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Résumé

Le présent travail porte sur ’étude chimique des extraits lipidiques de deux algues brunes
méditerranéennes Cystoseira elegans et Cystoseira tamariscifolia. L’étude chimique
préliminaire sur Cystoseira elegans a porté sur la préparation d’un extrait brut suivi de son
fractionnement sur colonne ouverte de silice. L'analyse par CCM a permis de faire un criblage
de Iextrait et de se faire une idée générale sur les différentes classes chimiques de I’extrait
brut. L’analyse par CLHP semi-préparative a permis d’isoler deux produits, I’analyse par
RMN 'H a permis de montrer qu’il s’agit d’un mélange d’épiméres et donc I’amélioration des
conditions de séparation devient nécessaire. L’étude chimique par CLHP d’une fraction de
Cystoseira tamariscifolia a permis, en particulier, d’isoler un produit pur. L’analyse par des
techniques spectroscopiques, notamment, par RMN mono- et bidimensionnelle a permis de
caractériser la structure du produit. Il s’agit du 4-methoxy-bifurcarénone, un méroditerpene
monocyclique déja isolé a partir de I’espece Cystoseira amantacea récoltée sur les cotes

francaises et de Cystoseira tamariscifolia récoltée sur les cotes marocaines.

Mots clés : étude chimique, Cystoseira tamariscifolia, Cystoseira elegans, métabolites

secondaires, meroditerpénes, chimiotaxonomie



INTRODUCTION

L'intérét de la recherche dans le domaine de la chimie des substances naturelles trouve son

explication dans les trois objectifs suivants [1] :
* L'investigation de composés a haute valeur ajoutée,
* La découverte de nouveaux modeles chimiques,

* La recherche de composés biologiquement actifs.

Bien que I’étude des substances naturelles d’origine terrestre a commencé depuis 1771, ce
n’est que deux cents ans plus tard que celle des organismes marins a pu prendre son essor grace a
la mise en place de programmes de recherche visant a étudier I’activité pharmacologique des
produits naturels marins. On peut citer le programme S.N.O.M (Substances Naturelles d’Origine
Marine), le projet Pharmocéan du Centre National pour I’exploitation des océans et le National

Sea Grant Program [2].

En 1947, seulement une douzaine de composés, dont le fucostérol (principal stérol des algues
brunes) étaient décrites dans la littérature. Mais dans les années 1980, aprés une période de
désillusion ayant entrainé I’arrét de quelques programmes de recherches, plusieurs molécules
pharmacologiquement actives ont été découvertes telles que les Didemnines, Antitumoraux
puissants isolés a partir des tuniciers (ascidies) [3, 4] ou les hydroquinones terpéniques. Et

jusqu’aux années 1990 ce sont les algues qui ont intéressé plus les chercheurs.

Récemment plus de 4000 nouveaux métabolites ont été isolés a partir de divers organismes

marins. Ainsi le développement de la chimie de produit naturels marins est devenu exponentiel.

Les produits étudiés dans le cadre de ce mémoire sont des métabolites secondaires
(diterpénes, méroditérpens), c'est-a-dire des molécules qui, contrairement aux métabolites

primaires, ne paraissent pas indispensables a la survie de I’organisme.
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On sait aujourd’hui que le principal intérét de ces substances réside dans le fait qu’elles jouent
un role de médiateur chimique dans le milieu marin. Un certain nombre d’observations
biologiques dans le domaine des algues ont permis en effet, de montrer, que certaines d’entre
elles exercent une action de défense chimique vis-a-vis des prédateurs naturels de I’espéce qui
les métabolise (oursins, poissons,.....) et qu’elles contribuent au phénomeéne d’épuration

bactérienne des eaux de mer dans les zones cotiéres [5].

Les métabolites secondaires jouent aussi un rdle important en chimiotaxonomie (classement
des especes selon leur composition chimique). En effet, les biologistes rencontrent des problémes
d’identification des especes car des variations morphologique peuvent intervenir suivant le lieu
et /ou la période de récolte. Les résultats des études chimiques ont apporté dans certains cas des
compléments d’informations qui, ajoutés aux critéres biologiques existants permettent de mieux

distinguer entre elles les espéces d’un genre donné.

Notre mémoire est consacré a I’étude chimique des extraits lipidiques de deux algues brunes

Cystoseira elegans et Cystoseira tamariscifolia.

L’objectif principal est I’isolement et la caractérisation structural de nouveaux métabolites

secondaires.
Il comprend trois parties principales :

- Une synthése bibliographique sur les espéces du genre Cystoseira,
- Etude chimique préliminaire de Cystoseira elegans,

- Etude chimique d’une fraction de I’extrait lipidique de Cystoseira tamariscifolia

11



1.1. Taxonomie et Systématique du genre Cystoseira

Les algues brunes de I’ordre des fucales se subdivisent en quatre familles dont celles
des Cystoseiracées. Cette famille, qui a été établie en 1843 par Kutsing [6], comprenait

alors sept genres, aprés divers révisions, elle en inclut dix-huit [7].

Crée originalement par le phycologiste suédois Carl Adoplh Agardh en 1820 [8], le

taxon original Cystoseira comprenait alors trente especes.

Au début du siécle, la situation était si confuse que C.Sauvageau [9, 10] fut amené a
réviser I’ensemble du genre. 1l effectua une étude approfondie et constitua de nombreux
groupes, incluant certaines especes, que G. Hamel [11], plus tard réduisit a six. Il y a une
trentaine d’années M. Roberts [12, 13], apres un certain nombre de mise au point sur les
espéces des cdtes britanniques, a tenté de donner des diagnoses plus précises des especes
de ce genre en les regroupant selon des criteres liés a la morphogénése. A I’heure

actuelle, cinquante-six espéces sont rattachées a ce genre [14].
1.2. Distribution phytogéographique mondiale

Le genre Cystoseira montre une aire de répartition trés large : océan Atlantique,
océan Pacifique, océan Indien, mer Méditerranée mais fait défaut dans la zone
Antarctique. La plupart vivent dans I’hémispheére nord et quelques rares espéces se
trouvent dans I’hémisphére sud. La majorité des espéces du genre Cystoseira se
développent sur les cotes de la Méditerranée comme I’attestent de nombreux travaux
taxonomiques. Ces algues souvent de grande taille constituent une fraction importante

de la biomasse des algues littorales [15].
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1.3. Position systématique de Cystoseira elegans

L’espéce Cystoseira elegans (figure 1) admet comme classification :
Régne : Eukariota
Embranchement : Ochrophyta
Classe : Phaeophyceae
Ordre : Fucales
Famille : Sargassaceae
Genre : Cystoseira

Espéce : elegans

Figure 1 : Cystoseira elegans
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1.3.1. Description

Espéce dressée, brune, iridescente, jusqu'a 30 cm de hauteur, procurant une sensation
légerement €pineuse; axe tronciforme, courte, 1-3 cm (rarement jusqu'a 7-8 cm),
généralement simple, & sommet épineux non saillant et fixé au substrat par un petit
disque circulaire; rameaux primaires pourvus de tophules (= enflement basal persistant
sur l'axe apres la chute saisonniére des rameaux); treés épineux, 6-10 mm X 3-5 mm,
groupés le long de l'axe; rameaux primaires minces, longs, jusqu'a 20 cm, cylindriques;
nus a la base; extrémités et rameaux d'ordres supérieurs cylindriques et couverts de
ramules épineux (feuilles), largement insérés, palmés-dentés a étroits-bifides, 1-3 mm de
long; cryptes piliféres €parses sur les rameaux et sur les feuilles; aérocystes absents;
réceptacles terminaux longs, 1-3 cm, simples ou bifurqués, cylindriques, tuberculés,
avec ou sans épines; conceptacles peu saillants, différenciés dans le rameau et dans la

base des €pines [16].

1.4. Position systématique de Cystoseira tamariscifolia
Cystoseira tamariscifolia (figure 2) a pour systématique :

Régne : Eukariota

Embranchement : Ochrophyta

Classe : Phaeophyceae

Ordre : Fucales

Famille : Sargassaceae

Genre : Cystoseira

Espéce : tamariscifolia
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Figure 2 : Cystoseira tamariscifolia

1.4.1. Description

C’est une algue robuste de 10 a 50 cm, de couleur verte olive, iridescent dans I’eau,
produisant une sensation rude au toucher. Le thalle est fixé par un disque trés solide et
comprend un axe principal dont les ramifications portent de nombreux rameaux
secondaires plusieurs fois divisés et recouverts de petits ramules épineux appelés
« feuilles ». Elle présente une période de repos I’hiver, elle est alors rude au toucher et
réduite. Dés le printemps, elle croit et peut donner des ramules non feuillés et souple,

elle est beaucoup moins rude au toucher. Par la suite elle devient trés touffue [15].
1.5. Composition chimique des algues brunes du genre Cystoseira

Les principaux métabolites secondaires rencontrés dans les algues brunes du genre
Cystoseira étant des diterpénoides et des méroditerpénoides [17]. Nous commengons par

donner quelques notions théoriques sur les composés terpéniques.
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1.5.1. Généralités sur les terpénes

1.5.1.1. Définition
On appelle terpéne un ensemble d’hydrocarbures cycliques ou a chaine ouverte
composé€s de plusieurs unités isopréniques, de formule brute (CsHg), ot n peut prendre

les valeurs :

- 1 : Hémiterpenes (rares)
: monoterpenes
: sesquiterpenes

2
3

- 4 :diterpénes
6 : triterpénes
8

: tétraterpenes

Le nom terpéne a été forgé a partir de la térébenthine, matiere de base de leur

obtention et de la racine « éne » pour rappeler qu’il s’agit de composés insaturés.

Les diterpeénes sont communs dans le milieu marin : les algues, les éponges et les
mollusques en renferment. Cependant, ces molécules semblent étre synthétisées surtout
par les algues puis distribuées dans le régne animal par le jeu des chaines alimentaires

[17].
1.5.1.2. Biosynthése des diterpénes

Biogénétiquement, les terpénes ont pour précurseur I’acide mévalonique, obtenu par
activation enzymatique d’une molécule d’acide acétique [19]. La phosphorylation et la
décarboxylation qui suivent aboutissent a une unité de base : le pyrophosphate de 3-
isoprényle (PPI-3). Cette unité est isomérisée en pyrophosphate de 2-isoprényle (PPI-2)
qui joue le role d’agent alkylant envers d’autres groupes PPI-3. Selon le nombre d’unités
isopréniques fixées, on obtient par le pyrophosphate de géranylgéranyle (PPGG), les
diterpénes (20 atomes de carbone) (figure3). Les composés issus de cette sous-classe
peuvent, par diverses réactions enzymatiques (cyclisation, oxydation, etc....) aboutir a

un trés grand nombre de produits naturels [15].
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Figure 3: Biosynthése des diterpenes.
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1.6. Les méroditerpeénes
1.6.1. Définition

Les diterpénes a biogenése mixte, dits « méroditerpénes » comprennent un noyau
hydroquinonique plus ou moins substitué¢ fixé a un enchainement terpénique. La voie de
biosynthése de la partie hydroquinonique dérive du métabolisme de I’acide shikimique

(figure 4)

H
0. _OH
P—O‘\—>:O YO_P
HO OH $ COxH §
HO' Y YOH
Erythrose -4- Phospho-énol OH
Phosphate pyruvate Shikimate
Oy OH
OR
OPP
-—-—>
+
HO™ > VoH OR
OH GGPP
Méroditerpéne

Figure 4 : Biosynthése des méroditerpénes.
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11 a été proposé pour les méroditerpenes, une division en quatre groupes :

a. Les linéaires
b. Les monocyclisés

Les bicyclisés (en 7-11 et 6-12) ou (en 7-11 et 5-13)

o

d. Les réarrangés

Cette division ne tient compte que des cyclisations touchant les atomes de carbone

[15], les ponts oxygéne ne sont pas considérés contrairement a I’option choisie par

Piattelli [19], ceci permet de réduire le nombre des groupes. Les fonctions éthers sont

prises en compte dans I’étude de la fonctionnalisation des molécules [18].

| Méroditerpénes I

i

?"1! .
Cyel,
Linéaire Monocyclique Bicyclique
52 Cyel. %18 & 714 Cycl. _
tear. C18 (17) tear, C18 {11314) rear, (5 (352

R
&

Réarrangé

Figure 5 : Présentation des différents groupes de méroditerpénes
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1.7. Métabolites secondaires isolés de Cystoseira elegans

Des travaux antérieurs effectués sur Cystoseira elegans ont permis d’isoler
notamment des diterpéne linéaires [20 ,21] (figure6), méroditerpénes linéaires [22,23,

24,25] (figure 8)et méroditerpene monocyclisés [26] (figure 7).

. Diterpénes linéaires

7 =4 =4 7z 7 = 7 = ]
(o) o} (¢}
Eleganolone
7 = = ANA°

Figure 6 : Diterpénes linéaires isolés de Cystoseira elegans

Méroditerpéne monocyclisés 7-11

i

OR

OCHj, o
OH

R=H ou CH; R=H ou CHj;

Figure 7 : Méroditerpénes monocyclisés isolés de Cystoseira elegans
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. Méroditerpénes linéaires

OCH;

OCH; OCH,4

OCH,

Figure 8 : Méroditerpénes linéaires isolés de Cystoseira elegans
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1.8. Métabolites secondaires isolés de Cystoseira tamariscifolia

Les études chimiques effectuées sur Cystoseira tamariscifolia ont permis l'isolement
des méroditerpénes linéaires [27] (figure 9), monocycliques [27,28] (figurelO),
bicycliques[27] (figure 11) et des méroditerpenes réarrangés [27,29,30,31,,32] (figure
11).

Méroditerpénes linéaires |

OCH,

Figures 9 : Méroditerpénes linéaires isolés de Cystoseira tamariscifolia

. Meéroditerpénes monocyclisés 7-11 ;

Bifurcarénone

Figure 10 : Méroditerpénes monocyclisés isolés de Cystoseira tamariscifolia
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Méroditerpenes bicyclisés 7-11 & 6-12 1
OH (o]
/ |-_| OH
/ \‘ / \o\\‘“‘l
OCH;,3 HO o OCHy s 0
OH
Baléarone Strictakétal

Figure 11 : Méroditerpénes bicyclisés isolés de Cystoseira tamariscifolia

. Méroditerpénes réarrangés

Nébalearone

et
I diépinéobaléarone

Méditerranéols A et B
(o]
: )

Meéditerranéols CetD

H4CO

OCH;

OCH,

HO

Cytoseirols B et C

Figure 12 : Méroditerpénes réarrangés isolés de Cysfoseira tamariscifolia
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Les structures de diterpénes et de méroditerpeénes isolés de certaines algues brunes
ont eu un apport considérable dans la chimiotaxonomie. Nous allons tenter d’expliquer

la problématique et les conséquences de cette science.
1.9. Notions générales de chimiotaxonomie

La chimiotaxonomie est une science de la classification qui consiste a classer les
espéces d’une famille donnée en fonction de critéres chimiques spécifiques. Chez les
végétaux, il existe deux types extrémes de constituants chimiques qui sont les composés

peu spécifiques et les composés trés spécifiques :

- Les composés peu spécifiques ont une structure chimique simple. Le plus
souvent, ils sont le fruit de métabolismes fondamentaux et du point de vue chimio
taxonomique ces substances sont peu intéressantes car elles sont présentes dans la
plupart des especes.

- Les composés peu spécifiques ont une structure chimique simple. Le plus
souvent ils sont le fruit de métabolismes fondamentaux et du point de vue chimio
taxonomique ces substances sont peu intéressantes car elles sont présentes dans la
plupart des espéces.

- Les composés trés spécifiques ont, au contraire, une structure chimique
complexe. Ce sont essentiellement des métabolites secondaires que 1’on rencontre
que chez quelques familles, genres ou espéces botaniques. La chimiotaxonomie est

basée essentiellement sur I’étude de ces composés.

L’étude chimique est une discipline relativement nouvelle car elle exige des
techniques élaborées qui ont été développées récemment, il s’agit de techniques de
séparation par chromatographie (CPG, HPLC) associées aux techniques de

spectroscopie moléculaire, notamment, la RMN mono et bidimensionnelle [17].
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1.10. Chimiotaxonomie des espéces du genre Cystoseira

Des travaux récents ont montré que les métabolites secondaires isolés d’algues brunes
de la famille des Cystoseiracées peuvent étre utilisés comme marqueurs taxonomiques
[19, 18,33], certains diterpénes et méroditerpénes, en particulier, sont caractéristiques du
genre Cystoseira. Une bibliographie complete sur la chimiotaxonomie des algues brunes
de la famille des Cystoseiracées a été établie par R. Valls, L. Piovetti[18] et V.
Amico[34], on peut également se reporter aux théses de A. Praud[35] et R. Valls[15]

pour des compléments d’information sur le genre Cysfoseira.

La classification de Piatelli (tableau 1) définit des groupes & partir des structures des
molécules extraites et propose une comparaison avec les groupes définis par Giaconne
[36], (qui les a classé selon la morphologie). Cette classification ne tient compte que de

la nature des composés extraits quelle que soit la quantité présente dans I’algue.

Tableau 1: Groupes structuraux de Cystoseira Méditerranéennes proposés par

Piatelli [19] a partir des molécules isolées

Groupe I Métabolites secondaires non lipidiques

Groupe II Diterpeénes linéaires

Groupe III Meéroditerpenes linéaires

Groupe IV Meéroditerpénes avec Chaine latérale avec furanes
et tétrahydrofuranes

Groupe V Méroditerpej:nes avec Chaine latérale avec cycle
cyclopentanique

Groupe VI Mérodxterpenes avec Chaine latérale de type
bicyclo[4.3.0]nonane

Groupe VII Méroditerpénes avec Chaine latérale de type

bicyclo[3.2.0]heptane
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Pour sa part Amico [34], il a modifié cette classification en regroupant les deux groupes

V et VI en un seul qu’il a divisé en deux sous-groupes (tableau 2) :

Va: Méroditerpenes cycliques avec des cyclopentanes

Vy : Méroditerpénes cyclique avec des bicyclo[4,3,0]nonanes

Le groupe VII est consacré aux méroditerpénes transposés

Tableau 2 : Groupe structural de Cystoseires Méditerranéennes proposé par Amico

1995 [34] a partir des molécules isolées

Espéces appartenant a ce

Groupe Description
groupe
) o ) C.compressa,C. humilis,
Groupe [ Pas de métabolite secondaire lipophile
C.barbata, C.susanensis
Groupe I1 Présences de diterpénes linéaire C.brachycarpa
C.dubia C.hyblaea, C.barbatul,
Groupe III | Présence de méroditerpenes linéaires C.crinita,C.sauvageauana,
C.shiffineri
Méroditerpénes linéaires avec des
C.squarrosa,C.zoteroides,
Groupe IV | furanes et /ou des tétrahydrofuranes et
C.usneoides
des pyranes
Méroditerpénes cycliques avec des
Groupe V, C. jabukae, C. elegans
cyclopentanes
Méroditerpénes cyclique avec des | C.algeriensis,C.spinosa,
Groupe Vy, )
bicyclo[4,3,0]nonanes C.baccata
Méroditerpénes cycliques avec des
Groupe VI ) C.amentacea
bicyclo[3,2,0]heptanes
Groupe VII | Présences de méroditrpénes transposés | C.tamariscifoliaC.mediterranea

Rappelons que la répartition d’Amico ne concerne que les Cystoseira de Méditerranée

[37].
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Conclusion

L’intérét de la classification d’Amico est de classer les espeéces du genre Cystoseira
en fonction de leurs structures chimiques. Cette classification chimiotaxonomique
contribue a I’établissement d’une relation entre la nature chimique du diterpeéne et/ou

meroditerpéne et les especes du genre Cystoseira Méditerranéenne.

Cependant, cette classification présente des limites vis-a-vis des especes contenant
des métabolites variés appartenant aux différents groupes. L’espéce cysfoseira
tamariscifolia contient spécifiquement des méroditerpénes transposés, mais également,

des diterpenes linéaires [27] monocycliques [27] et bicycliques [27].

On conclut donc que les critéres phytochimiques (basées uniquement sur la nature des
métabolites isolés) des espéces sont difficiles pour établir une étude chimiotaxonomique
fiable du genre Cystoseira. Elle devrait inclure, en plus de la détermination des
structures chimiques caractéristiques, la quantification précise de leur composition dans
I’algue, les variations saisonniéres et géographiques de composition chimique, ainsi que
les processus biosynthétiques qui conduisent a la formation de ces substances dans

’algue [18].
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Chapitre 2



2.1. Récolte, traitement et conservation

L’algue a été récoltée en juin 2006 au niveau du lieu dit " les caroubiers" a I’ouest de
la ville de TIPAZA (36°37'12" N, 2°39'00" E) en Algérie. L’algue est ensuite triée
manuellement pour éliminer toutes sortes d’épiphytes (organismes minuscules de nature

animale ou végétale), elle est ensuite séchée a I’ombre et dans un endroit sec et aéré.

2.2. Extraction

L’extraction est effectuée par le mélange de solvant (MeOH/CHCI;3 1/1 : v/v) dans un
systeme statique (batch extraction). Une masse de 612.27 g d’algue a permis d’obtenir
3.04 g d’extrait brut soit un rendement de 0.5 %. Des extractions successives permettent

d’épuiser la matiere végétale et d’augmenter le rendement de |’extraction.

2.3. Fractionnement et purification

2.3.1 Fractionnement sur colonne ouverte de silice

Une colonne en verre (hauteur= 60 cm,
diameétre = Scm) remplie avec de la silice Si60 (40-
63 wum), de type Merck a été utilisée pour le
fractionnement de I’extrait brut. Une masse de 6 g
(obtenu suite a plusieurs extraction) est soumise a
un fractionnement en utilisant un gradient de
solvants de polarité croissante (TMP/AcOEt (90/10 ;
v/v) a 100% AcOEt suivi du MeOH pur (100%)

Figurel3 : Fractionnement sur colonne ouverte de silice.
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Les résultats obtenus sont regroupés sous forme de la masse des fractions collectés en

fonction de la nature de 1’éluant sont donnés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Données du fractionnement sur colonne ouverte.

Ne° Eluant
— Masse finale — masse initiale Masse (mg) S—
1 6441.3 — 6425 16.3 90/10

2 6401.68 —6394.8 6.88 80/20

3 6265.20 — 6231.6 33.6 70/30

4 6330.07 —6271.3 58.77 70/30

5 6459.18 —6334.0 125.18 70/30

6 6470.80 — 6412.20 58.8 70/30

¥ 6496.98 — 6393.9 103.08 60/40

8 8504.7 —6391.6 113.1 60/40

9 6453.45 — 6263.6 189.85 60/40

10 6539.49 — 6335.04 204.45 60/40, 50/50
11 6556.63 — 6272.41 284.22 50/50

12 6444.94 — 6327.43 117.51 50/50

13 6403.08 —6201.75 201.33 40/60

14 6305.30 — 6232.67 72.63 40/60

15 6423.36 — 6352.96 70.4 40/60

16 6309.35 — 6278.36 30.99 40/60

17 6556.90 — 6444.8 112.1 40/60

18 6353.24 — 6245.90 107.34 40/60

19 6381.43 —6301.56 79.87 40/60, 30/70
20 6310.20 — 6206.73 103.47 30/70

21 6376.90 — 6335.48 41.42 30/70

22 6512.52 —6477.39 35.13 30/70

23 6413.53 — 6331.6 81.93 20/80

24 6338.15 —6278.69 59.46 20/80
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25 6325.5 —6285.50 40 20/80

26 6318.64 — 6270.71 47.93 10/90

27 6337.89 — 6286.37 51.52 10/90

28 6459.86 — 6417.18 42.67 10/90

29 6422.15 - 6363.23 58.92 100% AcOET

30 6353.14 — 6326.63 26.51 100% AcOET
Eluant
AcOET/MeOH

31 6482.36 — 6462.81 19.54 95/5

32 6422.1 —6400.14 21.96 95/5

33 6394.10 — 6366.38 27.72 95/5

34 6470.4 —6458.7 11.7 9515

35 6349.88 — 6345.05 4.829 95/5, 90/10

36 6278.15 - 6266.99 11.16 90/10

37 6264.55 — 6247.54 17.01 90/10

38 6438.4 —6411.5 26.9 80/20

39 6332.7 —6318.36 14.34 80/20

40 6522.90 — 6423.0 99.9 50/50

41 6882.05 — 6367.40 514.65 50/50

42 6522.62 — 6312.77 209.85 100% MeOH

43 6748.47 - 6377.02 371.45 100% MeOH

44 7263.19 - 6277.14 968.05 100% MeOH

45 6539.6 —6447.55 92.05 100% MeOH

46 6474.5 —6431.7 42.8 100% MeOH

47 6294.39 — 6225.88 68.51 100% MeOH

48 6336.30 — 6308.07 28.23 100% MeOH
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2.4.  Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince

L’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) a été effectuée par élution
ascendante avec le systéme binaire acétate d’éthyle [AcOEt] / 2, 2,4 — triméthylpentane [TMP],

dans le rapport 50 /50 [v /v], en utilisant le cholestérol comme témoin

34
4

Y
i

Figure 14 : Chromatographie sur couche mince de I’extrait brut de Cystoseira elegans
L’examen de la figure 14, permet de faire les constatations et analyses suivantes :

La 1°¢ fraction de produits est éluée dans une zone de facteur de rétention variant entre x; et x»
(0.97 < Rf < 0.83), elle correspond aux pigments (caroténes et ses dérives) et autres produits

(quelques fois de natures terpéniques),

La seconde partie de facteur de rétention compris entre x, =0.83 et x3 =0.69, correspond aux

stérols et acides gras (Rf du cholestérol = 0.72)

La troisiéme partie ayant un facteur de rétention compris entre x3 = 0.69 et x4 = 0.46, représente
généralement la partie la plus intéressante correspondant souvent aux produits d’origine

terpénique (diterpenes, méroditerpénes....).

La quatriéme partie correspond a des valeurs de Rf < x4=0.46 regroupe des produits polaires

souvent difficiles a séparer.
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2.5.  Analyse par chromatographie liquide haute performance (CLHP)

L’analyse a été effectuée sur une chaine CLHP de type Varian, composé d'un dégazeur,
d'une monopompe (modele Prostar 210) et d'un détecteur réfractométrique (modele 350 RI

Detector).

Une colonne semi-préparative (Merck Purospher STAR RP18e; 5 um ; @ : 10mm, | = 250

mm) & un débit de 3 mL.min™" a été utilisée pour la majorité des purifications.

Figure 15 : Chaine CLHP utilisée dans I’analyse

Nous avons choisi les fractions 8 et 9 pour I’analyse par CLHP en se basant sur I’analyse
préliminaire par CCM. Ce choix est motivé par la valeur des facteurs de rétention des deux

fractions qui habituellement correspond a 1’élution des méroditerpénes.
2.6.  Analyse de la fraction 8 par CLHP

La fraction 8, éluée avec un mélange d’éluant TMP/AcOEt (60/40 : v/v), a été analysée par
CLHP a polarité de phase inversée l'aide du mélange d’éluant MeCN/H,O (95/5 ; v/v). Le profil

chromatographique obtenu est donné par la (figure 16)
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Figure 16 : Profil chromatographique de la fraction 8

L’examen de la figure 16 fait apparaitre un seul pic (8.1) ce qui suggere qu’il s’agit d’un
produit pur, afin de confirmer la pureté de notre composé, nous avons procédé a I’analyse par

RMN du proton.
2.7.  Analyse par RMN 'H du produit 8.1

L'ensemble des expériences par RMN ont été réalisées a l'aide d'un spectrometre Bruker
Avance 400 MHz en utilisant le CDCl; comme solvant. Les spectres RMN ont été calibrés en
utilisant les pics résiduels du solvant, soit H 7,26 ppm en RMN 'H et C 77,0 ppm en RMN
13

G

L’examen du spectre RMN du proton du produit 8.1 (figure 17) nous a permis de déduire

qu’il s’agit d’un mélange d’au moins deux épimeres.
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Figure 17 : Spectre RMN "H du composé 8.1

Cette constatation a été faite et confirmée en se basant sur I’analyse du spectre RMN du

proton d’un méroditerpéne récemment isolé de Cystoseira tamariscifolia [38] (figure 18 et 19).

Figure 18: Méroditerpéne isolé de Cystoseira tamariscifolia [38]
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Figure 19: Spectre RMN 'H du méroditerpéne [38]

Dans le spectre RMN du proton du méroditerpéne (figure 19), nous constatons que les
protons aromatiques Hs- et Hs- apparaissent sous forme de singulets larges (figure 20) a 8 = 6,53
et 6,56 ppm. Le méthoxy porté par le carbone aromatique Cy4 apparait également sous forme

d’un singulet (8 = 3,73 ppm) car il ne présente aucun couplage (figure 21).
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Figure 20 : Signaux des Protons aromatiques du méroditerpéne [38]
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Figure 21 : Signal du méthoxy du méroditerpéne [38]

Enfin, les protons des méthyles Cis, Ci7, Cis, Cio €t Cao apparaissent sous forme de singulets
(figure 22) & des déplacements chimiques caractéristiques des protons portés par les méthyles,
avec des valeurs de déplacements chimiques égales a : His 41,19 ppm, Hy7a 1,14 ppm, Hig a

1,60 ppm, Hio 22,21 ppm et Hyo a 1,76 ppm.
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Figure 22 : Signaux des Protons méthyles du méroditerpéne [38]

38



Nous avons comparé ces données par rapports a celles obtenues pour le produit 8.1 et nous

avons relevé les remarques suivantes :

Les protons aromatiques Hs- et Hs apparaissent (figure 23) a des déplacements chimiques
similaires (Hs> & 6,5- ppm et Hs: & 6,58 ppm) a ceux du méroditerpene (figure 18) ci-dessus
décrit. Néanmoins, leur allure présente un dédoublement de signaux ce qui est certainement en

faveur de la présence d’au moins deux épimeres.

Egalement, nous avons constaté I’apparition de deux signaux correspondant aux
déplacements chimiques des méthoxy a &=3,6 eta 3,8 ppm, ce qui suggére qu’il y a au moins
deux produits (figure 24). Nous remarquons également que les signaux des deux méthoxy sont

dédoublés, ceci laisse prévoir la présence de plus de deux produits (?).

ppm (f1)

Figure 23: Dédoublement des signaux des protons aromatiques du composé 8.1
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Figure 24 : Dédoublement des signaux du méthoxy du composé 8.1

Enfin, I’agrandissement de la zone du spectre RMN 'H relative aux protons portés par les
méthyles (figure 25) montre la présence de cinq signaux correspondants aux cinq méthyles, toute

fois, chaque signal est dédoublé ce qui conforte I’hypothése de la présence d’un mélange
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Figure 25 : Dédoublement des signaux des Protons méthyles du composé 8.1
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L’ensemble de ces constatations nous ont permis de conclure de maniére quasi sure qu’on
est en présence d’au moins deux épiméres. L’amélioration des conditions de séparation est

obligatoire.
2.8.  Analyse de la fraction 9 par CLHP

La fraction 9 a été éluée avec un mélange TMP/AcOEt (60/40 : v/v) et analysée par CLHP a
I'aide du mélange MeCN/H20 (95/5 : v/v). L’analyse par CLHP de la fraction 9 montre le profil

chromatographique donné par la figure 26.

Nous constatons I’élution de deux produits 9.1 et 9.2, ce dernier apparait au méme temps de

rétention que le produit 8.1.

3001 Volts
200]
100! 9.1 9.2
v v
0-\/ S

w2l s he ks by s

11.822 13.727 Minutes

Figure 26 : Profil chromatographique de la fraction 9
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2.9.  Analyse par RMN du proton des produits 9.1 et 9.2

Le spectre du proton du produit 9.2 est identique & celui du produit 8.1, ce qui confirme que les

deux produits sont identiques (élués au méme temps de rétention).

Concernant le produit 9.1, il s’agit d’un produit différent. Le spectre du proton est donné par la
figure 27. L’examen de cette derniére révéle les mémes résultats que ceux obtenus pour le
produit 8.1, c'est-a-dire qu’il ne s’agit pas d’un produit pur mais également d’un mélange
d’epimeéres. Cette conclusion est faite en se basant sur le phénomene de dédoublement des
signaux correspondant aux protons aromatiques, au méthoxy et aux protons des méthyles

(figures 28, 29, 30).
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Figure 27 : Spectre RMN 'H du composé 9.1
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Figure 28 : Dédoublement des signaux du méthoxy du composé 9.1
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Figure 29 : Dédoublement des signaux des Protons aromatiques du composé 9.1
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Figure 30 : Dédoublement des signaux des Protons méthyles du composé 9.1
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2.10. Conclusion

Cette étude chimique nous a permis de préparer un extrait brut, de le fractionner sur colonne
ouverte de silice et de procéder a des analyses préliminaires (CCM, ....). L’analyse par CCM
nous a permis d’une part de mettre en évidence les différentes fractions qui composent I’extrait
brut, et d’autre part, de choisir les fractions & étudier en priorité, dans ce cadre, nous avons

analysé les fractions 8 et 9 par CLHP.

L’analyse par CLHP de la fraction 8 a montré un seul produit dont I’analyse par RMN du
proton 'H a révélé qu’il s’agit d’un mélange d’au moins deux épiméres, cette conclusion a été
faite en se basant sur le spectre RMN du proton d’un méroditerpéne isolé dans Cystoseira
tamariscifolia [38]. L’analyse par CLHP de la fraction 9 a permis d’isoler deux produits (9.1,
9.2) dont I’un des deux (9.2) est identique au produit 8.1. L’analyse par RMN 'H du produit 9.1

arévélé qu’il s’agit d’un mélange d’épimeres.

Au terme de ces résultats obtenus, nous avons conclu que nous n’avons pas travaillé dans
les conditions optimales de séparation. L’amélioration des conditions d’analyses par CLHP
(nature de la colonne et de la phase mobile) s’avére nécessaire. Nous comptons poursuivre nos

travaux de recherche afin de mener 1’étude chimique dans de meilleures conditions.
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Chapitre 3



3.1. Récolte et extraction

L’algue a été récoltée en juin 2006 au niveau du lieu dit " les caroubiers" a I’ouest de la ville
de TIPAZA. L'algue a ensuite été séchée a I’ombre et dans un endroit sec et aéré puis a été
extraite avec un mélange MeOH/CHCI; (1/1 ; v/v). Aprés deux extractions successives on

obtient un rendement de n = 5,35%.
3.2.  Analyse par chromatographie liquide d’une fraction de colonne

L’étude chimique par CLHP a été effectuée sur la fraction 9 issue du fractionnement d’un

extrait brut de cystoseira tamariscifolia effectué précédemment [38].

Cette fraction 9 a été éluée avec le mélange AcoET / TMP 50 /50, la masse collectée est du 591
mg, elle représente 5.62% la masse de extrait brut. Elle a été analysée en CLHP par le mélange
éluant acétonitrile/ H,O 70/30 sur une colonne semi-préparative de type Purospher Merck.

Le profil chromatographique obtenu est donné par la figure 31
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Figure 31 : Profil chromatographique de la fraction 9
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Nous avons procédé a I’isolement de 8 produits (9.1 a 9.7). L’analyse du produit 9.1 par

RMN du proton & montré qu’il s’agit d’un produit impur.

L’analyse du produit 9.2 par RMN du proton a montré qu’il s’agit d’un produit pur. Ayant
obtenu ce résultat, nous nous sommes focalisés sur I’analyse compléte du produit 9.2, les 7 autres

produits ont €té conservés pour une étude ultérieure.

L’élucidation structurale a fait appel aux techniques spectroscopiques classiques telle que la
spectrométrie infrarouge (FTIR) et notamment la RMN monodimensionnelle (RMN du proton
(1H), du 3C, et les DEPT (annexel) et bidimensionnelle telle que la Cosy H-H, la HMQC (C-H)
et la HMBC (C-H longue distance) (voir annexe 1).

3.3 Analyse par RMN du produit 9.2

L’analyse par RMN du proton ('H) (figure 32), du carbone (*C) (figure 33), des expériences
DEPT (DEPT 90, 135) et la séquence bidimensionnelle HMQC nous a permis d’élaborer le
tableau 4

Cystoseira tamariscifolia CT 9.1 dans CDCI3
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Figure 32 : Spectre RMN "H du produit 9.2
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Figure 33 : Spectre du carbone 13 du produit 9.2
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Tableau 4 : Déplacements chimiques du proton et du carbone 13 de composé 9.2

N | PC(CDCl;, | DEPT | 'H(CDCls, 400 MHz) | C RMN [39] 'H RMN [39]
100 MHz)

1 30,8 CH, 3,34 £ (6,5) 30.6 3,36 d (7)
D 127,7 CH 5,31d(6,5) 127.8 534 1(6.4)
3 130,9 & - 128.1 -

4 55,7 CH, 3,03 s 55.7 3.04 s (br)
5 209,0 C - 209.2 .

6 474 CH, a:2,42d(15,5) 47.3 a:2.26 AB(15.6)

b:2,25d(15,5) b:2.44
7 46,8 C - 46.8 -
8 36,9 CH, a:191m 34.3 1.7-19m
b:1,71 m
9 20,1 CH, 1,73 m 20.0 1.7m
10 34,3 CH, a:232m 36.8 1.5-2.2 m
b:1,53m

11 60,0 C - 60.0 .

12 204,7 C = 204.7 =

13 122,6 CH 6,63 d (15,0 Hz) 122.6 6.65 d (15.2 Hz)
14 152.7 CH 6,85 d (15,0 Hz) 152.9 6.88 d (15.2 Hz)
15 71,1 C = 71.0 -

16 29.4 CH; 1,36 s* 29.4 137 s

17 29,5 CH; 1,35 s* 29.4 1.36 s

18 20,3 CH; 1,17 s 21.2 1.17 s
19 21,3 CHj 1,16 s 20.2 1.16 s
20 16,8 CHj 1,72 s 16.7 1.72 s

K 146,6 B - 146.5 =

i 127,9 C . 130.6 .

¥ 113,1 CH 6,53 d (3,0 Hz) 113.0 6.54 d (3 Hz)
4 153,2 C - 153.1 -

5 114,1 CH 6,58 d (3,0 Hz) 114.1 6,60 d (3 Hz)
6’ 126,2 C = 126.2 i

6’-Me 16.5 CHj 2,26 s 16.5 227 s
OMe 55,6 CH; 3,74 5 55.61 3,74 s

OH . = . 5.60s

L’examen de ce dernier nous a permis de comprendre rapidement qu’il s’agit d’un produit connu

isolé de Cystoseira tamariscifolia et de Cystoseira amantaceae récoltées respectivement sur les
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cotes marocaines [40] et frangaises [39]. Il s’agit de la 4’-methoxy-(2E)-Bifurcarenone (figure
34).

Figure 34: Structure de méroditerpéne 4’-Methoxy-(2E)-bifurcarenone

Nous avons regroupé ; a titre comparatif, les donnés RMN du proton (‘H) et du carbone
(*C) de la methoxy-4-bifurcarenone reportées [39] avec ceux que nous avons obtenu sur le

méme tableau 4.

Cette étude nous a permis de faire quelques corrections de déplacements chimiques dans
RMN 2C , il s’agit des atomes des carbones Cs, Cs, Cig, Cis, Ci9, C2 dont les déplacements
chimiques sont respectivement : 130,9, 36,9 , 34,3, 20,3, 21,3, 127,9 ppm.

L’expérience RMN bidimensionnelle HMBC (figure 35) nous a permis de confirmer la
structure a travers les corrélations longues distances carbone-proton. La jonction entre le noyau
hydroquinonique et la partie diterpénique a travers le carbone C; est confirmée par les
corrélations longues distances en 3] . C;-Hs, C3-H, Cs- Hy, Cy-Hi, en 25: Cy-H,, Cp-Hy, Co-
H,.

Les fonctions cétone portées par les carbones Cs et Ciy caractérisées par des valeurs de
déplacements chimiques, respectivement, de 209,2 et 204,7 ppm sont bien localisées par grace
aux corrélations longues distances. C’est ainsi que, la fonction cétone au niveau du carbone Cs
montre des corrélations en 2J : Cs-Ha, Cs-He, concernant la cétone en Cia, elle est bien située

grice aux corrélations longues distance en 2] :Cip-Hjseten 3J : C1-Higet Ci2- His.
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La géométrie E de la double liaison en C, est indiqué par la résonnance a champ fort du
méthylénique vinylique a C; (C20 & = 16,8ppm dans CDCls signal inférieur a 20 ppm) dans le
spectre RMN du carbone 13 [41], [42].

La valeur de la constante de couplage existant entre les protons éthyléniques en Ciz et Ci4 (J =
15 Hz) montre également que la double liaison en C;3 est de configuration E, les deux protons

forment un systéme AB & 6,63 (1H, d, J = 15Hz) et 6,85 (1H, d, ] = 15 Hz).

La séquence COSY HH (figure 36) nous a permis également de confirmer la structure.
L’enchainement diterpénique est mis en évidence grace aux corrélations H;/Ha, Hao/Ha, Ha/Hao,
Hi/Hag, Hi/Hpo, Ha/Hsa, Ha/Hgb, He/Hig. Le cycle cyclopentanique est bien localisé a travers les
taches de corrélations Hg./Hy9, Hgy/Ho, Hgo/Hg et Ho/Hyga €t Ho/Higp. La suite de la chaine

diterpénique est confirmée par les taches Hg/H,3, His/His €t Hia/Hi6 et Hia/His.
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Figure 35 : Spectre HMBC du produit 9.2
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3.4. Analyse du produit 9-2 par spectrométrie infrarouge

Le spectre infrarouge (figure 37) révele des absorbances caractéristiques de certaines fonctions.
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Figure 37 : Spectre infrarouge du produit 9.2
On enregistre des les bandes suivantes :

- Une large bande v .4 & 3424 cm™ et des bandes v(c.o) vers 1201 cm™ faisant référence
a la présence de fonctions alcool,

- Une bande & vic.u) 2928 cm™ et 6cizy & 1475 cm™ qui indiquent des carbones
méthyléniques (sp?),

- Deux bandes v(c=oy 1672 cm™ et 1703 cm™ correspondant aux deux fonctions cétones,

- Une bande v(c=cy 2 1616 cm™ indiquant la présence des doubles liaisons (carbones

éthyléniques sp).
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3.5. Conclusion

L’étude chimique par CLHP semi préparative de la fraction 9 collectée apres fractionnement
de I’extrait brut de Cystoseira tamariscifolia sur colonne ouverte de silice, nous a permis
particuliérement d’isoler un produit pur (9.2). L’¢élucidation structurale, notamment par RMN
mono- et bidimensionnelle nous permis de caractériser la structure. Nous nous sommes rendu
compte qu’il s’agit d’un produit connu isolé dans Cytoseira amantaceae [39] et dans Cystoseira
tamariscifolia [40]. Cette étude nous a permis de confirmer la structure de la 4’-méthoxy-
2(E)bifurcarénone. Elle nous a permis de corriger les déplacements chimiques de certains atomes

de carbone.
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Conclusion générale

Cette étude nous a permis de discuter un aspect chimique et chimiotaxonomique des algues
brunes du genre Cystoseira. Nous avons présenté les différentes classes de métabolites
seconadaires isolés de deux algues brunes d’une grande importance en 1’occurrence Cystoseira
tamariscifolia et Cystoseira elegans. Les métabolites isolés jouent un réle trés important dans la
chimiotaxonomie (classification basée sur des critéres chimiques). Dans ce cadre, nous avons
évoqué la classification établie par Piatelli et Amico. Cette nous permis de conclure que les
criteres phytochimiques (basées uniquement sur la nature des métabolites isolés) des especes
sont difficiles pour établir une étude chimiotaxonomique fiable du genre Cystoseira, elle devrait
inclure, en plus de la détermination des structures chimiques caractéristiques, la quantification
précise de leur composition dans I’algue, les variations saisonniéres et géographiques de
composition chimique, ainsi que les processus biosynthétiques qui conduisent a la formation de

ces substances dans 1’algue [18].

L’étude chimique préliminaire de Cystoseira elegans, nous a permis de préparer un extrait
brut qu’on a fractionné sur une colonne ouverte de silice en utilisant un gradient de polarité
croissante  TMP/AcOEt. Les expériences préliminaires par CCM nous ont permis de décrypter
les différentes classes chimiques de ’extrait, ce qui nous a orienté sur le choix des fractions
prioritaires dans 1’étude chimique par CLHP. Sur cette base, nous avons commencé I’analyse par
CLHP des fractions et 8 et 9. Le profil chomatographique obtenu pour les deux fractions est fort
intéressant a mené a purifier deux produits , malheureusement, I’analyse par RMN du proton des
deux produits, et en se basant sur les données RMN de la littérature pour des méroditerpénes,
nous a permis de conclure qu’il s’agit d’un mélange de deux épimeres ou plus, ce qui est de bon

augure pour des études ultérieures. L’amélioration des conditions séparation s’avére nécéssaire.

La derniére partie consacrée a I’étude chimique par CLHP semi préparative de la fraction 9
obtenu du fractionnement de I’extrait brut de Cystoseira tamariscifolia, nous a permis
particuliérement d’isoler un produit pur (9.2). L’élucidation structurale, notamment par RMN
mono- et bidimensionnelle nous permis de caractériser la structure. Nous avons vérifié qu’il

s’agit d’un produit déja isolé dans Cytoseira amantaceae [39] et dans Cystoseira tamariscifolia
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[40]. Nous avons effectué la caractérisation structurale compléte, elle nous a permis de confirmer
la structure de la 4’-méthoxy-2(E)-bifurcarénone. Cette étude nous a également mené a corriger

les déplacements chimiques de certains atomes de carbone.
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Annexe 1

1/ DEPT : Distortionless Enhancement Polarisation Transfer. C’est une séquence d’impulsion de
transfert de polarisation qui permet de distinguer les signaux des groupes CH, CH; et CH;

(signaux positifs pour CH et CH3_signaux négatifs pour CHy)

2/ COSY '"H-"H: Correlated Spectroscopy 'H-"H. C’est une séquence de RMN bidimensionnelle
correspondant a un transfert de cohérence homonucléaire. Elle permet de déterminer les

couplages scalaires existant entre protons voisins

3/ HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Connectivity. C’est une séquence de RMN

bidimensionnelle qui permet I’étude des corrélations longues distances 'H-">C
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