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Résume

La mise au point de méthodes d’extraction et défipation des stilbénes  polyphénoliques
dans la vigne en utlisant les deux htegues chromatographiques : la chromatographie
liguide haute performance et la chromatographkentrifuge de partage a permis
I'isolement de plusieurs produits dont un estuveau .

Leur caractérisation structurale, par spectroscopiamment la résonance magnétique nucléaire,
1D et 2D conduit a [lidentification des stilE&n déja connu dans la vigne mais avec des
poids importants et deux nouveaux produit, le érenet la vitisine C.

La vinifierine, le picéatannol et le resveratrat @également été isolés a partir de la vigne.

Abstract
The development of methods of exibacand purification of polyphenol stilbenes in

the vineyard using the two chromatographic techesquthe high performance liquid
chromatography and centrifugal partition chromaapry allowed isolation of several products
which two IS new.

Their structural characterization by gpmEsropy, including nuclear magnetic resonance,
1-D and 2-D led to the identification of stilbersdseady known in the vineyard but with heavy
weights and a
newproduct.

The vinifierine the picéatannol and reste have also been isolated from the vine.
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[. INTRODUCTION

Les plantes sont depuis toujours une soessentielle de médicaments. Aujourd’hui encore
une majorité de la population mondiale, plus paligcement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des renigtionnels a base de plantes. De
I'aspirine au Taxol, l'industrie pharmaceutique reote elle-méme s’appuie encore largement
sur la diversité des métabolites secondaires végédiaur trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques inédites. Cette source senmdpuisable puisque seule une petite partie
des 400'000 especes végétales connues ont étdignees sur les plans phytochimique et
pharmacologique, et que chaque espece peut coisgira plusieurs milliers de constituants
différents la présence d’un type ou d’un autre de polyptgnol

Ces substances biologiqguementvegtisont reconnues comme possédant diverses
propriétés pharmacologiques :

- antioxydarit’

- anti radicalafl®®compte tenu de leur facultés & piéger les raditibwes et de
leur propriété antioxydante importante, les polypiig sont facilement altérés et donc d’'un
usage délicat en thérapeutique et en cosmétique.

- stabilisatrice du collagéhe

- vasculoprotectrice et veinotomgju

- hypocholestérolémiarite

-antiathéroscléraeet cardiotoniqué™.

-antivirale'?

-antimicrobienrig.

Compte tenu de leur large inteevallactivité biologique, de nombreux chercheurs
s’interessent aux polyphénols de la vigne.
C’est conscient de I'intérét de cette famille denposés, que le Laboratoire de Pharmacognosie
a démarré en 1990 un travail d’isolement et dect@raation des molécules polyphénoliques les

plus abondantes de la vigtfe

Le travail qui m’a été confié a mon arrivée slémLaboratoire en 2008 concernait I'isolement,
la purification et I'analyse structurale de stileén Il a été réalisé sous la direction du Professe
Jean Michel MERILLON et le Docteur Pierre Waffo eguo.

On retrouve les stilbenes dans de meusdes familles : Cyperaceae, Dipterocarpaceae,
Gnetaceae, Leguminosae, et Vitackada vigne qui est une source alimentaire impaeaest
la plante qui contient le plus le rerveratrol eviaiférine .On y retrouve des diméres triméres ,

tétraméres, héxameéres , heptaméres, et octaméres
15



Notre travail comporte trois parties :

Lapremiére partieest consacrée a I'étude bibliographique sur lemaissances acquises a
ce jour sur la vigne et plus particulierement surr lcontenu phénoligue ainsi que des techniques
mises en ceuvre pour leur identification

L’essentiel de notre travail personnel féabjet de la deuxieme partie.elle rapporte
I'isolement, la purification des produits stilbénas.

La troisieme partieest consacrée a I'étude spectrale et la caraatiénsdes stilbénes
purifies dont deux sont nouveaux.

La partie expérimentale de ce travail gspoatée dans lquatrieme partie.
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- GENERALITES SUR LES POLYPHENOLS

II. 1 - Origine biogénétique des polyphérn® dansVitis vinifera

Les polyphénols sont des métabolites sexicesl largement distribués dans le régne
végétal, ou ils existent sous forme libre ou glyb@s. Leur caractere ubiquiste fait qu'on les
retrouve déja chez les végétaux inférieurs (Brytgg)y Chez les Fougéres et les
Gymnospermes, ils sont présents mais peu variéststalement, par contre ils sont tres
largement représentés chez les Angiospermes odilersité structurale est maximdafe
Il est maintenant bien établi que les voies acéhshikimate convergent pour donner naissance
a des dérivés endgdC3-Cg (flavonoides)’ et des dérivés engdCo-Cg (stilbénes)®,

Structure des stilbenesg€C2-Cg)
Structure des flavonoides g 3-Cgp)

D'apres le mécanisme des réactions catalyséea phalcone synthase et la stilbéne (resvératrol)
synthase” il apparait que, dans le cas des flavonoidesydie & dérive de la voie des acétates
(malonates) alors que le cycle B et les trois aagbode I'hétérocycle C proviennent plu
coumaryl-CoA (voie des shikimates). En ce qui conedes stilbenes, les carbones 2, 3,4, 5 et 6
du cycle A dérivent de la voie des acétates, ajaesle cycle B ainsi que les carbones 1, 7 et 8
ont pour origine la voie shikimate.

La voie de biosynthése des flavonoides fait irtieivde nombreuses étapes, dont certaines sont
encore mal connues. Par exemple, I'anthocyanidimn¢hase conduisant a la formation des
anthocyanes n'a pas été isolée et son mécanisot®né&l demeure indéterminé.

La formation de |'épicatéchine, qui possede unefigaration 2,3eis, demeure une grande
inconnue. Pourtant la stéréochintis est dominante dans les tannins condensés des dmies
raisin?° Selon® I'hypothése la plus vraisemblable serait l'intatien d'une épimérase au niveau

du 2,3-trans-dihydroquercétol.

18



II. 2 - Connaissance de composition de la vigne
A .Les polyphénols de la vigne
A.1.Composition phénolique

La vigne, fruit de la terre, contient a sa maéuprincipalement de I'eau et des sucres
(glucose, fructose, pectine et polysaccharides).ffisséde aussi d'autre compoSé&omme,
des terpénes (citrol, geraniol...), des aldéhyddwafatl, propanal, vanilline...), des anthocyanes
(responsables de la couleur) et des tanins.

Les composes phénoliques sont desstituants important de la vigne. lls sont
caractérisés par la présence d'un noyau benzémguent un ou plusieurs groupements
hydroxyles, pouvant étre acylés ou glucosylés. r lrmmenclature est basé sur la distinction
entre les composés non-flavonoides et les flavesoid

A.1.1.Les non-flavonoides

Les composés non-flavonoides regroupentaesies phénoliques ainsi que les stilbénes.
lIs ne possédent pas de squelette « flavone »

A.1.1. 1-les acides phénol

On distingue tout d’abord les dérivés de l'aclibnzoique, composés d’'un squelette a sept
carbones. lls sont principalement représentés anasisin par I'acide gallique, qui est
généralement lié par une liaison ester a I'épit¢atec D’autres composés phénoliques sont
également présents, comme les dérivés d’esterxyannamiques possédant une structure du
type C6-C3 (Figl)
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) COOH
R S |
D—(liH
CHOH
HO |
COOH
R2
Esters hydroxynnamiques R1 R2
Acide t-caféiques OH H
Acide p-coumarique H H
Acide t-fertarique OCHs H
Acide t-sinapique OCH;3 OCHS3

Figure 1 : Structure chimiques de quelques dérivis|'ester hydroxycinnamiques présents

dans les raisins
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Parmi les acides phénoliques, 7 acides benzo(Gtigsont été identifiés dans le vin :

HO COOH

HO
acide gallique

1

CH30

HO COOH

CH30

acide syringique

D’autres acides phénols sont présents dans le \@raisin, qui appartiennent a la série des

acides cinnamiques (8-10) :

HO

acide férulique
8

CH30

HO COOH

acide vanillique

2

HO ——@-—COOH

acide p-hydroxybenzoique

OH
COCOH
HO

acide gentistique

7

HO
H0~©7 COOH

acide protocatéchique

3

OH

COOH

acide salicylique

acide p-coumarique

HO



HO

acide caféique
10

HO

Les acides hydroxybenzoiques, tout comeseatides hydroxycinnamiques, font partie
des composés phénoliques les plus représentédasheggétaux. IlIs sont présents dans le vin
sous forme libre ou sous forme de combinaison ge Bster avec des hétérosides, ou avec

I'acide tartrique formant les acides coumaroylrique 11 et cafféoyl tartrique.2

N H O COOH
‘\\\H
H HO N 07D OH
HO H\
COOH
HO H
acide coumarroyl tartrique acide cefféoyl tartrique
11 12

lls existent également sous forme d’hétérosidesqaation de leur fonction phénol avec des

sucres : 'acide (E) ©-B-D-glucosyl p-coumarique13?*

Acide (E) 40-B-D-glucosyl p-coumariquel3

A.1.1.2-Les stilbénes

Les stilbéines sont des polyphénols dont le stpeelde base est constitué de deux cycles
benzéniques reliés par un pont éthyléne ; A pdetistructure relativement simple, il existe une
variété de composés, dont la nature varie en fmmctdu nombre et de la position des
groupements hydrpxyles, de la substitution parsdeses ou des résidus methoxy, ainsi que de la

configuration stérique (trans-ou-cis) de la molécul
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OH OH
=
HO N O
C ” ®
OH

HO HO
Tans-resvératrol cis-reat&
14 15

OH
CH50 N O
® “

OCH;

Ptérostilbene
16

OH
HO 7 \ 7 OH
HO
O @) OH
O
H
O N oﬁ?@w \ OH
HO OH

OH

Trans-picéide Qigeide
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A.1.2 Les flavonoides

Les composés flavonoides sont formés d'un squebidtdbase a 15 carbones (C6-C3-C6),
correspondant a la structure de la 2-phényl-benpogy (Fig 2). Au sens large du terme, ce
groupe comprend principalement trois familles dmgosés : les flavonols, les anthocyanes et

les flavan-3-ols, qui se différencient par les ésgi’oxydation du noyau pyranique cenffal

3I
2 4'
8 1'
8a O W 5|
5
7 . :
= 6
& 3
4z 4
L
O

Figure 2 : Structure chimique de la 2- phényl-benzoyrone

A.1.2.1. Les flavonols

Quatre flavonols sont majoritairement préselass le raisin : Le kaemférol, la quercétine, la
myricétine et I'sorhamnéthine (fig 3).Les dérivés ld quecétine sont toujours prédominants.
Ceux de la myricétine semblent étre spécifiquesvauiétés de raisin rougés0On leur attribue
des propriétés bénéfiques dans le traitement déslima du coeur et des canéér§>'ou encore
des activités antitumorales et chimiopréventives.

Ry
OH
HO O
R2
OH
OH O
Flavonols R1 R2
Kaempferol H H
Quecétine OH H
Myricétine OH OH
Isorhamétine OCH; H

Figure 3 : Structure chimiques de quelques flavonslprésents dans le raisin.
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A.1.2.2. Les anthocyanes

Les anthocyanes jouent un rdle prépondérant tharoloration des raisins rouges. Leur
structure de base est caractérisée par un noyavene » généralement glucosylé en position
C-3 ®. Les anthocyanes se différencient par leur degrgddixylation et de méthylation, par la
nature, le nombre et la position des oses liés md&cule. Laglycone ou anthocyanidines
constitue le groupement chromophore du pigmentdistingue cing anthocyanidines dans le

genre Vitis : La cyanidine, la péonidine, la detpdiine, la pétunidine et la malvidine (Fig 4)

HO

Anthocyanidines R*=H R1 R2
Malvidine OCH3 OCHS3
Péonidine OCH3 H

Delphinidine OH OH
Pétunidine OCH3 OH
Cyanidine OH H

R*: Forme monoglucoside, R = glucose

Figure 4: Structure chimique de quelques anthocywiines

B. Polyphénols de la vigne et santé humaine

B.1 - Quelques données épidémiolog&jue
A De nombreuses données épidémiologiques obtenpagifide grands nombres d'individus, au
cours des 20 derniéres années en Europe et aux $dggerent qu'une consommation modérée
de vin est favorable pour la santé, en particutierexercant un effet protecteur contre les
maladies cardio-vasculairds>>3¢3"3% e plus souvent, la relation entre la consommatiervin
et la mortalité cardio-vasculaire donne une cousheforme de U ou de J, qui traduit un
minimum de risques pour les consommations modétéesn (2 a 4 verres par jour) avec une

diminution de mortalité de 25 a 40% par rapport alpstinents. Pour des consommations
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immodérées, l'effet cardio-protecteur disparait,risque de mortalité par maladie cardio-
vasculaire augmente alors avec la consommatioeeemt nettement supérieur a celui observé
chez des abstinents. D'autre part, les autres dissalcoolisées ne montrent pas ces effets

bénéfiques sur la santé.

La France (plus particulierement certaines régimmmame celle de Toulouse) occupe une place
"privilégiée” par un taux relativement faible de nadité cardio-vasculaire, malgré une
consommation conséquente de graisses saturéesqiaerd celle des autres pays les plus
industrialisés, ce qui fut appelé le "Paradoxe §aesi par le Docteur Serge Renaud. En effet, la
frequence de cette maladie, trés importante glabai¢ dans les pays industriels, est trés
variable en fonction des pays et méme des régRasexemple elle est 5 fois plus grande en
Ecosse et en Finlande qu'en France. L'auteur @dtriie paradoxe en grande partie a une
caractéristique du style de vie francais, qui astdnsommation réguliere de vin au cours des
repas. Les facteurs environnementaux jouent sanme dm role primordial. En effet les migrants
d'une région auront la méme fréquence de maladelapopulation d'accueil. Au Danemark,
pendant les 15 dernieres années, la mortalité dyuaeraladies coronariennes a chuté d'environ
30%. Parallelement, on note qu'avec l'ouvertureedpays au marché européen, les habitudes de
consommation d'alcool ont évolué de maniere speletiae, avec une nette préférence pour le
vin. De 17% en 1975, la part de consommation depanrapport a la consommation totale

d'alcool (stable pendant cette période), est pas8686 en 1992. Les résultats tres récents de

I'équipe Gronbaek , confirment que le taux de d@ee¢snaladies cardio- et cérébro- vasculaires
(ou toutes causes confondues), est nettementaihle thez les consommateurs de vin que chez
les consommateurs d'autres boissons alcooliséehext les abstinents. En effet pour des
consommations de 3 a 5 verres de vin par joustpug de déces par maladies cardio- et cérébro-
vasculaires diminue de 56% par rapport aux abgsnémdis que le risque de déces par d'autres
causes diminue de 50%.

A Quelques études épidémiologiques, réalisées #ats-Binis, montrent qu'une consommation
modérée de vin diminue (ou n‘augmente pas), coein@nt aux autres boissons alcoolisées, le
risque de cancer oropharyng&® ou du seirf* Aussi, en Italie*? observent un minimum de
risque de cancer suite a une consommation modérea d

A Des effets du vin sur le vieilissement céréhwat été mis en évidence récemment par le
Professeur Orgogozen Gironde et en Dordogfi@ En effet, une consommation modérée (3 & 4
verres) de vin est associée a une réduction nesigisues de maladies dégénératives telles que

la démence sénile et la maladie d'Alzheimer.
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A La premiére interrogation qui nous vient a l'ésponcerne les molécules responsables de ces
effets bénéfiques du vin sur la santé et qui disiémt le vin des autres boissons alcoolisées.

3 suggérent, dans une revue critique des nombreitsees épidémiologiques, que I'éthanol
pourrait en fait étre en partie responsable de itaindition du risque cardiovasculaire,
principalement par une augmentation du "HDL chéledt sanguin. Mais cette augmentation
semble principalement liée & la fraction des lipofines non antiathérogénes Lp Al : Al
L'éthanol ne peut pas rendre compte de tout lingacportant) du vin sur les maladies
cardiovasculaires.

De trées nombreuses études épidémiologiques morgrémme consommation réguliére de fruits
et légumes diminue le risque de cancer et de nesackrdiovasculaire§“® Or, des études
menées par I'équipe d'Hertog dans sept pays, mettedévidence un risque réduit d'infarctus du
myocarde chez les personnes ayant une consomnédeiade en flavonols et flavones ; I'analyse
des aliments montre que ces flavonoides ne sordgqudsment apportés par les fruits et Iégumes,
mais aussi par le thé et le vin rougé®*°estiment qu'aux USA, 35 % de mort par cancer sont
attribuables a des variations de la compositiotalienentation, par des facteurs non nutritifs
appelés "chemopreventers", comme, principalemesd, polyphénols dont le mécanisme
prédominant de I'effet protecteur contre les déifdes maladies chroniques (cancers, maladies
cardiovasculaires) serait di a leur activité amtilante et a leur capacité de piégeage des
radicaux libres®

B.2 - Effets cardiovasculaires des polyphénols

Les accidents cardiovasculaires sont engendrésdepxrphénomenes essentiels :

- 'oxydation des lipoprotéines de basse densibBi_flqui est considérée comme un élément clé
dans le processus d'athérosclérose, engendrantation de plaque d'athérome au niveau de la
paroi vasculairé'>2 Ce processus se déroule sur de nombreuses aMeisdans la majorité
des accidents cardiovasculaires, la sténose desemrtdue a la formation de la plague
d'athérome, est trop faible pour avoir des répaions sur le plan hémodynamique. En effet, il
intervient en général une rupture de la plaguehé'atne due a l'action vasomotrice des LDL
oxydées qui inhibent la voie NO-GMPt

- I'agrégation des plaquettes sanguines qui coddaiformation d'un thrombus et a I'obstruction
relativement rapide du vaissedlLes plaquettes sont activées par la mise & niesigalce sous-
endothélial, ce qui les met en présence des fibeesollagene ; elles adherent a la paroi du

vaisseau, la oul I'endothélium est endommagé paatpie d'athéronT@
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B.3 - Propriétés antioxydantes des polyphénols

B.3.1 - Mode d'action des antioxydants biologiqués

"Un antioxydant peut étre défini comme étant umgpge oxydable qui, introduit dans le cycle
de l'auto-oxydation, en détourne le cours et errakse les effets tant qu'il exisfe

Au vue de cette définition, nous pouvons considierantioxydants biologiques comme étant
les composés qui protégent le systeme biologiquméredes dommages ou les réactions lies a
une oxydation excessive. A partir de cela, nous/pos définir plusieurs variétés d'antioxydants
biologiques en fonction de leur localisation intoar extra-cellulaire d'une part, et en fonction de
leur mécanisme d'action, d'autre part.

Face aux espéces oxygenées réactives, nous dispdsmystémes de défense, d'antioxydants

biologiques, qui peuvent étre enzymatiques ou non :

A processus enzymatiques

- Superoxyde dismutaggsOD) : c'est une enzyme qui catalyse la réactiovante:
202- + 2H+ —_— 02 +H202

- Catalase: un des produits de la réaction precédeng&)Hva étre detoxifié par cette enzyme.
2H202 —_— 02 + 2H20
En l'absence des deux enzymes précédentes, etesenpe de métaux de transition (cuivre,

fer...) la réaction suivante (réaction de Fentaége le radical hydroxyle (HO

02"+ Fe¥t —» 0, + Fe?*
H,0,+ Fe** __g HO+HO™+ Fe**

- Sélenium glutathion peroxydas€Se-GSH-Px) : cette enzyme réduit les hydroperesyd
d'acides gras (LOOH) de la membrane libérés patrdtade phospholipase A2 (PLase A2)

PLase A
PLOOH (Phospholipide)—PLOOH + Lysophospholipide

Se-GSH-Px
LOOH + 2GSH ———¥®LOH + GSSG + HO
- Phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxyda@d OOH-GSH-Px) : contrairement a la

précédente, cette enzyme agit directement suyld®peroxydes de phospholipide

PLOOH-GSH-PX .
PLOOH + 2GSH ® Phospholipide-LOH + GSSG @

A processus non enzymatiques
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> antioxydants liposolubles

- Vitamine E (-tocophérol)

(0]

a-tocophérol
Apres son absorption intestinale, la vitamine Etemtsportée dans les chylomicrons jusqu'au
foie. Elle est ensuite secrétée par le foie etrpmee dans les VLDL. Les LDL et HDL sont les
lipoprotéines qui en transportent le plus. C'estininbiteur de la propagation de la réaction
radicalaire.
a-tocophérol + LOO > a-tocophérol + LOOH
a-tocophérol + LOO’ > a-tocophérolOOL
Le radicala-tocophéryl est stabilisé par sa forme de résonanaés il peut réagir avec un autre
radical (LOO).

- Caroténoides

3 -caroténe

lIs agissent selon le méme mécanisme que la vieamin

Les doubles liaisons conjuguées font d'eux d'exctdk cibles d'attaque pour les radicaux.

- Quinones (Ubiquinone, UQ) sous sa forme réduite

OH
HsC
H3;CO >
OH n
Ubiquinol

Elle pourrait réagir en régénérant la vitamine Eeowagissant directement sur les radicaux libres

comme la vitamine E.

>" Antioxydants hydrosolubles

- Vitamines C (acide ascorbique)
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(HZOH
HOCH 0

HO OH
Vitamine C

C'est l'antioxydant biologique hydrosoluble le pleprésentatif. Son réle est d'épurer les
radicaux libres du milieu aqueux.

L'acide ascorbique agit en synergie avec la vitangmans la prévention de la lipoperoxydation,
en régénérant cette derniéfe Cette synergie permet de mieux expliquer I'acdemombreux

antioxydants hydrosolubles sur la protection deelaxydation lipidiqué®

- protéines fixant les métaux (Albumine, ceruloplage, transferrine, haptoglobine...)

Ces protéines sérigues permettent de diminuemeerdration en ions métalliques (fer, cuivre)

qui catalysent les réactions générant les radithres, dans le compartiment extracellulaire.

B .4- Mode d'action des polyphénols

L'a-tocophérol est le principal antioxydant présenhiaeau des LDL, qui détermine en partie la
résistance a I'oxydation des LDL. En effet, suita@dition de vitamine E a du plasma, la teneur
de celle-ci croit dans les LDL et entraine parali@nt une augmentation de la résistance a
I'oxydation de ces lipoprotéiné% D'autre part, des personnes recevant une aliti@menrichie

en vitamine E, présentent une augmentation denkutede celle-ci dans le plasma et les LDL,
ainsi qu'une diminution de I'oxydabilité des LBL

Nous voyons limportance des antioxydants appogaés notre alimentation qui peuvent
compléter l'action des systémes endogénes, naaedh a cent pour cefit Une consommation
modérée de vin rouge (2 a 3 verres par jour) apppotentiellement a l'organisme, 300 a
1200 mg de polyphénols, quantité nettement supériggelle recommamdée pour les vitamines
antioxydantes.

Des 1993, I'équipe américaine du Professeur Frankeltre que la fraction non alcoolique du
vin, contenant léotumdes polyphénols, posséde une activité antioxydamtées LDL humaines
nettement supérieure & celle de la vitamirfé E

Les composés polyphénoliques peuvent exercer lgivita antioxydante principalement par
deux mécanismés:

- le piégeage des radicaux libres

- la chélation des métaux
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A Piégeage des radicaux libres

Les composés polyphénoliques peuvent piéger diremsie les radicaux libres grace aux

fonctions phénol qui leur conferent de puissantespniEtés réductrices. En recevant un

hydrogene ou un électron, le radical libre se teongutralisé. La fonction phénol non libre peut
aussi jouer ce réle en formant une liaison datiwecaun doublet électronique de I'oxygéne. Le
piégeage par l'antioxydant (AOH) peut se faire différents stades de la réaction radicalaire
gue peuvent subir les acides gras polyinsaturés), (bkésents en grande quantité dans les
membranes, et les LDY.

Stade 1 : initiation

LH+ R°—® L°+ RH
Plusieurs types de radicaux libres réactifs (Rédpits dans les systéemes biologiques, comme le
radical hydroxyle (HO®), I'anion superoxydex® et les radicaux peroxyles (LOO°®), peuvent

initier la réaction radicalaire, en extrayant urs dkeux atomes d'’hydrogéne allylique sur le

carbone entre deux doubles liaisons de LH.

Stade 2 : propagatian

L° + O2——— P LOO°
LOO® + LH——# LOOH + L¢

L° peut réagir rapidement avec l'oxygene pour formme radical peroxyle (LOO®) qui peut
extraire a nouveau un atome d'hydrogene d'un actde gras insaturé pour donner un radical

libre (L°) et un hydroperoxyle (LOOH). C'est unacton auto-entretenue.
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Stade 3 : terminaison

LOO° + LOO—— produit inerte
L° + L° —— produit inerte
LOO® + L° —® produit inerte

Les radicaux peroxyle et alkyle peuvent réagir eergux pour former des composeés inertes,

incapables d'extraire I'hydrogene.

Différents travaux, réalisés principalement sur diesonols (quercétine, rutine...) et des
flavanols (catéchine et diméres), montrent qudlé@®noides peuvent intervenir aux trois stades
de la lipoperoxydation, étant donné leur grandeadfté a piéger le radical hydroxyle, I'anion

superoxyde et les radicaux perox§fi&’:68 69 70.71.72

Jovanovic et al " proposent que les radicaux peroxyle attaquentlée®rioides, au niveau du

cycle B (le plus riche en électrons), par la r@acsuivante :

OH OH Q
OH 0°
CHs CHs CH,
I + R0y’ I + RO’ |
OH , OH , oH
OH O

OH O OH O
D'autre part, ces derniers auteurs trouvent quaotentiel redox des radicaux phénoxyles de
différents flavonoides est compris entre 0,5 et\),€e qui permet la réduction des radicaux
peroxyles (1,05 V) et superoxydes (0,94 V).

A Chélation des métaux de transition

Vu l'importance des métaux de transition dans &ésye vivant, il est logique de penser que les
composés qui forment les complexes stables avecaemodifient leur activité. Les ions fer et
cuivre peuvent initier la lipoperoxydation en ré&agint avec le radical superoxyde et l'eau
oxygénée pour donner le radical hydroxyle trestieé@éaction de Fenton).

En 1989 Afanas'ev et al/*ont étudié les propriétés chélatrices de la quieeét de la rutine
sur le fer. Il ressort que les deux flavonoidesuwte bonne capacité de chélatibtorel et at
ont également mis en évidence l'effet cytoprotaatieutrois polyphénols (catéchine, diosmétine
et quercétine) sur des cultures d'hépatocytes sa@homécanisme de chélation du fer. Les
polyphénols, en particulier ceux possédant la siraccatéchol ou pyrogallol, peuvent former

des complexes trés stables avec les métaux déiwansomme le fer et le cuivré

3.2.4- Autres propriétés des polyphénols au nieadiovasculaire
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A Inhibition de l'agrégation plaquettaire : le resvératrol isolé des racines de différents
Polygonuminhibe l'agrégation plaquettaire, principalemeptéa induction de l'agrégation par
l'acide arachidoniqué’. Ce stilbéne parait exercer son action en inhibarmétabolisme de
I'acide arachidonique. Ces auteurs trouvent aumsfaible activité pour le picéide. Il ne récisent
pas si les stilbénes étudiés sont des isoméresu(EJ). "® trouvent une action similaire pour le

(E)-resvératrol isolé des racines\deratrum formosanum

A Inhibition de la capture des LDL oxydées :des expériences réalisées sur les LDL,
auparavant oxydées puis isolées, montrent quetézigae inhibe le captage des LDL oxydées

par les macrophagé$

A Inhibition enzymatique : Maffei Facino et al. *

montrent que les oligoméres totaux de
catéchine de pépins de raisin inhibent la xantlirgdase (enzyme catalysant la formation
d'anions superoxyde), et des enzymes protéolyti(pmagenase, élastase) et des glycosidases
(hyaluronidase/I-glucuronidase) impliquées dans la dégradation plesipaux éléments de

structure de la matrice extravasculaire (collagéfestine et acide hyaluronique).

A Vasorelaxation : la sténose des artéres par la formation de lauplatpthérome est le plus
souvent trop faible pour expliquer, a elle seuwesurvenue des accidents cardiovasculaires. En
effet, il intervient en général une rupture de lagpe d'athérome déclenchée par une activité
vasomotrice important€ox et Cohen,® Il a ét¢ montré que les polyphénols totaux duotin
extraits des pellicules de raisin produisaient ffetevasorelaxant nécessitant la présence de
I'endothélium par la voie NO-GMPc, sur l'aorte ésol de rat [Fitzpatrick et al

Andriambeloson et aFreslon et al 828384

suggerent que cette action, en particulier pour des
oligoméres de catéchine extraits de pépins denraseffectue en dehors de toute activité

antioxydante, sans dow l'activation de récepteurs par I'ATP menant dbé@ration de NO.

B.4.1 - Biodisponibilité des polyphénols chez I'Hare

Les polyphénols, contenus dans les fruits, légueteboissons (vin) qui constituent notre
alimentation, possédent des activités biologigueabiesin vitro. La question majeure que l'on
se pose, est celle de la résorption de ces mokaulaiveau intestinal chez I'Homme.

Des études ont été faites sur 'absorption de éacétine paHollman et al®. Des sujets, ayant
subi une iléostomie avec colostomie totale (ceéljaiine les modifications et les pertes dues a
la flore colique), ont pris successivement au ijeuner, des oignons riches en glucosides de
guercétine, du rutinoside de quercétine (rutinagesta quercétine aglycone. L'absorption a été
respectivement de 52, 17 et 24 %. Dans cette érigpeurcentage d'absorption de quercétine est
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calculé par la difféerence entre la quantité ingéeéda quantité éliminée dans les selles, la
quantité excrétée dans les urines étant négligeable

De plus,Paganga et Rice-Evan&®ont mis en évidence dans le plasma de volontajst gris
une nourriture non enrichie en flavonoides, desagies de quercétine par HPLC avec
détection a barrette diode. Il ressort de cetteecta présence de polyphénols sous forme de
glucosides dans le plasma (0,5 a 1,6 uM), ce guifircoe les précédents travaux de Hollman
montrant I'absorption de la quercétine principaleim@us forme de glucoside. Ces derniers
auteurs suggérent un passage au niveau des enésnaye transporteur du glucose.

La pharmacocinétique et le métabolisme d'une sewdgestion orale de diosmine (7-
rhamnoglucoside de diosmétine (flavone)), connugr ges propriétés cardioprotectrices, a été
étudiée chez des volontair85 La diosmétine aglycone a été détectée par chograhie
liquide couplée a un spectrometre de masse (LC ). MSpic plasmatique est atteint au bout
d'une heure.Tous ces résultats n'apportent cepepdarune preuve irréfutable sur la résorption
des polyphénols chez 'Homme.

Conclusion : Cette revue bibliographique montre les limites dmsnaissances sur la
biodisponibilité (absorption) des polyphénols chélomme. De nos jours aucun travail n'a
prouvé de facon indiscutable I'absorption des pguyols chez 'Homme, notamment les

anthocyanes et les stilbénes ; d'ou l'intérét pmws de produire les polyphénols marqués au

c13 (isotope non radioactif, détectable en RMN). LaMkbus donnera des informations sur la
structure de ces molécules absorbées et nous permetsuivre les métabolites.
La production des anthocyanes et des stilbénes udsrgen vue des études de la

pharmacocinétiqum vivo chez 'Homme, constitue la finalité de ce travalil
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DEUSIEME PARTIE
TECHNIQUES DE SEPARATION
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Il -TECHNIQUES DE SEPARATION
l1I-1- Chromatographie sur couche mince (CCN

Elle est utilisée a chaque étape pour le suivi et cbntréle des purifications, les
chromatogrammes sur couche mince permettent déevdd présence et I'état de pureté des
produits suivis.

Les analyses sur couche mince sont réalisées ese pttamale sur des plaques d’aluminium
Silicagel 60 F254 (Merck). Le développement degys s’effectue dans des cuves en verre
saturées avec I'éluant approprié.

Cette phase mobile est constituée d’un mélangerbjrartiaire ou quaternaire de solvants selon

le type de séparation souhaitée.

lll. 2 - Chromatographie Liquide de Haute Perbrmance ( KONTRON)

* Systéme d'exploitation : Data system 450 MT

* pompe : HPLC pump 420 haute pression

* mélangeur : M491

* détecteur : UV - visible modele 430

* colonnes utilisées : ultrasep ES100 RP18 6 ung, 23 mm (@) en analytique ,
250 x 8 mm (@) en semi préparative, 250 x 20 mireiigpréparative

Il .3- LA CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE CENTRIFUGE
(CPC)

Dans un premier temps, victimes probablement deotaplexité de leur
appareillage et des durées de séparations tréeadentes CLLCC ont eu du mal a
convaincre les utilisateurs. C’est 'émergence dapils modernes qui a offert a ces
techniques un second souffle et un élan de dynaesism

Issu du fruit des recherches du nfap Nunogaki en 1982, le
Chromatographe de Partage Centrifuge (CPC) eddegnappareils modernes de
CLLCC a état d'équilibre hydrostatiqués.Avec le HSCCC, le CPC est
actuellement I'appareil le plus usité et 'un ddsispreprésentatif des CLLCC
modernes

[11- 3-1 -PRINCIPE
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La CPC est une technique de chromatograpiugdie-liquide sans support solide
(Fig 5), basée sur les différences de partage aleges entre deux phases liquides
non miscibles préparées par mélange de 2,3 oulplgslvants et /ou solutions

phase mobile __ _

légére

phase
stationnaire

conduits capillaires - - -

Cellules de partages Disque delﬁaniﬁcn

Figure5 : Schéma descriptif de I'appareil de Chrotographie de Partage Centrifuge (CPC a
disques « sandwichs ») utilisgélaboratoire

Une phase liquide est maintenue statioardans la colonne (rotor) par un champ de force
centrifuge constant. Ce champ de force est génarélgp mise en rotation d’'une colonne
contenant des cellules de partages ; ces dernéémes reliées entres elles par des conduits de
section inférieure a celle des cellules de partafmitre phase liquide dite « mobile » elle est
pompée au travers de la phase stationnaire.

Les solutés d’'un mélange sont alors sépmardenction de leurs coefficients de partage
respectifs
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. 3. 2 AVANTAGES

Les principaux avantages de la CPC reposenisilisation exclusive de fluides et

notamment de solvants (fig 6)

Caractéristiques

Conséquences

* Pas de support solidé

*Utilisation de mélange de solvants ou de fluides

supercritiqueg®91:9293.94

*Techniques versatil& %%

- Pas d’adsorptions irréversibles des solutés
- Peu de déchets solides potentiellement contaminés
-Manipulation uniguement de liquides

-Récupération intégrale de I'échantillon

-Systémes liquides biphasiques quasi-illimités
-Parameétres physicochimiques des 2 phases et
sélectivité ajustables

-Faible consommation de solvants

-Récupération de la phase stationnaire a la fin de

I'expérience ( par extraction)

-Plusieurs modes de développement (élutio,
isocratiques, gradient d’élution, PH-zone refinning
échange d'ions...)

-Possibilité d'inverser le rble des phases a tostaint (
mode dual)

-Séparation de composés tres divers

-Finalité surtout préparative

-Scale-up aisément prédictible

Possibilité d'utilisation comme réacteur et :ou

extracteur

Figure 6 : Principaux avantages de la CPC

[11.3.3- INCONVENIENTS

L'utilisation exclusive de liquides au seinudé machine en rotation est souvent tres
contraignante. En effet, cela nécessite que I'alage soit étanche afin d'éviter les fuites de
solvants mais également que celui-ci soit robustesmétique pour résister a 'augmentation de

la perte de charge dans la colonne.

Par ailleurs, l'injection de I'’échantillon eshe étape cruciale. Celle —ci impose I'emploi de
systéme de solvants solubilisant parfaitement Bé@tilon. Dans le cas contraire, les analyses de
I'échantillon, apparaissant sous la forme d'un jmié ou sous forme cristallisée, peuvent
contaminer la pompe (surtout les clapets) ou larow. Il devient ensuite difficile de nettoyer

entierement I'appareillage. De plus, la désatunatio systeme peut également étre observée lors

39



de I'injection d’un échantillon & fort caractéraseactif par exempl&: ce qui peut nuire a la

mise en ceuvre des expériences de CPC.

[11.3.4- Le sens de pompage de la phase mobile

Une vanne de communication de modes (aacemmdl descendant) permet de choisir le role
de chaque phase lors des expériences en CPC .hgelda réle des phases est possibles, a tout
instant de I'expérience, grace a la permutationcdde vanne. De cette facon, la phase
initialement mobile peut devenir la phase statiinenau vice et versa, on parle alors de mode
dual.

La phase mobile est qualifiée d'ascenddntsqu’elle est pompée dans la cellule a contre
sens du champ de force centrifuge : on parle @emnode ascendant (Fig7) .de méme, la phase
mobile est qualifiee de descendante si elle teevi&x phase stationnaire dans le sens du champ

de force centrifuge : il s’agit la du mode descendgig, 7).

Phase

15 Phase
légére legére
mobile (ﬂaﬁonnahe

4

Fhase Phase

lourde lourde
stationnaire | moabile
Mode ascendant Mode descendant

Figure 7 : lllustration des modes ascendants et desdant en CPC

Nous ne travaillons qu’en mode élution.
Dans le mode par élution, la phase mobile est perapéravers de la phase stationnaire jusqu’a
atteindre un équilibre stable entre les volumedadphase stationnaire {y) et de la phase
mobile (Vmob ) .LeS phénomeénes de partages sont les uniguesnssbles de la séparation des
solutés et ces derniers émergent de I'appareilsaprevolume de rétention,\donné par la
relation fondamentale en chromatographie sans supplade :
r¥Vmop+ Ko Vstas.
Kp étant la constante de distribution du soluté dansystéme de solvant .C’est ce mode qui

sera utilisé pour la purification de stilbénes.
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La nature liquide de la phase stationnaire perraathiisir laquelle des deux phases, supérieure
ou inférieure, sera la phase stationnaire, les dasxétant possibles. Le mode de pompage de la
phase mobile sera différent selon les cas. En ©R@gut comparer en premiére approximation
la cellule dans le champ de force centrifuge a ampoule a décanter dans un champ de
gravitation terrestre. La partie la plus périphéeigde la cellule est comparable a la partie
inférieure de I'ampoule a décanter. Par conséqueinta phase mobile est la plus légeére, il faut
I'injecter dans le sens opposé de la force cemgeifale la périphérique vers le centre : c’est le
modeascendant; si la phase mobile est la plus dense, il faujdtter dans le sens de la force
centrifuge, du centre vers la périphérique : deshodedescendant
lll. 3.5— Systeme biphasique de solvant

a) Sélection du systeme de solvant
Le partage d'un composé entre deux phases dépesedtieflement des facteurs propres a sa
diffusion (concentration, température, solubilgélarité...)
En 1891, le physicien et chimiste allemand Waldernkbnn Nemst introduit le coefficient de
distribution Kp comme une constante physique caractéristiqueedaubstance donnée en
chromatographie de partadéy est alors défini par le rapport des concentratibng solutéX
dans la phase supérieure et dans la phase inidéur systeme biphasique a I'équilibre lorsque

ce soluté est dilué dans le systeme.

et

avecld :

Kr': coefficient de distribution de la substance X
" . P . - . 3 .
Cap - concentration de X dans la phase liguide supérieure
C s - concentration de X dans ln phase liguide inférisure
ﬂ “w - 4 o
C gy - concentration de X dans la phase mobile

H - ) - " . .
C oy - concentration de X dans [a phase stationnaire
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TROISIEME PARTIE
TRAVAUX PERSONNELS
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IV- SEPARATION DES COMPOSES STLIBENIQUES

IV - | — MATERIELS ET METHODES
IV - 1.1- MATERIL VEGETAL ET EXTRACTION

500 g des serments ditis viniferachardonnay séchées et broyer ont été mises igiatign
avec du toluéne (2I) pendant 24 heures qui perglehination des substances apolaires tout en
préservant les polyphénols qui a été rejeter @nla fsur les marcs une macération a été faite
dans un mélange acétone/eau (6/4) (3l) pendanuded@ui a été ensuite évaporé. L'extrait
litre. Une extraction avec 6 litres de MTBE a & pendant 24 H sur I'extrait aqueux et qui a
été évaporeé a sec et le résidu a été récupéredavieieOH et compléter avec I'eau distillée, le
méthanol a son tour a été éliminer avec évaporatas vide et I'extrait MTBE a été lyophilisé
(6.691g) 1.39% (fig.: 8)

IV - 1.2 La stratégie de purification

La chromatographie sur couche mince (CCM) dgtilait MTBE nous a montré des taches
intéressantes, leurs fluorescences sous la lampg28%et 366 nm) nous a orienté vers des
structures phénoliques.

Dans ce contexte, notre objectif a été d'isldsrstilbénes existant dans cette plante.

La purification de tels composés ces constituaritaide de techniques classiques n'ayant pas
été fructueuses jusqu’ici en raison de leurs foasactéeres polaires et hydrophiles d’'une part
mais également en raison de leur fragilité chimidgiliest la raison pour laguelle nous avons
choisi d’employer 1aCPC comme outil de purification a limage d’autres terjues de
chromatographie liquide-liquide représente un ouwikernatif intéressent. Des études
précédemment réalisées en mode de développemendtigaes ou par gradient d’élution ont
confirmées l'intérét d’'employer une telle techniqueair la purification d’anthocyanesi(®*

La purification a donc été réalisée a l'aidesgisteme biphasique composé de quatre solvants :

heptane, acétate d’éthyle, méthanol et I'eau.
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Cellules de plante

500g

exraction toluene

Marc

j 1) extraction acétone/eau (6/4)

2) évaporation

| Extrait aqueux |

j 1) extraction MTBE (6])

2) MeOH
3)évaporation
4) lyophilisatin

extrait MTBE

Figure 8 : Extraction des serments de Vitis vinilechardonnay
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IV-1.2 .1- Fractionnement et isolement des stilbérse

IV-2.2.1.a- Sélection du systeme de solvanpbasique
Tous les systémes biphasiques utilisés seront idsus gamme Arizond. Pour séparée un
produit donné, on doit se trouver avec un coefficide partage proche de 1 pour une élution
isocratique. Pour le tester, on mélange un mémanelde phase aqueuse et de phase organique
de départ.
Une quantité de I'extrait MTBE a ensuite été disgealans le mélange des deux phases. Apres
agitation et décantation, on préleve un méme volde®2 phases obtenues et on les compare
par spectrométrie ou chromatographie. On procédi@na des petits piluliers avec seulement 4
ml de solvant au total.
L’étude de I'évaluation du coefficient de partage sbluté dans les deux phases a alors été
réalisé en effectuant les analyses par HPLC nqesrais de conclure que les systémes K et M
ont été les meilleurs systemes de solvant qui esriydgour une meilleure séparation des stilbénes
dans I'extrait MTBE.

Nous travaillons donc avec un systeme quaterngiteabique (Heptane/AcOEt/MeOH/eau
) et en mode élution.
Dans le mode par élution, la phase mobile est perapéravers de la phase stationnaire jusqu’a
atteindre un équilibre stable entre les volumedadphase stationnaire {\;) et de la phase
mobile (Vimob ) .Les phénomenes de partages sont les unigyasnsables de la séparation des
solutés et ces derniers émergent de l'appareilsaprevolume de rétention,\donné par la
relation fondamentale en chromatographie sans supplade :

r ¥Vmot  Kp Vstas.

Kp étant la constante de distribution du soluté dansystéme de solvant .C’est ce mode qui

sera utilisé pour la purification de stilbénes.

IV-. 2. 2. 2.b- Remplissage de la colonne par ldhase stationnaire

Apres sélection des systemes de solvangltanne CPC a été remplie de phase stationnaire
(phase lourde riche en eau) en mode ascendant &/d00 puis la préparation de I'échantillon a
nécessité la dissolution de 2g de I'échantillonsd@ml d’'un mélange (1/1, v/v) de la phase
stationnaire et la phase mobile. L’échantillon @ éntroduit & l'aide d’'une seringue dans une
boucle de 20 ml reliée a I'entrée de la colonn€BE.

La vitesse de rotation a été augmentédd fitmin et sous une pression de 25 bar .Puis la
phase mobile ( phase organique ) a été pompéelalaotonne emode ascendanta un débit
de 3ml/min et I'injection de I'échantillon a étaite en méme temps .I'éluant en sortie de la
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colonne a été récupéré par des fractions de 9amétection a été faite a 280 nm .la séparation a
été faite en mode ascendant et descendant .
IV- 2. 3- obtention de fractions enrichies en stilénes
Le fractionnement de la CPC avesys K (heptane/AcOEt/MeOHM :1/2/1/2) a
donné 132 fractions recueillies par mesure de ¢giigon UV a 280 nm (fig 9).
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Figure 9: Chromatogramme CPC de 'extrait MTBE sy&
IV-2. 4- Caractérisation des stilbénes
L’analyse des différentes fractions par chrmgeaphie sur couche mince (silice 60 F 254)
avec un éluant composé de : CECIMeOH, acide acétique (85/15/3 ), une révélatofa
lumiére UV (254 et 366 nm) et pulvérisation avecdeélateur : anisaldéhyde, acide sulfurique

(90/5), permettent de regrouper les fractionsdhfiérents blocs (fig 10) .
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MTBE

sys K : (heptane/ ACOEt/MeOH/H20:1/2/1/2)
UV: 254 et 366 nm

| 132 Fractions '

N

mode ascendant mode déscendant

l 104 Fractions ' l 28 Fractions '

Eluant: CHC13/MeOH/ACOEt
85/15/3
Révélateur:anisaldéhyde/acide sulfurique

T

( Regroupement et purificationdes fractions '

90/5 com

Figure 10 : Fractionnement de 'MTBE a l'aide de |I&€PC sys K

Sont ainsi retenus les blocs dont le profil chrargedaphique signale la présence de stilbénes
(fig 11).
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ascenﬁing mode desce;lrding mode

Figure 11 : CCM du suivie du fractionnement de CRsys K a 254et 366 nm,
éluant :CHCI3 ,MeOH,AcOEt , pulvirisation :anisaldé&de, acide sulfurique

IV -2.5 -Purification des stilbénes
A- Purification des stilbénes existant dans I@PC sys K

a) Purification des stilbénes existant darss fractions 22-29

L’étude précédente nous a montré que les frextidd, 23, 24, 25, 26, 27, 28 et 29 contiennent
seulement un seul produit majoritaire (fig 11).sGeactions ont été regroupées, évaporées,
lyophilisées (fig 12) et analysées par HPLC.
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Figure 12:Photo du Lyophilisateur utilisé pour séeh les extraits aqueux

L’analyse des huit fractions déja regroupées fakEla été effectuée en utilisant une colonne
remplie d’'une phase inverse (C18) comme phasestetire et la phase mobile a été composé
de deux solvants : A et B {8 a 0.0025 % de TFA et ACN).

L’échantillon a été dissous dans le MeOHOH1/1) et filtré sur un filtre & 0.45um pour
éviter un colmatage. Des échantillons de 100 pktdtnjectés avec un débit de 1ml/min avec
le gradient suivant : 15%B (0-5min), 15a100 % B3@rin) ,100%B (35-45min) et la détection
des produits a été faite a 286 et 306 nm (fig13).
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Figurel3 : Chromatogramme HPLC semi préparative sdfeactions 22—29 de la CPC sys K

Apres purifications du produdt, ce dernier a été récupérer sous forme de polainete
Rr =0.55 avec une masse 74 mg a 90 % de pureté3fig 1
Il a montré sur le chromatogramme une tache @sidIUV, donnant une fluorescence violette
a 254 et 366 nm ; Une comparaison a été faite deg@&chantillons de référence nous a orienté
vers |’ piceatannol.
b) Purification des stilbénes existant dans les fraacins 89-104 modes ascendants et 114-117

mode descendant

Le deuxieme produiB a été purifié a partir des fractions 89 a 104 du mod=adant et
114 a 117 du mode descendant, ce dernier a étgarécisous forme de poudre blanche®53
avec une masse totale 130 mg a 90% de pureté4fig 1

Son chromatogramme selon le gradient stivd®%B (0-5min), 15a100 % B (5-35min)

,100%B (35-45min), a montré une tache visible a&5366 nm ; une comparaison a été faite sur
des échantillons de référence nous a orienté aessi’ampilopsine ce qui a été confirmé par

I'étude spectrale voir tableau (fig 20), chapitve. |
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Figure 14: Chromatogramme HPLC semi préparative sdieactions (89 a 104)et (114 all17)de la CPC
sysK

c) Purification des stilbénes existant dans les fcéions 16-19

Similairement pour la fraction 16 du mode ascehdkes produitsC et D ont été récupérés
selon le gradient suivant : 15%B (0-5min),15-50%E36min),50-100%B (35-45).

Le premier sous forme de poudre blanche@®52 et le deuxieme sous forme de poudre jaune
R =0.61 avec les poids respectivement 20.03 mg &718g avec une pureté de 70% et 65 %
(fig 15)
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Figure 15 : Chromatogramme HPLC semi préparativeegifractions 16-19 de la CPC sys K
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L’identification et I'élucidation des structures des deux composés purifiés confirment qu’ils
sont deuxglucosides dutrans-resveratrol de formule brute &H»,0g dont les formules
développées sont représentées dans la quatriete par
d) Purification des stilbénes existant dans les fations 12-15

Pour la purification de la fraction 12-15 de deemiere CPC avec le systeme K ['étude
chromatographique sur couche mince a montré qué&aetsns contiennent les méme produits
(3 produits), ce qui a été confirmé par HPLC maisgd coefficient de partage a été au voisinage
de 0.1, ce qui a traduit que leurs séparatior an@possible avec ce systeme de solvant ( sys K)
.Un second teste des différents systemes de saleala gamme Arizona a été nécessaire pour
trouver le systéeme de solvant idéal pour la séjperate ces produits ; Ce dernier nous a permis
de les séparer avec le sys M .

Le fractionnement de la CPC avec le sys Mom=né 132 fractions recueillies par mesure de
I'absorption UV a 280 et 306 nm. .

L'analyse des différentes fractions par chrmgeaphie sur couche mince (silice 60 F 254)
avec un éluant composé de : ChCIMeOH, acide acétique (85/15/3) et une révélatola
lumiére UV (254 et 366 nm) et pulvérisation avecdeélateur : anisaldéhyde, acide sulfurique

(90/5), permettent de regrouper les fractionsdhfierents blocs (figl6).
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‘ Fraction 12-15 '

sys M : (heptane/ACOEt/MeOH/H20:5/6/5/6)
UV: 254 et 366 nm

‘ 132 Fractions l

N

mode ascendant mode déscendant

l 104 Fractions ' l 28 Fractions '

Eluant: CHCH3/MeOH/ACOEt
85/15/3
Révélateur:anisaldéhyde/acide sulfirique
ccm 90/5 ccm

Regroupement et purificationdes fractions

Figure 16: Fractionnement des fractions 12-15 aide de la CPC sys M

B- Purification des stilbénes existant dans la CPGys M

a) purification des stilbénes existant dans lesdctions 25-53

La purification des fractions 25-53 de cette 2énfeCC avec le gradient de solvant HPLC
suivant : 5% B (0-5min), 5 a 10% B (5-8min), 12 B ( 8-29min), 20 a 35 % B (29-42 min),

35 a 50 %B (42-43 min), 50 & 100% B (43-64 minpusa permis de récupérer trois produits
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sous forme de poudre blanche pour les produitt L et jaune clair pour le produil avec les
poids respectivement :
7.9 mg, 5.5 mg et 20 mg avec une pureté de 95%Mair80% pour les deux autre (fig 17).

A

B

B N o B o To 1

5

Figurel7 : Chromatogramme HPLC semi préparative sdeactions (25 a 53) sys M

Concernant les compos&s et L leurs chromatogrammes ont donnés des taches essibl
donnant une fluorescence violette a la longueundto 254 et 366 nm; En faisant une
comparaison avec des échantillons de référenee €appuyant sur les donnés spectrale, nous
avons conclus sans ambigulité que ces deux composesspondent respectivement au
resveratrol et lag- viniferine voir tableau(fig35) et tableaufig 36) partie 1V,

Le composéM se présente également sous forme de poudre jatte= 0.64, son
chromatogramme a donné une fluorescence jaune at2Z8586 nm et sa révélation a donné une
tache marron foncé, L'identification de ce prodpdr les méthodes spectroscopiques, nous a
permis d’affermer qu'il correspond aviisine ¢ .

Par contre, une étude bibliographique nous a aogéérque ce dernier est un nouveau produit
non encore décrits dans notre plante.

b) Purification des stilbénes existant dans les fadions 61-93
Pour la purification des fractions 61-93 de lanpiggze CPC avec le systéme L ['étude
chromatographique sur couche mince a montré dégsadsibles a 255nm et une fluorescence
violette a 366 nm et que ces fractions contiennerproduitN majoritaire (fig 18), ce qui a été
confirmé par HPLC (fig 19)
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Composé N

Compose N

Figure 18 : CCM du suivie du fractionnement 61-93PC sys M) a 254et 366 nm, éluant :
CHCI3, MeOH, AcOEt, pulvirisation: anisaldéhyde, ate sulfurique

La purification de ce produit avec le gradientsdévant HPLC suivant : 15 % B (0-5min), 15 a
100 % B (5-35min) ,100 % B (35-45min), nous a perde récupérer un prodiht sous forme
de poudre jaunesR0.62 avec 15.6 mg, et une pureté de 95% .

L’identification de ce produit par les méthodes cdpescopiques, en corrélation avec I'étude
bibliographique, nous a permis a notre conna@sahaffermer qu’il correspond aussi a un

nouveau produit naturel extrait a partir de cqttente.
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Figurel9 : Chromatogramme HPLC semi préparative sdeactions (61 a 93) sys M
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QUATRIEME PARTIE
DETERMINATION STRUCTURALE
DES SUBSTANCES ISOLEES
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V. Détermination structurale des substances isolées

V.

1- GENERALITES
V.1.1- laRMN 2D
Ces rappels exposent brievement le prindiee base des différentes séquences
impulsionélles et bidimensionnelles utilisées, Rkiggie les informations structurales
auxquelles elles permettent d’accéder sur le coemptagié.
L’explication théorique des expériences bigsionnelles n’apparait pas dans
ce mémoire ; de nombreux ouvrades®1% permettent d’accéder a ces informations.

Les spectres du protdi) et du (C3), enregistrés au cours de notre étude, ont été
attribués pour la plupart & partir de spectres RMiéux dimensions (2B?*homonucléaires
(*H-'H) et hétéronucléairesH-*C).

Toutes ces expériences reposent sur une ssicpede trois périodes : Préparation,

évolution et détection.

Apres la période de préparation qui se terrtongurs par une pulse de 90° , le systeme
de spins évolue pendant un temps t1 .Puis le sjgpeds une derniére pulse de 90° ,est
détecté pendant un tempsWne double transformée de fourier transformefation
temporelle Sgtt,),composée d’'une série d’interférogrammes ,en anetion fréquentielle

S(v1v2) dans laquelle apparaissent des taches de d¢amél@our les spins couplés.

A- Corrélation homonucléaires
a)- COSY
L’expérience COSY  (COrrelated Spectroscol)'® homonucléairé H-*H
est une techniqgue RMN 2D couramment utiliséeséguence de pulse de la COSY 45
est composée de deux impulsions pl et p2 tet9@5° respectivement, selon le

schéma ci-dessous

Cette expérience permet d’obseleerouplage scalaire entre deux protons d’un
méme systeme de spins et donc de retrouver I'eneim@nt des protons voisins sur le
squelette de la molécule. La diagonale du spectie r@présente le proton 1D
(autocorrélations) et les taches de corrélationiséeo apparaissent symétriguement par

rapport a la diagonale.
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b)- ROESY

L’expérience ROSY RotationalOverhauseEnhancemenspectroscoly’ 1% repose
sur le phénoméne de relaxation dipolaire de spicteaires et met en évidence le couplage dans
I'espace, entre protons distants de moins dé 4l&ns les meilleurs conditions La séquence

d’'impulsions est la suivante :

La pulse “spin-lok“ est choisie de maniaree que le maximum d’échange et d’effet r.O.e
ait lieu .Elle varier entre 100 et 700 ms (350 noesirpun poids des taches de corrélation est
inversement proportionnelle § r étant la distance entre les deux noyaux intésac

Cette technigue permet ainsi de tirer dé&snations sur la structure tridimensionnelle.

B — Corrélations hétéronucléaires
Les expériences bidimensionnelles hétéronire&H-°C utilisées ont été enregistrées en
mode” inverse”, c’est-a-dire détectées par le alatH . Aprés une premiére impulsion
d’excitation des noyaux des protons, une séqueedeadsfert de cohérence au¥ ermet a la
magnétisation du systéme d’évoluer sous I'actian dplacements chimiques des protons et de
leurs couplage avec les noyat’iC est détecté a la fréquence des protons .Le rapjgmal
/bruit est considérablement augmenté par rappareapériences bidimensionnelles enregistrées

en mode “direct”, qui utilisent une détectionaftéquence du noyau dtc.

a)- HMQC
La spectroscopie hétéronuclédike™*C directe ou HMQC HeteronucleaM ultiple
QuantumCorrelation §° met en évidence le couplage d'un carbone avea l&e® proton(s)
directement liés a ce carbone.

La séquence d'impulsions est la suivante :

Elle comprend une séquenBéRD (Bllinnear Rotational Decoupling ) qui élimine les
signaux des protons liés & des atomes de carffghe dont lintensité est 200 fois plus
importante que ceux liés a des atorti€s.Le découplage hétéronucléalte**C est obtenu par
une sequenceCPD" (Composite Pulse Decoupling).

b) -HMBC
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L’expérience hétéronucléaitéMBC (H eteronuclearmultiple Bond Connectivity)**®**-13C
a longue distance (2J-3J).Elle permet de recomsttai squelette de la molécule a travers les
guaternaires, mais aussi a travers les hétéroafat@erminant ainsi le point d’accrochage des
résidus glycosylés dans le cas de composés hétignoss.

La séquence d’'impulsion est la suivante :

Les corrélations directedJ) entre les protons et les carbones sont élimipéeginsertion d’un
filtre “passe-bas" d2, d’'une valeur de 3.8 ms eryemoe (J=130Hz). Quant la constante de
couplage s’éloigne de cette valeur moyenne, il egdpguelquefois sur le spectre deux taches

dites “résiduelles”, symétriques par rapport amaigiu proton

V.2 -TRAVAUX PERSONNELS
V. 2-A. Analyse structurale des composeés isolés

V 2- A. 1. Détermination structurale du composéA : Picéatannol

Les constantes spectrales (UV, RMN du proton) dupmmséA, comparées a celles de
substances de référence au laboratoire, indiqueihstagit de laPicéatannol.

OH

OH
HO/

OH
ComposdqA)

V 2- A. 2. Détermination structurale du composé B L’ampelopsine

Deux dérivées de stilbenes bien connus desntgd du genre Vitaceae attirent notre
attention, 'ampélopsine A et le balanocarpol. loanparaison des données RMN du composé
(Bl)ma celles de ces substances permet d'identlé® composgB) comme I'ampélopsine
AT
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OH

ComposéB)

Composé B Ampélopsine A Balanocarpol

1'31H a J b 613{: a Iii‘1H a J 4] hHC a 1'31H a J b 613{: a
ia - - 130.6 - - 132.3 - . 133.7
2aba 7.12d 86 1294 7.10d 84 1206 7.50d 83 1300
3a.5a 6.78d 86 1153 677d 84 1158 6.90d 83 1164
4a - - 158.1 - - 156.9 - - 158.6
7a 576d 114 879 575d 114 881 5.69d 93 935
8a 415d 114 489 415d 114 492 516brd 93 523
9a - 142.7 - 1427 - 142.3
10a - 118.5 - 1185 - 1204
11a - . 156.9 - - 155.7 - 157.4
12a 6.43d 2 100.6 642d 22 1011 6.09brs 102.0
13a - - 156.9 - 158.5 - - 156.9
14a 6.23brd 2 104.5 6.22brs 105.1 5.96d 23 1068
1b - - 132.2 - - 130.6 - . 1335
Zb, 6b 6.90d 88 1283 688d 88 1283 6.75d 83 1315
3b, 5b 6.64d 87 1146 663d 84 1150 6.42d 83 1150
4b - - 155.5 - - 158.1 - 155.8
7b 5.45d 4.7 432 544d 48 435 4.90brs 50.3
8b 5.41t 47 70.3 540d 48 707 5.40brs 73.2
9b - 1401 - - 140.1 - 140.8
10b - 118.3 - 118.0 - 113.8
11b - - 159.7 - - 150.8 - 158.7
12b 6.15d 22 96.3 614d 22 970 6.20brs 95.1
13b - - 159.7 - - 159.8 - . 159.2
14b 6.61d 2.1 110.1 660d 22 1101 6.26d 2 104.4
OH 7.74s, T7.85s, 7.97s,

8.04s, 8.56s

Figure 20 : Comparaison du composé B avec L'ampé&ime et le Balanocapol
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V 2- A. 3. Détermination structurale des composeS et D:
Stilenglucoside

a) Etude de la structure du composé C

ComposéC)

Le composéC se présente sous forme d’'une poudre blanche salabke le méthanol.

L’étude des constantes spectrales du comg@3émontre qu’il s’agit d’'un Glucoside trans
resvératrol par corrélation avec le produit denefée'®®

Dans le spectre RMN-1H du compo$® ©n observe deux protons aromatiques couplant entre

eux avec la méme constante de couplage formant dieulxlets a 6.75et 7.12 ppm (J= 8.6 Hz),
6.97 et 7.42 ppm (J=8.7 Hz) pour le cycle (Al) Bt)(successivement, on observe aussi trois
autres protons aromatiques qui forment un syst@Bwea 6.17 (2H, d, J= 2.2 Hz), 6.25 (1H, t,
d= 2.2 Hz) pour le cycle aromatique (A2), deux audrotons aromatiques qui forme un systeme
AB, couplé en position méta vers 6.51(1H, d, J=Hz) et a 6.61 (1H, d, J= 1.1 Hz), pour le
cycle (B2), ainsi les deux doublet correspondentlaux protons oléfiniques vers 6.97(1H, d,
J=16.5Hz, H-8b), 7.11(1H, d, J=16.5Hz, H-7b), dguwtons couplé entre eux du groupe
méthyne a 4.38(1H, d, J= 4.7Hz, H-8a), 5.44(1Hl=d4.7Hz, H-7a), un signale a 4.97ppm peut
correspondre au proton anomérique du glycosideq @utres signaux sont présents sur le
spectre de RMN-H de composé (C) (fig21) et comadpnt sans doute aux protons de la partie

osidique.
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Figure 21 : SpectréH-RMN du composé (C)
Les spectres RMN3C et le DEPT 135 du compog€) présentent 29 signaux distincts. Parmi

ceux-ci, nous distinguons onze carbones quaitess et dix-sept CH aromatiques (fig22) et
un CH.
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Spectre ZN10 RMN '3C

c eooco s cocaca oo e ae
8  minh=an 8 = SMma0Y© QN @ S @ aNg I °n @ g o =)
g BRES 2 5 DA RNRRNS guy R 28 o S8 ™ o o o
g BHEE ¢ g 95 RRNY EER g8 88z 8 g g 8 @ 3
| [ N Y (. = Vol
CZ(6)b
11(13)a C4b b ‘ C2(6)a C3(5)bC3(5)a
\ / C10(14)a .
C13b | c4a coa C12b ciop C14b e G o C8a
| | | Cib | | |
ClaC9b ce'
| Cllb | Cl“ 1
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50
f1 (ppm)
. . 3 P
Figure 22 : Spectré&®C-RMN du composé (C)
Spectre ZN10 DEPT 135
aREs g g s 2 g8 g = Rg 8 3 g g
N T T T 2
%8 8§
26 VN I a6y
| |
C8b
C7b|
C3(5)b C3(5)a 130 129 128 127 126 125
[ 1 f1 (ppm)
C10(14)a &'
Cl‘Ob | c14p (‘,7a ?3. \Cz' (‘:ga
\C12a
c1'
I
ce'
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Figure 23 : Spectre DEPT 135 du composeé (C)
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D’aprés les deux spectres précédant le comp@sé¢ p(ésente cing signaux de CH et un
CH, dans la région des sucres indiquant la po&sdiun pyranose. Nous pouvons l'identifier
comme étant un glycopyranose grace aux déplacensbimhiquesd C 70.1, 73.4, 76.7 et 76.7
ppm pour, respectivement, les carbones C-2',C-3:4'Get C-5'° Le déplacement
caractéristique du carbone C-80(100.9 ppm) ainsi que le déplacement chimiquerdtop H-

1 (6H 4.9 ppm) et sa constante de couplage (J = 7)bigervés sur le spectre de RMN-1 H
indiquent un anomérig pour ce sucre.

Toutes les valeurs de protons et de carbones érdt&tbuées d’aprés I'analyse des spectres de
RMN 2D de corrélation homonucléaire COSY et hétaotdnires HSQC et HMBC ainsi qu’en
comparant ces données avec celles de la littérature

L’expérience COSY H-H montre des couplages entre :
- le proton H-1’ et le proton H-2'.

- -le proton H-8a et le proton H-7a.
- le proton oléfinique H-7b et un autre proton oléfire H-8b.
- le proton H-2(6b) et le proton H-3(5b).

- le proton anomére H-1' et le proton H-2'.

Spectre ZN10 COSY H3(5)b H10(14)a
H7b
H2(6)a / H3(5)a
s \' I
H10b Hi2a
H2(6)b | )—le‘ AL . HBa o
}L | M

H1'-H2'

r3.5

r4.0

o HB8a-H7a

r4.5

r5.0

r5.5

f1 (ppm)

A Q‘ 6.0

H2(6)a-H3(5)a g 8 Le.s
h

@ L (. 7.0
i) s i

® @ L7s

r8.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 6.6 64 62 60 58 5.f6 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2
2 (ppm)

Figure 24 : Spectre COSY du composé (C)
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L’expérience de corrélation directe carbone- pratorHMQC (fig 25) montre les couplages
entre :

Spectre ZN10 HMQC

c10 '
(14C)1aOb C1ob-H10b # W C10(14)a-H10(14)a

le proton H-8aet son carbone C-8a résonnant a pih5p
les deux protons H-6 et leurs carbones C-6 résaran@h.2ppm.
le proton H-2' et son carbone C-2’ résonnant a pjem.

le proton H-3’ et son carbone C-3’ résonnant & ppmh.

H3(5)b H10(14)a

H2(6)a H7b
H3(5)a
H2(6)b \' H14pH10b  H12a Hea
‘_)\LMM | L M

C8a-H8a W I
L '

50
C8a

c6'
C6'-He, H6

(SN C2-H2 M 70
C3-H3 W=

80
C4'-Ha!
C5'-H5'

90

# C7a-H7a
C14b.

F C14b-H14b #

C12a-H12a
o "

[P~ 100

F110
C3(5)a
" B C3(5)a-H3(5)a

C3(5)b 120

C2(6)a C8b

. C8b-Heb
R .
C2(6)b ;\ Cob-H7b 130

C2(6)a-H2(6)a 140

150

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5
2 (ppm)

Figure 25 : Spectre HMQC du composé (C)

L’expérience HMBC (fig25) montre les couplages G:kbngue distance entre :

le proton H-1’ et des carbones résonnarés@.1, 73.4, 76.7 et 157.6 ppm
correspondant respectivement aux carbones : C-3’, C-5’, et C-4b.

le proton H-8a et les carbones résonnanis&82.5, 133, 105.8 et 145.2 ppm
correspondant respectivement aux carbones C-7a,351@(14a) et C-9a.

le proton H-7a et les carbones résonnanis=445.2, 133, 126.9 et 145.2 ppm
correspondant respectivement aux carbones C-8a,052¢b)a et C-9a.

le proton H-7b et les carbones résonnanés=d140.1, 131.5ppm correspondant
respectivement aux carbones C-1b, C-9b.

le proton H-8b et les carbones résonnanés=d40.1, 131.5ppm correspondant
respectivement aux carbones C-1b, C-9b.

f1 (ppm)
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Figure 26 : corrélation a longue distance(HMBC) decomposé C
Le site de glycosylation de glycopyranose sur ndimgere a été finalement déterminé grace a la

corrélation entre le proton anomérique du sucte earbone en position 4b du dimere (fig27).

H3(5)b
H7b H3(5)a H10(14)a
X H14b Hiob
H2(6)b
H12a
H8a
H7a
50
C8a - - L
H10(14)a-C8a H7a-C8a [ 60
B HI-C2' 70
o] .
H1'-C3 b
Cs . L E
H1'-C5 Lso
90
L1 ® H8a-C7a L
e . . - 100
C10(14)a . - - ® H8a-C10(14)a r
C10b L110
C3(5)a _ Ci2b . B W = H7a-Ci2b = H8a-C12b I
alr
C3(5)b L 120
» iy . e @ H7a-C2(6)a [
130
/P\ ® H7a-Cla w H8a-Cla |
H7b-c1b/” ' \ H8b-C1b 140
H7b-C1b H8b-C1b & H7a-Coa ¥ Hga-C9a r
v 150
\ " [ L
e i m i - » | m |H1'-C4b
] - - 160
170
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32
f2 (ppm)

Figure 27 : Spectre HMBC du composé (C)
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b) Etude de la structure du composé D

ComposéD)

Le compos® se présente d’'une poudre blanche soluble dangtikaviol.

Le spectre 1 H-RMN nous suggere que ce cempappartient a la méme classe des
glucosidetransresvératrol.
Dans le spectre RMN-1H du compddéon observe deux protons aromatiques couplant entre

eux avec la méme constante de couplage formant dieubdiets a 6.85et 7.29 ppm (J= 8.8 Hz),
6.85 et 7.45 ppm (J=8.8 Hz) pour le cycle (Al) B2)(successivement, on observe aussi trois
autres protons aromatiques qui forment un syst#@Bwa 6.17 (2H, d, J= 2.2 Hz), 6.25 (1H, t,
d= 2.2 Hz) pour le cycle aromatique (A2), deux @ugrotons aromatiques qui forme un systéme
AB, couplé en position méta vers 6.60 (1H, d 1J=Hz) et 4 6.72 (1H, d, J= 1.1 Hz), pour le
cycle (B2) ainsi deux doublet correspondent au dprotons oléfiniques vers 6.97(1H, d,
J=16.5Hz, H-8b), 7.11(1H, d, J=16.5Hz, H-7b), dgamtons couplé entre eux du groupe
méthyne a 4.38(1H, d, J= 4.7Hz, H-8a), 5.44(1H=d4.7Hz, H-7a), un signale a 4.97ppm peut
correspondre au proton anomérique du glycosideq @utres signaux sont présents sur le
spectre de RMN-H du ccomposB)((fig28) et correspondent sans doute aux protansla

partie osidique.
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Figure 28 : SpectréH-RMN du composé (D)

Le spectre de RMN-13C et le JMOD du compod®) présente 29 signaux distincts. Parmi

ceux-ci, nous distinguons onze carbones quaiters et dix-sept CH aromatiques (fig29) et

un CH.
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Figure 29 : Spectré*C-RMN du composé (D)
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Figure 30 : Spectre JIMOD du composé (D)
D’aprés les deux spectres précédant le com(@gseéprésente cing signaux de CH et un

CH, dans la région des sucres indiquant la poesdiun pyranose. Nous pouvons l'identifier
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comme étant un glycopyranose grace aux déplacemnsbimiquesd C 70.1, 73.4, 76.7 et 76.7
ppm pour, respectivement, les carbones C-2',C-34’ Gt C-52 Le déplacement
caractéristique du carbone C-20(100.9 ppm) ainsi que le déplacement chimiquerdtop H-

1” (oH 4.97 ppm) et sa constante de couplage (J = Z)4bbkerveés sur le spectre de RMN-1 H

indiquent un anomérig pour ce sucre.

Toutes les valeurs de protons et de carbones érat&gibuées d’aprés I'analyse des spectres de
RMN 2D de corrélation homonucléaire COSY et hétéatgnires HSQC et HMBC ainsi qu’en

comparant ces données avec celles de la littérdture

L’expérience COSY H-H (fig 31) montre des couplagese :
- le proton H-1' et le proton H-2'.

- le proton H-8a et le proton H-7a.

- le proton H-6’ et le proton H-6'.

- le proton oléfinique H-7b et un autre proton olé&fire H-8b.
- le proton H-2(6) b et le proton H-3(5) b.

- le proton H-2(6) a et le proton H-3(5) a.

- le proton anomére H-1’ et le proton H-2'.
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Spectre ZN11 COSY
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Figure 31 : Spectre COSY du composé (D)

f1 (ppm)

L’expérience de corrélation directe carbone- provonHSQC (fig 31) montre les couplages

entre :
- le proton H-8aet son carbone C-8a résonnant a p5p

- les deux protons H-6 et leurs carbones C-6 résaran@h.2ppm.
- le proton H-2’ et son carbone C-2’ résonnant a pitn@.
- le proton H-3" et son carbone C-3’ résonnant a ppIa.

- proton H-7a et son carbone C-7a résonnant a 92.3ppm
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Spectre ZN11 HMQC
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Figure 32 : Spectre HMQC du composé (D)

L’expérience HMBC (fig34) montre les couplages G:kbngue distance entre :
- le proton H-1' et des carbones résonnant=30.0, 73.3, 76.6 et 157.6 ppm

correspondant respectivement aux carbones : C-2’, C-5', et C-4a.

- le proton H-8a et les carbones résonnantss &92.5, 105.8, 136.1 et 145.2 ppm
correspondant respectivement aux carbones C-78(12), Cla et C-9a.

- le proton H-7a et les carbones résonnants a54.5, 92.3, 126.7, 136.1 et 145.2 ppm
correspondant respectivement aux carbones C-8a, C-2(6)a, Cla et C-9a.

- le proton H-7b et les carbones résonnantséa=140.2, 125.7ppm correspondant
respectivement aux carbones C-1b, C-9b.

- le proton H-8b et les carbones résonnantséa=140.2, 125.7ppm correspondant
respectivement aux carbones C-1b, C-9b.
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Figure 33 : corrélation a longue distance(HMBC) deomposé D

Le site de glycosylation de glycopyranose sur ndimeere a été finalement déterminé grace a la

corrélation entre le proton anomérique du sucte earbone en position 4a du dimere (fig34).
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Figure 34 : Spectre HMBC du composé (D)
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V 2- A. 3. Détermination structurale du composé K
Resvératrol trans-déhydrodimeére

ComposéK)
Ce composé a été synthétisé pour la premiéi® par P. Langcake en 19%7 Sa
structure fut par la suite confirmée par A.-C. Bren 1998 0ir tableau (fig35).
Le spectre'H-RMN montre un systéme aromatique complexgree 6,0 et 7.4 ppm,
correspondant a 15 protons, dont deux appartierznentsysteme oléfinique.
Grace a leur constante de couplage de H&.2AH-2' et H-1'), on peut déduire la
présence d’'une double liaison trans.
Nous pouvons observer un couplage AA'BB’, sert sous la forme de doublets de
doublets avec des constantes de couplage de 3.6 idiz, a 7.16 et 6.77 ppm (H-2,6A
et H-3,5A).
Deux systémes doublet/triplet avec une constanteod@lage de 2.2 Hz, correspondant a 6
hydrogenes, nous font suggérer un double systeomeatique ortho/para.
Les signaux a 7.37, 7.17 et 6.84 ppm (H-6, H-4,)Hhdus indiquent la présence d'un cycle
aromatique trisubstitué. Le proton a 7.37 ppst couplé au proton a 6.77 ppm avec une
constante de couplage de 8.2 Hz, (couplage ortmolestnoyau benzénique). Il est aussi
faiblement couplé (J 3 =1.6 Hz) avec le protonl¥ fpm, indiquant que ces hydrogénes sont en
méta I'un de l'autre.
Deux autres hydrogenes, avec des constantes ddageupentiques (8.3 Hz), ont des
déplacements chimiques un peu trop faibles pouard@pir a un systéme aromatique, mais
suffisants pour étre placé prés d'un cerdlectronégatif, comme par exemple I'oxygene.
Ceci est confirmé par le spectre HETCOR qui modéex signaux couplés a 94.94/5.38 ppm et
58.00/4.39 ppm n’appartenant pas a un systeme #gueaC-2 et C-3). Ceci permet de

suggérer la présence d'un éther cycliquaantlles différents systémes entre eux.
Figure 35 : Comparaison des données spectroscopigueMN- H et RMN-13C du composé K avec A. C.

Breuit'®
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Protons 8'H (ppm) 8'H (ppm)®*

2 5.38 (1H, d, 1=8.4 Hz) 5.49 (1H, d, 1=8.0 Hz)

3 4.39 (1H, d, 1=8.3 Hz) 4.49 (1H, d, J=8.0 Hz)

4 7.17 (1H, s) 7.28 (1H, brs)

6 7.37 (1H, dd, 1=8.2 et 1.6 Hz) 7.45 (1H, dd, 1=8.3 et 1.5 Hz)
7 6.84 (1H, d, 1=8.3 Hz) 6.89 (1H, d, 1=8.4 Hz)

1 6.96 (1H, d, 1=16.2 Hz) 7.08 (1H, d, 1=16.2 Hz)

2 6.78 (1H, d, 1=16.2 Hz) 6.92 (1H, d, 1=16.4 Hz)
2,6A 7.16 (2H, dd, 1=8.5 et 2.0 Hz) 7.26 (2H, d, 1=8.7 Hz)

3,5A 6.77 (2H, dd, 1=8.6 et 2.0 Hz) 6.87 (2H, d, 1=8.8 Hz)

4,6B 6.12 (2H, d, 1=2.2 Hz) 6.21 (2H, d, 1=2.0 Hz)

28 6.18 (1H, t, 1=2.2 Hz) 6.30 (1H, J=2.1 Hz)

2,6C 6.42 (2H, d, 1=2.2 Hz) 6.55 (2H, d, J=2.1 Hz)

4C 6.13 (1H, t, 1=2.2 Hz) 6.28 (1H, t, 1=2.1 Hz)
Carbones 813C (ppm) 3'3C (ppm)**

2 94,94 93,57

3 58.00 57.15

3a 132.87 ou 132.43 ou 132.37 131.26 ou 131.67 ou 132.05
4 124,18 123.44

5 132.87 ou 132.43 ou 132.37 131.26 ou 131.67 ou 132.05
6 128.68 128.14

7 110.38 109.86

7a 161.05 160.13

1 129.39 128.60

2 127.48 126.70

1A 132.87 ou 132.43 ou 132.37 131.26 ou 131.67 ou 132.05
2,6A 128.68 128.09

3,5A 116.34 115.62

4A 158.77 157.88

1,38 159.98 159.22

2B 102.5 101.79

4,68 107.75 106.86

58 145.39 144.73

1c 141.19 140.28

2,6C 105.82 105.15

3,5C 159.67 159.00

4C 102.74 102.12
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V. 2- A. 4. Détermination structurale du composeé L L’ e-Viniférine

Compos€L)

Ce composé a pour la premiére fois été isolé de Viifera en 1977 par P. Langcaké Il a
ensuite & nouveau été isolé de la vigne YarW. Li en 1996'° et de Gnetum
parvifolium en 1992 par M. Lilt® voir tableau (fig36).

Le spectre' H-RMN nous suggére que ce composé apparéielt méme classe que le
resvératrol trans-déhydrodimére. Nous observornseuhsystéeme ortho/para a 6.18 et 6.16 ppm
(H-2B et H-4,6B), correspondant a 3 hydrogenees signaux a 6.82 et 6.57 ppm, avec un
couplage de 16.3 Hz, nous indiquent la présenagedidouble liaison trans.

Nous pouvons observer la présence de deux sys#®AiB8’, indiquant une substitution

para sur les cycles aromatiques (H-2,6A-3,5A et&£23,5C).

Deux hydrogenes, représentés par des doublé&is36 et 4.34 ppm avec une méme
constante de couplage de 6.6 Hz, nous iediqun systéme central semblable au
resveératrol trans-déhydrodimere (H-2 et H-3).

Les signaux a 6.63 et 6.24 ppm apparaissens la forme de doublets avec une
constante de couplage de 1.9 Hz, correspondantaupiage méta (H-5, H-7).

Le spectre 13 C-RMN montre plusieurs carbotres déblindés pouvant étre attribués a
des phénols. Nous pouvons en conclure que la steuest trés proche du resvératrol

trans-déhydrodimére, mais avec des variations\aauoides substituants aromatiques.

Figure 36 : Comparaison des données spectroscopapiH-RMN et 13C-RMN du composé L avec A. C.
Breuif®
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Protons 8'H (ppm) 8'H (ppm)'®?
2 5.36 {1H, d, 1=6.6 Hz) 5.42 (1H, d, 1=5.5 Hz)
3 4.34 (1H, d, 1=6.6 Hz) 4.45 (1H, d, 1=5.5 Hz)
5 6.63 (1H, d, 1=1.9 Hz) 6.70 (1H, d, 1=2.0 Hz)
7 6.24 {(1H, d, 1=1.9 Hz) 6.32 (1H, d, 1=2.0 Hz)
1’ 6.82 (1H, d, J=16.3 Hz) 6.89 (1H, d, 1=16.0 Hz)
2 6.57 (1H, d, 1=16.4 Hz) 6.67 (1H, d, 1=16.0 Hz)
2,64 7.14 (2H, dd, 1=8.5 et 1.8 Hz) 7.19 (2H, dd, J=8.5 et 2.0 Hz)
3,5A 6.76 (2H, dd, 1=8.6 et 1.8 Hz) 6.83 (2H, dd, 1=8.5 et 2.0 Hz)
4,68 6.16 (2H, d, 1=2.2) 6.24 (2H)
2B 6.18 {1H, t, H-2B) 6.25 (1H)
2,6C 7.03 (2H, dd, 1=8.6 et 1.8 Hz) 7.16 (2H, dd, 1=8.6 et 2.0 Hz)
3,5C 6.64 (2H, dd, J=8.6 et 1.8 Hz) 6.74 (2H, dd, 1=8.6 et 2.0 Hz)
Carbones 813C (ppm) 313C (ppm)!6°
2 93.94 83.7
57.34 57.2
3a 118.66 119.7
e 135.97 136.4
5 103.52 104.2
6 155.49 159.5
7 95.98 96.7
7a 161.73 162.4
17 129.35 130.1
2’ 122.25 123.5
1A 132.36 133.8
2,6A 127.1%9 127.8
3,5A 115.66 116.1
48 159.08 ou 158.57 158.2
1,3B 159.65 159.6
2B 101.60 102.0
4,68 106.45 106.9
5B 146.36 147.3
iC 128.54 129.8
2,6C 127.76 128.6
3,5C 115.97 116.2
4C 155.08 ou 158.57 158.2

Grace a ces données spectroscopiques, hous pouciare que ces composes sont bien

ceux présentés par P. Langcake en 14774
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V. 2- A. 5. Détermination structurale du composé M la Vitisin C

ComposéM)

L’analyse des spectres de la RMN du compdséontre qu’ils sont semblables aux données
Correspondrait & la vitisine C décrite dansliti@rature voir tablead’ (fig 43 ), le composé&
serait un analogue de la vitisine C.

Dans le spectre RMN-1H (fig 37) du compdsk on observe trois séries de deux protons
aromatiques couplant entre eux avec la méme cdastencouplage formant deux doublets a
7.19 et 6.82 ppm (J=8.6Hz) typique d’'un couplag®eho sur le cycle aromatique (D1), vers
7.25, 6.90 ppm (J=8.5 Hz) pour le cycle (Al) etsvér58, 6.62 ppm pour le cycle (B1). On
observe aussi trois autres protons aromatiquesoquent un systeme AbBa 6.13 (2H, d, J=2.1
Hz), 6.25 (1H, t, J= 2.1 Hz) et a 6.21 (2H, br, 819 (1H, d, J= 2.1 Hz) pour le cycle
aromatique (D2) et (A2), ainsi deux doublet quacéérisent les deux protons oléfiniques trans
vers 6.63(1H, d, J=16.4Hz, H-8c), 6.76(1H, d, J&AH&, H-7c), on observe aussi deux autres
protons aromatiques qui forme un systeme AB,plgban position méta vers 6.66 (1H, d=2.06
Hz) et a 6.32 (1H, d, J= 2.06 Hz), 6.66 (1H, d&862Hz) 6.19(2H, d, J=2.1Hz), pour le cycle
(C2) et (B2), en revanche les trois protons s@né sur le cycle (C1) trisubstitué résonnent a
7.17 (1H, dd, J= 8.3, J=1.5 Hz), 6.85 (1H, d, ’Hz), 6.76 (1H, d, J=8.2 Hz) et enfin on
trouve les trois groupes méthynes qui sont léasupentre eux a 4.31 (1 H, d, J= 4.7 Hz, H-8b),
5.5 (1 H, d, J= 4.7 Hz, H-7b), 4.45 (1 H, d, J=B2 H-8a), 5.42 (1 H, d, J= 5.4 Hz, H-7a), 4.53
(1 H,d, J=4.6 Hz, H-8d), 5.42 (1 H, d, J= 4.5 HZ(d),
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Figure 37 : SpectréH-RMN de la vitisin C

— T T T T
6.5

L’étude du spectre JMOD du compof@d) apporte des

informations complémentaires en

affichant quarante et huit signaux (fig38). Noodservons dix huit carbones quaternaires

aromatiques ainsi que vingt et neuf CH aromasoget deux CH oléfiniques.
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Figure38 : Spectré*C-RMN de la Vitisin C

Toutes les valeurs de protons et de carbones érat&gibuees d’aprés I'analyse des spectres de
RMN 2D de corrélation homonucléaire COSY et hétaoténires HSQC et HMBC.

Dans le spectre COSY on observe des corrélatiamne protons oléfiniqgue H-8c /H-7c, entre H-
7a/H-8a, H-7b/H-8b, H-7d/H-8d et entre les défirpriton aromatique tel que on observe des
corrélations entre H-2(6)a/H-3(5)a, H-2(6)d/H-3(3Hd6¢/H-5¢. Voir (fig39).
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Figure39 : Spectre COSY de la Vitisin C

L’expérience HMBC (fig 41) montrant les couplage®ngue distance permet I'attribution des
signaux des carbones suivants :

C-2 (6)d/H-7d, C-10(14)d/H-8d, C-2(6)b/H-7b, C-1AHb, C-2(6)a/H-7a, C-14b/H-8b C-
10(14a)/H-8a, C-10c/H-7d, C-10b/ H-7a.

Les deux protons oléfiniques montre des tachesod®lation avec les carbones aromatiques
adjacents H-8c¢/C-10(14)c, H-7c/C-2(6)c, H-8c/C19€/c/C-1c.
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Figure 40 : corrélation a longue distance(HMBC)dwmposé C
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Figure 41 : Spectre HMBC de la Vitisin C
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L’expérience de corrélation directe carbone- praioHSQC (fig 42) montre les couplages

entre :

le proton H-8b et son carbone C-8b résonnant a/ppra.

- le proton H-8a et son carbone C-8a résonnant HpprH.

- le proton H-8d et son carbone C-8d résonnant Bpprm.

- le proton H-7a et son carbone C-7a résonnant & PpH.

- le proton H-7d et son carbone C-7d résonnant al9%&.
- le proton H-7b et son carbone C-7b résonnant &69dpin

- le proton H-8c et son carbone C-8c résonnant 8933 m.
- le proton H-7c et son carbone C-7c résonnant &33pm.
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Figure 42 : Spectre HMQC de la Vitisin C

Figure 43 : Comparaison des données spectroscopigud-RMN et 13C-RMN de la Vitisin C avec A. C.

Breuil *’
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Vitisin C Données de Junko
et a
oH J (H2) o3c oH J (H2) oC
(Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm)
la 132.18 133.9
2a,6a 7.25d 8.5 127.87 7.13d 8.4 128.2
3a,5a 6.90d 8.5 116.25 6.76d 8.4 116.3
4a 142.03 158.5
7a 5.42d 5.4 93.97 5.36d 6.2 94.8
8a 4.45d 5.4 56.95 4.33d 6.2 58.2
9a 157.64 147.2
10a,14a | 6.21br 102.01 6.14d 1.5 107.5
11a,13a 159.37 160.0
12a 6.19d 2.1 106.81 6.13t 1.5 102.3
1b 132.18 132.7
2b,6b 6.58d 8.5 115.77 6.58d 8.8 127.8
3b,5b 6.62d 8.5 127.44 6.52d 8.8 116.0
4b 159.37 158.0
7b 5.54d 4.7 91.16 5.42d 5.1 92.2
8b 4.31d 4.7 52.07 4.25d 5.1 53.0
9b 142.03 142.5
10b 119.69 120.0
11b 162.40 162.7
12b 6.66d 2.06 96.40 6.28d 2.2 96.7
13b 158.09 160.5
14b 6.19d 2.1 106.89 6.09d 2.2 107.5
1c 130.21 132.7
2c 6.85d 1.6 125.63 6.65d 1.8 125.5
3c 133.74 132.3
4c 160.14 160.2
5c 6.75d 8.2 110.50 6.68d 8.4 110.7
6c 7.17dd 8.3,1.5 126.40 6.98dd 8.4,1.8 126.8
7c 6.76d 16.4 130.21 6.50d 16.5 124.2
8c 6.63d 16.4 123.89 6.68d 16.5 130.5
9c 136.78 136.8
10c 119.77 120.1
11c 162.30 162.8
12¢ 6.66d 2.06 96.76 6.24d 1.8 96.9
13c 159.97 159.6
14c 6.32d 2.06 104.36 6.58d 1.8 104.6
1d 134.12 134.6
2d,6d 7.19d 8.6 127.80 7.18d 8.4 127.8
3d,5d 6.90d 8.6 116.07 6.52d 8.4 116.5
4d 157.90 158.3
7d 5.42d 4.5 93.81 5.33d 4.8 94.7
8d 4.53d 4.6 56.78 4.36d 4.8 57.9
od 147.78 147.7
10d,14d | 6.13d 2.1 106.62 5.98d 2.2 107.0
11d,13d 159.97 160.1
12d 6.25t 2.1 102.30 6.06t 2.2 102.5
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V. 2- A. 6. Détermination structurale du composé N

Composé€N)

Nos données RMN voir tableau (fig 49) ont été cames avec celles de S. De Marino et
al"*®qui ont identifié pour la premiére fois léntére de resvératrol dans les racines du
genres Foeniculum vulgare.

Dans le spectre RMNH ( fig 44) du composd on observe trois séries de deux protons
aromatiques qui forment un systéemeBA couplant entre eux avec la méme constante de
couplage formant deux doublets a 7.18 [2H, d, J¥&8H-2a(6a)] et 6.80 ppm [2H, d, J=8.8
Hz, H-3a(5a)] typique d’'un couplage en méta suryicle aromatique (Al), vers 7.25 [2H, d,
J=8.8 Hz, H-2b(6b)], 6.80[2H, d, J=8.8 Hz, H-2b(6kpour le cycle (B1) et vers 7.24[2H, d,
J=8.8 Hz, H-2c(6¢)], 6.85 [2H, d, J=8.8 Hz, H-39({5pour le cycle (C1). On observe aussi trois
autres protons aromatiques qui forment un syst@pBepour le cycle trisubstitué 1,3,5(A2) a
6.26[1H, t, J=2.4 Hz, H-12a] , 6.22 [2H, d, J=2.4,HH-10a(14a)] , deux autres protons
aromatiques forment un systéme AB, couple en positiéta pour le cycle (B2) vers 6.38 (1H,
br, s, H-10b), 6.16 (1H, br, s, H-12b) et 6.2B,(br , s, H-12c), 6. 65 (1H, br, s, H-14c) pour
le cycle (C2), ainsi deux doublets qui caractétisées deux protons oléfiniques trans vers
6.94(1H, d, J=16.16Hz, H-7c), 6.79 (1H, d, J=16.46H-8c), et enfin on trouve les deux
groupes méthynes qui sont couplées entre eux a(b.A42d, J= 5.4 Hz, H-7a), 4.35 (1 H, d, J=
5.4 Hz, H-8a), 5.52 (1 H, d, J= 4.9 Hz, H-7b), 46H, d, J= 4.9 Hz, H-8b).
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Spectre RMN "H Trimére
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Figure 44 : spectréH-RMN du Trimeére resvératrol

L’étude du spectre JIMOD et 13C du comphls&pporte des informations complémentaires en
affichant quarante et deux signaux (fig45).

Nous observons quinze carbones quaternan@®afiques ainsi que vingt et cing CH
aromatiques et deux CH oléfinique.
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Figure 45 : Spectre JMOD du Trimere resvératrol

Toutes les valeurs de protons et de carbones érat&gibuees d’aprés I'analyse des spectres de
RMN 2D de corrélation homonucléaire COSY et hétaoténires HSQC et HMBC.

Dans le spectre COSY on observe des corrélatiame protons oléfinique H-7c /H-8c, entre H-
8a/H-7a, H-8b/H-7b, et entre les défirent protoonaatique tel que on observe des corrélations
entre H-2(6)b/H-3(5)b, H-3(5)a/H-12(6)a, H-2(6)c&®b)c. voir (fig46).
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Spectre ZN COSY Trimere
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Figure 46 : Spectre COSY du Trimere resvératrol

L’expérience HMBC (figd7) montrant les couplagel®ngue distance permet I'attribution des
signaux des carbones suivants : C-2(6) a /H-7H)(@4) a/H-8a, C-10(14) b /H-8b, C-2(6) b/H-
7b, C-9b /H-8b.

Les deux protons oléfiniques montrent des tadesorrélation avec les carbones aromatiques
adjacents H-7¢/C-2(6)c, H-7¢/C-1c, H-8c/ C-10(143c/C-9c.
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Figure 47 : Spectre HMBC du Trimére resvératrol
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L’expérience de corrélation directe carbone- praioHSQC (fig 48) montre les couplages

entre :

Ll

le proton H-8a et son carbone C-8a résonnant & in.

le proton H-8bd et son carbone C-8b résonnant E9ppm.

le proton H-7a et son carbone C-7a résonnant a pfrb.

le proton H-7b et son carbone C-7b résonnant a/9pra.

le proton H-8c et son carbone C-8c résonnant 2092B8pm.

le proton H-7c et son carbone C-7c résonnant al238%pm

le proton H-2(6)a et son carbone C-2(6)a resonad8.01 ppm .

le proton H-2(6)b et son carbone C-2(6)b résonadr8.01 ppm.

le proton H-2(6)c et son carbone C-2(6)c résonad®7.42 ppm.
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Figure 48 : Spectre HMQC du Trimére resvératrol
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Figure 49 : Comparaison des données spectroscopigud-RMN et 13C-RMN du Trimeére (N) C avec A. C.

Marin&®
Trimére Données de S. De
(N) Marino et al**°

oH J (H2) 6C oH J (H2) N

(ppm) (ppm) (ppm) (Ppm)

la 133.51 135.1
2a,6a 7.16d 8.8 128.01 7.08d 8.5 127.1
3a,5a 6.74d 8.8 115.81 6.82d 8.5 116.0
4a 158.01 158.2

7a 5.42d 6.0 93.51 5.21d 3.0 93.8

8a 4.35d 6.0 56.70 4.11d 3.0 57.2
9a 147.21 148.6
10a 6.22d 2.0 106.51 5.902S 106.80
1la 159.50 160.20
12a 6.26t 2.0 100.45 6.38t 2.0 103.40
13a 159.50 159.30
14a 6.22d 2.0 106.51 5.96s 109.20
1b 131.41 133.90
2b,6b 7.25d 8.4 128.01 6.33d 8.4 127.20
3b,5b 6.80d 8.4 115.91 6.50d 8.4 116.0
4b 157.92 156.80
7b 5.51d 4.0 93.37 5.23d 2.3 92.80

8b 4.60d 4.0 55.91 3.76d 2.3 53.0
9b 141.77 143.70
10b 6.38br.s 107.78 6.10d 2 107.40
11b 157.59 159.60
12b 6.16br.s 96.91 6.23d 2 95.00
13b 163.30 162.10
14b 119.52 119.80
1c 129.12 125.60
2c,6¢ 7.24d 8.4 127.42 6.61d 8.6 131.00
3c,5¢ 6.85d 8.4 115.73 6.44d 8.6 115.80
4c 157.92 157.40
7cC 6.94d 16 129.70 5.66d 12.2 131.00
8c 6.78d 16 123.09 5.81d 12.2 126.00
9c 136.10 137.00
10c 120.83 121.80
1lc 162.01 160.03
12c 6.28br.s 96.69 6.07d 1.8 95.50
13c 159.22 159.60
14c 6.65br.s 102.00 6.24d 1.8 108.00
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Conclusion

Suites aux travaux antérieurs réalmédaboratoire et la mise en évidence par
chromatographie centrifuge de partage eathromatographie liquide haute performance de
stilbénes dans la vigne, le travail qui nous a iéoobncerne « purification de quelques stilbénes

dans la «vitis- vineférachardonnay »

Dans la premiéere partigle ce mémoire et apres bref rappel sur la natwse de
composeés phénoliques présent dans la vigne, nowss ashoisi fort naturellement d’orienter
notre recherche bibliographique sur les differemeshodes de purifications et les techniques
d’isolement des stilbénes connus dans la vignes'querent peu nombreuse ( chromatographie
liquide haute performance semi-préparative et clatographie de partage centrifuge).

Dans la deuxiéme partiede ce mémoire ont été rapportés les résultats
personnels, la mise au point d'une méthode de atparet de purification des composés
phénoliques, alliant la chromatographie centrifulpe partage et la chromatographie haute

performance nous a permit I'isolation de huit $abses pures.

Dans la troisiéme pey la caractérisation et [Iidentification de sce
substances par les méthodes spectroscopiques pavmettent d’affirmer que les deux
composes A et B correspondent respectivementpicé&atannol et 'ampilopsine, nous avons
détecter des produitsans resvératrol glycosylées qui sont C et D , deuxéedes K et L
correspendent aux resveratrol etdiniférine.

Nous avons identgéur la premiére fois dans la plante étudier teaosés
M et N qui sont qui le tétramere trimére du restréfane correspondent pas a des composés

déja identifies dans notre plante.

Ces traveaux sur l'isolement de polyphénols airpde la vigne ne peuvent qu’encourager

d’autres investigations pour [lidentificati de nouvelles structures polyphénoliques.
Compte tenu de diverses propriétés pharmacolegigqacordées aux stilbénes, il est nécessaire

d’envisager une étude biologiqgue des nouvelles catds stilbéniques. Il serait également

intéressant de savoir si ces substances posseasteactivités biologiques.
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VIl. PARTIE EXPERIMENTALE
VIl.1 - GENERALITES

Le plan adopté dans la présentation de ces résaekpérimentaux est le meme que

celui emprunté au cours de la partie théorique.

VII.1. A —Méthodes chromatographiques

a) — chromatographie sur couche mince (CCM)
Les conditions d’analyses sur CCM sont les suivants
- support : silice 60 F254 (MERCK, Référence 5554 )suille d’aluminium, 0.2 mm
- solvant de migration :
CHCIl3/MeOH/CH;COOH (v/v/v = 85/15/3)
solvant de révélation ;
H,SQW/EtOH/anisaldehyde (v/v/v =5/90/5)
La révélation s’effectue par pulvérisation suiwi chauffage de la plaque a 300°C.

b) — chromatographie liquide haute performane semi préparative

(HPLC)

L’échantillon analysé est dissous dans un ng&la MeOH / HO (v/iv= 1/1) et filtré
sur un filtre Millipore (0.45um ), et injecté suneipré-colonne C18 de 2.5cm de longueur ef
de 5mm de diametre interne, et une colonne de 2ecltongueur avec un diametre interne de
8mm en utilisant une phase mobile constituée d& delvant A et B ( A: H20 a 0.0025%
de TFA et B : ACN).

L’'injection s’effectue a un débit de 1 mi/min. Lggadients d’élution varient en fonction de

I'extrait analysé.

c) — Chromatographie de partage centrifuge (CPC)

Les séparations par CPC sont réalisé sur un app&ei200 (FasCentrifugal
Partition Chromatograph 200ml) avec une vitesse de rotagobh0®0 tr/min la
phase mobile est délivrée par deux pompes GILSQNa3M débit de 3ml/min. les
phases mobiles et stationnaire sont choisies skdsrsystémes biphasiques

quaternaires : n-heptane, acétate d’éthyle, méthaao. Suivant les cas, la phase
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inférieure ou la phase supérieure des systemeagis@lges sont d’abord utilisée

comme phase mobile, puis au cours du fractionnefeesg@ns de rotation est inversé
et 'autre phase est utilisée comme éluant.
Les fractions sont recueillies par un collectautpenatique FC 204, et rassemblées

selon les résultats des analyses par CCM.

VII. 2- Spectres de résonance magnétique nucléai(RMN)

Les spectres RMN ont été mesurés a 500 MiE) et 125 MHz (13C) avec un
spectrometre Unity Inova 500 (Varian) contenant smede multi-nucléaire (5 mm i.d.).
Les spectres NOE et DEPT, ainsi que les expériebimBbsiensionnelles NOESY, COSY,
HSQC, HMBC et HSQC-TOCSY, ont été enregistrés @d'ale séquences impulsionnelles

spécifiques fournies par Varian. Les échantillons &é dissous dans des solvants deutérds
CD30D ou CDCI3. Les déplacements chimiqdaesnt été exprimés en ppm par rapport a

signal du tétraméthylsilane (TMS), utilisé commigrénce interne

VII. 3- Matériel végétal et extraction

La plantevitis vinifera (chardonnay) a été récolté durant le mois dege005 dans
la campagn@rdenne.
Les rafles de cette plante sont broyées en pouwgire fine grossiere (tamis maille 1.5
mm) afin d’améliorer I'extraction, on augmente aiassurface d’échange entre le solvant
et la matiere brut, ce qui permet un meilleur reneiet.
Les rafles broyées (500g) sont introduites dansaoh@nne qui est complétée avec un
mélange acétone/eau (60/40), la macération durieoen®4h a température ambiante et

I'abri de la lumiere afin d’éviter de détruire aartes molécules photosensibles, puis |

solution mere filtrée est récupérée.

Une seconde extraction a I'éther de pétrole (2lis3f aprés élimination de I'acétone sur
la solution aqueuse afin d’éliminer la chlorophylle

La phase aqueuse récupérée est alors soumisesextteneion a I'acétate d'éthyle (21.3

fois) afin d’extraire les polyphénols, la phasgamique est évaporée et lyophilisée.



VII. 4 — Fractionnement par chromatographie de parage centrifuge
(CPC)

En utilisant le systeme de solvéntheptane, acétate d’éthyle, méthanol, eau : 2,2,1

), un premier fractionnement est fait sur 8g deTIBE par 4 CPC. 132 fractions Le

regroupement de ces fractions est réalisé par Cgh\sQ@))

Fractions Poids (mg)
12-15*  (ascendant) 690
16-19* 1768.8
20-21 507.8
22-29* 2811.6
30-44 274.8
45-52 269.6
53-65 1104
66-88 460.3
89-104 * (descendant 960
105-106* 831.20
107-109 100.2
110-113 84.4
114-117 54
118-132 7.6

Figure 50 : Fractionnement de I'extrait MTBE CPC (s K)




VII.4.1 - Purification des fractions par chromatographie liquide haute
Pemihance (HPLC)

VIl. 4.1 .a - Purification des fractions 22-29

‘ Fractions 22-29 |

évaporation
lyophilisation

HPLC semi-prép.C18

A:H,0 4 0.0025% TFA
t(min) 0-5 [5-35 | 35-45 B:ACN

oB |15 ’15-100 100 Débit: 3ml/min

| Produit A: Piceatannol .

Figure 51 : Purification des fractions 22-29




VIl. 4.1 .b - Purification des fractions 89-104 efl05-106

‘ Fractions 89-104t et 114-117 l

évaporation
lyophilisation

HPLC semi-prép.C18

A:H,0 a4 0.0025% TFA
t(min) 0-5 ([5-35 35-45 B:ACN

%wB | 15 ’15-50 50-100 Débit: 3ml/min

‘ ProduitB: ampilosine .

Figure 52 : Purification des fractions 89-104et 11417




VII. 3.1 .c - Purification des fractions 16-19

‘ Fractions 16-19 I

¢vaporation
lyophilisation

HPLC semi-prép.C18

A:H,0 a 0.0025% TFA
t(min) 0-5 |5-35 35-45 B:ACN
Débit: 3ml/min

%B ‘15 [15-50 50-100

Produit C:trans Résviratrol
Produit D;trans Résviratrol

Figure 53 : Purification des fractions 16-19

VII. 4.1 .d - Purification des fractions 12-15
En utilisant le systéme de solvant M (heptacétate d’'éthyle, méthanol, eau :5,6,5,
), le fractionnement est fait sur les fractionslB2donne 132 fractions . Le regroupemen

de ces fractions est réalisé par CCM (fig 54)




Fractions Poids (mg)
12-15 (ascendant) 65.1
16-20 20.5
21-24 54.8
25-53* 120.3
54-60 76.3
61-93* 234.2
94-103 13.2
104-107 (descendant 50.9
108-110 8.3
111-112 15.3
113-117 9.45
118-120 11.01
121-132 9

Figure 54: Fractionnement des fractions 12-15 CR&ys M)

V1l. 4.1 .d - Purification des fractions 12-1
1) Purification des fractions 25-53




‘ Fractions 25-53 l

¢vaporation
lyophilisation

HPLC semi-prép.C18 A:H,0 4 0.0025% TFA
B:ACN

t(min* 0-10 \10-29 29-43 |43-64

Débit: 3ml/min

%B‘S-IO [10-20 20-50 | 50-100

K:Resvératrol
L:viniferine
M:viticine ¢ 'nouveau produit)

Figure 55 : Purification des fractions 25-53




2) Purification des fractions 61-93

‘ Fractions 61-93 l

évaporation
lyophilisation

HPLC semi-prép.C18 A:H,0 4 0.0025% TFA
B:ACN

t(min)‘ 0-9 \ 9-32 | 32-44 Débit: 3ml/min

%B | 20 ‘20'31 31-100

N:trimére
(nouveau produit)

Figure 56: Purification des fractions 61-93
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