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INTRODUCTION

Madagascar étant une fle exotique, possede une potentialité élevée en matiere de biodiversité
terrestre (faune et flore) et marine. Ces richesses sont si nombreuses et variées que 1’inventaire des
différentes especes en fait un terrain de recherche privilégié, elles continuent a attirer les curiosités des

scientifiques du monde entier.

Outre I’esthétique du paysage et son role sur le plan environnemental, cette biodiversité fournit de
multiples produits de hautes valeurs ajoutées: matiéres premieres pharmaceutiques, cosmétiques,

industrielles et artisanales. Ainsi elle a un rdle majeur pour 1’économie du pays.

Parmi ces richesses figurent les « résines ». Ce sont des substances organiques d’origine naturelle
qui appartiennent pour la majorité au monde végétal. Elles peuvent étre des résines d’arbres ou des
gommes. D’autres proviennent des animaux, comme les graisses, les cires...Depuis les temps anciens,

elles ont été largement utilisées pour la parfumerie et aussi dans d’autres applications [13].

Cependant, lorsque retrouvées a 1’état brut, ces substances ont souvent le méme aspect : des grains
de matériau amorphe, du jaune trés pale au rouge brun. Travaillées (transformées ou mélangeées), elles
sont encore peu discernables. De plus, les différents textes faisant part de leurs diversités et de leurs
utilisations sont souvent sources de confusion en ce qui concerne la terminologie utilisée pour les
désigner. Cette variabilité et le non spécificité des aspects, des noms, et des utilisations rendent les
études de ces matériaux délicates [27]. Il est donc nécessaire d’avoir recours a des analyses physico-
chimiques pour mieux les identifier et les différencier.

Le CNARP dispose d’échantillons de produits résineux collectés sur les plages de la cote Ouest de
Madagascar. Un des themes de recherche du Centre consiste a effectuer les analyses chimiques de ces
échantillons afin de les identifier, les valoriser et déterminer leurs origines.

Dans le cadre de la collaboration scientifique entre le Centre National d’ Application de Recherches
Pharmaceutiques (CNARP) et le Laboratoire de Chimie Organique-Spectrométrie de Masse (LCO-
SM), I’é¢tude chimique d’un de ces échantillons a été proposée de commun accord par les deux
Institutions, comme le sujet de notre présent Mémoire.

Les spectres des produits isolés au cours de ce travail ont été enregistrés au Laboratoire
Pharmacognosie de I’Université de Rouen.

Le manuscrit comprend trois parties :

e Lapremiere présente la synthése des données bibliographiques sur les produits résineux.
e Laseconde partie décrit les matériels et méthodes utilisés au cours de ce travail.
e Latroisieme rapporte les résultats obtenus et les discussions.

Une conclusion générale et des perspectives terminent ce manuscrit.
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PARTIE 1

SYNTHESE DES DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES SUR
LES MATIERES RESINEUSES



Il existe plusieurs types de résines selon leurs origines et leurs constituants. Les résines
veégétales occupent une place de premier ordre parmi les matériaux organiques utilisés. Leur
abondance a travers le monde et leur accessibilité facile, et surtout leurs propriétés physico-chimiques
particuliéres (inflammabilité, insolubilité dans 1’eau, adhésivité, etc.) ont fait de ces sous-produits
forestiers, les matériaux polyvalents les plus fréquemment employés. Aussi bien a 1’état naturel
qu’aprés un traitement peu contraignant, leurs applications sont diverses par exemple : confection de
bijoux (ambre jaune) [17], fabrication d’encens (de la myrrhe ou de 1’oliban) [31]. Il reste toujours
une confusion sur les noms, sur les aspects de certaines d’entre elles.

Dans cette premiere partie sont évoqués les différents types de résines selon les données de la

littérature.

1-1 Généralités sur les résines

I-1-1 Définitions

Les résines sont des mélanges liposolubles de terpénes et/ou de composés phénoliques
sécrétées par des structures spécifiques situées a I’intérieur ou en surface d’un végétal.

Les résines végétales sont souvent désignées comme des exsudats végétaux, alors que ce terme
s’applique a des substances d’origine végétales et de natures diverses. En effet, les gommes, les
mucilages ou les latex ont souvent été considérés dans la littérature comme étant des synonymes du
terme résine. Ainsi, la nécessité de caractériser ces divers exsudats et de redéfinir clairement le terme
de résine est incontournable [30] [31].

Des blocs de résine exsudée sont parfois ensevelis dans le sol au pied d’un arbre. On parle alors de
facon erronée de "résines fossiles", la fossilisation se déroulant sur des temps géologiques. Il s’agit en
réalité simplement de résine, au méme titre que celle qui suinte a la surface de 1’écorce d’un végétal.
Par exsudation, la résine s’accumule a la surface de 1’écorce et par I’effet de la gravitation, forme
progressivement des stalactites de matiére qui, a un moment donné, cassent et tombent au pied de
I’arbre [39].

1-1-2 Roéles des résines au sein d’une plante :

Les résines jouent divers roles au sein d’une plante, notamment celui d’agent cicatrisant en cas de
blessure [32]. Elles protegent également la plante de la dessiccation, des radiations UV et des hautes

températures, et ce principalement au niveau des jeunes feuilles et tiges [33].



I-1-3 Caractéristiques générales des résines:

I-1-3-1-Propriétés physiques
En général, ce sont des matiéres solides ou semi-solides amorphes qui sont insolubles dans I'eau

mais souvent solubles dans I'alcool ou d'autres solvants organiques.

Elles ont une odeur peu prononcee, sont mauvaises conductrices de I'électricité et s'électrisent
négativement. A la chaleur, elles se ramollissent, puis fondent plus ou moins completement. En brdlant

dans l'air, elles donnent une flamme fuligineuse et exhalent une odeur caractéristique [4].

Ces substances, plus ou moins visqueuses, obtenues par exsudation naturelle ou provoquée, tendent
a durcir au contact de I’air, a des vitesses différentes selon les especes, par évaporation de la fraction

volatile et/ou par polymérisation oxydative partielle de certains composés [4].

I-1-3-2-Composition et propriétés chimiques
Elles sont constituées principalement par de molécules hydrocarbonées, sans azote mais
contiennent parfois de 1’oxygene. La majorité d'entre elles subissent I'oxydation atmosphérique lente,

modifiant leur couleur [4].

Leurs propriétés chimiques sont basées sur les groupes fonctionnels présents dans ces
substances. Les résines sont des mélanges complexes de diverses substances. Elles sont considérées
comme des produits d'oxydation des terpénes.

En général, les terpénoides, peuvent étre definis comme des produits naturels dont les
structures sont constituées de plusieurs unités d'isopréne d’ou leurs noms d’isoprénoide ou en général
des terpénes. En outre, ce groupe particulier de composeés est parfois collectivement dénommés les
terpenes. Ces derniers sont biosynthétisés par couplage d’au moins deux entités a cing carbones dont la
structure est celle de l'isopréne (figurel). Selon le nombre de ces entités les terpenes sont classés en
monoterpenes a 10 carbones, Sesquiterpénes a 15 carbones, diterpenes a 20 carbones, triterpéne a 30

carbones, tétra etc... [4].

H3C

\

H3C CH,

Figure 1 : Structure de l'unité d'isopréne



I-1-3-3-Différents modes de classification des produits résineux :
Les résines sont généralement classées selon trois critéres, on a ainsi :
» La classification taxonomique:
Elles sont regroupées en fonction de leur origine botanique exclusivement, comme les résines de
coniféres (colophane, sandaraque...), des Berderidaceae (podopyllum), des Burceracaea (myrrhe,
oliban...)... [4].

» La classification chimique :
Elles peuvent étre classées par la présence des fonctions chimiques prédominantes :

Résines alcools : Resinotannols, Resinols
Résines Esters : Ammoniacum; Asafoetida; Benjoin; Baume du Pérou et Tolu ; Galbanum; Storax;
Résines acides: Colophane; Copaiba
Résenes: Dammar; Mastic; Myrrhe; Oliban.

Il a été observé que les structures chimiques des constituants des résines sont reproduites généralement

dans les végétaux de la méme famille [4].

» Classification selon les constituants des résines :

Elles peuvent également étre classées selon les principaux constituants présents soit de résines
ou de combinaisons de résines avec d’autres substances chimiques (huile essentielle et/ou
polysaccharides) [4].

Exemples: Résines; Oléorésines; Résines Oleo-gomme.

Ce travail est surtout axé sur la classification des résines selon la classification taxonomique : le
terme général « résine »s’applique en realité aux résines terpéniques. Ce type de résines est trouvée
dans deux classes végétales : Gymnospermes et Angiospermes.

Elles sont formées de mono-, sesqui-, di- et triterpenes et ne contiennent pas (ou rarement) a la fois

des di- et des triterpenes.



I1-2- Les résines diterpénigues

1-2-1 Notion de diterpénoides

Les diterpénoides sont des substances composées de20 atomes de carbone (C20), non volatiles,
obtenus a partir du géranyl-pyrophosphate (figure 2).

Ces composés sont principalement présents dans les plantes supérieures, dans les résines, ainsi
que dans les champignons. Il existe environ 2700 diterpénes dans la nature dont la majorité est sous

forme cyclique [6]. Des exemples de structures de diterpénes sont présentes sur la figure 3.
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Figure 2 : Structure du Géranyl-pyrophosphate,
précurseur des diterpénes
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,Acide copalique = Acide ozique

Composés majoritaires des copals africains et de
Madagascar (famille des Fabaceae)
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Pimarane Labdane
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7 Abiétane

Principales structures de base des diterpénes constituant
les résines de Coniferes

Figure 3: Exemples de structures des diterpenes
rencontrés dans les résines diterpéniques



1-2-2-Sources des résines diterpéniques

Les principaux producteurs de résines diterpéniques sont les arbres de I’ordre des Coniféres, seuls
Gymnospermes a synthétiser de la résine. La famille des Fabaceae du sous-embranchement des
Angiospermes, produit également de la résine diterpénique tels : le copal de Madagascar (Hymenaea),

ceux duZanzibar (Trachylobium) et de Congo(Copaifera) ont été recenses.
Les résines diterpéniques des Coniféres sont constituées principalement par trois types de

squelettes : I'abiétane et le pimarane, ainsi que le labdane bicyclique [39].

La figure 4 montre un extrait de la classification des especes vegétales concernant
I’embranchement des Gymnospermes.

’
1 Labdane \.
___ Cupressaceae Sandaraque I Communique 1
(Tetraclinis) : Sandaracopimarique :
N el __ 7
Résine Kauri
Agathis) [ .~ -~ """~ "°°°° s
(Ag ) Labdane :
; Communique |
Gymnospermes — Araucariaceae - Sandaracopimarique 1
e | - - .
(Coniferes) Copal Manille Agathique !
(Agathisy |  ~TTTTTTTTTT
\ J
e N
Colophane |  occccooo-o--- <
(Pinus) Abiétane \
\ Abiétique dérivés 1
L Pinaceae o et :
‘7 . Imarane
Térebenthine Pimarique '
deVenise | Socoooo—o-o---- ’
(Larix)

Figure 4 : Un extrait de la classification des espéces végétales.
Embranchement des Gymnospermes [14]

En vert : résines diterpéniques
Entre (...) . espece d’arbre dont proviennent les résines diterpéniques
Derniére colonne : squelettes types et les acides terpéniques majoritaires.



1-2-3-Résines de coniféres

Deux cas sont présentés en exemples :
» Copal de Congo

Il s’agit d’une résine naturelle provenant d'une exsudation d'arbres appelé les copaliers, de la
famille des Légumineuses, dont plusieurs variétés notamment le Copaifera Demeusil Harms, le
Copaifeva Laurentii De Wild, et le Copaifera Arnoldiana De Wild [33].

COCH

OH

Figure 5 : Structure de I'acide congocopalolique : C,;H330H-OOH

» Colophane

La colophane (appelée aussi rosin) est une oléorésine qui provient d’une espéce végétale
classée dans la famille des Pinacées (Pinus Palustris et Pinus Caribaeae). La couleur de cette résine

est jaune tres claire [4].

“,
“cooH

Figure 6 : Structures de I'acide abéatique, produit majoritaire du Colophane



L’ambre jaune est parmi les résines diterpéniques le plus connu.
I-2-4- Ambre jaune
Définition
L’ambre jaune ou « succin » désigne une résine fossile sécrétée par des coniferes. Il se présente
généralement sous forme de nodules irréguliers, relativement durs et cassants, plus ou moins
translucides, parfois fluorescents et opaques. Sa couleur varie du jaune pale au brun. Il contient des

bulles d’air et quelquefois des inclusions d’insectes, de vers, ou de fleurs [22] [26] [45].

Figure 7 : Exemples de 'ambre jaune

Composition chimique

La composition chimique de I’ambre jaune n’est pas encore complétement établie. Cette lacune
provient de sa résistance a se dissoudre dans les solvants courants, (éthanol, térébenthine, éther,
benzéne...). Ceux-ci ne D’attaquent qu’a 30% environ, et I’identification des éléments par

chromatographie en phase gazeuse est donc incompléte [22] [45].

L’acide succinique est un composé important dans la structure du polymeére qui représente de 3 a
8% de la masse globale de ’ambre jaune [37] [45].
Pour I’ambre de Baltique, I’acide abiétique est le composant majoritaire. Il donne par dimérisation

de I’acide diabiétenique selon Rottldnder [43].

‘4, ,///

Y, “,
,//COOH //COOH

Figure 8: Structures de I'acide abiétique et de I'acide
pimarique


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9sine_(v%C3%A9g%C3%A9tale)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fossile
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pinophyta

Utilisations:

L’ambre jaune est utilisé dans la fabrication de bijoux, d’objets décoratifs, dans la médecine
traditionnelle depuis des milliers d'années, mais il a aussi sa place dans la Science. Il était la premiere
substance sur laquelle les phénomeénes électrostatiques ont été observeés, par le philosophe grec Thales

de Milet, 600 avant JC, ’ambre jaune a donné son nom I'électricité [7] [45].

Figure 9: Collier et pendentifs en ambre

Répartition Géographique :

L'ambre jaune est rencontré partout dans le monde. Le plus célebre dép6t en Europe et en
grande quantité est dans les cotes de la mer Baltique. On en trouve aussi en Europe orientale, sur les

bords de la mer du Nord, dans les Alpes, dans le nord de I'Espagne et de la Sicile [7] [45].

1-3 Résines triterpéniques

1-3-1- Notion de triterpénoides

Ils sont formés a partir du squalene précurseur acyclique a 6 unités d’isopréne [52]. Ce

composé peut exister sous forme linéaire (figure 10) ou repliée (figure 11).

Ils sont obtenus généralement par la biogenése de six unités d'isoprene, le squaléne (figure 10

et 11) est le précurseur acyclique (C30).

Figure 10 : Forme linéaire du squaléne



Figure 11: Forme replié du squaléne

Sur la base des différents modes de fermeture du cycle, le squaléne a donné naissance a une
variété de structure de structures de squelette de triterpénoides. On compte actuellement 4000
triterpenoides naturels isolés et identifiés, et plus de 40 types de squelettes ont été établis.

Les triperpenoides peuvent étre classés en deux groupes, a savoir: les composés tétracycliques
et les composés pentacycliques [10].

Des exemples de structures sont rapportés sur la figure 12.

. "I//

Euphane
Dammarane

Z
2
a

Ursane

. '-,:IIIII(

Lupane

Figure 12 : Principales structures de base des triterpenes
constituant les résines d’Angiospermes
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1-3-2-Sources des résines triterpéniques

Les résines triterpéniques sont synthétisées par de nombreuses familles du sous embranchement
des Angiospermes, notamment les familles des Anacardiaceae, des Burseraceae et des
Dipterocarpaceae [39]. Certaines espéces donnent des résines diterpéniques, d’autres triterpéniques, ou

des gommes composées de polysaccharides.
La figure 13 montre un extrait de la classification des espéces végétales sur 1’embranchement des

Angiospermes.
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Figure 13: Extrait de la classification des espéces végétales. Embranchement
des Angiospermes [13]

: résine diterpénique
: résines triterpéniques

: gommes
. huiles

: espéce d’arbre ou de plante
Derniére colonne : squelettes types et les acides terpéniques majoritaires, et pour les autres matériaux leur
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Parmi les résines triterpéniques les plus exploitées par I’Homme, nous pouvons citer :

1-3-3 L’Oliban

Définition

C’est une résine aromatique se présentant sous la forme de suc blanchétre produit par incision de

I’écorce d’arbres et arbustes appartenant au genre Boswellia. Tous les arbres a encens sont de petites

tailles et buissonnants [25].

Figure 14 : Exemples (a) Oliban de Somalie et (b) arbuste
appartenant au genre Boswellia

Composition chimique
Les triterpénes rencontrés dans le genre Boswellia possédent comme composés majoritaires les

acides o- et B-boswelliques et leurs dérivés acétyléniques basés sur le squelette type oléanane ainsi que

I’acidelupéolique (type lupane [5] [13].

HO

"""”COOH
Acide a-boswellique Acide B-boswellique Acide lupéolique

Figure 15: Exemples de triterpénes rencontrésdanslegenre
Boswellia
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Utilisations :

Il faut attendre prés d’une dizaine d’années pour que les arbres fournissent des résines de bonne
qualité. Lorsqu’elle est brilée, la résine de Boswellia dégage une épaisse fumée a 1’odeur agréable.
Elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle comme fumigatoire ainsi que comme
composant de traitements des rhumatismes. Autrefois, elle servait également dans les rituels religieux

et funéraires [25].

Répartition géographique :
Ce genre Boswellia regroupe une vingtaine d’espéces de la famille des Burseraceae, originaires
d’Afrique et d’Asie. En Afrique il est distribué dans différents pays tels que la Somalie (Boswellia

sacra), le Soudan et I’Ethiopie (Boswellia serrat), Madagascar (Boswellia madagascariensis) [2].

I-3-4-La myrrhe
Définition
Comme I’oliban, la myrrhe provient des arbres de la famille des Burseraceae dont les individus ont
la particularité de sécréter des résines a la suite de blessures ou d’entailles dans I’écorce. Souvent, la
myrrhe exsude naturellement de 1’arbre, ce qui facilite sa récolte.
Les arbres sont souvent épineux, hauts de 2 a 4 metres, buissonnants, a fleurs verdatres. La myrrhe
se présente en globules pouvant atteindre la grosseur d’une noisette ou méme d’un ceuf, revétues d’une

fine couche poussiéreuse jaunatre [25].

Figure 16 : Exemples (a) Myrrhe et (b) arbuste appartenant a la
famille des Burseraceae
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Composition chimique
Elle est composée par un mélange complexe de triterpenes dont les alcools a- et B-amyrine.
Ces deux derniéres résines (myrrhe et oliban) contiennent une quantité non négligeable de gomme

(polysaccharides) et sont souvent chimiquement confondues [13] [51] [58].

HO HO

“, ~
“ty, ‘o, "y,

B amyrine

o amyrine

Figure 17: Exemples de triterpenes rencontrés dans la myrrhe

Utilisations

Chez les Egyptiens, elle entrait dans la composition du kyphi, parfum servant a honorer les
dieux.

La myrrhe est utilisée comme composant de médicaments en raison de ses propriétés
antispasmodiques et stimulantes, ainsi qu’en parfumerie, ou elle entre dans la composition des parfums

de type oriental (elle y accroit la sensualité des notes de rose) [46].

Répartition géographique
Les especes les plus connues sont : Commiphora myrrha (Nees) Engl. des cotes de Somalie, C.
abyssina (O. Berg) Engl. d’Abyssinie, d’Erythrée, du Yémen, C. schimperi (O. Berg) Engl.
d’Abyssinie et d’Erythrée (Ogaden), C. opobalsamum (L.) Engl., d’Arabie et de Somalie [25].

Il ya aussi les Commiphora myrrha originaires d’Inde, de Madagascar et du Sénégal [46].

I-3-5-Autres résines triterpéniques

Mastic

La résine mastic se présente sous la forme de gouttes jaune pale dures se ramollissant par
mastication. Elle est obtenue par incision de troncs d’arbres et arbustes de la famille des Anacardiaceae
(encore nommée famille des Terebenthaceae). Cette famille compte environ 600 espéces réparties a

travers le globe dans des régions tempérées a tropicales [4].
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Cette résine est employée en patisserie, en confiserie, en cosmétique et dans la fabrication de
liqueurs. Dés le Xléme siécle, cette résine a été trés recherchée dans le domaine de I’art pour la

préparation de vernis et de liants [4].

)//,,,“

HC, CH3

Dammarane

Lupane

Figure 18 : Produit majoritaire de la résine mastic

Dammar

La résine dammar est principalement issue des arbres appartenant a la famille des
Dipterocarpacea dont Shorea et Hopea. Elle est exsudée naturellement par les arbres, facilement
retrouvée sur le sol, sous les arbres en morceaux grossiers, a c6té des troncs, et méme cachée sous la
terre [4].

Les domaines d’utilisations de cette résine sont trés variés. Traditionnellement, elle est utilisée
dans I’artisanat, dans la peinture et dans la fabrication des bougies...

H3C////, CH3

HaC CHa Figure 19 : Produit majoritaire de la résine
dammar (Structure dammarane)

I-4- Autres produits résineux : cas de ’ambre gris

Des résines peuvent provenir des animaux comme la cire, I’ambre gris...L'ambre jaune et I'ambre
gris sont deux substances qui ont des origines complétement différentes pourtant ils sont souvent
récoltés sur la plage. Ce sont des produits importants, rare, difficile mais onéreux (surtout 1’ambre
gris). Malgré qu’ils n’ont aucune ressemblance en apparence et en compositions chimiques, on

continue d'appeler les deux matieres « ambre ».
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Définition de I’ambre gris :

L’ambre gris est une concrétion intestinale du Cachalot (Physeter macrocephalus), il est appelé
aussi le vomi du Cachalot. C’est une baleine a téte carree, il a un corps foncé a la peau ridée, il posséde
une bosse effacée a la place de la nageoire dorsale. L’ambre gris est une substance qui permettrait a
I’animal de cicatriser les plaies occasionnées, dans le tube digestif, par les becs de calamar qu’il dévore
[19] [27] [47].

Caractéristiques

A D’origine, le matériau est de brun foncé a noir, mais apres vieillissement, a la suite de I'action de
la lumiere du soleil de I'eau, de l'air et de la mer, la couleur sombre du matériau s’estompe peu a peu
pour donner une couleur jaune gris ou créeme pale. En méme temps, le composant principal, I’ambréine

d'alcool triterpénique inodore est dégradée par oxydation [35].

(b)

Figure 20 : (a) Ambre gris et (b) Cachalot (Physeter
macrocephalus),

Composition chimique

Des équipes de chimistes du XXe siecle, dirigés par Ruzicka a Zurich, Lederer a Paris, Stoll a
Geneve et Thomas a Hambourg [44], ont élucidé la composition de I'ambre gris, et réussi a synthétiser
plusieurs des constituants, y compris 1’ambréine ainsi que certains des composés odorants volatils,
responsable de l'odeur de I'ambre gris. Des melanges de ces produits synthétiques ont éteé
commercialisés sous les noms de Grisambrol, Ambropur et Ambrox [35].
Toutefois, la synthése d’ambréine et d'autres constituants semblent ne donner aucun indice sur la
biosynthése de I'ambre gris naturel. Lederer [19] a donné la composition suivante (tableau 1) pour
I'ambre gris de bonne qualite.
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Me’

Me

Ambréine

Tableau 1 : Composition de ['ambre gris [19] [35] [49]

Biochimique Composition en pourcentage
Fraction insoluble dans 1’Ether 10-16
Pristane, C1gHs3g 2-4
Ambreine CyoHs,0 25-45
epi-Coprosterol, libre et esterifié 30-40
Coprosterol 1-5
Cholesterol 0-1
Cetones (dont 50% 6-8
Sont du coprostane-3-one)
Acides libres 5
Esters 5-8

HO

Cholésterol

Figure 21 : Exemple de composition de 'ambre gris
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Utilisations:

L'ambre gris a été I'un des matériaux les plus utilisés comme bon fixateur en parfumerie [49], en
médecine pour traiter les migraines, les rhumatismes et des maladies nerveuses. Il a des vertus anti-

inflammatoires et des propriétés aphrodisiaques [14].

Répartition Géographique :

On trouve I’ambre gris sur les cotes de la Nouvelle-Z¢élande, de I’Est de 1’Inde, de 1’ Afrique de
I’Est et du Sud, de Madagascar, du Brésil et de la Norvége, entre autres, aprés qu’il ait flotté plus ou

moins longuement sur la mer, grace a sa faible densite [19].

I-5-Huiles essentielles de résines:

1-5-1-Notion générale sur ’huile essentielle :

Définition

La norme AFNOR NF’T 75-006 définit I’huile essentielle comme : « un produit obtenu a partir
d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation.
L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » [1].

Il existe un grand nombre d’huiles essentielles connues dans le monde. Les huiles volatiles sont des
produits odorants issus de diverses especes végétales et animales. Elles ont tendance a s’évaporer par
exposition a l'air, méme a une température ambiante. Elles sont principalement les produits
responsables de 1’odeur ou «essence» des plantes aromatiques utilisées dans les arbmes en

agroalimentaire et en parfumerie.

Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs
(origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal), racines

(vétiver), fruits (badiane) ou graines (carvi), et dans les résines (myrrhe, oliban) [8].

Composition chimiques

Du point de vue chimique, les huiles essentielles représentent un groupe tres hétérogene. On 'y
trouve divers composés représentant différentes fonctions (hydrocarbures, alcools, cétones, aldehydes,
acides et esters). Ces composés appartiennent a une classe des produits nommée terpénes ou

terpénoides. La majorité de ces constituants sont les monoterpénes, les sesquiterpénes et diterpénes.

19



Notions sur les monoterpénes:

Ils comportent 10 atomes de carbone, et sont issus des couplages en "téte a queue” de deux
unités isopréniques, et ont pour formule de base (CsHy).. lls peuvent étre linéaires ou cycliques : la
présence d'atomes d'oxygene n'est pas exclue [48].

La figure 22 présente des exemples de structures.

HO

ocimene (basilic) Myrcene (laurier) Limonéne (citron)

Figure 22: Exemples de structures de monoterpénes

Notions sur les sesquiterpenes :

De formule moléculaire C15H,4 Ce sont des composes de 15 carbones formés de 3 unités
isoprenes. Comme les monoterpénes, elles peuvent étre acyclique ou contenir 1 a 2 cycles. De
nombreuses combinaisons sont possibles. Les dérivés des sesquiterpenes obtenus par biosynthese ou
synthése (oxydation ou réarrangement) sont appelés sesquiterpenoides [6].

Des exemples sont rapportés sur la figure 23.

N
N\

OH

Farnésol Nérolidol

Figure 23 : Exemples de structures de Sesquiterpénes
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1-5-2-Huile essentielle de I’Oliban :

Par combustion de 1’Oliban, on obtient une odeur agréable et forte. L’extraction alcoolique de la

résine donne 1’absolu. Les HE sont obtenues par distillation et les résinoides par extraction a ’hexane.

1-5-2-1 Exemple de biochimie aromatique de I’oliban
L’oliban de Boswellia serrata Roxb. ex Colebr. contient 65% de résine, 30% de gomme et 4%
d’huile. L’absolu contient des monoterpénes (a-pinéne, limonéne, B- thuyéne, phellandréne,
paracymene, verbénol, verbénone) et des diterpénes (oxyde d’incensole). Les acides boswelliques de la

résine possedent par ailleurs d’excellentes propriétés anti-inflammatoires [25].
1-5-2-2 Exemples d’applications en parfumerie :
« Coco » de Chanel (1984) ; « Loulou » de Cacharel (1987) ; « Shalimar » de Guerlain (1925) ;

« Gems » de Van Cleef ; « Mania » de Giogio Armani (2000) ; « Nu » d’YSL (2001) [25].

1-5-3-Huile essentielle de la myrrhe

En parfumerie, la myrrhe donne des résinoides brun rouge a odeur chaude, épicée, balsamique,
a golt amer. Elle sert en parfumerie comme fixatif et I’huile donne une note orientale florale.
L’essence de myrrhe obtenue par distillation est un des composants de base des parfums de type

oriental, enassociation avec I’encens, 1’opopanax et le santal [41].

I-5-3-1 Exemple de biochimie aromatique de la myrrhe :
La fraction d'huile volatile contient différents terpénes, sesquiterpenes, des esters, de 1’élémol,
du cinnamaldéhyde, Cuminaldéhyde, cumicalcohol, de I'eugénol, du herabolene, du limonéne,
dipentene, pinéne, du m-cresol, cadinene et furanosesquiterpene numereous, du myrcene et de I'a -

camphorarene; stéroides y compris le Z-guggulsterol, et des I, 11, 111 guggulsterols [16] [25].
1-5-3-2 Exemples d’applications en parfumerie:

« Portos » de Balenciaga ; « Opium » d’YSL(1977) ; « La Myrrhe » des SPRS (1995) ; «

Vetiver Extraordinaire » de Dominique Ropion aux éditions de Parfums Frédéric Malle (2002) [25].
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1-5-4-Huile essentielle d’autres résines
D’autres résines peuvent procurer de I’huile essentielle, comme en exemples:

e La résine de Capaiba provenant du Copaifera (Copaiba) appartenant a la famille:

Légumineuses [4]. CH,

Figure 24 : Caryophylléne (constituant majoritaire
dans HE de Capaiba)

e La résine de Térébenthine provenant du Pinus Palustris et de Miller d'autres espéces de
Pinus, appartenant a I'ordre naturel Pinaceae [4].

a-pinéne B-pinéne

Figure 25 : Constituants majoritaire dans HE de Térébenthine

1-6-Généralités sur les méthodes chromatographiques et spectrales utilisées

1-6-1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM est une méthode basée principalement sur les phénomenes d’adsorption (sur gel de
silice ou sur silice greffée), elle s’apparente étroitement a la chromatographie sur colonne au niveau

des phases impliquées et du mécanisme mis en ceuvre pour la séparation [23].

Chaque constituant migre a une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que 1’on peut

caractériser par le rapport frontal, R¢ (ou rétention frontale, coefficient de migration) :

Distance parcourue par le soluté

Distance parcourue par le solvant

Ry
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La figure ci-dessous montre comment calculer le Rs:

Front du solvant
A

Cuve v
Chromatographique ®
Solvant de Plague 2l |4
migration gu
£ ¥
Ligne de dépot
Photographie 1 : Développement Cuve + solvant de migration

chromatographique d'une plaque
Figure 26 : Migration du dép6t

Le rapport frontal est donc égal a: Ry =§ (Rr<1)

1-6-2 Chromatographie sur colonne :

C’est une technique chromatographique préparative pouvant se baser sur le phénomene
d’adsorption, d’exclusion ou d’échange d’ion selon la phase stationnaire qui est placée dans la colonne
[18].

La chromatographie sur colonne est une méthode standard de purification en chimie organique,
elle sert a séparer les constituants d’un échantillon (fractionnement ou purification de produits naturels

ou de produits de réaction).

1-6-3 Techniques d’analyses structurales des produits isolés

Divers techniques spectrales (ou spectroscopiques), utilisées seule ou en combinaison avec des
méthodes chromatographiques ont été mises a profit dans le présent travail.
Les analyses de I’échantillon par CPG-SM et RMN ont été réalisées au Laboratoire de

Pharmacognosie a I’Université de Rouen.

I-6-3-1 Couplage chromatographie en phase gazeuse — spectrométrie de masse (CPG-SM)
» Principe de la CPG
Cette technique est utilisée pour séparer les constituants d’'un mélange de gaz ou de liquide
volatil (huile essentielle, résines, fractions légéres des raffineries de pétrole...). Elle a plusieurs
applications : vérification de la pureté d’un produit, identification d’une substance, controle qualité

(médicament, huile essentielle, pesticides, aliments,...) et dosages diverses [24].
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Appareillage: un chromatographe en phase gazeuse comprend 5 grandes parties :

- Gaz vecteur (hélium, azote, argon, hydrogene) et régulateur de débit (phase mobile)

- Chambre d’injection pour I’introduction de I’échantillon

- Four a colonne portant la colonne a la température et a la pression convenable

- Colonne : tube contenant la phase stationnaire : généralement, on utilise des colonnes
capillaires (colonne trés long et trés mince : diametre interne 0,05 a 0,35mm ; longueur
10 a 100m)

- Détecteur et enregistreur

» Principe de la CPG-SM

Cette technique permet de fagon précise 1’identification des molécules d’un mélange volatil. Le
détecteur utilisé est un spectrometre de masse. Sortis de la colonne de CPG, les composés sont
introduits dans une chambre d’ionisation ou les molécules sont bombardées par des électrons pour
donner des fragments caractéristiques. Les fragments obtenus sont enregistrés sous forme de spectres
de masse [24].

Les données spectrales peuvent étre comparées avec des spectres de composées connus : si les

deux échantillons sont un seul et méme produit, leurs spectres seront superposables.

1-6-3-2 Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et méthode

d’interprétation

La spectroscopie de RMN basée sur les propriétés de certains noyaux atomiques constitue un
outil performant pour établir une hypothése de structure moléculaire fiable. Seuls les noyaux de I#0
donnent des spectres de RMN. Parmi eux figurent le proton (*H), le carbone (**C), I’azote (*°N) et le
phosphore (3'P). La méthode de RMN repose sur le phénoméne de magnétisme. En effet, les noyaux
cités précédemment possédent un moment magnétique nucléaire. lls se comportent comme des aimants
microscopiques caractérisés par une grandeur quantique appelée «spin». La technique étudie le
comportement de ces noyaux en présence d'un champ magnetique externe. Ce dernier appliqué au
produit analysé entraine un dédoublement de niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sorte qu'on puisse
induire des transitions entre eux, aprés absorption d'une radiation électromagnétique adéquate. On
obtient ainsi des signaux (FID) dont le traitement par une transformation de Fourrier conduit au graphe
appelé « spectre de RMN » [21].
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Les *H (ou les **C) sont caractérisés sur le spectre par leurs déplacement chimique & (exprimés
en ppm ou partie par million). Cette grandeur est liée a I’environnement chimique du noyau considéré
dans la molécule. Des valeurs de J pour différents types de protons ou carbones sont rassemblées dans
des tables dites de références [21].

Plusieurs types d’expériences sont utilisés en RMN. Dans le présent travail, les produits ont été
analysés en RMN monodimensionnel (*H, *3C et DEPT) et en RMN bidimensionnel (HMQC).

I-7 Etude des produits volatils de I’échantillon

I-7-1 Extraction par hydrodistillation

L’obtention de I’huile essentielle par hydrodistillation, a été réalisée a 1’aide d’un essencier de
type Clevenger. L’échantillon finement broyé est placé dans un ballon de 21 et immergé dans 11 d’eau ;
quelques grains de pierre ponce ont y été ajoutés. L’ensemble est porté a 1’ébullition. On note le

volume cumulé d’HE en fonction du temps.

I-7-2 Analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse (CPG/FID) et

méthode d’interprétation :

La Chromatographie en phase gazeuse (CPG) a été la méthode utilisée pour I’analyse de 1’huile
essentielle. Elle permet de déterminer sa composition qualitative et quantitative.

Dans le présent travail, 1’identité¢ des constituants majoritaires a ét¢ fixée par la méthode de
calcul des Indices de Kovats. L’indice est calculé sur la base des temps de rétention obtenus a partir du
chromatogramme de I’HE totale et de celui de paraffines de références [15].

En programmation de température, ’indice de Kovats est calculé suivant la formule :

Tx—T,
IK = 100n + (100 xT"—_”)

n+1—In

IK: Indice de Kovats

Tx: Temps de rétention du composé « x » étudié

Tn: Temps de rétention de la paraffine a « n » atomes de carbones, précédant immédiatement le
composé étudié

Tn+1:  Temps de rétention de la paraffine a « n+1 » atomes de carbones, suivant immédiatement le
composé étudié

n : Nombre de carbone de la paraffine précédant immédiatement le composé étudié
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Conclusion partielle

On note une confusion dans les compositions, aspects et homs de certaines résines d’origines
animales et végétales. Des études chimiques sont alors nécessaires pour les spécifier. Généralement,

elles sont constituées par des composes terpéniques.

Les terpénes sont des métabolites secondaires des végétaux, pouvant avoir des réles importants
pour 1’étre humain. Ces molécules sont utilisées dans le domaine thérapeutique, en parfumerie et en

agroalimentaire comme condiment.

Ainsi, par référence aux données bibliographiques sur les utilisations et les valeurs des résines
végétales ou animales, le présent travail a été fixé sur 1’étude chimique d’une résine collectée sur la

cote Ouest de Madagascar.
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PARTIE 2

MATERIELS ET METHODES



11-1 Choix de I’échantillon et stratégie d’étude

I11-1-1- Echantillons a étudier

L’échantillon, codé A12 a été choisi aprés les résultats de son analyse par CCM qui a révélé la

présence de nombreux composeés séparables sur silice.
Caractéristiques généraux de I’échantillon a étudier -

La matiére a étudier est un bloc de résine de couleur brun noir d’aspect goudronné avec une odeur

caractéristique d’hydrocarbure.

Photographie 2: Echantillon du produit a étudier
Al2
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11-1-2- Matériels de laboratoires utilisés

Tableau 2 : Les matériels de laboratoires utilisés au cours de ce travail

Pipettes pasteur, pipettes jaugées, tubes a essais

éprouvettes graduées, cristallisoirs, flacons, erlenmeyers,
Verreries de . . :
laboratoire entonnoirs, ballons a fond rond, colonnes, cuves chromatographiques

(rectangulaire), mortier et pilon en céramique

silice 60 avec indicateur de fluorescence UV sa.

Colonne

dl\,/latélriels - Colonne de verre de longueur 60cm et de diamétre interne 3,5cm
analyses i . i
- Colonne de verre de longueur 35cm et de diamétre interne 1cm

adsorbants : gel de silice (silicagel 60A 200micron)

Plaque CCM : plagues CCM ALUGRAM SIL G/UV3s, ; couche : 0,20mm/gel de

- Balance de précision (Mettler AM100)
- Evaporateur rotatif (BUCHI R-210 Waterbath B-180)
. - Lampe UV SPECTROLINE A= 254nm
Appareils _
- Pulvérisateur

- Pistolet chauffante

11-1-3- Stratégie de recherche adoptée

Avant I’étude chimique de 1’échantillon, des tests physiques ont été effectués.
L’échantillon a été divisé en 2 lots :

» L’un réservé pour I’analyse des composés non-volatiles

» Et ’autre pour celle des produits volatils

Dans le cas des produits non volatiles, deux extraits ont été préparé destinés respectivement :

criblage et a I’isolement.
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I1-2- Tests préliminaires

11-2-1-Tests physigues

Ces tests consistent a :

e frotter I’échantillon avec un chiffon pour voir s’il posséde une force €électrostatique,
e vérifier s’il est soluble dans 1’eau,

e cta lebrller.

11-2-2 Mise au point de technique d’extraction et recherche de solvants

chromatographiques :

Cette partie consiste a trouver le meilleur solvant permettant d’extraire le maximum des

composés contenus dans 1’échantillon.
Tous les essais d’extraction ont été réalisés par macération a température ambiante.

1% essai d’extraction : extraction brute

0,2 g de I’échantillon sont finement broyés a 1’aide d’un mortier et pilon en céramique.
La poudre obtenue est macérée avec un systeme de solvant DCM/Methanol (50/50; V/V), a

température ambiante. La macération a duré 3 jours.

2"™essai d’extraction : épuisement successif avec des solvants de polarité croissante : Hexane, DCM.

0,4 g de D’échantillon sont finement broyés. La poudre est macérée de I’Hexane par
fractionnement de 30ml jusqu’a épuisement. Le surnageant est transvasé a chaque fois dans un autre
tube. La méme opération est effectuée avec du DCM.

Chaque extrait obtenu a ét¢ soumis a des CCM avec des ¢luant différents afin d’évaluer les
résultats d’extraction selon la variation du solvant et d’en trouver le meilleur éluant qui permet de bien

séparer les différents constituants

Eluants utilisés : AcOEt/Hexane (60/40, v/v)
AcOEt/Hexane (40/60, v/v)
Hexane/DCM (80/20, v/v)
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11-2-3-CCM préliminaires :

Il s’agit de déposer un volume déterminé de I’extrait de I’échantillon a étudier sur une plaque
de silice avec des témoins stéroides : cholestérol, stigmastérol et ergostérol. Le cholestérol est un

produit spécifique pour 1’ambre gris. [19]

- Eluants utilisés : Hexane/ DCM (90/10, v/v) et Hexane/ DCM (80/20, v/v)
Hauteur de Plaque : 8 cm

- Les dépots sont espacés de 1 cm

- Phase stationnaire : silicagel (phase normale)

Systéme de révélation :

- Visualisation de la plague CCM sous UV 254 nm
- Puis pulvérisation de la plague CCM avec une solution de vanilline perchlorique sulfurique

suivie directement de chauffage.

11-2-4Criblage des triterpénes et stéroides

Ces tests sont genéralement basés sur des réactions de précipitation et/ou de coloration

spécifiques a chaque classe.

0,25g de I’échantillon a été dissout directement dans 12ml de chloroforme. L’extrait est réparti
dans six tubes a essais dont le premier sert de témoin et les autres sont testés selon les méthodes

décrites dans le tableau 3 :
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Tableau 3: Réactifs et résultats attendus du criblage des triterpénes et stéroides

n2 du Nom du test Réactif additionné Résultats attendus
tube
2 Liebermann 4 gouttes d’anhydride acétique et 4 Coloration :
Burchard [42] gouttes d’acide sulfurique concentré Pourpre : présence de
triterpénes
Bleu vert : présence de
stéroides
3 Salkowsky [9] 1ml d’acide sulfurique concentré Anneau de séparation
(tube incliné a 4592) rouge : présence de stérols
insaturés
4 Badjet[9] 4 gouttes de solution aqueuse Coloration orange :
d’acide picrique 1% présence de stéroides
4 gouttes de solution aqueuse de lactoniques
soude 20%
5 Kedde[9] 4gouttes d’une solution Coloration rouge :
méthanolique d’acide 3,5- présence de stéroides
dinitrobenzoique 2% lactoniques
1ml d’une solution aqueuse de
KOH6%

11-2-5 Techniques d’extraction et d’isolement des constituants non volatils

Extraction dans le DCM

Selon les résultats des études préliminaires qui seront présentés dans la partie ci-apres,
I’extraction par le DCM a été retenue.

11-2-6 Fractionnement de I’extrait :

Au vu des résultats de la CCM préliminaire, la technique de chromatographie sur colonne de silice
en phase normale peut étre adoptée pour le fractionnement et la purification de I’extrait de
1’échantillon.

11-2-6-1 Préparation de la colonne
Le choix de la taille de la colonne dépend de la masse de I’échantillon a fractionner. Ainsi, le
rapport 1/40 a été exploité : longueur de la colonne = 60cm, le diametre = 3,5 cm, la phase stationnaire
est le gel de silice 60 dont la masse est de 80g.
La méthode de la colonne humide a été mise a profit. La colonne est préalablement remplie a
moitié par le premier solvant d’élution. Puis on verse, en plusieurs fois, le mélange de gel de

silice/solvant de départ et jusqu’a stabilisation.
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11-2-6-2 Préparation du dépot:
Environ 2,05g de poudre de I’échantillon sont solubilisées dans le DCM & température
ambiante pendant 15 minutes.
5¢ de silice sont ajoutés dans ’extrait de dichlorométhane, 1’évaporation a sec de ce mélange a
conduit a un résidu qui est ensuite broyé jusqu’a 1’obtention d’une poudre trés fine. La poudre est
versée délicatement dans la colonne.
Une hauteur de solvant de 15cm environ au-dessus de I'adsorbant est nécessaire pour éviter le

contact de ce dernier avec l'air.
11-2-6-3 Elution

Des gradients de solvants de polarités croissantes ont été utilisés Hexane / DCM (100 /0 a 0 /100,
V/V), ensuite par le DCM/Méthanol (100/0 a 98,5/1,5, V/V), de facon a accélérer le déplacement des
analytes. Les molécules sont entrainées a des vitesses variables selon leur affinité pour I'adsorbant et
leur solubilité. Des fractions de 20ml ont été recueillies.

Des CCM sont effectuées sur les fractions recueillies pour comparer leurs constituants et évaluer
le nombre de constituants de chaque fraction : celles ayant le méme profil chromatographique ont été
regroupees.

Les groupes contenant les produits majoritaires sont soumis a une deuxieme chromatographie
sur colonne (hauteur 35cm, diamétre 1cm). Le gel de silice employé a une masse proportionnelle a
celle du groupe a purifier. L’élution est effectuée avec du solvant de systéme isocratique pour chacun

des groupes concernés.

Les produits isolés sont ensuite analysés par les différents méthodes spectroscopiques afin

d’établir leurs structures.

11-3- Techniques d’analyses spectrales des produits isolés pour leurs déterminations structurales

11-3-1-Analyse des produits résineux par couplage CPG/SM

L’appareillage est composé d’un chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890 équipé d’une
colonne capillaire a silice fondue Optima 5 (diametre interne 60 m x 0,25 mm, épaisseur de film 0,25

um), directement lié & un spectrométre de masse Hewlett-Packard 5973,

Le produit est dissout dans du dichlorométhane : un volume de 1 a 1,5 pl de solution est
injecté.Le gaz vecteur est I’hélium, le débit a été régularisé en mode split a 20 ml/min. La température
varie entre 60 °C et 280 °C avec une vitesse de 3 °C/min. La température finale est maintenue pendant
20 min. Les spectres de masse sont obtenus en mode impact électronique a 70 eV et par PCI utilisant
comme gaz d’ionisation le méthane. L’appareil est piloté par un systéme informatique HPCHEM.
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Les composés sont identifiés par comparaison des indices de rétention et des spectres de masse
avec les données de la littérature (librairie informatique Wiley 275 et NIST 98, documents Adams et
Davies)

11-3-2-Analyse des produits résineux par RMN

Un appareil Bruker Avance 400 a été utilisé pour I’enregistrement des spectres RMN *H, des
spectres RMN 3C et DEPT 1D et le traitement des spectres par les logiciels TOPSPIN-NMR,
MESTRENOVA

11-4-Analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse (GC/FID) et méthode

d’interprétation :

Les étapes suivantes sont respectées :

» Préparation de I’échantillon, 0,2ul de I’huile essenticlle pure a été dissoute dans 100ul
d’hexane. 0,05ul de cette solution a été injectée. On obtient le chromatogramme A de I’'HE
pure.

> Préparation du mélange d’alcanes de référence, 0,2ul de chaque alcane est dissout dans 100pul
d’hexane.

» Pour la coinjection, dans une méme seringue, nous avons introduit 0,05ul du mélange d’alcanes
(C10 aC20) et 0,05ul de la solution d’HE a 2%. Apreés injection, on obtient le chromatogramme

B du mélange HE et d’alcanes.

Les IK des quatre composés majoritaires de 1’huile essentielle ont été calculés et comparés aux valeurs
données par la littérature.
L’appareillage utilisé est un chromatographe en Phase Gazeuse de type Perkin Elmer Clarus580 dont

les conditions d’analyses sont :

Colonne capillaire : 0V 101
Gaz vecteur : Hélium
Elévation de température : 2°C/mn

Température de I’injecteur  : 230°C
Mode d’injection : Split 1/20
Température du détecteur FID : 250°C
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Conclusion partielle

Pour déterminer la composition chimique de 1’échantillon étudiée et afin de caractériser sa
nature, plusieurs étapes ont été suivies et diverses techniques appliquées. Le criblage a servi a détecter
les familles chimiques susceptibles d’étre présent dans 1’échantillon. Les analyses par CCM d’extraits
dans des divers solvants ont permis d’avoir une idée sur les profils des composés a isoler et de
sélectionner ainsi pour 1’étude I’extrait dichlorométhanique. Un fractionnement de ce dernier, puis
I’isolement et la purification des composés par chromatographie sur colonne en phase normale, sont
entrepris. Ces produits purifiés ont éte ensuite analysés par CPG/SM et par RMN.

L’extraction de 1’huile essentielle de cet échantillon a été aussi réalisee afin de confirmer sa

nature.
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PARTIE 3

RESULTATS ET DISCUSSIONS



I11-1-Résultats des tests physiques

L’échantillon est insoluble dans l'eau.

Aprés avoir frotté 1’échantillon avec un chiffon et testé sur un corps léger (papier) on a pu
constater qu’il s’agissait d’un mauvais conducteur d’électricité.

A la chaleur, I’échantillon se ramollissait, puis fondait.
En brdlant dans I'air, il donne une flamme fuligineuse et exhale une odeur « d’encens ».

D’apreés ces résultats et en se référant a la littérature on peut déduire que 1’échantillon est une
résine différente de I’ambre jaune. Toutefois, seules les analyses chimiques pouvaient confirmer cette
hypothése.

111-2-Résultats des extractions par solvants

111-2-1-Rendements d’extractions obtenues des solvants variés

Les tableaux 4et 5, résument les résultats des essais par divers solvants et de méthodes

différentes.
Tableau 4:Résultats du 1 essai d’extraction (extraction brute)

Prise Solvant . Masse Masse Rendement
.. , . Couleur de Durée . de , .
d’essai | d’extraction . R . extraite " d’extraction

la solution | d’extraction résidu o
© © o (%)
DCM/MeOH .
0.2 | (50/50;Vv/vy | BT 3jours 0,12 0,08 60
' Marron
5ml

0,08g

(le DCM10ml Marron 24h 0,08 0 100
résidu)

Tableau 5:Résultats du 2°® essai d’extraction (épuisement successif par I’Hexane, le DCM)

. . Solvant Couleur . Masse Masse Rendement
Prise d’essai . Durée . de .
d’extraction de la , . extraite [ d’extraction
(9) . d’extraction résidu
solution (9) @) (%)
Hexane Brun )
0,4 ] 2jours 0,23 0,17 57,5
10ml jaune
0,17g (le
. DCM 10ml Marron 24h 0,17 0 100
résidu)
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On peut déduire qu’il existe des produits insolubles dans 1’hexane et dans le DCM /Methanol
(50/50, viv). Mais dans les deux cas, le résidu était completement dissout dans le DCM.
L’extraction avec le DCM a été le plus rentable. Ainsi, un essai d’extraction directe au DCM a été
effectué. 1l y a dissolution de 1’échantillon et la masse du résidu sous forme de précipité noir est

négligeable.
Les résultats obtenus sont rapportés sur le tableau 6.

Tableau 6 : Résultats de I’extraction au DCM

Masse Solvant de Couleur . Masse Masse Rendement
”s . N Durée . de , .
d’échantillon | solubilisation de la R . extraite [ d’extraction
. d’extraction résidu
(9) solution (9) @ (%)
2,05 DCM Marron 15mn 2,047 0,03 99,85

Durant les essais d’extractions effectuées on a pu constater qu’un contact avec 1’air

atmosphérique solubilisaient rapidement les extraits : il est alors difficile de faire une filtration.

111-2-2 Résultats de la CCM de divers extraits

L’extrait d’Al12 a été analysé en CCM en méme temps que ceux obtenus dans le DCM/Méthanol et

dans I’Hexane.

|

Echantillons déposés = T- Témoin A12, solubilisé dans le DCM

Eluant : Hexane /DCM (80/20) (v/v)

Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support
en aluminium

Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique

.

Photographie3: Chromatogramme en CCM de chaque extrait de A12

-
4

1- extrait DCM/Methanol ;
2- extrait hexane ;
3- résidu (aprés épuisement par Hexane), solubilisé dans le DCM

4- résidu (apres épuisement par DCM/Methanoal), solubilisé dans le DCM
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Interprétations des résultats :

L’extrait hexanique et 1’extrait DCM/Methanol contiennent I’ensemble des constituants. Mais

travailler avec I’extrait de dichlorométhane a été retenu, puisque 1’échantillon a été totalement

dissout dans le DCM.

111-2- 3-Résultats de la CCM de P’extrait DCM

Afin de vérifier si 1’échantillon possédait les caractéristiques des constituants de I’ambre gris
parmi lesquels figuraient les stéroides du cholestérol et de 1’ergostérol, produits a notre disposition,

étaient considérés comme témoins. Le cholestérol est spécifique de 1’ambre gris.

La photographie 4 montre le chromatogramme obtenu.

Ry

Ergostérol 5,93
R=0,37 0,83

Cholestérol Eluant : Hexane/DCM (80/20) (V/V)
R=0,34 W 0,62

0,53 Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur suppotr en
W 042 aluminium

. . 017 Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique
S - 0,12
0,07

Photographie4 : Chromatogramme en CCM de Al2 et le témoin de
référence révélation avec vanilline perchlorique sulfurique

Ainsi, 1’échantillon présent 8 produits majoritaires : le cholestérol est absent. Ce constat

permet d’envisager que I’échantillon n’est pas un ambre gris.
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I11-2-4-Résultats du criblage des triterpenes et stéroides

Pour s’assurer de I’absence des stéroides dans I’échantillon, un criblage de ces composés a été
effectué. Dans le test correspondant, le criblage des triterpénes est fait en méme temps. Le tableau 10

rapporte les résultats obtenus.

Tableau 7: Résultats du criblage des tritepenes et stéroides

n° du TP .
Nom du test Réactif utilise Résultats
tube
Pourpre :(+++) présence de
Liebermann triterpenes
2 Anhydride acétique et H,SO,
Burchard .
Bleu vert : (-) absence de
stéroides
3 Salkowsky H2SO4 (tube incliné a 45°) -
Solution aqueuse d’acide picrique
. 1% et
4 Badjet Solution aqueuse de soude 20% )
Solution méthanolique d’acide
3,5-dinitrobenzoique 2%
> Kedde Et solution aqueuse de KOH6% )

Les résultats confirment I’absence des stéroides. Une forte présence de triterpénes est constatée.

38



111-2-5-Fractionnement de ’extrait

Le diagramme de la figure 27 résume le protocole d’extraction et d’isolement des composés de

I’échantillon.

Poudre de 1’échantillon
2,059

Solubilisation au DCM
50ml (15min)

Extrait de
Dichlorométhane

Ajout de 59 de silice60
Evaporation

Extrait de Dichlorométhane
+ Silice

Chromatographie sur colonne ouverte :

> Gel de silice 60
» Gradient d’éluant : Hexane/DCMet

DCM/Methanol

274 Fractions

CCM

22 Groupes

Figure 27 : Récapitulation du protocole d’extraction et
d’isolement du produit A12
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Les 274 fractions collectées, toutes incolores, ont été contrélée par chromatographie sur
couche mince.

Les chromatogrammes sont ensuite observées sous UV 254nm suivies puis révélées au réactif
de la vanilline perchlorique/sulfurique. On chauffe a 60°C pendant 1minute pour évaluer les profils.

Les plaques chromatographiques de ces fractions sont representées sur la photographie 5 :

' |
; Eluant : Hexane/ DCM (60/40) (v/v)
. “' Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
~ - aluminium
’ 8 & & . Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique
37 3S KO K5 SO

V
’ ‘ Eluant : Hexane/ DCM (50/50) (v/v)

Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
° A N . ® aluminium

‘ B 5 L é % Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique

Eluant : Hexane/ DCM (40/60) (v/v)

) ’ Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
aluminium

Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique

Eluant : Hexane/ DCM (40/60) (v/v)

Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
aluminium

Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique

95 100 102 105 107

Phototographie 5 : chromatogramme en CCM des fractions
apreés révélation avec vanilline perchlorique sulfurique

Les produits dont les taches de méme Ry sont rassemblés. Les résultats sont reportés dans le
tableau 10 :
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Tableau 8:Récapitulation de la colonne

N° du . VO.“!”!e . Masse | Rendement .
Phase mobile utilisé Fractions Aspect physique
groupe (m) (mg) (%)
G, Hexane 100% 200 1-15 106,4 5,10 Huileux incolore
Hex-DCM

G, 90-10 - 16-20 43,1 2,10 -

Gs 21-25 19,73 0,96 -

Ga 80-20 200 26-29 51 2,48 -

Gs 30-33 351 171 Huileux et cristaux
blanc

Ge 34-40 107,6 5,24 -

G; 70-30 500 41-45 44,2 2,15 -

Gsg 46-50 30,9 1,50 -

Gy 51-52 13,07 0,63 -

G 53-56 715 3,48 Cristaux blanc

Gu 5760 | 190,79 | 9,30 Huileux brun
claire

G 61-64 81,9 3,99 -

Gus 60-40 900 65-70 33,5 1,63 -

G 71-85 41,79 2,03 -

Gis 86-90 10,83 0,53 -

Gis 91-94 8,7 0,42 -

Gy 50-50 300 95-102 103,9 5,06 Huileux incolore

Gus 40-60 200 103-120 | 61,69 3 H“':f"“X brun
oncé

G1g 30-70 et 20-80 400 121-135 141,2 0,88 -

10-90 et
Gxo DCM100% - 136-151 446 2,17 -
Gy DCM-MeOHO0,1% 152-256 74 3,6 Huileux marron
a 1,5% puis 2200
Goo MeOH100% 257-274 602,7 29,4 -

41




22 groupes de produits ont été obtenus. Comme I’objectif de ce travail a été d’isoler les
composes majoritaires, des CCM de vérification ont été nécessaires afin d’évaluer la pureté des
produits.

Les chromatogrammes en CCM de 18 groupes sont figurés sur la photographie 6 : les 4

derniers groupes ne donnaient que des trainées.

Eluant : Hexane/ DCM (70/30) (v/v)

- Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
aluminium

Révélateur : UV 254nm et vanilline
perchlorique/sulfurique

Eluant : Hexane/ DCM (60/40) (v/v)

Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
aluminium

Révélateur : UV 254nm et vanilline
perchlorique/sulfurique

l Eluant : Hexane/ DCM (50/50) (v/v)

Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
aluminium

Révélateur : UV 254nm et vanilline

g gﬂ 8 perchlorique/sulfurique
Gio’ 12

Eluant : Hexane/ DCM (40/60) (v/v)
‘ Adsorbant : gel de silice 60 F254 sur support en
' aluminium
Révélateur : UV 254nm et vanilline
G"s Gﬂu &\s Gﬂeém&i perchlorique/sulfurique

Photographie 6 : Chromatogramme en CCM récapitulatives de la colonne aprés
observation sous UV 254nm et aprés révélation avec vanilline perchlorique sulfurique
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Interprétation des résultats des CCM :

A DI’observation des chromatogrammes on remarque que :
- Gypeu polaire avait des taches de coloration violette apres révélation a la vanilline
perchlorique sulfurique.
- Gz a Gy, ont donné des taches violettes, de composé moyennement polaire. Mais :
+ G, a Gsavaient des produits de méme Ry et ont été rassemblés,
+ Ggentreprenait 2 produits
+ Gjoet Gyjapparaissaient chacun en monotache, de méme Ry.

- Gj7 présentait une tache unique de couleur violette. On peut supposer que c’est un

produit pur.
Tableau 9 : Description et Rt des produits
Couleur de Echantillon
chromatogramme Re sme d°é contenant le
Systéme d’éluant produit
Violet 0,23 Gy
Rose 0,60 Gs, G4, Gs
Hexane-DCM30%
Rose 0’34 ° G31 G41 G51 GG) G7l
G85 GQ;
Rose violacée 0,28 G4, Gs, Gg
Violet 0,29 | Hexane-DCM50% | Gs, G, Gio, Gus,
G12, Gi3
Bleu 0,44 Glg, Gl4
i Hexane-DCM40%
Violet 0,31 G, G17, Gisg

D’apreés ces tests sur des plaques analytiques en gel de silice, & part les groupes Gip Gi1 et Gy,

on a choisi les groupes : G;, G4, Gs, et Ggpour une investigation plus poussée.
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111-2-6- Purification des groupes de fractions : isolement des constituants

» Groupe G;

Par chromatographie sur colonne, avec de systéme d’éluant isocratique Hexane-DCM (80/20,

V/V), on a obtenu 3 produits. Le schéma et la photographie 7 résument les résultats.

G; (106,4 mg)
Eluant : Hexane/ DCM (70/30) (v/v)
l Adsorbant : gel de silice 60 F254
Révélateur : vanilline
perchlorique/sulfurique
G;-1(33,8 mg) G1-2(6,2 mg) G;-3(14,4 mg) R¢(G1-1) = 0,83 et R¢(G1-2) = 0,42

Photographie 7 : Chromatogramme en CCM du
groupe G;et des produits aprés
chromatographie sur colonne

» Groupes G (4+5):
Un produit et 2 mélanges de couleur violette ont été obtenus.

Les résultats sont résumés comme suit :

G(4+5) (86,1 mg)

| |
l l l

G(4+5)-1(12,1 mg)  G(4+5)-2(27,8mg) G(4+5)-3(36,3mgQ)

Eluant : Hexane/ DCM (50/50) (v/v)

Adsorbant : gel de silice 60 F254
Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique

Rf(G4+G5)-1 =0,52

Photographie 8 : Chromatogramme en CCM
du groupe G(4+5)et des produits aprés
chromatographie sur colonne
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» Groupe G6

Avyant effectué des expériences identiques a celles des groupes G; et G(4+5), les résultats suivants

ont été obtenus.

G6 (107,6 mg)

|
Voo

Ge-1(38mg)  Ge2(5,7Mg)  Ge3(74Amg)  Ge4(3,09 mg)

Eluant : Hexane/ DCM (60/40) (v/v)
Adsorbant : gel de silice 60 F254
Révélateur : vanilline perchlorique/sulfurique

RfGe-1=0,51 R;Gg-3 et R Ge-4 = 0,37

Photographie 9 : Chromatogramme en
CCM du groupe G6et des produits aprés
chromatographie sur colonne

I11-3-Etudes structurales des produits isolés

Dans le cadre de ce travail 3 produits majoritaires ont été soumis en analyses spectrales (tableau

10). Dans ce dernier ils sont classés par ordre de teneurs décroissantes.

Tableau 10 : Techniques spectrales utilisés

Produits | Masse (mg) RMN GC/ISM
Gio 715 'H- *°C Broadband Decoupling SM
DEPT 135
'H- *C Broadband Decoupling
Gusyl| 121 SM
HMQC
Ge-4 3,09 - SM
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111-3-1- Identification du produit G10

% Analyse par CPG/SM

Si par CCM G10 ne donnait qu’une tache unique (photographie 10), en CPG (lors de I’analyse
du produit par CPG/SM), on observait deux pics de temps de rétention respectifs : tg= 31,15min

(composé minoritaire codé G101) et : tg= 34,50min (composé majoritaire code G102), (figure 28).

Eluant : Hexane/ DCM (70/30) (v/v)
Adsorbant : gel de silice 60 F254

- . . Révélateur : vanilline

perchlorique/sulfurique
. @ ! R¢= 0,29
A2 G10 Gl

Photographie 10 : Chromatogramme en CCM des
produitsG10 et G11

Les spectres de masse en SM/IE des 2 produits (G101 et G102) sont portés sur les figures 29 et 30.
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Figure 28 : Chromatogrammes GC du produit G10
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Figure 29 : Spectre de masse du produit majoritaire G102, tz = 34,50 min
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Interprétation des spectres de masse

» Du composé majoritaire G102
Le spectre de masse de G102 (tg= 34,50min) et le spectre du produit extrait de la

librairie numérique, ayant les mémes pics sont portés sur la figure 29.

On releve dans les 2 cas, la présence de pic moléculaire a m/z 426 (11%) correspondant & un
produit de masse moléculaire 426g/mol, compatible selon la littérature a la formule brute C3oHs00. En
plus du pic m/z=426, on observe aussi des pics a 218 (pic de base, 100%) ; 203 (25%) ; 189 (25%).Les
compilations NIST et WILEY, combinées a celles des articles publiées, montrent que ce produit
correspondait a I’a-amyrine connu sous le nom de viminalol [11] [12] [16] [34] [38] [60].

Les propositions de fragmentation portées sur la figure 31 confirment la présence de ces aux valeurs
de m/z précédentes.

En effet le pic a m/z= 218 correspond au pic de base. Il a été obtenu selon le mécanisme de type
retro Diels-Alder par lequel I’ouverture de cycle par clivages homolytiques au niveau de 1’ion
moléculaire génere le radical cation constituant ce pic de base et une autre molécule neutre (non
détectée).

Aprés ¢éjection d’un groupement radical libre méthyle, 1’ion & m/z=218 donne naissance au
fragment dont le rapport est de m/z=203.

Le fragment a m/z= 189 résulte de la perte d’un groupe C,Hsde 1’ion moléculaire, conduisant a la

formation de deux nouvelles doubles liaisons éthyléniques, et a la formation d’un carbocation.

» Du composé minoritaire G101

Le spectre de masse du produit minoritaire G10let le résultat de la comparaison avec la

librairie numérique est présenté sur la figure 30.

On observe les pics a : 426 (M+, 5%); 218 (pic de base, 100%) ; 203 45%) ; 189 (20%), correspondait

aussi a un produit de masse moléculaire 426 g/mol, compatible a la formule brute C3oHs0O.

Les compilations NIST et Wiley, combinées a celle de la référence [11] [12] [34] [38] [60], montrent

que ce produit minoritaire G102 correspond a la B-amyrine.

La comparaison avec les données de la littérature montre que la fragmentation de G101 est identique a
celle de I’a-amyrine (figure 31) [3] [11] [12] [38] [60].
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T
-+
\\\\
I

Retro Diels-Alder
—>

m/z= 426 ( pic moléculaire)

(non detecté) m/z= 218 (pic de base)

m/z= 203

m/z= 189

Figure 31 : Fragmentation du produit majoritaire G102 de G10, tg =
34,50 min [11] [12] [38] [60]
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% Analyse par RMN

Identification des spectres utilisés

A part les données de CPG/SM (chromatogrammes et spectres de masse), les spectres RMN peuvent

confirmer les résultats obtenus par ces derniéres. L’identification de ces spectres est présentée sur le

tableau 11:
Tableau 11:Identification des spectres RMN
Spectre Identification Type de spectre
e Domaine de 6 ppm:0a 7,5ppm
°. I?resence des valeurs montrgnt Spectre RMN'H classique 1D
I’intégration de la surface des signaux
, . , Ce spectre permet de voir les
(i Sr1e33) y Lf allure ddes. Slgl}a?xtsg presftl.lt‘? . différents types de sites
g sous forme de singulet et de multiple orotoniques
. ainsi que 1’enchainement des sites
_ Sla, S1b, Sic, sont les étalements _des orotoniques de la molécule
signaux des zones des 6 ppm respectifs de :
0,7-2,1ppm ; 3,16-3,35ppm ; 4,5-5,7ppm
e Domaine de 6 ppm : 10 a 148ppm Spectre RMN *C 1D
e Les signaux se présentent uniquement “Broadband Decoupling”
par des singulets
S2 e (ppm)= 77,03 : solvant CDCls Ce spectre informe sur le
(figure34) S2a, S2b, S2c, sont les étalements des nombre d’atomes de carbone a
signaux des zones des § ppm respectifs de : condition qu’il n’y ait pas
16-60ppm ; 75,5-80ppm 116-148ppm chevauchement des signaux
e Domaine de 6 ppm 15 a 125ppm
e |l existe des pics positifs et des pics Spectre RMN 1D
S3 negatifs « DEPT 135 »
(figure35) S3a est I’étalement des signaux des zones Ce spectre informe sur les classes
des 6 ppm respectifs de : 14-60ppm de C autre que C quaternaire.
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Interprétation des spectres RMN
» Composé G102

Son spectre C-1D (figure 35) montre que G102 a 30 carbones, nombre caractéristique des
composés triterpéniques. Ces composés sont abondants dans 1’échantillon objet du présent travail,
comme le montrent les résultats du criblage. Ainsi, une comparaison des valeurs de ¢ ppm des ‘H et
des *Cde G102 avec celles des *H et de **C de composés triterpéniques, le plus proche données par la

littérature, peuvent permettre de poser une hypothese de structure pour G102.

Des triterpénes répertoriés, les valeurs des & ppm des *H (tableau 12) et des *C (tableau 13) de

I’a-amyrine sont les plus proches de celles de G102.

Les relevés des spectres expérimentaux du produit G102 et ceux de la littérature sont présentés

dans les tableaux 12 et 13.

Tableau 12 : Relevé du spectre de RMN *H (300 MHz, CDCls) de la molécule majoritaire G102

, . o (ppm) et J (Hz) de
Déplacement chimique Multiplicité et Attribution Iitté(geurzz [33]([36)][50]
(ppm) constante de couplage [55][57][60]
t,J=3.6 Hz; 1H H-12 513;J=3,1
d,J=5.3Hz;1H H-3 324;J=54
2,03 =43 23 93z H—15 194:J=45:135
1,94 m ; 2H H-22 1,85
1,88 m; 2H H-16 1,76
1,09 s; 3H H-27 1,06
1,02 s; 3H H-28 1,04
0,98 s; 3H H-23 0,93
0,95 d;J=7.0Hz;3H H-29 100;J=6,5
0,90 s; 3H H-26 0,89
0,86 s; 3H H-24 0,79
0,82 s large ; 3H H-30 0,73
0,82 s large ; 3H H-25 0,72
0,80 masqué H-5 0,71
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Tableau 13 : Relevé des spectres de RMN **C (75 MHz, CDCls), et RMN DEPT de la molécule
majoritaire G102

Déplacement chimique — DEPT o (ppm) de littérature [33]

(ppm) Attribution [361[50][55][57][60]

C-13 q 139,5

C-12 CH 124,4
79,1 C-3 CH 79,4
59,0 C-18 CH 59,0
55,2 C-5 CH 55,2
47,7 C-9 CH 47,7
42,1 C-14 q 42,1
415 C-22 CH>» 415
40,0 C-8 q 40,5
39,7 C-19 CH 39,8
39,6 C-20 CH 39,6
38,8 C-1 CH, 38,7
38,8 C-4 q 38,7
36,9 C-10 q 36,8
33,8 C-17 q 33,7
32,9 C-7 CH, 32,8
31,3 C-21 CH>» 31,2
28,8 C-2 CH, 28,7
28,2 C-23 CHjs 28,3
28,1 C-28 CHjs 28,1
27,3 C-15 CH, 27,4
26,6 C-16 CH>» 26,6
23,4 C-11 CH, 23,4
23,3 C-27 CHjs 23,2
21,5 C-30 CHj 21,4
18,4 C-6 CH>» 18,4
17,5 C-29 CHjs 17,4
16,9 C-26 CHj 16,8
15,7 C-24 CHjs 15,8
15,7 C-25 CHj 15,8

. f’ v
fdgaqff g ﬂfmf.g:'am i;
F NUMERO I MONDIAL DU MEMOIRES
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On remarque que P’allure générale du spectre RMN du proton (figure34), constituée d’une
masse de pics entre 0,7 ppm et 2,1 ppm est caractéristique d’un triterpénoide, en effet les singulets
intenses vers 1 ppm correspondent & des CH3 hydrocarbonés tandis que les multiplets jusqu’a environ
2 ppm sont des signaux de CH,. On remarque 2 autres signaux plus déblindés, intégrant chacun pour

un proton, donc correspondant a des CH.

On constate aussi la présence d’un triplet a 5,15ppm (figure34), avec une constante de couplage
3,6 Hz.Ce déplacement chimique indique qu’il s’agit probablement d’un proton éthylénique possédant
deux voisins identiques, pouvant correspondre a un proton H-12 d’un squelette triterpénique de type
ursane, avec une double liaison en position 12 (squelette urs-12-ene) : ce qui est confirmé par la
présence du déplacement chimique du carbone C-12(figure 35) correspondant au squelette ursa-12-ene

également présent a 124,41ppm.

Ainsi, la structure d’a-amyrine pour G102 est fort probable.

30

e r g ey

Figure 38 : Structure chimique de I'a-amyrine
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» Composé G101

Les valeurs des & ppm des *C du G101 sont proche de celles de I’a-amyrine (donc du G102).

On note :

- Sur le spectre *H, un petit déblindage de 0,06ppm pour le signal & 5,15ppm et de
0,04ppm pour celui a 3,23ppm. La littérature donne les valeurs respectives de 5,21ppm
et 3,27ppm pour la B-amyrine ;

- Que pour les carbones C-13 est devenu plus déblindé (145,21ppm) et C-12 plus blindé
(121,72ppm), ce qui peut expliquer I’absence de substituant en position 19 ;

- Lesignal d’un C quaternaire en plus (a 31,1ppm) et d’'un CH en moins.

Les déblindages des C-18 et C-19 sont accords avec le fait que le méthyle en position 29 est fixe sur le
carbone C-20, ce qui laisse alors supposer la structure B-amyrine (squelette triterpénique oléanane)
pour G101.

Ainsi, la strucure de B-amyrine peut étre posee en hypothése, pour G101.

30 29

7
2,
‘%,

19

21

22

28

HO Figure 39 : Structure de la B-amyrine

23 24
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Les tableaux 14 et 15 rapportent les comparaisons des 6 ppm des *H et **C de G101 avec la B-amyrine.

Tableau 14: Relevé du spectre de RMN *H (300 MHz, CDCls) de la molécule minoritaire G101

. . e o (ppm) et J (Hz) de
De"'acer(“pep”r;;h'm'q“e Con;\t’;‘:]'tte'ﬂécéfu‘;tlage Attribution littérature [33] [36][50]
[55][57]160]
t,J=35Hz; 1H H-12 518;J=34
dJ=49Hz;1H H-3 3,26;J=4,4
1,96 - 2,10 masque H-15 1,89;J=4,0;14,0
1,90 m ; 2H H-22 1,80
1,79 m ; 2H H-16 1,70
1,28 s; 3H H-27 1,19
1,09 s;3H H - 28 1,09
0,96 s; 3H H- 26 0,94
0,94 s; 3H H-24 0,91
0,85 masque H-29 0,87
0,81 masqué H-30 0,80
0,78 s; 3H H-23 0,77
0,74 s; 3H H-25 0,73
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Tableau 15: Relevé des spectres de RMN *3C (75 MHz, CDCl3) et RMN DEPT de la molécule

minoritaire G101

Déplacement chimique

o (ppm) de littérature [33]

(ppm) Attribution DEPT [36][50][55][57][60]
145,2 C-13 q 145,2
1217 C-12 CH 121,7
77,1 C-3 CH 79,3
55,2 C-5 CH 55,2
47,6 C-18 CH 47,6
47,6 C-9 CH 47,6
47,2 C-19 CH, 47,3
42,1 C-14 q 42,1
40,0 C-8 q 39,8
38,6 C-1 CH, 38,7
38,6 C-4 q 38,5
37,2 C-22 CH, 37,1
36,9 C-10 q 36,9
35,4 C-21 CH, 34,7
34,2 C-29 CHj3 33,9
33,8 C-17 q 32,6
32,9 C-7 CH, 32,4
31,1 C-20 q 31,0
28,2 C-28 CHj3 28,4
28,1 C-23 CHj3 28,2
28,1 C-2 CH, 27,2
26,6 C-16 CH, 26,3
26,0 C-15 CH, 26,0
23,7 C-27 CHj3 24,4
23,5 C-11 CH, 23,6
23,3 C-30 CHjs 23,7
18,0 C-6 CH, 18,6
15,7 C-26 CHjs 16,8
15,5 C-24 CHj3 15,4
15,5 C-25 CHj3 15,4
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Le chromatogramme (figure 28) montre 2 pics sortant respectivement a 31,15 min (minoritaire

codé G101) et a 34,50 min (majoritaire codé G102) pouvant correspondre & deux produits.

Le spectre de RMN du proton (figure34) montre des groupes de signaux d’allure et de
déplacement chimique trés proches, mais d’intégration différente : par exemple, 2 triplets entre 5,11 et
5,24 ppm, 1’un intégre pour un proton et I’autre pour 0,4 ; de méme pour les deux doublets entre 3,15
et 3,30 ppm. Ces premiéres constatations confirment les données de la GC/MS qui montrent que le

produit Gy est constitué de deux molécules isoméres, dont I’une est majoritaire par rapport a 1’autre.
En remarque :

Des articles ont été publiés des cas d’isolement de 1I’a-amyrine et du f-amyrine en méme temps
dans une plante [33] [36] [50] [55][57][60].
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11-3-2- Identification des produits G(4+5)-1: élucidation de la structure épi-w-taraxastanonol

111-3-2-1-Comparaison des profils chromatographiques de G (4+5)-1 et G6-1

Les résultats de la comparaison des profils en CCM des 2 produits est portée sur la

photographie 11.

Eluant : Hexane/ DCM 50/50

Adsorbant : gel de silice 60 F24 sur support
en aluminium

R{G(4+5)-1= 0,52

Photographie 11 : Chromatogramme en CCM des
produits G (4+5)-1 et G6-1

L’analyse en GC/MS des produits G (4+5)-1 et G6-1 montre que ces deux fractions possedent
un constituant commun majoritaire donnant : un pic a 39,4 min (figure 40) et le méme spectre de

masse correspondant a ce pic (figure 41).

En tenant compte des quantités de produits disponibles, 12,1 mg pour G (4+5)-1 et 3,8 mg pour
G6-1, des études plus approfondies ont été poursuivies sur G (4+5)-1 afin de déterminer la structure
chimique du produit majoritaire commun. Ses spectres RMN *H et *C monodimensionnel et

bidimensionnel portés sur les figures 45, 46 et 47.
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Figure 40: Chromatogrammes GC des produits G (4+5)-1 et G6-1
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11-3-2-2-Examen de I’ensemble des résultats d’analyse spectrale (CPG/SM et RMN)
» Exploitation des résultats CPG/SMIE

Sur le spectre de masse SM/IE du G (4+5)-1 (figure 41), on reléve les fragments suivants avec leurs
pourcentages : 424 (12 %) ; 205 (60 %); 189 (35 %); 149 (10 %); 121(52 %) ; 109 (35 %); 95 (62 %);
81 (42 %)

La comparaison de ces données avec celles des librairies (figure 42), et des journaux [12] [28] [38]
[53], permet de dire que la structure probable du G (4+5)-1 serait celle de 1’epi-'V-taraxastanonol ( de

masse moléculaire 442g/mol et de formule brute C3oHs002).

Le fragment a m/z=424 (C3oH450) pourrait provenir de la déshydratation de I’epi-¥-taraxastanonol.

L’ion moléculaire a m/z=442 correspondant a la formule brute CzoHs00.est absent a cause de la

déshydratation. ..
Le pic intense & m/z=205, serait di a I’ouverture du cycle E.

La figure 43 montre la fragmentation de 1’epi-'Y-taraxastanonol.
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Figure 43 : Fragmentation du I'epi-W-taraxastanonol [28] [38]
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» Exploitation des spectres de RMN (1D et 2D)

Le spectre de RMN du proton (figure45) est constitué d’une masse de pics entre 0,5 et 2,6 ppm,
caractéristiques de plusieurs CH3z, CH, et CH hydrocarbonés. Le relevé de chaque signal n’est pas
possible, cependant une hypothése peut étre considérée pour le type de squelette ou famille chimique :

chaine hydrocarbonée ou bien triterpénoide.

Le spectre de RMN C (figure 46) n’a pas été complétement sorti & cause de la faible quantité
du produit. Cependant, en combinant avec le résultat de HMQC (figure 47), il a été possible de relever

les signaux de quelques carbones (Tableau 16).

Plus de cing pics correspondant a des CH3 sont relevés entre 15 et 30 ppm et on remarque des
signaux entre 36 et 50 ppm correspondant a des carbones quaternaires, ces informations permettent

déja de conclure qu’il ne s’agit pas ici d’une chaine hydrocarbonée, mais de produit polycyclique.

En effet, on peut relever quelques déplacements chimiques de carbones quaternaires
caractéristiques d’un squelette triterpénique pouvant étre ursane ou oléanane : 36,4 ppm caractéristique
de C-10 ; 40,9 ppm correspondant a C-8 ; 45,9 ppm attribuable a C-14 et 49,1 ppm correspondant a C-

4. On remarque aussi un carbone quaternaire a 77,2 ppm, attribuable a un carbone hydroxylé.

L’ensemble de ces informations permet de conclure qu’on a un triterpene hydroxylé. En comparant
avec les spectres d’a et B-amyrine exposés précédemment, les déplacements chimiques ne sont pas les
mémes, et en ce qui concerne le carbone hydroxylé, pour I’amyrine c’est un CH, tandis qu’ici ¢’est un
quaternaire. Les signaux relevés sont comparés avec les données de la littérature sur d’autres
triterpénes, et pour le produit G (4+5)-1, ces données sont compatibles avec 1’ 1’epi-¥-taraxastanonol
(figure 44) [12] [28] [38] [53].

”s 7 04 Figure 44: Structure chimique de
I'epi-W-taraxastanonol
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Tableau 16: Relevé des spectres de RMN *3C (75 MHz, CDCl5) de la molécule majoritaire du produit

G (4+5)-1
Deplacera)epnr;;: himique Attribution [53] o (ppm) de référence [53]
15.25 C-27 14,8
15.31 C-26 16,1
15.35 C-25 16,2
15.40 C-28 17,8
15.42 C-29 17,8
19.68 C-6 19,8
21.45 C-24 21,1
21.80 C-11 22,2
26.74 C-12 26,7
29.73 C-15; C-23 26,8
36.45 C-10 36,7
39.13 C-13 39,0
40.99 C-8 41,4
45.86 C-14 43,2
46.89 C-18 47,3
49.09 C-4 47,4
77.24 C-20 73,5
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Figure 45: S4 Spectre RMN *H du produit G (4+5)-1,
S4-a étalement de S4
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Figure 47 : S6 Spectre RMN HMQC du produit G (4+5)-1
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11-3-3- Identification des produits G6-3 et G6-4 : élucidation des structures g-amyrenone et B-
amyrenone

111-3-3-1 -Comparaison des profils chromatographigues de G6-3 et G6-4

La quantité plus importante de G6-4 a été le critere retenu dans le choix du produit a analyser.

Le chromatogramme en CCM et CPG de G6-4 sont portés sur la photographie 12 et figure 48. En

CPG, 2 pics sont observés 1’un a 29,35 min (minoritaire codé G641) et I’autre a 32,60 min (majoritaire

codé G642).

Eluant : Hexane/DCM (50/50) (V/V)
Adsorbant [gelde silice]60 F254

Rt G6-3= Rs G6-4 = 0,37

Photographie 12 : Chromatogramme en CCM des
produits G6-3 et G6-4
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Figure 48: Chromatogramme du produit G6-4

78

 JI0 I RF PR i St Pt o bt



111-3-3-2 -Examen du résultat CPG/SM du produit majoritaire G642

Le spectre de masse du produit majoritaire G642 (32,60 min) et le résultat de la comparaison avec les

librairies numériques sont présentés dans la figure 51.

Le spectre de masse SM/IE du produit sortant & 32,60 min a montré les fragments suivants :
424 (M+, 5%) ; 409 (5%); 218 (pic de base, 100%) ; 203 (10%); 189 (10%), 55 (16%). Ces
informations correspondraient a un produit de masse moléculaire 424 g/mol, compatible a la formule
brute C3oHys0. D’aprés les données des librairies NIST et Wiley, combinées a celles de la littérature
[12] [20][40][56][60], ce produit serait I’a-amyrenone (Urs-12-en-3-one).

Ainsi, le pic a m/z= 218, pic de base, proviendrait d’un mécanisme de type retro Diels-Alder par
lequel I’ouverture de cycle par clivages homolytiques au niveau de 1’ion moléculaire génére le radical
cation constituant ce pic de base et une autre molécule neutre (non détectée).

Aprés ¢éjection d’un groupement radical libre méthyle, 1’ion & m/z=218 donne naissance au
fragment dont le rapport est de m/z=203.

Le fragment a m/z= 189 résulte de la perte d’un groupe C,Hsde 1’ion moléculaire, conduisant a la

formation de deux nouvelles doubles liaisons éthyléniques, et a la formation d’un carbocation.

La fragmentation de 1’a-amyrenone est présentée sur la figure 50.

Figure 49 : Structure de 'a-amyrenone

79



m/z =424 (pic moléculaire)

O

W

(non detecté) m/z= 218 (pic de base)

m/z= 203

m/z= 189

Figure 50 : Fragmentation I'a-amyrenone [12] [20] [40] [56] [60]

80



G642

Abundance
218.2 (32,60 min)
8000 '
6000
4000
2000] < B 951 U fag I35 P
44243
¥ | |l 2322 2572 2811 2991313.2327.0341.13551 __ 381.33951 | |
miz—> 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170180190200210220230240?§9‘2‘60270280290300310320330340350360370380390400:4'104,20430440450
Abundanc?. a1 Sepctre de masse de I’a-amyrenone
8000
6000
40001  55.0
‘69.0 9.0
a0 i ' 4240
[l |
|| | 4090?
i 1\| HH; g 501l ) a0 BT0710 29903130 3400 W
0 Illllllll[”lll|||l||||]lll‘l]|l|llll|| T 7—[]'1IHIHIIIHIIIIHI]IIIIllllllll||ll|l||IlllllIllllllllllllllllllIIHIHII]l”l]”lllll!lllKITIIIllllllllllIllllllllllllIIIIIII‘II”II'I]IIIIII
80 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510

|
mz-> 40 50 60 70 80 90 100110120 130140 150 160 170 180 190200 210220 230240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3703

Figure 51 : Spectre de masse du produit majoritaire de G642, tz = 32,60 min
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111-3-3-3 - Examen du résultat CPG/SM du produit minoritaire G641

» Exploitation du spectre CPG/SMIE:
Le spectre de masse est présenté sur la figure 53.

Le spectre montre les fragments suivants : 424 (M+, 5%) ; 409 (3%) ; 218 (pic de base, 100%) ; 203
(60%) ; 189 (38%), 55 (12%).

D’apres les données des librairies NIST et Wiley, combinées a celle des différentes références [12]
[20] [40][56][60], 1eG642 correspondrai ta un produit de masse moléculaire 424 g/mol, compatible a la

formule brute C3pH4s0 : le B-amyrenone (Olean-12-en-3-one).

‘2,
%,
/
7

Figure 52 : Structure du B-amyrenone

On retrouve les mémes fragments que 1’a-amyrenone: cependant on remarque de nettes

differences dans les pourcentages de certains pics.
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Figure 53: Spectre de masse du produit minoritaire de G641, tg = 29,35 min
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111-4-Résultats d’étude des constituants volatils

111-4-1-Extraction

Une étude cinétique de 1’extraction par hydrodistillation de 1’échantillon a été I’objet
de cette partie de travail. Le premier prélevement a été effectué au bout de 30min, la durée
totale de I’expérience a été de 1h30

Les résultats obtenus sont portés sur le tableaul? :

Tableaul? : Evolution du volume d’huile essentielle cumulée en fonction du temps

Temps 0| Oh30 | 1h | 1h30 | 2h
Volume/de I’HE ol 03 |05/ 06 |06
cumulee (ml)

A partir d’une quantité de 45g de 1’échantillon, un volume égal a 0,6 ml d’huile
essentielle a été obtenu de 0,44g. Ce qui a donné un rendement moyen de 0,97%
(masse/masse).

L’huile obtenue est un liquide limpide de couleur jaune claire moins dense que 1’eau.

I11-4-2-1dentification des constituants par analyse en CPG/FID

Les chromatogrammes obtenus sont portés sur la :

- figure 54: chromatogramme A de I’HE pure analysée sur CPG OV101;

- et figure 55 : chromatogramme B du mélange HE pure et d’alcanes (C10-C20)
coinjécté sur CPG OV101.

Les constituants ont été identifiés a partir de leurs indices de Kovats.
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Figure 54: Chromatogramme A de I'HE pure analysée sur CPG OV101
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Figure 55 : Chromatogramme B du mélange HE pure et d’alcanes (C10-C20)
coinjécté sur CPG OV101.
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Les résultats du calcul des IK sont rassemblés dans le tableaul8 :

Tableau 18: COLONNE B (OV101)

N° du Trdu Tenneur | IK IK Proposition de nom
pic constituant en% calculé littérature du constituant
[59]
1 8 40,00 0,03 1330 1330 Cinnamyl formate
2 10 40,95 0,02 1344 1344 Cyclohexyl glycidate
3 11 41,48 0,03 1353 1353 2-methyl lundecanal
4 13 42,83 0,07 1373 1373 n-butyl n-octanoate
5 14 43,32 0,02 1381 1381 acetylcymene
6 15 43,84 0,30 1389 1389 p-cresyl isovalerate
7 18 45,81 0,47 1420 1420 Linalyl n-butyrate
8 19 46,04 0,05 1424 1424 Geranyl n-propionate
9 20 46,28 0,05 1428 1428 caryophyllene
10 22 46,84 0,10 1437 1437 Gamma-decalactone
11 23 47,30 0,04 1445 1445 Beta-copaene
12 24 47,22 0,10 1450 1450 Linalyl 2-methyl butyrate
13 27 48,40 0,01 1463 1463 Delta-decalactone
14 28 48,80 0,01 1470 1470 n-hexyl n-heptanoate
15 29 49,15 0,24 1476 1476 Gamma-muurolene
16 30 49,27 0,04 1478 1478 alloaromadendrene
17 31 49,52 0,23 1482 1482 p-cresyl isotyglate
18| 33 50,04 0,09 1491 1491 Isopropyl n-methyl
lanthranilate
19| 36 50,92 0,03 1508 1508 | AN a'dehydafcé’{;py'e”eg'yco'
20 37 51,50 0,21 1515 1515 Cinnamyl n-undecanoate
21 38 51,77 0,51 1520 1520 Anisyl isobutyrate
22 40 52,18 0,05 1527 1527 n-propyl anisate
23 41 52,62 0,08 1534 1534 di-n-butyl succinate
24 42 53,06 0,07 1542 1542 Gamma-undecalactone
25 45 54,03 0,04 1558 1558 Citronellyl crotonate
26 48 55,33 0,16 1580 1580 Methyl n-dodecyl cetone
27 49 55,57 0,05 1585 1585 Alpha cedrene epoxyde
28 50 55,78 0,09 1588 1588 2-nonanoylfurane
29 54 57,40 0,05 1620 1620 Benzyl n-heptanoate
30 57 58,15 0,09 1635 1635 Phenylpropyl n-valerate
31 59 59,03 0,11 1654 1654 Cis-3-hexenyl salcylate
32 60 59,22 0,06 1658 1658 di-n-butyl adipate
33 61 59,30 0,09 1660 1660 Furfuryl disuffide
34 63 59,61 0,20 1673 1673 Trans-2-hexenyl n-nonanoate
35 71 63,09 0,02 1732 1732 n-amyl anisate
36 73 64,11 0,04 1749 1749 Bornyl benzoate
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Ainsi, 36 constituants de teneur totale correspondaient a 3,59% en masse de I’huile essentielle.
Le p-cresyl isovalerate(0,30%), le linalyl n-butyrate(0,47%), le linalyl n-valerate (0,54%) et 1’anisyl
isobutyrate (0,51%) ont été définis comme majoritaires dans 1’huile, correspondant a 1,82% de ces

constituants.

Conclusion partielle

Les protocoles analytiques adoptés pour 1’étude de 1’échantillon de produit résineux qui nous a
été confié ont permis d’isoler et d’identifier ses constituants. En effet, les extractions par solvants
suivis de diverses chromatographies ont conduit a 1’isolement d’une dizaine de produits dont 5
structures ont été déterminées par CPG/SM et par spectroscopie de RMN: 1’a-amyrine, la f-amyrine,
I’a-amyrenone, le B-amyrenone et 1’épi-y-taraxastanonol. Ils appartiennent tous a la famille des
triterpénoides. Ces résultats sont compatibles avec ceux du criblage chimique préliminaire. L’analyse

des structures des autres produits sont en cours.

En ce qui concerne I’étude des composés volatils, I’hydrodistillation de 1’échantillon a révélé la
présence d’huile essentielle. L’analyse en CPG/FID de cette derniére a permis 1’identification de 36

constituants dont des monoterpéniques et des sesquiterpeniques.
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CONCLUSION GENERALE

Les produits résineux font partie des richesses naturelles de Madagascar. Ils sont

encore peu étudiés.

La présente ¢tude est le fruit de 1’étroite collaboration entre le LCOSM et le CNARP.
Le theme du travail a été axé sur les matiéres résineuses de la cbte Ouest de Madagascar, un
des axes de recherches au sein de CNARP. L’étude a été portée sur I’identification des
constituants chimiques de I’échantillon par des procédés chimiques préliminaires :
extractions, purification et isolement de molécules non volatiles. Puis identification
structurale des produits isolés. Ces recherches ont été réalisées grace a ’utilisation de diverses
techniques d’extractions, et de méthodes chromatographiques et spectrales.

Les tests chimiques préliminaires ont montré la présence de triterpénoides. Le
fractionnement et purification de 1’extrait dichlorométhanique ont permis d’isoler une dizaine
de produits qui ont été soumis a des analyses par CPG/SM et RMN. Jusqu’a présent, 5
structures de triterpénoidesont été identifiés celles de 1’a-amyrine, la B-amyrine, ’a-
amyrenone, le B-amyrenone et 1’épi-y-taraxastanonol.

En ce qui concerne 1’étude des composés volatils, I’hydrodistillation de 1’échantillon a
montré la présence d’huile essentielle. L’analyse en CPG/FID de cette huile a permis
I’identification de constituants monoterpéniques et sesquiterpéniques,en exemples le gamma-

muurolene, linalyl n-butyrate, anisyl isobutyrate, citronellyl crotonate.

En tenant compte des structures chimiques identifiées qui sont des triterpénes,
I’échantillon étudié correspondrait a une résine triterpénique. En se référant a la littérature les
compositions de cette résine triterpénique est proche de celle de la myrrhe. En effet, I’a-
amyrine et la B-amyrine sont les produits majoritaires dans la myrrhe, ces mémes produits
sont aussi majoritaires dans cet échantillon. La myrrhe est utilisée comme encens et son huile
essentielle est exploitée dans la parfumerie.

A part le c6té recherche sur 1’évaluation de 1’échantillon de résine, les expériences réalisées
dans ce mémoire nous ont permis :
- d’appliquer les acquis au cours de notre formation, notamment sur la chimie
analytique ;
- de nous familiariser avec les techniques d’extraction, d’isolement et d’analyse de
composés dans le domaine des Produits Naturels (chromatographies, méthodes

spectrales).
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Les résultats obtenus sont encourageants, ainsi nous prévoyons de poursuivre les travaux
sur les produits résineux.

Afin de confirmer son origine, les travaux en cours sur cet échantillon consistent aux
examens des spectres des produits en cours de détermination structurale (G1-1 et G17).
Identifier d’autres produits résincux de Madagascar par analyse chimique de leurs constituants

est aussi envisagé : ce qui contribue a la valorisation des différentes richesses en biodiversite.
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Annexe |

1. Préparation de réactifs

Révélateur: réactif de vanilline perchlorique sulfurique
Solution A : On mélange 0,5g de vanilline dans 50mL d’éthanol
Solution B : 2mL d’acide perchlorhydrique (HCIO4, 60%) a été mélangé dans 38mL
d’eau au moment de I’emploi, la solution A et la solution B sont
mélangees a volumes égaux.
Solution C(Préparation H,SO,, 30%) : Un volume de 10,26mL H,SO, concentré a été
dilué avec 18mL d’eau distillé. Cette quantité a été ajustée par ajout de

I’eau jusqu'a obtenir un volume finale égale a 60mL.

Révélation: Au moment de la révélation, la pulvérisation de la plaque s’est effectuée
en deux temps. Pulveérisation par le mélange (solution A + solution B),
puis par la solution C suivit dechauffage.

2. Modes de fragmentation en SM

En Impact électronique, des électrons émis par un filament rencontrent les molécules
quientrent dans la source : lors de la rencontre, si I'énergie cinétique des électrons est
suffisante, unélectron est arraché de la molécule M, la transformant en un ion radical M™.
Celui-ci peut ensuitese fragmenter suivant son énergie interne. L'IE conduit ainsi a un spectre

assez fourni, avec denombreux fragments, tres riche en informations structurales.
M + & — = NM™ | 2
Wz Molazule perent NP = Tom moléculaire

N+ A N Cation radical A @ Molécule neutre

N+ A M Cation Az Radical libre

Rupture au niveau du carbone le plus substitué (le moins hydrogéné) :

K 1" H

| H: H2 L‘e‘ M H2
H;C_ T C —C —CHs —_— H;‘:, _ T + H:C C —CHsy
CHa CHz

Vil



Fragmentation retro DIELS-ALDER :

Elle a lieu lorsqu’une structure cyclique comporte une double liaison. Elle donne

naissance a deux fragments : énique neutre et diénique. La réaction de rupture de liaison est

concertée.
-
- LJ?C-|_R2 r H"; E:-//
[ [— o Con—r | o
~Co ['j.-'c_h! ||— I,-'-|
R C L cH i
& AL T o,
R C
Ha 4
Hoc—ra

B Intermédiaire cychique B ||

VIl



Tableaux du purification des groupes et isolement des molécules

Annexe ||

> lsolement de G;-1, G;-2 et G;-3

Masse de G;= 106,4mg

N° du . Volume . Masse Rendement
, Phase mobile S Fractions
compose utilise (ml) (mg) (%)
Gi-1 1-8 33,8 31,76
G2 e 50 9-18 6.2 5,82
G:-3 19-25 14,4 13,53
> Isolement de G(4+5)-1, G(4+5)-2 €t Ga45)-3
Masse de G+5= 86,1mg
N° du Phase mobile Volume Fractions Masse Rendement
composé utilisé (ml) (mg) (%)
G(a45-1 1-13 12,1 14,05
Glusy2 | DM 50 14-20 27,8 32,28
G(a+5-3 21-25 36,3 42,16
> Isolement de Gg-1, Gg-2, Gg-3 et Gg-4
Masse de Gg= 107,6mg
N° du . Volume . Masse Rendement
, Phase mobile o Fractions
COmMpose utilise (ml) (mg) (%)
Ge-1 1-7 3,8 3,53
Gg-2 Hexane-DCM 50 8-14 57 5,29
Gs-3 70-30 15-18 7.4 6,87
Ge-4 19-25 3,09 2,87




Annexe 111

1. Chromatogramme de G10 et G11 obtenu par analyse CPG : a —amyrine et B-amyrine :
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2. Spectre de masse du composé G102 (o —amyrine)

Abundance . )
218.2 (34,50 min)
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3. Spectre de masse du composé G101 (B—amyrine)

Abundance ! ) o L
218.2 (31,15 min)
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4- Spectre RMN *H du produit G10 (spectre S1)
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Parameter Value
1 Data File Name C:/ Users/ -/ Documents/ SPECTRES RMN EXPERIMENTAUX/ RMN Mars 2015/ H651/ 110/ fid
2 Title Mar20-2015
3 Comment H651 sylvia
4 Origin Bruker BioSpin GmbH
5 Owner ircof
6 Site
7 Spectrometer spect
8 Author
9 Solvent CDCI3
10 Temperature 293.2
11 Pulse Sequence zg30
12 Number of Scans 8
13 Receiver Gain 40
14 Relaxation Delay 1.0000
15 Pulse Width 14.0000
16 Acquisition Time 5.2954
17 Acquisition Date 2015-03-20T09:37:00
18 Moadification Date 2015-03-20T11:40:20
19 Spectrometer Frequency 300.09
20 Spectral Width 6188.1
21 Lowest Frequency -1240.6 | |
22 Nucleus 1H
23 Acquired Size 32768
24 Spectral Size 65536 |
| )
|
- A
g £} ) Z g
— o o~ o o~
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5- Etalement du Spectre RMN *H du produit G10 (3,05 & 3,30ppm) et (5,00 a 5,25ppm)
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Parameter

1 Data File Name
2 Title

3 Comment

4 Origin

5 Owner

6 Site

7 Spectrometer

8 Author

9

Solvent
10 Temperature
11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain
14 Relaxation Delay
15 Pulse Width
16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

19 Spectrometer Frequency 75.46

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size

210 200 190

6-Spectre RMN *C du produit G10 (spectre S?)

—145.21
— 139.59
— 124.41
—121.72
79.05

Value
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7- Etalement du spectre RMN *C du produit G10 (16 4 60 ppm)
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8- Etalement du spectre RMN *C du produit G10 (78 a 146 ppm)
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9-Spectre RMN DEPT du produit G10

~ 6000

~ 5000

<4000

3000

2000

-3000

- -4000

~-5000

AR

w065 —

S06L—

U —

Wy —

S3

120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

125

XVIII



10- Etalement du spectre RMN DEPT du produit G10 (14 a 60 ppm)
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11- Etalement du spectre RMN DEPT du produit G10 ( 15 a 125 ppm)
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12- Chromatogramme de G(4+5)et G6-1 obtenu par analyse en CPG/SM : epi-w-taraxastanonol
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Abundance
3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

13- Spectre de masse de du produit G (4+5)-1 a 39,46 min :

G (4+5)-1
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14- Spectre de masse de epi-w-taraxastanonol

Abundance
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15-Spectre RMN *H du produit G (4+5)-1

XXIV
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1 Data File Name C:/ Users/ -/ Documents/ SPECTRES RMN EXPERIMENTAUX/ RMN Mars 2015/ H648/ 840/ fid 20000
2 Title Mar20-2015 B
3 Comment H648 __ 19000
4 Origin Bruker BioSpin GmbH ~ 18000
5 Owner ircof r
6 Site _— 17000
7 Spectrometer spect 16000
8 Auth I
Hoer - 15000
9 Solvent CDCI3 B
10 Temperature 293.3 R 14000
11 Pulse Sequence zg30 ~13000
12 Number of Scans 256 B
13 Receiver Gain 114 - 12000
14 Relaxation Delay 2.0000 11000
15 Pulse Width 14.0000 B
16 Acquisition Time 5.2954 \ 10000
17 Acquisition Date 2015-03-20T20:41:00 - 9000
18 Modification Date 2015-03-21T09:36:02 F
19 Spectrometer Frequency 300.09 ~ 8000
20 Spectral Width 6188.1 - 7000
21 Lowest Frequency -1269.3 o
22 Nucleus 1H 6000
23 Acquired S_ize 32768 '_5 000
24 Spectral Size 65536 -
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16-Spectre RMN *3C du produit G (4+5)-1
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Parameter

Data File Name
Title

Comment
Origin

Owner

Site

A AW N

7 Spectrometer
8 Author

9 Solvent

10 Temperature

11 Pulse Sequence
12 Number of Scans
13 Receiver Gain

14 Relaxation Delay
15 Pulse Width

16 Acquisition Time
17 Acquisition Date
18 Modification Date

17- Spectre RMN HMQC du produit G (4+5)-1

C:/ Users/ -/ Documents/ SPECTRES RMN EXPERIMENTAUX/ RMN Mars 2015/ H648/ 843/ pdata/ 1/ 2rr

Mar20-2015
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Bruker BioSpin GmbH
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spect
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293.4
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2015-03-21T09:36:14

19 Spectrometer Frequency (300.13, 75.47)

20 Spectral Width

21 Lowest Frequency
22 Nucleus

23 Acquired Size

24 Spectral Size
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18- Chromatogramme de G6-4 et spectre de masse du produit G642( a 32,60 min) : a-amyrenone
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19- Chromatogramme de G4 et spectre de masse du produit G641( a 29,25 min) : B-amyrenone
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20-Chromatogramme A de ’HE pure analysée sur CPG OV101
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21- Chromatogramme B du mélange HE pure et d’alcanes (C10-C20) coinjécté sur CPG OV101.
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22- Chromatogramme B de I’alcane (C10-C20)
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Exemples de structures des constituants de ’huile essentielle
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RESUME
Ce travail de recherche consiste a I'isolement et a I'identification des constituants d'un produit résineux de
Madagascar en utilisant diverses méthodes chromatographiques et spectrales (CCM, chromatographie sur colonne,
CGP/SM, RMN).

Des structures des constituants non volatils ont été ainsi élucidées comme a-amyrine, f-amyrine, epi-y-
taraxastanonol, a-amyrenone et 3-amyrenone.

Les constituants volatils ont été obtenus par hydrodistillation du produit résineux avec un rendement de
0,97%, I'huile essentielle est analysée par CPG/FID. Elle est constituée de molécules monoterpéniques et
sesquiterpéniques.

Ces résultats ont permis de poser ’hypothese de la myrrhe comme identité de I'échantillon.

Mots clés : résine, triterpénes, huile essentielle, chromatographie, SM, RMN.

ABSTRACT
This research is based on the isolation and identification of the components of a resinous product from

Madagascar using various chromatographic and spectral methods (TLC, column chromatography, GC / MS, NMR).

The structure of the nonvolatile compounds has been elucidated as a-amyrin, B-amyrin, epi-y-

taraxastanonol, a-amyrenone and|B-amyrenone.

The volatile components oil was obtained by steam distillation of the resinous product with 0.97% yield.
The GC/FID analyses revealed that the essential oil is composed of monoterpene and sesquiterpene compounds.

These results lead to a hypothesis about the origin of the sample: it was myrrh.

Keywords: resin, triterpenes, essential oil, chromatography, MS, NMR.
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