presque toujours positives. Ces valeurs de Ad nous servent d'exemples des

ecarts attendus entre les valeurs calculées et expérimentales de différents glycosides.

Les déplacements chimiques expérimentaux de chaque glucoside extrait de 'épinette
noire peuvent correspondre 3 plusieurs structures. Pour pouvoir distinguer entre elles nous avons
calculé leurs déplacements chimiques de la méme fagon que nous avons fait pour les glucosides
modzles 45 48, 51, Les valeurs calculées des différentes structures possibles sont comparées avec
les valeurs expérimentales des glucosides de 1'épinette noire. Les structures modéles qui ont des

valeurs proches des valeurs expérimentales sont retenues.



Tableau 12: Déplacements chimiques du 13C des glucosides aromatiques 2

Suae Cy C; Cs3 Cq4 Cs Ce
o-ghL 929 72,5 73,8 70,6 723 61,6

e | 967 | 751 | 76,7 | 706 | 768 | 61,7
ogl. | 932 | 694 | 702 | 703 | 714 | 62,2
Bgl. | 973 | 729 | 738 | 69,7 | 760 | 620
cegiphémyl] 979 | 72,0 | 733 | 702 | 73,9 | 61,1

Beuphényl| 1031 | 758 | 795 | 724 | 793 | 636

Bgalphényl| 1040 | 736 | 764 | 71,3 | 783 | 63,7

a Valeurs tirées de la référence 49.



Tableau 13;: Déplacements chimiques du 'H et (constantes de couplages)

de trois D-aldohexoses 2
Sucre | H; Hy H; Hy Hs Hg Hg
agh. | 500 | 341 | 361 | 329 | 372 | 372 | 363
GO | 695 |65 | O - 2.8) |(5,7,12,8)
Bghn. | 451 | 3,13 | 337 | 330 | 335 | 375 | 360
a8 | O | 05 | 65 - 238 |5,7,128)
aman | 505 | 379 | 372 | 352 | 370 | 374 | 363
a9 | 38 a0 | e8| - | 29 |68122
Bman | 477 | 385 | 353 | 344 | 325 | 374 | 360
a5 | 68 a0 | 08 | - | 2® |68122
agal | 516 | 372 | 377 | 390 | 400 | 370 | 362
69 lawo | ey | ao | - | 69| 69
Bgal | 448 | 341 | 356 | 384 | 361 | 370 | 362
80 lacolce lan! - e | a9

a Valeurs tirées de la référence 49,
Valeurs mesurées 3 400 MHz dans D>O.
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Neyau benzénique di-substitué.

0-Gluc. O-Gluc. O-Gluc. O-Gluc o
1 1 CH,OH 1 o
2 1
5 CH,-0O-C
4 HO
OH COCH;
Arbutine Picéine Salicin Salicortine
Prod. 1, 1'et 1" Prod. 2 Prod. 3 Prod. 5
Prod. 4a
) O-GIuc
ﬁ— 0- CH, Henryoside
0]
H Gluc -O
Pmd. 4b

Noyau benzénique tri-substitué.

O-Glue. OH OH
OCH; o) 4 o) 4
11 il
2 Ph-CH,-O— C— Ph—C—-O-CH,
3 1 1
CHO Gluc.-O Glue.-0
Glucovanilline Trichocarpine Salireposide
Prod. 6 Prod. 7 Prod. 8

Figure 16 : Quelques glucosides aromatiques modéles




Tableau 14 : Noyaux benzéniques di-substitués en positions 1 et 4

Ié(ppm) Prod. 1 (MeOH-dy)32

Prod 1'(C5HsN-Ds)®

Prod. 1" (D20)!9

Prqd. 2 OMSO-dg)2

Carb. | Ocal. 6exp. A

6cal. 6exp. Ad

bcal bexp' Ab

Ci {1462 | 1524 ] +62
Cy [1204 {11941 -10
Cz J1195[ 1166 ] -29
Cs 1515|1538 | +23
Cs J1195]1166 | -29

Ce 120411941} -10

1462 | 1540 | +738
1204 { 1169 § -3,5
11951188 | -0,7
151,51 1518 § +03

1195 | 1188 | -0,7

1204 } 1169 § -3,5

1462 | 1524 § +6,2
1204 { 1194 § - 1,0
1195 | 1172 § -2,3
151,5] 1514 § -0,1

119511172 ¢ -23

1204 ] 1194 } - 1.0

1577} 1610 } +33
1190 | 1158 | -3,2
132311302 § +0,6
133,71 1308 § -29

132311302 § -20

1190 1158 § -32

Tableau 15 : Noyau benzénique di-substitué en positions 1 et 2
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dppm)} Prod. 3 (D20)52 Prod. 3' D0)24 | Prod. 4b (D20)24 |Prod. 5 (DMSO-dg)2
Carb, ] Ocal | Dexp. | AD | Ocal | Oexp. | AD ] Ocal | Bexp. | AD | Ocal | Dexp. | AD
Ci 15211549 | +28 | 1521 | 1555) +34 } 1535 (1558 | +23 | 1535|1549 } + 1,4
Co }1313)1297] -16 | 1313 - - J1267) 1255} -12 } 1267 | 1245 | -22
Cs {1308] 1300 -08 {1308} 1305) -03 L 1322]1315] -07 1322} 1204 ] -28
Cs {12136 +04 12321242 «10 } 1246 {1241 ] -05 | 1246 ] 121,7 | -29
Cs 1308|1300 -08 [ 1308 1305) -03 | 1322|1315] -07 | 1322 ] 1288 | -34
Ce J1176) 1156 ] -20 1176 ) 1163 -1.3 f 1190 11651 -25 | 1190 { 1150 | -4.0




Tableau 16 : Noyau benzénique tri-substitué en positions 1, 2 et 4

B(ppm) ] Prod. 6 (MexC0-de? | Prod. 7 (MexC0-de? | Prod. 8 MeyCO-dey2 | Prod. 4a (D20)?4
Carb. | Ocal. 5exp. A | Bcal 6exp. AD | Bcal 6exp. A} dcal 5exp. Ad
C 1 14461 1517 § +7,1 J 145,71 1522 § +6,5 [ 1462 | 1524} +6,2 | 1544|1560 ] +14
C 151011493 | -1,7 }1 121,71 1169 | -48 } 128,1 | 1275 § -0,6 | 1076 | 111,1 § +3,7
C3 1164|1145 § -19 1 1190} 1214} +24 § 1195|1164 | -3,1 § 1586 1568 | - 1,8
C4 1342 11305 ] -3,7 1151011502 § -0,8 1515} 1489 -2,6 | 1114 | 1119 | +0,5
Cs 125811254 § -04 [ 1230|1226 -04 J 119511187} -08 §137,1 {1342} -2,9
Ce 1062 | 1105 ] +43 § 11991203 | +04 | 1204 ] 1160 § -44 | 1112 ] 1080 } -3,2




2.2 INTERPRETATION DES DEPLACEMENTS CHIMIQUES DU 1H et 13C
22.1 GLUCOSIDE #1
a) Spectre de masse

Le spectre de masse obtenu par ionisation chimique présente trois ions caractéristiques de
I'ionisation chimique avec le méthane, M + H* (315), M + C2Hs5%(343) et M+ C3H5*(355). On
peut déduire que le produit a une masse molaire M (314) (Fig. 20).

Le spectre de masse obtenu par ionisation électronique présente des fragments (m/z=163,

145 et 127) qui peuvent étre celles d'un sucre monomérique, un hexose (Fig. 17).

Nous pouvons aussi distinguer des ions qui peuvent provenir de I'aglycone (la partie liée

au sucre), Ma (152), et Ma+1(153), Ma+2(154) et le fragment M,-15(137).
b) Spectres de RMN du 1H et 13C

Sur le spectre de la RMN du 13C on distingue les déplacements chimiques de six
carbones qui peuvent &tre ceux d'un hexose (62,46 & 104,22 ppm). Pour la détermination de la
structure du sucre, nous avons procédé par comparaison avec des modeles trouvés dans la
littérature (tableaux 12 et 13; réf.49). Les comparaisons au niveau du 13C suggérent que le sucre
peut é&tre soit le B-D-glucose ou le B-D-galactose avec le déplacement chimique du C'y (13C) de
104 ppm qui est typique de la configuration f. La comparaison des valeurs des déplacements

chimiques des protons ne peut dofner plus de précision que celles du 13C.
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Figure 17 : Mécanisme de fragmentation du glucose
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Contrairement aux déplacements chimiques les constantes de couplages sont plus
précises: elles sont moins affectées par la nature du solvant utilisé€ (voir tableau 5). Cela a permis
de proposer comme sucre, le f-D-glucose en se basant d'abord sur le proton qui absorbe vers
4,8 ppm avec une constante de couplage (Al = 7,4 Hz) qui représente le couplage de I'hydrogéne
axial sur C'y et I'nydrogene axial sur C") aussi, les deux protons du C's qui absorbent entre 3,74 et
3,95 ppm ont une constante de couplage (AJ = 12 Hz) caractéristique de deux protons géminés
non équivalents magnétiquement, et deux autres qui représentent les couplages différents de
chaqu'un d'eux avec I'hydrogéne axial sur C's (AJ = 2,2 et 5,6 Hz).Ces derniers couplages plus
voisins de ceux du B-D-glucose (AJ = 2,8 et 5.7 Hz) que ceux du B-D-galactose (AJ = 3,8 et
7.8 Hz)

Les déplacements chimiques du spectre 13C qui se situent entre 117,08 et 154,34 ppm
correspondent i des carbones aromatiques. Le déplacement 3 26,36 ppm est caractéristique d'un

méthyle 1ié 3 un groupement polaire. Nous avons aussi une cétone a 199,4 ppm.

Les résultats obtenus par le spectre de la RMN du 'H donnent plus d'informations sur la
structure de I'aglycone. La présence de trois protons aromatiques avec leurs constantes de
couplage nous confirment la présence d'un noyau benzénique tri-substitué en position 1, 3 et 4.
Le doublet dédoublé entre 7,66 et 7,68 ppm (tableau 5) représente un proton (He) couplé avec un
deuxiéme (Hs) en position ortho avec AJ = 8,4 Hz et avec un troisiéme (Hp) en position méta
avec AJ = 2 Hz. Le proton Hs couplé avec Hg, AT = 8,4 Hz, a un déplacement chimique de
6,93 ppm. Et le Hy & 7,87 ppm est couplé avec Hg, AJ = 2,2 Hz On ne voit pas la constante de
couplage entre les protons Hs et Hy en position para. Le méthyle sous forme de singulet 4
2,55 ppm est lié 4 un groupement polaire (le carbonyl), ce qui explique son déplacement

chimique vers un champ magnétique plus bas.
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Le nombre de pics distincts, sur le ‘spectre du 13C, est de quatorze (sans compter les 7
pics du méthanol). Si on considére qu'il n'y a pas de carbones équivalents magnétiquement dans
la structure, nous pouvons conclure que I'agiycone posséde huit carbones, ce qui représente le
noyau benzénique, la cétone et le méthyle (six carbones appartiennent au hexose). Les
déplacements chimiques de trois carbones (130.56, 146.63 et 154.35 ppm) et deux protons
(7,66 4 7,87 ppm ) indiquent la présence de substituants polaires. Toujours en se basant sur le
fait qu'il y a seulement quatorze carbones, on peut dire que l'un des trois substituants du noyau

aromatique est 1a cétone liée au méthyle.

La majorité du temps, l'aglycone d'un glucoside est liée au sucre par un oxygéne. La
somme des masses des structures partielles, le hexose (163), le benzéne tri-substitué (75) et la
cétone avec le méthyle (43), donne une masse de (281). Nous avons uné différence de (33) avec
1a masse molaire du glucoside intact (314), ce qui représente 'oxygene qui lie le glucose et
I'aglycone, et un hydroxyle (OH). Donc I'hydroxyie se trouve 4 étre le troisiéme substituant. Il y
a six possibilités pour placer trois substituants sur le benzéne en respectant les constantes de

couplage ( Fig. 18).

Pour distinguer entre les six structures possibles nous avons calcul€ les déplacements
chimiques des carbones du noyau benzénique dans chaque structure en se servant de I'effet des
substituants da la méme fagon que nous avons fait pour les glycosides modgles (Fig. 16;
tableaux 14, 15 et 16). Pour chaque structure, les déplacements chimiques calculés et
expérimentaux sont comparés entre eux ( Tableau 17 ). Les valeurs expérimentales sont celles
du glycoside #1 mais placées dans un ordre pour les faire correspondre autant que possible avec
les valeurs calculées de chaque structure possible. Comme on peut le voir, en examinant les
valeurs de AD, les structures III et V sont les moins probables. Elles présentent des différences

significatives entre les valeurs calculées et les valeurs expérimentales au niveau de plusieurs
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Figure 18 : Les six structures possibles pour le glucoside #1




Tableau 17 : Valeurs calculées de d (ppm) des six structures possibles

Structure 1 Structure II Structure 11
Carb. | Ocal | Bexp. | AD | Bcal | Oexp. | AD | Ocal | Bexp. | AD
Cp j1450|1544) +94 11408} 1544 }+135}1550 14661 -84
C, (1459 146,6 ] +07 | 150,1 | 1466 } -35 11208 | 1265 | +5,7
C; J119,6]1192}] -04 J1195]117,1} -24 }133,711305} -32
Cs J1351|1305] -46 J126,1}1265}] +04 111191192} +73
Cs [1250(1265)+15§1340(1305¢§ -35 §163,311544 1] -89
Ce }1204(117,1})-33 §1205} 1192} -13 106,3. 117,1 } + 10,8
Structure I'V Structure V Structure VI
Carb. | Ocal | Bexp | AD J Ocal | Bexp. | AD | Beat | Boxp | AD
C; 114631 1466] +03 {159,111 1466 |-1251146,211466{ +04
Cy |1295{1305}) +10§1063| 1192 }+129}1205 {11921 -1,3
cy 1196 117,0 | -25 | 1592 | 1544 | -48 | 1286 {1305 | +19
Cq |151511544}) +29 1121,0] 1265 | +55 | 151,6 | 1544 | +28
Cs {123,7)1265} +28 }133,7| 1305} -32 | 1195|1171 ] -24
Ce 11204{11921 -12 J111,7]117,1 | +54 J1246[1265] +19

104
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carbones. Dans le cas des deux structures I et II, les valeurs absolues de Ad sont inférieures a
5 ppm sauf pour le carbone C; qui a une valeur de 9,4 et 13,5 ppm pour les structures I et II
respectivement. Pour les structures modeles, la valeur de AS pour le carbone C; la plus élevée
est de 7,8 ppm ( tableau 14; produit 1' ). Parmi les six structures possibles, les deux structures IV
et VI sont les plus probables. Elles ont des valeurs absolues de AD inférieures 4 3 ppm, c'est &
dire que les déplacements chimiques calculés sont trés proches des déplacements chimiques
expérimentaux. Cependant, la distinction entre les deux structures pour déterminer la structure fa

plus probable du glucoside #1, en comparant les valeurs de AS, n'est paé possible.

Si on tient compte du fait que les glucosides #1 et #3 sont deux isomeres ( voir
glucoside #3 ) ol les deux substituants, 'hydroxyle et le f~O-D-glucopyrannoside, sont
intervertis, on peut les distinguer en se basant sur leur temps de rétentién sur 1a colonne CLPH-
Cis . Le glucoside #1 a un temps de rétention de 20,34 min et le glucoside #3 a un temps de
rétention de 26 min ( voir figure 15, page 67 ). Donc le glucoside #1 est plus polaire que le
glucoside #3 puisque sur la colonne de CLHP-Cg les p;oduits polaires sont moins retenus que
les non polaires. Dans la structure VI, I'hydroxyle est en position ortho par rapport d l'acétyle ce
qui favorise la formation d'un pont hydrogéne dans un cycle de six membres. La formation de ce
pont hydrogéne rend la structure VI moins polaire que la structure IV. Donc le glucoside #1, de
formule brute C14H1803, de masse molaire 314 g/mole et de nombre d'insaturation six (14 -

18/2+1), est identifié comme étant le 5-hydroxy-2-O-B—D-glucopyrannosylacétophénone
( Fig. 19).
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H Catbone  dexp Bcal
(ppm ) (ppm)
146,63 146,3
130,51 129,5
117,08 119,6
154,35 151,5
126,51 123,7
119,16 1204
199,40 -
26,36
a
104,22 103,1
74,90 75,8
78,50 79,5
84 ~-D-glucose «
aes 7,67 (d,d) P-D-g Ce 71,38 724
AJ2 et 8,4) Cs 71,67 79,3
\Ce 62,47 63.6
* Phényl--D-glucopyrannoside
Valeurs tirées de la référence 49
Figure 19 ; Structure compléte du glucoside #1
o ﬁ
» _CH %3 (014 ‘)
({ C/ 3 &%C \\C o
HO. HO HO HO %
. ~CH }
. « . i R <> %
OH OH OH OH OH
m/z=152 m/z=137 m/z=109

Figure 20 : Mécanisme de fragmentation de I'aglycone
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2.2.2 GLUCOSIDE #2
a) Spectre de masse

Le spectre de masse obtenu par ionisation chimique présente les trois ions
caractéristiques, comme dans le cas du glucoside #1, M + H*(299), M + CoHs5*(327) et M +
C3Hs5%(339). Nous avons un glucoside de masse molaire M(298)(Fig. 22).

Sur le spectre obtenu par ionisation électronique on voit les mémes fragments (163, 145
et 127) qui proviennent du glucose, comme dans le glucoside #1. Nous pouvons aussi distinguer

M;(136) et M;-15(121). La masse molaire de I'aglycone peut étre M, (136).
b) Spectre RMN du 1H et 13C

Les déplacements chimiques présentés dans le tableau 6 (Section résultats; Glyc. #2 )
représentent le glucoside #2 pur. On trouve aussi les déplacements chimiques du glucoside #2
dans le tableau 7 qui représente les déplacements chimiques des deux glucosides #2 et #3 non

séparés ( voir annexe 1, pages 145 et 146; Glucosides #2 et #3: RMN lH et 13C ).

Sur le spectre du 13C nous avons les mémes déplacements chimiques des six carbones du
glucose (voir glucoside #1). Il y a une légére différence (2,62 ppm) au niveau du carbone C';.
Donc nous pouvons déjd dire que le sucre du glucoside #2 est le f—D-glucopyrannoside puisque

les spectres des deux produits sont pris dans les mémes conditions expérimentales.

Les déplacements chimiques des protons 4 7,99 et 7,19 ppm en deux doublets dédoublés,

avec les mémes constantes de couplages (AJ] =2 et 8,9 Hz) correspondent aux hydrogénes d'un
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noyau benzénique di-substitué en position 1 et 4, dans tel cas on a un plan de symétrie. Les
quatres hydrogénes sont équivalents deux d deux et les carbones auxquels ils sont liés le sont
aussi. Sur le spectre du 13C (Voir annexe 1, page 142; glucoside #2 RMN 13C ), nous pouvons
distinguer seulement la présence de deux carbones aromatiques (117,23 et 131,63 ppm) cela est
da au fait que la quantité de produit utilisée est insuffisante puisque les signaux des trois autres
carbones (cétone et deux carbones aromatiques) n'apparaissent pas. Le déplacement chimique
d'un méthyle i 2,55 ppm (spectre du !H) et & 26,4 ppm (13C) correspond au méthyle de
l'acétyle.

Sur le spectre du 13C des glucosides #2 et #3), on distingue parfaitement la présence de
deux hexoses. Les différences des déplacements chimiques des carbones sont trés faibles. Les
deux C 4 sont confondus (7,34 ppm) et la différence entre les deux carbones C'1 est seulement de
1,45 ppm (101,65 et 103,10 ppm), donc il s'agit de deux glucoses. Dans la zone des carbones
aromatiques, on distingue 10 carbones qui représentent les ag‘lycones des deux glucosides. La

présence d'un méthyle a 26,44 ppm lié 4 une cétone (199,40 ppm) confirme la présence de
l'acétyle.

Les résultats obtenus par la RMN du 1H, des deux produits non séparés, nous confirment
ceux obtenus par la RMN 13C. La présence de deux singulets (2,55 et 2,58 ppm) qui
représentent deux méthyles confirme I'existence de deux acétyles dont les carbonyles sont
confondus sur le spectre de 13C (on peut voir un léger dédoublement du pic 4 199,40 ppm) et les
deux méthyles le sont aussi (26,44 ppm). Nous avons donc deux glucosides qui contiennent
chacun une cétone et qui se trouvent dans des environnements magnétiques semblables. Les
protons situés & 4,94 ppm (AJ = 7,5 Hz) et 5,05 ppm (A J= 7,4 Hz) correspondent aux deux
protons (Hjy') des deux B-D-glucoses. Les pics qui se trouvent entre 3,42 et 3,94 ppm qui

représentent les protons (en position axial) du cycle du glucose, sont tous dédoublés si on les



109

compare avec le spectre du !H (ghucoside #1). Cela démontre la présence de deux B-D-

glucosides.

En s'appuyant aussi sur les résultats obtenus par la RMN du !H et 13C du glucoside #2
pur, nous avons identifié le produit 4-O-f-D-glucopyrannosyl acétophénoﬂe. Sur le spectre du
13C du mélange nous pouvons voir les déplacements chimiques (163.1, 131.63, 1173 ppm) qui
correspondent aux carbones du noyau benzéniques (Cy4, C» et C3 respectivement). Le carbone C;
(quaternaire) peut étre assigné au petit pic vers 133 ppm (ou 143 ppm) qui n'a pas été signalé. La
comparaison des déplacements chimiques du 13C du glucoside #2 et ceux du produit 2, dans le
tableau 14 (voir figure 21, référence 52) suggére qu'il s'agit de la picéine. Tous les déplacements
chimiques entre les deux produits sont similaires. La différence la plus importante est de 3.2

ppm au niveau du déplacement chimique du carbonyle (C7).

Le glucoside #2, de formule brute C14H1807, de masse molaire 298 g/mole et de nombre
d'insaturation six (14-18/2+1), est identifiée comme étant le 4-O-f-D-glucopyrannosyl-

acétophénone ou Picéine 52 ( Fig. 21).
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Carbone dexp Olitt.

(ppm)  (ppm)

Cy 163,10 161,03

G 11730 115,83

G 131,63 130,21
Cs 133,00 130,82

Aglycone < 131,63 13021

Cs 117,30 115,83

2 3 o (o 199,40 196,37

/ \Cs 2644 26,40

1 4

8CH; o 101,65 99,81

! u . Cy 7483 73,13

Cy 7847 77,14

/ f T B-D-glucose 3 . 7134 69,59

5,05 (d) Cs 7834 76,53
AIT4) 719@dd 799 (dd) Cs 6246 60,58

Al(Zet89) AJ(2et8,8)

Blitt. : Valeurs tirées de la
référence 52 (Sol. DMSQ)

Figure 21 : Structure compléte du glucoside #2
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Figure 22 : Mécanisme de fragmentation de I'aglycone
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2.2.3 GLUCOSIDE #3
a) Spectres RMN !H et 13C.

Sur le spectre RMN H du mélange, les déplacements chimiques qui correspondent au
glucoside #3 représentent un noyau benzénique tri-substitué en position 1, 2 et 4 avec les mémes
constantes de couplage que celui du glucoside #1. Les déplacements chimiques des protons
aromatiques des deux glucosides (¥1 et #3) présentent des différences significatives. Nous
sommes en présence de deux noyaux aromatiques ol les protons sont dans deux environnements
magnétiques différents. Si on compare les déplacements chimiques situés entre 2,5 et 5,0 ppm,
en excluant celles du glucoside #2, il ny a pas de différences signiﬁéatives, c'est-a-dire qu'il

s'agit du B-D-glucose et le méthyle de l'acétyle dans les deux structures.

Au niveau des déplacements chimiques du 13C de I'aglycone, nous avons seulement trois
carbones aromatiques qui sont signalés (carbones tertiaires). Par contre nous pouvons distinguer
trois pics trés faibles (133,0 ou 134,0, 149,0 et 151,5 ppm) qui sont probablement ceux des trois
autres carbones aromatiques (carbones quaternaires). Comme pour les valeurs du RMN du 1H,
celles du 13C présentent aussi des différences significatives avec ceux de I'aglycone du
glucoside #1. Ces différences entre les deux aglycones ne se situent pas au niveau de la nature
des trois substituants, mais plutét au niveau de leurs positions relatives sur le noyau du benzéne

puisqu'il n'y a aucun autre déplacement chimique d'un carbone ou d'un proton.

Comme nous avons vu dans le cas du glucoside #1, il y a six possibilités pour placer trois
substituants différents sur le benzéne en respectant les constantes de couplage (voir figure 18).

Les déplacements chimiques calculés, des carbones du noyau benzénique de chaque structure
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(voir tableau 17), sont comparés avec les déplacements chimiques expérimentaux du
glucoside #3 (voir tableau 18). Comme dans le cas du glucoside #1 les structures IV et VI sont

les plus probables. Donc le glucoside #3 peut avoir la structure VI.

Le glucose a les mémes valeurs des déplacements chimiques (1H et 13C) dans les deux
glucosides #1 et #3 sauf pour les deux carbones C'; et les deux hydrogénes H'1 qui représentent
des différences trés faibles. Ces différences sont dues au fait que la cétone comme groupement
polaire a tendance a influencer la valeur de (D) des protons et des carbones qui sont sous son
influence. Le glucose en position méta par rapport i la cétone dans le glucoside #3 subit moins

d'influence que dans le cas du glucoside #1 ot il est en position ortho.

Le glucoside #3 est identifié comme étant le 1-hydroxy-S-O-ﬁ-D—glucopyrannosyl-

acétophénone ( Fig. 23).



Tableau 18 : Valeurs calculées de d (ppm) des six structures possibles

Structure 1 Structure 11 Structure I11
Carb. | Bcal. | Dexp. | AB | Bcal | Bexp. | AD | Ocal | Dexp | AD
C; 14501490 +4,0 1 140,8] 1490 +82 11550 |1490] -60
Cy 145911515 +56 1501|1515} +14 1120812251 +1,7
C; J1196{1168 ) -28 1195} 1168 | -2,7 | 133,7 | 133,0*] -0,7
Cs | 1351{133,0%) -2,1 }126,1|1225] -3,6 | 11191170} +5.1
Cs 112501225} -25 }134,0133,0*] -1,0 } 1633 |151,5]-118
Cs 120411170} -34 J1205] 1170} -35 ]106,3 1168 ] +10,5
Structure IV Structure V Structure VI
Carb. | Ocal | Oexp. | AD | Ocal | Oexp. | AD | Ocal | Oexp. | AD
C; 146311490 +2,7 1159,1 {1490 }-10,1 | 1462 11490} +28
Cr 12951330} +35 11063} 1168 }+105} 1205 | 1170} -35
Cs; [119,6]1168 ] -28 1592|1515 -7,7 | 128,6 | 133,0*] +44
Cs JIS15]11515) 0,0 112101225 ;1-1,5 151,6 [ 1515 ] -0,1
Cs j123,7(1225) -1,2 | 133,7|133,0°] -0,7 | 1195 | 1168 | -2,7
Cs 1120411170} -34 J 111,71 1170} +53 J 12461225} -2,1

*ou 134.0
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dexp Scal
(ppm ) (epm)
149,00 146,2
117,03 120,5
133,00 128,6
ou 134,00
151,50 151,6
116,80 119,5
122,51 124.6

199,40 -
26,44 -

~ a

r Cy 103,00 103,1

HO H Cy 74,83 7538

H B-D-glucose o 78,47 79,5

Ce 71,34 724

/ 7,26 (d) Cs 77,58 79,3

494 (d) 7,52 (d,d) AI8A) (Ce 62,50 63.6

AX(7.5) AJ(22et8,5)

* Phényl-$-D-glucopyrannoside
Valeurs tirées de 1a référence 49

Figure 23 : Structure compléte du glucoside #3
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224 GLUCOSIDE #4
5) Spectre de masse.

Avec l'ionisation chimique (IC) du glucoside #4, avec le méthane, nous n'avons pas pu
identifier des ions caractéristiques qui peuvent nous permettre de déterminer la masse molaire du

produit.

L'ionisation électronique (IE) du produit laisse présager que la masse molaire du produit
peut étre 342 et cela par la présence d'un ions a cet endroit. Sur le spectre de masse 3 IC, nous
avons un pic important & 343 qui peut représenter l'ion moléculaire du glucoside plus un

hydrogéne qui provient du méthane.
b) Spectres RMN du 1H et 13C

Nous pouvons facilement reconnaitre les déplacements chimiques des trois protons du
noyau benzénique tri-substitué aux positions 1, 3 et 4, (1H: 6,75 ppm, d, A} = 8,13 Hz), (1H:
6,88 ppm, dd, AJ = 1,96 et 8,16 Hz) et (1H: 7,04 ppm, d, AJ = 1,93 Hz) (voir tableau 8). En
tenant compte du fait que toutes les conditions d'analyse sont identiques pour tous les glucosides
que nous avons purifiés nous sommes en présence d'un noyau aromatique tri-substitué ou les
substituants sont de nature différente de ceux du glucoside #1, basée en partie sur les

déplacements chimiques différents des hydrogénes des deux noyaux benzéniques.

Nous avons aussi deux protons oléfiniques conjugués (6.61 ppm, d, AJ = 15,96 Hz et
6,22 ppm, ddd, AJ = 5,88, 6,77 et 16 Hz). La constante (AJ = 1,96 Hz) représente le couplage

entre deux hydrogénes en trans d'une double liaison non cyclique. L'hydrogéne 3 6,22 ppm est
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couplé avec les deux hydrogénes du méthyléne (-CH2-O-) non équivalents magnétiquement ( 1H
d 4,51 ppm avec AJ= 5,88 Hz et 1H 3 4,33 ppm avec AJ =6,86 Hz) et 'hydrogéne 3 6,61 ppm.
Cela explique la présence d'un doublet deux fois dédoublés (ddd) a 6.22 ppm. Nous avons
identifié le déplacement chimique du méthoxyle en singulet & 3.88 ppm. Nous n'avons pas
observé le couplage de 'hydrogéne a 6.61 ppm avec les deux hydrogénes non équivalents

magnétiquement (-CH»-O-) via la double liaison.

Les résultats obtenus par le spectre du !3C présentent un carbone i 56.35 ppm qui
correspond au méthyle d'un méthoxy-phénol dont les protons absorbent vers 3.8 ppm, par contre
ils absorbent vers 3.2 ppm quand le méthoxyle est lié 4 un groupement aliphatique 45. Le
carbone signalé i 71.72 ppm correspond au méthyléne lié d'une part a la double liaison (voir

couplage H-H) et d'autre part & un oxygene.

Nous avons huit pics (110.58 a 148.88 ppm) qui représentent les déplacements chimiques
des carbones du noyau benzénique tri-substitué et les deux carbones de la double liaison

conjugué avec le benzéne ( 123.72 et 130.37 ppm).

L'identification du sucre, le B-D-glucose est basée surtout sur la comparaison des
déplacements chimiques du 13C avec le glucose des glucosides #1 et #2. Nous avons les mémes
pics avec des différences inférieures 3 0,5 ppm pour tous les carbones du glucose sauf pour le

carbone Cy qui a 1,06 ppm de moins que celui du glucoside #1.

Jusqu'a présent nous avons déterminé la présence d'un noyau benzénique tri-substitu€ en
position 1, 2 et 4 ol, en supposant que la masse molaire du glucoside est 342, les trois
substituants peuvent étre soit les groupements -HC=CH-CH>O-H ( les deux H de la double
liaison sont en trans ), le méthyle et le B-D-glucose ou le groupement -HC=CH-CH>0O-8-D-
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glucose, le méthoxyle et un hydroxyle (phénol). La comparaison des déplacements chimiques du
1H avec ceux de la référence 26 suggére qu'il s'agit de guaiacylpropényl glucoside (un phénol)
qui différe de la coniférine ol I'hydroxyle est lié avec le méthyléne de 1a chaine latérale et le
glucose est {i€ au benzéne. Tous les déplacements chimiques des hydrogénes de I'aglycone sont
similaires aux déplacements chimiques de la guaiacylpropényl glucoside La différence la plus
importante est de 0,04 ppm. L'hydrogéne H'y du glucose absorbe 3 4,38 ppm avec une constante
de couplage de 7,66 Hz et dans la référence 26, il absorbe 4 4,36 ppm avec AJ =7,8 Hz.

Le glucoside #4 est identifié comme étant le guaiacylpropényl glucoside de formule brute

C16H2203, de masse molaire 342 g/mole et de nombre d'insaturation six (16-22/2+1).
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- 4,38 ppm (7,66 Hz )
: 436 ppm (7,80 Hz)
Proton dexp dlitt Couplages Carbone  Jexp Scal
(ppm) Hz (pm) (ppm)
(C, 13430  131,7
’ Cy 14800 1474
C, 147,72 140,5
Hs 675 673 813 Aglycone < Cs 116,19 1170
Ce 121,16 120,2
Hs 688 68 1,96,8,16 C, 130,37 -
Cs 123,71 -
Hy 661 658 1596 \Co 71,01
a
Cy 103,16 103,1
Hg 6,22 6,19 5,88,6,77, 16 Cy 75.15 758
~ Cy 78,15 79,5
Ho 451 449 588 B-D-glucose < N3 T4
Cs 78,00 793
H9' 433 429 6,86 LCG 62,82 63,6
Blitt: Valeurs tirées de 2 Phényl-§-D-glucopyranoside
la référence 26, MeOH comme solvant Valeurs tirées de la référence 49

Figure 24 : Structure compléte du glucoside #4
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CHAPITRE 11

ANALYSES DES AGLYCONES LIBEREES
PAR HYDROLYSES

3.1 EXTRACTION ET ANALYSES DES AGLYCONES

Pour analyser les glycosides quantitativement et qualitativement nous avons eu recours i
deux méthodes. La premiére méthode est qualitative et consiste i libérer les aglycones par
hydrolyse enzymatique des glycosides préalablement extraits du matériel végétal. La deuxiéme

méthode est quantitative et consiste 3 libérer les aglycones par hydrolysé acide.

L'hydrolyse enzymatique des glycosides ne permet pas une analyse quantitative, puisque
les glycosides ne sont pas hydrolysés en totalité. Cela est mis en évidence par le pourcentage
relatif obtenu de chaque aglycone pour chacune des deux enzymes utilisées, c'est-a-dire qu'une
enzyme va hydrolyser plus efficacement une substance qu'une autre (voir plus loin). Cependant
un hydrolyse enzymatique permet une analyse qualitative puisque les structures des aglycones
ne sont pas supposées d'étre affectées pendant et aprés I'hydrolyse. Une fois libérées par
hydrolyse enzymatique, les aglycones sont extraites 3 partir de la solution de I'hydrolyse avec du
pentane et pentane et I'éther ( 1:1/v:v ). Nous avons choisi le pentane et I'éther comme solvants
d'extraction parce que leur point d'ébullition est trés bas et permet d'éviter de perdre des
aglycones trés volatiles pendant I'évaporation pour réduire le volume a 0,5 mL avant de procéder
4 l'analyse par chromatographie en phase gazeuse. Comme le pentane est apolaire et ne peut pas
extraire efficacement les aglycones trés polaire, I'utilisation de I'éther nous a permis d'extraire

des aglycones phénoliques polaires (voir tableau 19).
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La deuxi¢éme méthode est quantitative et qualitative et repose sur I'analyse des aglycones
libérées par hydrolyse acide (HC1 : 2M) complet des glycosides contenus dans 50 g d'aiguilles.
Les aiguilles séches sont broyées en poudre fine et les substances volatiles sont extraites par
I'extracteur Likens-Nickerson dans l'hexane. Aprés acidification de la solution qui contient les
glycosides, les aglycones libérées sont extraites a leurs tours de la méme fagon que les
substances volatiles. Les substances récupérées dans I'hexane avant et aprés I'hydrolyse acide
sont quantifiées par la méthode d'addition d'un standard interne (tétradécane) et analysées par
chromatographie en phase gazeuse. Les fraction des substances libres représente 2,33 % et la
fraction liée 0,33 %. Comme on peut le constater la fraction liée des substances volatiles ne
représente que le un septiéme de la fraction libre. Cela ne nous permet pas de dire que la fraction
des substances liées ne représente pas un potentiel additionnel de substances volatiles puisqu'il
est démontré, dans le cas d'autres plantes, que cette derniére varie au .cours des saisons et du
développement de la plante 5-9. Les substances volatiles qui ont été libérées par hydrolyse acide
subissent des transformations chimiques importantes. Si on corﬁpare les substances identifiées
dans I'hydrolyse enzymatique (tableau 19) et I'hydrolyse acide (tableau 21), on constate que
certaines substances disparaissent au profit d'autres. Dans cette étude nous n'avons pas cherché i
identifier les mécanismes de transformation des structures des aglycones aprés hydrolyse dans
un milieu acide. Comme mentionné plus haut, la raison pour laquelle nous avons utilisé
I'hydrolyse acide, qui assure un hydrolyse plus efficace, est de quantifier les substances volatiles
de la fraction lie. Cependant, il faut préciser que les aglycones, aprés hydrolyse acide, sont
extraites par I'extracteur Likens-Nickerson ou les substances volatiles sont entrainées par la
vapeur d'eau qui se mélange avec la vapeur de I'hexane dans le réfrigérant et aprés condensation
et séparation des deux phases, les aglyconés sont récupérées dans I'hexane. Autrement dit, seules
les substances trés peu solubles dans I'eau sont extraites, c'est & dire les substances qui
constituent les huiles essentielles. Les substances qui sont plus ou moins solubles dans I'eau ne

sont pas entrainées par la vapeur d'eau. C'est la raison pour laquelle les aglycones phénoliques



121

(tableau 19; #25 i #31) extraites aprés I'hydrolyse enzymatique par des extractions liquide-
liquide sont absents dans le cas de I'hydrolyse acide ou les aglycones sont entrainées par la

vapeur d'eau avant d'étre extraites par I'hexane.
32 AGLYCONES LIBEREES PAR HYDROLYSES ENZYMATIQUES

Dans le tableau 19, seules les aglycones identifiées sont présentées avec leur pourcentage
relatif dans les aiguilles et les ramilles. Dans chacune des deux parties de la plante les glycosides
sont hydrolysés séparément par deux enzymes, la B-glucosidase et la cellulase. Nous avons
identifié 31 aglycones dont 14 monoterpénes. A I'exception du santéne (#1) et du campholénal
(#15) les autres monoterpénes sont des alcools. Le reste des aglycones sont des alcools

aliphatiques et des phénols.

Sur I'ensemble des 31 aglycones quatre ne sont pas des alcools (#1, 8, 12 et 15). Deux de
ces aglycones ont un pourcentage relatif important: le santéne (#1) et le a.,4-diméthylcylohex-3-
én-1-acétaldéhyde (#12) sont respectivement 4 5,17 % et 5,92 % dans les aiguilles obtenus avec
la B-glucosidase. La présence de ces aglycones qui ne sont pas des alcools est un phénoméne
trés peu rencontré lorsque les glycosides d'origine végétale sont hydrolysés avec une enzyme. Le
réle principal d'une enzyme glycosidase est de couper le lien entre le sucre et l'aglycone en
gardant les structures de ces derniers intactes. Le sucre et I'aglycone sont liés par un oxygene ol
I'enzyme attaque pour séparer les deux molécules. Aprés hydrolyse, 1'aglycone se retrouve avec
une fonction alcool. Les conditions de I'hydrolyse enzymatique, 3 37 0C et pH 5, ne justifient
pas la présence de substances qui n'ont pas au moins un hydroxyle. A I'exception du santéne (#1)
les trois autres aglycones (#8, 12 et 15) sont des aldéhydes. Cela peut laisser croire qu'il y a eu
transformation des alcools en aldéhydes correspondants. Feron 5 a compilé 26 aglycones

odorantes libérées aprés hydrolyse des glycosides extraits des plantes dont deux sont des
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cétones, le cyclohexenone et le cyclohexadiénone, et un aldéhyde, le 3-oxo a-ional. Stahl-
Biskup 7 a identifié le a-ionone aprés hydrolyse des glycosides, avec la B-glucosidase, dans les
feuilles et les tiges de Hyssopus officinalis L.

3.2.1 Comparaison de I'efficacité des deux enzymes

Dans chacune des parties de 1'épinette noire, aiguilles et ramilles, nous pouvons comparer
I'efficacité de chacune des deux enzymes, pour une aglycone donnée, en se basant sur le
pourcentage relatif obtenu par chaque enzyme. Dans les aiguilles comme dans les ramilles, en
général, l'efficacité de chaque enzyme varie dans le méme sens pour une aglycone donnée.
Prenant I'exemple du 4-hydroxy-3-méthoxyacétophénone (#30), il est 426,90 % et 12,89 % avec
la B-glucosidase et la cellulase respectivement. Comme on peut le voir lé B-glucosidase est deux
fois plus efficace que la cellulase. Cette tendance est principalement respectée pour les
aglycones phénoliques di-substituées: 2-hydroxy-5-méthoxyacétophénone (#25), vanilline (#29)
et 4-(4-hydroxy, 3-méthoxyphényl)-butan-2-one (#31). Pour les autres aglycones aromatiques,
phénylméthanol (#21) et 2-phényléthanol (#22), I'efficacité des deux enzymes est comparables
sauf dans le cas de I'eugénol (#24) qui est & 0,56 % pour la B-glucosidase et 4,53 % pour la
cellulase dans les aiguilles. Stahl-Biskup et al 7 ont étudié les aglycones volatiles des glycosides
dans les feuilles, les tiges, les fleurs et les racines de Hyssopus officinalis L. (Lamiaceae). Les
aglycones ont été libérées par hydrolyse enzymatique en utilisant séparément la f-glucosidase et
la Pectinol C. La f-glucosidase s'est avérée plus spécifique et elle a une grande affinité pour les
glycosides phénoliques que les autres substances. Svendsen 13 a aussi comparé I'efficacité de ces
deux enzymes pour hydrolyser des glycosides d'origine végétal. Il a trouvé que la Pectinol libére
trés peu d'aglycones en terme de quantité que la B-glucosidase. Dans notre investigation, le
pourcentage relatif des aglycones terpéniques libérées par hydrolyse enzymatique est nettement

plus élevé avec la cellulase que la B-glucosidase a I'exception du santene et le linalool. Cette
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efficacité est trés marquée pour le bornéol (#14), dans les aiguilles, qui est de 9,49 % avec la
cellulase et 0,28 % avec la B-glucosidase. Quoique les différences entre les pourcentages dans
chacune des deux parties de la plante pour les autres terpénes sont moins importantes, la
cellulase est plus efficace que la B-glucosidase. Williams et al 15 ont comparé cinq enzymes dont
1a B-glucosidase et la cellulase. Ils ont qualifié 1a cellulase comme étant la plus commode pour
des analyses qualitatives des aglycones volatiles des glycosides d'origine végétale. Dans une
autre étude comparative de l'efficacité de quinze systémes enzymatiques produits
industriellement, compte tenu des résultats obtenus, le Rohament CW avec la cellulase dont
l'activité enzymatique dominante est le plus efficace. Pour les aglycones qui ne sont ni

aromatiques ni terpénique (#3 & #7), 1a B-glucosidase est plus efficace.

322 Nature et abondance des aglycones dans les coniféres |

Svendsen et al 14 ont étudié les aglycones libérées par hydrolyse enzymatique avec la p-
glucosidase dans les feuilles et les aiguilles de 16 coniferes dont trois sont des épinettes ( Picea
abies (L.) Karst., Picea omorika (Panic) Purkyne et Picea pungens Engelm.). Seulement 8
aglycones sont identifiées pour 'ensemble des 16 coniféres. Quatre d'entre elles sont des
aglycones aliphatiques, deux aromatiques et deux monoterpeénes. Nous allons comparer les
aglycones que nous avons identifi€ dans I'épinette noire ( Picea mariana ) avec ceux identifiées

par Svendsen dans les 16 espéces de coniféres.

a) Alcools aliphatiques non terpéniques

Les alglycones, ( cis-hex-3-én-1-ol, hexan-1-ol, oct-1-én-3-ol, octan-3-ol ) identifiées par
Svendsen, sont détectées dans presque toutes les espéces de coniféres étudiés 14. Dans I'épinette
noire qui est le sujet de notre recherche, nous n'avons pas détecté le oct-1-én-3-o! et le octan-3-

ol. Par contre nous avons identifié d'autres alcools ramifiés, le 2,3-diméthylpentan-2-ol (#2), 3,4-
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d'autres chercheurs semble conduire aux mémes conclusions; que sous forme de glycosides les
phénols sont plus stables et plus solubles dans I'eau que les phénols libres, et une fois séparés

des sucres ils sont oxydés et se polymérisent en lignine.

¢) Les monoterpénes

Sur les 16 espéces étudiées par Svendsen le a-terpinéol est détecté seulement dans cing
d'entre elles. Dans les trois épinettes, seulement un des deux monoterpénes est détecté, le o-
terpinéol & un pourcentage inférieur 3 0,5 %. Dans Picea Mariana qui est le sujet de notre
investigation, le o-terpinéol est détecté dans les aiguilles seulement avec la cellulase 3 0,22 %.
Dans les ramilles il est de 1,33 % libéré avec la cellulase et il n'est que de 0,25 %avec la B-
glucosidase. Le deuxiéme monoterpéne, le terpine-4-én-1-ol, est déiecté dans la moitié des
coniféres mais il n'est détecté dans aucune des trois épinettes. Dans I'épinette noire nous I'avons

détecté 3 5.89 % dans les ramilles, avec la cellulase.

Contrairement & certaines études des substances volatiles sous forme de glycosides dans
les plantes, la présente étude révéle un grand nombre de monotepénes sous forme de glycosides.
Le fait le plus important & souligner est relatif aux structures de ces monoterpénes glycosides
détectés dans I'épinette noire (voir tableau 20). Dans la majorité des plantes étudiées, on trouve
au mois un de ces monoterpénes sous forme de glycoside. Stahl-Biskup 2 en 1987 a fait une
étude statistique des monotepenes glycosides et les a énuméré avec le nombre de fois détectées
dans les plantes. Parmi ces monoterpénes on trouve, le géraniol (10 fois), le 1inlool (7 fois), le -
terpinéol (4 fois), le citronellol (3 fois), le terpine4-én-1-ol(1 fois) et le bornéol (1 fois). Il est
accepté que ces monoterpénes jouent un réle cl€ dans la biosynthése des monoterpénes qu'on
trouve dans les huiles essentielles 7. 11 est intéressant qu'un grand nombre de substances volatiles

glycosidiques ne se trouvent pas sous forme libre dans une plante 6. Le groupe de recherche
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"LLASEVE" a étudié la composition de I'huile éssentielle de I'épinette noire échantillonné dans le
méme site que celui étudié dans le présent travail, et 39 terpénes ont été identifiés 54. Aucune
des aglycones aliphatiques non terpénique ou phénolique n'a été détectée dans I'huile essentielle.
Dans notre investigation dans I'épinette noire, nous avons trouvé seulement six monterpénes (#1,
9, 10, 13, 14 et 20) sur quatorze qui sont présents dans I'huile essentielle (voir tableau 20).
Cependant, il est & noter que l'acétate de bornyle représente jusqu'a 41,8 % de l'huile essentielle,
et il est de 9,49 % sous forme de glycoside (dans les aiguilles hydrolysé avec la cellulase). Le
monoterpéne qui représente une différence trés importante est le linalool. On le trouve sous
forme de glycoside & 20,08 % (dans les aiguilles hydrolysées avec la B-glucosidase) et il est
inférieur 3 0,1 % dans I'huile essentielle. La différence entre les pourcentages des monoterpénes
sous forme liée et libre, principalement pour le bornéol et le linalool dans I'épinette noire,

soutient le réle suggéré pour les monoterpénes glycosides.
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TABLEAU 19
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hydrolyses enzymatiques
Aiguilles Ramilles

No Identification % HE.z2 % HEP % HE2 % HED
1 Santéne 5.17 1,38 3,49 0,13
2 2,3-Diméthylpentan-2-ol 0,32 0,09 0,41 0,06
3 2,4-Diméthyl-pentan-3-ol 0,12 - - -
4 2-Déthylbut-2-én-1-ol 0,23 0,50 0,29 0,17
5 Hexan-1-ol 0,17 - 422 2,04
6 2-Déthylhexan-2-o} 0,98 1,12 - -

7 cis-Hex-3-én-1-ol 1,80 1,88 2,25 0,59
8 Benzaldéhyde 1,03 0,07 0,10 0,11
9 Linalool 20,08 7,42 18,42 3,61
10  Terpine-4-én-1-0l - 0,13 0,49 5,89
11 trans-Pinocarvéol - 0,13 - 1,58
12 a.4Diméhykyclohex-3- 592 1,24 0,83 0,06

én-1-acétaldéhyde

13  a-Terpinéol - 0,22 025 1,33
14  Bornéol 0,28 9,49 0,28 8,38
15  Campholénal 0,89 1,26 0,66 0,74
16  Citronellol 0,09 - 1,08 1,70
17  Myrténol 0,38 2,92 0,49 0,87
18  Monoterpénol ? 5,20 9,03 1,50 337
19 para-Cymén-8-ol 0,09 0,16 0,76 0,45
20  Géraniol 0,06 0,71 0,13 1,04
21  Phénylméthanol 1,99 2,12 2,22 2,48
22 2-phényléthanol 0,19 0,80 2,48 2,54
23 Alcool erillique 0,73 1,69 0,38 0,51
24  Eugénol 0,56 453 1,52 1,47
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25  2-Hydroxy-5-méthyl- 0,85 0,65 1,08 0,31
acétophénone

26  p-(2-Méthylallyl)- 0,26 0,30 1,62 1,19
Phénol

27  trans-Cinnamyl alcool 1,7 0,67 1,59 0,65

28  iso-Eugénol 0,15 - 0,79 1,48

29  Vanilline 3,30 2,17 3,33 1,23

30  4-Hydroxy-3-méthoxy- 26,90 12,89 4,79 1,99
acéophénone

31  4(4hydroxy, 4,38 2,16 8,70 3,33
3-méthoxyphényl)-Butan-2-one

% HLEA : % obtenu par hydrolyse enzymatique avec le B-Glucosidase;

% HED : % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la Cellulase; -

Les produits soulignés ne sont pas des alcools.



TABLEAU 20

LES AGLYCONES TERPENIQUES LIBEREES PAR
HYDROLYSES ENZYMATIQUES

No  Identification Formule (M) % (f-gh) % (Cel.) % HE,
1  Santéne CoHys (122) 5,17 1,38 1,9
Linalool C10H120 (159) 20,08 7,42 <0,1
10  Terpine-4-én-1-ol Ci0H180 (154) - 0,13 <0,1
11  Trans-pinocarvéol CioH160 (152) - 0,13 -
12 a,4-DiméthylCyclohex-3- CjoH;60 (152) 5,92 1,24 -
én-1-acétaldéhyde ‘
13  a-Terpinéol C10H130 (154) - 0,22 0,5
14  Bornéol : CioH130 (154) 0,28 9,49 0,8
1§  Campholénal Ci1oH160 (152) 0,89 1,26 -
16  Citronellol C1oH200 (156) 0,09 - -
17  Myrténol Ci0H160 (152) 0,38 292 -
18 Monoterpénol ? CioH160 (152) 5,20 9,03 ?
19 para-Cymén-8-ol Ci1oH140 (150) 0,09 0,16 -
20  Géraniol C10H130 (154) 0,06 0,71 <0,1
21 Alcool perillique C10H160 (152) 0,73 1,69 -
M+ : Poids moléculaire;

% (B-glu) : % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la B-Glucosidase;
% (Cel.) : % obtenu par hydrolyse enzymatique avec la Cellulase;
% HE. : Monoterpenes identifiés dans I'huile essentielle de I'épinette noire.



130

TABLEAU 21
AGLYCONES VOLATILES LIBEREES PAR HYDROLYSE
ACIDE DES GLYCOSIDES
No  Identification Formule (V*) % % HE.
1 Santéne CoH14 (122) 4.03 1.9
2 para-Cyméne CioH14 (134) 580 <05
4 cis-Hex-3-én-1-o0l CsH120 (100) 0.08 -
] Citronelial C10H180 (154) 3.36 <05
6 Benzaldéhyde C7HgO (106) 2.50 -
7 Linalool CoH;30 (158) 10.82° <05
8 Terpine-4-én-1-ol Ci10H180 (154) 0.04 <05
9 trans-Pinocarvéol C10H160 (152) 1.06 -
10  oa-Terpinéol C10H180 (154) 1.11 0.5
11  Bornéol Ci10H180 (154) 2.38 0.8
12 Pipéritone C10H160 (152) 2.31 <035
13  Campholénal Ci0H160 (152) 0.21 -
14  Phénylméthanol C7H30 (108) 0.86 -
15§  2-Phényléthanol CgH;00 (122) 1.89 -
M* : Poids moléculaire;
% : % obtenu par hydrolyse acide des aiguilles;
% HE. : Monoterpénes identifiés dans I'huiles essentielle de I'épinette noire.
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CONCLUSION
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Tel que cité dans le titre du projet, celui-ci portait sur I'analyse chimique des glycosides
extraits de Piceae mariana (Mill.) B.S.P. L'analyse et la nature des résuitats obtenus ne nous
permettent pas d'établir une conclusion unique et définitive, mais plutdt de présenter différentes

conclusions possibles dont la réponse finale nécessiterait une continuité au projet.

Ainsi, I'analyse chimique des extrais de I'épinette noire nous a révélé la présences de
substances volatiles sous forme de glycosides qui ne sont pas extraites par les méthodes

conventionnelles utilisées pour I'extraction des huiles essentielles.

Les résultats obtenus par les deux méthodes d'analyse des glycosides, avec ou sans
transformation chimiques, ne nous permettent pas de faire un lien entre les deux. Par contre,
cela nous permet d'appuyer le fait que le sucre majeur qui constitue les glycosides est le §-D-
glucose. Dans les quatres glycosides qui sont purifiés et analysés, le sucre est le §-D-glucose.
Nous avons proposé une structure pour chacun de ces quatres gluéosides basée sur des données
spectroscopiques, en I'occurence la spectrométrie de masse et la résonance magnetique nucléaire
du proton et du carbone 13. Qoique ces données ne nous permettent pas d'identifier
difinitivement les glycosides, les structures proposées pour les glucosides #1 et #4, des produits
connus, sont conformes aux données de la littérature. Aussi les substances libérées par
hydrolyse enzymatique sont supposées &tre des substances lies au B-D-glucose puisque les
deux enzymes utilisées, la B-glucosidase et la cellulase, sont spécifiques pour hydrolyser les B-

D-glucopyrannosides. Il reste que la f-glucosidase est plus efficace pour hydrolyser les

glucosides phénoliques et la cellulase les glucosides terpéniques.

Les substances hydrolysées et extraites, des aiguilles et des ramilles, ne présentent pas de
différences an niveau des structures. Cela nous permet de conclure que les mémes glycosides se

trouvent dans les deux parties de 1a plante. Nous avons identifi€ 31 aglycones comparativement
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a Svendsen 14 qui a identifié huit aglycones dans 16 coniféres. Comme nous l'avons indiqué
dans la discussion, 1a méthode d'extraction liquide-liquide permet d'extraire plus efficacement
les aglycones polaires et non polaires que I'extracteur Likens-Nickerson. Dans ce dernier, les
substances sont entrainées par la vapeur d'eau qui est portée a ébullition et par conséquence on

court le risque de transformer les structures chimiques des aglycones.

Dans I'éventualité d'une poursuite de l'étude des glycosides de I'épinette noire, il serait
intéressant d'explorer:

- La variation de la nature et de 1a concentration, au cours des saisons, des substances
volatiles liées aux sucres, dans les aiguilles comme dans les ramilles, par rapport a celle des
produits qui ne sont pas liées 3 des sucres.

- L'influence de I'hydrolyse enzymatique sur les structures de cértaines aglycones qu'on
ne trouve pas sous forme d'alcools.

- L'analyse spectroscopique de glucosides monoterpénes purifiés par chromatographie

en phase liquide.

Dans 1a réalisation de ce projet de recherche, les objectifs personnels ont été atteints. En
plus de me permettre Ia finalisation de ma Maftriée en Ressources Renouvelables, j'ai acquis et
approfondi des connaissances dans certaines techniques d'extraction, de purification et
d'analyses spectroscopiques. Mais le plus important c'est de réaliser que sans la patience et la
persévérance, que tout chercheur ou chercheuse doivent posséder, on ne peut mener a terme un

projet de recherche dans lequel il y a toujours des obstacles qu'il faut franchir pour avancer.

Mohammed Bouhajib, Mai 1992.



ANNEXE I

SPECTRES DES GLUCOSIDES PURIFIES.
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Glucoside #1: Spectre de masse 2 ionisation chimique.

OATA: JBFING2 #169 SCANS 170 339

RIC
A1,24,90 18:53:00 CALI: FC43J17 #3

SAMPLE: #1

CONDS.: SOLID PROBE CI-ME
RANGE: G 11,9999 LABEL: N 0, 4.8 QUAN: A 1, 1.0 J @ BQSEESU 48, ?

\
\

RIC
: /
/ |
{ \
L ——————————————r —— L P =
L) 192 159 209 250 390
1:15 2:38 3:45 S: 99 6:15 7:39
108.6 4 153
315
]
m'\
145
d 122 181
50.0 -
34
m"
343
137
1 wel
K
185 133 r
111 ‘ 355
| ll’ A
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/e 150 209 26 | TV NI R
v 304 359 400
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Glucoside #1: Spectre de masse 2 ionisation électronique.

RIC . DATA: SOFIN39 41 SCans 170 345
0172499 8:43:00 CALI: FC43JAZ2 #2
SAMPLE: #1

CONDS.: SOLID PROBE
RANGE: G 1,9999 LABEL: N @, 4.8 QUAN: A 1, 1.0 J O BASE: U 40, _‘4?3

RIC

/
-
LA A T A AN A SRS AN AL AR IR AL LA B S AR SR SR A BN SNt S et B S S St
<a 100 156 289 50 200
1:15 2:39 3:495 S: 0@ €:15 7:%0
100.0 - -
|
| t
152 |
83 137
57
Sg.@ . €9 L
w 1
97 199 127
1 145 r
I
| U | |
L
i JLMM Lbithd gl
B M ¥

. 1
"z N1 166



Glucoside #1: Spectre de RMN !H.
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Glucoside #1: Spectre de RMN 13C,
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Glucoside #2: Spectre de masse 2 ionisation chimique.

RIC DATA: 9@FINSS #1 SCANS 170 347
@1/24/90 14:16:00 CALI: FC43J17 #3
SAMPLE: #&,

CONDS.: SOLID PROBE CI-ME :
RANGE: G 1,9999 LABEL: N @, 4.8 QUAN: A 1, 1.0 JXSBI BASE: U 48, 7

100. 8-

RIC | ,

-
e T e S S L R e
58 198 150 20@ 259 300
1:19 2:39 3:43 S:00 6:195 7:%
100.0 - 138 {_
127 r
145 L
165
155 L
50.8 L
J r
A
I‘\
- 239 b
177
1 wt L
195 22y 27 ' 339
| l”llnrhi R O At A DU Wil bl 8 S
Y T T T rTrryrrrer1 v T T )




Glucoside #2: Spectre de masse a ionisation électronique.

RIC
91/23/90 14:32:99
SAMPLE: #%,

CONDS.: SOLID PROBE
RANGE: G

1,9999 LABEL: N 8, 4.8 QuUAN:

DATA:
CaLl:

9OFINS4 %1
FC43JR22 #2

SCANS

170 423

A 1, 1,8J 8 BASE: U 49, 7
215

169, 8 /
f\‘j
I
'5
RIC | | %
1S 32 4093
R e e e e P S S e
so 160 150 299 759 200 358 460
1:19 2:30 3:45 5:99 €19 7:30 8:495 10:96
190.@ - 12
43
;
136
5.0
] 1
72
{ 5? 85
45
61 .
] 69 Lo
87 (
65 ; w2 BN
71 ' P \L«L
55 aty a7 : 4
4 127 145 N
47 51 63 i7 83 197 \ 163
e Lisl o eI Wy us | 154
+ T Y LA I ' T T ! T
nz ) 89 198 129 148 169
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Spectre de RMN IH,

Glucoside 2
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Glucoside #2: Spectre de RMN 13C,
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Glucosides #2 et #3: Spectre de RMN 1H.
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Glucosides #2 et #3: Spectre de RMN 13C,
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Glucoside #4: Spectre de masse 2 ionisation chimique.

RIC DATA: 9EFINSS #t SCANS 170 383
61,2490 12:28:00 ‘ CALI: FC43J17 #3
SAMPLE: Ay

CONDS.: SOLID PROBE CI-ME
RANGE: G 11,9999 LABEL: N @, 4.8 QUAN: ﬁl?é, 1.86J @ BAsE: U 49, 7

188, 8+
| \
RIC |
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59 198 150 200 258 3008 359
1:19 2:38 3:45 5:09 6:15 7:38 8:45
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Glucoside #4: Spectre de masse a ionisation électronique.

RIC OATA: SGFINED K1 sCa
21/23/99 12:42:00 CALI: FCA3JA22 #2 SRS 1T e
SAMPLE: #if

CONDS.: SOLID PROBE
RANGE: G 1,9993 LABEL: N @, 4.8 lggﬁN: R 1, 1.0 @ BASE: U 40, 7

1@8. 8+
-ﬁ
RIC 4
} 4
‘ 1;0 ' 2;8 ‘ ' ¢ ' ;
309 460 S0
2:39 5:99 7:20 10:00 1;?29
SHMFLE: 8

CONDS.: SOLID FPROEE
#1394 TO #2062 AUERAGED - #1827 TO #112 - ¥284 TO #2592 X1.0@
73 —

68 L

131
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Spectre de RMN 1H,

.
L

Glucoside #4

-y

GLYCOSIDE

91°8eE

652921
»5 2951

66 6591

1875241 N\
98 6541
6L 1921

2143




148

Spectre de RMN 13C.
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ANNEXE I

EXEMPLES DE CHROMATOGRAMMES DE CPG.
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Hydrolyse enzymatique avec la B-glucosidase de I'extrait des ramilles.
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Hydrolyse acide des glycosides de 50 g d'aiguilles.
D 8 - ‘5 : 3 2 *

IR
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ANNEXE III

SPECTRES DE MASSE DES AGLYCONES.
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Aglycone # 1: Santéne C9H14 (122)
RH3$528 x!  Bgd=219 6-SEP-98 12:13+2:88:84 Ele
1=288mv  TIC=7525809 Acnt:

18 .73
4 34
88 .
£9
48 |
28] 122
] 72
63 187
6 A

§8 89 188 128 148 158 188 288 228 ¢

Aglycone #2 : 2,3-diméthylpentan-2-ol C+H160 (116)

S el e g B e o
s 6C= 48"
88
68
48 |
28 |
8 2

58 198 158 28e 258
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Aglycone #3 2 4-diméthyl-pentan-3-ol C7H160 (116)

nOHA686 x| 8gd=197 17-SEP-91 89:85-9:83:59 12-250 3G

8pn=9 [=32av  Ha=@ TIC=1135008 fent -

gt= 55°

108, 73
88
68 |

1 55
48 |

-
28
gl - : . —

8 188 158 289 258

Aglycone #4 : 2-méthylbut-2-én-1-ol CsH O (86)

nOKE!3(8 x| B8gd=197 17-SEP-91 89:85-8:17:15 12-258  El-
BpN=8 I=47mv  Ha=8 T1C=632008 Acnt: ‘
L= 78°
198, N

88 |
60 _
48

53

28 . 86

58 18 150 208 258
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Aglycone #5 @ Hexan-1-ol CeH140 (102)
MOHE 1462 xl  Bgd=197 (7-SEP-3! 89:@5-8:13:82 12-258  El-
Bpn=8 162y Ha=B  TIC=763988 " e 70

18, Sﬁ
1
o8 |
56 .
49 |
]
69
28 |
e ) - ‘ ,
58 188 158 208 258

Aglycone #6 : 2-méthylhexan-2-ol C7H160 (116)

MOH11485 x1  Bgd=137 17-SEP-91 99:85-8-13:18 12-258  Ele

BpM=8 1=289av  Ha=@ T1£=3875808 fcnt :

ge= 740

124 53
88 |
58
48 |

] 181
28 |

83 -

B4J 1 J ——

58 168 158 28 258
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Aglycone #7 Cis-hex-3-én-1-0l  CeH20 (100)

MOH#1613 x|  Bgd=187 17-SEP-91 89:@5-8:28:47 12-250 £l-
Bpn=8 12239y Ha=8 T1€=5541808 Acnt:
G6C= 77°
188 67
98
8 o
82
“ﬁ
20 |
ol Whall g ' , , .
58 199 158 208 258
Aglycone #8 :  Benzaldéhyde C7HeO (106)
MOHE2278 xl  Bgd=197  17-SEP-81 83:@5-4:eh: 3¢ 12-258 £l-
Bpn=a [=123av  Hn=0 T1C=3244008 fcnt -
6C= 92°
tea, 77
196
88 |
68
5¢

48
28 |
8 ﬁ?j}ﬁ

58 198 158 208 258
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Aglycone #9 : Linalool Ci0H180 (154)
MH 142898 x| Bgd=2862 7-GEP-39 18:4B-9:26:25 Ele
1=338av TIC=13877888 fent :
180, N
]
aa1
68 |

121

1]
1] 88 188 128 149 168 188 288 228

Aglycone #10 :  Terpine-4-én-1-ol C10H30 (154)
SMH4#2753 i Bgd=l  13-SEP-98 18:81+8:34:03 £l
=85e  T1C:2017860 fcnt

18, 71

80 .

68 |

@ 93

1= i

e 8

1 ‘ l l W 136 54

1 e s A .
68 00 190 128 148 160 188 288 228 248



Aglycone #11 : Trans-pinocarvéol CioH160 (152)

SHH193812 x| Bgd=!  12-SEP-98 13:34-8:37:84 Ele
l=24av  TIC-093808 fent :
18a_ 55
50 91 S
68 J 78
. 83
48
1 1
28
1 118
W T
8 i ]

68 80 188 128 148 158 {88 288 228 =248

Aglycone #12 ¢ 3-Cyclohexéne-1-acétaldéhyde,.a.,4—diméd1yle Ci0H160 (152)

MOH#3842 xl  Bgd=2555 17-SEP-91 83:85+8:37:26 12-250 £l-
BpM=8 12289av  Hm=8 TIC=6187880 fent:
6C= 118°
108 94
1 73
82
68
48
28
| 138
‘| 53 I3 o ]

159
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Aglycone #13 :  o-Terpinéol C1oH150 (154)
MH381548 x| Bgd=1533 6-SEP-98 12:13+8:28:83 El-
1=377av TIC=18649088 fcnt:

1ga, 59
88
68 ]
93
48
81
87 121
e8] 1%
: @
ol
y
9 .[HA S A VR

68 68 188 128 148 158 168 288 228

Aglycone #15 :  Campholénal C1oH160 (152)
MOHI3564 xI  Bgd=3831 17-SEP-91 89:85-9:43:38 12-258 I+
BpM=B  I=113av Ha=8  TIC=3134888 fent: §
gc= 122° ¢
100, 188
88 |
-
52 4 93
1
48 .
§7
28 | 55 77
1A
8 | l ']1 1?7 , . .
58 188 158 208 258
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Aglycone #16 :  Citronellol C10H200 (156)
SNH4E3622 x| Bgd=361!1 13-SEP-98 18:@18:d4:11 El-
1=302av T1C=18853808 ficnt :

63
188,
88 |
s5
§o.
8l
7
49 ‘
) 85
28
188 123
. 138
I
§8 68 180 128 148 158 189 288 228 240
Aglycone #17 :  Myrténol C1oH160 (152)
SMH483696 x1 Bgd=3611 13-SEP-98 18:81-8:45:82 El-
[=184av TIC=417608 Rent :
188 73
88 |
58 |
. 3
28 & 188
118

s | Mol s

68 88 183 128 148 168 198 288 228 248 ¢



Aglycone #18 :  Monoterpénol ? CioH160 (152)
A0KE3635 x!  Bgd=3831 17-SEP-91 89:@5-8:45:82 12-258  El+
BpN=8  [=1Glav Ha=@  TIC=5886080 fent : :
6C= 125°
188 93
A 121
89 | 73
68 |
48 |
28y 5
67
1 186
B_ ﬁ'Ill l‘ﬂ 1'?2 r .
) 108 158 208 258
Aglycone #20 :  Géraniol’ C10H180 (154)’
NH4 41645 x!  Bgd=1533 6-SEP-38 15:22-8:21:89 El-
1=78av  TIC=25220@8 Aent: ‘
100_ 89
88 |
58
48
155 o 199
% - 9
i
1 et
0 1
68 88 8@ 128 148 168 189 298 229
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Aglycone #21 :

Phénylméthanol

C7H 150 (108)

MOH4858 xi  Bqd=3688 17-SEP-91 89:85-8:49:16 12-258  El+
8pM=8  [=(88av Ha:@  T1(=5897848 Rent -
GC= 134°
78
188,
. 188
89 |
59
48 |
| st
28 ’
Q)
85 99
) [ l ( i . _
58 128 158 289 258
Aglycone #22 :  2-phényléthanol CgHi00 (122)
MOH14288 x| Bgd=3686 17-SEP-31 B3:85+4:51°81 lc-cim .-
PaNs? I-Elav Ya=@  [IC=1A69A09 fient :
6¢- 13"
raa] 9]
80 |
58
48
o8 | . (22
1 st 7
o L ULk 4 1@ , . ,
58 198 158 268 258
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Aglycone #23 :  Alcool périllique CioH160 (152)
MGHI4506 xi  B8gd=3686 17-SEP-91 @3:95-8:55:38 12-258  Ele
BpM=8  1:=52av  He=@  T1C=31393808 Aent :
6C= 1470
188, 68
79
88 ]
1 ss
59 33

280 258
Aglycone #24 :  Eugénol CioH 120, (164)
SHH15373 x| Bgd=5316 12-SEP-98 13:34+1:04:3¢ El-
[=236av  TIC=12622098 fient :
100, 164
88 |
’ ”
55
887
193
1 91
48 | 131
149
Il s
n et
28 l
[} g] Ll' il '_ll Y

il
68 88 188 128 148 168 188 288 220 248 2
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Aglycone #25 :  2-Hydroxy-5-méthyl-acétophénone CoH1002 (150)

MOH#5432 x1 Bgd=3686 17-SEP-31 @9:85+1:95:16 12-258 £l
Bph=8 [=164av Hm=3 T1C=4353698 Rcnt
' , GC= 166°
188, 150
88 |
135
68 4
49 J
77
197
28 |
51

‘J 83

9 . I.[L“ T

58 198 158 288 258

Aglycone #26 :  p-(2-Méthylallyl)-phénol  Ci0H120 (148)

MOHE5826 xI  Bgd=5543 17-SEP-9% 89:85-1:99:37 12-250 £l

8pn=9 [=74av  He:=8 11C=4849689 fAcnt: ¢

6C= 175°
198, 148
88
79

0 91

) 187 /
49 |

133
57
7

28

L by
9 ” l”ll

58 188 158 288 258
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Aglycone #27 :  trans-Cinnamyl alcool CoH 100 (134)
MH411768 xI  Bgd=1666 6-SEP-98 15:22-8:22:38 El-
1:53av  TIC=4586888 Acnt -
198, 134
8] 59

J ” 17
68

55

8 88 188 128 148 168 188 209 228

Aglycone #28 :  Iso-eugénol Ci1oH 1202 (164)
SMH1 #6888 x|  8gd=5316 12-SEP-98 13:3¢~1:12:54 El-
1=34av  TIC=1374800 Rent

164

168,
8 |

1

A

§8 .

-
. 3 183

i 13 M9
alll ¥

i
8 l[, nlit | ll,

68 88 19 109 148 158 188 288 220 248 2



Aglycone #29 :

Aglycone #30 :
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Vanilline CgHg03 (152)
1598946883 x1  Bgd=6788 17-SEP-91 99:@S+1:21:18 12-250 £l
BpM=151 1=93@av Ha=154 TIC=17829898 sy Acnt : '
6= 138° 1
198, 151
88
68 |
48 |
8 at
53 189
'} - ga.ﬁ ! . .
58 198 158 268 258

4-Hydroxy-3-méthoxy-acéophénone CoH 1003 (166)
1788447084 xI  Bgd=7854 17-SEP-91 83:85-1:24:38 12-256  El»
BpM=15t 1=1.4v Ha=16B TIC=27674888 Sy fent:

GC= 208°

Lea. 51

89 |

68
1 186

4

2

20 | 123
52 108

9 136
3 MJ.L A |

158 280 258
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Aglycone #31 :  4{4Hydoxy,3-méthoxyphényl)-2-butanone CiiH1aHs (194)
Mm783547335 x1 4Qd=//98 1/-5tF-91 ¥9:49+1:34°1> (2-¢5H Ele
BpM=137  [=538av Ha=136 TIC=10412888  SU fcnt -
GC= 199°
189 137
]
88 |
50 |
]
48 194
28 | 18
31 151
1 st 85 7 LL ;
197 :
] _Md i [“ all . 188 173 § . |
58 168 158 200 258
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