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Introduction

Introduction

Depuis des millénaires, I'hnomme a utilisé les panpour satisfaire ses besoins
énergétiques et d’habillement, pour s'abriter aipse pour se soignéf. Bien plus tard, la
montée de l'agriculture a favorisé le développemdhine industrie chimique basée sur
I'exploitation desmétabolites primairegn tant que réserves d’énergie (huiles, amidodratgs
de carbone, protéines, etc.) ou qui assurent ¢imte structurale (fibre lignocellulose) et sur
I'exploitation desmétabolites secondairegui conduisent aux produits de spécialité et de la
chimie fine (colorants, parfums et arbmes, prodpliarmaceutiques).Les plantes médicinales
en particulier ayant occupé I'avant-scéne de laaieutique depuis trés longtenipse trouvent
encore aujourd’hui en téte dans la recherche girdduction des molécules biologiquement
actives? Cette recherche sur les substances naturellessddigctivité biologique a été aussi le
moteur majeur de la synthese organique profondémarguée par le passage de Woodward et
remarquablement théorisée par Corey. Ces progres;goajugaison avec I'émergence des
matieres premiéres fossiles dont surtout le pétrahd contribué au peuplement des espaces
chimiques selon la diversité moléculdiexprimant la typologie structurale des molécuseton
leurs caractéristiques, leur utilisation spécifipeemettant ainsi leur classificatifn.

La synthese combinatoire qui a vu d’abord le uec la synthese des matériaux
électroniqueg,a pris un ascendant particulier sur la maniéreateluire la synthése en chithie
grace au concept deut débitqu’elle a veéhiculé, et s’est répandue rapidemanisdes autres
branches de la chimie.

Actuellement, les experts s’accordent a dire gseréserves non renouvelables
des ressources fossiles (le pétrole, le gaz naairéd charbon) sur lesquelles I'ensemble de
I'industrie chimique moderne dépend vont touchézua fin dans une quarantaine d’années au
plus tard™'% Les impacts environnementaux de ces industries poist des proportions
alarmantes par leurs effets polluants sur toubkgsteme terrestre, aquatique ou aérien. Suite au
sommet de Rio (1992), I''UPAC en collaboration adkautres organismes a ainsi formulé des
principes scientifiques pour développer le cadeetiVité d’'une chimie durabf€. Iis sont & la
base d'un ensemble de stratégies pour le dévelapmendes activités industrielles
environnementallement saines et qui soient éconognignt avantageuses, socialement
bénéfiques? favorisent un regain d'intérét aux biomasses erég# et aux plantes médicinales
en particulier. Ce retour est d’autant plus motiv& la chimie combinatoire a décu I'ensemble
des chercheurs dans la course vers la découveneudeaux médicaments.

Si Madagascar est bien connu par sa riche bimsiigeunique au monde avec un
des plus forts taux d’endémicité, des microclimathement variés permettant I'acclimatation
des espéeces importées, il est classé aussi pasnpialys les plus menacés par les déegradations
environnementales et pollutions des écosysténresstees, aquatiques. A cet état viennent
s'ajouter les perspectives nouvelles d’exploitationiniéres ainsi que de production pétroliére
engendrant a la fois, des opportunités économigudss menaces écologiques.

L’'analyse des mélanges complexes générées paindesabses, leurs produits ou
leurs déchets est d’'une importance primordiale goatuer une qualité, pour faire ressortir une
spécificité. Le laboratoire de chimie physiqueustirale dans laquelle nous travaillons s’est
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Introduction

engageé depuis des années dans l'analyse physicogele des mélanges complexes issus des
plantes médicinale’S:*°des médicamentSou encore des pesticidésainsi que des contrdles et
qualité des médicaments en collaboration avec iriskére de tutelle ainsi que des organisations
internationales telles que 'OMS ou encore desgpaiites académiques.

Notre séjour a I'Université de Boston a été patfie dans la manipulation du
spectrométre de RMN pour I'analyse structurale me$écules issues des plantes médicinales.
Au laboratoire de chimie et biomasse d'Ajaccio, :y@auons pu nous familiariser avec I'analyse
des mélanges complexes utilisant la RMN du carlddhassistée par ordinateur. On peut ainsi
distinguer schématiquement (Figwedeux démarches analytiques en fonction de I'dibjgue
I'on se fixe :

(i) la premiere démarche est d’élucider la structusae’molécule qui n’a jamais
été décrite dans la littérature. C’est la Vaidite de purification-identification mettant en oesl
des séries séquentielles d’extraction, de fracgament et de purification avant l'identification ;

(i) la seconde démarche se rapporte a l'identificatiba la quantification des
composeés déja connus et dont les caractéristigpeetrales en sont déja bien documentées ; elle
se retrouve dans la Voeet la VoieC. La VoieB met en ceuvre des systemesdeplageentre
les techniques chromatographiques permettant ifichoalisation des composés dans un
mélange complexe et les techniques spectroscopiqu@ame outils d’identification.
19,20,21,22,23,24,25'

(i) La Voie ¢, utilisant les techniques de la RMN du carbone-l1dstse par
ordinateur se distingue des deux autres méthodmogiecédentes en effectualitectement
I'identification et la quantification des compos#ns un mélange complexe sans séparation, ni
purification, ni individualisation au préalable.

Micro-ondes TE.

Voie A SFE, SPE, LG |[] SM.TF
HPLC; CPG IRSRMN "H;

RMN “C

. RMN du r
. Vole C ()| Mentiicaton
Nélanges complexes ] carbone.13
CPG/IKIMS ; CPGI/IRIMS; HPLC/MS ;
HPLC/RMN ; CCM/MS; CPG/FTIR; CEC-FTIR;
VOie B HPLC/SPE/RMN,; HPLC/MS/RMN;

HPCL/FTICRMS;

Figure 1: représentation schématiques des Voi&&t,C

L’objectif de notre travail est alors de releves [gertinences propres aux approches analytiques
des techniques de RMN selon le domaine ou l'onitse sainsi que de souligner I'opportunité
nouvelle offerte par le concept d'analyse direces anélanges complexes vis-a-vis de la
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Introduction

compatibilité environnementale, de la recherchel@eagque et de la valorisation industrielle et
economique de la biomasse. Cette these comprexidsadeux chapitres :

- Chapitre 1: Analyse structurale des lactones sesquiterpéniglyge
germacranolide et type guaianolide ayant l'unitéméthyleney-butyrolactone et issus de
I'espéceTanacetum densu(ioie A) ;

- Chapitre2: Etude et analyse quantitative par la RMN du caebb3 assistée
par ordinateur des résines de pin du gdhireus de Madagascar ainsi que des miels de
Madagascar. (Voie).
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Chapitre 1

Chapitre 1. Voie A: Etude par RMN des structures et des relations
stéréochimiques du germacranolide A9 et du guaianolide TDI15
provenant du Tanacetum densum ssp. Sivasicum et ssp. Amani

1. Généralités sur les lactones sesquiterpéniques et intéréts de l'unité structurale a-méthyléne-y-
butyrolactone
1.1. Importances biologiques et synthétiques de I'unité a-méthyléne-y-butyrolactone
1.2. Intéréts stéréochimiques et problemes RMN
2. Principes, matériels et méthodes
2.1. Matériels et méthodes

2.2. Méthodologies de purification-identification (Voie A) des mélanges complexes
3. Résultats et discussions
3.1 Etudes structurales et stéréochimiques du germacranolide A9 issu du T. densum sous-

espéce sivasicum

3.2. Révision structurale et études stéréochimiques du guaianolide TD15 issu de T. densum
ssp amani
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Chapitre 1

Généralités

1. GENERALITES SUR LES LACTONES SESQUITERPENIQUES ET INTERETS DE/ L'UNITE
STRUCTURALE O-METHYLENE-Y-BUTYROLACTONE

Les lactones sesquiterpenes sont parmi les méiabsekcondaires les plus répandus surtout dans

la famille desAsteraceael ‘attrait de ces composés provient de I'unitécturalea-methylene-

y-butyrolactone qui leur confere des propriétésdgmjues d’'intérét alliées a des caractéristiques

stéréochimiques particulieres qui sont d’ autantéis pour les chimiste§ de produits naturels

gue pour les chimistes organiciens et les spedpistes.

1.1. Importances biologiques et

synthétigues de l'unité  a-méthyléne- y-
butyrolactone

Les produits naturels contenant le fragmeameéthyleney-butyrolactone et
exhibant des activités biologiques aussi bien earigu’intéréssantes ont fait I'objet d’intenses
investigations depuis le début des année®60*°La décduverte dé Kupchan sur les activités
des lactones sesquiterpénicfiés a donné lieu & dUh/@ssor considérable des étudetesu
relations structure-activité des composés des ceagp@ontenant I'unitéx-méthyléney-
butyrolactone.

1.1.1. Intéréts biologiques

Les difféerentes activités dusfragmemtmethyleney-butyrolactone proviennent
du fait qu'il se comporte comme un' réactif d'atikypn avec des nucléophiles biologiques
comme les enzymesa la réaction de Michaei*:

S-Enz
+ EnzSH ——
o © o o

Ce fragment est responsable @esivites anti-cancét**** ou desactivités allergéniquesu
niveau des peaux des planteés qui les contienndlgs Eonferent aussi aux métabolites
secondaires des propriétéside régulation de crmiesdes micro-organisnie®u des plantes.
On a enregistré des compa@sés avec des activitemalairia¥” des activités convulsives et anti-
convulsives?®

YA

vy vernolepin
liatrin P

pathenin

Figure2 : Quelques composés lactones sesquiterpéniquesaatreités biologiques représentatives

Parailleursydesrauteurs ont rapporté le rélebitdur du fragmend—méthyléney-butyrolactone
contre I'effet d’absorption de I'éthandl.

Page7sur 157



Chapitre 1

Généralités
1.1.2. Intéréts synthétiques liés a I'unité

a-méthyléne-y-butyrolactone

Les défis liés a la diversité des structures stati@éréochimies contenant l'unaé
méthyléney-butyrolactone ont fait également mobiliser lesnubies organiciens. En effet,
plusieurs molécules représentatives de ces cladsesomposés telles que le heneldflin,
confertin®*? damsift® ou plus récemment le patherffiont été les cibles de synthése totale.
Des efforts ont été aussi entrepris pour la maalifom fonctionnelle de I'unité-méthyléney-
butyrolactone en vue d’atténuer la toxicité, dengjea I'activité biologique ou pour synthétiser

des analogues non naturels tels que les dérivéaptealénd?
o}

0 1
|O F,CCOOH % [
\IVVLOEt m’lm ee: 9% R
' 1b
OH “o0%

R S0 COoM T
o) e
la ) Ph™™S 27 THF/PhH 0
RH * — 2]
Br Zn,ICHCHl g7 o

2a 2b 2e

Figure3: Exemples de route synthétique assymétrique tterisd a-méthyléney-butyrolactone
Plusieurs méthodé$:*"*3° dont des procédés de synthése asymétrique odéésoppés pour

é0,51

'unité a-méthyléney-butyrolacton en tant que composante de base de synthese

d’'importance. (Voir Fig.2)
1.2. Intéréts stéréochimiques et problemes

RMN

La position du cycle lactonique dans la structo@éculaire des sesquiterpénes
résulte de leur biogenése. Les lactones sesquiliguEs se rencontrent généralement dans cing
différents squelettes carbonés tels que [l'anolide, germacranolide, le guaianolide,
I'ambrosanolide et le xanthonolide. Pour les clagiesa-méthylénoy-butyrolactones, on a les
positions jonction (6,7) en ou (7,8) en3. Alors, un des problémes cruciaux de stéréochimie
relatifs & ces classes de composés réside danéréchimiecis/trans des fusions de cycle.
Nous allons nous intéresser plus particulierementragmenta-meéthyleney-butyrolactone2
présent dans les sesquiterpenes lactones.

Ha,
Hec / Hb
0 (0]
ambrosanolide germacranolide d
2

guaianolide xanthanolide

Figure 4: Différents types de squelette des lactones
sesquiterpénes naturels
En pointillé : les deux cas possibles de jonction de l'unité a-méthyléne-y- 3
butyrolactone sur le cycle B des sesquiterpénes
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Chapitre 1

Généralités

1.2.1. Méthodes d'analyse associées d
I'unité  a-méthyléne-y-butyrolactone
des sesquiterpenes

Diverses regles empiriques ont été formulées peétude stéréochimique du cycle lactonique
dont la plus utilisée est I'analyse des couplageimaux>J. 4 des protons des tétes de pogtet
He. (Fig.3 ; structuret, et2) selon Karplus?

H H H
o] °—o
o)
H
P,trans®} > 10 Hz Q.cis*J,,, <10Hz

D’autres regles basées différentes transformatamsiques et la mesure des constantes de
couplages vicinaux des groupements résultantsténeéborées telles que la regle de Narayna
et Venkatasubramaniam,celui de Wolsinkyet coll. ** ou encore celle d&natzke*® Ce
dernier a établi une relation entre la configuratisolue des dérivés pyrazolines et le signe de
I'effet Cotton. Mais la solution par transformati@m dérivés est rendue compliquée par une
possible épimérisation du carbone allylique. A aebfgme d’ordre structural se sont ajoutés des
problemes d’ordre pratigue en RMN pour I'extractd®s signaux des protons Hc et Hd qui s’est
révélé particulierement ardue avec les appareaitsde continue 60-100 MHz de I'époque.
1.2.1.1. Utilisation des couplages allyliques pour la

détermination de la stéréochimie de fusion de

cycle
La recherche sur les couplages allyliques comntéres supplémentaires a la détermination de

la stéréochimie de fusion de cycle dans les sepeines lactones puise son origine d’abord sur
des considérations conformationnelles offertes ges études par rayon X, ensuite par des
considérations d’ordre pratigue RMN.

Les études conformationnelles par rayons X ont montré que la structure de résonance A contribue d’'une fagon appréciable a I'état
fondamental du groupement lactone B. Dans le cas de la structure €, celle-ci peut étre stabilisée par conjugaison avec la double liaison
exométhylénique. (Schéma 1)

Ha
co qa HygHis 7= -

\

Schémal: Résonance du lactone et conjugaison dans 'onité -
méthyleney-butyrolactone
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Chapitre 1

Généralités

Les conséquences de ce résultat sont importantes :appréciable limitation de la mobilité
conformationnelle du cycle lactonique, une limaatide la variabilité de I'angle diedde qui
détermine principalement la valeur des constantes cduplage allylique. Ce potentiel
d’utilisation d’origine conformationnelle est d’aumt plus attrayant que les pics RMN d’intérét
H-13 et H-13'sont facilement reconnaissables &raent accessibles.

1.2.1.2. Considérations RMN d’ordre pratique
et régle allylique de Samek

L'utilisation des couplages allyliques, exaltés lgacouplage géminé par effet de
Van der Waals a été étudiée par Samek pour la gumation des fusions des cyclgs
lactones dans un certain domaine de validité dépendles difféerents facteurs (taille,
conformation du cycle annulaire ou « I'équatorebit de la liaison les tétes de pont de cycle).
D’une part, contrairement aux protons vicinaux ttes de ponts tHet H, (Schémat, structure
c), les signaux des protons exométhyléniqgues H-13-&8’ sont facilement identifiables dans
les spectres RMN des sesquiterpénes lactones auaidadéniables avantages suivants :

(i) les positions a champ relativement faible aux alerst de 5-6 ppm avec une
différence de déplacement chimique intefdeaelativement élevée de I'ordre 0,5 a 0,9 ppm ;

(ii) un rapport signal/bruit élevé ;

(iii) 'éclatement caractéristique d aux couplages igligs allant jusqu’aux

alentours de 4 Hz ou plus pouvant étre dédoublédgsacouplages géminés de 0-2,5 Hz.

HE o

Rb 1) i
\ —CO\—%HE{H H; --(p
Ra g H,, 13113
H,3
A B C

L’approche de Samek consiste en considérant léicelantre I'angle diedre définissant I'angle allylique entre les protons
exométhyléniques ainsi que HB) (et les angles diedr&, et ®, respectivement entre les deux protons de tétgae Ela et Hb

ou entre les restes hydrocarbonés Ra et &bdéfinissant configurationis/trans du cycle lactonique dans la structure partielle
(A).

Samek a ainsi formulé ses régles « allyliques »ptertenu de ces avantages spectraux de la

facon suivante :
Lactones trans-: Pour les lactones trans-, deux configurations cgule lactonique sont

possibles :®, inférieur ou égal a 120°, alors on obtied‘f‘Jtrd|23Hzcomme typique ;®,

Supérieur oWRay Freeman and Garetha . Morris, Experimentain@tal Shift Correlation Maps in Nuclear
MagneticResonance Spectrosco@yC.S Chem. Comml978,684-686

égal & 120° ; alorgJyq|<3Hz

Lactones cis- : Pour les deux intervalles de val&py; |4Jtrd|53Hz est toujours valide.
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Chapitre 1

Principes Matériels et méthodes
2. PRINCIPES, MATERIELS ET METHODES
21. Matériels et méthodes

Tanacetum densumsous-especeivasicum collectée en Turquie centrale (Sivas) avec un
spécimen voucher (N° 200) déposé a I'herbariumadealculté des Sciences et Arts, Université
de Cumhuriyet, Sivas, Turquie. Le germacranalidea été isolé et purifié par Dr Nehzun Gorén
et coll. (Voir annexes germacranolide,1p2). Tanacetum densum sp. amanmgécolté dans les
montagnes de Taurus (Feke-Adana) en Turquie paralgeurs turc’ L'extraction, le
fractionnement, l'isolement et purification pourpggréthroidinine18 et le parishinet9 ont été
ont été effectués par les mémes autg\isr annexes guaianolide, p14).

Procédures générales pour RMNes spectre$H et *C ont été enregistrés sur VARIAN XL-
400 (93,94 kG *H 400 MHz ;**C 100 MHz) dans le chloroforme-@t le dichlorométhane,d
comme solvants (CHgI5 7,24 et CDHCJ & 5,32 ;**CDCl; & 77,0 et**CD,Cl, & 53,8). Les
séquences d'impulsion RMN ont été exécutées anautille logiciel standard VARIAN version
6.1c. La séquence FLOCK qui a été ajoutée a laothigique des séquences avec le programme
de Reynold.

Paramétres d’acquisition pour spectres RMdaramétres d’acquisition 14 & 1 dimension :
largeur spectrale (SW) 4000 Hz avec 32 758 poRusir les spectres d&C, la largeur spectrale
est de 22 000 Hz avec 32 768 points de donnéestr8pe2D COSY, LRCOSY, NOESY :
fenétre spectrale de 3200 Hz, avec 1024 pointsodeak ; 256 d’incréments collectés avec 32
transients par incréments complétés a 1024 parlissage de zéro, délai de relaxation de 1s ;
enregistrement : LRCOSY avec un temps de délpide 300 ms avant et aprés le temps de
mixage; - NOESY : temps de mixage de 800 ms. Sgedke corrélation héteronucléaire : fenétre
spectrale de 14 000 Hz avec 1024 points complégfgl@ points par remplissage de zéro ; dans
la dimension proton, on a utilisé une fenétre spéede 3200 Hz, 64 incréments de temps (256
transients par incrément) qui ont été complétés2agnints par remplissage de zéro, un délai de
relaxation de 2 s a été utilisé. Spectres HETC@&ais optimisés podey = 140 Hz. Spectres
FLOCK : délais optimisés poutley = 4 et 7 Hz. Spectres SINEPT : délai d’excitatida
=1/2J) et un délai de refocusinfi,(= 1/3J) optimisés poutley = 4 et 7 Hz avec une fenétre
spectrale de 14 000 Hz. Spectres DNOE : 1024 #atsspour chaque saturation (on résonance)
et irradiation off résonance (spectres négatifgjumcen des blocks répétitifs de 16 transients
avec un délai d’irradiation de 8 s avant I'acqiosit

Spectres de masskes mesures de masse en basse résolution et dessrasactes ont été
obtenues sur un spectrometre de masse FINNIGAN M@ En ionisation chimique (ammoniac,
140 eV) ou en IE (70 eV)Spectres UVLes spectres UV ont été enregistrés sur HP 8452
Spectres de dichroisme circulaire (DQ)es spectres DC ont été pris sur AVIV 62DS.
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2.2, Principes sur les méthodologies de
purification-identification des mélanges

complexes d’intérét médicinal (Voie  A)

Les méthodes de purification-identification proseédpar étapes bien séparées ou
les matériaux provenant des diverses matrices axeplpréalablement traitées par les méthodes
d’extraction seront soumis a des seéries séquesdietle séparation et de purification
chromatographiques. On procéde finalement a I'étidecturale des substances ainsi isolées et
purifiées a l'aide des différentes techniques spscopiques. Dans ces méthodologies, la RMN
joue un rble a part entiere dans le suivi de laifipation et surtout dans lidentification
structurale des composés isolés. Nous allons dous concentrer sur cet aspect RMN dans une
breve revue ci-dessous.

En effet, depuis les travaux de H&hbur I'’écho de spin en 1950 et qui ont été
cruciaux pour le développement de la RMN moderrgags lesquels cette derniere n’aurait pas
eu sans doute lieu, des multiples bouleversenmritsonduit les techniques RMN a son stade
actuel.

Aux méthodologies classique de transfert de polarisation depuis les INEPT ou DEPT s'ajoutent les techniques de pompage optique,59,60 de
polarisation nucléaire dynamique61 ou de techniques de TJ-DNP (Temperature jump high frequency dynamic nuclear polarization) en passant
aux séquences de relaxation de TROSY62 (Transverse-Relaxation-Optimised Spectroscopy) qui se conjuguent avec les technologies des

. . - 636465 s N X .
cryoaimants ainsi que des sondes cryogéniques :~ pour bouleverser les ordres de grandeur de sensibilité et accroitre la résolution. A

coté, les méthodologies telles que le gradient de champ pulsé viennent considérablement améliorer I'efficacité des méthodologies RMN 2D
aussi bien que 1D. L'introduction d’autres paramétres physico-chimiques tels que le coefficient d’auto diffusion des molécules en corrélation
avec les déplacements chimiques ™H et 13C a étendu les capacités de la RMN & la séparation « spectrale » et I'dentification simultanées des

analytes dans des mixtures.66

En accord avec I'évolution des technologies quil®aersent les pratiques et les
théories, confirment ou corrigent les régles empis, nous allons décrire dans ce paragraphe
guelques méthodologies de RMN utilisées lors des études structurales sur les lactones
sesquiterpéniques.

2.2.1. Expérience de spin  écho et
modification APT

L’expérience de spin écho a été initialement dgysde par Hanh en 1950 pour
étudier la vitesse de relaxation transversale, mlfesest devenue une des composantes-clés a la
base des séquences d’'impulsions modethes.séquence peut s’écrire sous la forme simplifiée
(diagramme 1) :

02 Tt 6 T T .
13¢ 1 A ,_l A
t, Echo i
découplage 'H i |
Diagramme 1 : Séquence d'impulsion de base AQ

dexpérience de spin écho Diagramme 2 séquence d'impulsion APT

Apres I'impulsion de 180° et un temps de déldies composantes du vecteur magnétisation se
refocusent pour donner une résultante d’amplitudeimale qui est I'écho. Les séquences de
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spin écho s’utilisent pour supprimer sélectivemestlarges pics qui relaxent plus rapidement
que les pics plus fins. L'expérience de J-modutaggt une expérience de spin écho modifié
appligué aux systemes hétéronucléaires. Elle isatibeaucoup pour distinguer entre les
multiplicités des carbones et s'appelle aigachedProtonTest ou APT® La version originale
de Shoorley a été améliorée en introduisant uneatglErns® optimisé (au lieu de 90°) et une
deuxieme période de spin écho. (Voir diagramme 2)

2.2.2. Expériences de transfert de
polarisation

Les expériences de transfert de polarisation mversion de population entre des
noyaux couples font suite aux recherches sur I'mmation de la sensibilité des expériences
portant sur les noyaux peu sensibles dont le carbiBlles sont a la base de la conception des
nombreuses séquences d’expériences hétéronuclaadreimensions des noyaux en interaction
spin-spin.
2.2.2.1. Expériences de Transfert de polarisation sélectif

On perturbe sélectivement un pic dans I'ensemblspkctre du noyau sensible
(*H, *°F, *'P). On obtient un transfert de population qui afiele signal du noyau peu sensible
(*3C, ™N) qui lui est couplé. Le facteur d’amplification gignal est plus élevé que celui obtenu
avec l'effet NOE (Pour 1&°C : NOE 2,99 ; SPI 3,99'°N : NOE -3,94 ; SPI: 9,87). Si I'on ne
parvient pas a une inversion quantitative, on asiomple transfert de polarisation (SPT). Ces
techniques s’utilisent avec succes dans l'attrdsuties signaux. (INEPT, SINEPT, DEPT)
2.2.2.2. Expériences INEPT et SINEPT
Nous allons parler un peu en détail I'expérienc&RN qui est a la base des expériences de
transfert de polarisation qui vont suivre et quain@llons utiliser par la suite. C'est une
expérience de transfert de polarisation non sékeaéveloppée par Morris et Freefffagui
utilise I'excitation des échos de spin a la sdieutres méthodologies d’impulsions sélectives
des protong®’*"#"3effet total de la séquence est le transfert sélectif de polarisation des
protons (plus sensibles) vers les noyaux hétermingnsensibles) moyennant une valeur
appropriée deé'Jix. L'effet d’accroissement des signaux par le trarstle polarisation est
nettement supérieur a celui effectué par couplagelaire (ou NOE) comme le montre le

tableawt qui suit.
Tableau 1Comparaison des facteurs d’ accroissement des signapar effet NOE et INEPT de'H

X Tig e TSN 29g; 5Fe 035, A | “°Sn 83
NOE 256 | 299 | -394 | -152 | 1648 | -16.89 | -9.75 | -041 13.02
INEPT 3.12 | 3.98 9.87 5.03 30.95 31.77 21.50 2.81 24.04

Elle fournit une alternative aux expériences uMémes de «rotating frame cross-
polarization »*"* initiées par Hartmann et Hahhou I'expérience DEFT de Becket coll”’

Ces expériences INEPT se sont évolués vers lesitpes avec découplage durant I'acquisition.
Les expériences INEPT sont actuellement utiliséegasnment pour les RMN du solide, par
exemple pour I'attribution spectrale des atomesefP dans les motifs de composés minéfaux.
Leurs variantes en 2D sont utilisées par ailleuessd 'analyse des lipides dans les
biomembranes'? dans les composés contenant & la fois des diffét&étéronoyaux tels que le

carbone-13 et I'azote-15 en expériences avec daéiietivite®
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Technique SINEPT. La SINEPT « Selective INEPTP% dérive de la technique INEPT
développé par Freema coll. (voir ci-dessus) On irradie un proton spécifigeieon détecte sur
le spectre les carbones possédant un couplaggaeqortée avec ce protdiddy, 2Jer).

i Iy
o a1 % L
Yiem 'L.i"“

Figure 5: Connectivité en expérience SINEPT
Expérience SINEPT : Iintensité des pics détectés dépend de I'optimisation de délai entre les impulsions qui est fonction de "Jch, typiquement
de 5-10 Hz.

Cette technique 1D est préférable a la place ddmigues a 2 dimensions lorsqu’il s’agit de
travailler sur un nombre limité de carbone/prot@ans ce cas, il s'avéere trés utile dans
I'attribution spectrale des carbones quaternailes. séquence dérive de I'expérience de
« refocused INEPT » avec découplage du protonagelbande. Le SINEPT a été beaucoup
utilisé en tandem avec d’autres méthodologies RM iétude de structure. Mais la séquence
tombe en désuétude avec l'avenement des méthodslag détection inversée comme le
HMBC et les techniques de champ de gradient puls&endent les mesures beaucoup plus
sensibles et beaucoup plus rapides. Elle a tromv@fois un nouveau terrain de prédiction avec
la RMN des composés minéraux et organométalliques.
2.2.2.3. Expériences DEPT

Le spectre DEPT, développé par Benealtoll ®? résulte aussi d’'une expérience
de transfert de polarisation du proton vers le @agh noyau moins sensible. Mieux que I'APT,
il permet de rendre compte directement les mutiiggls des carbones protonés et différencie les

méthyles, les méthylénes, les méthines. Les cagoquigternaires seront absents des spectres.

pOOH p180H  pTHETA Parametres de la séquence DEPT avec découplage

A p90X (ps) : transmetteur RF & haute puissance a 90° ; p180X
'H: découplage : s4| BB (ps) transmetteur a RF haute puissance de 180°; p90H :
rd Lodl di d1 découpleur a haute puissance RF a 90° ; p180H : découpleur

H a haute puissance RF & 180°; s1: niveau d'atténuation des

P paOX pisox radios fréquences & haute puissance pour X; s3: niveau
! LA | d'atténuation des radios fréquences a haute puissance pour

S >

sl 1H ; s4 : niveau d'atténuation des radios fréquences a basse
puissance pour découplage sur large bande (BB) ;
rd P odl d1 dl pTHETA: découpleur RF & haute puissance de 45, 90 or

; 135° (us);

X: acquisition

Diagramme3 : séquence DEPT avec découplage

2.2.3. Expériences de corrélation par
couplage scalaire proton-proton & 2
dimensions

Expérience COSY. L'expérience de corrélation par couplage scaldre2
dimensions (COSY) de Jeneer en 1971 a été histarignt a la base des concepts de spectres a
deux dimension®® Mais ce n’est qu'a partir de 1981 qu'elle devierdiment opérationnelle
aprés les travaux intensifs d’Aue, Bertholdi et Erpubliés en 1978 Le COSY utilise le
couplage scalaire entre protons pour produire de®lations entre les déplacements chimiques
des protons sur les deux axes F1 et F2. La séquemudsionelle de base comprend deux
impulsions a 90° chacune (COSY 90°). Nous avonksé@tiune version avec la deuxiéme
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impulsion valant 45° pour réduire le nombre de rises non pertinentes et on applique une
opération finale de symétrisation pour diminuebminer les bruits.

pHo0 pH90 pH90 pH90

rd i1 rd id1 A A

Schémae: séquence de COSY90 ~ Schémas: séquence de LRCOSY

Expériences 2D de couplage scalaire 'H-'H. rd : délai de relaxation permettant le retour a I'équilibre entre deux impulsions (ms) ; id1 : délai
d’évolution incrémentée avec valeur de départ égal @ 1/SW (ms) ; pH90 : impulsion de 90° du transmetteur (us) ; pH90 : impulsion de 90° du
transmetteur (us) ; réduite a 45° dans le COSY 45. Le DQF-COSY utilise une troisiéme impulsion de 90° pour « filtrage quantique » qui réduit
les pics des méthyles tres intenses pouvant cacher les pics des couplages d'intérét plus faibles. Le LRCOSY s’obtient en insérant un délai fixe
A avant et aprés la deuxiéme impulsion pH90. On choisit A de telle fagon que rd = T2 — A et id1 = T2 — A. On peut choisir avantageusement la
deuxiéme impulsion avec un angle 60°.

Le COSY est parmi les expériences 2D les plus spiltommence la série des méthodologies
RMN dans les études structurales. Avec I'avénerdengradient des champs pulsés, (gCOSY)
on peut obtenir un spectre en 5 mn.

Expérience de LRCOSY® Cette expérience permet de détecter des pics mélatmn des
constantes de couplage relativement faibles (dr pker2 Hz) et qui ne sont pas observables avec
COSY 90 {J <1Hz : n=3,4,5...). Les expériences de LRCOSY oatudilisées beaucoup pour
« traquer » les faibles couplages. Par exemple,anget coll les ont utilisé pour les couplages
a longue distance des peptides cyclidiieandis que Sydnes et Skjetne les ont employés pou
I'étude des benzo[e]pyrérféset Sakai etcoll. pour I'élucidation structurale du macrolide
misakinolide-A%® Mais les expériences de MQF (multiple quanturndfiion) de Ernst etoll.,*

de TOCSY? (Total Correlation Spectroscopy) ainsi que lepésiences de HOHAHA
(Homonuclear Hartmann-Hahh) offrent des alternatives potentiellement supéeguaux
expériences de LRCOSY.

2.2.4. Expériences de couplage scalaires
héteronucléaires a deux dimensions

Expérience  HETCOR. Développé par Bax et Morrié, I'expérience de
corrélation héteronucléaire HETCOR est I'analogue @OSY avec un noyau hétéeronucléaire
(en I'occurrence®C) en seconde dimension. On exploite les couplagakires directdlcy
(100-280 Hz) entre le proton et le carbone auduedtilié permettant le transfert d’aimantation
du proton au carbone (le noyau le moins sensible).

R PI0H i Paramétres de la séquence HETCOR : s1: niveau d’atténuation

des radio fréquences a haute puissance pour X; s3: niveau

it _| _‘ ) BB d’atténuation des radio fréquences a haute puissance pour 'H ; s4 :

d {idl Wl dl a2 niveau d'atténuation des radio fréquences a basse puissance pour

i ! découplage sur large bande (BB); p90X (us) : transmetteur RF a

p180X poox haute puissance a 90°; p180X (us) transmetteur a RF haute

! puissance de 180°; p90H : découpleur & haute puissance RF &

X: acquisition ! . 90°; id1 (ms): délai d’évolution incrémentée : valeur de départ:

rd idl i1 di d2 1/28W; rd (ms): délai de relaxation ; d1: délai = 1/2'Jxu; d2:

: délai = 1/3 Jxu pour toutes les multiplicités ; NS : nombres de
balayages : multiple de 4.

'H: dé

M

Diagramme 4 : séquence de base HETCOR

HECTOR (basé sur INEPT®). rd : le délai de relaxation en général : 1,3-1,5T1 ou T1 (*H) ; d1 : Jxu : avec X = 13C, moyenne de "Jcn : 135 Hz
par défaut correspondant a 3,7 ms. Pour un composé inconnu on utilise une moyenne de 155 Hz. Pour les cas des composés purement
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aliphatiques, les constantes de couplage peuvent varier de 125 Hz a 145 Hz (carbone portant des groupements hydroxyles par exemple), on
peut prendre alors une moyenne de 135 Hz (correspondant a un délai de relaxation rd de 3,7 ms). Pour des composés contenant des
fragments vinyliques avec des couplages allant jusqu’a 165 Hz, on aura une moyenne de 145 Hz (3,45 ms), tandis que pour des composés
purement aromatiques, les couplages peuvent varier de 165 a 185 Hz

Pegget coll. ont élaboré des expériences de corrélation hatekéamires basées sur la séquence
DEPT?* ces expériences se sont évoluées en utilisanERTDcomme base pour transfert de
polarisation en remplacant l'impulsion de 180° deegentrage » par une séquence de
découplage proton-proton a large bande (BIRDActuellement, les techniques HETCOR
s'utilisent aussi largement en RMN du solide avecdomposés minéraux tels que le AIPGA4-5
comportant différents noyaux héteronucléaires géeence de double résonance. De nos jours,
on utilise les expériences en détection inversévadr des concepts de cohérence a multiple
quantum initiés par Millet, développées par Ernst coll®® avant les classiques expériences de
Bax et Freeman plus abordables expérimentalement: Bs'Jy, le HMQC (heteronuclear
multiple quantum coherence) est donc plus sensilidele HETCOR, le HSQC (single quantum
coherence) similaire au HMQC mais plus sensibles &s méthines (CH).

Corrélation hétéronucléaire a longue distancel’idée d'utiliser les couplages héteronucléaire
a longue distanc€ JCH, n = 2,3,4) pour la corrélation des déplacemehimiques remonte en
1980 avec Hallenga et van Bif&tMais il aura fallu attendre les travaux de FreemaNlorris
utilisant les transferts de polarisation a longistathice basés sur les séquences INEPT ou ceux
de Levitt et coll!® utilisant des expériences basées sur des séquddEET pour le

développement des méthodologies utilisant le careBinst:**

90x  180x 90y 180X En général les valeurs dd etA2 dépendent des cas, ils
peuvent étre égaux, dépendant de valdgy que I'on
prend. On doit tester 2 ou 3 spectres 2D, maiseut p
avoir comme regle:Al = 1/23y; A2 = 1/33y

13
c > moyennantlc.

Diagramme 5 : séquence FLOCK

H HA:IJZ AL2| | A2i2 2212 DB
180x 90x 180x

Nous avons utilisé dans notre travail la séquend®@@K de ReynoldS? pour les couplages a
longue distance basée sur la séquence de Freerea@stimisation des délais d1 et d2 (voir
séquence pour HETCOR) dont une valeur de 10 Hztitamen général, un point de départ
raisonnable. Le COLOC (Correlated Long Range Cagplconstitue une autre alternative pour
la corrélation hétéronucléaire a longue distafit®lais toutes ces expériences sont supplantées
par les expériences a détection inverses telleslgueMBC (Heteronuclear multiple bond
correlation) qui permet d’obtenir des spectres Alles temps relativement courts.
2.2.5. Expériences de couplage dipolaire

proton-proton NOESY et DNOE

Expérience 2D NOESY La séquence NOESYy a été publiée par Eghspll en
1979:% La technique permet de calculer des distancemsatomiques au moyen des taches de
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pHI0 pH90 pH90 Paramétres NOESY. pH90 : transmetteur RF a haute puissance de

90° (ps) ; id1 : délai d’évolution incrémentée, valeur de départ = 1/SW
(ms): d1: délai de mixage ou MIX (ms) qui précéde le temps
rd id1 d1 d’'acquisition ; rd ; délai de relaxation (ms) ; NS : nombre de balayage

(multiple de 8). Pour des petites molécules, le délai de mixage est
généralement 80% du délai de relaxation ; pour des molécules plus

. ; grandes, ils sont plus courts pour éviter les problemes de diffusion de
Diagrammes: Séquence de base NOESY  gpip,

corrélations hors diagonal qui traduisent une gegtaistance spatiale (2 a 5 Angstroms). Le
NOESY, ne permet de distinguer que difficilementre taches de corrélation provenant des
effets nOe et celles provenant des échanges chaiqu d’échanges conformationnelles que
pour les petites molécules avec les pics d’échamgphase positive et les pics nOe en phase
négative. Pour les molécules plus grandes avetedgss de corrélation plus courte, ces pics se
confondent et on alors recours aux expériences QEIY en repére tournant ou ROESY.
L’utilisation du gradient de champ pulsé (gQNOES¥rmet de réduire considérablement le
temps d’enregistrement des spectres.

Différence NOE ou DNOE.La DNOE est une expérience a 1D utilisée surtoutr piétecter
des signaux NOE dans les petites molécules poaudés ponctuellement un petit nombre des
pics dans un spectre plutét bien dégagé. Le DNQpdatie des techniques de double résonance

avec un deuxieme champ B2 pour irradiation.

pH90 Pour un premier spectre, la résonance d'intérét est

sélectivement irradiée avec un long RF continue a

faible puissance suivie d’'une impulsion de 90°. Pour

H cw le second spectre, l'irradiation est effectuée dans
une zone vide de tout pic par la méme séquence. La

difference  NOE est obtenue en faisant la

Diagrammez: Séquence de difféerence NOE ou DNOE sousiraction entre les deux spectres.

Ces techniques sont largement utilisées pour leglest structurales, stéréochimiques,
conformationnelles des molécules ainsi que derfeauvement.
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3. RESULTATS ET DISCUSSIONS SUR LES ETUDES STRUCTURALES DU GERMACRANOLIDE A9 ET
DU GUAIANOLIDE TD15 PAR UTILISATION CONCERTEE DES TECHNIQUES RMN 1D ET 2D

Nous avons vu les généralités sur la classe désnks sesquiterpéniques contenant l'unité
structuralea-meéthyleney-butyrolactone a laquelle appartiennent le gernmexdide A9 et le
guaianolide TD15, objets de notre étude (patdg.Nous avons survolé dans le paragraples
méthodologies de purification-identification utdiss pour I'isolement et la purification des
isolats des plantes médicinales en nous nous hirstar 'aspect RMN, ainsi que les matériels et
méthodes utilisés au cours de nos travaux. Noaasaliborder dans cette section les résultats et
les discussions concernant le germacranolide A9dssT. densunde la sous-espesivasicum
(3.1.) et le guaianolide TD15 issu de la sous-esjp@cani(3.2) qui nous ont été fournis par Dr
Gorenet coll

3.1. Etudes structurales et stéréochimiques

du germacranolide A9 issu du T.
densum ssp. sivasicum

Les spectres de A9 ont été enregistrés successintatans le chloroformer@t le
dichlorométhane-d Une meilleure dispersion spectrale de A9 a étéernle dans le
dichlorométhane-p comme solvant ou 17 protons magnétiguement différeont observés.
Les spectres de proton ainsi obtenus renfermentcdeactéristiques propres aux lactones
sesquiterpéniques que I'on obtient des especesipaot de la famille dessteracea(spectre2)

15

13 13°
r]lllTI‘l]l’l'l‘l"‘IT—rTTIIITIIl]TlY"lT"'Y]llT'll'r1]'lTT—[“r
6 2 4 3 2 1 PPM

Spectre 1 : Individualisation des signdtikdans le dichlorométhane-d2 de A9.
Le spectre proton de A9 pris dans le CP@éndant compte pour les 18

protons magnétiquement différents de la moléculatraocune similarité
avec le spectre de I'isomére diol cis-germacraedigsolé par Goréh’®

Ainsi, on remarque les « empreintes digitales » de l'unité a-méthylene-y-butyrolactone se démarquent avec
le doublet des protons H-13 (6,30 ppm) et H-13’ (6,23 ppm). Les autres empreintes digitales de la molécule
sont formées par les protons exométhyléniques a 4,95 ppm et 5,00 ppm portés par le C-14. Un excellent point
d’entrée est constitué par le triplet bien dégagé de H-1 & 4,64 ppm . Les protons attachés aux carbinols a 3,55
et & 3,84 ppm et le proton attaché au carbone éther & 4,93 ppm constituent des maillons dans I'établissement
des systémes de spin.

1
Diol cis-germacranolide
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Un va-et-vient entre I'étude des couplages, deglations (spectre COSS, HETCOR permet
de résumer une comparaison des constantes de geuj#a 18 protons dans le CR€t des 17
protons dans CiCI, dans le tablea® ci-aprés.

Tableau 2: Comparaison des constantes de couplages8 protons de A9

Proton 3'H (ppm, CDCly) : J (Hz) 3 'H (ppm, CD,CI,) ; J(Hz2)
1 4,64 (dd;J=73;7,3) 4,63 (dd;J=7,4;7,3)
2a 2,03 (dddd ; J =13,7; 10,7; 7,8; 7,3) 2,04 (dgde 13,7; 10,8; 8,1; 7,3)
2B 2,14 (dddd ; J = 13,7; 8,9; 7,3; 2,3) 2,18 (dddd;13,7; 9,4, 7,4; 2,4)
3a 2,27 (ddd ; J=12,5;7,8; 2,3) 2,27 (ddd ; J 718,1; 2,4)
3B 1,77 (ddd ; J =12,5; 10,7; 8,9) 1,78 (ddd ; 27110,0;9,4)
5 3,55 (d;J =7,60) 3,53 (d;J=17,80)
6 3,84 (dd ; J=9,0; 7,6) 3,83(dd ;J=8,7;7,8)
7 2,86 (superposition) 2,84 (superposition)
8 4,93 (ddd ;J=7,5;7,5; 4,4) 4,93 (superposjtion
9 2,44 (dd ; J = 14,6; 7,5) 2,39(dd ; J=14,5)8,0
9B 2,89 (dd ;J=14,6;4,4) 2,93 (dd ;J=14,5)4,9
13 6,23 (dd;J=3,1;1,5) 6,20 (dd;J=2,7;1,1)
13 6,30 (dd ; J=2,8; 1,5) 6,39(dd;J=31)1,
14 4,96 (s, élargi) 4,95 (s ; élargi)
14 5,00 (s ; élargi) 4,97 (s ; élargi)
15 1,23 (s) 1,23 (s)
OH 3,35 (s ; élargi) 3,60 (s ; élargi ; 2H)
OH 3,45 (s ; élargi)

RN 1

rl"TTllPTTI]IIj‘IITI[l‘liII]TI1TIIIIIlllTj]’l'llI‘lﬁ]llll‘1T_T_T]TYYT]1‘Ti]lllq]ﬁ]]l‘ll]lT'l[I}!lrI

180 160 140 120 100 80 60 40 20 PPM O

Spectre 2 : Spectre de carbone-13 de A9 dan€izD
Les spectres de carbone ont été enregistrés datishlerométhane-det rendent compte pour

15 carbones analysés en spectrométrie de masse HRMfE du méthyle et celui du carbonyle
sont aisément reconnaissables & leur déplacenspeaterement & champ fort & 20,2 pprit(
1,23 ppm) et a l'autre extrémité vers le champléa@170,5 ppm (C-12). Les autres carbones
guaternaires insaturés sont regroupés dans laréga dégagée entre 110-180 ppm, il en est de
méme des carbinols C-5, C-6 et des carbones C-@-8nC-1 et C-4 groupés entre 70 et 96
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ppm. Les autres pics de résonances de carbonésatusituent entre les pics de solvant et celui
du méthyle C-15.

[T p—

15

Spectre3: Spectre APT dA9 dans le dichlorométhane-d

APT : (a) carbones secondaires et quaternaires ; (b) carbones primaires et tertiaires ; solvant : CD2Cl2 ; 15: 76,2 ppm CH ;; 7: 51,4 ppm CH;
6: 70,5 ppm CHOH; 5 : 76,2 ppm CHOH ; 8 : 80,9 ppm CHOC- ; 1: 82,6 CHOC- ; 4 : 85,0 ppm HCOC- ; 12 : 170,5 ppm >C=0.

L’APT rend compte pour les 5 carbones tertiaired etéthyle a 20,2 ppm (pics inversés), les
neuf autres pics des carbones secondaires etrlesnes quaternaires (carbonyle a 170,5 ppm,
carbones oléfiniques respectivement a 147,9 pp8v;71lppm ; 126,8 ppm). Cette étude de
multiplicité a été complétée par les données DEPT

Tableau 3 Multiplicité des carbones déterminés de A9 par DEPTHans le dichlorométhane-d

O (ppm) multiplicité & (ppm) Multiplicité
51,4 d 147,9 s
70,5 d 170,5 s
76,2 d 37,5 t
80,9 d 39,7 t
82,6 d 41,4 t
20,2 q 114,3 t
85,0 s 126,8 t
137,7 s

Nous avons continué le travail sur A9 avec une thgse de structure basée sulCette étude
sur A9 va comprendre trois parties : les attrimgigpectrales spécifigues dans A8.1(1) ;
I'établissement de la structure de A8.4.2) I'étude des relations stéréochimiques et
I'établissement de la stéréochimie absolue desira@gbvicinaux ainsi que de la molécule
(3.1.3).

3.1.1. Attributions spectrales
spécifiques dans A9

Nous allons déterminer en premier lieu des emteeidigitales et des points
d’entrée contenus dans la molécule.
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3.1.1.1. Empreintes digitales et points
d’entrée d'étude structurale

Les empreintes digitales sont des pics caraciguissi d’'une molécule pouvant
offrir des indices intéressantes pour la présergredclasse de composé. Les points d’entrée
quant a eux, offrent des points de départ pound@tde connectivité ou de relation spatiale de la
molécule. Pour la molécule A9, le proton H-1 durboae C-1 (82,6 ppm ;confirmé par
HETCOR) portant I'éther du cycle furannique @rde la double liaison exométhylénique et se
situant a une position bien dégagée de 4,64 pprstitee un point d’entrée évident. Les protons
exomeéthyléniques en C-13 et en C-14 qui sont péemiempreintes digitales de la molécule
offrent en méme temps d'excellents points d’entrée.

3.1.1.1.1. Protons exométhyléniques du cycle
lactonique de la molécule A9

Les protons exométhyleniques H-13 et H-13' car&aat les empreintes
digitales des spectres des lactones sesquiterp@ngguremarquent d’emblée sur les spectres que
ce soit dans le chloroformg-acbu dans le dichlorométhane-dDans ce dernier solvant, on
remargue une meilleure dispersion specthdiele 0,19 ppm. (Tablea)

15
14 14

6 2
8 1 9B, 7 9“3(1 203

Spectre 4 : Spectre partiel de COSY montrant lepleges entre les protons H-13, H-13" et 7
Les doublets proviennent du couplage géminé eagr@éux protons. Empiriquement, le proton

13’ est celui qui estyncarbonyle avec un déplacement chimique a changpfalble induit par

I'effet de Van der Waals de groupement hydroxyl@efe la double liaisof®
Tableau 4: Paramétres des doublets des protonylévtiues de 3.

. 'H (CDCk 'H (CD,Cl,)
Position
3 (ppm) J (Hz) J (Hz) 3 (ppm)
13 6,23 (dd, 1H) 31;15 2,7:11 6,20 (dd, 1H)
13 6,30 (dd, 1H) 28:15 31;11 6,39 (dd, 1H)

Les données sont compatibles avec la structureelp@i rationalisée dans le tableau ci-dessus
suivant les couplages allyliques et géminés sedsrétudes de Marbry et Samek. Ce couplage
géminé est exalté sous l'effet de Van der Waalscéxpar la proximité d’un alcool en de la
jonction du cycle lactonique.
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Notons que le NOE observé entre H-7/H-13 (4) a permis
de supporter expérimentalement [I'attribution de la

O, 170,5 ppm
1>—0 résonance a plus champ faible au proton H-13' en syn
/ \ w du carbonyle sur la base des déplacements chimiques
dans le tableau 3.
IH'
H
6,20 ppn 6.3 ppm
4 5

Attribution _spectrale H-13' par SINEPT. Une ultime expérience d'irradiation sélective
(SINEPT) 6) du proton ensyndu carbonyle a provoqué un transfert de poladeadiu carbone
du carbonyle qui quoique faible supporte I'effet pEDE et par suite confirme sans équivoque
I'attribution spectrale de H-13’ esyndu carbonyle.

3.1.1.1.2. Protons exométhyleniques
du cycle germacrane

Une faible absorption IR & 1660 ¢frtypique d’un groupe méthyléne exocyclique
rend compte d’'un deuxiéme groupe méthylénique etiome en C-14H NMR & 4,96 (s,
élargi ; H-14), 5,00 (s, élargi ; H-14") dans le £I.

m 4,95 ppm Ces protons constituent d’excellents points d’entrée pour la
4,97 ppmHl ..,H 4,95 ppm 2 corrélation proton-proton au cours de la détermination
(H \ 4,97 ppm H H 2,39 ppm  Structurale. Liiradiation sélective du proton H-1 (1D DNOE)
9 > produit un NOE positif sur H-14" et un NOE négatif sur H-14
. (0] O\ (6)
H,C 5
6

En méme temps, il se produit un NOE sur [H<& qui a permis de différencier les protons
diastéréotopiques en C-¥)( Les attributions spectrales des protons (H-1at n plus
supportées par un NOE sur H-14 sur irradiation d@oH7). On peut procéder de la méme
facon, pour attribuer les protons diastéreotopiquoeies par les carbones C2, C3, C9.

3.1.1.1.3. Les protons hydroxyliques
de la molécule A9

Le spectre de protons dans le CPGévéle la présence de deux protons
hydroxyliques & 3,35 (s, élargi); 3,45 (s, élargi). Ces pics sgegposent dans le
dichlorométhane-d en un singulet élargi pour 2 protons a 3,60 ppraes ldéplacements
chimiques de ces protons hydroxyliques dépenderd dencentration. En solution trés diluée
dans le CDGl on a pu observer les couplages de ces protonsxyds avec les protons H-5 et
H-6 :52,79 (d, J = 4,2 Hz, 5-OMHet 2,89 (d, J= 3,4 Hz, 6-OH).

3.1.1.2. Confirmation des attributions
spectrales des protons par NOE

Les études par NOEs permettent de confirmer eprédeiser les attributions
spectroscopiques des pics de résonance. En gél@fdlDESY (a deux dimensions) donne
d’emblée une «topographie d’ensemble » des rektde voisinage des divers atomes de la
molécule, permettant ainsi de guider une irradiesiéective par DNOE.
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Tableaus: Diagnostic de DNOE pour A9.

Irradiation NOE observé Irradiation NOE observé
H-1 H-9B ; H-14’ H-8 H-6 ; H-9B
H-3a H-15 H-9a H-5 ; H-15
H-3B H-15 H-13 H-7 ; H13’
H-5 H-2a ; H-3a ; H-7 ; H-Qx H-13’ H-13
H-6 H-8 ; H-15 H-15 H-3B ; H-6

3.1.1.21. Confirmation des attributions

spectrales par NOE

Les attributions spectrales des protons méthyascliastéréotopiques du pont
tétrahydrofurane ont été confirmées grace aux N@hEsrvés dans le spectre NOESY a partir de
H-1 & (4,63); vers HR 0 2,18 et H-B 6 1,78 ppm. De la méme facon, I'attribution des
protons diastéréotopiques &%t HP du carbone C-9 du cycle en C8 se détermine par
inspection du spectre 2D NOESY des corrélationprdton H-1 avec ces protons. Une ultime
expérience de DNOE par irradiation du proton H-ppsute en plus ces observations en
expériences 2D.

3.1.1.2.2. Confirmation des attributions
spectrales des protons
exomeéthyléniques

Les couplages allyliques, quoique faibles ont @tservés entre H-1 et H-14’
d’'une part, et entre HeDet H-14 d’autre part. Ces deux protons ont étéialiérenciés sur la
base des observations NOE. Ainsi en DNOE, on obsemtransfert de polarisation de H-1 vers
H-14" induisant un NOE négatif. L'attribution desopons exométhyléniques en C-13 du cycle
lactonique a fait I'objet de nombreuses investmati Nous avons mené une expérience SINEPT
sur le carbone C-11 du carbonyle pour corroborerdgles empiriques de Samek. L’irradiation
du proton H-13' provoque un transfert de polarmatobservable vers le carbone C-11 du
carbonyle. Cette expérience ultime, est donc epatmles observations NOE et a validé la
méthode d’attribution de Samek.

Tous ces résultats conduisent a I'établissemené deucture du germacranolide
avec attribution compléte des résonances des matiodes carbones résumés dans le spgctre
et le tablea qui suivent.

13 13

6 98 7
8 B 90 3a 220 3P L_\~

rl11ITVI'1!ll[ﬁ]lllTrl1[l|lIllvl|(Tvlll1111111||I171||111111IT

6 5 4 3 2 1 PPM
Spectres : Attribution des pics dans le spectre de proter\d

Page23sur 151



Chapitre 1

Résultats et discussions

Germacranolide A9

Tableaus : Attribution compléte des protons de A9

Proton ~ &'H (ppm, CD.Cl,) Proton &'H (ppm, CD.Cl,)
1 4,63 9 2,39
2a 2,04 9B 2,93
2 2,18 13 6,20
3a 2,27 13' 6,39
33 1,78 14 4,95
5 3,53 14 4,97
6 3,83 15 1,23
7 2,84 OH 3,60
8 4,93 OH
L’attribution compléte des carbones est donnéeessdus.
3 2
10 11 13 14 418 [ 7 | J |
R | LU
T e 180 140 120 | 100 | 80 | &0 40 20 PPM O

Spectres : Attribution des pics de résonance des carboaesdddans CECl,

Tableauz : Attributions spectrales des carbonede

Position  **C (ppm, CDQCl,) Position 3¢ (ppm, CDCI,)

1 82,6 9 41,4
2 39,7 10 1479
3 37,5 11 137,7
4 85,0 12 170,5
5 76,2 13 126,8
6 70,5 14 114,3
7 51,4 15 20,2
8 80,9 - -

Ayant éclairci les résonances spécifiqgues de Afisraslons compléter I'étude de la structure de
la molécule par I'établissement des connectivitéiseeles difféerents fragments révélés par les
systemes de spin et les différentes corrélathmmso et héteronucléaires.

3.1.2. Etablissement de la structure de A9

Les résultats obtenus a partir des paragraphesqgeats surtout a partir des
spectres de proton et de carbone nous permettggnt dé bien cerner les problémes de la
résolution structurale que nous allons aborder datie section.

3.1.2.1. Acquis spectroscopiques RMN, IR et masse

Ainsi, les spectres APT, puis de DEPT rendentpenpour 15 résonances de
13C. D'autre part, le spectre de masse & haute té&sol{HRMS), donnant une entité [M+1dle
masse égale a 281,1351, a permis de déduire umelliomoléculaire GH»10s5 (calculée pour
281,1389), portant le nombre d’insaturation et yideca 6.
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L’'unité a-méthylénoy-butyrolactone avec le groupement hydroxyle en C-6
a été déja suggérée par linspection des speltiesvec les protons
exométhyléniques caractéristiqgues. Ces suggestmms été de plus

+ appuyees par la corrélation hétéronucléaire HETCE&Rles données
spectrales FT-IR qui suivent et qui s’accordentdsaestructure partiell® :

— un a-méthyléney-lactone : IR 1760 cm-1; RMRH 56,23 (dd, J =3,1;1,5;
H-13), 6,30 (dd, J = 2,8 ; 1,5 Hz, H-13) ; RMRC 5 170,5 (s, C-12), 137,7 (s, C-11), 126,8 (t,
C-13), dans le CETI, .

— La présence d’'un premier alcool secondaire, aveabsorption IR a 3220 ¢m
! (Ceci rend compte pour le deuxiéme oxygéne entspeétrie de masse) ; suggérée par le
couplage géminé entre les protons exométhyleniguatiée par la proximité de I'alcool) et
vérifiée par les corrélations hétéeronucléaire84 3dd, J = 9,0 ;7,6 Hz, H-6) ; 70,5 (d, C-6) dans
CD.Cly;

— La présence d'un deuxiéme alcool secondaire : B3 ; RMN *H & 3,55
(d, J = 7,6 Hz, H-5) ; RMN°C 8 76,2 (d, C5 dans CBCl, .

— Un faible absorption IR & 1660 &mtypique d’un méthyléne exocyclique a été
observée justifiant le deuxieme groupe méthylenexaryclique et appuyée par les corrélations
hétéronucléaires *H NMR & 4,96 (s, élargi; H14), 5,00 (s, élargi; H-14")MR **C 5 147,9 (s,
C10); 114,3 (t, C-14).

- L'unité d’insaturation restante, requise par lectpgede masse est un squelette
tétrahydrofurane rendant compte pour le derniegerg et les deux carbones oxygénés. Ceci
explique le quatrieme oxygéne, les deux carbonggémes qui restent et le reste d’une unité
d’instauration exigé par la formule moléculaire.

3.1.2.2. Etudes des connectivités par
corrélations 'H-H et 'H -13C

Le spectre H-H-COSY a permis de relever les degtegyes de spin
distincts dans le squelette de germacranolideprémier systeme de
spin part de H-14" en passant par H-1, les protgminés en C-2
pour déboucher aux protons géminés en(@).3 En effet, un faible
couplage allylique transoide entre le H-1 et pigeasingulet H-14’
noté dans le spectre COSY (sped&)eétend ce réseau de spin de C-
10 vers le carbone meéthylenique exocyclique C-1dir (\aussi
9 LRCOSY). La nature géminée des protons en C-2 eC-@na été
confirmée par couplage héteronucléaire obtenu pafGOR : &
29,7 (C-2) ; 37,5 (C-3).
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Le schéma ci-dessus montre le premier systéme de spin
dont le COSY ci-contre montre le départ a partir des pics
croisés 1/14’ et qui finit aux pics croisés 3a/3p3. Le second
systéme part de 5/6 et aboutit en 9a/93.
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Schéma 4 pics croisés entre les protons en C2
et C3 en COSY

L] T T ] T T T T T T T T
B.5 6.0 5. 55. 0% 5% 03.53.0 2.5 2.8 1.5 1.0
F2 (PPM)

Spectre 72D H-'H COSY de A9 dans le dichlorométhane dae.
Les deux tétes de pont asymétriques C1 et C4 telien
le premier systeme de spin au second systeme. Ce

second systeme de spin s'étend a travers une
séquence de protons méthiniques partant de H-5, H-

29,7 (1)

37,5 (1)
_ 6, H-7, H-8 et se terminant par la derniere paire
corrélation HETCOR COUP|3|EJ§€2)YS|I$UG L ) o
sur C2 et 6 par géminée de protons en C-8 41,4; t) qui a été
Schémabs systeme de spib établi par couplage 1H . i s
COSY, expérience HETCOR et LRCOSY identifiee par spectre HETCOR.

Trois des quatre protons méthines sont portésgmcarbones oxygéneés dont H-5 et H-6 comme
protons d’un carbinol secondaire et le troisieraggrbton du radical ester du cycle lactonigbie (
493:ddd;J=75;75; 4,4 Hz, H&C : 5 80,9 C-8). Le proton méthine H-& 2,87 ) est
partiellement en superposition avec un des protogghyléniques qui terminent ce second
systeme de spid@,89;dd ;J=14,6 ;4,4 Hz ; 8P

HH 41,4 (t) Le deuxiéme systéme de spin s'étend du
; (HU méthine en C-5 jusqu’en C-9 en passant
0 & O“ ’ par les méthines portés par C-6, C-7 et
C-8. Il est ainsi constitué par le cycle en
HO OHH : "C C-8 qui relie I'unité cyclofurannnique a
deuxiéme systéme de spin HETCOR sur le point terminal C9 I'unite d’0(-méthyléney—butyrolactone.
de la molécule du deuxiéme systéme de spin

Schéma 6 : ¥ systéme de spitH-'H de A9

Le spectre COSY permet d’'observer les couplaggBaaies de ce méthine (H-7) avec les deux
protons meéthyleniques exocycliques a champ failde |'d-méthyleney-butyrolactone. La

Page26 sur 151



Chapitre 1

Résultats et discussions Germacranolide A9

fonctionnalitéy-lactone est donc localisée entre le diol vicirtdeegroupe méthylenique en C-9
de ce systeme de spin.
Les constantes de couplage entre les quatre mét(ilpe = 7,6 Hz ;)7 = 9,0 Hz ;%% 5= 7,5
Hz et®% o = 7,5 Hz) suggérent une relation séquentig@s entre ces protons, laquelle sera
confirmée par NOE plus tard. Le carbone quaternaggéné restand(85,0 ; C-4) sur lequel
doit étre attaché le méthyle singulet doit étre kdes points de liaison entre les deux systemes de
spin protonique.

Maintenant, 'utilisation concertée des expériencRCOSY, SINEPT et FLOCK
va permettre d’observer respectivement les couplageng portée proton-proton ainsi que les
couplages héteronucléaires connectant les deugmsgstde spin et bouclant ainsi le squelette de
germacranolide.
3.1.2.3. Connexion des deux systémes de spin par

corrélation a longue portée homo- et
hétéronucléaires

Dans ce paragraphe, nous allons voir commentdag dystemes de spin C1-C4
et C14-C5 décrits ci-dessus se connectent gracetecthniques de corrélation homo- et
hétéronucléaires. Il débutera avec les corrélagoosn-proton.

3.1.2.3.1. Contributions des corrélations
proton-proton

Dans le spectre de LRCOSY, -9 2,44 ; dd ; J = 14,6 : 7,5 Hz) et i3-9nt
donné lieu tous les deux a des couplages avec teeng¥oupe de protons méthyléniques
exocycliques (H-14/H-14") qui possédent un couplabgservable avec H-1, établissant ainsi la
connexion de C-1 avec C-9 en passant par GAdiDsghémar).

H
H
Hs H
H O\ 3 o
100 O— O— 3
(0] H-L 5
HH
H,C H,C H oH
couplage allylique entre couplage allylique entre Couplage en W gntrte_ les protons en C3 Couplage en W entre le proton en C5
les protons ec C1 et en C14 les protons ec C9 et en C14 et les protons méthyliques en C15 et les protons méthyliques en C15

Schéma7: Etablissement des connectivités par coupldgkagale détectés par LRCOSY
Ces couplages allyliques, transofdg entre le proton H-14 et les protons de C-9, cis@idtre
“Jsa €ntre H-14" et les protons de C-9 ne sont pasrelbtes directement & partir du spectre de
proton dans le CECIl, ou I'on observe des multiplets non résolus pourcehades protons
méthylénique 4,96 (H-14), ed 5,00 H-14"). D’autre part, des couplages allyligwentre les
protons méthyliques (H-1%) (1,23 ; s) et H-8 & (2,27 ; ddd),non observés dans le spectre de
proton se révélent dans le spectre de LRCOSY. Dedme facon, I'expérience LRCOSY a
permis de détecter le couplage allylique entrernémes protons méthyliques (H-15) avec le
proton H-5 & (3,55; d). Ces observations completent les commsxidu systeme de spin
considéré et, combinées avec celles du COSY néeeissn cycle 7,8-lactone. Ces déductions
faites a partir des couplages homonucléaires santafleurs supportées par les corrélations
hétéronucléaires a longue portée SINEPT et FLOCK.
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3.1.2.3.2. Corrélations hétéronucléaires
par SINEPT et FLOCK

La combinaison de FLOCK et de SINEPT peut étre tréctueuse pour étudier
les corrélations a longue portée proton-carboneFL@OCK donne un apergu général « de la
carte des corrélations héteronucléaires » et peigiegla ou une radiation sélective doit étre
menée avec le SINEPT pour plus de détails. Lesrexpes de FLOCK et de SINEPT ont été
menées dans le dichlorométhanetas résultats sont résumeés dans le tal#eguwi suit.

Tableau 8: Couplages hétéronucléaires observés en SINEPIQGCK

e et
Proton Carbone Proton carbone
H-1 C-4 H-13’ Cc-7,C-11
H-3B C-5 H-14 C-1,C-9
H-6 C-4,C-5,C-8 H-15 C-3,C-4,C-5
H-9a C-1, C-8, C-10, C-14

Le spectre FLOCK a révélé des couplages entrex Fb82,39; dd), avec le carbone oléfinique
C-100(147,9; s) et le carbone exométhylenique C-a4114,3 ; t) aussi bien qu’avec le carbone
oxygéne C-19 (82,6; d), connectant ainsi les deux systémes de spiromoptes. |l en est de
méme pour l'irradiation sélective des protons migthigues (H-15) dont les corrélations avec
les carbones C-45(85,0; s) ; C-30(37,5;1) et C-56(76,2; d) connectent les deux fragments
structuraux de l'autre c6té de 'unité tétrahydrafinique.

o) O—
4,
H35, S
H
HHo H,C
correlation héteronucléare correlation hétéronucléare icorrelation hétéronucléaire
a longue distance de Ha a longue distance des a longue distance du proton
avec C1, C14,C8 protons méthyles méthinique H1 avec C3, C4, C5

avec C3, C4,C5
Schéma 8: étude de connectivité par détection aiesélations hétéronucléaires par FLOCK

De plus, I'expérience SINEPT a permis de confirnfeinité de tétrahydrofuranne par
I'observation d’un transfert de polarisation de |d-#,63 ; dd) vers C-4 (85,0, s).
L’établissement du squelette germacranoliti@) (@insi établi, il reste a
confirmer des attributions spectrales dont cellees dprotons
diastéréotopiques ainsi que les problemes sténdigpnes comprenant la
relation anti- entre les diols vicinaux en C5/C6 et la fustoans du
cycle lactonique.

3.1.3. Etudes des relations stéréochimiques et
conformationnelles de A?

La molécule A9 compte 6 centres asymétriques ypenies tétes de pont de

fusion du cycle lactonique et du cycle a 10 membre
Tableau 9: centres asymétriques de A9 et multiglici

Centres 3 (ppm) multiplicité Centres o (ppm) Multiplicité
C-1 82,6 d C-6 70,5 D
C-4 85,0 s C-7 51,4 D
C-5 76,2 d C-8 80,9 D
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Nous allons donc étudier dans ce qui suit lesioglatspatiales de proximité contenues dans cette
molécule.

3.1.3.1. Relations de proximité et stéréochimies
relatives dans la molécule A9

Utilisant les techniques d’irradiation proton-pmof nous allons étudier les
relations de proximité sur les deux faces de laémdeé A9. Les points d’entrée ou les
« empreintes digitales » offrent des points de dépadents pour aborder I'étude.

3.1.3.1.1. Relations de proximité sur la
face B de la molécule A9

De méme qu'en COSY, le proton H-1 constitue ausséxcellent point d’entrée
pour l'interprétation du spectre NOESY.
Par irradiation sélective, il a permis de relier
les protons exométhyléeniques aux protons
meéthyléniques du cycle furannique. Il en est
de méme pour le méthyle-15 (1,23 ; s) qui
constitue aussi un point-clé de propagation de

relation de proximité et avec le proton H&

at raciation de He, F15. " nadiaion de Ho. 16, (3,83 ; dd), permet de basculer de I'autre coté

du cycle a 10 membres en passant par la téte
Schemag: Connectivite de la fadg par DNOE et §g nont H-8 qui a son tour entre en corrélation
NOESY

3,83 ppm

avec H-B.

Par rapport a H-1, on obtient donc une relationpdeximité de la facegl que I'on peut
cartographier sur la structure. Cette relation mximité définit immédiatement la stéréochimie
relative en C-4.

vue connectivité face 3

A

B connectivitg3 en simulation 3D
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3.1.3.1.2. Relation de proximité de la
face a de la molécule A9

2,04 ppm
H i, —7
[} :
2,27 ppm Hw c
H.C |/ E H i
H oWOH 7 "
6,20 ppm
3,53 ppm
connectivité par irradiation de H-5 connectivité par irradiation de H9a connectivité face a

Schéma 10: relation de connectivité de la faagilisant DNOE et NOESY.
Le proton H-50 (3,53 ;d), un doublet bien dégagé dans le speatdreoroton constitue un

excellent point d’entrée pour analyse spectraldearx dimensions.

Son irradiation en expérience DNOE produit une
relation de proximité abondante sur la facéde la
molécule en passant par la téte de jonction de
cycle H-74 (2,84). L'irradiation de H-@ & (2,69,

dd) permet de boucler le cycle a 10 membres par
le NOE que ce dernier produit en H-4. Ainsi, il
s’établit une relation de proximité sur la fage
(schéma 10) de la molécule que l'on peut
visualiser sur la structuret.

11

3.1.3.1.3. Stéréochimies relatives
dans la molécule A9

Les relations de proximité sur les deux fagest 3 déterminent immédiatement
les stéréochimies relatives des centres asymésriqis@ et C-4. De plus, ces relations de
proximité supportent la relatiomans séquentielle des protons méthiniques de H-5 jesgti-
9a initialement suggéré par I'analyse des constatesadiplage®0s¢= 7,6 Hz ;3% 7= 9,0 Hz ;
3%8=7,5Hz %o = 7,5 Hz)

3.1.3.2. Etude de l'unité a-méthyléne-y-
butyrolactone de A9

Nous avons vu dans les généralités les problemaests par la présence de 'unité
a-méthyléney-lactone revus par Sameidt coll sur les couplages, les déplacements chimiques
des protons exométhyléniques ; la position etdeeschimie de fusion du cycle lactonique. Nous
allons montrer dans ce paragraphe comment la caisbim des techniques modernes apporte
des solutions immédiates et nettes a I'étude detéwa-méthyléney-butyrolactone.
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3.1.3.21. Position du cycle lactonique
La position 7,8 du cycle lactonique a été déduie abservations COSY

(relation séquentielleis-trans des méthines) appuyées par les couplages
a longue portée proton-proton LRCOSY aussi bienpgardes couplages
hétéronucléaires a longue portée entre H-6 (3¢83 C-4; C-5 et C-8
(12). La jonction trans du cycle est aisément vérifiée par les
connectivités de la fadg et de la facex impliquant H8 avec H6 et HO
ainsi que H7 avec H5. (voir tablegup.25.

3.1.3.2.2. Etude de la jonction du cycle
lactonigue de la molécule

La stéréochimidrans- de la fusion du cycle lactonique a été souveriicdd a

établir par les constantes de couplages vicin@uk'interprétation des couplages allyliques
selon la régle de Samek est délicate a causemssigon 7-8 du cycle lactonique. Par contre, les
irradiations sélectives par techniqgue de (DNOE)olksnt immédiatement le probléme.
L’irradiation du proton H-7 est rendue plus déliaatause de sa superposition aved3ans le
chloroforme-d et le dichlorométhane-d
L’irradiation de H-8d 4,93 donne des effets
NOE en H-6 (3,83 ; dd) et H39(2,93; dd)
(13) se recoupant avec I'observation
précédente sur l'irradiation de H-6. D’autre
part, l'irradiation de H-5 conduit aux NOEs
en H-7 et H-@ (14).

Ces deux types de NGdtaxiauxsont connus
pour étre incompatibles avec une fusids
d'un y-lactone. Les relations de proximité
précédentes qui gouvernent les stéréochimies
relatives déduites des NOEs illustrent
clairement cette stéréochimigans- de la
connectivité de la face B connectivité de la face a jOI’lCtiOﬂ C7_C8

Schémall : relation de proximité des facaset démontrant le relation trans de la jonction C7-C8
Ces résultats sont validés par I'étude de la mlasiéréochimique absoltians-diol dont nous

allons donner un apercu ci-dessous apres une éeudmdélisation de la molécule.

3.1.3.3. Apercu sur la modélisation
moléculaire A9 et stéréochimie
absolue frans-diol
La modélisation de la molécule A9, effectuée @ptatoire apres nos eétudes

RMN a montré deux conformations en solution guiedént par I'angle de torsion C1-C10-C9-
C8. 1% |'étude de modélisation moléculaire d&9 prédit que les deux conformations
donneraient lieu a des lactones de chiralité ofgpos
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Dans la conformation de
plus basse énergie, H-9a
est orienté axialement sur la
face a alors que dans la
conformation B, H93 est
axialement orienté sur la
facep.

Figure 6: Conformations du germacranolAi®
Dans la conformation, les distances entre les protons pour qui des NIDE8té observés sont

inférieures ou égales a 3,0 Angstroms, excepté pelle de H-1/H-8 qui est égale a 4,3
Angstroms. Dans la conformatia) ces distances pour NOE sont égales ou inféricur2®
Angstrom (H-1/H-8 ; 2,8 Angstroms) pour H5/#4 elle vaut 4,5 Angstroms (2,4 Angstroms
dansA). Ces expériences de modélisation moléculairecstaent avec les expériences NOEs
ainsi qu’avec les données des constantes de cauptagdiquent qua9 se distribue SuA etB

qui subissent un rapide interconversion sur I'dehdé$ temps RMN.

Stéréochimie absolue La détermination de la fonctionnalitéans-diol a été accomplie par
application de la méthode des exitons chiraux ehrdisme circulaire en utilisant ldss-p-
bromobenzoate¥**°(Voir annexes germacranolide, 116)

Le dérivébis-p-bromobenzoatas a été
préparé a partir deA9 suivant les
procédures standards de la méthode
Bz Dcctt

Acide p-Bromobenzoique

DCC/DMAP/CH,CI,

OBBz O

Ae M'em™!

200 220 240 260 280 300 320 340

Wavelength (nm)

Le spectre UV de du dérivé p-bromobenzoate 15 a montré un Amax @ 248 nm (€ 44 200) provoqué par les chromophores p-
bromobenzoates, alors que le spectre de dichroisme circulaire (DC) a donné lieu au couplage classique d’exiton avec une
chiralité positive : Aobs = + 58,8. Le spectre UV de A9 a seulement exhibé une fin d’absorption, typique pour un a-méthyléne-
lactone avec une relation trans (5R, 6S) pour 15. Par corrélation, la relation trans-diol est aussi (5R, 6S) pour A9.

En conclusion, la structure de A9 a été résolue ave attribution complete des protons et des
carbones dont les tableaux ci-dessous résumentémdtats. Les stéréochimies ont éte
complétement établies avec une relattensdiol (5R, 68). On en déduit la stéréochimie
absolue de la molécule qui s’écrits( 48, 5R, 6S, 7S, 8S). (voir structure46 et16a)
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16a

Les tableaux1o et 11 résument les données spectrales ainsi obtenuesigpgermacranolide

A9 :

Tableau10: Récapitulation des données spectrales profdableau 11:

our A9 carbone pour A9

Attributions spectrales 'H complétes de A9 (CBCl,) Attributions spectrales **C complétes de A9 (CBCl,)
"H 8 (ppm) H o 8(ppm) °c 5(ppm)  C 8 (ppm)
1 4,63 9 2,39 1 82,6 9 41,4
2a 204 9B 293 2 39,7 10 149,9

3 37,5 11 137,7

2 2,18 13 . 6.2 4 85,0 12 170,5
3a 2,27 13 6,39 5 76.2 13 126.8
3p 1,78 14 4,95 6 70,5 14 114,3
5 3,53 14 4,97 7 51,4 15 20,2
6 3,83 15 1,23 8 80,9
7 2,84 OH 3,35 (s, élargi)
8 4,93 OH 3,45 (s, élargi)
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3.2. Révision structurale et études stéréochimiques du guaianolide TD15 issu de T.
densum sous-espéce amani

Infroduction

La pyréthroidinine TD1%17 a été isolée pour la premiere fois Byrethrum
pyrethroidespar des auteurs russes'®Le parishine18 a été isolé de Artemisia tridentata
ssp. Tridentataf. parishi (Gray) Beetlé"* comme un composant inséparable dans un mélange
avec son dérivé dihydro-B113- (lactone isophota-santoniqu&™**9, et plus tard a partir des
espéces non identifiésEtiocephalus’ L’analogue 3-hydroperoxyde du parishine a étéiauss
trouvé a partir de ces derniéres sources.

17
Les publications antérieures n’ont pas fait étates spectreSC ni d’attributions complétes des
spectres de protons. Le premier article #mra seulement publié des déplacements chimiques
de quelques protons choisis dans la pyridigestila structure a été étudiée par cristallogephi
X (stéréochimie relative). Ceci nous a emmené gepreéndre une révision structurale complete
de ce guaianolide. Les résultats des études salmstdécrits dans cette section qui comprendra
quatre parties : données spectrales de TD15 ee®tdd quelques attributions spécifiques
(3.2.1) ; établissement de la squelette de la moléculatitbutions spectrales spécifiques
(3.2.2); relations stéréochimiques relativas2(3) ; détermination de la stéréochimie absolue
des centres asymétriques.2.4)

3.21. Données spectrales et attributions
spécifiqgues dans la molécule TDI15

L’'analyse par spectre de masse du composé TDIdormé une masse
moléculaire de 265,1422 calculée pour une fornmuddeéculaire de gH»:04, TD15 possede
deux liaisons oléfiniques dont I'une fait partieidé fonctionnalité&-méthyléney-lactone (IR,
Ve-o0 1760 cn).

3.2.1.1. RMN du 1H et stabilité du guaianolide TD15
Les déplacements chimiques dans la pyridine ddqges protons de TD15

rapportés dans l'article originel correspondentlaex déplacements chimiques obtenus dans ce

travail dans pyridine-d

Stabilité du TD15. Dans chloroforme-d1, le composé TD15 en solution se décompose lentement dans le tube RMN. Une rapide vérification par
RMN nous montre les impuretés qui se révélent nettement sur plaque CCM (Gel de silice). Il nous a fallu le purifier par sur gel de silice dans
une pipette pasteur et vérifier sur CCM et par RMN 'H la pureté avant de reprendre tout travail de RMN dans le dichlorométhane-d2. Ce dernier
se révele par la suite comme le solvant de choix pour les études RMN de TD15 comme il I'a été pour A9.
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|'I-|r-41-|r|:|sr'|r'rrr|'rs-:Js|-||u-|1 LA, L L A B L LA L BB
’ i 3 2 i

Spectres: Attribution des quelques pics du le spectreqate TD15 dans le GBI2
Tableaw2: Comparaison des paramétres RMN des protons dgngitline-d5 et dans le GO,

5 ppm (Py-d) Multiplicité gng'sz‘ Multiplicité ?P}E’_%g‘ Multiplicité gDF:?:rI’Z‘ Multiplicité
1,15 s 0,91 s 2,75 dd.élargi 2,90 ddddd
1,32 m 1,32 dddd 2,87  ddd 227 ddd
1,89 ddd 1,71 ddd 3,55 m 3,29 m
2,01 m 2,17 dddd 473 de 4,60 dq
2,17 ddd 1,99 ddd 4,93 d.élargi 4,56 d,élargi
2,21 s, élargi 1,92 dd 5,45 d 6,18 d
2,45 ddd 1,86 ddd 6,29 d 5,51 d

m : multiplet non résolu
Quatorze résonances ont été identifiées au totalcgusoit dans le dichlorométhane ou dans la
pyridine-&. Dans ce dernier solvant, le multiplet non résald,32 ppm se résoud comme
quadruplet de doublet a 1,32 ppm dans le dichlotoam&-d. Il en est de méme pour le massif a
2,01 ppm dans la pyridinesdui correspond au quadruplet de doublet (ddddlagpm dans le
CD.Cl,.

3.21.1.1. Spectre des protons dans le
dichlorométhane-d» et points
d’entrée

Les protons exométhyléniques H-13 et H-13’, camstiques de l'unitéa-

méthyléney-butyrolactone sont bien visibles respectivemet, sl et 6,18 ppm a c6té du pic du
solvant CRCI, (5,32 ppm). Les pics caractéristiques facilemdaniifiables H-1 (3,29 ppm) et
H-7 (2,90 ppm) de la molécule sont observés darégian bien dégagée entre 2,80 et 3,30 ppm.
De méme, on observe une superposition des picg4;68 ppm ; doublet élargi) et H-6 (4,60
ppm) dans la région a champ plus faible en desdoysic du solvant entre 4,56-4,60 ppm. Les
autres pics de la molécule, a champ relativemert @leve, se superposent plus ou moins dans
la région entre 1,2 et 2,4 ppm d’ou émerge le piguet du méthyle vinylique a 1,92 ppm,
I'autre pic singulet intense observé a 0,91 étahticle H-14.
Points d’entrée Ainsi, le proton H-1 s’est révélé un tres utileint d’entrée pour attaquer les
spectres 2D en NOESY, COSY, LRCOSY et FLOCK. Leadiations sélectives en expérience
SINEPT se sont avérées décisives pour rassemlsdeirdgments de structure de TD15.- Le
proton H-7, téte de pont de la fusion du cycledaitfue, bien isolé a 3,06 ppm (ddddd), &-7
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44,7 (d) va ainsi commander les connectivités dagrients constituant la molécule ainsi que la
résolution de la stéréochimie relative de la mdicu

3.2.1.1.2. Protons exométhyléniques
du cycle lactonique

Les protons exométhyleniques H-13 et H-13'se rgomemt d’emblée sur les
spectres que ce soit dans le chloroformeddns le dichlorométhane-du la pyridine-¢. Par
ailleurs, on leur obtient une meilleure dispersgpectraleAd de 0,84 ppm dans ce dernier
solvant. Mais on n’observe plus le quartet, propmex couplages géminés des protons
exométhyléniques flanqués d’'un hydroxylecedu cycle lactonique.

Tableau 13: Identification des doublets des protoathyléniques sur le pyréthroidine

Position 'H (Pyridine-ds) H (CD.Cl)
3 (ppm) 3 (ppm) J (Hz)
13’ 6,29 (d) 6,18 (d) 31
13 5,45 (d) 5,51 (d) 3,3

Cette absence de substituant en alpha sur C8dsettpar des limites moyennes de déplacement
chimique de H-13 et H-13' respectivement a 5,5%,88 ppm (dans le CDg}lce qui a été
vérifié expérimentalement dans le €I, (5,51 ppm ; 6,18 ppm). L'absence de couplage gémin
entre ces deux protons H-13 et H-13’ sur les spedrété prévisible sur la base des études de
Marbry et Samek sur I'influence des substituantsuR cette position en C-8. Avec R = H, ce
couplage reste faible inférieur ou égal a 0,5 Hz. dntre, on observe des couplages allyliques
substantiels entre ces protons et le proton erd&éjenction de cycle H-7% 13= 3,3 Hz *J; 13

= 3,1 Hz) caractéristique d'une fusion de cyckns selon les regles de Samek ce qui sera
vérifié plus tard par des études NOE.

3.2.1.1.3. Attributions spectrales des
protons

Attributions des résonances des protons diastéréqimues Les protons (H9)
donnent lieu a des couplages W avec les protonsyteéiques (H14). Le pic du proton H+9d
1,71 (ddd, J = 13,5; 13,4 : 4,0 Hz) a été d’akattdbué sur la base d’une forte constante de
couplage vicinatrans 3\183,9(x = 13,4 Hz) avec le proton H3& 1,32 (ddddd ; J = 14,6 ; 13,4;
10,8 Hz). Par ailleurs, le proton % 1,99 (ddd, J = 13,5; 3,9; 3,6 Hz) montre urt for
couplage géminé “kap = 13,5 Hz) et des couplages vicinaux relativeméaibles,
caractéristiques®lop.sa = 3,9 Hz ;*Jkp g = 3,6 Hz) d'une orientation équatoriale avec lesxd
protons H-8. Les attributions spectrales de pro{i® ont été supportées par ailleurs par les
observations NOE du He9 avec le proton H-1 (3,29 ; mg).
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Les observations des NORBQ) ont permis aussi de différencier les protons (&\&c H-1 et H-
2a (1,86 ; ddd) se trouvant sur la méme face oppaszle ou se trouve H-3 (4,56 ; d élargi) et
H-23 (2,27 ; ddd) 21). Le va-et-vient entre les études de corrélatipesnet de résumer les

attributions spectrales des protons et leurs cotegade couplage qui serviront de base pour
I'étude des systéemes de spin.
Tableau 14: Constantes de couplage des protonB & dans CBCl,.

Position S ppm (CDCly J (Hz) multiplicité
1 3,29 (8,0;5,7;1,3) m
20 1,86 (14,7 ; 8,0;2,5) ddd
2B 2,27 (14,7 ;7,6 ;5,7) ddd
3 4,56 (5,7;2,7) d élargi
6 4,60 (109:1,6) dq
7 2,90 (10,9;10,8;3,3;3,1;1,6) ddddd
8a 2,17 (14,6 ;4,0; 3,9, 1,6) dddd
8B 1,32 (14,6 ;13,8;10,8; 3,6) dddd
9a 1,71 (13,6; 13,8 ; 4,0) ddd
B 1,99 (13,6 ;4,0; 3,6) ddd
13 5,51 (3,3) d
13 6,18 (3,1) d
14 0,91 s
15 1,92 (1,6;1,3) dd

3.2.1.2. Données spectrales de 13C du composé TD15

Les spectres de carbone ont été enregistrés eatishlorométhanecet rendent
comptent pour 15 carbones analysés en spectrontdrimasse HRMS. Un pic de méthyle
allylique résonne & 13,5 ppm (*H 1,92 ppm), tandis qu'un second méthyle porté yoar
carbinol résonne plus bad®1,3 {H ; 0,91). Les expériences DEPT ont permis de peédes
multiplicités des carbones, tandis que celles MNE®IT ont permis d’établir les corrélations a
longue distance des « centres spectroscopiqueritemtisux »

Tableau 15 Points-clés SINEPT dans CECl, pour TD15

Irradiation (H) Observations'{C)
H-1 C4; C5;C-6;C-10; C-14C9
H-7 C-5;C-11;C-13

Les résultats rendent compte pour les cingq carbteréiaires, trois carbones secondaires, les
deux méthyles, et les 5 carbones quaternaires dmlécule et dont fait partie le carbonyle de
I'unité lactoned 168,5; IR v 1760 cm-1 ; et 2 carbones oléfiniques ©-@44,3 ; s) et C-B

(133,9 ; s). Ces deux derniers carbones quatesnaimet différenciés par irradiation de H-7 en
expérience SINEPT.
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3.2.1.21. Aftribution des résonances des
carbones oléfiniques quaternaires

Comme on l'a déja mentionné, les quelques déplan&nchimiques publiés
antérieurement pour le pyréthroidinine se rappbaates protons observés dans la pyridinetd
il 'y avait eu aucune donnée sur les résonancesa®ones. Les observations des corrélations
a longue portée ainsi que les effets NOE ont decteies dans ce travail pour I'attribution des
pics de résonance des protons et des carbone®qtipas pu étre établie auparavant.
Les résonances des carbones oléfiniques quatesr@iteet C-5, ont pu
étre attribuées sans aucune ambiguité par leslatorés hétéronucléaires
a longue portée. L'irradiation sélective de H-P®,ddd) en expérience
SINEPT a déja révélé les corrélations avec C-51 €t1C-13. Ainsi, le
couplage & longue portd&; csrévélé par le SINEPT désigne sans aucune

22 ambiguité le pic de résonance de C-5 (133,9 ; sigpgort a C-4 (144,3 ;
s). @2)

Tableau 16 : Identification des résonances de carbde TD15

o ppm (CBCly,) Multiplicité N° Carbone CORRRELATION
13,5 o} 15 HETCOR (H-15)
21,3 q 14 HETCOR (H-14)
24,8 d 8 HETCOR (H-8)
35,5 t 2 HETCOR (H-2a; H-2p)
45,3 t 9 HETCOR (H-9B; H-9p)
45,6 d 7 HETCOR (H-7)
56,2 d 1 HETCOR (H-1)

75 s 10 SINEPT (H-1)
80,5 d HETCOR (H-3)
82,2 d 6 HETCOR (H-6)
119,3 t 13 HETCOR (H-13, H-13")
133,9 S 5 SINEPT (H-7)
139.4 S 11 SINEPT (H-7)
144,3 s 4 SINEPT (H-1)
168,5 S 12
3.2.2. Etablissement du squelette de la

pyréthroidinine TD15

L'unité cyclodécyle du pyréthroidinine est constg par la fusion de
cyclopentanond et du cycloheptyl® qui, a son tour, se connecte avec I'u@ité-methyléno-
y-lactone en fusion (6,7). L'établissement du saielée TD15 se fait alors moyennant diverses
corrélations homonucléaires et hétéronucléaires pouastruire les connectivités.

3.2.2.1. Etudes des systémes de spins et
connectivités par COSY et HETCOR

Le spectréH-"H COSY de TD15 a permis de traquer un premier systée spin
protoniqgue —CH-CH2-CH(O-)- de H4.(3,29, m) jusqu’a H-3 (4,56 ; s élargi)Z3), le spectre
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HETCOR permettant par ailleurs I'attribution desagances des carbones correspondant® C-1
(56,2 ;d); C-D(35,5;1) et C-3(80,5: d). 24)

Le second systéme de spin révélé par le spectreYG@end de H-& (4,60, dq) jusqu’en H-
9a 0 (1,71 ; ddd) et H8 (1,99 ; ddd) englobant ainsi le systeme —CH(O-XCH-CH,- dans
le cycle B @5).

3.2.2.2. Etudes des connectivités par
corrélation homo- et hétéronucléaires

Les corrélations a longue portée ont permis dpsrg, d’effectuer sans ambiguité
I'attribution des pics de résonance bien spécifigeied’autre part, de relier les cyclaéset B
entre eux et avec le cycle lactonique.

Etude des connectivités par corrélation proton-probn a longue portéeLes spectres COSY

et les expériences LRCOSY ont permis d’observerctegplages a longue portée comme les
couplages allyliques. Des couplages homoallyliqaassi bien que des couplages entre proton et
protons méthylique&kme, trés courants et pouvant atteindre jusqu 1*Hant été en particulier

détectés en LRCOSY.
Tableau 17: Couplages a longue portée proton-pr¢ohD15 dans CETI,

Protons Corrélations proton-proton
H-1 (3,29, m) H-14 ; HP
H-3 (4,56 ; d élargi) H-15
H-15 (1,92 ; dd) H-1; H-6
H-7 (2,90 ; dddd) H-13 ; H-13

Le LRCOSY a permis ainsi d’observer un couplagentre le proton H-3 (4,56 ; d élargi) du
carbinol secondaire C-3 (80,5 ; d) et les protorikbH1,92 ; s) appartenant au méthyle vinylique
en C-15 (13,5 ;0)27)

Ce couplage boucle le systéemedu cyclopentenyle27) avec I'observation d’'un couplage
homoallylique®J entre le proton H-1 (3,29 ; m) avec les protomsnéthyle vinylique en C-15
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(29). D’autre part, un faible coupladé entre les protons H-1 (3,29 ; m) et le méthyleCetv
(0,91 ; s) est détecté en LRCOS29], reliant ainsi les deux systémes de spin ci-degsa fait
confirme la connexion du cyclopentéenyeavec le cycloheptyl® a travers le carbinol tertiaire
C-10 (75,0 ; s). Ceci est supporté en plus parskokation des couplages homoallyliquae)(
entre les protons méthyle vinyliques en C-15 gtrégon H-6 a 4,60 ppm (dq ; J =10,9: 1,5 Hz)
en LRCOSY.

Etude des connectivités des cycles A, B et C parNEPT. Quelques expériences SINEPT ont

éte tres utiles dans I'établissement des connexieadragments déterminés par les systemes de

spin mais aussi dans I'attribution des résonanes<drbones quaternaires.

L’irradiation de H-1 (3,29 m) a été particulierement fructuet

dans l'établissement de la connexion des cyclest B.eAinsi,

I'observation des augmentations des intensitésategn C-3 (75,0 ;

e s) et en C-9 (45,3, t) a permis de relier les dsystémes de spin

Hé“ o protonique donc des deux cycle®t). Ceci est un support évident
15 pour les observations faites en LRCOSY.

14
Hii: OH 45,3

L’irradiation du proton H-7 (2,90 : dddd) en SINERTpermis de
détecter sa corrélation avec les carbones C-5 4138); C-11
(139,4; s) et C-13 (119,3; t). Ces observations mermis non
seulement de connecter les deux systemes de spiretide B mais
de les relier avec le cycle lactonique C, bouckinsi la molécule
tout entiere. §2)

32

3.2.3. Relations stéréochimiques
dans D15

La molécule TD 15 possede 5 centres asymeétriqaeslds deux tétes de
pont du cycle lactonique en C-6 (82,2; d) et C4bh,§; d), I'alcool
secondaire en C-3 (80,5, d) ; I'alcool tertiaire@i0 (75,0 ; s) ainsi que C-1
(56,2 ; d) point de jonction des deux cycles A €88)

3.2.3.1. Stéréochimie de la
fusion 6,7- du lactone
Les analyses des constantes de couplages etdexvations NOE ont déja permis

de vérifier les stéréochimies déja établies par RXfusiontrans- du lactone est suggérée par la
constante relativement importante du couplage aic¢ih= 10,9 Hz entre les protons H-6 (4,60,
dqg) et H-7 (2,90 ; ddddd) selon les régles de ® @foir p. 9). Les relations de proximité ou de
voisinage établies par couplage dipolaire permegianailleurs de supporter ces observations.

3.2.3.2. Relations de voisinage dans
le pyréthroidinine TD15

Les expériences de DNOE et les spectres NOE permeléterminer les relations
de voisinage dans les deux facest3 de la molécule de pyréthroidinine.
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Tableau 18: Pairs-clés de NOE du pyrethroidinimesda dichorométhane-d

Ne° Pairs de NOE N° Pairs de NOE
1 H-7/H-1 4 H-1/H-2a
2 H-7/H-9a 5 H-14/H-2(3
3 H-6/H-14 6 H-3/H-28

Ces NOEs qui définissent la relation de voisinage la facea et 3 de la molécule de
pyréthroidinine sont en accord avec les donnéesaestantes de couplage. Ainsi, la constante
de couplage vicindtans H-1/H-23 est de 8,0 Hz contre 5,7 Hz pour la constanteodplagecis
H-1/H-2a ce qui est supporté par la relation de I'effet N@#&). De proche en proche, H-7, H-
9a, H-2a se trouvent sur la méme face que H-1 etoH34). Le couplage vicinarrans pour H-

3 est de 5,7 Hz (H® contre 2,7 Hz pour leis (H-2B), ceci est en accord avec les données NOE
mettant dans la méme fa@eH-3 et H-PB et de proche en proche H-6 et H-38)

H-6 et H-7 étant alors dans des faces
opposées ce qui conduit a une fusion de
cycle trans en accord avec la constate
de couplage vicinatrans de 10,9 Hz

de 3Juen7. On a alors les relations de
stéréochimie relative sur la face(34)

et sur la facel (35) conduisant a la
structure du pyréthroidinine TD15.

3.2.3.3. Détermination des stéréochimies absolues dans
la D15
On a toujours admis que la stéréochimie absolue gieianolides du type

isophotoa-santonique dans la famille désteraceaeest (1R, 6R, 7S, 10Rj?*?! Toutefois,
cette affirmation généralement admise est rarendéntontrée. Une étude de stéréochimie
absolue utilisant la méthode de Mosher-Tr3st été entreprise par un autre collaborateur pour
la molécule TD15 qui est un alcool secondaire €l On a ainsi observé des non équivalences
diastéréoisomériques avec les spectres des esterétilemandélate36 et 37 synthétisés a
partir de TD15 Annexe$.118-119)

Tableau 19 & des protons des est8@6 (R) et37 (S) dans CBCl,. (D’aprés Lincoln Scott)

Protons observés 3 (ppm) AS (ppm)  Protons observés g (ppm) A8 (ppm)

R ) (R) ©)
H-1 3,30 3,19 0,11 2,37 2,26 0,11
H-2a 1,92 170  -0,22 1,62 1,85 -0,23
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H2p : 2,37

W

36a

H15:1,62
H2a: 1,92

H2B: 2,26
37a (

H
o H

.
3

o T

< 15‘j Lt 310

H15:1,85

CH,0

- @H

H2a : 1,70

Guaianolide TD15

Les protons H-1 ; H@ et H-Z3 de (R)36a

qui apparaissent a champ plus faible que les
protons correspondants dans l'antipode (S)
37a sont situés du c6té opposé au plan
contenant le cycle phényle du méthyle
mandélate. Le groupement méthyle (H15)
qui apparait au champ plus élevé dans R
(36a) que celui dans 3¢a) est situé dans
le méme plan que le cycle phényle du
meéthylemandélate. Ainsi, la configuration
absolue du C-3 est domrc

Les structures3@, 39) et les encadrés etB qui suivent, récapitulent la stéréochimie qui stéc

(1R, 3R, 68, 7S, 10R) et les attributions spectrales complétes popytathroidinine TD15.
2

HO
H3C\_10/9\8
H /R s\7‘H H
A8 A
L7
HO'T™{ H O o
H  cH,

Tableaw20 : Attributions spectrales compléti#$ de TD15

Tableaw21: Attribution *C compléte de TD15

Proton & (ppm)CDBCl,  Proton & (ppm) CQCl, C & (ppm) COCL, C & (ppm) COCl,
1 3,29 8B 1,32 1 56,2 9 45,3
20 1,86 90 1,71 2 35,5 10 75,0
2B 2,27 B 1,99 3 80,5 11 139,4
g ‘Z%G 11: g’i’; 4 1443 12 1685
7 2 12 001 5 1339 13 119,3
8a 2,17 15 1,92 6 82,2 14 21,3
7 45,6 15 13,5
8 24,8 - -
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Conclusions

Dans ce chapitre, l'utilisation concertée des teples 1D et 2D de la RMN a permis
I'investigation structurale du germacranolid® et la révision structurale du guaianolidB15

qui ont été isolés et purifiées a partir des vasélé I'especelanacetum densum selda
méthodologie de purification-identification de l@i¥ A. 12*?*|'usage extensif des techniques
1D de SINEPT et de DNOE a été tres fructueux datablissement des connectivités des
systemes de spin, des relations de proximité dasslactones sesquiterpéniques contenant
I'unité structurale dex-methyleney-butyrolactone ainsi que l'attribution spectrales darbones
quaternaires et des protons diastéréotopiques.aBitydier, I'attribution spectrale des protons
exométhyléniques formant I'empreinte digitale détececlasse de composé a été faite sans
ambiguité par simple expérience SINEPT av&l; en support aux régles empiriques des
différents auteurs des années 70 tels que Sameis. IRdoulée, la relatiotrans de fusion du
cycle lactonique a été résolue par I'établisserdentrelations de proximités des facest3 des
molécules par expérience DNOE en support des atsulies constantes de couplages et des
regles empiriques établies. En marge de nos prapaesux RMN, la détermination de la
stéréochimie absolue des molécules a été établiedighroisme circulaire du dérivé p-
bromobenzoate pour la relatisrans-diol de A9 6R, 6S), celle de la molécule entiere étant
alors @S, 4s, 5R, 6S, 7S, 88). Pour TD15, la méthodologie de Mosher-Trost amerde
vérifier la relation de stéréochimie absolue desianolides du type isophotesantonique dans

la famille desAsteraceaale @R, 3R, 6S, 7S, 10R) qui est généralement admise mais rarement
démontreée.
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Chapitre 2. Voie C: Analyses qualitative et quantitative par RMN du
carbone-13 assistée par Ordinateur des résines de pin et des miels

1. Généralités sur les mélanges complexes de résine et de miel
1.1. Oléorésines, valorisation et composition
1.2. Meélanges complexes de miel et sucres
2. Principes, matériels et méthodes
2.1. Matériels et méthodes
2.2. Meéthodologies d'analyse par la RMN du carbone-13 assistée par ordinateur

3. Résultats et discussions
3.1 Composés terpeniques des résines provenant des échantillons de P. kesiya et P. patula

d’origine géographique diverse
3.2 Analyse quantitative et équilibre tautomérique des sucres dans les miels dans des miels

d’origine botanique et géographique diverse
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1. GENERALITES SUR LES MELANGES COMPLEXES DES RESINES ET DES MIELS

Les résines et les miels sont des substancesomesies et largement utilisées depuis longtemps.
Avant d’aborder les études sur les produits issutachiomasse locale, nous allons donner un
apercu sur les intéréts qu’ils suscitent, leuraw@@ristiques, ainsi que les métabolites majeures
gu’ils contiennent et pouvant ainsi justifier leworisation.

1.1. Oléorésines, valorisation
et composition

Les oléorésines sont des exsudats de consistapite an semi-liquide que 'on
peut obtenir par gemmage des arbres. Ce procédEole permet d’obtenir suivant les especes
2 & 7 kg de résine annuelleméfitLes oléorésines font partie d’un systéme de défees pins
comme réponse aux blessutéspu aux infections?’ contre les insectes ou herbivot&Les
résines se composent alors d'une partie volatilwase¢ de solvant aux métabolites qui
constituent les composantes non volatiles. Selayetee d’appartenance, les composantes non
volatiles sont formées majoritairement des compatitsypéniques (pouPinus Cedrus ou
Agathig ou de triterpénoides (pouristacia Boswellia ou Commiphord Les substances
phénoliques et composés diterpéniques sont casdcj@es des meétabolites secondaires du
genrePinus*®® La distillation & la vapeur d’eau produit I'esserde térébenthine (qui constitue
la partie volatile) et la colophane (résidu). C’Bsidustrie des parfums qui absorbe en grande
partie la production d’essence de térébenthineede étant utilisé dans des secteurs divers de la
chimie comme les solvants, colles, détergéfitta colophane peut étre valorisée telle qu'elle
est ou par modification chimique comme la sapoaiion, I'estérification, I’hydrogénation ou la
polymérisation pour la fabrication des colles digsifs, d’encres, des peintures et des vernis, ou
encore occasionnellement des ciments dentites.

1.1.1. Constitution de la fraction
volatile des résines

L’essence térébenthine est constituée essentieitedes monoterpénes dont en
majorité l'a-pinéne, lef-pinéne qui sont des isolats pour synthése. Erepotr y observe le
limonéne et leA-3-caréne possédant des propriétés anti-microbgenne A-3-caréne et ses
isomeéres servent aussi d’intermédiaires pour léhege stéréosélective des composés contenant
le fragment de cyclopropyl-2,2-diméthyl-1,3-distutst'*? Par ailleurs, on a montré que le 1,8-
cinéole contenu dans la partie volatile est un amséppossédant une activité cardiovasculaire.
On observe habituellement des composés monoterpenils que lg3-phéllandréne ou le
myrcene, a c6té des sesquiterpeénes comme le loapgmi le longicyclene, le longifoléne, le E-
caryophylléne?® ou le y-cadinéné?* les composés diterpéniques comme le cembréne étant
signalés plus raremeht

1.1.2. Constitution de la colophane

On observe en général dans cette fraction noniloldgs résines des composes
diterpéniques tricycliques (abiétane et pimaramagycliques (labdanes) et macrocycliques
(cembranes) comme constituants majoritaires sousefacide (acides résiniques) ou neutres
(Voir annexesp. 120). Les acides résiniques les plus freqquemment rereo sont les acides
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abiétigue, déhydroabiétique, néoabiétique, l|évopgua, palustrique, pimarique et
isopimarique’®® Ces deux derniers composés sont des agents pludogigoes potentiels,
'acide 12,14-dichloroabiétique dérivé de l'acideiéique est un composé de dilatation des
canaux K7 L'acide sandapicomarique, quoique toujours en tjigaminoritaire est aussi
freqquemment observé parmi les constituants de Ipphane. Les diterpenes neutres
correspondent habituellement aux formes réduitelsléhydes, alcools, oléfines des acides
résiniques cités préecédemment ou de leurs estdlg/i@rdiques. On observe des alcools ou des
oléfines macrocycliqgues possédant le squelette @m{isocembrol, cembrene), ou bien encore
d’oxydes comme I'oxyde de manoyle et de 13-épi-ngen&*®

1.1.3. Analyses classiques des
mélanges complexes de résine

L’analyse des mélanges complexes d’acides résiaignerésence des diterpénes
neutres, des composés mono- et sesquiterpéniqueasée habituellement de maniere
classique utilisant la CPG ou le couplage CPG-Bkks étapes préalables de fractionnement
sont nécessaires afin de séparer les constituatdsily des diterpénes neutres et acides qui
seront indépendamment analysés avec des condgp@uwsfiques adaptées a chaque famille de
composés. Plusieurs auteurs tels que &f¢drange ou Arrabal?® aprés distillation & la vapeur
d’eau pour collecter les composés volatiles onttivané les diterpenes neutres et acides par
lavage basique ou par chromatographie sur coloreghetlex des fractions solubles dans
I'éther!*! Les acides résiniques doivent étre ensuite déséstle plus souvent en esters
méthyliques pour permettre en leur séparation catognaphique. Cependant les problemes de
coélution sur les colonnes de CPG rendent difficila séparation et lidentification des
composes volatils ou des diterpenes.

Ainsi, Lange et coll. n'ont pas pu étre différencier le cembréne et I'isocembrene sur la base de leur spectre de masse qui coéluent sur colonne
DB-5. Zinckel et coll. ont utilisé des conditions de température ou I'utilisation des phases stationnaires spécifiques pour arriver a séparer les
esters de lévopimarate et de palustrate de méthyle qui sont des composés fréquemment superposés.’? Gref a montré que les acides
résiniques non dérivatisés sont de séparation délicate sur chromatographie en phase gazeuse, en particulier les acides isopimarique,
palustrique et Iévopimarique qui ne sont pas séparables par cette méthode. 143

Les méthodes de séparation par HPLC ont été @disfais sans grand succés malgré plusieurs
types de dérivatisation utilisés, dont entre autessesters de coumarines par Richaragaoll.

par exemplé** Santiago-blayet coll. ont utilisé la RMN du solide du carbone-13 poutude
taxonomique des plantes produisant des résinedaties ou des gommé¥ Mais ces études
qualitatives basées l'allure globale des spectres eéxsudats, sont plutét destinées a la
différentiation des familles ou des genres. Cedicdifés nous ont amené a adopter les
techniques d’analyse quantitative par RMN du cagbb® en phase liquide qui constituent une
méthodologie non destructive et ne nécessitantipasséparations préalables ni des opérations

de dérivatisation. (Voir parag.2)

1.2. Mélanges complexes des miels et sucres

Le miel est un mélange complexe constitué majogtaent de deux
monosaccharides, le fructose et le glucose dont tlseurs totales peuvent varier
considérablement de 42 & 88%%de di- et trisaccharides (jusqu'a 22 composés} poa teneur
globale entre 2-15%'’ Ce sont alors des solutions aqueuses sursattieésscre ol I'eau est
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présente a une teneur variant de 14-20%. Les cbtatens en ces sucres majoritaires
gouvernent avec la teneur en eau l'activité deul'ag, qui empéche la fermentation des miels
sous l'action des levures sur les sucres et I'otigdades alcools correspondants en acidfes.
C'est un des facteurs importants pour le controde qiialité des miels dans l'industrie
alimentaire. Ces concentrations en sucre, le talmunaddité, contrdlent aussi avec la
température, la viscosité des miels qui est égaleme parametre physico-chimique et sensoriel
important pour leur commercialisatioff. Par ailleurs, face aux fraudes et aux risques de
contaminations diverses, l'authentification des Ismiet le contrdle de leur qualité deviennent
d’autant plus importants que les miels constitulrs apports alimentaires et nutritifs appréciés
et trés répandus dans le monde. L'analyse desssdares les miels qui a démarré vers les années
50 avec les chromatographies sur pdpieen passant sur les chromatographies sur couche
mince>! s’est évoluée vers les techniques de EPE****en couplage ou non avec la $M.
Ces méthodologies sont toutefois handicapées paitiges de dérivatisation des sucPet les
problemes de coélution des dérivés. Les technigeesiPLC qui se sont développés par la
suite®’ se sont heurtées aux problémes de rupture de relanec greffage amiti&>®
conduisant au développement de la HPLC a échangmiod’ utilisant du détecteur
amperometrique pulsé’*®*Malgré I'introduction de I'analyse quantitative BMN du carbone-

13 en analyse des sucres dans les aliments pamC8%®Rathbone?® ou Tamaté?* peu de
travaux ont suivi ceux de LoW& dans domaine des miels. Les travaux de Maz%omii se sont
apparus plus tard, font alors suite au développemhes protocoles expérimentaux simples par
Casanovat coll. (en parag. 2.2)

En général, on peut grouper les sucres des mieldeax catégories : l'une, la
catégorie du D-glucose et les di- et trisaccharjgessédant une unité D-glucose terminale ou
non et l'autre, la catégorie du D-fructose avecdeset trisaccharides possédant une unité D-
fructose terminale (réductrice ou non).

1.2.1. D-glucose et di- et ftrisaccharides
possédant une unité D-glucose terminale

En mélange naturel, le D-glucose se répartit $@aderme d’'un mélange de six
isomeéres & cause de I'équilibre mutarotationma. 10, p. 10) dont les formes majoritairé®’

6
—CH
o g O OH
H|_C|)O 4 Forme pyranex etfdu D-glucose
3 Oh Carbonel : carbone anomérique
a-D-glucopyranose B-D-glucopyranose

sont les anomeresu-D-glucopyranose et lef-D-fructopyranose. Quelques composeés
représentatifs des oligosaccharides avec une Drgfiéicose terminale sont donnés ci-dessous.

HO/46\ o Formesa et f-pyrane du maltose
HO— \\5/2 \ a-maltose :a-D-glucopyranosyl-
HO\3/H\81 . OH (1 - 4)-glucopyranose
O——“'l _0O F-maltose :5-D-glucopyranosyl-(1- 4)-
HOL, 3=y glucopyranose
HO |
OH
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o-maltose HO—

[B-maltose

a-isomaltosea-D-GP(1 - 6) a-D-GP(1' - 6) a-D-GP et le  [isomaltosen-D-GP(1- 6') a-D-
GP(1’ - 6) BD-GP :

HO— 3
HO/“\\\s/ Hoo
-_ N\~ 5
HO—3—"\ T i \3/\ST
. -
o\ —8
¢\, -0 (0]
HOT ™52, HO— \55 A
HO—s:s HO| HO—3—3~1-OH
alpha-isomaltose OH HO

béta-isomaltose
(1 - 6)-a-D-glucopyranosyl-(1- 6”)- a-D-glucopyranose et I@-isomaltriose :
a-D-glucopyranosyl-(1. 6’)-a-D-glucopyranosyl-(1. 6”)- 3-D-glucopyranose.

HO—" HO—
HO— X552 HO—"\>5
HO— 35— HO—a— S
H . HQ
o/ o,
o0 R
HO—3— Xt HO—s— Xt
Hd . HO .
—
. . -\ . : 0w\ o
a-isomaltotriose HO/4\\5"/29\ B-isomaltotriose HO— \\5--/2..\ OH
HO—a— N>t HO—3&— \\r
H OH
HO
6
HOT, \ o ~~OH
HO— 355\ 0\5// ~OH
HO—s— X1 l/\\s———OH
HO OH
HO—¢' 10]0) Structure du mélézitose :
—L{,O‘ \/|L a-D-glucopyranosyl-(1» 2)-8-D-fructofuranosyl-
zlv-_”l;OH (3 - 1)-a-D-glucopyranose
OH
mélézitose
1.2.2. Le D-fructose et le di- et trisaccharides
avec une unité D-fructose réductrice
terminale

En tant que cétose, le D-fructose s’observe atl'éaturel sous cinq formes
tautomériques : la forme cétonique non cycliséaifa ouverte) ; les deux anomeéoest 3 sous
forme pyranex-FP (trés minoritaire) gd-FP (majoritaire) ; les deux anoméregt 3 sous forme
furanea-FF (minoritaire) e3-FF (majoritaire). La forme cétonique ouverte n’gss détectée
en accord avec les données de la littérature $¢doton par exemplé&®®
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a-D-fructopyranose

o—D-fructopyranose

13 0 o
(Mazzoni) | (Horton)
1 64,84 65,9
2 98,61 99,1
3 70,80 70,9
4 71,10 71,3
5 61,77 62,0
6 61,75 61,9

Pour les formes furare et :
o—D-fructofuranose

a-D-fructofuranose

13 o) o
(Mazzoni) | (Horton)
1 63,57 63,7
2 105,02 105,3
3 82,63 82,9
4 76,67 77,0
5 81,87 82,3
6 61,72 62,1

B-D-fructopyranose

B-D-fructofuranose

Principes, matériels et méthodes

—D-fructopyranose

Bc 5 5
(Mazzoni) | (Horton)
1 64,56 64,9
2 98,65 99,0
3 68,26 68,6
4 70,34 70,6
5 69,83 71,0
6 63,93 64,3
3—-D-fructofuranose
13 o) o)
(Mazzoni) | (Horton)
1 63,34 63,7
2 109,99 102,4
3 76,02 76,4
4 75,13 75,4
5 81,26 81,6
6 62,98 63,3

Les tableaux de déplacements chimiques ci-dessustisés des travaux de Mazzdffi,et de
Horton®® La maltulose se trouve sous forme de trois tautesnéont le maltulosé3{D-FP), et

les formes anomériqueset B-fructofuranose de la maltulose.
Maltulose (3-D-FP)

Bc osmy 8
1 101,06 1016 1’
2 7142 730 2
3 7351 740 3
4 7023 708 4
5 7287 735 5
6 61,17 61,8 6

5 (M)
64,41
98,88
67,51
78,62
69,79
64,00

5 ()

65,08
99,38
68,17
79,15
70,31
64,54

HO— X\
HO—\

2.0
HO—3—"\ [s
HO

b-FP-maltulose

4\5/0\

/

1

|O

HO

2

7 ~3—0OH

Les tableaux dé pour les anomeéras et 3-fructofuranose de la maltulose sont tirés desatrav
de Mazzoni*® ainsi que de Jarréf?

maltulose (a-D-FF)

1.2.3.

maltulose (3-D-FF)

sucres rencontrés

Bases de données et autres types de

o)

Mazzoni
98,24 ()
98,84 (B)
71,84 (ap)
73,38 (ap)
70,04 (ap)
72,93 (ap)

61,00 (ap)

)

Jarrel

98,9
99,4
72,4
73,9
70,6
73,5

61,6

13C

5)

6)

o)
Mazzoni
63,31 (ap)

105,85 (a)
102,52 (B)
81,74 (a)
75,82 (B)
82,73 (a)
81,74 (B)
80,71 (a)
80,51 (B)
61,96 (0)
63,01 (B)

e}
Jarrel
63,7

106,4

103,1
83,4
76,5
91,3
82,4
82,3
81,2
62,5
63,9

Nous avons généralement utilisé les bases de dsnntdrmatisées SUCRES ou
les fiches du laboratoire de chimie et biomasser pmibler les spectres de miel. Les
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investigations sur des bases de donnéemgennetont porté sur d’autres types des alditols tels
que le D-glucitol ou d’autres trisaccharides tels tg raffinose et le kojibiose.

N°C o)
CH,OH (ppm)
OH 1 6308 Ho [ O
OH 2 71,76 Nl 1a: rafflnose
HO 3 70,29 on °7]oH zlza\o'%ﬁ
OH 4 71,64 ,ZI;')L\K_“H\
CH,OH 5 73,58 1b:a-kojibiose
D-glucitol 6 63,47
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2. PRINCIPES, MATERIELS ET METHODES EN ANALYSE PAR RMN DU CARBONE-13

Nous allons voir ci-apres les matériels et méthape®nt été utilisés dans nos rechercizes.)
et les principes de la méthodologie d'analyse daeRMN du**C assistée par ordinateur ou
Voie € (2.2.).

21. Matériels et méthodes

Analyse des composeés terpeniques dans les mélanges complexes de résine

Collecte des résineses résines ont été collectées durant la périod@dditt-Début septembre
2005 pour les échantillons d& kesiya: Bréville, Andriamena Chrome (Pk1), Marovitsika a
Moramanga (Pk2); Antsahamarofoza, llafy (Antanmedrpour Pk3 et a Viliahazo, llafy
(Antananarivo) pour I®. patula(Pp). Les résines ont été collectées sans techspgmale soit
par gemmage artisanal (Pkl, Pk2) ou par simpleéagratdes écorces des pins (Pk3, Pp) et ont
été par la suite conservées sans précaution #mékciespeceP. kesiyaPkl a été identifié au
service de des foréts du Ministere de I'environn@nttAmbatondrazaka, les autres espéces de
P. kesiya(Pk2, Pk3) et |d°. patulaont été identifiés au département des foréts giédbe de
FOFIFA du Ministere de I'Education Nationale etldé&kecherche Scientifique a Ambatobe.

Analyse directe des résines brute® a 100 mg de résine brute sont dissous dans du
chloroforme-d et filtré sur pipette pasteur avec bout de cotour gnlever les impuretés. 0,5 ml
de la solution est utilisé pour analyse RMN dansulne de 5 mmAnnexe$.118-119)

Hydrodistillation et extractionPour chaque résine, 5-7 g ont été soigneusemegs pEsur
hydrodistillation dans un essencier de 250 mL ¢ t€lavenger et distillé jusqu’a épuisement
total de I'huile essentielle (environ 3 a 4 heueesmoyenne). L’huile essentielle obtenue est
conservée pour analyses ultérieures en CPG et RlslNartie aqueuse est laissée se refroidir en
vue d’extraction a I'éther des composés résinigles. phases aqueuses sont ainsi extraites
jusqu’a I'obtention d’'un pH neutre. Les extraithéres ont été séchés sur sulfate de sodium
pendant toute une nuit et évaporés sous vide pafti@ rotavapor. Les masses résineuses
blanches sont laissées se sécher sous vide ardiet rebroyage et séchage a l'air libre en vue

d’analyse directe par RMN.

Chromatographie en Phase gazeuse (CP&jviron 50 ml de I'huile essentielle formant la
fraction volatile sont dilués dans du chloroformepbur analyse en CPG avant analyse par
RMN *3C sur le méme échantillon. Les analyses sont efest sur Perkin Elmer Autosystem
eéquipé avec double colonne capillaire (50 m x (&2 d.i. ; épaisseur du film: 0,3%m),
polaire (BP-20, polyéthylene glycol) et apolaireP(B, diméthylsiloxane) et comportant des
détecteurs a ionisation de flamme. Conditions dp&es : gaz vecteur hélium ; pression en téte
de colonne : 20 psi (1,4 bar) ; température dgelireur : 250°C ; programmation de température
60 a 220 °C a 2°C/mn avec un palier de 20 mn a°220injection en mode split. Les composés
sont identifiés a la base des indices de Kovat$ $lK colonne apolaire et colonne polaire qui
donne par la méme occasion le pourcentage en masse.

Analyse par RMN du carbone-IBous les spectres RMN ont été enregistrés sur ap@auker
Avance 400 opérant & 9,4 T (400,13 ptr, 100,63 MHz poufC) avec une sonde de 5mm et
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a la température ambiante de 21°C. Les déplacensbntsques sont donnés en ppd) par
rapport au TMS pris comme le zéro de référence.dmesgistrements sont effectués avec une
largeur spectrale complete de 250 ppm avec déogeipbm mode CPD (Composite Phase
Decoupling) ; résolution digitale : 0,183 Hz/pe;nombre d’accumulation est de 3000 pour un
échantillon. Les données de FID sont multiplieesyree fonction exponentielle (1,0 Hz) avant
transformée de Fourier.

Analyse gqualitative directe des résines brutéanalyse directe des résines brutes est effectuée
dans le CDQ utilisé comme solvant et calibré par rapport auSTEfCDCl; ; & 77,00 ppm)
Enregistrements des spectres : séquence avec GDpbdant une durée d’'impulsion de e
correspondant a une angle d’'impulsion de 45°, assa@cun temps d’acquisition AQ de 1,3 s et
un délai de relaxation de 2 s pour un nombre daybgke égal a 4000.

Analyse qualitative directe fraction volatil€onditions identiques aux précédentes. 50 mg
d’huile donnant 0,5 ml de solution dans le CP@ilisé comme solvantiCDCls; & 77,00 ppm)
calibrée par rapport au TMS. Enregistrement destsgse: séquence avec CDP comportant une
durée d'impulsion de 5,(s correspondant a une angle d'impulsion de 45%ciss a un temps
d’acquisition AQ de 1,3 s et un délai de relaxatiten2 s pour un nombre de balayage égal a
4000 avec une résolution digitale de 0,763 Hz/point

Analyse quantitative des fractions non volatilg€3n pése soigneusement 50 a 70 mg
d’échantillon de fraction non volatile dans un tudge5 mm RMN. On ajoute soigneusement a
l'aide d’'une seringue une quantité précise de ydigl entre 5-10 mg utilisé comme référence
interne {3C-diglyme : 72,00 ppm, 70,50 ppm). Enregistremesst spectres : durée d'impulsion :
2,67ps (30°) ; temps d’acquisition AQ : 2,6 s pour 128 &données avec une largeur spectrale
de 250 ppm ; temps de relaxation : 0,1 s donnamémmps de répétition de 2,7 s ; découplage en
mode CPD (Composite Phase Decoupling) ; resolutaitale : 0,183 Hz/pt; le nombre
d’accumulation est de 5000 pour un échantillon if@mv50 mg dans 0,5 mL de CD{lLes
données de FID sont multipliées par une fonctiomoaentielle (1,0 Hz) avant transformée de
Fourier.

L’'analyse des spectres RMN_'analyse des spectres RMN se fait sur la lg#s pics obtenus

qui est introduite dans les bases de données iatajues de 'ordinateur (250 pics maximum).
La liste ainsi enregistrée est passée sous crdgedidférentes bases de donnée développées au
laboratoire TERPENES LINEAIRES, PHENOLS, TRITERPEN&u d'autres bases de données
accessibles sur Internet (NMRSHFIT, SDBS). Les ttuants délivrés par les bases de données
sont identifiés par attribution spectrale du sqtelearboné. Pour I'analyse des fractions
volatiles, les constituants ainsi identifiés sagartés sur 'analyse en CPG pour quantification.
Pour la quantification des fractions non volatilles, intégrations sont effectuées manuellement
en utilisant le programme Windows du Bruker Avad®. Les calculs quantitatifs et leur
évaluation sont effectués en utilisant un simptgpmme excel.

Péréquations et caractérisation globale des éclians de résineConnaissant les rendements
en huiles essentielles et le rendement de I'extnagbar éther de la phase aqueuse acide de

Page52sur 1571



Chapitre 2

Principes Matériels et méthodes

I’hydrodistillation, nous pouvons en déduire lesngmsitions en % par rapport a la résine
débarrassée de ses impuretés.

Analyse des sucres dans les mélanges complexes des miels
Collecte des mield.e miel d’eucalyptus (miell, Ambositra), le miel Morondava (miel 4) ont

été achetés sur le marché local d’Antananarivot(a009, tandis le letchis (miel2004 et le
miel de forét (miel32005 ont été fournis par le département de Biologig&ftale de la Faculté
des Sciences de I'Université d’Antananarivo. Le InMéchaud (miel5) a été acheté en Corse
(Novembre2005 et les autres miels dont le miel Elisa (miel&)miel de bruyere (miel7) et le
miel de maquis (miel8) ont été fournis par desu@feurs de Ferrals Les Montagnes (Owen,
décembre2005. Tous ont été conservés sans précautions spggisdgu’a utilisation pour

analyse.

Préparation des échantillons pour analysEnviron 50-70 mg de miel (pesé et noté
soigneusement) sont dissous dans un bécher dam&ldnge HO/D,O 95:5 en volume au 'on
ramene ensuite a 0,5 ml apres transfert danshenRMN de 5mm. On ajoute avec précaution
quelques gouttes de dioxanne-1,4 (5-7 mg) et domiobe soigneusement la masse qui va servir
de référence interne pour I'enregistrement du tspd®MN. Pour les miels 1-5 (miels locaux et
miel Michaud), on laisse le mélange s’équilibrelagdempérature ambiante de la salle (21°C)
avant I'enregistrement RMN. Pour les miels de breyet le miel de maquis, les spectres ont été
immeédiatement enregistrés apres la préparatioeaemtillons

Analyse par RMN du carbone-IBous les spectres RMN ont été enregistrés sur aep@auker
Avance 400 opérant & 9,4 T (400,13 ptir 100,63 MHz pout>C) avec une sonde de 5mm et &
la température ambiante de 21°C. Les déplacemémsiques §) sont donnés en ppm par
rapport au dioxanne-1,4 comme pris comme référémeene a °C,HgO, ; 67,12 ppm). Les
enregistrements sont effectués avec une largeatraf;ecompléte de 250 ppm avec découplage
standard en mode CPD (Composite Phase Decoupluag) las parametres suivants : largeur
d’'impulsion = 2,67 us (angle de Ernst égal a 3@8mps d’acquisition = 1,3 s (64K de
données) ; temps de relaxation : 1 s (donnantmpgedotal de répétition de 2,3 s. La résolution
digitale est de 0,183 Hz/pt; le hombre d’accumaolatest de 3000 pour un échantillon. Les
données de FID sont multipliées par une fonctiopoeentielle (1,0 Hz) avant transformée de
Fourier.

Identification et quantification des sucregne liste de données RMN du carbone-13 des
différents sucres avec les différents oligosacdesri contenus dans des miels d’origine
botanique et géographique différente a été prépargartir des donnés des bases de données
informatiques et des fiches manuelles du Labaetde Chimie et Biomasse ainsi que des
données provenant des recherches effectuées serndnt (SDBS; NMRSHFTDB).
L’identification et la quantification des différensucres ont été alors effectuées a partir de cett
liste enregistrée sur simple feuille de calcul BExae tenant compte des écarts moyens de la
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moyenne des pics pour chaque sucre identifié. akesils des formes tautomeériques ainsi que la
simulation graphique des spectres s’effectuentlasoméme feuille de calcul Excel.
2.2, Principes des méthodologies d'analyse

avec la RMN du carbone-13 assistée par
ordinateur

Les évolutions impressionnantes de la RMN qualgaont fait presque passer
inapercus les progrés dans la RMN quantitative dfaijleurs n’a pas fait I'objet de beaucoup
d’attention et a été méme plutbt négligée au débuiout par la communauté académique.
Pourtant, la RMN quantitative utilisant surtoupl®ton couvre plusieurs domaines d’étude tels
gue la quantification dans les mélanges compldaeglidation des produits de référence et de
pureté, I'étude de la stabilité des produits, ketwde mécanisme et de cinétique des réactions et
I'étude des biosynthéseSC). D'autre part, le carbone-13 étant le noyaulls gtudié dans les
composeés organiques, a une sensibilité quatrenfoisdre que celle du proton et est en plus
handicapé par son faible abondance naturelle dé.1DEs 1957, quatre ans aprés la sortie des
premiers appareils RMN du proton commerciaux, Ldoute a obtenu le premier spectre de
carbone-137° Mais pour différentes raisons techniques, il dufattendre I'introduction des
techniques de transformé de Fourier pulsée de Etn&ndersoh’* en 1966 aprés les travaux
préliminaires de Lowe et Norbetéf pour que des avancées majeures dans la pratiqlee de
RMN du carbone-13 se fassent jour. Néanmoins, I&RM carbone-13 qui a été surtout utilisé
pour I'étude des biosyntheses, a peu a peu traes/applications en analyse quantitative.

Intéréts de l'utilisation de la RMN du carbone-13. Comparée aux autres méthodologies
d’analyse, la RMN présente des avantages indésiable

1. Les spectres, du moins pour les métabolites issieeta biomasse, sont
réalisés habituellement a température ambiante gitant ainsi d’éviter la dégradation ou la
transformation des molécules thermosensibles ;

2. Un autre avantage de la RMN est son caractere maasii permettant de
récupérer I'échantillon a fin d’autres expériences.

Par rapport a la RMN du proton:

3. le carbone constitue le squelette de toutes le®aulds organiques et les
différents atomes présents sont dans la majoritAsénte des cas magnétiqguement non
équivalents. Ainsi d’'une facon générale, le spedgeRMN *°C présente autant de raies de
résonance qu’il y a de carbones dans la molécule ;

4. lirradiation totale des protons qui permet de welver dans le spectre
qu’une raie de résonance par carbone simplifieidéreblement les spectres de RMN'i@ ;

5. Dans le domaine des petites molécules ou nousiltesm les raies des
spectres de carbone présentent une bien meill@smution que celles des protons grace au
temps de relaxation transversaleplus long pour le carbone que pour le proton ;

6. le domaine de résonance du carbone s’étend suplage beaucoup plus
vaste (250 ppm) que celle du proton (12 ppm). @eature avantageusement une plus grande
dispersion spectrale.
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2.21. Techniques de découplages en RMN
du carbone-13 et édition spectrale

Nous allons commencer cette section par une rapidee sur les fondements des
techniques de découplage CDP que nous avons esilise analyse qualitative et en analyse
guantitative.

2.2.1.1. Techniques de découplage
Composite Pulse Decoupling (CPD)

Si la techniqgue de découplage en onde continW®)(Qui s’effectue a partir
d’'une seule fréquence (not&E€{*H}) ne permet pas de couvrir I'ensemble des protimsous
les carbones, les techniques de découplage a kmagde (par bruits) permet de faire un
découplage sur tout 'intervalle en entier du sgede proton. L'utilisation des générateurs de
bruits qui opérent sur une bande de 1000 Hz, sufisent large pour découpler 'ensemble des
protons des spectres de carbones conduit toutefiés nouveaux probléemes :

(1) I'élargissement de la bande de fréquence deitdeaes appareillages qui
demandent des puissances de plus en plus élepé@gyquant un échauffement excessif et qui
peut endommager I'’échantillon,

(i) un échauffement est inévitable en expérience deupdage inverséH(X)
avec un héteronoyau de failjle

On a ainsi remplacé le découplage par génératelbrut par le découplage par
impulsion donnant ainsi naissance aux techniqgue€aposite Pulse Decoupling ou CPD
élaboré en premier par Elviét coll et & qui on a donné le nom de MLEX.Comme les
schémas MLEV sont tres sensibles au moindre dézalagphase, on lui préfere le schéma
WALTZ dont le plus utilisé est le WALTZ18* Le nom « composite » provient du fait que ces
techniques sont constituées elles-mémes d’un namtanbre de séquences d’'impulsion de base
au nombre de 16 dans notre cas (Il existe par eleclmMLEV17 avec 17 séquences de base).
Ces « composites » entrent dans les séquenceawsques plus élaborées, la ou I'on aura
besoin de découplage du proton tels que le DEPTlesu techniques de corrélation
hétéronucléaires 2D.

2.2.1.2. Techniques d’'édition spectrale de
carbone-13 avec les CDP

Les arrangements des créneaux se traduisant pposiion ON et OFF du
découpleur du candH sur le délai d’acquisition AQ et le temps de xakion d1 permettent de
faire I'édition des spectres selon les besoinsufididateur suivant les schémag ci-dessous.

1H ; i . AQ : » | Cop 1 : Spectre avec couplage et sans NOE. le
! ' ipwi découpleur est OFF durant les deux phases de
H : : AQ relaxation et d’acquisition.
13C . i d1i
1c — 2 le découpleur est ON durant toutes les
2 phases d'acquisition et de relaxation On a un
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" cop spectre découplé avec total NOE (spectre 13C

standard)
3 : le découpleur est ON durant la phase de

relaxation et OFF pendant I'acquisition. On a un
spectre couplé et avec NOE (gated spectrum)

Schéma 12différents types d’'édition de spectre de carbone 4 : le decoupleur est ON durant la phase

Selon les besoins de ['utilisateur, 'appareillage RMN peut fournir différents schémas de ~ d'acquisition et OFF durant la relaxation. On au

CPD tels que le MLEV16 ou le WALTZ16 etc. un spectre découplé sans aucun NOE (
découplage en créneaux inversés ).

2.2.2. Analyse qualitative des mélanges
complexes par RMN du 3C

Trois principaux parametres directement accessipias le logiciel d’aide a

I'identification déterminent la caractérisation adesmstituants d’'un mélange (F®). :

(i) Le nombre de pics observés par rapport au nombpacdeattendus pour chaque
molécule ;

(i) le nombre de superposition de pics qui peuventegure quand deux carbones
appartenant a deux molécules différentes ont ternent le méme déplacement chimique ;

(i) les variations des déplacements chimiques des masbdans le spectre du
mélange par rapport aux valeurs de référeadg (

Banque de donnée

| phénoks

I <k ‘ sSucres
i ] ) | m ‘uu
[ T T =T

a8 wu e e -

diterpénes

| 0 BOTRE DU MELA NCE GO MPLE <E |

l L 3 {NT] !.I ] W i
Logiciel daide & I'identification I. I
[.__lil

0 Nombre de C observés . ” : : =
O Nombre de superposition

O Variation asde s By e S %:?'" -

¥
Identification des constituants J

Figure 7 : Protocole expérimentale d'analyse ddangés complexes par RMN du carbone-13

2.2.2.1. Familles de composés et banques de données
Cette méthodologie a été appliquée a différenteslizss de composés (terpenes,

lipides, sucres, phénols) selon un protocole erpgntal propre et spécifiguement adapté suivant
des paramétres précis techniques d’enregistremesntsgectres (séquence d’impulsion pour
I'acquisition des données), accompagnés des conditi'analyse (nature du solvant, dilution).
Les banques de données de laboratoire sont coldimemt enrichies avec des spectres des
produits commerciaux, des produits isolés et ifiéstiou encore par des produits préparés par
hemi-synthese
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2.2.2.2. Potentiels et limites de I'analyse par
RMN du carbone-13

Nous avons appliqué la méthodologie d’'analyse R&N *°C dans divers
domaines de la biomasse telles que les résinebules essentielles, les extraits aux solvants
des plantes médicinales ou dans le domaine deslipgaslynthétigues complexes comme les
parfums. (Spectrg)

cbci3

2 2 2
2
| (| ||l|jLI J‘ ||J|J L

M J ‘

200 130 160 140 120 100 g0 1] 40 20 1] ==

Spectre 9 Spectre de carbone 13 du parfum "Berlingot" dans 1eCDCla.
Enregistrement spectre : Séquence d'impulsion standard CDP sur Bruker Avance 400 (100,625 MHz 13C; solvant CDCls); nombre de
balayages : 4000 ; référence triplet des pics résiduels CDCI3 & 77,61 ; 77,29 et & 76,97 ppm. Echantillon pris : 78,5 mg dissous dans 0,5ml de
solvant dans le tube RMN. Nombre de pics enregistrés : 158. Pics des composés majoritaires : 1 alcool benzylique ; 2 limonene

b

200 150 100 50 ]

Spectre 10 Région de 0-210 ppm du spectre de la fraction PmF-&DH-AcOEt dans le DMSO-@.

Enregistrement spectre : Séquence d'impulsion standard sur Bruker Avance 400 (100,63 MHz 13C ; solvant DMSO); 33 mg d’extrait dans 0,5
ml de solvant).

La principale limitation se situe dans la sengiitjui se traduit par une limite de
détection relativement restreinte par rapport autkea méthodologies spectroscopiques. Ainsi,
nous n'avons pas pu déterminer les triterpénesngitoaes isolés d®. madagascariensidans
les extraits analysés par RMN du carbone-13. (8p¢0)

2.2.3. Méthodologie d'analyse quantitative
par RMN du carbone-13

Une des conditions primordiales en RMN pour I'asalyquantitative est une
réponse homogene de I'ensemble des noyaux de eaft®rEn général, deux facteurs majeurs
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sont responsables de la réponse non uniforme dgauxo (i) le temps de relaxation
longitudinale T des carbones, et (ii) les variations des effet&ENO

2.2.3.1. Revue des quelques
considérations expérimentales

En tenant compte des facteurs résultant deefl des effets NOE, diverses
considérations expérimentales portant sur les s@gseou l'utilisation des réactifs ont été
élaborées pour une meilleure approche de la queaatitin par a RMN du carbone-13. Une
relaxation totale des tous les carbones de I'enkedds molécules supposées présentes dans le
mélange est obtenue par un angle d’'impulsion dec®@tbinée a un délai d’attente égale a 5-7
fois T, du temps de relaxation le plus loHg!"®*""L’application simultanée de ces paramétres
et du découplage en créneaux inverses (inverse-datmupling), qui provoquera la suppression
des effets NOE est reconnue comme étant la séqstanugard de la quantification par RMN du
carbone-13"® La diminution des temps de relaxation & la suppression des effets NOE
peuvent étre également obtenues par I'utilisaties réactifs de relaxation paramagnétiques tels
gue le Cr(acag)ou le Fe(acag) Néanmoins, cette technique nécessite des temgséldieentre
les impulsions relativement longs et un nombre @lawulation suffisamment important pour
compenser les pertes deffet NOE. D’autre partlatfissement de raie a certaines
concentrations induit par les réactifs de relaxapeut étre préjudiciable pour la résolution des
pics en analyse des mélanges complexes/°Nmiis Kalinoswki®® ont montré qu’une autre
approche de la quantification par RMN HC peut étre réalisée avec des séquences mettant en
ceuvre une série rapide d’impulsion courte. En eféetdiminution de I'angle d’'impulsiom
amoindrit les différences d’aimantation entre leyaux d’'inégal temps de relaxation T1 avec
des risques toutefois de baisse du ratio signabsiit S/B. Une solution intermédiaire entre les
approches ci-dessous constitue une bonne répongel’pnalyse quantitative des mélanges
complexes contenant des noyaux avec dedifférents. Les conditions sont obtenues par une
séquence optimale permettant de réduire au minirasrdifféerences d’aimantation entre les
noyaux de T différents tout en permettant d’obtenir le meitleapport S/B suffisant dans un
laps de temps le plus court possible. La détermoinate ces conditions peut étre abordée par un
calcul théorique suivant I'équatiort][qui permet de calculer, pour des valeurs deeflTdes
délais de relaxation, I'aimantation restaurée diogau®®*

S M O[l_e(—D/Tl)]

B +D[1-e'™ cosa]
S/B : rapport signal sur bruit ; MO : aimantation initiale ; D : délai de relaxation en secondes (égale a la somme du temps

d’acquisition ACQ et du délai d’attente entre deux impulsions A) ; T+ : temps de relaxation longitudinal exprimé en secondes ; o :
angle d'impulsion exprimé en degrés.

[Equation]
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100
% Figure 8: Courbe de restitution de
80 l'aimantation (S/B) des noyad3C
T,=0,5s . ' - .
o L en fonction de l'angle d'impulsion
a.
T=1s
60
& 50 . .
3 —— [ La courbeles.t tracee en fonction de a
40 ——— — pour un délai de relaxation D1 = 1,4s
— T=3s i i
30 = . avec le temps de relaxation variant de
\\ R 1= \ . . )1 .
. [ — 0,5 a 6s en application de I'équation 1
Ti=6s
10 (voir application en annexes
0 pin, p.118
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angle d'impulsion o (en degrés)

Sur la figures, un anglea = 90° induit une différence de I'ordre de 60% enés deux valeurs
extrémes de T1; par contre, la réduction de lamgls’accompagne d’'une diminution des
différences d’aimantation mais également du rapBdst qui ne doit pas étre trop faible pour
permettre I'observation des signaux des constitudntmélange. Les méthodologies que nous
avons utilisées se sont inspirées de cette apppminel’étude quantitative des mélanges tout en
laissant pleinement jouer I'effet NOE.

2.2.3.2. CPD et méthodologie développés au
laboratoire de chimie et biomasse

La méthodologie développée au laboratoire de chahiBiomasse different des
méthodologies ci-dessus qui, pour la plupart, agili les séquences de créneaux inversés pour
supprimer les effets NOE. En effet, cette méthogielwepose sur I'observation expérimentale
gu’une différence vraiment significativde I'effet NOE sur les intensités des carbonesee
produit gu’entre les carbones quaternaires etdgsones protonés.

Principes et pratigues On laisse alors l'effet NOE jouer son rble pmati qui est
l'augmentation du rapport signal/bruit d'enviro®20 Ainsi on compense partiellement la faible
sensibilité de la RMN>C et cela permet d'enregistrer des spectres damlan raisonnable.
Théoriguement cet effet peut avoir une incidend&minte en fonction du carbone considére.
Cependant, les plus gros écarts d'intensité omt éatre les carbones portant des hydrogenes et
ceux qui n'en portent pas. On ne tient pas dona@imrompte de l'intensité desrbones
guaternaires dans les calculs quantitatifRar ailleurs les facteurs d'accroissement NOEomé
manifestement pas trés différents pour les carbpr@®nés car lorsqu'on fait la moyenne des
intensités de ces carbones on s'apercoit quetligpa est toujours faible ce qui indique que les
accroissements d'intensités dus a l'effet NOE @siparable pour les carbones pris en compte
dans les calculs de quantification. Ces considaratsont a la base des méthodologies utilisées
dans le laboratoire de chimie et biomasse. Noliseartns alors la séquence de CPD pour tous
les enregistrements de spectre de carbone en amplgsitative ou quantitative.

2.2.3.2.1. Etapes de mise au point d'analyse
qualitative et quantitative

Trois étapes sont nécessaires pour la mise au geil'analyse qualitative et
particulierement de l'analyse quantitative : (igréation et enrichissement de bibliotheques
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informatisées des spectres de référence enregatr@boratoire et décrits dans la littérature; (ii
Adaptation d’'un protocole expérimentglii permette de réaliser une quantification caeretes
constituants en tenant en compte les contraint@migues en séquence RMN ainsi que les
contraintes codts (temps d'analyse) ; Mglidation du protocolgar I'analyse sur des mélanges
artificiels des composés de haut degré de pureté.

Calcul quantitatif et méthode de validation Le calcul quantitatif se base sur I'intégratiasd
pics protonés, non superposés et parfaitementusesibés spectres, réalisée a partir de la
moyennedes intégrales sélectionnées (Ac) pour chaque aui@éles constituants du mélange
afin d’éviter des variations d’'impacts éventueliésffet NOE entre les différents signaux de la
molécule. Pour chague moyenne calculée, on testeigenne des écart-types pour valider les
mesures. L'expérience a montré que l'utilisatios déquences d’impulsion intermédiaire avec
des angles variant de 30° a 45° apparait commet édarmeilleure approche pour la
quantification des molécules dont les temps dexatilen des atomes;Varient beaucoup entre
eux. On quantifie chacun des constituants du mélagay la mesure de I'intégration des leurs

signaux par rapport a uméférence internele quantité connue que I'on ajoute dans le mélange

n n
La moyenne des intégrales des pics est donc pour une molécule donnée: A .=> A, /> n, (1); ni étant le nombre de pics protonés, non
1 1

superposés et parfaitement résolus pour une molécule donnée parmi les constituants du mélange (1); I'écart-type E est donnée par la
relation : E¢=(Aj) ; et I'écart moyen défini en % par: E, =L00A ./ E ; pour une mesure valide : E; <10%. On peut procéder ainsi a

I'application de la formule des % moyen en masse de chaque constituant.

_AcxMcxmg Alors, la comparaison des intégrations des sigriesxcomposeés et de la
~ ArXMg référence interne permet de calculer la masse a@euchdes constituants du

[Equation 2] mélange selon la formule de I'équation [2] :

C

mc: masse calculée du composé ; Ar et Ac: aires du ou des carbones pris en compte respectivement pour la référence interne et pour le
composé considéré ; mr : quantité ajoutée (mg) de référence interne ; Mr et Mc : masses molaires de la référence interne et du composé
considéré. La référence interne utilisée en général est le diglyme ; pour les mesures en solutions aqueuses on utilise plutdt le dioxanne comme
référence interne.
Cas des composeés terpéniques dans les mélanges dergs de résines de pinLa
connaissance des temps de relaxation (par expéridiigversion récupération) permet de
déterminer les conditions de protocoles expérimentdanalyse par RMN du carbone-13 des
classes de composés. Pour les résines, on utdiskglyme (di-2-méthoxyéthyle) dont les
signaux ne provoquent aucune superposition avgudesdes constituants a quantifier (Le temps
de relaxation T des carbones méthylénique vaut 3,8 s), le pouagenén masse pour chaque
composé devient :
_2A XMcxmg
A, XM,
Le coefficient 2 provient de la nature symétrigedal molécule de diglyme. La validation de ces
calculs se fait selon par simple calcul statistigiesuivant les valeurs de I'écart moyen des

intégrales des pics.

[Equation 3]

Mmc
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Spectre 11 : RMNlu carbone-13 de la résine brute typique dE. kesiya

Cas des sucres dans les mélanges complexes de.rh&lnature des miels rendant impossible
I'utilisation de la plupart des solvants organiqueschoix du solvant pour I'analyse directe des
sucres dans les miels s’est naturellement oriegrtg kemploi de I'eau deutériée.
Référence interne et mesure quantitative. Tamate et Bradbury ont identifié et quantifiéedssucres
simples par I'observation de certaines résonar@exctgristiques dont les carbones anomériques
et les hauteurs des signaux a la place des iniggsaavec le dioxane-1,4 comme référence
interne® Cette approche utilisant la moyenne des intensiésssignaux de certains carbones
caractéristiques similaires possédant des tempslabeation T1 comparables s'utilise aussi dans
I'analyse des huiles végétales avec meso, di- et triglycérides®? Mazzoni® dans ses études
sur les miels par la RMN du carbone-13 a utiliséeesivement les intensités moyennes de
signaux RMN des sucres en général et des interdggsarbones anomériques en particulier
pour effectuer I'analyse quantitative des sucres :

_ 4l XM gxmp

ST XM,

ms : masse du sucre considéré ; Ms : masse molaire du sucre ; Is : intensité moyenne des pics exploitables dus sucre ; mp : masse de la

dioxanne-1,4 ajoutée comme référence interne ; Io : intensité moyenne des pics de dioxane-1,4 (prise égale & 100) ; Mo masse molaire de la
dioxanne. Le chiffre 4 provient de la double symétrie de la dioxanne (4 atomes de carbones isochrones a 67,12 ppm).

[Equation 4]

Les spectres des composeés glucidiques dans lesigegl@aomplexes que sont les miels sont en
fait confinés dans une région étroite entre 60Letdpm.

o -

T T T T T T T T T T T T T
1z0 1=0 110 100 [0 30 T0 S0 50 40 30 20 10 L] = el

Spectre 12 :Spectre RMN dé&°C typique des miels d’échantillon & 100 MHz
Largeur spectrale : 250 ppm ; systéme de solvant : H20/D20 : 95 :5 en volume ; référence interne : dioxane-1,4 & 67,12 ppm.
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Les spectres de miel possedent un nombre élevémpositions, mais |'expérience montre
gue ce nombre élevé ne géne pas, mais associé@tansités, aide a l'identification par exemple
des composés minoritaires isomeres.
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3. RESULTATS ET DISCUSSIONS SUR LES RESINES DES PINS ET DES SUCRES DES LES MIELS

Cette sectior8 nous amene aux résultats de I'application des odélbgies d’analyse sur les
constituants terpeniques des résines provenantédeantillons deP. kesiyaet P. patula
d’origine géographique diversa.q.) et sur les constituants glucidiques des mielgigitoe
botanique et géographique variéas2()

3.1. Analyses des résines provenant des échantillons d e P. kesyia et P. patula

Cette étude sur les résinesRlekesiyaet deP. patulase divisera en quatre parties : I'analyse des
fractions volatiles des échantillons.{.2.) ; L’analyse des fractions non volatile3.1.2.) ;
L’étude de l'aspect global de chaque échantillonrésine 8.1.3.) et finalement, I'étude

comparative des échantillorq{.4.).

3.1.1. Analyse des fractions volatiles
des résines par CPG et 13C-RMN
3.1.1.1. Analyses des fractions d’échantillons individuels

Les résultats de l'analyse des fractions volat{E¥) ou essence de térébenthine apres
hydrodistillation sont reportés pour chaque échiantiL’identification de chacun des composés
terpeniques des FV se trouveamexes

Fraction volatile Pk1. La quantification rend compte pour 96,1% (coloapelaire) et 96,3%
(colonne polaire) des 15 constituants terpeniq@sgpport a la masse de la fraction volatile.
On observe un seul sesquiterpéene le longifolene @vds (Tablea22).

Tableau22: Constituants terpéniques de la fraction volatile déPK1
Sur les tableaux, 'ordre est donné suivant 'élution sur colonne apolaire (BP-1) déterminé par l'indice de Kovats IK. L'astérisque * signifie
coélution constituants. Les pourcentages en masse sont donnés a la fois sur colonne apolaire (BP-1) et colonne polaire (BP-20). Apres
validation de l'identification par RMN la quantification se fait par CPG (Voir principes, méthodes et matériels)

IK ( BP-1) IK (BP-20) % sur BP-1% sur BP-20 Identification

N° Composés

1 a-Pinéne 936 1034 83,2 83,6 ¥C-RMN, IK
2 Camphéne 946 1074 1,1 1,1 BC-RMN, IK
3 B-Pinéne 973 1116 1,6 1,6 ¥C-RMN, IK
4 Myrcéne 983 1165 0,5 0,5 ¥C-RMN, IK
5 A3-caréne 1007 1153 0,4 0,4 B¥C-RMN, IK
6 B-phellandréne +limonéne* 1023* 7.4 0 ¥%C-RMN, IK
.7 Limonéne* 1023* 1204 - 0,8 B¥C-RMN, IK
8 B-Phellandréne* 1023* 1206 - 6 ¥C-RMN, IK
9 Terpinoléne 1080 1287 0,4 0,4  BC-RMN, IK
10 Verbenol-trans 1129 1681 0,4 0,4 “C-RMN, IK
11 Bornéol 1151 1704 0,1 0,1 BC-RMN, IR
12 Terpinéol-4 1157 1599 0,1 0,1 BC-RMN, IR
13 Pinocamphéol-iso 1163 1712 0,2 0,2 “C-RMN, IR
14 Longifoléne 1409 1571 0,4 0,4 BCe-RM, IR
15 Thujonea + tricycléne* 923 - 0,4 ¥C-RM, IR
16 Thujonea ** 923 1034 - - BC-RMN, IR
17 Tricycléne* 923 1016 0,3 0,3 BC-RMN, IR

Total 96,1 96,3 95,9

Monoterpénes 95,7 95,9

Sesquiterpénes 0,4 0,4
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Fraction volatile Pk2
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Spectre 13 RMN du carbone-13 de I'essence de térébenthine d&Zdans le CDC}

Le spectre 13 montre le profil de la fraction vibdatle I'échantillon Pk2 a dominantepinene
(tableau 23)

Tableaw23; Constituants terpeniques de la fraction volatile dé?k2

Ne Composés IK ( BP-1) IK (BP-20) % (BP-1) % (BP-20) Identification
1 Tricycléne 920 1012 0,3 0,3 ™C-RMN, IK
2 o-Pinéne 932 1027 81,9 81,6 “C-RMN, IK
3 Camphéne 943 1068 1,1 1,1 C-RMN, IK
4 B-Pinéne 970 1112 2,6 25 BC-RMN, IK
5 Myrcéne 979 1160 0,4 0,4 BC-RMN, IK
6 Caryophylléne-trans 1418 1593 0,8 0,8 ¥C-RMN, IK
7 B-Phéllandréne + 1.8-cinéole + limonéne* 1020* 5,2 - BC-RMN, IK
8 1.8-cinéole + limonéne* 1020* 1201 - 0,6 C-RMN, IK
9 B-Phéllandréne* 1020* 1211 - 4,7  BC-RMN, IK
10 Terpinoléne 1077 1282 0,3 0,3 “C-RMN, IK
11 Longifoléne 1406 1565 3,4 3,4 SBC-RMN, IK
12 B-trans-farneséne 1450 1663 0,1 0,1 “C-RMN, IK

Total 96,0 95,8

Monoterpénes 91,7 91,5

Sesquiterpénes 4,3 4,3

Identification des composés par RMN 13C ; analyse quantitative par CPG : effectuée & 0,1prés., * : coélution sur colonnes CPG.

Fraction volatile de Pk3.

| ) | .u[ A ‘.Lﬂmul.HHL : l |k J Nt

. T v v T T v t ' T T T v T n
200 150 - 100 s0 o ppm |

Spectre 14: RMNu carbone-13 de I'essence de térébenthine de Ri&ns le CDC}

Le spectre 14 montre le profil de Pk3 a dominghphéllandréne. Teneur totale en masse pour
21 constituants :77.1% sur colonne apolaire et%&6r colonne polaire (Voir table24)
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Tableau24 : Identification et quantification des mono- esgeaiterpénes de la fraction volatile de Pk3

N° Constituants IK (BP-1) IK (BP-20) % (BP-1) % (BP-20) Identification
1 acétate de bornyle 1270 1582 0,9 0,9 BC-RMN, IK
2 Camphéne 945 1072 0,7 0,7 BC-RMN, IK
3 cinéole + limonéne* 1024 1205 - 2,6 BC-RMN, IK
4 cryptone* 1163 1658 - 0,1 BC-RMN, IK
5 cymeéne para 1013 1275 1,0 1,0 BC-RMN, IK
6 dodecanal* 1381 1712 0,1 0,0 BC-RMN, IK
7 estragole* 1176 1675 2,0 2,0 BC-RMN, IK
8 eudesmol-pD] 1639 2216 2,6 2,6 BC-RMN, IK
9 humuléne-y 1477 1696 15 1,5 BC-RMN, IK
10 Longifoléne 1411 1574 18,2 18,2 BC-RMN, IK
11 longipinéne-a 1355 1471 4,6 4,7 13C-RMN, IK
12 muuroléne-o* + dodecanal* - 1712 - 1,4 BC-RMN, IK
13 muuroléne-o* 1499 1712 1,3 - BC-RMN, IK
14 Myrcéne 982 1164 0,6 0,6 BC-RMN, IK
15 phéllandrene + cinéole + limonéne* 1024 - 32,2 - BC-RMN, IK
16 phéllandréne-pO 1024 1217 - 29,7 13C-RMN, IK
17 Sativéne 1393 1529 3.2 3.2 BC-RMN, IK
18 terpineol-4* + cryptone* 1163 - 0,6 - BC-RMN, IK
19 terpinéol-4* 1163 1603 - 0,5 BC-RMN, IK
20 ylangéne-o* 1372 1484 1,0 0,0 13C-RMN, IK
21 ylangéne-a + copaéne-o* - 1484 - 1,6 13C-RMN, IK
22 copaéne-o* 1373 1484 0,6 - 13C-RMN, IK
23 a-pinéne 932 1028 5.3 5,6 BC-RMN, IK
24 B-pinéne 972 1115 0,7 0,7 13C-RMN, IK

Total 771 77,6

Monoterpénes 51,1 51,5

Sesquiterpénes 26,0 26,1

(**) signifie recherche sur base de données autres que la base de données TERPENES.

Douze constituants identifiés constituent 77,1%'ldgéle essentielle obtenue (colonne apolaire)
ou 77,6% (polaire). On note pour I'échantillon Rk& plus grande diversité de constituant.

A o ¢ Notons que I'ylangéne-et le copaéne-sont deux isoméres
HSC%/ He tres proches dont la complexité structurale entalés cibles

H,C R R R
HC de synthése avec feylangéne et I@-copaéne®

a-copaene a-ylangéne

CH,

Fraction volatile P. patula.

En plus des trois échantillons de résine provemniast especes de. kesiya nous avons un
échantillon provenant dB. patuladont le spectre clairsemé annonce un profil & danex-
pinene.
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Spectre 15 : Profil 13&MN de I'essence de térébenthine dupRtula
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Treize constituant: 89,1% sur colonne apolaire,589sur colonne polaire. (Table28a)
Tableaw25: Individualisation des constituants de la fraction wlatile P. patula

N° Constituant IK (BP-1) IK (BP-20) % (BP-1) % (BP-20) Identification
1 o-pinéne 936 1033 77,2 76,9 BC.RMN, IK
2 Camphéne 946 1073 1,3 1,4 BC.RMN, IK
3 Verbenéne 948 1130 0,6 0,7 3C.RMN, IK
4 B-pinéne 972 1116 4,0 4,2 BC-RMN, IK
5 cymeéne para 1013 1275 0,2 0,3 BC.RMN, IK
6 Phéllandréne-f + cinéole + limonéne* 1022 1,5 - BC-RMN, IK
7 phéllandréne-p0 1022 1214 - 0,5 BC-RMN, IK
8 cinéole + limonéne* 1022 1205 - 1,1 B3C.RMN, IK
9 campholénal-a 1106 1494 1,1 1,0 BC-RMN, IK
10 verbenol trans 1129 1680 1,3 1,4 3C.RMN, IK
11 mentha-1,5-dien-8-ol-para 1146 1729 1,0 1,1 BC.RMN, IK
12 Terpineol-a 1173 1699 0,5 0,5 3C.RMN, IK
11 Longifoléne 1420 1570 0,4 0,4 BC.RMN, IK

Total 89,1 89,5

Monoterpénes 88,7 89,1

Sesquiterpenes 0,4 0,4

L'ordre d'élution et 'ordre de pourcentage sont donnés par rapport & la colonne apolaire BP-1; (*) signifie pour co-élution ; les autres
constituants a I'état de trace c-a-d : de teneur = 0,03%. On retrouve les coélutions classiques sur colonne apolaire en CPG du phéllandréne-3
+ cinéole + limonéne* et du cinéole + limonéne*.

Les résultats obtenus ci-dessus permettent d'efeatne étude comparative de la composition
des résines des différents échantillons dans kgpa@phe qui suit.

3.1.1.2. Comparaison des fractions
volatiles des échantillons

Trente composés terpeniques ont été donc idengitiés 'ensemble des quatre échantillons. Le
Pk3 posséde la plus riche diversité en constituanpeniques surtout en sesquiterpenes avec 21
composes, dominée par le phéllandr@nandis que le Pk2 est la moins dotée avec dia- L’
pinéne, leB-pinene, le camphéne sont observés sans coéluios tous les échantillons a des
différentes teneurs. b-pinéne reste de loin le constituant majoritairaf g@our le Pk3 ou sa
teneur chute a 5,3%. (Table26)
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Tableau 26: Comparaison des éluats chromatographiques des ftéions volatiles sur colonne apolaire

N®  Eluats Pkl Pk2 Pk3 Pp
1 acétate de bornyle - - 0,9 -
2 a-pinéne 83,2 81,9 53 77,2
3 Bornéol 0,1 - - -
4 B-pinéne 1,6 2,6 0,7 4
S Camphéne 11 1,1 0,7 1,3
6 Campholénal-a - - - 1,1
7 A3-caréne 0,4 - - -
8 caryophyllene-trans - 0,8 - -
9 cinéole* - - - -
10 Cinéole + limonéne* - 0,6 2,6* 11
11 cryptone* - - 0,1 -
12 Cyméne para - - 1 0,2
13 Dodecanal* - - - -
14 estragole - - 2 -
15 Eudesmol-B - - 2.6 -
16 Farneséne-trans— - 0,1 - -
17 Humuléne-y - - 15 -
18 limonéne* 0,8 - - -
19 Longifolene 0,4 3,4 18,2 0,4
20 longipinene-a - - 4,6 -
21 Mentha-1,5-dien-8-ol-para 1 - 1
22 Muuroléne-a - - 1,3 -
23 Muuroléne-a* + dodecanal* - - 1,4* -
24 Myrcene 0,5 0,4 0,6 -
25 Phéllandréne-f3 + cinéole + limonéne - 52 32,2 1,5
26 phellandréne-B +limonéne 7,4 - - -
27 phéllandréne-B 6 4,7+ 29,7 0,5
28 pinocamphéol-iso 0,2 - - -
29 Sativéne - - 3,2 -
30  Terpinéol-a - - 0,5
31 terpineol-4* 0,1 0,5* -
32 terpineol-4 + cryptone* - - 0,6 -
33 Terpinoléne 0,4 0,3 - -
34 thujone* - - - -
35 thujone-a + tricycléne 0,4* - - -
36 Tricyclene* 0,3 0,3 - -
37 Verbenéne - - - 0,6
38 verbenol trans 0,4 - - 1,3
39 ylangéne-a + copaéne-a* - - 1,6* -
40 ylangene-a - - 1 -
41 copaéne-a* - - 0,6 -

Les éluats avec * : en coélution. Pour les valeurs avec * : valeurs prises sur colonne polaire.

Le phéllandreng®est présent dans tous les échantillons, en coglationon. Il représente le
second constituant majoritaire des fractions viglatsauf avec le Pk3 ou il prend la téte. Le
limonéne, considérée comme un des critéres det@uadis résine®’ est détecté en CPG
toujours en coélution avec le phéllandrgneule cinéole Ce dernier, source de métabolite doté
d’activité cardiovasculaire se détecte toujoursceglution avec le limonene dans tous les
échantillons sauf avec le Pk1l. Notons que le phéianeB, le camphéne et le limonene forment
un groupe de critére d’age ou leur concentratiagnante avec I'dge de I'arbt On remarque
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une teneur relativement non négligeable du eudeBnuli est un alcool sesquiterpénique
possédant une activité antiangiogénique import2fitee A-caréne, possédant des propriétés
anti-microbiennes et source disoméres pour syethet®réosélective s’observe seulement
comme minoritaire dans le Pk1. Du tableau précéaénon peut extraire un apercu global des

teneurs totales en composeés hydrocarbonés et cky@éablea27).
Tableaw?7 : comparaison ds teneurs pour total hydrocarboiwta oxygéné

Echantillon Pkl Pk2 Pk3 Pp

% sur colonne cpg O APF % (PY % (AP} % (PY % (APY % (PY % (AP} % (PY

Total hydrocarboné 95,3 955 909 952 38,7 67,5 83,7 844
Total mixte® - - - - 32,2 4,0 15 1,1

Total oxygéné 0,8 0,8 5,2 0.6 6,2 6,1 3,9 4,0

Total 96,1 96,3 961 958 77,1 77,6 89,1 895

a: "% des constituants sur colonne apolaire CPG (BP1) ; b : "% des constituants sur colonne polaire CPG (BP20) ; ¢ : mélange en coélution de
composés hydrocarbonés et oxygénés

On observe, comme dans le cas général, une prédotmiren teneur des constituants
hydrocarbonés sur les composés oxygénés.
3.1.2. Analyse directe par RMN du 13C

des fractions non volatiles

3.1.2.1. Analyse des fractions individuelles
Les fractions non volatiles (FNV) issues des cobo@s apres extraction a I'éther de la phase

aqueuse de I'hydrodistillation sont soumises daewnt a I'analyse par RMN du carbone-13.
(Voir Matériels et méthodes). Pour l'identificati®MN des constituants, vaénnexegp.125).

Fraction non volatile PK1.

L il ni .M“| L |BIN

— T T T T T

I ! I
200 150 100

T T

Spectre 16 RMN-°C de la colophane fraction non volatile Pkl
L’analyse directe du mélange complexe de la fraction volatile rend compte pour neuf acides
résiniques et trois constituants diterpéniquesrasutProfil RMN spectrd6). Le criblage de la
fraction volatile conduit aux résultats donnéslpaableal2s.
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Tableau28 : Composés résiniques identifiés a partir du spect

Composés B¥c  sup Im Composés B¥c  sup Im
Acide abiétiqud 20/20 9 15,4  Acide palustriquTe 20/20 7 57
Acide déhydroabigtiqde 1820 9 79 Acideisopimarique 2020 8 4.3
Acide déhydro-15(16)-abiétique ~ 19/20 8 1,8  Acide pimariqué 18/20 9 2,8
Acide 15-hydroxyabiétigie 20/20 12 1,1 IsoPimaral 2020 10 1,0
Acide Iévopimariqu% 19/20 4 4,0 Pimaral 19/20 5 11
Acide néoabiétique 20/20 4 4,1 Pimarol 17/20 9 11

Criblage par base de donnée TERPENES : Seuil de 3C : 70% ; seuil A5 :0,06 ppm. Im : intensité moyenne ; 2: Ad: 0,10 ppm pour la fonction
acide & 184,95 ppm, et & 34,87 ppm pour le groupement isopropyle rattaché au cycle en C15 ;Ad = 0,09 pour les déplacements & 50,92,
46,30, 38,27 ppm ; C5 44,88 ppm (Ad: 0,13). ©: Ad respectivement & 0,08 et 0,07 ppm pour les carbones C5 (44,58 ppm) et C1 (37,91 ppm).
¢: Alcool C15: déplacé a 72,38 ppm (Ad = 0,09 ppm). 9: C13 138,84 ppm (Ad = 0,08) ; Ad = 0,09 ppm pour C14 a 119,10 ppm ; Ad = 0,09
ppm pour le carbone en téte de jonction de cycle C9 (49,50 ppm) et 0,08 ppm pour le carbone quaternaire C4 (47,46 ppm). ¢ : le carbone
isopropylidéne C15 déplacé a 123,49 ppm avec Ad = 0,07 ppm. f: Attribution du pic a 35,08 ppm (Ad = 0,07 ppm, | = 4,12) pour C1 au lieu de
35,20 ppm ( Ad = 0,05 ppm, | = 1,15 et en superposition avec pimaral). 9 : Attribution du pic & 47,19 ppm (Ad = 0,09, | =2,71) pour C5 en téte
de pont au lieu de & = 47,25 ppm (Ad = 0,03 ppm, | = 3,29 en superposition avec I'acide néoabiétique). " : Attribution du pic & 127 ppm avec
Ad = 0,07 ppm pour le carbone oléfinique C14 du cycle C. (Voir annexe, p. 131

Le total des constituants quantifies (table®) forme 71,7% de la masse de la fraction non
volatile analysée avec 69,1% d’acides diterpénigetete reste, 2,6% constitués diterpenes
neutres, en lI'occurrence, le pimaral (1,1%) ; pisoaral (0,9%) et le pimarol (0,6%). Les acides
possédant le squelette abiétane représentent Seg%onstituants identifiés et constituent les
composantes majoritaires de la fraction non vaatiec I'acide abiétique en téte (26,0%), suivie
par I'acide déhydroabiétique (11,4%), I'acide paigsie (7,9%) et I'acide Iévopimarique (5,1%)

'acide néoabiétique étant de méme teneur quedkadsopimarique, tous deux a 5,0%,

devancant I'acide pimarique (4,0%Yo{r annexes Pk1, p. 121

Tableau29: Quantification des constituants de la fraction norvolatile Pkl

N° Constituants Ajre moyen ET®  écartmoyen % Mc(mg)®  ®% constituants
1 Acide abiétique 24,6 1,98 8,1 12,0 26,0
2 Acide déhydroabiétique 10,9 1,04 9,6 5,3 11,4
3 Acide palustrique 7,5 0,74 9,9 3,6 7,9
4 Acide lévopimarique 4,9 0,19 4,0 2,4 51
5 Acide isopimarique 4,8 0,42 8,8 2,3 5,0
6 Acide néoabiétique 4,8 0,47 9,9 2,3 50
7 Acide pimarique 3,8 0,38 10,2 1,8 4,0
8 Acide 15(16)-déhydroabiétique 2,8 0,19 7,0 1,3 29
9 Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 1,6 0,10 6,3 0,8 1,8
10 Pimaral 1,1 0,07 6,2 0,5 1,1
11 Isopimaral 0,9 0,08 8,8 0,4 0,9
12 pimarol 1,2 0,14 12,0 0,3 0,6
Total : 71,7%

Masse de la fraction non volatile analysée : 46,7 mg, masse du diglyme : 10,8 mg ; aire moyen des intégrales des pics du diglyme : 99,804 ;
8 aire moyen donné par la moyenne des intégrales retenues donnée par la formule (1); b. ET ou écart-type; C: écart moyen (écart-

type/aire moyen) doit étre <10 ; 4. masse de chaque constituant ; € : % de chaque constituant rapporté & la masse de la FNV analysée.
Les deux acides minoritaires sont de la squeldtigtane dont I'acide 15(16)-déhydroabiétique

et I'acide 15-hydroxydéhydroabiétique respectivenaed,9 et a 1,8%.
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Fraction non volatile de Pk2

200 s 100 so
Spectre 17 : Spectre RMRC de la fraction non volatile Pk2

Fraction non volatile Pk2 : 49,9 mg ; référence interne diglyme : 7,3 mg ; pics CH2 du diglyme respectivement a 71,89 et a 70,50 ppm ; solvant
CDCls ; angle d'impulsion de 30° .

-

-
0 [ppm]

Douze constituants ont été identifiés (tablaaydans le Pk2 dont le spectre 17 montre le profil
RMN ; totalisant pour 10 acides résiniques en ples deux minoritaires neutres, le pimaral et
l'isopimaral. @nnexes p. 122)

Tableau 30ldentification des constituants de la colophane (&ction non volatile) Pk2

N° Constituants Nombre de °C identifiés SUP Intensité moyenne
1 acide abiétique® 20/20 7 19,38
2 acide palustrique 20/20 5 19,22
3 acide lévopimarique® 20/20 7 17,34
4 acide néoabiétique 20/20 7 11,17
5 acide déhydroabiétique® 20/20 12 10,82
6 acide pimarique® 20/20 11 9,53
7 acide isopimarique 20/20 8 5,38
9 acide 15(16)-déhydroabiétique 20/20 9 2,16
8 acide sandaracopimariquef 20/20 11 1,57
10 Pimaral 18/20 8 1,57
11 acide 15-hydroxydéhydroabiétiqueh 20/20 13 1,34
12 isopimaral® 18/20 10 1,07

Seuil maximum de variation de déplacement chimique Ad = 0,06 ppm ; seuil de % de carbone identifié : 0,7 ; SUP : nombre de superposition.
a: A5 0.13, 0,10, 0,09 et 0,07 ppm respectivement pour C10 (50,93 ppm), C1 (37,18 ppm), C3 (37,28 ppm) ; bAS 0,18 (185,31 ppm,
COOH), 0,07 (138,25 ppm), 0,08 (119,11 ppm), 0,09 (49,50 ppm), 0,11 (40,23 ppm); €: Ad 0,08 (acide : 185,15 ppm) ; d:A5 0,08 (44,58
ppm), 0,08 (37,90 ppm) ; € A5 0,10 (128,31 ppm) ; f: 0,08 (48,80 ppm), 0,07 (38,27 ppm); 9: A5 0,09 (34,44 ppm), 0,10 (25,08 ppm) ; h.
Ad 0,24 (184,76 ppm , acide).

Quantification des constituants dans la fraction no volatile Pk2. (tableau31) Les douze
constituants, de teneur variant de 0,5% a 18,38igent pour 90,0% de la masse totale de la
fraction non volatile. L’écart moyen des aires niésa des pics reste inférieur a 10%, sauf pour
les constituants minoritaires tels que les diteggameutres : le pimaral et I'isopimaral ainsi que
les acides diterpéniques : l'acide sandarapicomariqacide 5-hydroxydéhydroabiétique et
I'acide 15(16)dehydroabiétique. Les acides posdél@éasquelette abiétane représentant 71,3 %
des constituants identifiés constituent les compesamajoritaires de la fraction non volatile
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avec l'acide abiétique en téte (18,5%), suivi pacile palustrique (16,4 %), l'acide
lévopimarique(16,4 %), I'acide déhydroabiétique (10,5 %), I'aciikoabiétique (10,2 %).
Tableau 31Quantification des constituants de la fraction norvolatile Pk2

N° Constituants Aire écart-type écart moyen Mc (mg) % des ,
moyenne % Composés
1 Acide abiétique 27,8 1,98 7,13 9,21 18,5
2 Acide palustrique 24,7 1,74 7,03 8,20 16,4
3 acide lévopimarique 22,4 2,17 9,68 7,42 14,9
4 Acide déhydroabiétique 16,0 1,25 7,81 5,26 10,5
5 Acide néoabiétique 15,4 1,31 8,51 5,10 10,2
6 Acide pimarique 12,1 1,22 10,09 4,02 8,1
7 Acide isopimarique 7,2 0,64 8,85 2,40 4,8
8 Acide 15(16) déhydroabiétique* 3,6 0,43 11,97 91,1 2,4
9 Acide sandaracopimarique* 2,2 0,30 13,65 0,73 15
10 Pimaral* 2,1 0,25 12,01 0,65 1,3
11 Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 1,2 0,08 7,19 410, 0,8
12 iso-Pimaral* 1,0 0,14 13,76 0,32 0,6

Pourcentage total en masse des constituants iésntif 90,0%

Masse de la fraction non volatile analysée : 49.9 mg, masse de diglyme pris comme référence interne : 7,9 mg ; aire moyen des intégrales des
pics du diglyme : 99,229.

I'acide 15(16)-déhydroabiétique (2,4%) et I'acideHydroxydéhydroabiétique 0,8 % fermant la

série. Les composés de la série de pimarane agrgtipour 18,7% du reste des composeés
identifiés avec l'acide pimarique (8,1%), I'acideopimarique (4,8 %) et les deux diterpénes
neutres L’analyse ainsi effectuée rend compte 9036 de la masse totale de la fraction non
volatile analysée avec 88,1 % d’acides diterpérsgleereste, 1,9 % étant constitués des deux
diterpenes neutres, le pimaral avec 1,3 % ; l'iswpal 0,6 %.

Fraction non volatile de Pk3

Le spectre 18 ci-dessous montre le profil RMN 1&Qadfraction volatile de I'échantillon Pk3.

o ]

A e JLM 1L | I“MJ
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Spectre 18: RMMlu **C du mélange complexe de la fraction non volatileadla résine Pk3

Outre le pimarol et le pimaral, dix acides résieigjont été identifiés directement dans la
colophane issue du Pk3 (tablea®). (Voir aussiannexe$k3, p. 124)

Page77 sur 1571



Chapitre 2

Résultats et discussions Résines de pin

Tableau32: Constituants de la fraction non volatile de Isimé Pk3 par analyse directe RMN du carbone-13

N° Constituants 3C identifitis  SUP  Im  écart-type  écart moyen %
1 Acide palustrique 20/20 7 14,49 1,24 8,55
2 Acide déhydroabiétique 20/20 9 12,58 1,97 15,64
3 Acide pimarique 19/20 12 9,34 0,22 2,32
4 Acide lévopimarique 19/20 6 9,01 0,77 8,57
5 Acide isopimarique 19/20 3 6,59 0,66 10,03
6 Acide abiétique 15/20 5 6,23 0,57 9,22
7 Acide néoabiétique 20/20 5 2,76 0,27 9,73
8 Acide sandapicomarique 20/20 12 1,73 0,13 7,36
9 Pimaral 17/20 8 1,37 0,03 1,93
10 Acide hydroxy-15-déhydroabiétique 20/20 11 1,37 190, 13,99

11 Pimarol 18/20 12 1,22 0,10 8,31
12 Acide déhydro-15(16)-abiétique 19/20 7 1,15 0,12 ,510

La quantification (tablead3) donne un pourcentage total en masse de 71,8%adkoh non

volatile Pk3 dont le constituant majoritaire eaclde palustrique (16,0%).
Tableau 33 Quantification de la fraction non volatile de Pk3

N° Constituants m?;reenne ecar,moyen  gcart-type Md(9) Cooﬁnggzés
1 Acide palustrique 17,264 7,77 1,34 7,2 16,0
2 Acide déhydroabiétique 13,947 9,14 1,27 5,8 12,9
3 Acide pimarique 13,721 9,31 1,28 5,7 12,8
4  Acide lévopimarique 9,806 6,48 0,64 4,1 9,1
5 Acide isopimarique 7,848 7,01 0,55 3,3 7,3
6 Acide abiétique 5,613 7,79 0,44 2,3 52
7 Acide néoabiétique 3,129 8,84 0,28 1,3 2,9
8 Acide hydroxy-15-déhydroabiétique 1,513 0,87 0,01 0,6 1,4

9 Acide sandarapicomarique 1,388 13,83 0,19 0,6 1,3
10 Acide déhydro-15(16)-abiétique 1,234 7,35 0,09 0,5 1,1

11 Pimarol 1,167 7,43 0,09 0,5 1,0
12 Pimaral 0,883 7,63 0,07 0,3 0,8

TOTAL 71,8%

Masse de la fraction non volatile analysée : 49.9 mg, masse de diglyme : 7,9 mg ; aire moyen des intégrales des pics du diglyme : 99,229.
Le pimaral s'observe avec la teneur la plus faif®l8%), au-dessous du pimarol (1,0%), la

teneur totale en composés diterpéniques neutigsitedonc a 1,8% des constituants identifiés.
L’ensemble des composés dérivés du squelette pimasa chiffre a 23,2% englobant I'acide
pimarique (12,8%), l'acide isopimarique (7,3%) et rhinoritaire acide sandaracopimarique
(1,3%). Les autres acides minoritaires relévensgluelette abiétane dont I'acide 15-hydroxy-
déhydroabiétique (1,4%) et l'acide 15(16)-déhydrétidue (1,1%) juste derriere l'acide
sandaracopimarique. L'ensemble des composés ddassecde l'abiétane qui forment les
composeés majoritaires s’éleve a 48,6%. On obseiusi &acide palustrique comme le
constituant majeur (16,0 %), suivi par I'acide dé#toabiétique (12,9%). L'acide Iévopimarique
vient en quatrieme place derriere I'acide pimarigquec 9,1%, l'acide abiétique et l'acide
néoabiétique se trouvant respectivement &°1% & 7™ place avec 5,2 et 2,9%Vofr annexes
résine Pk3, p.12)
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Fraction non volatile P. patula.

| Al L
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Spectre 19 Spectre RMNC de la fraction non volatile provenant de la résia Pp
Par rapport aux résultats précédents, parmi lesatistituants de la fraction non volatile, aucun

composé diterpénique neutre n'a été détecté. (AaBk)
Tableau 34 Individualisation des constituants de la fraction non volatile de la résia Pp par RMN *C

N° Constituant 13C identifiés ~ SUP b écart-type écart moyen %
1 acide palustrique 20/20 6 15,0 2,6 17,4
2 acide abiétique 20/20 5 14,5 2,5 17,1
3 acide levopimarique 20/20 5 10,7 1,4 13,1
4  acide déhydroabiétique 20/20 12 9,8 15 15,0
5 acide néoabiétique 20/20 6 8,4 1,2 14,8
6 acide pimarique 19/20 5 7,6 1,2 15,9
7 acide 15-hydroxydéhydroabiétique 20/20 11 2,6 0,7 26,6
8 acide 15(16)-déhydroabiétique 20/20 8 2,5 0,5 20,2
9 acide sandaracopimarique 20/20 9 1,9 0,4 20,5
10 acide isopimarique 17/20 6 11 0,3 29,5

La quantification (tablea85) rend compte pour une teneur totale en masse ®%66e

I’échantillon Pp dans laquelle I'acide abiétique\ar en téte avec 14,0%/dr annexes Pp, p.128
Tableau 35: Répartition en masse des constituésiisiques Pp

N Constitiants mopenet TP BRI nc () comdots
1 Acide abiétique 19,7 1,4 7,3 6,5 14,0
2 Acide palustrique 17,1 1,1 6,3 57 12,1
3 Acide déhydroabiétique 14,3 0,7 4.8 4.7 10,0
4 Acide néoabiétique 11,4 1,1 9,4 3,8 8,1
5  Acide Iévopimarique 11,3 0,4 3,6 3,7 8,0
6  Acide pimarique 10,9 1,0 9,5 3,6 7,7
7  Acide déhydro-15(16)-abiétique 3,5 0,3 8,4 1,2 2,5
8  Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 29 0,0 1,2 1,0 2,1
9 Acide sandaracopimarique 1,9 0,1 52 0,6 1,4
10 Acide isopimarique 1,3 0,2 18,3 0,4 0,9
Total 66,8%

Masse de la fraction non volatile analysée : 46,7 mg, masse de diglyme pris comme référence interne : 7,3 mg ; aire moyen des intégrales des
pics du diglyme : 99,425.

Le second -constituant majoritaire est l'acide paigse (12,1%); suivi par l'acide

déehydroabiétique (10,0%), I'acide néoabiétique¥®,1’'acide pimarique (7,7%). Le groupe des
acides minoritaires est constitué par I'acide 15{déhydroabiétique (2,5%), suivi de lI'acide 5-
hydroxydéhydroabiétique (2,1%) et avec I'acidedsaacopimarique (1,4%) devancant l'acide
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isopimarique (0,9%). L'ensemble des acides dérivdat squelette d’abiétane constitue
évidemment la majeure fraction du mélange comptiéxéa colophane avec 56,8% tandis que
les acides dérivant du pimarane ne constituentLQ&e de I'ensemble.

3.1.2.2. Comparaison des fractions
non volatiles des échantillons

Pour I'ensemble des échantillons, dix acides rgags et trois composeés diterpéniques neutres,

le pimaral, I'isopimaral et le pimarol ont été deéés et quantifiés. (Tablea6)
Tableau 36: Comparaison des quantifications des constituantdans les fractions non volatiles

N° Constituants* Pk1 Pk2 Pk3 Pp
1 Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 1,8 0,8 1,4 2.1
2 Acide abiétique 26,0 18,5 5,2 14,0
3 Acide déhydro-15(16)-abiétique 2.9 2,4 1,1 2,5
4 Acide déhydroabiétique 114 10,5 12,9 10,0
5 Acide isopimarique 5,0 4.8 7,3 0,9
6 Acide lévopimarique 51 14,9 9,1 8,0
7 Acide néoabiétique 5,0 10,2 2,9 8,1
8 Acide palustrique 7,9 16,4 16,0 12,1
9 Acide pimarique 4,0 8,1 12,8 7,7
10 Acide sandaracopimarique - 15 1.3 14
11 Isopimaral 0,9 0,6 - -

12 Pimaral 11 1,3 0,8 -

13 Pimarol 0,6 - 1,0 -

* : composition rapportée a la masse des fractions volatiles obtenue par quantification.

L’acide abiétique de teneur globale variant de -IB8% sauf pour le Pk3 (4,0%), l'acide
palustrique (5,0-13,6%) et I'acide déhydroabiétiddg2-9,9%) sont parmi les trois premiers
composés majoritaires du lot d’échantillons towsgseces confondues. Avec ces résultats, nous
sommes en mesure de donner pour chaque échauldloésine un aspect qualitatif global et un
aspect quantitatif global.

3.1.3. Aspect qualitatif et qualitatif
global des résines

Les résultats précédents nous ont donné les temmsrdractions volatiles, les teneurs des
fractions non volatiles. Connaissant le rendensentuile et le rendement d’extraction, on peut
établir la composition globale par rapport a la seasotale de chaque résine purifiée par
utilisation d’'une péréquation. Pour chacun des @dl@ns qui vont suivre, nous donnerons les
alors les résultats globaux décrivant I'aspectlieoe résine.

Echantillon PK1. Les acides diterpéniques constituent 43,4% dédiae, contre 1,7% pour les
diterpénes neutres et 9,8 % pour les monoterpémestittiés majoritairement paraFpinene
(9,4%), lep-pinene forme 0,2% de I'ensemble et deux minogtaie camphéne et le myrcene
sont présents avec la méme teneur de 0,1%. Leata®ferécapitule la composition globale de
I'échantillon Pkl avec I'ensemble des 16 constitsadentifiés formant 54,8% de la résine.
Dans la résine ainsi analysée, l'acide abiétiquendéole constituant majoritaire parmi les
composés identifies avec 16,3% de la masse tatadet suivi par lb-pinéne rendant compte
pour 9,4%.
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Tableau 37Composition globale de la résine Pkl de Briéville

N° Constituants % résine® N° Constituants % résine’
1 Acide abiétique 16,3 9 Acide 15(16)-déhydroalyidi 1,8

2 o-Pinéne 9,4 10 Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 1,1

3 Acide déhydroabiétique 7,2 11 Pimaral 0,7
4  Acide palustrique 5,0 12 Isopimaral 0,6

5 Acide lévopimarique 3,2 13 Pimarol 0,4

6 Acide isopimarique 3,2 14(3-Pinéne 0,2

7 Acide néoabiétique 3,2 15 Camphéne 0,1
8 Acide pimarique 2,5 16 Myrcéne 0,1

8 teneur en masse par rapport a la résine analysée ; % total : 54,8%.

Les autres acides de structure abiétane se swape@s avec 7,2%, 5,0%, 3,2% respectivement
pour I'acide déhydroabiétique, I'acide palustrigaid’acide Iévopimarique. L’acide néoabiétique
et I'acide isopimarique sont présents a la mémeuede 3,2% de I'acide |évopimarique, tandis
que l'acide pimarique les suit avec 2,5%, précétemteux acides minoritaires, I'acide 15(16)-
déhydroabiétique (1,8%) et l'acide 15-hydroxy-délogthiétique (1,1%). Les composés
diterpéniques se situent devant les monoterpenés précédemment avec le pimaral (0,7%),
I'isopimaral (0,6%) et pimarol (0,4%).

Echantillon Pk2. Les composés diterpéniques constituent 74,2 % désiae, contre 4,5 %
pour les constituants volatils Le tablez®i donne la récapitulation globale de la compositien

I’échantillon Pk2 avec I'ensemble des 16 constitsguantifies formant 78,7 % de la résine.
Tableau 38: Composition globale de la résine Pk2

N° Constituants % résifie N° Constituants % résifie
1 acide abiétique 15,2 9 Acide 15(16) déhydroabiétique 2,0
2 Acide palustrique 13,6 10 Acide sandaracopimarique 1,2
3 acide lévopimarique 12,3 11 Pimaral 11

4 Acide déhydroabiétique 8,7 12 Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 0,7
5 Acide néoabiétique 8,4 13 iso-Pimaral 0,5

6 Acide pimarique 6,7 14 B-Phéllandrene 0,2

7 Acide isopimarique 4,0 15 Longifolene 0,2

8 a-Pinéne 3,8 16 [B-Pinéne 0,1

Composition globale identifiee 78,7%

Rendement en volatile : 4,71% ; rendement en extraction de la phase aqueuse : 82,6% ; @ : rendement global par rapport & 'échantillon.
Les acides résiniques forment ainsi les composantgeritaires identifiées dans cette résine

avec l'acide abiétique en téte (15,2%), suivi dacitle palustrique (13,6%), l'acide
lévopimarique (12,3%), I'acide déhydroabiétique7¥8), L'acide néoabiétique (8,4%), I'acide
pimarique (6,7%) et I'acide isopimarique (4,0%)atpinéne ne vient qu’en*8®rang avec 3,8%
contre 9,4% pour Pkl ceci pouvant étre a causemiement en volatil plus faible (4,71%) par
rapport a I'échantillon Pkl (11,31%). On détecte meonoterpenes IB-phéllandréne (0.2%)
aprés l'a-pinéne et le sesquiterpene longifolene 0,2% contia@de sandaracopimarique
(1,2%) absents dans I'échantillon Pk1l. Par cor&epimaral (1,1%) et I'isopimaral (0,5%)
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apparaissent constamment en minoritaires a dearengativement comparables dans les deux
échantillons.

Echantillon Pk3. Le tableau fina9 illustre la composition globale de la résine
Tableau 39: composition globale de la résine provenant de lbhantillon Pk3

N° Constituants %o résine N°  Constituants % 0% résine
1 Acide palustrique 12,4% 9 Acide sandarapicomarique 1,0%
2 Acide déhydroabiétique 9,9% 10 Acide déhydro-15(16)-abiétique 0,9%
3 Acide pimarique 9,8% 11 Pimarol 0,8%
4 Acide Iévopimarique 7,0% 12 Pimaral 0,6%
5 Acide isopimarique 5,6% 13 phéllandrene-f 0,3%
6 Acide abiétique 4,0% 14 Longifoléne 0,2%
7 Acide néoabiétique 2,2% 15 a-pinéne 0,1%
8 Acide hydroxy-15-déhydroabiétique 1,1% 16 longipinéne-a 0,1%

Rendement en huiles : 1,12% ; rendement extraction a I'éther : 77,08% ; % total des constituants provenant de la fraction non volatile : 55,4% ;
% total des constituants provenant de la fraction volatile : 0,7% ; % globale de la résine : 56,1%

La description globale montre d’'une maniere sigaifive la composition globale de la résine
atteignant jusqu'a 56,1%. Les composantes non iledatonstitués des dérivés résiniques
forment les 55,4% de la résine, alors que les ce@ggpade la fraction volatile n’en constituent
que 0,7%. L’acide palustrique en est ainsi la cosapte majoritaire avec une teneur de 12,4% ;
suivi par l'acide déhydroabiétique avec 9,9% sudeepres par I'acide pimarique (9,8%), celui-
ci devancant l'acide lévopimarigue a 7,0%. Les esidisopimarique,abiétique avec
respectivement 5,6%, 4,0% terminent cette sérieai@posantes « majoritaires ». Les acides
minoritaires, constitués par l'acide néoabiétigiegide 15-hydroxydéhydroabiétique, I'acide
sandacopimarique, ainsi que l'acide 15(16)-déhyuédmue sont détectés a des teneurs
respectivement égales a 2,2%, 1,1% ; 1,0% et 008X dérivés résiniques neutres, le pimaral,
ainsi que le pimarol sont également présents ecoesentrations relativement faibles de 0,8%
et de 0,6%, pourtant supérieur a I'ensemble desstitoants volatils. Ces derniers sont
représentés a des taux significatifs de 0,3% pepghéllandrene, 0,2% pour le longifoléne,
0,1% pour la-pinéne et 0,1% pour longipinewe-

Echantillon de P. patula Apercu sur I'aspect qualitatif et 'aspect quaattftglobal de la résine

sir le tableawo.
Tableau 40Composition globale de la résine provenant de I'éemtillon P. patula

N° Constituants % résin8 N°  Constituants % résin8
1 Acide abiétique 10,4 7 Acide déhydro-15(16)-abiet 1,8
2  Acide palustrique 9,0 8 Acide 15-hydroxy-déhydhiétique 1,6
3 Acide déhydroabiétique 7,5 9 a-pinene 1,2
4  Acide néoabiétique 6,0 10  Acide sandaracopimariqu 1,0
5 Acide lévopimarique 59 11  Acide isopimarique 0,7
6 Acide pimarique 5,7 12 B-pinéne 0,1

Rendement en huiles : 1,62% ; rendement extraction : 74,27% ; Total : 50,9 % en masse ; @ : teneur en masse rapportée a la masse de résine.

La méthodologie utilisée sur la résine brute subgela péréquation nous a donc permis de
déterminer la composition jusqu’a 50,9% de la ®gle I'échantillon de Pinysatula L’acide
abiétique est le constituant majoritaire avec 10stfiwi par I'acide palustrique (9,0%), I'acide
déhydroabiétique (7,5%), I'acide néoabiétique (§,0Pacide lévopimarique (5,9%). L'acide
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pimarique (5,7%) sépare cette série d’acides dgril squelette d’abiétane des autres acides du
groupe des minoritaires dont vient en téte I'acid€16)-déhydroabiétique (1,8%), suivi de
I'acide 5-hydroxydéhydroabiétique (1,6%). C'esglée vient se placerd-pinéne avec 1,2% et
qui sépare cette série d’acides du squelette daiméminoritaires des autres acides du squelette
pimarane dont I'acide sandaracopimarique (1,09%)idle isopimarique (0,7%). LB-pinéne
termine la liste des constituants de la résine ammalysée avec une teneur de 0,1%.

Aprés ces descriptions globales, nous sommes aarmel’effectuer une étude
comparative sur les teneurs des constituants pporaa la masse entiere des résines purifiées.
3.1.4. Etude comparative des échantillons

de Pinus et discussions

Ce paragraphe termine le chapitre sur I'analyserégines des pins par RMN du
carbone-13 par une étude comparative des résaliaies échantillons individuels e kesiya
et I'échantillon deP. patula Le tableaw#1 résume une comparaison des compositions en classe

de composes terpéniques des fractions volatilesretolatiles des échantillons

Tableau 44: Comparaison des compositions des fractions volés et non volatiles des échantillons
Composition %

Constituants

PK1 Pk2 Pk3 Pp

total fraction non volatile® 71,8 90,0 71,9 66,8
- Acides diterpéniques 69,1 88,1 70,1 66,8

— diterpénes neutres 2,7 1,9 1,8 0,0
total fraction volatile” 96,0 96,3 76,4 89,2
- monoterpénes 95,7 91,7 51,1 88,7

- sesquiterpénes 0,4 4,3 26,0 0,4

8 % rapportée aux FNV obtenues aprés hydrodistillation ; b o rapportés par rapport aux essences obtenus par hydrodistillation.

Une comparaison des % des constituants des fraatiom volatiles est donnée par le tabléau
Tableau 42: Comparaison des constituants dans les fractionon volatiles

N° Constituants* Pk1 Pk2 Pk3 Pp
1 Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 1,8 0,8 1,4 2,1
2 Acide abiétique 26,0 18,5 5,2 14,0
3 Acide déhydro-15(16)-abiétique 2,9 2,4 1,1 2,5
4 Acide déhydroabiétique 114 10,5 12,9 10,0
5 Acide isopimarique 5,0 4.8 7,3 0,9
6 Acide lévopimarique 51 14,9 9,1 8,0
7 Acide néoabiétique 5,0 10,2 2,9 8,1
8 Acide palustrique 7,9 16,4 16,0 12,1
9 Acide pimarique 4,0 8,1 12,8 7,7
10 Acide sandaracopimarique - 15 1.3 14
11 Isopimaral 0,9 0,6 - -

12 Pimaral 11 1,3 0,8 -

13 Pimarol 0,6 - 1,0 -

* : composition rapportée a la masse des fractions non volatiles obtenue par quantification.

L’acide abiétique de teneur globale variant de -IB8% sauf pour le Pk3 (4,0%), l'acide
palustrique (5,0-13,6%) et I'acide déhydroabiétidde2-9,9%) sont parmi les trois premiers
composés majoritaires du lot d’échantillons towsgeces confondues. Finalement, le tableau
43 donne le résumé des % globaux des quatre écbastiiar rapport aux masses des résines
utilisées.
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Tableau 43: Comparaison des compositions globales des échdloiis de résine

Constituants Pkl Pk2 Pk3 Pp constituants Pkl Pk2 Pk3 Pp
Acide 15(16)-déhydroabiétique 1,8 20 09 18 Iswdal 06 05 -
Acide 15-hydroxy-déhydroabiétique 1,1 0,7 1,1 1,6mdal 07 11 0,6 -
Acide abiétique 16,315,2 4,0 10,4 Pimarol 0,4 - 08 -
Acide déhydroabiétique 72 87 99 748-pinéne 94 38 00 1,2
Acide isopimarique 32 4,0 5,6 0,PB-pinéne 0,2 - 01 01
Acide lévopimarique 3,2 12,37,0 5,9 B-phellandréne - 02 0,0 -
Acide néoabiétique 3,2 84 2246,0 Camphéne 0,1 - - -
Acide palustrique 5,0 13,612,4 9,0 Longifolene - 02 00 -
Acide pimarique 25 6,7 9,8 57Longipinénea - - 00 -
Acide sandaracopimarique - 12 10 1,0 Myrcéne 10, - - -
Total 54,8 60,1 55,3 50,9

Les acides pimarique (2,5-,8%) et isopimarique -86P6) qui ont été suggérés comme
marqueurs chimiques avec les espéces d€’pffi sont présents dans les échantillons & des
teneurs assez variables. Les principaux acide®ritaires l'acide 15(16)-déhydroabiétique
(0,9-2,0%) ; l'acide 15-hydroxydéhydroabiétique7(Q,6%) sont tous présents dans chaque
échantillon sauf I'acide sandacopimarique (1,0-1,24i n'a pas été détecté avec I'échantillon
Pk1l. On a observé les composés diterpéniques seatrdes teneurs plus faibles que celles des
acides minoritaires. Le pimaral est présent dasmsrteés échantillons de. kesiya(0,6-1,1%), le
pimarol dans le Pkl (0,4%) et le Pk3 (0,8%) ebpisnaral dans le Pkl (0,6%) et le Pk2 (0,5%),
tous les trois étant absents dans le Pp. Les ladasont détectées dans chaque résine a des
teneurs globales relativement faibles sauf pouspihéne dans le Pkl avec 9,4%, mais ce %
diminue rapidement avec les autres échantillor3(2%). Lep-pinéne 0,1-0,2%) n’est détecté
qu'a I'état de trace dans le Pk2 ; il en est de m@our le camphéne qui n’est visible & 0,1%
dans le Pkl tout comme le myrcéne. Des deux corsmesguiterpéniques, le longifolene n’est
présent qu'a 0,2% dans le Pk2 pour 'ensembldisague le longipinene- reste négligeable.
Les résultats de Rezet coll'®® sur leP. nigra de la littérature dans le tablead ci-dessous

nous permettent d’établir une comparaison et dérager la discussion.
Tableau 44: Etude de variabilité intraspécifique deP. nigra par RMN carbone-13

N° Constituants I Il I Ne° constituants | Il [}
1 Acide abiétique 55 92 42 9 Pimaral 1,2 1,3 -
2 Acide déhydroabiétique 87 89 32 10 Pimarol - - -
3 acide néoabiétique 90 7,0 8,2 11 Isopimaral - 0,9 -
4 acide palustrique 9,3 8,4 12,9 12 Isocembrol 10,5 6,2

5 Acide lévopimarique 12,8 7,3 26,0 13 4-épi-isocembrol 11,0 7,2 1,7
6 Acide isopimarique 52 45 3,6 14 Cembréne - - -
7 Acide pimarique 55 5,7 3,6 15 a-Pinéne 55 14,9 6,7
8 Acide sandacopimarique 06 07 0,7 Total 84,8 82,2 70,8

On observe une composition globale variant de @(B8,8 % avec le teneur arpinéne variant

de 5,5 a 14,9%. D’autre part, on observe des coéspdsgerpéniques deérivant du squelette de
cembréne pouvant étre de teneur importante commeé@-isocembrol (1,7-11,0%). Par contre

on note I'absence des acides minoritaires teld'qaiele 15(16)-déhydroabiétique ou l'acide 15-

hydroxydéhydroabiétique. La seule publication goas avons pu trouver concernant I'espece
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P. kesiyaa été effectuée par une firme industrielle chieaisentionnant des analyses aprés

dérivatisation des acides résiniques sur C¥@ableawss)
Tableau 45: Etude de variabilité intraspécifique dspéces de. Kesiyade Chine

N° constituants | I i IV N° constituants | I n v
1 Acide pimarique 6,3 64 6 6,3 7 Acide abiétique 25,5 33,6 40,6 29,8
2 Acide sandaracopimarique 15 14 14 14 8 Acide déhydroabietique 4,5 4,1 4,7 4
3 Acide communique 0 0 0 0 9 Acide néoabietique 21,8 20,6 19,6 21,7
4 Acide Iévopimarique 86 11 04 35 10 merkussii 0 O 0 0
5 Acide palustrique 26 26,3 20,6 27 11 g-pinéne 73,7 72,4 76,2 70,9
6 Acide isopimarique 43 44 43 4 12 ppinéne 16,7 152 9,7 18,2

On observe la présence d’'acide communique ainsidgumerkussi a I'état de trace par CPG.
L’ a-pinéne domine largement la composition de la iactolatile avec des teneurs variant
respectivement de 70,9 a 76,2% suivi par @tpénéne variant de 9,7 a 16,7%.

Remarques et conclusionsComme nous l'avons déja mentionnés kchantillons ont été
collectés dans différentes localités, d’écologfédente ce qui, sans doute, a eu déja des impacts
sur la composition chimique des résines des pinsméene espéce (variabilité chimique
intraspécifique). Aucune considération spécifiqopenme I'age qui est un parametre important
n'a pas été pris n'en compte lors de ces colleetectuées « au hasard ». Par ailleurs, on a
suggéré que les sols moins riches en élémentstifsytrdzote-phosphore provoquent un
enrichissement de la teneur en monoterpéenes dandrdctions volatiles. De méme, les
conditions climatiques telles que la sécheresse@mmues pour avoir des effets importants sur
la composition en monoterpénes et en acides ditempés:®® dont sont affectés
particulierement les composés de type abiét¥Bes variations en composition de composés
sesquiterpéniques et de constituants monoterpenigaavent aussi survenir a la suite des
attaques des insectes herbivdré4d.es incidences des activités humaines tels lesdetbrousse
peuvent avoir également des impacts sur la coniposites résines® Ainsi, nos résultats,
montrant le potentiel de la méthodologie d’analgisecte par RMN du carbone-13, ouvrent la
voie a d’autres études plus poussées appuyéespanéthodes statistiques sur un plus grand
nombre d’échantillons.
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3.2. Analyse quantitative des sucres et étude
comparative des miels d'origines botanique et
géographique diverse

Cette étude sur les sucres dans les miels se divesedeux parties dont la premiére concernera
sur I'analyse quantitative des sucres dans legsli@ehantillons de miel d’origine botanique et
géographique différente3£2.1). La deuxieme partie portera sur le calcul des répantti
tautomériques, l'analyse comparative des miels’étide de quelques propriétés physiques
(3.2.2).

3.2.1. Quantification des sucres dans les

échantillons de miel d'origine botanique
et géographique diverse

Nous allons étudier successivement dans cetteepbasi teneurs en sucres majoritaires et
minoritaires des différents échantillons de miehtdoeux qui proviennent de Madagascar : le
miel d’eucalyptus %.2.1.1), le miel de letchis3.2.1.2), le miel de foréts3.2.1.3) ; le miel
commercial de Morondava3{.1.4) ; les miels provenant de France : le miel commkrc
Michaud de Corse3(2.1.5), le miel Elisa 8.2.1.6), le miel de bruyere3(2.1.7) et le miel de
maquis 8.2.1.8) de Ferrals les Montagne.
3.2.1.1. Miel d’eucalyptus de Madagascar

Le miel d’eucalyptus est le miel commercial le pltépandu a Madagascar.
L’enregistrement du spectre RMN de carbone-13 suéchantillon du miell nous donne le
spectre20 ci-dessous

I | LL R p— oy .

nf *
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Spectre 20 : Spectre RMN carbone-13 du miel d’eucgbtus de Madagascar
La zone spectrale des carbones anomeériques esit@arént dégagée entre 92-105 ppm, elle
contient aussi les résonances de carbones engdmgesles liaisons glycosidiques formant avec
les premiers « I'empreinte digitale » des miels.tableauwse montre le criblage des sucres du
miel d’eucalyptus.
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Tableau 46Criblage des sucres dans le miel d’eucalyptus poudentification

N° | Constituants pics identifiés SUP N° | Constituants pics identifiés | SUP
1 | a-D-glucopyranose 6/6 5 13 | B-F-P-maltulose 9/12 6
2 | B-D-glucopyranose 6/6 4 14 | a-F-F-Turanose 8/12 5
3 | a-D-fructofuranose 6/6 1 15 | B-F-P-turanose 10/12 4
4 | a-D-fructopyranose 6/6 3 16 | B-F-F-Turanose 10/12 6
5 | B-D-fructofuranose 6/6 3 17 | a-G-Nigérose 10/12 9
6 | B-D-fructopyranose 6/6 4 18 | B-G-nigérose 11/12 9
7 | a-maltose 9/12 9 19 | a-iso-maltotriose 12/18 12
8 | B-maltose 10/12 7 20 | B-iso-maltotriose 13/18 12
9 | o-isomaltose 11/12 11 21 | Mélézitose 10/18 9
10 | B-isomaltose 11/12 10 22 | Erlose 10/18 8
11 | a-F-F-maltulose 6/12 6 23 | D-glucitol 6/6 1
12 | B-F-F-maltulose 9/12 8 24 | Raffinose 9/18 8

A variant jusqu'a 0,08 ppm. 1 aDGP; 2 : bDGP; 3 : aDFF; 4 : aDFP ; 5: bDFF; 6 : bDFP, 4pics ; 7: aM; 8 : bM; 9 : aiM ; 10 : biM; 11 : aFFM;
12 : bFFM; 13 : bFPM; 14 : aFFT; 15: bFPT; 16 : bFFT; 17 : aGPN ; 18 : bGPN; 19 : aiMt; 20 : biMt; 21 : Me; 22 : Erlose ; 23 : D-glucitol; 24 :
R, raffinose.

Le spectre21 ci-dessus montre la région entre 90 et 105 ppncddsones anomériques et des
carbones impliqués dans les liaisons glycosidiques.

i e e T e e e b b [ b e e
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Spectre 21: Région des carbones anomeériques eisgyes du miell a 100,625 MHz

L’inspection des régions entre 40 et 80 ppm (Spex2) et surtout celle a gauche du pic du
dioxanne-1,4 permet de détailler les particularbésniel (Figureo)

oo TR L o o g
-l T 2L Z% Q5
éns.og% é (; EE a %
5 3 :

Figure 9 minoritaires de la sous-région spectrale entre 60-
66 ppm du miel d’eucalyptus

T o 65 &0 55 50 [l 4‘0 i Les valeurs portées en étiquette expriment & en ppm. Les hauteurs des
Spectre 22: Région de 40-80 ppm du spectre pideexpriment les intensités relatives. Les pics trop intenses sont omis pour
carbone-13 du miel d’eucalyptus faire ressortir les minoritaires. (intervalle dynamique)

le pic a 67,12 ppm est celui du dioxanne-1,4 rapporté a 100

Les résultats de lidentification et de la quanttion des constituants en utilisant les intensités
sont alors consignés dans le tablaauqui suit. On y voit que 'anomeérg-D-fructopyranose
(bDFP),est le premier des composantes majoritaires depas#s glucidiques avec 22,0 % des
sucres totaux identifiés. Le second constituantoritajre est le-D-glucopyranose (20,3%),
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suivi par son anomere alpha (11,9%). Ce dernierepie alors |3-D-fructofuranose qui ferme

la série des sucres majoritaires avec 7,2%.
Tableau 47Quantification miel d’eucalyptus par la moyenne desntensités

N° | sucres Em | % sucres| N° | Sucres PEm % sucres
1 | a-D-glucopyranose | 85% | 11,9% 7 B-maltose 5,0% 1,2%

2 | B-D-glucopyranose | 6.6% | 20,3% 8 B-F-P-maltulose | 19,7% 1,1%

3 | a-D-fructofuranose | 2,8% | 1,9% 9 B-F-P-turanose | 1,7% 1,0%

4 | a-D-fructopyranose | 9.7% | 0,8% 10 | B-F-F-Turanose | 5.0% 1,0%

5 | B-D-fructofuranose | 7.2% | 7.2% 11 | D-glucitol 3,4% 0,7%

6 | B-D-fructopyranose | 51% | 22,0% Total 69,0%

2 Intensité moyenne des sucres ;

masses.

- écart moyen des mesures sur les intensités ; @: teneur des constituants exprimé en % par rapport aux

A coté des sucres minoritaires habituels, deD-fructofuranose (1,9%) et lex-D-fr
uctopyranose(0,8%), on observe une série consitaék-maltose (1,2%), I8-F-P-maltulose
(1,1%), lep-F-P-turanose (1,0%)3-F-F-turanose (1,0%) et le D-glucitol (0,8%).

oligosaccharides ~ sorbitol-D
1,0%

6,2%

fructose
46,2%

glucose
46,6%

Graphique 1: pourcentage en masse des sucresajaort aux sucres

totaux du miel d'eucalyptus

Classe des sucres teneur
G (agp+bgp) 32,1%
F (aff+afp+bff+bfp) 31,9%
oligosaccharides
- maltose (bm) 1,2%
- maltulose (bfpm) 1,1%
- turanose (bfpt + bfft) | 2,0%
autres monosaccharides
- D-glucitol 0,7%
Total 69,0%
F+G 64,0%
FIG 0,99
oligosaccharides 43 %

L’ensemble des sucres identifiés constitue ainsD%9en masse de I'échantillon du miel
d’eucalyptus étudié que I'on peut représenter éegaphiquet ci-dessus. L'ensemble glucose
et fructose (F+G) rend compte pour 64,0% de la entitsle de miel tandis que le rapport F/G
vaut 0,99. Par rapport aux sucres totaux, les ceggpdu D-glucose et du D-fructose forment
respectivement les 46,3 et les 46,2% de la composit

3.2.1.2.

« Miel des foréts » de Madagascar

Le spectre23 enregistré a 238 ppm présente 292 pics sous hebtioms de sélection de pics de

facon a voir les pics des minoritaires. Le criblpge les bases de données du laboratoire et les

bases de données disponibles sur Internet sunemfification conduisent a 23 composés outre

le raffinose, lb-gentibiose et I@-mélibiose, absents dans miel d’eucalyptus prédeEableau

48)
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Spectre 23: SpectRMN de carbone-13 miel de forét de Madagascar

Le spectre présente grosso modo 3 régions distinctes : la région anomérique et glycosidique entre 90-105 ppm ; la région en amont du pic de
dioxanne entre 67,5ppm et 83 ppm ; la région en aval de 60-66 ppm.

Tableau 48Criblage et identification des sucres dans le migle forét

N°  Constituants pics identifiés SUP N°  Constituants ics entifiés SUP
1  a-D-glucopyranose 6/6 5 14  o-F-F-turanose  10/12 2

2 B-D-glucopyranose 6/6 4 15 B-F-P-turanose  12/12 5

3  o-D-fructofuranose 6/6 1 16  B-F-F-Turanose 11/12 5

4 a-D-fructopyranose 6/6 2 17  a-G-Nigérose 9/12 7

5  B-D-fructofuranose 6/6 1 18 B-G-nigérose 10/12 8

6  B-D-fructopyranose 6/6 2 19  o-iso-maltotriose 15/18 14
7  o-Maltose 10/12 8 20 B-iso-maltotriose 15/18 15
8  B-maltose 9/12 6 21 Mélézitose 14/18 8
9  a-isomaltose 10/12 9 22 Erlose 16/18 8
10 B-isomaltose 11/12 6 23 D-glucitol 5/6 2
11 a-F-F-maltulose 9/12 8 24  Raffinose 12/18 5
12 B-F-F-maltulose 10/12 8 25 a-gentibiose 12/12 8
13 B-F-P-maltulose 9/12 4 26  B-mélibiose 12/12 8

Criblage par base de données informatisées et dépouillement spectral. Ad variant jusqu'a 0,08 ppm. 1 aDGP,; 2 : bDGP,; 3 : aDFF, 5 pics; 4 :
aDFP ; 5: bDFF; 6 : bDFP; 7 : aM, 1 pics ; 8 : bM; 9 : aiM ; 10 : biM; 11 : aFFM; 12 : bFFM; 13 : bFPM; 14 : aFFT; 15: bFPT ; 16 : bFFT; 17 :
aGPN; 18 : bGPN; 19 : aiMt; 20 : biMt; 21 : Me; 22 : Erlose; 23 : D-glucitol; 24 : R, raffinose : 25 : alpha-gentibiose; 26 : béta-mélibiose

Un zoom du spectre de la région des carbones aiguasret des carbones impliqués dans les
liaisons glycosidiques entre 90-105 ppm est maritdessous (spectas).

I l ' L

108 106 e 102 108 A6 =18 a4 F. L 6 i = LT
Spectre 24Région des carbones anomériques du miel des foréts
Une simulation d’'une partie du spectre ci-dessusenierme les pics des carbones anomériques

et des carbones engagés dans des liaisons glypossdest montrée ci-dessous entre deux oses
simples. (Fig.9)
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Figure 10: minoritaires de la sous-région anomériguotre 90 et 105 ppm du miel des ferét
Pics des minoritaires (on omet les pics majoritaires) de la région anomérique 0-105 ppm et de la région de 81-83 ppm. L'intensité des pics est
référée a celle des pics de I'a-fructofuranose aDFF respectivement a 105,02 , 98,62 et a 82,62 ppm. Ce constituant rappelons-le, a le moins
de pics en superposition. A noter les pics des minoritaires tel que I'erlose bien visible a 61,80 et a 100,41 ppm. De la méme fagon, la 3-
mélibiose qui n'a été détecté que dans cet échantillon est identifié par ses pics & 98,70 ppm dans la région anomérique. Les pics de l'isomére
béta de la forme fructofuranose du turanose sont aussi bien visibles dans cette région a 81,40, 98,00, 98,38, et a 102,28 ppm. On observe
aussi le pic du carbone glycosidique du raffinose a 104,17 ppm

Les deux autres spectres de la région séparésepaic Idu dioxanne-1,4 peuvent aussi étre
reconstitués pour visualiser les superpositiongaesdes constituants (Spec2s).

A S wﬂ .L.th..

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Spectre 25région spectrale de 80-60 ppm du miel des foréts déadagascar
L’examen de la liste des pics traduits en graphi@gm@p. 2) permet d’illustrer encore une fois

par la différence entre les différents types ddsnie

Région spectrale & champ fort (entre 67-60 ppm) du
miel2. Comme précédemment, les pics des gros
constituants sont omis et on garde le pic de l'a-
fructofuranose & 63,55 ppm pour référence avec celui
qui est & 61,70 ppm en superposition avec les pics de
I'a-fructopyraniose et le 3-mélibiose. Comme les autres
régions du spectre, cette partie dénote la richesse en

ol SS ULrgEE B WOgeynso- o o ea S5 : o - |

Eé% B SLBLE B £=8=¢8 E% = BEBRSE constituant de I'échantillon. En dehors du D-glucitol
00 o = = . Y .

S3 £ B E 5 o ©ETES avec ses pics a 63,46 ppm ; 63,06 ppm, on les pics de

© ° k= I'erlose a 61,82 et 60,73 ppm, ceux de mélézitose a

62,80 et 61,26 ppm tandis que ceux du raffinose se
démarquent respectivement & 62,77 et & 62,15 ppm.
Graphique 2: Simulation graphique de la région spectrale e®f+60 ppm du miel des foréts de Madagascar

L’analyse des superpositions, des nombres de cesbdadentifiés avec la cohérence des
intensités avec la prise en compte des écarts mgyermet de valider 20 composés résumeés
dans le tableaw9 ci-apres.
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Tableau 49 Analyse des intensités des pics des sucres du ndielforét de Madagascar
N° | Sucres I | EnP | N° [Sucres Im Em

1 | a-D-glucopyranose 10,335 9,3% 11| a-F-F-turanose | 0,435 9,7%
2 | B-D-glucopyranose 17,050 7,0% 12| B-F-P-turanose | 0,355 8,5%
3 | a-D-fructofuranose 4,045| 6,1% | 13|B-F-F-turanose | 0,683 9,7%
4 | a-D-fructopyranose 0,810 5,2% | 14|B-G-nigérose 0,715 | 3,0%
5 | B-D-fructofuranose 15,557 7,8% 15| Mélézitose 0,340 7,8%
6 |B-D-fructopyranose 50,990, 7,5% 16| Erlose 0,376 8,8%
7 | B-maltose 0,357 9,8% | 17| D-glucitol 0,540 13,1%
8 | B-isomaltose 0,427| 11,1%| 18 raffinose 0,414  9,4%
9 | B-F-F-maltulose 0,410 - 19| a-gentibiose 0,385 1,8%
10 | B-F-P-maltulose 0,893| 7,3% | 20|B-mélibiose 0,653 | 3,5%

Analyse des intensités moyennes des pics. 2 : Im intensité moyenne ;  : Ecart moyen Ems ; ©:% sucre : pourcentage en
masse des sucres par rapport a I'échantillon de miel

Ces résultats de quantification permettent alorslagser les divers sucres du miel d’aprés leur
teneur exprimée en % en masse, aved3dB-fructopyranose (36,6%) comme premier

constituant majoritaire de ce miel. (Tablesn)
Tableau 50Classement des constituants en sucres du miel deséts de Madagascar

N° Sucres % sucredl® sucres % sucres (en masse)
1 B-D-fructopyranose 36,6% 11Erlose 0,8%
2 B-D-glucopyranose 12,2% 12Mélézitose 0,7%
3 B-D-fructofuranose 11,2% 13a-F-F-turanose 0,6%
4 a-D-glucopyranose 7,4%  14B-isomaltose 0,6%
5 a-D-fructofuranose 2,9% 150-D-fructopyranose 0,6%
6 B-F-P-maltulose 1,2%  16[B-F-F-maltulose 0,6%
7 B-G-nigérose 1,0% 17a-gentibiose 0,5%
8 B-F-F-Turanose 0,9% 18p-maltose 0,5%
9 B-mélibiose 0,9%  19B-F-P-turanose 0,5%
10 raffinose 0,8% 2Mm-glucitol 0,4%
Total teneur en sucre 80,9 %

Le second constituant majoritaire espi®-glucopyranose avec une teneur de 12,2% suiviepar
B-D-fructofuranose a 11,2% et te D-glucopyranose présent a 7,4%. La série des itaasts
majoritaires est fermée par ke-D-fructofuranose avec 2,9%. L’isomere béta de damk
fructopyranose du maltulose est le seul représedtace type de sucre avec une teneur de 1,2%
ce qui le classe a la téte des constituants desssuuinoritaires des miels dans cet échantillon,
suivi respectivement par [2nigérose avec 1,0% et le b-F-F-turanose a 0,3%detnier avec le
B-mélibiose ouvre la série des minoritaires en dessde 1,0%. Les trois trisaccharides
quantifiés dans cet échantillon sont représentéslepaaffinose (0,8%), I'erlose ainsi que le
mélézitose présents respectivement a 0,8 et a 0, &%majorité des sucres qui restent est
constituée des disaccharides olé-F-Turanose, I@-isomaltose, lex-D-fructopyranose, I1§-
F-F-maltulose tous estimés a la méme teneur de 0,8%,5%. Notons en outre les autres
disaccharides dont le-gentibiose, Ig3-maltose ainsi que IB-F-P-turanose. Le D-glucitol qui
est un alditol termine la série des sucres minoegaavec une teneur de 0,4% presque a la limite
de détection de I'appareil.
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Sorbitol
Oligosaccharide
0,5% Glucose
11,8% .

24,3% Glucose 19,7%
Fructose 51,3%
Oligosaccharides
- disaccharides 7,3%
- trisaccharides 2,3%
D-glucitol 0,4%
total 80,9%
F+G 70,9%
FIG 2,61

Fructose
63,4%

Graphique 3Composition par classe de sucre par rapport aux Sues
totaux du miel des foréts de Madagascar

Le total des composés du D-glucose forme 19,7%etiéahantillon de miel de forét tandis que
I'ensemble des isomeres du D-fructose en formeé1e8%. Par rapport aux sucres totaux ces
classes de constituants majoritaires forment reéiseecent 24,3 et 63,4% pour les composés du
D-glucose et ceux du D-fructose. (Graphig)e Le total fructose et glucose constitue ainsi
jusqu’a 70,9% du miel conduisant a un rapport FI€&vé égal a 2,61. Les oligosaccharides
constituent 9,5% tandis qu’on le D-glucitol en fer®4%. L’ensemble de ces différentes classes
de constituant glucosique forme alors 80,9% detaposition chimique de I'’échantillon de miel
des foréts de Madagascar.

3.2.1.3. «Miel de letchisn de Madagascar

Les groupes de pic du spectre (Speesgsont fortement groupés dans la région de 60 a 110
ppm avec le pic unique du dioxanne-1,4 bien visib&7,12 ppm. Immédiatement a droite et a
gauche de ce pic de référence se situent, biergéegkes pics des composés majoritaires dont
les deux pics d{3-fructopyranose a champ plus faible respectiveradd3,82 et 68,18 ppm et a
champ plus fort a 64,52 et 63,91 ppm respectivenemtic dup-fructopyranose et un autre pic
de ce constituant en superposition avec celui adwesminoritaire leB-F-P-turanose. Dans la
région des carbones anomériques et glycosidigegsc la 98,67 ppm qui domine cette région de
spectre résulte de la superposition des pics akifructopyranose et d@3-D-fructopyranose.
(Tableaus1).

1|1 |

T T
Too =1n] 80 70 ai 50 40 20 20 10 0  ppm

Spectre 26 : SpectRMN de carbone-13 du miel de letchis de Madagascar
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Tableau 51:Criblage et identification des sucres du miel deetchis de Madagascar

N°  Sucres pics identifiés  SUP N°  sucres pics idiésti SUP
1  a-D-glucopyranose 6/6 4 13  B-F-P-maltulose 10/12 6

2  B-D-glucopyranose 6/6 2 14  a-F-F-turanose 9/12 5

3  a-D-fructofuranose 6/6 2 15  B-F-P-turanose 10/12 6

4  a-D-fructopyranose 6/6 4 16  B-F-F-Turanose 8/12 5

5  B-D-fructofuranose 6/6 2 17 o-G-Nigérose 9/12 9

6  B-D-fructopyranose 6/6 3 18 B-G-nigérose 10/12 9

7  o-Maltose 9/12 7 19 a-iso-maltotriose 15/18 15
8 B-maltose 10/12 6 20 B-iso-maltotriose 15/18 14
9 a-isomaltose 11/12 11 21 Mélézitose 15/18 12
10 B-isomaltose 12/12 10 22  Erlose 12/18 9
11 a-F-F-maltulose 7/12 7 23 D-glucitol 6/6 4
12 B-F-F-maltulose 10/12 8 24 raffinose 13/18 7

Contrairement au miel des foréts précédent, noagon's pas identifié des raies de résonance
pour l'alpha-gentibiose et le béta-mélibiose, cerquus raméne a 24 sucres comme constituants
possibles de ce miel. L'analyse des intensités d@gcecarts moyens va nous permettre de

valider I'identification des constituants a quaetif(Tableals2).
Tableau 52Validation des constituants du miel de letchis de kldagascar

N° Sucres Im Em N° Sucres Im Em
1 a-D-glucopyranose 5262 75% 9 B-isomaltose 0,250 22,6%
2 B-D-glucopyranose 8,717 2,4% 10 B-F-P-maltulose 0,265 2,7%
3 o-D-fructofuranose 1,745 10,5% 11 q-F-F-turanose 0,160 6,3%
4 a-D-fructopyranose 0,445 14,3% 12 B-F-P-turanose 0,270 0,0%
5 B-D-fructofuranose 6,785 1,9% 13 (-F-F-Turanose 0,270 10,5%
6  B-D-fructopyranose 22,317 7,8% 14 Mélézitose 0,153 10,0%
7 o-Maltose 0,205 3,4% 15 Raffinose 0,165 7,8%
8  B-maltose 0,320 13,3% 16 D-glucitol 0,179 13,0%

Résultats d’analyse des intensités des pics des sucres identifiés dans le miel de forét de Madagascar. 2 : intensité moyenne Im b: Ecart
moyen des intensités individuelles des pics par rapport a l'intensité moyenne Im.

On obtient ainsi finalement 16 constituants pamsi 24 sucres recensés ci-dessus. La teneur en

masse respective de ces constituants est resumgdéedableas3.
Tableau 53Classement des constituants en sucre du miel dedeis

N° sucres % sucres N° Sucres % sucres (en masse)
1 B-D-fructopyranose 30,7%

2 [-D-glucopyranose 12,0% 10 B-F-P-maltulose 0,7%

3 B-D-fructofuranose 9,3% 11 Raffinose 0,6%

4 a-D-glucopyranose 7,2% 12 a-D-fructopyranose 0,6%

5 a-D-fructofuranose 2,4% 13 Mélézitose 0,6%

6 [B-maltose 0,8% 14 a-Maltose 0,5%

7 B-isomaltose 0,7% 15 a-F-F-Turanose 0,4%

g B-F-P-turanose 0,7% 16 D-glucitol 0,3%

9 PB-F-F-Turanose 0,7% Total 68,5%

Quantification des sucres. @: % pourcentage des sucres en masse

Les 16 sucres identifiés et quantifiés rendent ¢erppur 68,5% de la composition chimique du
miel de letchis. On dénombre 5 constituants mawoes dont le premier est IB-F-
fructopyranose (30,7%), suivi par |8-D-glucopyranose estimé a 12,0% et [BD-
fructofuranose (9,3%). Les deux derniers parmctasstituants majoritaires sont respectivement

le a-D-glucopyranose (6,8%) et te D-fructofuranose (2,4%). Parmi les sucres miaets, on
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observe en premier lieu les disaccharides du netwsc |lg3-maltose (0,8%) et IB-isomaltose
(0,7%). On a enregistré successivement avec la niéneair de 0,7% les autres disaccharides
tels que le b-F-P-turanose, le b-F-F-turanose gnsilef-isomaltulose. On a aussi observé a la
teneur de 0,6% les deux trisaccharides, le raffines le mélézitose a coté den-D-
fructopyranose. L'isomére-maltose (0,5%) et I'anoméra de la forme fructofuranose du
turanose (0,4%) terminent cette série de sucretiiids et quantifies dans I'échantillon de miel
de letchis.

Glucose fructose

28,3% 63,3% Glucose 19,3%
fructose 43,1%

Oligosaccharides | 5,8%

D-glucitol 0,3%
total 68,5%

Oligosaccharide .
8.5% F+G 62,4%

FIG 2,24

Graphique 4 : Composition par classe de sucre par rapport awesuc
totaux du miel de letchis

L’ensemble de glucose et fructose F+G forme 62,0%nael tandis que le rapport F/G vaut 2,29
dans ce cas du miel de letchis. Ces constituanjgritaires des miels forment respectivement
28,3 et 63,3% des sucres totaux dans le miel abisettandis que les oligosaccharides en
constituent les 8,5% (Graphiqagalors gu’ils forment les 5,8% en masse du mitllto

3.2.1.4. «Miel de Morondava » de Madagascar

T T T 0 I
Lo 20 B0 O [=tu] 50 Qo 30 =0 LD LET = = ]

Spectre 27 : SpectRMN de carbone-13 du miel de Morondava a 100 MHz

Le miel 4 montre les trames habituelles des mietx des régions respectives des « empreintes
digitales ». (Spectr27) L’inspection des zones de la région anomériqugyebsidique montre
les pics des minoritaires disséminés entre les iptesises des constituants majoritaires. Une
reconstruction des sous-régions spectrales avéstéades pics RMN aprés criblage (Tableau
54) et identification montre les pics des minoritaiet les superpositions (Graphidg)e
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Sucres des miels

Graphiques: Simulation du spectre de la région 80-105 ppm des minoritaires du miel Morondava

Tableau 54 Criblage des sucres du miel commercial de Morondava et identification

N° Constituants pics identifiéss  SUP  N° Constituants pics identifiess SUP
1  a-D-glucopyranose 6/6 5 13 B-F-P-maltulose 11/12 4

2  B-D-glucopyranose 6/6 2 14 qo-F-F-turanose 9/12 5

3 a-D-fructofuranose 6/6 0 15 pB-F-P-turanose 11/12 5

4 a-D-fructopyranose 6/6 2 16 B-F-F-Turanose 12/12 6

5 B-D-fructofuranose 6/6 2 17 a-G-Nigérose 11/12 8

6 B-D-fructopyranose 6/6 3 18 B-G-nigérose 11/12 7

7 o-Maltose 12/12 8 19 a-iso-maltotriose 18/18 16
8 PB-maltose 12/12 6 20 B-iso-maltotriose 17/18 13
9 a-isomaltose 12/12 8 21 Mélézitose 15/18 9
10 B-isomaltose 12/12 6 22 Erlose 17/18 5
11 o-F-F-maltulose 9/12 4 23  D-glucitol 6/6 3
12 B-F-F-maltulose 9/12 6 24  raffinose 12/18 7

24 constituants ont été ainsi recensés comportant les six isoméres majoritaires du glucose et du
fructose. Lu-glucopyranose, a été identifié avec 6 pics sur 6 comme tous les autres composés
majoritaires avec cing superpositions comme dans les études précédentes. On remarque que les
sucres minoritaires la classe de maltose ont été aussi identifiés avec 12 pics sur 12. Par ailleurs,
I' a-isomaltotriose a été identifié avec 18/18 mais avec seulement que 2 pics en propre.

i LS A
T
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Spectre 28 : Régiod0-77 du spectre de miel Morondava
Le spectre 28 montre les régions de part et d’autre du pic du dioxane-1,4 qui domine le spectre a

bY

67,12 ppm. Les pics environ a mi-hauteur du pic de référence appartiennent aux sucres
majoritaires du D-glucose et du D-fructose.
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Graphique 6Simulation des spectres des pics des minoritaireg da région 60-80 ppm du miel Morondava

A gauche : la région 73-75 ppm en amont du pic de référence du dioxane-1,4 a 67,12 ppm. A droite, région de 69-60 ppm en aval du pic de
référence. Les pics de I'a-fructofuranose t & 76,68 et & 63,56 ppm sont pris comme référence d'intensité, les autres pics des composés
majoritaires sont enlevés.

La région entre 74 et 78 ppm (Graphigg)enontre des pics appartenant en propre a différents
sucres minoritaires non identifiés dans le miekcgdent tels que le pic dirisomaltotriose a
78,68 ppm. La région de 66,40 a 60,70 comporte ndekitudes de pics appartenant a des
différents minoritaires tels que le D-glucitol avdes pics a 63,47 (en superposition avec le
raffinose) et a 63,11 ppm, 'erlose présent avex gles a 62,88 et a 61,92 ppm tandis qu’on
observe un pic du mélézitose a 62,68 ppm.

Tableau 55: Validation des sucres du miel comméd® Morondava

N°  Constituants Im® Emo% N° Constituants Im Em %
1  a-D-glucopyranose 11,010 10,9% 13 pB-F-P-maltulose 0,653  26,7%
2  B-D-glucopyranose 18,260 6,4% 14 a-F-F-turanose 0,260 -

3  a-D-fructofuranose 2,180 5,0% 15 R-F-P-turanose 0,530 6,8%

4 a-D-fructopyranose 0,500 4,0 16 B-F-F-turanose 0,588 7,0%
5  B-D-fructofuranose 9,148 29% 17 a-G-nigérose 0,307 1,9%
6  B-D-fructopyranose 28,270 3,0% 18 PB-G-nigérose 0,430 3,3%
7  a-Maltose 0,390 33,8% 19 a-iso-maltotriose 0,250 -

8 PB-maltose 0,605 58% 20 [-iso-maltotriose 0,433 29,2%
9 a-isomaltose 0,390 15,6% 21 Mélézitose 0,333 7,5%

10 pB-isomaltose 0,550 10,8% 22 Erlose 0,393 9,7%
11 a-F-F-maltulose 0,387 1,5% 23 D-glucitol 0,395 12,5%
12 B-F-F-maltulose 0,424 12,7% 24 raffinose 0,430 19,5%

Validation des sucres du miel de Morondava. @ : Intensité moyenne de 'ensemble des pics propres a chaque constituant : b &cart moyen des
intensités moyennes des pics.

La validation (Tableaws5) suivie de la quantification nous donne les reégsildes teneurs de
chaque sucre dans le miel de Morondava ainssgu®mposition totale en sucre (Tablsa
Ainsi, comme l'on s’y attend, I§-D-fructopyranose est le premier constituant megoe
(21,0%) suivi par lf3-D-glucopyranose (13,6%) et 'isoméoede ce dernier (8,2%). L{gD-
fructofuranose et lea-D-fructofuranose fermant la série des constituamigoritaires ont
respectivement 6,8% et 1,6%. Les trois premiersontaires avec 0,9% sont respectivement le
B-isomaltulose, le trisaccharideisomaltotriose et un disaccharide,enaltose. Ces derniers
sont suivis par une série de 3 constituants présenne teneur de 0,8% donplé--F-turanose,

le trisaccharide erlose, et le disacchafidisomaltose précédant [&entre et le trisaccharide
mélézitose a 0,7%.
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Tableau 56Classement des sucres du miel de Morondava

N° | Constituants % sucr@ | N° | Constituants % sucr&
1 | B-D-fructopyranose | 21,0% 13 | Mélézitose 0,7%
2 | B-D-glucopyranose | 13,6% 14 | B-G-nigérose 0,6%
3 | a-D-glucopyranose | 8,2% 15 | B-F-F-maltulose 0,6%
4 | B-D-fructofuranose | 6,8% 16 | a-maltose 0,6%
5 | a-D-fructofuranose | 1,6% 17 | a-isomaltose 0,6%
6 | B-F-P-maltulose 0,9% 18 | a-F-F-maltulose 0,5%
7 | B-iso-maltotriose | 0,9% 19 | a-iso-maltotriose | 0,5%
8 | B-maltose 0,9% 20 | a-G-nigérose 0,4%
9 | B-F-F-turanose 0,8% 21 | a-D-fructopyranose| 0,4%
10 | Erlose 0,8% 22| a-F-F-turanose 0,4%
11 | B-isomaltose 0,8% 23 | D-glucitol 0,3%
12 | B-F-P-turanose 0,7% 24 | raffinose 0,3%
Composition totale en sucré2,9%

Classement des sucres du miel de Morondava. &: composition donnée par le pourcentage en masse.

Une série de quatre constituants a 0,6% doftrmérose, |3-F-F-maltulose, le-maltose et

le a-isomaltose précede teF-F-maltulose et le-isomaltotriose présents a une teneur de 0,5%
dans le miel. Presque a la limite de détection'amphreil RMN se situent la-nigérose, lex-
fructopyranose et le a-F-F-turanose avec une tete@;,4%. On observe une fois de plus le D-
glucitol avec le trisaccharide raffinose a la lienitinimalede 0,3% de I'appareil.

Glucose 21,8%
Fructose 29,8%

Oligosaccharide sorbitol
17,5% 0,5%

Oligosaccharides | 11,0%
D-glucitol 0,3%

Total 62,9%

- Glucose F+G 51,6%
ructose 34.6%

47,4% FIG 1,37

Graphique 7: composition par classe de sucre par rapport awesuc
totaux du miel de Morondava
Nous voyons ainsi que I'ensemble des composeés ggufiyme 21,8% du miel soit 34,6% des

sucres totaux (Graphiqu®, les composeés de la classe de fructose en famed,8% (47,4%
des sucres totaux). Leur somme F+G constitue 5H6%iel et le rapport F/G vaut ici 1,37.
Les oligosaccharides forment 11,0% de ce mielretisaque le D-glucitol constitue les 0,3%. En
conclusion, les sucres forment alors 62,9% en masd&chantillon de miel de Morondava, le
reste étant constitué par de I'eau, par d’autresposés organiques et des composés minéraux.
3.2.1.5. Miel commercial « famille Michaud » de Corse

Ce miel est le premier de la série des miels dseCet de France que nous avons
étudié au cours de nos travaux en décembre 208%rdfil 13C-RMN de ce miel est donné par
le spectre29 ci-dessous.
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Spectre29 : Région du spectréC-RMN entre 60-80 ppm du miel Michaud & 100 MEE)
On remarquera d’emblée chez les trisaccharidesyi@mtation des proportions des pics

identifiés par rapport a ceux des miels précédeAissi, avec l'erlose, on assiste a 15 pics
identifiés sur 18 avec seulement 7 superpositianger le mélézitose et les isomeceset 3-

isomaltotriose, ce nombre varie de 16 a 17 picstifiés sur 18. (Tableas7)
Tableau 57Criblage du spectre du miel 5 et possibles constints

N° sucres Pics identifiés ~ SUP  NSucres Pics identifiésSUP
1 a-D-glucopyranose 6/6 4 13 B-F-P-maltulose 11/12 5
2 [B-D-glucopyranose 6/6 3 14 a-F-F-turanose 10/12 3
3 a-D-fructofuranose 6/6 2 15 B-F-P-turanose 12/12 4
4 a-D-fructopyranose 6/6 4 16 B-F-F-turanose 12/12 5
5 B-D-fructofuranose 6/6 3 17 a-G-nigérose 11/12 6
6 PB-D-fructopyranose 6/6 4 18 B-G-nigérose 11/12 8
7 o-maltose 12/12 7 19 a-iso-maltotriose 17/18 10
8 [B-maltose 12/12 6 20 B-iso-maltotriose 16/18 10
9 a-isomaltose 12/12 9 21 Mélézitose 16/18 9
10 B-isomaltose 12/12 7 22 Erlose 18/18 7
11 a-F-F-maltulose 10/12 7 23 D-glucitol 6/6 2
12 B-F-F-maltulose 12/12 8 24 raffinose 11/18 5

Chez les disaccharides aussi, le nombre de pidifiéedst maximum pour les isomeres et 3-

du maltose, ainsi que pour B-F-P-turanose, le Bibkr&nose et le B-F-F-maltulose. La
simulation graphique qui suit (Graphig&emontre la plupart des pics des carbones anomesiqu
et glycosidiques des constituants minoritairesgurtssdans I'échantillon.

8 8¢ 3 g g g & 8 g 88 R 3 B
S g8g 8 & 8 8 g & § g8 g 88
w > > Su S > >
keoglh Be0EEYRR REEIFEELEE £35% SoLELC EE2f G
Iy 8
B8

Graphigue 8Minoritaires dans la région anomérique de 105-80 pp du miel 5
Les pics des constituants majoritaires sont omis pour augmenter le gain dynamique. Les déplacements chimiques & sont en haut en ppm ; Les
intensités des pics sont référées par rapport a celle de I'a-fructofuranose aDFF dont la moyenne vaut 1,29.

Par exemple, apres le pic du carbone C1 adriictofuranose a 105,02 ppm on voit le pic du
carbone C2' de mélézitose (Me) a 104,20 ppm, leGdi¢ a 100,76 ppm et en dehors de la
région anomeérique le pic C3' a 81,75 ppm. De la méaton, pour I'erlose (Er) le pic du
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carbone C2” est bien visible a 104,15 ppm, celui chrbone C1 et C1' ainsi que C5”
respectivement a 100,31 ppm, 92,48 et 81,92 pprainsgi de suite. Le specti@0 et la
simulation de la région B donnent des apercus dekjges pics des minoritaires.

afpaff

région & ragion B

aDFF
t+bimt

bgpn+am-+bm-+bfpt
aimt+bim
aimt+bimt

bffm+bfpm

aFFT

T il

Spectre 30 :Région 80-60 ppm du spectre du miel 5

A gauche : région 80-60 ppm du spectre, la région est divisée en deux par le pic du dioxanne-1,4 a 67,12 ppm. A droite minoritaires de |
région B du spectre. Dans cette simulation de graphique les pics 1, 2, 6 et 7 sont omis. Le pic 3 et 4 sont respectivement le pic carbone C1 a
63,57 ppm du carbone C6 & 61,70 ppm de I'a-D-fructofuranose (aDFF).

Tableau 58Validation des sucres identifiés dans le miel5

N° Sucres Im Em (%) N° saucers Im Em
1 a-D-glucopyranose 6,305 6,6% 13 B-F-P-maltulose 0,323 3,0%
2 B-D-glucopyranose 10,786 8,2% 14 a-F-F-turanose 0,178 8,3%
3 a-D-fructofuranose 1,290 30,2% 15 B-F-P-turanose 0,303 9,9%
4 a-D-fructopyranose 0,305 11,6% 16 B-F-F-turanose 0,293 9,8%
5 B-D-fructofuranose 5332 9,5% 17 a-G-nigérose 0,200 8,7%
6 B-D-fructopyranose 18,594 4,7% 18 B-G-nigérose 0,220 6,4%
7 a-maltose 0,250 11,3% 19 a-iso-maltotriose 0,197 15,5%
8 [-maltose 0,385 5,5% 20 B-iso-maltotriose 0,328 16,8%
9 a-isomaltose 0,283 4,1% 21 Mélézitose 0,218 18,8%
10 B-isomaltose 0,370 7,6% 22 Erlose 0,300 20,8%
11 a-F-F-maltulose 0,170 8,3% 23 D-glucitol 0,295 10,5%
12 B-F-F-maltulose 0,160 0,0% 24 raffinose 0,203 2,5%

Les 24 composés identifiés, validés sont alors tifiess (Tableaus8) et le résultat est reporté
dans le tableaus9 final ci-dessous. Les trois premiers constituantgjoritaires sont
respectivement le B-fructopyranose (23,3%), leB-D-glucopyranose (13,5%) et aF

glucopyranose (7,9%).
Tableau 59Classement des sucres du miel commercial Michaud @»orse

N° | constituants % (en masse) IN° constituants % (esenas
1 | B-D-fructopyranose 23,3% 13| Raffinose 0,7%
2 | B-D-glucopyranose 13,5% 14| B-F-F-turanose 0,7%
3 | a-D-glucopyranose 7,9% 15 | a-isomaltotriose 0,7%
4 | B-D-fructofuranose 6,7% 16 | a-isomaltose 0,7%
5 | a-D-fructofuranose 1,6% 17| a-maltose 0,6%
6 | B-isomaltotriose 1,1% 18| B-G-nigérose 0,5%
8 | B-maltose 0,9% 20 | a-F-F-turanose 0,4%
9 | B-isomaltose 0,9% 21| a-F-F-maltulose 0,4%
10 | B-F-P-maltulose 0,8% 22 | a-D-fructopyranose 0,4%
11 | Mélézitose 0,8% 23 B-F-F-maltulose 0,4%
12 | B-F-P-turanose 0,7% 24| D-glucitol 0,4%

Ceux-ci sont suivis par Ig-fructofuranose (6,7%) etd-fructofuranosel,6%). On trouve I§-
iso-maltrotriose et I'erlose, présents a une terdmurl,1%, suivis par I@-maltose et leB3-
isomaltose, a 0,9%. Avec Beentre, on retrouve un autre trisaccharide, le mi@ge avec 0,8 %,
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devancant une série de minoritaires a 0,7%. Cesiallsrsont constitués par [eentre, un
quatrieme trisaccharide, le raffinose, ensuit@-kentre, lep-F-F-maltulose, et le cinquiéme et
dernier trisaccharided-isomaltotriose précédant ainsiiimaltose (0,6%) et les isomeigset
I'a- du nigérose a 0,5%. Une série de composés a @deine ce classement des constituants
avec lo-F-F-turanose, t-F-F-maltulose, k-D-fructofuranose, I3-F-F-maltulose et enfin le
D-glucitol qui ferme la liste.

sorbitol-D
Oligosaccharides 0,6%
18,0%

Glucose
32,6%

Glucose 21,4%
Fructose 32,0%
Oligosaccharides | 11,8%

D-glucitol 0,4%
Total 65,6%
F+G 53,4%
FIG 1,49

Fructose
48,8%

Graphigque 9 Composition par classe de sucres par rappot auestataux du
miel Michaud de Corse

L’étude montre donc que les sucres forment 65,6% @emposition chimique globale du miel
dit « miel de la famille Michaud ».Les composégytiecose présentent 21,4% de la composition
globale du miel contre 32,0% pour les composédrdctose formant ainsi respectivement
32,6% et 48,8% des sucres totaux quantifies damsde(Graphiqued). Ils présentent a eux un
total F+G valant 53,4% et le rapport F/G dans ce est égal a 1,49. Les oligosaccharides
forment 11,8% de la composition totale du miel §8i0% des sucres totaux, ce qui représente le
taux le plus élevé enregistré jusqu’a maintenan-glucitol en forme le 0,4% c’est-a-dire 0,6%
des sucres totaux.

3.2.1.6. « Miel « Elisa » de Ferrals les Montagnes

A0l

B S e Mt 4 S M M sl
Spectre 31Spectre RMN du carbone-13 du miel Elisa
Le miel « Elisa » d’origine multiflorale est le pneer du lot de cing miels provenant Berals

Les Montagnes. Le criblage de la liste de spextreeprésenté ci-dessus est alors résumeé dans le
tableaus0 qui suit.
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Tableau 60: Criblage des sucres du miel Elisa

N° Constituants Pics*  SUP** N°  Constituants Pics* U™
1 o-D-glucopyranose  6/6 5 13 B-F-P-maltulose  12/12 5

2 B-D-glucopyranose  6/6 2 14  a-F-F-turanose  10/12 4

3 o-D-fructofuranose  6/6 3 15 B-F-P-turanose  12/12 6

4  o-D-fructopyranose  6/6 4 16 B-F-F-turanose 12/12 6

5 B-D-fructofuranose 6/6 2 17  a-G-nigérose 10/12 8

6 B-D-fructopyranose  6/6 3 18 B-G-nigérose 11/12 5

7  a-maltose 9/12 7 19 oa-isomaltotriose  17/18 16
8 [-maltose 11/12 5 20 p-isomaltotriose  17/18 16
9 a-isomaltose 11/12 10 21  Mélézitose 15/18 9
10 B-isomaltose 12/12 11 22 Erlose 12/18 6
11 o-F-F-maltulose 9/12 7 23 D-glucitol 6/6 2
12 B-F-F-maltulose 10/12 7 24  Raffinose 9/18 4

Criblage des sucres de I'échantillon de miel Elisa : Pics* : pics identifiés ; ** : SUP : nombre de superposition.

Les constituants des classes du glucose et deseiont été identifiés a 100% Le tabléauqui

suit résume la validation des constituants.
Tableau 61: Validation des sucres du miel Elisa

N° Sucres Picd sUP Im° Emod N° Sucres Pics SUPIm Em%
1 a-D-glucopyranose 6/6 5 11,420 - 13 B-F-P-maltulose 12/12 5 0,329 24,9%
2 B-D-glucopyranose 6/6 2 19,013 6,1% 14 o-F-F-turanose 10/12 4 0,360 10,0%
3 a-D-fructofuranose 6/6 3 2,297 8,4% 15B-F-P-turanose 12/12 6 0,488 14,2%
4 a-D-fructopyranose 6/6 4 0,680 6,2% 16B-F-F-turanose 12/12 6 0,567 13,5%
5 B-D-fructofuranose 6/6 2 9515 11,1%17 o-G-nigérose  10/12 8 0,350 10,3%
6 B-D-fructopyranose 6/6 3  32,73010,9% 18 B-G-nigérose  11/12 5 0,407 14,4%
7 a-maltose 9/12 7 0,000 - 190-isomaltotriose 17/18 16 0,000 -

8 [B-maltose 11/12 5 0,322 20 B-isomaltotriose 17/18 16 0,000 -

9 o-isomaltose 11/12 10 0,270 - 21 Mélézitose 15/18 9 0,273 10,3%
10 P-isomaltose 12/12 11 0,550 - 22Erlose 12/18 6 0,260 9,9%
11 o-F-F-maltulose 9/12 7 0,000 0,0% 23D-glucitol 6/6 2 0,440 3,2%
12 B-F-F-maltulose 10/12 7 0,270 10,5%24 Raffinose 9/18 4 0,38810,4%

Validation des sucres du miel Elisa. @: Pics identifiés par rapport aux pics attendus ; b:| nombre de superposition ; ©: Im intensité
moyenne de chaque constituant ; d: gcart moyen des intensités moyennes en %

Apres cette validation, il reste 20 composés demalbleal62 qui suit en résume le classement.
Tableau62: Classement des sucres du miel de Elisa

N° Sucres % sucres N° Sucres % sucres (masse)
1 B-D-fructopyranose 23,4% 11 Erlose 0,5%
2 [B-D-glucopyranose 13,6% 12 a-F-F-Turanose 0,5%

3 a-D-glucopyranose 8,2% 13 a-D-fructopyranose 0,5%

4  B-D-fructofuranose 6,8% 14 a-G-Nigérose 0,5%

5 a-D-fructofuranose 1,6% 15 a-F-P-maltulose 0,4%

6 [-F-F-Turanose 0,8% 16 a-maltose 0,4%

7 [B-isomaltose 0,7% 17 a-isomaltose 0,4%

8 B-F-P-turanose 0,7% 18 a-F-F-maltulose 0,4%

9 B-G-nigérose 0,6% 19 D-glucitol 0,3%
10 Mélézitose 0,50% Total 60,7%

Classement des sucres du miel « Elisa » d'aprés les intensités moyennes des pics. 2 : les pourcentages sont les pourcentages en masse par
rapport donc aux masses des échantillons de miel analysé.

On observe donc toujours [EeD-fructose comme le premier constituant majord23,4%) de
la masse totale en miel. Il est suivi selon le sgasent habituel vu auparavant parf3kD-
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glucopyranose (13,6%) ;d-D-glucopyranose (8,2%) ; Ig-D-fructopyranose (6,8%) etd-D-
fructo-furanose présent a 1,6%. Vient aprés uni s¥s sucres minoritaires avecd--F-
turanose (0,8%), I@-isomaltoseet le B-F-P-turanose a 0,7% etPeg-nigérose (0,6%). Cinq
composeés les suivent avec une teneur de 0,5% deritidaccharides le mélézitose, I'erlose; I’
F-F-turanose, 8-D-fructofuranose et ti-g-nigérose. Cette série est suivie par une autre
comportant quatre composés présents a une tenéyddeet qui sont I@-entre, le3-maltose,

I’ a-isomaltose et I@-F-F-maltulose. Le D-glucitol ferme la série desres du miel « Elisa » a

la limite de détection de 0,3% de l'appareil. Lapjrique10 résume les % par rapport aux
sucres totaux apres calculs a partir des ratiosldeses de sucre par rapport au miel.

sorbitol-D _
oligosaccharides 0.5% ratio des classes de sucre par raf
10.5% Glucose au miel
o 35 8% Glucose 21,7%
Fructose 32,3%
Oligosaccharides 6,4%
D-glucitol 0,3%

Composition totale en sucré0,7%

fructose

53,2% F+G 54,0%

Graphiquel0: Proportion en masse des classes de sucre paortau FIG 1,49
total des sucres quantifiés du miel « Ebsa

Ainsi, les composés du glucose forment 21,7% du mie36,3% des sucres totaux quantifiés,
ceux du fructose en forment les 32,3% soit 52,5% slécres totaux, les oligosaccharides
constituent 6,4% du miel ou encore 10,5% des sutoésux, enfin le D-glucitol a été identifié
ici & une teneur de 0,3% du miel soit 0,5% desesutmtaux. Les sucres forment ainsi 61,5% en
masse du miel « Elisa » avec F+G constituant le@%4vec le rapport F/G égal a 1,49.

3.2.1.7. «Miel de bruyére » de Ferrals les Montagnes
Le miel de bruyere est répandu dans les pays éensp L’échantillon que nous

avons recu fait partie du lot qui nous a été enwry€errals Les Montagnes.

| “ L “|Iﬂ| ‘Ll

T T 7 T
i1z0 110 LD b= LF ] =18 50 140 20 =0 io o [ =2 =1_]

Spectre 32 RMN du carbone-13 du miel de bruyere
Le criblage et le dépouillement de la liste des mimvenant du spects2 représenté ci-dessus

fait état de 24 composés glucidiques menées paugleicose et le D-fructosé€rableau 63)
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Tableau 63Criblage et analyse des intensités du miel de brugg

N°Sucres Picd SUP Im° Em (%)C N° Sucres Pics SURAmM Em (%)
1 a-D-glucopyranose 6/6 5 9,150 - 13 B-F-P-maltulose  9/12 4 0,293 16,6%
2 B-D-glucopyranose 6/6 2 13,710 2,2% 14a-F-F-turanose  9/12 6 - -
3 a-D-fructofuranose 6/6 2 1,480 17,4% 15B-F-P-turanose 9/12 4 0,267 10,8%
4 o-D-fructopyranose 6/6 2 0,435 4,9% 16B-F-F-turanose 10/12 6 0,283 8,9%
5 B-D-fructofuranose 6/6 2 6,530 6,0% 17a-G-nigérose 8/12 8 - -
6 B-D-fructopyranose 6/6 3 22,040 8,9% 18B-G-nigérose 10/12 8 0,330 12,9%

7

7

7

8

8

7 a-maltose 9/12 0,220 25,7% 19a-iso-maltotriose 15/18 14 - -
8 B-maltose 9/12 0,335 6,3% 20pB-iso-maltotriose 15/18 14 - -
9 a-isomaltose 10/12 0,245 2,9% 21Mélézitose 15/18 12 - -
10B-isomaltose 10/12 0,420 - 22 Erlose 13/18 7 0,2973,9%
1la-F-F-maltulose ~ 9/12 0,000 0,0% 23D-glucitol 6/6 5 - -
12B-F-F-maltulose ~ 9/12 8 0,176 5,1% 24raffinose 11/28 8 - -

8 pics identifiés par constituants sur le nombre de pics attendus ; b intensité moyenne de I'ensemble des pics appartenant en propre a
chaque constituant ; ©: Em : écart moyen des intensités des pics par rapport a I'intensité moyenne.

On obtient dans tableass suivant apres quantification, seize constituamshidés par le3-
fructopyranose comme constituant majoritaire (27,14ivi par le coupl@-D-glucopyranose et
a-D-glucopyranose avec respectivement 16,8 et 11,8 deux anomere§ et a du
fructofuranose terminent la série des composanggaritaires avec respectivement 8,0 et 1,8%.
L’erlose commence la série des oligosaccharid€®4),,la méme teneur que [eisomaltose ;
suivi par le-maltose et I§-nigérose avec 0,8% qui précedenBdentre et |§3-entre, détectés a

une teneur de 0,7% contre 0,6% poysentre et lb-isomaltose.
Tableau 64 Classement des sucres du miel de bruyeére

N° Sucres % sucres N° Sucres % sucres (en masse)
1 B-D-fructopyranose 27,1% 9 B-G-nigérose 0,8%
2 [B-D-glucopyranose 16,8% 10 B-F-P-maltulose 0,7%
3 a-D-glucopyranose 11,2% 11 B-F-F-turanose 0,7%
4  (-D-fructofuranose 8,0% 12 B-F-P-turanose 0,6%
5 o-D-fructofuranose 1,8% 13 o-isomaltose 0,6%
6 Erlose 1,0% 14 a-D-fructopyranose 0,5%
7 B-isomaltose 1,0% 15 a-maltose 0,5%
8 [B-maltose 0,8% 16 B-F-F-maltulose 0,4%
Composition totale en sucre 72,5%

Les deux derniers minoritaires précédan4e-F-maltulose présent a une teneur de 0,4% sont
I' a-D-fructofuranose et ti-maltose, quantifies a 0,5%. Le graphique qui suit résume la
composition en masse des classes de sucres partrapg sucres totaux identifiés apres calculs
des proportions de ces classes de sucre par rappéchantillon de miel.
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oligosaccharides Glucose
9,7% 38,7%
Ratio des classes de sucreg
rapport au miel
Glucose 28,19
Fructose 37,4%
oligosaccharides 7,0%
Fructose total 72,5%
51,6%
F+G 65,5%
FIG 1,33

Graphique 11 ratio des classes des sucres par rapport auessucr
totaux quantifiés du miel de bruyere
L’ensemble des sucres rend compte pour 72,5% deatse du miel de bruyére ainsi analysée.

Les composés du D-glucose forment les 28,1% (38Jé%osucres totaux), contre 37,4% des
composés du D-fructose du miel (71,6% des sucrésuxh La somme de ces sucres
majoritaires F+G constitue 65,5% du miel, tandis tpur rapport F/G vaut 1,33. Pour leur part,
les oligosaccharides constituent 7,0% du miel gi#9des sucres totaux.

3.2.1.8. « Miel de maquis » de Ferrals les Montagnes

T T T ]
120 130 iaoo 20

Spectre 33 Spectre RMN de carbone-13 du miel de maquis
Le profil *C-RMN du miel de maquis est donné par le spesret dont les résultats de criblage
par les bases de données se résument dans lauteblgai suit.
Tableau 65 Criblage et étude des intensités des sucres du mild maquis

il ,

T T T T
&0 S0 a0 30 20 10 o (=2 =T

N°Sucres Pic§ SUP Im® Em(%) N° sucres Pics SUAM Em(%)
1 g-D-glucopyranose _ 6/6 4 14,647 13% 13p-F-P-maltulose 11/12 5 0,34817,0%
2 B-D-glucopyranose 6/6 3 16,990 4,6% 14g-F-F-turanose 812 5 -

3 a-D-fructofuranose 6/6 2 1695 04% 1B-F-P-turanose a1z 7 -

4 g-D-fructopyranose ~ 6/6 3 0370 0,0%  1B-F-F-turanose 10/12 5 0,37522,9%
5 B-D-fructofuranose 6/6 3 7593 6,7% 1@-G-nigérose 912 8 - -
6 B-D-fructopyranose 6/6 2 25,795 7,5% 18[3-G-nigérose 11/12 9 0,27512,9%
7 a-maltose 11/12 9 - - 19 g-isomaltotriose 15/18 15 - -

8 B-manose 12/12 6 0,283 7,3% 2(B-isoma|totriose 15/18 12 0,290 -

9 g-isomaltose 11/12 10 0,270 0,0% 2Mélézitose 16/1810 0,30212,0%
10@-isomaltose 11/12 9 0390 -  22Erlose 13/18 10 0,277 2,1%
11g-F-F-maltulose 9/12 8 0,230 - 2P-glucitol 56 3 - -
12@-F-F-maltulose 10/12 8 07280 152% 24affinose 10/18 5 0,270 6,8%

Criblage et étude des intensités des composés glucidiques de I'échantillon de miel de maquis. @ : Pics identifiés par rapport aux pics attendus ;

b nombre de superposition par composé ; ©: Intensité moyenne Im des pics non superposés de chaque composé ; d: gcart moyen des
intensités individuelles des pics par rapport a l'intensité moyenne pour un composé.
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Il reste 18 constituants apres validation qui eoinau classement donné dans le tabk@&u
Tableau 66Classement des sucres du miel de maquis

N° Sucres % sucres N° Sucres % sucres
1 B-D-fructopyranose 22,8%  10B-isomaltose 0,7%
2 B-D-glucopyranose 15,0% 11 B-F-F-turanose 0,6%
3 a-D-glucopyranose 12,9% 12 B-F-P-maltulose 0,6%
4  B-D-fructofuranose 6,7% 13 B-maltose 0,5%
5 a-D-fructofuranose 1,5% 14 B-F-F-maltulose 0,5%
6 Meélézitose 0,7% 15 B-G-nigérose 0,5%
7 B-isomaltotriose 0,7% 16 a-isomaltose 0,5%
8 Erlose 0,7% 17 a-F-F-maltulose 0,4%
9 Raffinose 0,7% 18 a-D-fructopyranose 0,3%

Composition totale en sucre du miel  66,10%
Les cing composés majoritaires sont [eD-fructopyranose (22,8%); suivi par IB-

glucopyranose (15,0%) ;d-D-fructopyranoses, 12,9% ; Ie3-D-Fructofuranose (6,7%) ; el
D-fructofuranose (1,5%). Vient apres, une série qigatre trisaccharides a 0,7% dont le
mélézitose, Ig-isomaltotriose, I'erlose et le raffinose, le diclaaridef3-isomaltose qui précede
ainsi lep-F-F-turanose et IB-entre détectés a une teneur de 0,6%. On a ureesgrie de quatre
disaccharides a 0,5% comprenantflenaltose, lep-F-F-maltulose, |e3-G-nigérose, et &-
isomaltose. On observe deF-F-maltulose, 0,4% etd-D-fructofuranose a 0,3%.

oligosaccharides

10.5% Ratio en masse des sucres
' par rapport au miel

Glucose | Glucose 27,9%
42,2% | Fructose 31,3%
oligosaccharides 6,9%
total 66,1%
Fructose F+G 59,2%
41,3% FIG 112

Graphiquel2: Ratio en masse des sucres du miel de maquis par
rapport aux sucres totaux
Ainsi, les composés du glucose forment 27,9% du deemaquis contre 31,3% pour ceux du

fructose ; les oligosaccharides en constituent6l88. Les sucres rendent compte alors pour
66,1% de la masse du miel de maquis. L’'ensembigudmse et du fructose s’éléve a 59,2% du
miel, tandis que le rapport F/G 1,12. Par rappart gucres totaux, les oligosaccharides
constituent les 10,5%, tandis que les composédudoge et du fructose forment respectivement
42,2 et 47,3%. (Graphigue2)
3.2.2. Répartitions tautomériques des sucres

et études comparatives des miels

Les résultats précédents vont permettre de déiernes teneurs des tautomeres
des sucres. Le cas échéant ou les isoméres nepasntlentifiables a cause de leur faible
concentration, on peut calculer leur teneur erodursant des termes correctifs. Les travaux de
Mazzoni® sur les miels qui sont basés sur ces observasensont révélés tout a fait
raisonnables en pratique. (Voir table@rsuivant)
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Tableau 67: Répartition tautomérique du D-glucdstueD-fructose mélange artificfgpar**C-RMN

mélange artificiél tous les carbon8s carbones anomériquces
Intervalle  Moyenne o5 Réf® Intervalle Moyenne %% Réf°
a-D-glucopyranose [37,3-38,5] 38,0% 37,5% [35,2-37,6] 36,6% 37,0%
B-D-glucopyranose [61,5-62,7] 62,8% 62,5% [62,2-64,8] 63,4% 63,0%
a-D-fructofuranose [5,7-6,2] 5,8% 5,2% [4,8-5,5] 5,2% 4,8%
-D-fructofuranose [22,8-24,0] 23,1% 22,7% [21,1-22,4] 21,7% 23,0%
a-D-fructopyranose [1,9-2,5] 2,2% 1,9% [1,9-2,2] 2,0% 2,4%
B-D-fructopyranose [67,7-69,6] 68,8% 70,2% [70,6-72,0] 71,0% 69,8%

a: Mélange artificiel de glucose : fructose 59,5/40,5 a la température ambiante :. b mesures utilisant la moyenne des intensités des pics de
chaque isomére ; ©: mesures utilisant uniquement l'intensité des pics des carbones anomériques ; d moyenne des valeurs des quatre
mesures successives ; € : proportions relatives entre les formes tautomériques de chaque composé seul en solution par RMN du carbone-13.

On peut quantifier pour les isoméres du D-glucesefbrmes pyraniques des anoméxest 3

contre les deux formes furanne et pyrane pour feubtose. Les formes ouvertes ne le sont pas
conformément aux données de la littérature (Fo).et aux travaux de Mazzotf’

o o
HO\S_?‘ OH HO\S_T OH

HO OH HO OH
a-D-glucofuranose B-D-glucofuranose: 0,14%
CH,0H
\ HH/,,,: OH /
HO CHO
Hoge""

/ H OH \
/D—(+)—glucose: 0,002%
o~y O~ +OH Lo O sOH
HO" “OH HO " " “OH

OH OH
a-D-glucopyranose: 38% B-D-glucopyranose: 62%

Figure 11 : Equilibre mutarotationnel du glucose en solutionsie DO a 31°C d’aprés AngyaP
On va donc utiliser les résultats obtenus ci-degsosr effectuer une simple étude des
répartitions tautomériques expérimentales a I'dopaildes différents sucres dans les miels.

3.2.2.1. Répartition des formes
tautomériques a I'équilibre
Sauf pour le miel de bruyére 7 et le miel de mauikes mesures ont été effectuées apres que

I'équilibre mutarotationnel soit établi a la temgtéire ambiante de 21°C (Tablesa).

Tableau 68 Ratios des formes tautomériques a I'équilibrglilicose et du fructose de miel

Miels Réfs.

Formes tautomeres - - - - , ; , , .

miell | miel2| miel3 | miel4 | miel5 | miel6 |miel7%|miel8*| Mazzoni|Horton
0-D-glucopyranose 37,0%|37,7%4 37,694 37,6% 36,9%37,59440,09446,3% 37,5% |34,0%)
B-D-glucopyranose 63,0%|62,39462,49062,49%463,19962,5%960,09953,7% 62,5% |66,0%
o-D-fructofuranose 5,9% | 5,7%]| 5,6%| 5,4%| 5,1%| 5,1%| 4,9% | 4,8%| 5,2% | 5,0%
[3-D-fructofuranose 22,6%)21,89421,7%22,8%420,9%921,09921,4%21,4% 22,7% |23,0%
o-D-fructopyranose 3,2% | 1,1%| 1,4%| 1,2%| 1,2%| 1,5%| 1,4%| 1,0%| 1,9% | 2,4%
B-D-fructopyranose 68,3%)|71,49%471,3%70,59%472,99972,49%72,3%972,8% 70,2% |70,0%

a: les mesures RMN ont été prises aprés dissolution des échantillons dans le tube. Pour le D-glucose : 4h environ

On observe ainsi des valeurs correctes pour leceotages de chaque forme isomere identifiée
et quantifiée. Pour di-D-glucose, ce pourcentage varie entre 36,9% é¥3,7tandis qu'il varie
entre 62,3% a 63,1% pour [eD-glucose avec un écart moyen valant 0,3% ce sfuires bon.
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Pour les composés majoritaires du D-fructose, fiievale 68,3% a 72,9% pour I@-D-
fructopyranose contre 20,9% a 22,8% pourPBi®-fructofuranose pour des écarts moyens
relativement plus élevés que ceux des composés-gluddse et valant respectivement 1,2% et
0,6%. Pour les composés minoritaires, ce pourcentagie de 5,1% a 5,9% ; pouiD-
fructofuranose et enfin pour tefructopyranose, il varie de 1,1% a 3,2% (miel i@@un écart
moyen respectivement égal a 0,3 et 0,5% . Poubllgesaccharides, la teneur des isomeéres
minoritaires ('anomere en majorité) non identifiés ne sont pas évidemndesgonibles. Nous
avons eu alors recours aux ratios obtenus a piesirrésultats expérimentaux provenant des
travaux de Mazzoni pour compléter les données.|€tai69)

Tableau 69:Répartition expérimentale et calculéefdenes tautomériques des oligosaccharides

sucres miell miel2 miel3  miel4 miel5 miel6 miel7 efdi Réf2
a-Maltose 39,4% 39,4%* 39,0% 39,2% 39,4% 39,4%* 39,6% 39,4%* 39,7%
B-maltose 60,6% 60,6% 61,0% 60,8% 60,6% 60,6% 60,4% 60,6% 60,3%
a-isomaltose - 41,8%* 41,8%* 41,5% 43,4% 32,9% 36,8% 40,9%42,1%
B-isomaltose - 58,2% 58,2% 58,5% 56,6% 67,1% 63,2% 59,1%57,9%
o-F-F-maltulose 8,2%* 8,2%* 82%* 26,4% 26,1% 8,3%* 8,6%* 26,8% 8,9%
B-F-F-maltulose 29,1%* 29,1%* 29,1%* 29.0% 24,5% 45,9% 344% 32,7% 26,7%
B-F-P-maltulose 62,7% 62,7% 62,7% 44,6% 49,4% 45,9% 57,1% 40,5% 64,4%
o-F-F-Turanose 17,7%* 295% 22,9% 22,9% 23,0% 34,3%17,7%* 17,7% 17,0%
[B-F-P-turanose 38,9%* 24,1% 38,6% 38,6% 39,1% 31,4% 39,9% 38,9% 40,9%
B-F-F-Turanose 43,4% 46,4% 38,6% 38,6% 37,8% 34,3% 42,4% 43,4% 42,1%
a-G-Nigérose - 39,1%* - - 47,6% 46,3% - 39,1%* 38,6%
B-G-nigérose - 60,9% - - 52,4% 53,7% - 60,9% 61,4%
a-iso-maltotriose - - - - 37,5% - - 36,4%* 36,4%
[B-iso-maltotriose - - - - 62,5% - - 63,6% 63,6%

Répartition expérimentale et calculée des formes tautomériques des oligosaccharides.; *les pourcentages en italique marqués avec
I'astérisque * sont calculés a partir des teneurs des isoméres qui ont été identifiés et en utilisant les proportions relatives des tautoméres

issues des travaux de Mazzoni. @ : valeurs de référence provenant des travaux de Mazzoni.

Les proportions relatives sont excellentes poucteaposés du maltose qui présentent un écart
moyen de 0,1% par rapport aux valeurs moyennesitvedapectivement 39,3% et 60,3% pour
les anomerest et B-. Des écarts subsistent pour les autres probabletne€ause des temps
d’inversion mutarotationnel relativement plus lathgs ces derniers constituants par rapport aux
autres. En conclusion, le calcul de ces proporttansomériques expérimentales permettent une
bonne autocontréle de notre méthode de quantificaét apportent la preuve que la méthode est
bonne et fiable. D’autre part, I'application desias de référence permet de déterminer les
teneurs des isomeres non détectés par nos anadysemmpléter ainsi nos  résultats
expérimentaux. Ce sera alors I'objet du paragrapiea suivre.

3.2.2.2. Etude comparative des teneurs en
sucres des échantillons de miel

Dans ce paragraphe, nous allons compléter leségsnsur les compositions en
sucre de chaque miel en faisant intervenir descbons portant sur les teneurs des tautomeres
non identifiés.
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3.2.2.21. Teneur expérimentale et teneur calculée
des composés isomeres des sucres

A partir des résultats du table@sa précédent, on calcule pour chaque isomére la
teneur des composés minoritaires non identifiésadirpdes teneurs connues et la relation

tautomérique a I'équilibre comme on I'a mentionnégédemment (Tableano).
Tableau 70: Isoméres edmposition des différents échantillons de miel

Isomeres glucidiques miell miel2 mielB migl4  migl5miel6 | miel7| miel8
a-D-glucopyranose 11,9% 7,4% 6,8% 8,29 7,9% 8,2% | 11,2%| 12,9%
[3-D-glucopyranose 20,3% 12,294 12,0% | 13,699 13,5%| 13,6%| 16,8%| 15,0%
a-D-fructofuranose 1,9% 2,9% 2,4% 1,69 16% 16% | 1,8% | 1,5%
B-D-fructofuranose 0,8% 0,6% 0,6% 0,49 0,4% 0,5% | 0,5% | 0,3%
a-D-fructopyranose 7,2% 11,2% 9,3% 6,8%| 6,7%| 6,8% | 8,0% | 6,7%
B-D-fructopyranose 22,0% 36,694 30,7% | 21,094 23,3%| 23,4%| 27,1%| 22,8%
o-Maltose 0,8%* 0,3%*| 0,5% 0,6%| 0,6%| 0,3%*| 0,5% | 0,3%*
[B-maltose 1,2% 0,5% 0,8% 0,99 0,9% 0,4% | 0,8% | 0,5%
a-isomaltose - 0,4%*| 0,5%* | 0,6% | 0,7%| 0,4% | 0,6% | 0,5%
[B-isomaltose - 0,6% 0,7% 0,8% 0,9% 0,7% | 1,0% | 0,7%
o-F-F-maltulose 0,1%* 0,2%*| 0,1%* | 0,5% | 0,4%/| 0,1%*| 0,1%*| 0,4%
B-F-F-maltulose 0,5%* 0,6% | 0,3%* | 0,6% | 0,4%| 0,4% | 0,4% | 0,5%
B-F-P-maltulose 1,1% 1,2% 0,7% 0,99 0,8% 0,4% | 0,7% | 0,6%
o-F-F-Turanose 0,4%* 0,6% 0,4% 0,4%| 0,4% 0,6% | 0,3%*| 0,3%*
[B-F-P-turanose 1,0% 0,5% 0,7% 0,79 0,7% 0,6% | 0,6% | 0,6%*
B-F-F-Turanose 1,0% 0,9% 0,7% 0,89 0,7% 0,6% | 0,7% | 0,6%
o-G-Nigérose - 0,6%* - 0,4% | 0,5%| 0,5% - 0,3%*
B-G-nigérose - 1,0% - 0,6%| 0,5% 0,6% - 0,5%
o-iso-maltotriose - - 0,5% | 0,7% - 0,4%*
[B-iso-maltotriose - - - 0,9% | 1,1% - 0,7%
Mélézitose - 0,7% 0,6% 0,7%  0,8% 0,5% - 0,7%
Erlose - 0,8% 0,6% 08% 1,1% 0,5% | 1,0% | 0,7%
D-glucitol 0,7% 0,4% 0,3% 0,39 0,4% 0,3% - -
Raffinose - 0,8% 0,6% 0,3% 0,7% - - 0,7%%
a-gentibiose - 0,5% - - - - - -
[B-mélibiose - 0,9% - - - - - -

Composition glucidique des différents échantillons de miel. Miel 1 : miel d'eucalyptus de Madagascar ; miel2 : miel des foréts de Madagascar ;
miel3 : miel de letchis de Madagascar ; miel4 : miel 5 : miel commercial Michaud de Corse ; miel6 : miel Elisa Ferrals les Montagnes, France ;
miel7 : miel de bruyére, Ferrals les Montagnes, France ; miel8 : miel de maquis, Ferrals les Montagnes, France. Les valeurs avec astérisque *
proviennent des calculs & partir des proportions relatives des équilibres tautomériques

A part les isomeres des composés du D-glucose Bi-fluctose, on observe des disaccharides
tels que leB-maltose, le B-F-F-turanose ainsi que B-F-P-ma#talgui sont présents a des
teneurs variables dans tous les échantillons. &atre; les disaccharidesgentibiose et |-
mélibiose ne sont présents que dans le miel de é@éViadagascar. Pour une interprétation
globale, on va grouper les constituants par clagseomposés. Les résultats résumés dans le
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tableau71 ci-dessous donnent en définitif la compositionbgle en sucre des différents
échantillons de miel étudiés.

Tableau 71composition par classe de composé glucidique des$féients échantillons de miel

N° Composés miell miel2 | miel3| Mield | miel5| miel6| miel7| miel8
1 |D-Glucose* 32,1% 19,7% | 18,9% 21,8%| 21,4% 21,7% 28,1% 27,9%
2 | D-fructose* 31,9% 51,3% | 43,1% 29,8%| 32,094 32,3% 37,49 31,3%
3| Maltose 2,0% 0,8%| 1,4% 1,4% | 1,5% 0,7%| 1,3%| 0,8%
4 |Isomaltose - 1,0%| 1,19% 1,3% | 1,69 1,1%| 1,6%| 1,1%
5| Maltulose 1,8% 1,9%| 1,1% 2,1% | 1,6% 0,9%| 1,2%| 1,4%
6 | Turanose 2,49 2,0% 1,8061,9% | 1,8% 1,8%| 1,6%| 1,4%
7 | Nigérose - 1,6% - 1,0% 1,0%1,0%| - 0,8%
8| Isomaltotriose - - - 1,49 1,8% - - 1,1%
9| Mélézitose - 0,7%| 0,6% 0,7% | 0,8% 0,5%| - 0,7%
10 Erlose - 0,8% | 0,6% 0,8% | 1,1% 0,5%| 1,0%| 0,7%
11 D-glucitol** 0,7% | 0,4% | 0,3% 0,3% | 0,4% 0,3%| - 0
12 Raffinose - 0,8%| 0,6% 0,3%| 0,7% - - 0,7%
13 Gentibiose - 0,5% - - - - - -
14 Mélibiose - 0,9% - - - - - -
Composition sucres totayx70,9%| 82,4% | 69,5% 62,9%| 65,7 %60,8 %72,2 % 67,9 %

*: monosaccharides ; **: polyol ; le reste étant des oligosaccharides. Miel 1 : miel d’eucalyptus de Madagascar ; miel2 : miel des foréts de
Madagascar ; miel3 : miel de letchis de Madagascar ; miel4 : miel de Morondava : miel 5 : miel commercial Michaud de Corse ; miel6 : miel
Elisa Ferrals les Montagnes, France ; miel7 : miel de bruyere, Ferrals les Montagnes, France ; miel8 : miel de maquis, Ferrals les Montagnes,

France.
Ces résultats définitifs vont permettre alors deefane étude comparative simple de ces miels a
partir des parametres fournis par les différentespositions dans le dernier paragraphe.
3.2.2.3. Etude comparative des paramétres et
propriétés physico-chimiques des

échantillons de miel
On voit d’apres les résultats obtenus que le neeforét de Madagascar (miel2)

contient le pourcentage le plus élevé en sucramipa lot d’échantillons étudiés avec 82,4%. I
est suivi par une série de miel monofloral : lelrdebruyére de France (miel7 ; 72,2%,) puis le
miel d’eucalyptus (miell; 70,9%) et le miel decles de Madagascar (miel3 ; 69,5%). Vient
ensuite la série contenant des miels multifloraelxqtie le miel de maquis (miel8 ; 67,9%); le
miel « Michaud » (miel5 ; 65,7%), le miel de Morawvd (mield4) ainsi que le miel « Elisa »
(miel6) avec respectivement 62,9% et 60,8%. Dassésudes portant sur des échantillons de
miel de Corse avec la RMN du carbone-13, MaZZBaitrouvé des pourcentages variant de 60,4
a 71,4% dont le miel de maquis avec 69,3% maismanquent le mélézitose, I'erlose ainsi que
le nigérose mais ou l'isomaltotriose a été idedtdi une teneur de 2,5%. Le D-glucitol a été
aussi absent de tous ses échantillons.

3.2.2.3.1. Diversité chimique des sucres dans les
échantillons de miel

Les échantillons de miel analysés renferment @ adhstituants différents dont
un alditol, le D-glucitol. Outre le D-glucose etDefructose, on a observé des disaccharides tels
gue le maltose, lisomaltose, le nigérose, le male ainsi que des trisaccharides. La
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combinaison de leurs teneurs est a la base desgimes d’études pour le classement les
échantillons de miel selon leur origine botaniqugémagraphique.

3.2.2.3.2. Paramétres oligosaccharides
observés et quantifiés

Pour 'ensemble des miels étudiés, le nombre tigssaccharides identifiés et/ou
quantifies s’éléve a onze. Le miel de forét de M@daar est le plus riche avec 13 constituants
dont 10 oligosaccharides (avec l'isomaltotriosenenins) et qui rendent compte alors pour
82,4% en masse de ce miel. Ceci est en accordlax@eérience ou les miels de foréts sont
généralement trés riches en sucres. On note ea oatraux remarquablement élevé du fructose
qui forme 51,3% du miel contre 19,7% en glucose.cBatre, le miel d’eucalyptus (monofloral)
ne renferme que 6 constituants identifiés qui,elgrD-glucose et le D-fructose, comprennent le
maltose, le maltulose, le turanose et le D-gluaitais dont la composition en sucres totaux est
relativement élevée avec 70,8%. Les études par KIBGles dérives silylés des sucres sur 12
échantillons de miel d’eucalyptus marocains pardkeet coll ont montré la présence de 4
constituants de plus dont le sucrose dans un miterde 0 a 0,16%; le gentibiose entre 0 et
0,04%, l'erlose entre 0-0,13%, le raffinose compmsre 0 et 0,16%, tous hors de la limite de
détection RMN ainsi que le kojibiose entre 0,0D,87%>°° Cette étude a permis également de
détecter dans d’autres miels le tréhalose a desitertomprises entre 0-0,1%.
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Figure 12:Quelquesoligosaccharides rapportés dans des échantillons dael de Maroc et de France

Ces constituants n'ont pas été détectés dans les échantillons de la présente étude. 15 : sucrose ou saccharose détecté dans les miels du
Maroc (Terrab et coll.) et de France (Réf. Cotte) ; 16 palatinose ou isomaltulose détecté dans les échantillons des miels de France étudiés par
Cotte et coll. ; 17 : laminariale détecté dans les échantillons des miels de France étudiés par Cotte et coll.

Pour le miel3 (miel de letchis), on n’a identifiéegsept constituants dont le D-glucitol et quatre
oligosaccharides. Le miel de Morondava (4) et lelichaud (5) possedent une composition
qualitative en sucre tout a fait identique avecsttes neuf oligosaccharides et le D-glucitol
présents (sauf le gentibiose et le mélibiose nduit été détectés que dans le miel de forét 2).
Méme dans leurs compositions quantitatives, on geole entre les deux miels que des
différences relativement faibles, les écarts plugnificatifs concernent le D-fructose,

'isomaltose, le maltulose, I'isomaltotriose etrifinose. Le miel de maquis, miel8, possede
onze constituants avec la présence des neuf oligoaddes, il lui manque le D-glucitol. Le

miel6 Elisa (6) a été caractérisé avec dix corestitsl avec le raffinose et I'ilsomaltotriose

absents, ramenant ainsi le nombre d'oligosacdbarguantifiés a huit. Quant au miel de
bruyere (7), en tout, sept constituants ont étatifiés et quantifies dont un seul trisaccharide,
I'erlose avec le trio disaccharide maltose, mattalet turanose, mais il lui manque aussi le D-
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glucitol. A titre de comparaison, Cotét coll ont déterminé par CPG-FID des dérivés silylés,
sept autres sucres minoritaires a des teneursmegevariées dans 280 échantillons de miel
dont des oligosaccharides tels que le palatinoge €rilL-0,5%, le laminaribiose entre 0,1-1,3%,

le maltotriose entre 0,1-0,8%, le panose entreOM% ainsi que des cétoses dont le 1-cétose
entre 0,1-03% et le néo-cétose entre 0,0-0:8%Voir Fig. 12)

Tableau 72: total oligosaccharides dans les édlmnstide miel
sucres miell miel2 miel3 miel4 mielb  miel6 mielf efBi
total oligosaccharides 6,1% 11,0% 7,3%| 11,090 11,80 6,7% 6,6% 8/8%
Ainsi, dans les limites de détection RMN, notre moée a permis de détecter et de quantifier

une diversité relativement large de constituantidique dans des différents miels d’origine
botanique et géographique différente dans lagledleligosaccharides occupent un pourcentage
moyen relativement élevé de 8,7% pour une plagealieur comprise entre 6,1-11,8% des
échantillons de miel. (Tablea2)

%ﬁi

HO “oH
panose H H

1-cétose

Figure 13 Quelques trisaccharides identifiés dans des mieledrrance étudiés parCotte et coll.

Nous avons déja noté que le gentiobiose et le mééb ne sont présents que dans le miel de
foret et ne sont pas détectés dans tous les akthesitillons de miel. Par contraste, pour tout
I'ensemble des échantillons de miel, outre le Dege et le D-fructosiormant les composantes
majoritaires des miels, on observe trois oligosaddis présents a des teneurs diverses dans
chaque miel dont le maltose, le maltulose et lartose. Ces trois oligosaccharides représentent
entre 5,8-8,6% des sucres totaux pour les miefgaleenance de Madagascar et entre 5,4-7,5%
des miels de France. (Table@d) On sait que les teneurs en oligosaccharides példtee
étudiées comme parametres de discrimination degnes botaniques ou géographiques des
miels!®

Tableau 73Paramétre Maltose-maltulose-turanose dans les éch@ions de miel

sucres miell miel2 miel3 miel4 miels miel6 miel7 el
maltose 2,0% 0,8% 1,49 1,4% 15% 0,7% 13% 0,8%
maltulose 1,8% 1,9% 1,19 2,1% 16% 09% 12% 14%
turanose 2,4% 2,0% 1,8% 1,99 18% 18% 16% 14%
Total (1f 6,1% 4,8% 43%| 54%| 4,99 34% 41%  3,7%
% (2) sur oligosaccharidds 100,0% 43,0% 59,2% 49,2% 41,5p6 51,8% 61pR% 41,9%

Paramétre Maltose-maltulose-turanose dans les échantillons de miel avec % en masse. @: total (1) total des teneurs en
maltose+maltulose+turanose ; ° : %(2) composition en maltose+maltulose+turanose des oligosaccharides
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Parmi les oligosaccharides, nous avons détermmié trisaccharides pour I'ensemble des
échantillons de miel, I'isomaltotriose, le mélégicet I'erlose (Tableam4). La somme de leur

pourcentage peut étre pris comme parametre derdisation géographique.
Tableau 74Paramétres trisaccharides des échantillons de miel

Trisaccharides miell miel2 miel3 mieldmiel5 miel6 miel7 miel8
isomaltotriose - - - 1,4% 1,8% - - 1,1%
Mélézitose - 0,7% 0,6% 0,7%0,8% 05% - 0,7%
Erlose - 0,8% 0,6% 0,8%1,1% 0,5% 1,0% 0,7%
total trisaccharides 0,0% 1,4% 12% 2,998,7% 1,1% 1,0% 2,6%
total oligosaccharides 6,1% 11,0% 7,3% 11,0%,8% 6,7% 6,6% 8,8%
rapport trisaccharide/oligo 0,0% 13,0% 16,7% 26,8%9% 16,0%15,4% 29,2%

Les trois trisaccharides n’ont pas été détectés tbamiel d’eucalyptus. En revanche, I'erlose a
été détecté pour des teneurs variant de 0,5 a Adl#ol’ensemble de tous les miels restants. La
présence du mélézitose a été détectée a des temda®,5 et 0,8% sauf dans le miel de bruyere
(7) ou il est absent. Par contre, 'isomaltotriosa été détecté qu’avec le miel4, le miel5 et le
miel8 avec une teneur respectivement égale a 11488 et 1,1%. L’ensemble de ces trois
trisaccharides forme 0 a 3,7% des échantillons a#, mendant compte pour 0 a 30,9% des
oligosaccharides totaux. Enfin, a titre de réféegnmmus reproduisons ci-dessous un tab&su

comparatif des oligosaccharides provenant des méBrésil et d’Espagne.
Tableau 75Comparaison des teneurs en oligosaccharides des tide Brésil et d'Espagne

N° Sucres Miels Brésil Miels Espagne N° Sucres MigissB  Miels Espagne
1 Maltose 0,21-6,88% 0,77-1,98% 13 Cellobiose nd 060,28%
2 Turanose 0,78-2,03% 0,72-2,87% 14 Laminaribiose d n 0,06-0,21%
3 Nigérose 1,11-2,81% 0,35-0,90% 15 Maltulose nd 6643,52%
4 Mélibiose 0,05-0,15% 0,00-0,00% 16 Kojibiose nd ,86092,19%
5 Sucrose 0,07-0,77% 0,04-1,38% 17 Tréalulose nd 56-D,43%
6 Isomaltose 0,18-0,71% 0,64-3,07% 18 Palatinose nd 0,12-0,62%
7 Maltotriose 0,24-1,03% 0,00-0,03% 19 1-cétose nd 0,07-0,48%
8 Panose 0,03-0,08% 0,00-0,27% 20 6-cétose nd 005173
9 Mélézitose 0,21-0,37% 0,00-0,16% 21 Néo-cétose nd 0,01-0,13%
10 Raffinose 0,10-0,25% 0,05-0,73% 22 Erlose nd 0,94%
11 a,a-tréhalose nd 0,00-0,32% 23 Isomaltotriose nd 0,01-0,14%
12 B,B-tréhalose nd 0,17-0,65% 24 Par nd 0,01-0,45%

Teneurs en oligosaccharides minoritaires dans des miels de Brésil et d’Espagne. % pourcentage en masse ; nd : non détecté -2 : Da Costa et
coll. 1% | analyse des sucres par HPLC sur 70 échantillons de miel ; b : Martinez-Castro et coll.2%°, .analyse par CPG et spectrométrie de

masse.

3.2.2.3.3. Observation et quantification du
D-glucitol dans les échantillons

Nous avons détecté et quantifié dans six échamsillsur les huit analysés
d’échantillons de miel la présence du D-glucitdlalfleau7é) C’est un polyol résultant de la

réduction de la fonction aldéhyde du D-glucose eladonction cétone du D-fructose.
Tableau 76Répartition du D-glucitol dans les échantillons deniel étudiés

Origine géographique Madagascar Corse France
Echantillon de miel miell miel2 | miel3] mield | miel5| miel6| miel7| miel8
% en D-glucitol 0,7% 0,4%| 0,3% 0,3% | 0,4% 0,3%| - -

Les teneurs observées sont a la limite de détediobappareil RMN : le miel des forégset
miel Michauds avec 0,4% ; le miel de letchdset miel « Elisa % avec 0,4% sauf pour le miel
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d’eucalyptus1 dont la teneur monte a 0,7%. Si ce constituamasy@e en CPG/SM apres
silylation ou acétylation avec d'autres sucres @lsly par exemple dans les fluides
métabolique$’* sa présence n'a jamais été mise en évidence aapardans les miels. Les
polyols forment une classe de sucres trés dif§cdl@nalyser par HPI2# sauf avec les récentes
techniques d’échange anionique et la encore, chsitpies s’utilisent surtout pour quantifier le
fructose et le glucose dans les mf@fsC’est donc pour la premiére fois qu'une étude @
de déceler et de quantifier le D-glucitol dansresdanges complexes que sont les mial®ir(
annexe D-glucitol p132

Cette remarque sur le D-glucitol ferme ce parduygagur la diversité des sucres
des miels ou nous avons un peu délaissé de cosfidess majoritaires que sont le D-glucose et
le D-fructose. Mais ils sont tres importants panrgeimpacts sur les propriétés physico-
chimiques du miel dont la cristallisation qui skobjet du dernier paragraphe.

3.2.2.3.4. Solubilité des sucres et parameétres
de cristallisation des miels

Les sucres sont des molécules tres polaires qggégent des sites hydrophiles
avec les fonctions OH et aussi les fonctions étkaeO-C. Selon les positions de ces sites, les
sucres seront plus ou moins hydratés. De cetteatgtdbn vont dépendre les différentes
solubilités des sucres. Les oligosaccharides pessézh plus des possibilités de rotation qui
favorisent la rotation autour des liaisons glycmpids des différents sucres simples selon les
positions les plus favorables. Bien entendu, ledubdlités vont dépendre et croitre avec la
température. Le tablear ci-dessous donne quelques exemples de solutddié sucres dans
I'eau.

Tableau 77Valeurs de solubilité de quelques sucres purs dade I'eau

Sucres Solubilité Solubilité décroissante (a saturation) des quelques sucres dans I'eau a la température de 20°C
D-fructose 78,9 exprimée en gramme de sucres par 100 g d’eau. Le D-fructose présente donc la meilleure
Saccharose 66,7 solubilité avec 78,9 g/00 g d’eau, suivie par le saccharose (ou sucrose) avec 66,7. Le D-glucose
D-glucose 47,2 ne vient qu’en troisiéme position avec 47,2 g/100 g d’eau suivie par le maltose (43,8). Le raffinose
maltose 43,8 présente la plus faible solubilité avec 2,0g/100 g d’eau.

Raffinose 12,0

Dans les miels qui peuvent étre considérés commaalations d’eagsupersaturéede sucre, la
tendance a se cristalliser est ainsi un processwseaf® qui dépend surtout du rapport des deux
sucres majoritaires que sont le D-fructose et @uzose. Plus particulierement, White, a montré
que la vitesse de cristallisation dépend de lauera glucose du migf vu que celui-ci a une
solubilité presque deux fois moindre que le D-foset Ainsi, les miels avec du glucose ayant
une teneur inférieure a 28% ou un rapport glucasefel1,7 restent plus longtemps liquide. Le

tableauz8 résume les teneurs en glucose et en fructosse différents parametres associés.

Tableau 78 Comparaison des parameétres dérivés des tenegtaase et fructose
Parametres miell miel2 miel3 miel4 miel5 Miel6 miel7 miel8

G 32,1% 19,7% 18,9% 21,8% 21,4% 21,7% 28,1% 27,9%

F 31,9% 51,3% 43,1% 29,8% 32,0% 32,3% 37,4% 31,3%
F+G 64,0% 70,9% 62,0% 51,6% 53,4% 54,0% 65,5% 59,2%
FIG 099 261 229 137 149 149 133 1,12

G : D-glucose, F : D-fructose ; % en masse des constituants
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Pour le miet, les teneurs en fructose et en glucose sont peesggales, ce dernier étant
légerement supérieur au premier et dont I'enseribl@, égale a 64,0% de la masse totale du
miel est compris dans la plage d'intervalle deslsnies eucalyptus entre 63,7-77,8%Ainsi,
le rapport F/G égal a 0,99 est tres voisin dednedssiste a un miel d’aspect résineux facilement
cristallisable. Le miel8, a un rapport F/G procleldavec 1,12, la teneur du D-fructose étant
|égerement supérieur a celui du D-glucose. Le uhéeforét de Madagascar posséde le rapport
FI/G le plus élevé avec 2,69 du a la teneur exaapdite en D-fructose de 51,3%, et 'ensemble
de ses constituants majoritaires rend compte p012% de la masse totale du miel. Il est suivi
en terme de F/G par le miel de letchis avec unadmggal a 2,61 avec la teneur en fructose égale
a 43,1% contre 18,9% pour le glucose, formant &8%% de la masse du miel. Pour le miel de
maquis de Corse étudié par Mazzt§fii,on a un rapport F/G de 1,3. [166] Les mi!s ont un
rapport F/G intermédiaire de 1,30 a 1,50. (Tabfzgu

Tableau 79Paramétres F/G déterminé par*C-RMN sur des miels de Corse

Echantillons de miel maquis Chéataignier 1 chataignier 2 acacia asphodélanthyllis clémentinier

Fructose 35,60% 37,10% 36,6 32,40% 32,70%  31,50% ,40%3
Glucose 26,80% 23,00% 17,2 2590%  22,70% 28,70% 4028,
FIG 1,33 1,61 2,1 1,25 1,44 1,10 1,18

Paramétres F/G déterminé par RMN 13C sur des miels de Corse (Mazzoni) : les teneurs sont des % en masse par rapport aux miels. Analyse
effectuée sur RMN 200 MHz (50MHz 13C, Hz0 :D20)

Mazzoni a ainsi observé les valeurs les plus élduéspport F/G pour les miels de chataignier 1
et 2 avec respectivement 1,61 et 2,1. Ce derésitat pour le miel de chataignier 2 associé
avec une teneur exceptionnellement faible de 1%&2% une teneur totale en oligosaccharides
élevée de 17,6% est en accord avec les donnéesroer Bui décrit une corrélation négative des
teneurs entre monosaccharides et oligosacchanndfseur de ces derniers au cours de stockage
prolongé des mie®’ Dans les miels résineux dits « miels de méléeitosu la présence de ce
trisaccharide peu soluble a des teneurs relativegleré allant jusqu’a 10% rendent aussi les
miels facilement plus cristallisables. Le tabl@®umontre des rapports F/G des miels d’origine

géographique et d’'origine botanique différentes.
Tableau 80Comparaison des valeurs F/G des miels d'origine banique et géographique différentes

Pays Francé Marocb Nepaf
Origine botaniquel Acacia (50)Tournesol (36)| Eucalyptus (12)Citrus (10)| Umbellifera (7) Apis
FIG 1,67 1,05 1,23 1,21 1,01 1,56

*

Comparaison des valeurs F/G des miels d'origine botanique et géographique différente. * : valeurs moyennes de F/G ; @ : Cotte et coll. ; teneur

déterminée acide palustrique HPLC avec détecteur PAD ; b Terrab et coll. ; données obtenues par CPG-SM ; ©: Joshi et coll., 28 données
obtenues par HPLC a partir des miels provenant des miels produits sur deux espéces A. mellifera (27 échantillons), A. dorsata (28) et A.
cerana (26).

Bien entendu, la cristallisation dépend aussi désutacteurs tel que le taux d’humidité, et de la
température de stockage des miels. Mais la teneuf'atres substances dont sont plus  ou
moins pourvus les miels tels que les composés mges, les éléments minéraux influe
également sur la cristallisation. On peut assiaters au phénoméne de relargage qui fait
accaparer les molécules d’'eau par d’autres erditées que les sucres ou par le phénoméne de
mélassigéne selon lequel ces autres entités, diardeaux sucres peuvent augmenter leur
solubilité.
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Cette deuxieme partie de notre travail (chap.a porté sur I'application de
I'analyse directe des mélanges complexes sansai@papréalable par la RMN du carbone-13
assistée par ordinateur (par2c.).

L'analyse concertée avec CPG et RMN a permis tierméner pour les fractions
volatiles de I'ensemble des échantillons de résiteepin provenant des espeeskesiyaet P.
patula30 composémona, di- et sesquiterpéniques. L'analyse directe par RMMNabone-13
des fractions non volatiles de ces résines ont igelfidentification et la quantification des 10
acides résinigques et 7 composeés diterpéniqueseseminoritaires. L’ensemble des constituants
de la résine, déterminé par péréquation rend comppte 51-60% de la masse totale des
échantillons analysés (para®1.). La revue de la littérature nous a montré questcpour la
premiere fois que des techniques RMN ont été appdig a I'étude chimique de I'espéceRle
kesiyaet a lI'especeP. patula Sur le plan national, c’'est aussi la premieres,f@ue I'on
s’intéresse a des études portant sur les possibllessations des espéeces forestieres. Ce travail
ouvre ainsi la voie a I'étude extensive sur leseesp forestiéres résineuses susceptibles de
valorisation économique.

Avec le support des différentes bases de donnéet aklles accessibles sur
Internet, il nous a été aussi rendu possible detdiga directement les constituants en sucre des
différents échantillons de miel (parag.2). La méthodologie nous a permis également de
vérifier les équilibres tautomériques des compadéstifiés par la RMN du carbone-13, rendant
ainsi compte de la fiabilité de la méthode attemasqu’a une teneur limite détectable de 0,3%
(3.2.1). Pour I'ensemble des échantillons comprenant méss d’origines botaniques et
géographiques différentes de Madagascar et de d&;raddctautomeres dont 12 oligosaccharides
minoritaires ont été ainsi identifiés et quantifiémdant compte pour 60-81% de la teneur en
masse des miels. Peu de travaux portant sur lds atiatilisant la méthodologie de la RMN du
carbone-13 ont été publiés jusqu’a ce jour et rasagons savoir que ce travail fait figure de
pionnier dans ce domaine sur les miels de Madagameoarant des perspectives dans le cadre de
controle de qualité, de détection de fraude et d&e ren normes des produits nutritionnels
englobant les miels, les fruits ou breuvages. Emaht, il ouvre la voie pour I'étude des plantes
susceptibles de contenir des sucres en vue desatlon industrielle ou pour le recyclage des
agro-ressources dans le cadre de protection et¢steg environnementale.
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Dans ce travail nous avons fait usage et illuggéx démarches analytiques
opposées utilisant des approches différentes deanéibgie RMN. Nous avons ainsi caractérisé
une diversité de petites molécules formées de ceégpterpéniques et des sucres pouvant étre
réparties dans deux espaces chimiques différents.

Dans le premier chapitre, nous avons appligué la méthodologie sijas de
purification-identification (VoieA). Nous avons fait un usage concerté des technitjpes 2D de la
RMN pour 'étude structurale du germacranolide A%aerévision structurale du guaianolide TD15
qui ont été isolés et purifies a partir des vasiéie I'espécelanacetum densunl’utilisation
extensive de SINEPT et DNOE ont permis particuliegst de désigner sans ambiguité les protons
diastéréotopiques et des carbones quaternaireiscpiasdéterminer les relations spatiales sur les
facesa et 3 des molécules. Ces résultats ont validé les régigsriques des auteurs tels que Samek
concernant les caractéristiques structurales ieslysar la présence de l'unité pharmacophwre
méthyléney-butyrolactone conduisant a la stéréochimie abgcls¢4S, 5R, 6S, 7S, 8S) pour A9
et (1R, 3R, 6S, 7S, 10R) pour TD15

Le chapitre2 concerne l'application de I'analyse directe dedamges complexes
sans séparation préalable par la RMN du carbonasiZtée par ordinateur (Vo). A l'aide de
cette technique, nous avons pu quantifier les ceggraono di- et sesquiterpéniques des essences
de térébenthine et les constituants diterpéniquekes et neutres des colophanes issues des résines
provenant des espéces locale$d&esiyaet deP. patularendant compte pour 54 & 60% de la masse
totale en résine. A notre connaissance, c’est [aopremiere fois qu’un tel travail utilisant I'ayak
directe par RMN dd*C a été accomplie pour R kesiyaet leP. patula De méme, nous avons pu
guantifier directement les constituants en suceehigt échantillons de miel comptant pour 60-81%
en masse des miels et de vérifier les équilibre®taériques des composeés identifiés par la RMN du
carbone-13. Gréace a cette méthode, le D-glucifmh &tre pour la premiére fois détecté et quantifié
dans cing de nos huit échantillons de miel, centpipas été possible auparavant avec les méthodes
classiques de chromatographie et de spectromérieagse. Nous croyons savoir que ce travail est
le premier dans son genre a étre entrepris syproesits de la biomasse locale de Madagascar.

La Voie A de purification-identification a été toujours l&tinodologie de choix
surtout dans I'exploitation des plantes médicinaées vue d’isoler des nouvelles petites
molécules d’intérét biologique. Mais elle est haagée par de longs processus laborieux
d’isolement et de purification pour l'identificatioaussi fastidieux que colteux en moyen,
matériels et temps des substances déja connuempagnant inévitablement les substances
nouvelles.

L’avénement des techniques de haut débit avemétsodologies de couplages
supportés par les bases de données informatifdés;**?ont permis de faciliter les techniques
de déréplicatioft® et I'on voit une migration progressive vers I'aysd des mélanges complexes
sans séparation préalaBté.Parmi ces méthodologies, la mise en couplage eEmigues de
chromatographie avec un systeme paralléle de S8& & MN constitue un des plus puissants
moyens d'investigatidt® mais qui peuvent se révéler trés coliteux. Ausssjste-on au
développement de la RMN en microgramme, permettamalyse des tres faibles quantités de
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produits,*®?'" et qui, associée aux méthodologies de statistideemvariatiorf'® appuyées par

des bases de données informatiques permet 'andiysete des constituants des mélanges
complexes. Ces innovations refletent 'une des dgartendances actuelles qui, dans un souci a
la fois d’écologie et d’économie, est d’arriverdentifier les métabolites a partir des mélanges
complexes que ce soit chimiques, ou biologiquesigltee diverse en évitant ou en simplifiant
le maximum possible de traitements préalables.

C’est dans ce cadre de compatibilité environneatenét de colts que s’est
développé l'analyse directe par RMN du carboneM@&iq €) dont nous avons fait un usage
pionnier sur les ressources renouvelables locades dhos travaux. Cette méthodologie par
excellence non invasive permet d’autre d’aboutiea objectifs de valorisation académique et de
valorisation industrielle. En effet, a la différende la VoieA, essentiellement qualitative, sa
capacité d’analyse quantitative sur un grand nordbreonstituants chimiques en fait par ailleurs
un outil important d’écologie chimique. On peutsaidéboucher sur une valorisation industrielle
de la biomasse dans le cadre de la chimie durabiecomme source d’isolats pour synthese
chimique, de molécules plates-formes pour les Hinmies ou comme sources de bioénergies .
D'autre part, le formidable progrés dans la génaemfig qui permet la découverte de nouveaux
récepteurs biologiqgues ouvre la voie aux nouvelledrapeutiques utilisant les «vieilles
molécules » parfaitement connues aussi bien quiadglisation pour I'étude des interactions
macromoléculaire&°
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Annexes

Germacranolide A9

Annexes Germacranolide

Extraction T. densum. (Dr Gorenet coll.) L'isolement et la purification a partir de 4,16 ke
poudre séchée de la partie aériea@acetundensumont passé par des étapes traditionnelles
d’extractions successives par ordre de polaribéssante (Ether de pétrole, CH@t MeOH).

Le résidu obtenu par évaporation a partir des ixtcambinés de chloroforme et de méthanol a
été redissout dans du méthanol et la solutiomoigt@lacée a 4°C pendant 24 h. Apres filtration
des précipités, le filtrat méthanoligue concentréssvide, a conduit a un résidu visqueux. Ce
résidu de mélange complexe contenant les lacton&té autilisé pour le fractionnement
chromatographique en vue d’isolement du lactonmgeranolideA9.

Fractionnement du résidu de mélange complexe cantdes lactones (Dr Goéren et coll)e résidu
visqueux a été soumis a un fractionnement chromapbggue sur gel de silice, utilisant un
gradient de solvant d’éther dans de I'éther deope(éther de pétrole 100%-Ex 100%) puis un
autre gradient de solvant de méthanol dans deelélitO 100%-MeOH 100%) fournissant
ainsi huit fractions. Les deux derniéres fractiomé été recombinées pour une séparation par
chromatographie en couche mince sur gel de siliee de I'éther comme éluant. La bande la
plus polaire contenant les lactones sesquiterpané& alors purifiée par «chromatographie
flash » sur gel de silice avec le systeme d’él@Cl; : MeOH (15:1) donnant ainsi 23 mg du
germacranolidé9.

GermacranolideAg. Cristaux incolores ; IR[KBrYmax cmi®, 3220 (OH), 1760ytlactone C=0),
1660 (C=C). UV (MeOHM\mnax M €) 209 (2050), 263 (240). CD (MeOR)nax nm Ag) 250 (-
0,6) ; HRMS (CI, NH) m/z 281,1351 [M+1]" (281,1389, calculé pour GH»10s).

Préparation de I'ester de bis-p-bromobenzoag a partir du germacranolide A9 ( selon
Lincoln Scott)pour stéréochimie absolue de A9. A une solutiatéagr 0°C de 1 (2,8 mg; 0,01
mmol), de DCC (5,7 mg ; 0,028 mmol), DMAP (3,1 m@025 mmol) dans du dichlorométhane
anhydre est ajoutée une solution d'acide de p-bbempoique (4,4 mg; 0,022 mmol) dans du
dichlorométhane anhydre (1 ml). Le mélange réantibast agité a 0°C pour 15 mn, avant qu'il
s’équilibre avec la température ambiante. Ensiulitest agité pour 45 mn jusqu’a ce que la
plague CCM montre queté a été totalement consommé (Gel de silice 68PF
Hexane/CHCI, 1 :1). On évapore le solvant sous vide et le téslide est purifié par TLC
préparative (Hexane/GRBIl, 1 :1) pour donner quantitativement I'ester de@lsromobenzoate
16 comme cristaux incolores (6,5 mg, 100%).

Ester de bis-p-bromobenzoat (Lincoln Scott).PF 210°C ;[0( 2,33—23,3 (c 0,069/100 ml,

MeOH) ; UV (MeOH)Anax 208 nm (fin d’absorption) ; 24& @4 200) ; CD (MeOH) 210 nm
(Ae —20,0), 242 (-39,4) ; 258 (+19,4) ; IR (KBr) 17@5=0) cm' ;

RMN *H (CD,Cl,, 400 MHz)3 7,61 (d, J =8,7 Hz ; 1H) ; 7,60 (d ; J = 8,7 H&t) ; 7,38 (d ; J
=8,7Hz);735(d;J= 8,7Hz); 6,14 (dd, 3371 ; 0,6 Hz ; H-13") ; 5,64 (dd; J = 2,7; 0,6
Hz ; H-13) ;5,57 (dd ; J = 9,2 ; 7,7 Hz ; H-®,32 (superposé avec CDHCIH-5) ; 5,22 (ddd ;
J=8,3;6,6;4,9Hz;H-8);515 (bs; H-149,12 (bs ; H-14) ; 4,77 (dd ; J= 7,1; 7,1 H#;
1); 3,50 (dddd, J= 9,2;6,6;3,1;2,7Hz7H-3,06 (dd, J = 14,4 ;4,9 ; Hp; 2,60 (dd, J =
144;8,3; H-8); 2,23 (dddd; J = 13,1;9,3;7,1; 4,1 Hz-2B) ; 2,19 (dddd ; J = 13,1;
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Germacranolide A9

9,3:7,3;7,1Hz; H®) ;2,03 (ddd, J = 12,9;7,3;4,1 Hz ;)3 1,84 (ddd ; J = 12,9;9,3;
9,3 Hz ; H-B) ; 1,54 (s ; H-15) ; RMN®C (CD,Cl, ; 100 MHz)3 178,5 ; 165,4 ; 164,5 ; 147,1 ;
136,0;132,1 (2xC); 131,3;131,3; 128,8,;,828128,1 (2x C); 126,8; 115,5; 83,8 ; 82,9 ;
80,7:76,6;72,1;486;37,5;29,5;21,9:

LRMS (Cl ; NHs ; 150 eV) m/z (intensité relative) 649 (58 ; [M¥1] 647 (100 ; [M+1]) ; 645
(645 ; [M+1]); 569 (46 ; [M+1-"Br]*): 567 (42; [M+1-*'Br]"); 489 (71); 185 (63);
183(64) ; 102 (72) ;

HRMS (EI ; 70 eV) m/z 645,0113 ([M+1]; calculé pour GH,7"°Br,0; 645,0123.
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Guaianolide TD15

Annexes Guaianolide

Extraction de la partie aérienne de T. densum(Gdorenet coll) Les extraits séquentiels a I'éther de
pétrole, puis a I'éther ensuite au méthanol ontéténus a partir de 10kg de la partie aérienne
de Tanacetum densum ssp. amaéichés et réduits en poudre. Les extraits a Fétheau
méthanol ont été combinés, évaporés sous videssaai dans le méthanol sous chauffage doux.
Les précipités récupérés a 4° par filtration ostlavés avec du méthanol froid et les solutions
ainsi obtenues ont été recombinées pour étre éeporsous vide pour donner finalement de
I'extrait brut contenant les lactones sésquiterppées en vue de fractionnement par
chromatographie.

Isolement et purification pour TD15. (G6renet coll) L'extrait brut a été soumis aux fractionnements
chromatographiques par gravité sur gel de siliiksant un gradient croissant d’élution d’éther
dans de I'éther de pétrole, puis méthanol damisdiéde pétrole donnant 9 fractions, la fraction 4
obtenue a été de nouveau soumise a une autre dogragzhie par gravité sur gel de silice
utilisant le méme gradient d’éther dans de 'éthempétrole. La quatrieme fraction obtenue de
cette colonne a 25% d’éther a été soumise a umenettographie sur Sephadex LH-20 utilisant
le systeme de solvant {éther de pétrole : CHCIBQHE|(7 :4 :1) conduisant a 9 fractions dont la
troisieme a été purifiée par chromatographie paiper sur couche mince avec le systeme de
solvant {GHe :CHCl; :EtOH}|(2 :1 :0,1) pour donner le pyréthroidining comme de I'huile
(R¢:0,2). La fraction 8 provenant de la colonne itétide gel de silice a été chromatographiée
sur Sephadex LH-20 pour donner une seule fractideite derniere a été purifiée par
chromatographie préparative sur couche mince eantlavec le systéme de solvant EtOAC :
CsHe 1:1 pour donner le parishin@ comme de I'huilgR;: 0,5).

Préparation de I'ester (R)-O-méthylmandélaga partir de guaianolided7 pour stéréochimie
absolue selon la méthode de Moscher (Lincoln Scott)
A une solution de17 (2,1 mg; 0,008 mmol), de DCC (3,8 mg ; 0,02 mnatlde DMAP (2,2

mg, 0,02 mmol) dans du G&l, anhydre (0,5 ml) a 0°C, on a ajouté une solutierd’dcide de
(-)(R)-O-méthylemandelique (1,5 mg ; 0,009 mmolasldu CHCI, anhydre (0,5 ml) refroidi a
0°C. Le meélange réactionnel a été agité a 0°C ddurmn, puis laissé s’équilibrer a la
température ambiante. La mixture a été alors agibée un temps additionnel de 45 mn au bout
duquel la plague CCM montre quir est totalement consommé ($jAQCHCk: MeOH ;
100 :15). Le solvant a été évaporé sous vide eédau purifié par CCM préparative (Si0
CHCI;3: MeOH ; 100 :15) pour donner l'ester (R)-O-médmhndelate36 (2,9 mg ; 88%)La
méme méthode ci-dessus a été utilisée pour prepaster (S)-O-méthylmandélatez a partir

de 77(2,6 mg ; 79%).

Ester (R)-O-méthylmandélass (Lincoln Scott):
2,9 mg, solide amorphe incolore ; LRMS (CI, §Hn/z (intensité relative) 430,1 (8 ; [M +
NH4]") ; 264,1 (28) ; 247,1 (33) ; 229,1 (45) ; 184,aQ)L; 121,1 (97) ;
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HRMS (Cl, NH) m/z (intensité relative) 430,2250 [M+NH (calculé pour GH350s:
430,4839)

'H RMN (CD.Cl,, 400 MHz)d (mult. ; & Hz) 7,30-7,45 (m, 5H) ; 6,19 (d ; 3,4 ; H-13"),59
(d;78;25;H-3);552(;3,1;H-13); 8,6, H-2") ;4,56 (dq; 11,0; 1,7 ; H-6) ; 3,39;(-
OCHy) ; 3,30 (m; 1H); 2,92 (dddd, 11,0; 10,8; 331 ; 1,6 ; H-7); 2,37 (ddd, 15,4 ; 7,8;
56 ; H-33); 2,18 (dddd, 14,5;4,0;3,9; 1,6; )8 1,99 (ddd ; 13,5; 3,9; 3,6 ; HBP; 1,92
(ddd; 15,4; 8,0; 2,5; HD ; 1,72 (ddd ; 13,5; 13,3; 4,0; Hp; 1,62 (bs; B15); 1,36
(dddd ; 14,5; 13,3;4,0; 3,6 ; H8B; 0,91 (s ; H-14) .

Ester (S)-O-méthyemandéla® (Lincoln Scott):

2,6 mg, solide amorphe incolore; LRMS (CI, §Hm/z (intensité relative) 430,1 (8;
[M+NH4]") ; 264,1 (28) ; 247,1 (33) ; 229,1 (45) ; 184,aq); 121,1 (97) ;

HRMS (Cl, NH) m/z (intensité relative) 430,2250 [M+NH (calculé pour G4H30s :
430,4839)

'H RMN (CD,Cl,, 400 MHz)d (mult. ; 3 Hz) 7,30-7,45 (m, 5H) ; 6,19 (d ; 3,3 ; H-13'),63
(d;78;25;H-3);552(;3,1;H-13); 8,6, H-2) ;4,59 (dq; 11,0; 1,7 ; H-6) ; 3,39;(-
OCHy) ; 3,19 (m; 1H); 2,90 (dddd, 11,0; 10,9; 331; 1,6 ; H-7); 2,26 (ddd, 15,4; 7,8;
5,7 ; H-PB); 2,17 (dddd, 14,6 ; 4,0;3,9; 1,6 ; I8 1,97 (ddd ; 13,5; 3,9 ; 3,6 ; HBP; 1,85
(bs ; B-15) ;1,70 (m ; H-&) ; 1,66 (m ; H-#) ; 1,36 (m ; H-8) ; 0,90 (s ; H-14) .

15

QLL& JL M R

......

Spectre34 : Spectre de proton de l'ester (R)-O-méthylemiatelélans le dichlorométhane-d2.

15

\ JJL JLLJ«_ML;MLJL

—T—TT

T T T T T T T ™7 T T T
6 s a 3 2

Spectre 35: Spectre de proton de l'ester (S)-O-méthylemlatglélans le dichlorométhane-d2
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Résines
Annexes résines des pins
Acides résinigues et numérotation
N 16 16
1215 | i
117 ™13° 17 12 15 ,12\ ,15\
1 ?O SIJ ||14 2 :hl \\:II.3 N17 20 Ill II13 17
<1087 1.1.9 14
|2 ]I'O H I? 2/1\}.0'9\8¢14 2 N10"2\g”
- H //4 ﬁ 6 //4 H 6
8 < <
18 COH 18 co,H 18 CO,H
19 2
19 19
acide abiétique acide déhydroabiétique acide 15(16)-déhydroabiétique
16
°,OH
12 15 ,12\ ,15\
117 M3 17 11 13 17
20 | 1 %0 é //14
2/1\:'10'?\8/14 27710787
) LAl
\4/?\6/7 \4/;\6/
{h i COM
18 (:C)2F1 2
19 19

acide 5-hydroxy-déhydroabiétique

16 1e 16
1 15
12 - : 12 15
117187 N7 o R 1Ry,
1 %Osla I14 AN 1 %Osla ”14
27 107 g7 ? }OQ § 2771078
I 3. 5.7 | | |
~Ngo TN e H 6 3\4/?\6/7
- H " co,H 16 4
15 CO,H 2 CO,H
19 2
19 19
acide lévopimarique acide neoabiétique acide palustrique
15=16
12 7 15
11753 TN 121"
b ol Lo S
27 107 87 AN 1Y 9 14
N L LH AT
N4 N6 ~4- TN 3\4/5\6/7
2 H : H s h
18 CO,H ¢ /:H
C02 18 CO,H 18 CO,H
19 19
acide pimarique acide iso-pimarique acide sandaracopimarique
12 15=16
117 ™13
i
S0
H
\4/?\6/7
/:H
HOOC COOMe
18 19

acide imbricataloique

Page?7716 sur 151



Annexes

Résines
Constituants résiniques neutres et numeérotation
15=16 15 15-16 15
12/ =
117315 1~ 17 A T
Lol T , 0L e 20 | | 17 20 | | 167
27 N1077 8% 27 > 10787 2/1\10'?\8414 2/1\:{0’?\8/14
L L Sl I T HI [ 1
N4 N g7 e 3\4/?\6/7 N4 TN
: H /:H /:H /i H
18 CHO 18 CcHO 18 CH,OH 18 CH,OH
19 19 19 19
pimaral iso-pimaral pimarol iso-pimarol
16 16
15
1173137 17 17 R93 7
%0 gl) Il 20 |l |
A o AN ONgA
I I H I | | I
3\4/?\6/7 3\4/?\6/7
/:H g :H
18 CH,OH 18 coome
19 19
abiétol déhydroabiétate de methyle
j : t on
6 17 6 17 N
77 N5t I /ONg 4 6 . 17
\ 37N 18 NN s N
8—19 N6 8— 19 1R e \ N 18
/ / OH 8—19 16
9 /1§ /13—14 o 1 /13—14 9/ 11 13—14
10 1\2 10 \\1\2 N0 \\1\2/
20 20 50
cembréene cembrénol iso-cembrol

1: acide déhydroabiétique

0,03 0,06_, 0,01
0,00303 0,06
0,02 0,01

0,00 0,02

4: a-pinéne

0,00 0,01

5: sclaréol 6:13-épi- sclaréol

7: cembrene

Figure14 : Variation des déplacements chimiques pour lelsorees des différents constituants représentdtifsed
résine. (Réf. Rezzi)
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Résines

12 CO,H

16 CO,H
2:acide néoabiétique

1: acide déhydroabiétique

2,3
2,0

1,2: acides déhydroabiétigue et
néoabiétique (squelette abiétane): 3:

acide isopimarique; 4: a-pinéne
(pinane dans la fraction volatile des
résines); 5: sclaréol  (squelette
labdane); 6: cembréne (squelette

cembréne). Les valeurs déterminées par
expérience d'inversion récupération se
situent en général entre 0,3 et 6,5 s pour
la plupart des carbones protonés sauf
par exemple pour celles des carbones

6,310,158
10,1 2,3 "
; E 87 L 6 en position 1 et 3 (10,1's), en 5 (8,7 s)
63 A ' ' pour 'a-pinéne 4.
o 6,5
4: a-pinene
6: cembréne

5: sclaréol

Figure 10 : Temps de relaxation longitudinale @es carbones protonés de quelques constituamésespatifs des
molécules dans les résines. (Réf. Rezzi)

Mz%%

alpha

Graphique 13 : Courbe de restitution de magnétisakpérimentale a 400 MHz
L’expérience est effectuée avec un appareil RMN 400MHz avec D1+AQ = 2.8 sec. M%% représente la ratio S/B en pourcentage

Spectres des résines brutes des échantillons de pin

l l|||m__mumm Hh\ ! N

T T T I T T T T I T T
200 180 1a0 140 1z0 100 g0 [=11] 40 20 0 PRm

Spectre 36 : RMNlu carbone-13 de la résine brute de. kesiya Briéville
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l fil MI\I MM' Hh\ ! |

T T T T T T I T T
z00 180 160 140 1z0 100 a0 a0 40 z0 0 PRm

Spectre 37RMN du carbone-13 de la résine brute RP2 provenarde Marovitsika

i gkl

T T T T T T T T T T T
zZ00o iz0 1e0 140 1z0 100 =0 &0 40 Z0 o izt

Spectre 38: RMNIu carbone-13 de la résine brute Pk3 dans le CDCI3

| L

=200 180 1IGD 140 120 100 80 [=11] 40 =20 o j=l=58
Spectre 39spectre RMN du carbone-13 de la résine brute d@inus patula
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Résines
RésineP. kesiya Pk1 provenant de Bréville
31,28 40,75 31,48
116,05
47,04
e 37,99
H.C '
23,01 Hsc CH3
*2082  2637* 25,64 17,70 *19,72 *20,20
1a: a-pinéne (83,2%) Ab: myrcéne (0,5%)  1¢: terpinoléne (0,4%) 1e: limoneéne (0,8%)
Figure 15: Individualisation des composés la+ketion volatile Pkl
aprés * : pics en superposition communs a différents composeés ; @ : pic absent sur le spectre RMN
109,96
143,69
30,23 129,56
37,44
25,732 134,19*
42,09 166,35
28,80 99,06
31,95 CH_29.42
H,C CH, 23,83 48,11 3
19,72 19,50 2184 26,11 CH,; 25,83
1f: B-phellandréne (6,0%) 1g: B-pinéne (1,6%)  1h: camphéne (1,1%) 1i: isopinocampheol (0,2%)

Figure16 : Identification des constituants 1f-1i de la fration volatile Pk1
pics des différents constituants en superpositfarpjc absent sur le spectre RMN

23,32 30,50 30,62
20,20 18,69 CH3
H,C CH, 133,852 19,44 19,44
47,93+ 27,08 118,47 H.C CH
3 3
2831 1 L1 43,10%
i 39,07 30,83 34.64 26,37*
a
25,94 77300 TLI9N oL 31,37 31,37
1334 H,C 083 20,54 8
«
OH H,C~ “CH ’ 20,54 2043 2664 30,13 CH
49,50° s 685 HC Narg0 1m: verbenol-trans (0,4%) o3
16,87 16,85 10,52 : ' 1n: longifoléne (0,4%)
1j: Bornéol (0,1%) 1k: terpineol-4 (0,1%)  1lI: tricycléne (0,3%)

Figure 17: Identification des constituants 1j-1naé&action volatile PK1
*: pics des différents constituants en superposition ; 2 : pic absent sur le spectre RMN.

e ‘.1‘1_)1,; i el b s MWJJAM@W@U e

T T T T T T T T T T T T T T T T

‘ T
150 145 140 135 130 125 120 [ppm]

Spectre 40Portion du spectre de RMN**C 155-110 ppm de la fraction non volatile de la sine Pk1
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111,21

17 31,56

1o: acide abiétique 1p: acide 15,16-déhydroabiétique 1q:acide 15-hydroxydéhydroabiétique

Figure 18:dentification des acides résiniques 1o-1q dérivarde I'abiétane de la fraction non volatile Pkl

On a rapporté seulement les déplacements chimiques O pour les pics appartenant en propre & chaque composés et qui serviront pour
I'intégration en vue de la quantification.

21,02 16

: 30,02

S 2174
CO,H
1r: acide déhydroabiétique 1s: acide néoabiétique 1t: acide palustrique

Figure 19:dentification des acides résiniques 1r-1u dérivarde I'abiétane de la fraction non volatile Pkl

1u: acide Iévopimarique

dobid L LULJ (o

T T T T T T T i T T T T T T T T T T

50 45 40 35 30

Spectre41: Portion de spectre 52-29 ppm'de-RMN de la fraction non volatile Pk1

o

e Y )

30 28 26 24 22 20 18 16 [ppm]

=

PO, W1 N . WS

Spectre 42 Région14-35 ppm de la fraction non volatile Pkl

147,32 112,94 112,77

7— 16 112,77 / om

| 32,42 ¢
= = H
H 182 9
CoH 15,16 CHO 72,06CH,OH
1v: acide isopimarique 1w: acide pimarique 1x: pimaral ly: iso-pimaral 1z: pimarol

Figure 20: Acidegt composeés diterpéniques neutres de la fraction nwolatile de Pkl
Seuls les carbones protonés appartenant en propre a chaque molécule et qui serviront plus tard pour I'intégration sont reportés sur la figure ci-

dessus.
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30,51

30,60*

2a: longifolene

Résines

RésineP. kesiya Pk2 provenant de Marovitsika

115,67 139,02

17,71 25,74*
2b: transfarnesene

111,70
2c: trans-caryophylléne

Figure 21: Identification des sesquiterpénes dafiattion volatile Pk2

2d: 1,8-cinéole

109,95
143,70
30,25 129,57
12068 25,81 134,19*
30,83 42,10
31,96
150,20 H,C CH,
108,41 19,72 19,50 *19,72 *20,20

2e: limonéne 2f: B-phellandréne 2g: terpinoléne

Figure 22: Identification du 1,8-cinéole, limonégt@-phéllandréne (coéluants sur CPG) et le terpinoléne

31,48*
31,29, 40,79

116,06
144,51,
H,C
23,00
H,C
*20,81

47,06
38,00

CH,
26,38

2h: a-pinéne

Figure 23 :

113,02*

20,54 2383 4812 Ja185 °
HC N4 32'54
o1 b 2583 CH,
2i: tricycléne 2j: myrcéne 2k: camphéne 2l: B-pinéne

Identification ded-pinéne, tricyclene, myrcéne, camphene effghinene.

23 z2

21 z20 19 18 17 16 15 14 oo il

Spectre 43 Région du spectre de 14-23 ppm de la fractionvadatile Pk2.
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126,97
7

e

S H :
Slus 1845970
2m: acide 15-hvd 2n: acide 15,16-déhydro
drénhyz(r:tlaa%iétiqge roxy abiétique 20: acide déhydroabiétique 2p: acide abiétique

Figure 24 Identification des acides 2m-2p dérivant du squetkte abiétane de la fraction non volatile de Pk2
Seuls les carbones protonés appartenant en propre a chaque molécule et qui serviront plus tard pour I'intégration sont reportés sur la figure &
part des fonctions acides pouvant étre communes et marquées alors par un astérisque.

i s

T
33 352 31 =1 =1 =29 =7 - =5 =y pEm

Spectre 44 Région 23-33 ppm de la fraction non volatile Pk2
1 21,03 120,34

17 21,25 15,30 ot
' 3844 | o

120,22
14

36,69 |
S H21,67 1676 £~

16,0715 155 185,15¢ o~ OH 185305
o~ OH 185,15¢ o)

20: acide palustrique 2r: acide lévopimarique 2s: acide néoabiétique 2t: acide pimarique

Figure 25:acides résiniques majeures 2q-2t dextdiém non volatile Pk2

T T T T T T T T T T T T
4z 41 40 3o 38 37 36 35 34 33 3z P

Spectre 45Portion 30-45 ppm du spectre de carbone-13 de ladction non volatile Pk2

141150,28 \
38,80 109,28 1%09’35
17,95 17 17,26
e e
7 s

: H2518 32,48

185,311 : 1516 1g: 206,52+
O OH 185,31* ~19 %H
7>OH 0
O

2u: acide isopimarique 2v: acide sandaracopimarique 2w: iso-pimaral 2x: pimaral

Figure 26: acides et diterpénes neutres 2u-2x ffadtion résinique de Pk2
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I I I I
477 L= 45 44

Spectre 46 Région de 44 a 53 ppm des carbones asymétricfieS5 et C9 des constituants résiniques Pk2

I I T I I
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112 110 108
Spectre 47région 109-130 ppm des carbones oléfiniques protamédu spectre des constituants résiniques Pk2

T T T I T T T T I T T I T I T I I T I
151 150 14% 148 147 146 145 144 143 142 141 140 13% 138 137 136 135 134 =i

Spectre 48Région 133-151 ppm des carbones oléfiniques des stituants résiniques Pk2

Résine P. kesiya Pk3 provenant de Viliahazo

109,95 30,49  30,60* .
31,27 40,73 31,47* 23.56
143,71 116,03 )
30,21 129,52 1445 antt
37,98
25,81* 134,24 H,C CH
23,01
42,08 HC 6563
31,93 20,81
3c: a-pinéne (5,6%
Tgs?l (13-5'69’ P ( ) 27,79 28,05
' o 3d: a-longipinéne (4,7%
3a: B-phellandréne (29,7%) 3b: longifolene (18,7%) e ( )

Figure 27: Individualisation des composés majoritaires 5-30%8a-3d de |'essence de térébenthine de Pk3
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3i: a-muuroléne (1,3%) 3j: para-cyméne (1,0%)

19,92 19,50%

3k: ylangéne-a (1,0%)

Figure 28 : Individualisation des monoterpenes et sesquitegmes 1-3,2% de la fraction volatile Pk3
113,05

146,182
*31.47 139,022

26,73 115,60
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| 131,732
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; ’ r1gs 2609 3857 3 ' o (0790
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g 3m: B-pinéne (0,7%) 118,45 P ( 0) H,C CH,

’ 30,82 34,59 O 2571+ 1768

:acé 0,
3I: acétate de bornyl (0,9%) <, 200,40 30 myrcene (0.6%)
36,7 129,71 37,42
C
5

2331CH,

H,c  CH

H
H,C H, 154,41 25,26*
16,84 16,84 1254
3n: terpineol-4 (0,5%) 31
H,C CH,
19,50* 19,58
3p: cryptone (0,1%)

Figure 29 : individualisation des mononterpéne3@He la fraction volatile Pk3

16 21,02
22,40 34,28
20,73
17 21,25
35,10 120,21
4

1608/ H X H21.75 e
18 1g; 185,08* 719 E '
8 185,286‘/ OH 2 719
OH O/\ 185'ga//\OH 185,492
3r: acide palustrique 3s: acide déhydroabiétique 3t: acide pimarique 3u: acide lévopimarique

Figure 30:Individualisation des acides résiniques majeures aes la fraction non volatile Pk3

Les déplacements chimiques reportés concernent les pics des carbones protonés appartenant en propre a chaque constituant et servant par
la suite & la quantification; avec astérisque sont ceux des fonctions acides en superposition, avec a signifie « absent » ; les pics avec ¢ sont
des caractéristiques aux constituants.
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Spectre 49 Région 13-23 ppm des constituants résiniques de Bk
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Spectre 50région 23-33 ppm des constituants résiniques de 2k
31,55

16
121,98
12

T

1219 185,01 319
184,52/\OH O/\OH
O 185,01+
3u: acide abiétique 3v:acide néoabiétique 3w: acide 15-hydroxydéhydroabiétique 3x : acide 15,16-déhydroabiétique

Figure 31:individualisation des autres acides résiniques dérant du squelette abiétane.
Les déplacements chimiques reportés concernent les pics des carbones protonés appartenant en propre a chaque constituant et servant par
la suite a la quantification; avec astérisque sont ceux des fonctions acides en superposition, avec a signifie « absent » ; les pics avec ¢ sont

des caractéristiques aux constituants.

T T I T T T
43 42 41 40 39 38 3

1 T 1 1 T
7 36 35 24 33 ppm

Spectre 51 Région 30-44 ppm des constituants résiniques de Pk3
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Spectre 52région 43-53 ppm des carbones asymétriques C4, C5@9 des constituants résiniques de Pk3
147,28 19577
15 g

26,01 15

1 24,58 g
15,1618 19;\206,69 io
o’ H 72,07CH,OH
3y: acide isopimarique 3z: acide sandaracopimarique 3a": pimaral 3b": pimarol

Figure 32:individualisation de I'acide isopimarique et des dévés minoritaires issus du pimarane
Les déplacements chimiques reportés concernent les pics des carbones protonés appartenant en propre a chaque constituant et servant par
la suite a la quantification; avec astérisque sont ceux des fonctions acides en superposition, avec a signifie « absent » ; les pics avec ¢ sont
des caractéristiques aux constituants.

el -

I T I T I T I T I T T T
1=0 1=5 1=a 124 1lz=2 1=0 115 11a 114 11z 110 108

Spectre 53région 110-130 ppm des carbones oléfiniques du cgdC des constituants de la fraction non volatile
de la résine Pk3

o "JW'MAW

T T T T | | T T T T |
152 150 143 146 144 142 140 138 135 134 ppm

Spectre 54 Région 133-151 ppm des carbones oléfiniques des stitnants résiniques de Pk3
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20,30

3128 4979 73148 37,44
116,05 4708
144,51, ' 2888 99,06
H,C 37,99 CH,29.42
* CH 23,82 48,11
23007 HyC 3 CH._.25.87*
26,37 3 36,19
20,81 107,13 3
4a: o-pinéne 4b: B-pinéne 4c: camphéne 4d: verbenéne

Figure 33:Individualisations des monoterpenega-4dde la fraction volatile de I'échantillon P.patula

109,96
21,00CH
3 28,88 28,88
135,14 143,723 2349 CH,4
128,99 128,99 30,22 129 532
120,68
126,28 126,28 25,87" 134,19
145,902 42,09 30,89
33,752 31,942
a
H,C CH, H,C CH, 150,20
24,12¢ 24,12¢ 19,72 19,50 108,41
4e: para-cymene 4f. 3-phellandrene 4g: 1,8-cinéole 4h: limonéne
Figure 34:Individualisation des monoterpénesie-4hde la fraction volatile de I'échantillon P.patula
21,00
30,50 30,62
2337CH, H,C_ CH,
133,982 26,42
31,10 62,16 ’
120,61 99,01
20,04 25,64 26,91 24,02 47,93 21,16
12,63 45,03 29,77
H,C 2628 72722 2552° 4508 g7 g5a 340
147,96 44,24 zcoygg) H,C CH, CH,
121,62 35,56 : 2043 2664 HO 2746 30,13
4i: a-campholenal 4j: verbenol-trans 4k: p-mentha-1,5-diene-8-ol 4l: a-terpinéol 4m: longifoléne

Figure 35:1ndividualisation des monoterpéenes 4i-4m de la fra@on volatile de I'échantillon P. patula.

BTN B A 0 | N WD TR

T T I | | T T I T | I
152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 ppm

Spectre 55 région 132-152 ppm comprenant les carbones oléfinigs IV des constituants résiniques Pp
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16 111,22

72,43 " 3L55°

7
124,93

27,61
1677 £ = * h
1?33,82/:72(),_' 185,20¢ /}QOH 184,63&&
o o S OH

4n: acide abiétique  4o: acide déhydroabiétique 4p: acide 15-hydroxydéhydroabiétique  4q: acide 15(16)-déhydroabiétique

Figure 36 :identification des acides 4n-4q du squeletteabiétarde la fraction non volatile Pp

U

T T T T T T T T T T T e
130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110 R,

Spectre 56 région 110-130 ppm des carbones oléfiniques du cgdl des constituants résiniques de Pp

T T T T T T T T T T
5= 5l S0 49 45 47 45 45 44 43 ppm

Spectre 57: région 43-53 ppm des carbones asymétriques C4t CSdes constituants résiniques de Pp
21,03

20,34

185,22+ O 185,04+

4r; acide lévopimarique 4s: acide néoabiétique 4t: acide palustrique

Figure 37 :Caractérisation des autres acides du squelette aane de la fraction non volatile provenant de Pp
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Spectre 58 région 32-41 ppm du spectré®C des constituants résiniques de Pp

26,01
15
20 0036’06 15,21
: 14415028 0 148,88
38,80 o 14 \110,17
46,06 17 109,262 29,08 '
7 !
36,98 \44,9 120,09 :
17,14 /" . H
18 4].,:\185,22* 185,22*-:19
O OH OH
4u: acide pimarique 4v: acide isopimarique 4w: acide sandaracopimarique

Figure 38 identification des acides dérivés de squelette pirane dans la fraction non volatile du Pp

3= . =N =) =] =23 =28 =27 28 25 =4 =3

Spectre59: région 23-32 ppndes constituants résiniques de Pp

A JLLLJL,,UJLMMJL N
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Spectre 60: Région 13-23 pprdes constituants résiniques de Pp

R L R AR e
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Tableau 81 Déplacement chimique des formes tautomeéres dxret B-maltose selon Mazzoni et Bremer

carbone d(Mazzoni) d(Bremser) carbone d(Mazzoni) d(Bremser)
1 100,18(a) 100,63 N 92,51 () 92,92
100,11(B) 100,63 96,38 (B) 96,81
, 71,95 (o) 72,27
2 73,25 (ap) 73,67 2 7467 () 7501
, 73,85 (0) 74,16
3 73,52 (ap) 73,85 3 7683 (B) 7713
, 7748 () 78,10
4 69,97 (ap) 70,30 4 73@) 7792
5 72,39 () 72,64 5 70,51 (a) 70,94
72,30 (B) 72,64 7512 (B) 75,55
92,92 , 61,22 (01) 61,71
6 61,12 (aB) 96,81 6 61,36 (B) 61,71

Tableau 82: Comparaison des déplacements chimiqudss tautoméresa- et B-pyrane de I'isomaltose

carbone d(Mazzoni) d(Bremser) carbone d(Mazzoni) o(Bremser)
1 98,47 (ap) 99,64 () T gg:gg Eg; 733 (a)
2 72,33 (p) 73,3 () > ;i:gg Eg; 759 (B)
3 73,73 () 750 () 3 ;2:22 Eg; 750 (a)
4 70,03 (ap) 71,3 (0B) & 70,12 (ap) 777 @)
5 72,08 (p) 73.8 () 5 ;2:32 Eg; 71,3 (aB)
6 61,08 (ap) 62,5 (B) 6 66,22 (ap) 71,3 (a)

Tableau 83: Déplacements chimiques des tautomeérés l'isomaltriose selon Mazzoni et Friebolin

B¥C  ®Mazzoni)  d(Friebolin) *C  &(Mazzoni)  3(Frieb.) C  &(Mazzoni)  (Frieb.)

9281 (a) 92,2

98,43 98,5 ' 98,28 982 1
‘ (of) (of) 96,69 (B) 96,8
7202 (@) 723

N .
2 7238 (ap) 722 238 @H 7222 T o g0h
7375 (a) 733

3 7375 (ap) 733 3 7375 (ap) 733 3

76,64 B 76,7
4 *70,14 (ap) 70,3 4 70,76  (aP) 70,3 4"  *70,08 (ap) 70,3
70,50 (a) 70,8
74,01 B) 74,7
6 61,12 (ap) 60,9 6’ 66,04 (aP) 66,3 6” 66,30 (ap) 67,0
* . Valeurs interchangeables selon les travaux de Mazzoni.

5 7210 (ap) 72,0 5 %7023 (ap) 703 5

Tableau 84: Déplacements chimiques du mélézitdea 8&azzoni et Bresmer

13C d(Mazzoni) o(Bremser) 13C 9(Mazzoni) o(Bremser) 13C &(Mazzoni) o(Bremser)

1 92,29 93,59 r 62,65 63,67 1 100,82 99,95
2 71,62 73,45 2’ 104,22 106,07 2" 72,09 73,72
3 73,49 74,88 3 81,75 83,20 3" 73,85 75,31
4 70,26 71,77 4 73,76 75,02 4 70,14
5 72,88 74,33 5’ 83,81 84,42 5” 72,76 74,18
6 61,23 62,45 6’ 62,8 6” 60,97
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Spectre 61 :Spectre en entier typique des miels d’échantéld®0 MHz
Largeur spectrale : 250 ppm ; systeme de solvant : H20/D20 : 95 :5 en volume ; référence interne : dioxane-1,4 a 67,12 ppm.

Un spectre d’un échantillon de miel, dominé par les pics des isomeres du D-glucose et du D-fructose et qui sont les constituants majoritaires
des miels enregistrés dans les conditions standard ne différe pas dans I'apparence générale a un spectre d'un autre échantillon de miel.

T T
== | 50 40 30 b= da] 10 {/ [= el

3 4a

2
1 lIb
" ) It J“ el 4
e S L Py -—-nL‘:. s Y ! o " o

T T T T T T T T T T T
130 125 120 115 110 105 100 25 30 85 & snacl

Spectre 62Spectre typique de la région des carbones anomérigs et glycosidiques des miels a 100 MHz
1-5 : pics des carbones anomériques et glycosidiques. 1 : carbone glycosidique C2 a-fructofuranose (aFF), 105,02ppm ; 2 : carbone glycosidique
C2 B-fructofuranose (bFF), 102,09 ppm ; 3 : carbone anomérique C2 B-fructopyranose (bFP), 98,67 ppm; 4 : carbone anomérique C1 [3-
glucopyranose, 96,51 ppm ; 5 : carbone anomérique C1, a-glucopyranose (aGP), 92,70 ppm. - a : C3 a-fructofuranose, 82,63 ppm; b :C5 a-
fructofuranose, 81,85 ppm; € : C5 B-fructofuranose a 81,23 ppm.

Identification du D-glucitol dans les échantillashes miel 1-6

Le carbone'®C identifié est suivi de son déplacement chimiqneppm, puis de l'intensité
relative de son pic par rapport au pic de dioxade{tamenée a 100) et du nombre de
superpositionD-glucitol miell (Eucalyptus)teneur 0,7% C-1(73,58 ; 1,58 ; 3); C-2(71,75 ; 0,86: 0);
C-3 (71,72; 0,80; 0) ; C-4 (70,29; 1,13; 0); C&@,43; 1,07; 3); C-6 (63,12; 1,14 ; @-glucitol miel2
(foréts) teneur 0,4% C-1 (73,58 ; 0,413) ; C-2 (71,74 ; 0,490) ; C-3(9) ; C-4 (70,32 ;53,642) ; C-5 (63,46 :
0,59 0) ; C-6 (63,08 ; 0,790). D-glucitol miel3 (letchis)teneur 0,3% : C-1 (73,54 ; 0,275) ; C-2 (71,76 ;
0,97 ;2) ; C-3(71,65; 0,162) ; C-4 (70,26 ; 5,944) ; C-5 (63,46 ;0,170) ; C-6 (63,11 ; 0,190). D-glucitol
miel4 (Morondava)teneur 0,3%C-1 (73,59 ; 0,372) ; C-2 (71,78 ; 1,340) ; C-3 (71,55 ; 0,36 Q) ; C-4
(70,26 ; 12,81 4); C-5 (63,47 ;0,622) ; C-6 (63,11 ; 0,43 0). D-glucitol miel5 (Famille Michaud)
teneur : 0,4%C-1(73,54; 0,68 4) ; C-2 (71,78 ; 0,34 0) ; C-3 (71,68 ; 0,270) ; C-4 (70,26 ; 8,22 2) ; C-5
(63,46 ; 0,28 0) ; C-6 (63,07 ; 0,290). D-glucitol miel 6 (Elisa)teneur 0,3% C-1 (73,58 ; 0,68 4) ; C-2
(71,78 ;0,34 0) ; C-3 () ;C-4(70,29 ; 16,10 4) ; C-5 (63,47 ; 0,420) ; C-6 (63,16 ; 0,280)
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Graphique 14 : Espaces chimiques des diversitééaulsiires provenant des ressources étudiées

LogP : variable descripteur d’hydrophobicité bagé Ie coefficient de partition octanol ;68
calculé avec la méthode de Marvin utilisant lesditions suivantes :

LogP= [SOIUtéoctanol

solutd,,,

pour les solutés ionisables, on ajuste le pH de faton que la forme non ionisée du soluté
prédomine dans la phase aqueuse :

- oty ; aveclor |-’ - oot
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Glossaire

Glossaire

Activité antiangiogénigue :

La thérapie antiangiogénique agit en perturbant I'a ngiogénese tumorale,
c'est-a-dire le processus par lequel les tumeurs fo rment de nouveaux
vaisseaux sanguins. En bloquant l'accés d’'une tumeu r aux vaisseaux sanguins,

ce traitement vise a priver les cellules cancéreuse s de l'oxygéne et des
nutriments que leur fournit le sang, ce qui permet d'en ralentir la
croissance et probablement méme de les faire dispar aitre

Chimie combinatoire :

http://fr.wikipedia.org/wiki/Chimie_combinatoire

La chim e conbi nat oi re combine (au hasard au parfois, a ses débuts, puis de
maniére automatique et codifiée ensuite) des molécu les ou structures
apparentées pour synthétiser des matiéres a proprié tés nouvelles.

Elle est née de la génomique et de la protéomique  qui cherchent a étudier le
fonctionnement du Vivant aux échelles les plus peti tes, notamment pour
trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, constit uant pour cela des
ciblotheques . Cette forme nouvelle de chimie produit des banques de molécules
potentiellement actives qu’elle propose a d'autres sciences qui peuvent les
tester en espérant y trouver des propriétés intéres santes pour l'industrie,

la pharmacie, etc.

Génomique

http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nomique

La génomique est une biotechnologiequi a pour objet I'étude des génomesc'est-a-
dire I'ensemble des génesportés par un étre vivant en appliguant notamment des
techniques de séquencagees chromosomesCette discipline a connu un essor trés

médiatiséa la fin du XXe siecle avec la compétition entre différentes équipes

scientifiques pour la publication de la premiére ca rte du génome humain
annoncée conjointement le 26 juin 2000par Bill Clinton et  Tony Blair. Mais le premier
véritable séquencage date de 1972 avec la lecture de la séquence ARN du gene
du virus bactériophageMS2. Depuis lors, les génomes complets de nombreuses especes
vivantesont été séquencés : le ver Caenorhabditi®legansen 1998 la  mouche drosophileet
la plante Arabidopsis thaliamen 20000u encore, le chienen 2005

Invasif (ve) :

Non destructif(ve). Une analyse non invasive en dét ruit pas les analytes qui
peuvent étre récupérées a fin d’autres investigatio ns.
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Résumé Mots-clés: chimie durable, biomasse, mélange complexe, RMN du carbone-13 ntfiaation, a-
méthyléneybutyrolactone, résines, terpénes, miels, sucregylixitol

Dans ce travail, nous avons illustré deux démarahafstiques opposées utilisant des méthodologies d

la RMN pour I'étude des meétabolites secondairesvgarant des mélanges complexes d'inté
industriel, nutritionnel et médicinal issus délamasse.

Dans un premier temps, nous avons appliqué la mdélbgie classique de purification-identificati
avec un usage concerté des techniques 1D et 2B RIBIN pour I'étude structurale du germacrano
A9 et la révision structurale du guaianolide TDXes deux produits ont été isolés et purifiés arp
des variétés de I'espédanacetum densum. L'utilisation extensive de SINEPT et DNOE ont ipés
particulierement de désigner sans ambiguité lemmpsodiastéréotopiques et des carbones quaterr
ainsi que de déterminer les relations spatialesesuiacest et 3 des molécules. Ces résultats ont va
les regles empiriques concernant les caractéregicgiructurales induites par la présence de I'y
pharmacophorea-méthyleney-butyrolactone, conduisant a la stéréochimie ales@y, 4S, 5R, 6S, 7S,
8S). pour A9 et (R, 3R, 6S, 7S, 10R) pour TD15.

Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé l'apalyss meélanges complexes sans sépar
préalable par la RMN du carbone-13 assistée panatalir. Nous avons pu quantifier les compa
mono- di- et sesquiterpeniques des essences de térébeatHaw constituants diterpeniques acide
neutres des colophanes issus des résines proveeamspeces locales Bekesiya et deP. patula,
rendant compte pour 51 a 60% de la masse totatésgme. De méme, la composition en masse|
sucres dans huit échantillons de miel, totalisantr 50-81% de la masse totale et validée par ket
de la répartition tautomeérique a pu étre détermiace a cette méthode, le D-glucitol a été dét
puis quantifié, pour la premiere fois a notre cassence, parmi des divers sucres minoritaires diang
de nos échantillons.

Abstract Keywords: green chemistry, biomass, complex mixture, carbtiNMR, quantitation,a-
methyleneybutyrolactone, resins, terpenes, honey, sugargglbcitol

In this work, we investigated secondary metabolitesn biomass complex mixtures of industrial,

nutritional and medicinal interests using two NM&sbd opposite analytical approaches.
Firstly, concerted use of 1D and 2D NMR techniquéhin the frame of the purification-identificatig
methodology, allowed us to carry out structurablss of the germacranolide A9 and the guaiang
TD15 structure revision which were isolated andiffad from Tanacetum densum ssp. Particularly,
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extensive use of SINEPT and DNOE techniques werg lelpful in assigning diastereotopic proton

and quaternary carbon as well as in determiningeth@oleculesx and (3 face spatial relationshig
These results are in support of previous empiricdés regardinga-methyleneB-Ethrolacton(b
pharmacophore unit-induced structural charactesdgading respectively td$, 4S, 5R, 6S, 7S, 8S)
and (R, 3R, 6S, 7S, 10R) absolute stereochemistry for A9 and TD15.

Secondly, we used computer-assist¥+-NMR direct complex mixture analysis without preinary

separation. Using this technique, turpentim@no- di- and sesquiterpene compounds, rosin diterpenic

acids and neutral constituents from lo¢al kesiya and P. patula specie resins were successfy

lly

guantified, accounting for 51-60% of resin mass position. We were able to directly quantify the
sugar constituents of eight honey samples, acaugirir 60-81% of honey mass composition and

which was validated by the tautomeric equilibriuvompilation. Thanks to this method, the D-glucitol

was detected and quantified, for the first timéhatbest of our knowledge, among minor sugars withi

five of our samples.
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