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INTRODUCTION

L'étude phytochimique des plantes a permis de découvrir de nombreuses substances naturelles
présentant un ou plusieurs groupements suifates.

Ces dérivés sulfatés sont retrouvés dans différentes classes de composés naturels. Ils existent
aussi bien dans la classe des saponines [Hostettman,1995] que dans celle des polyphénols
comme les coumarines, les anthraquinones et les flavonoides [Barron,1988].

C'est cette derniere série que nous avons choisie d'étudier. Le but de ce travail a été d'effectuer
une mise au point des derniers travaux réalisés dans ce domaine. Ce travail s'inscrit dans le
prolongement de la revue de D. Barron parue en 1988 [Barron,1988].

Nous avons alors analysé les traveaux réalisés aprés 1988 concernant les derniers composés
isolés et identifiés ainsi que leur distribution dans le réegne végétal. De plus, nous avons voulu
résumer les différentes méthodes utilisées pour l'extraction, l'isolement, la détermination de
leur structure ainsi que les techniques utilisées pour leur synthése chimique.

Ce travail sera enfin complété par les principales voies de biogénése et les propriétés
biologiques déja décrite pour ces composés. Nous verrons notamment l'intérét qu'apporte la
sulfatation des génines pour leur activité antioxydante ainsi que dans la prévention du cancer
du sein et des complications oculaires du diabéte.




1 STRUCTURE ET DISTRIBUTION

Depuis 1988, date de la derniére revue consacrée aux flavonoides sulfatés [Barron, 1988], de
nombreux travaux ont été publiés. Ceux-ci portent aussi bien sur l'isolement et 1’analyse
structurale avec la description de 21 nouvelles molécules, que sur la présence dans d’autres
plantes de flavonoides sulfatés connus.

Ce chapitre est donc consacré a ces avancées. Les différentes classes de flavonoides sulfatés
de quatre familles de Monocotylédones et celles isolées dans la classe des Dicotylédones
seront ainsi présentées.

Les Annexes 1 et 2 montrent les différents flavones et flavonols sulfatés isolés ainsi que leur
origine.

1.1 LES MONOCOTYLEDONES.

Nous trouvons parmis les Monocotylédones présentant des flavonoides sulfatés (Annexe 3)
des molécules connues isolées pour la premiére fois dans certaines especes, ainsi que dix
structures originales dont trois n'appartiennent ni aux flavonols ni aux flavones.

Ces travaux concernent donc six especes réparties dans quatre familles : les Palmae, les
Restionaceae, les Commelinaceae ainsi que les Iridaceae.

1.1.1 Les Flavones.

1.1.1.1 Famille des Palmae

Dans cette famille, I’espece Phoenix dactylifera posseéde quatre flavones sulfatées [Tomas,
1988]. C’est la deuxie¢me espece du genre Phoenix a posséder des flavonoides sulfatés car
deux d’entre eux, la lutéoline-7-sulfatoglucoside (1) et le chrysoeriol-7-sulfatoglucoside (2)
étaient déja isolés de Phoenix roeblenii (b).

Les deux autres dérivés isolés de P. dactylifera, la lutéoline-7-disulfatoglucoside (3) et le
chrysoeriol-7-disulfatoglucoside (4) sont originaux [Tomas, 1988]. Ce sont les seuls
flavonoides sulfatés isolés a ce jour dont les groupements sulfates soient portés par la méme
chafne glycosylée. Cependant aucune précision n’est apportée quant a la position précise de
ces groupements sulfatés.

R, R,
1 Sulfatoglucoside OH
2 Sulfatoglucoside OMe
3 Disulfatoglucoside OH
4 Disulfatoglucoside OMe




1.1.1.2 Famille des Restionaceae

L'étude de deux espéces de cette famille a permis d'isoler cing nouveaux dérivés sulfatés de
I’hypolaetine.

Un de ces dérivés a été isolé de Hypoalena fastigiatia [William, 1998] : I'hypolaétine-7-
sulfate-8-glucoside (5). C'est une flavone glycosylée dont la sulfatation s’effectue directement
sur la génine contrairement aux quatre autres qui sont sulfatés sur la chaine osidique.

Ces composés sont les dérivés 7-sulfatoglucosyl (6), 7-sulfatogalactosyl (7), 7-méthoxy-3'-
sulfatoglucuronyl (8) et 7-méthoxy-3'-sulfatogalactosyl (9) de I’hypolaétine isolés de
Leptocarpus elegans [William, 1998].

R1 R2 R3

5 0S50y H — OH
e
HQHO

6 Sulfatoglucoside OH OH
7 Sulfatogalactoside OH OH
8 OMe OH Sulfatoglucuronide
9 OMe OH Sulfatogalactoside

1.1.1.3 Famille des Commelinaceae

C’est a partir de Tradescantia buckleyi qu’un nouveau flavonoide sulfaté a été isolé.

11 s'agit de la 6-hydroxy-6-sulfatoglucosyl-lutéoline (10) [Del pero,1993]




1.1.2 Anthocyanes, Flavanones.

1.1.2.1 Famille des Iridaceae

L’étude de Babiana stricta a permis d’isoler deux anthocyanes sulfatées : la malvidine-3-
glucoside-5-(2’"-sulfatoglucoside) (11) et la malvidine-3-glucoside-5-(2’’-sulfato-6"’-
malonylglucoside) [Toki, 1994].

R
HOHo
HOHO
R
11 H
12 Malonyl

1.1.2.2 Famille des Myricaceae

Ces deux nouveaux flavonoides sulfatés sont, avec le 3-gallate de la dihydromyricétine 3'-
sulfate [Nonaka, 1983] (une hydroxyflavanone isolée de Myrica rubra), les trois seuls
flavonoides sulfatés qui appartiennent ni aux flavones ni aux flavonols.

SOzH
OH

OH

OH

OH
OH
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1.2 LES DICOTYLEDONES

Depuis 1988, 14 especes réparties dans 9 familles différentes s’aveérent renfermer des
flavonoides sulfatés dont 12 présentent des structures originales.

Parmi ces nouveaux composés, deux sont des dérivés de flavones et dix dérivent des
flavonols.

~

L'Annexe 4 montre les especes de dicotylédones a partir desquelles ont été isolés des
flavonoides sulfatés.

1.2.1 Les flavones

Les deux nouvelles flavones découvertes sont sulfatées sur la partie osidique.

La premiére, ’isoscutellaréine 4'-méthoxy-8-(2’’-sulfatoglucosyl) (14) a été isolée d’Althea
officinalis (Malvaceae) [Harborne,1994] et la seconde, 1’hypolaétine-7-sulfatoglucuronyl (15)
[Williams,1998] a ét€ purifiée a partir de Meeboldina thysanantha (Restionaceae).




Outre ces deux nouvelles structures, les 12 autres flavones déja répertoriées chez Lippia
nodiflora (Verbenaceae) [Harborne, 1994] sont retrouvées chez une autre espece du méme
genre : L. canescens (tableau 1).

Il s’agit de dérivés non glycosylés de I’hispiduline, de la 6-hydroxylutéoline, de la népétine,
de la nodiflorétine et de la jacoeosidine.

R, R, R, R,
Hispiduline-7-sulfate OMe 0SSOy H OH
Hispiduline-4’-sulfate OMe OH H OSO0y
Hispiduline-7,4’-disulfate OMe 0S50y H 0SSOy
6-Hydroxylutéoline-6-sulfate 0SSOy OH OH OH
6-Hydroxylutéoline-7-sulfate OH 0SOy OH OH
6-Hydroxylutéoline-6,7-disulfate 0SO; OSOy OH OH
Népétine-7-sulfate OMe 0S0y OH OH
Népétine-3’,4’-disulfate OMe OH 0SSOy OSSOy
Nodiflorétine-7-sulfate OH 0SO5 OMe OH
Nodiflorétine-6,7-disulfate OSSOy 0SSOy OMe OH
Jacoeosidine-7-sulfate OMe 0S0O;5 OMe OH
Jacoeosidine-7,4’-disulfate OMe 0SSOy OMe 0SS0y
Tableau 1 : Flavones sulfatées isolées de Lippia canescens.

1.2.2 Les flavonols

Deux familles de la sous-classe des Asteridae, les Compositea et les Convolvulaceae
regroupent 10 ‘des 15 espéces qui possedent des flavonoides sulfatés. Les quatre derniéres
espéces sont réparties dans quatre familles dont deux font partie de la sous-classe des
Dilleniidae et deux de celle des Rosidae.

1.2.2.1 Famille des Compositae

Dans la famille des Compositae, Brickellia longifolia a éié étudiée [El sayed,1990] et a permis
l'isolement de deux nouveaux flavonols sulfatés : le kaempférol-6-hydroxyl-7,4’-diméthoxy-
3-sulfate (16) et le kaempférol-6-hydroxyl-6,7-diméthoxy-3-sulfate (17).

L’eupatine-3-sulfate (18) a été également isolée. C'est une structure connue déja isolée chez
Brickellia californica [Barron,1988].
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R, R, R, R,
16 0SO; OH OMe OMe
17 0SO, OMe OMe OH
18 0SO, OMe OMe OMe

Dans le genre Iphonia, sept flavonols connus ont ét€ isolés a partir d'I. mucronata (tableau 2)
[Ahmed,1988].

R1 R2 R3 R4
Quercétine-3-sulfate 0SOy OH OH OH
Isorhamnétine-3-sulfate 0OSOy OH OMe OH
Quercétine-3,7-disulfate OS0;y” OSOy OH OH
Isorhamnétine-3,7-disulfate 0S0Oy 0SSOy OMe OH
Quercétine-3,7,4’-trisulfate 0§05 OSSOy OH 0OS0y
Isorhamnétine-3,7,4’-trisulfate 0SOy 0SSOy OMe 0SOy
Quercétine-3,7,3’ 4’ -tetrasulfate 0SS0y 0SSOy 0SS0y 0S0y
Tableau 2 : Flavonols sulfatés isolés d'iphonia mucronata.
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Dans le genre Inula qui est connu pour posséder des flavonoides sulfatés [Barron,1988], 1.
britanica contient une nouvelle structure : le kaempférol-6-hydroxy-7-sulfate (19) [Oksuz,
1987]. Cette espeéce posséde aussi la quercétine-3-sulfate (20) déja isolée d'Oenanthe crocata
(Umbelliferae) [Harborne,1976b]

19 20

Deux autres especes de la famille des Compositae possédent des flavonoides sulfatés connus.

Il s’agit de Pluchea dioscoridis [Ahmed,1987a] dont on a isolé la quercétine-3,7-disulfate
(21) et les dérivés 3-sulfate (22) et 3,7-disulfate (23) de I’isorhamnétine ainsi que Sylibum
marianum sbsp anatolicum [Mercil,1988] a partir de laquelle le kaempférol-3-sulfate (24) a
été isolé. .

R, R,

21 0SOy OH
22 OH OMe
23 0805 OMe

24 OH H
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1.2.2.2 Famille des Convolvulaceae

Les neuf flavonols sulfatés qui ont été retrouvés dans cette famille proviennent de cinq
especes appartenant aux genres Argyreia et Ipomoea. Deux de ces structures sont nouvelles
alors que les autres ont déja été isolées dans d’autres familles de dicotylédones.

o Genre Argyreia

Cinq flavonols sulfatés de structures connues ont été isolés de trois especes différentes [Mann,
1999].

La rhamnocitrine-3-sulfate (25) a été isolée d'Argyreia mollis, et d'A. nervosa.

D’A. mollis ont aussi été purifiés les dérivés 3-sulfate (26) et 3,3’-disulfate (27) de la
rhamnétine.

A partir d’A. nervosa on a isolé la rhamnazine-3-sulfate (28), et d’ A. capitata le kaempférol-
7,4’-diméthoxy-3-sulfate (29).

R, R, R,
25 OMe H OH
26 OMe OH OH
27 OMe 0SSOy OH
28 OMe OH OMe

29 OMe H OMe
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e Genre Ipomoea

Deux espéces de ce genre renferment des flavonols sulfatés. Ainsi d'L. reticulata [Mann,1999]
on a identifié la rhamnocitrine-3-sulfate (25) et le kaempférol-3-sulfate (24).

C’est a partir d'I. regnellii qu’il a été rapporté la présence de deux nouveaux flavonols sulfatés
[Mann,1999] : la quercétine-3,7-diméthoxy-4’-sulfate (30) et la quercétine-7,3’,4’-
triméthoxy-3-sulfate (31).

30 OMe OMe OH 0S50y
31 0SOy OMe OMe OMe

1.2.2.3 Famille des Zygophyllaceae et Leeaceae

Ces deux familles apartiennent a la sous-classe des Rosidae.

De la famille des Leeaceae, la quercitrine-3’-sulfate (32) isolé de Leea guineensis a été
reporté pour la premiere fois [Op de beck,1998].

L’ autre structure a été isolée Zygophyllum dumosum (Zygophyllaceae) [Li,1996] ; il s’agit de
I’isorhamnétine-3-(4"sulfatorutinoside) (33).

32 HsC 0S0y

HO
33 4"-Sulfatorutinoside OMe
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1.2.2.4 Familles des Guttiferae et Tamaricaceae.

Trois flavonoides sulfatés ont été isolés a partir de deux especes de ces deux familles de la
sous-classe des Dilleniidae. Un nouveau flavonoide a été isolé de Hypericum eleodes
(Guttiferae) [Seabra,1988]. Ce flavonol est sulfaté sur la génine et posséde une chaine
osidique. II s’ agit de la quercétine-3-glucuronide-3’-sulfate (34).

DSOzH

HOOC OH

HOHO
34

Dans la famille des Tamaricaceae, le kaempférol-4’-méthoxy-3-sulfate (35), une nouvelle
molécule a été isolée de trois especes du genre Tamarix [Tomas-Berberan,1990] : T. africana,
T. gallica et T. bobeana. T. bobeana est une nouvelle espece de ce genre a posséder des
flavonoides sulfatés, et elle contient comme les autres la tamarixétine-3-sulfate (36).

35 36
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2 EXTRACTION-PURIFICATION-CARACTERISATION

L’obtention de flavonoides sulfatés purs se fait, comme pour toutes les substances naturelles,
en trois étapes : extraction et purification et caractérisation.

La détection se base sur des techniques de chromatographies. L’étape d’extraction se fait
selon des techniques d'extraction liquide-solide, liquide-liquide ou de précipitation. Enfin les
produits purs sont obtenus aprés chromatographie sur colonnes.

Nous présentons ici les techniques et les conditions expérimentales les plus souvent utilisées
[Barron,1988].

2.1 CARACTERISATION

2.1.1 Tests phytochimiques

Lors du screening d'extraits bruts de plantes, on peut mettre en évidence la présence de
molécules sulfatées en utilisant la propriété de I’ion sulfate a précipiter avec le chlorure de
baryum (BaCl,). Pour cela, on effectue une hydrolyse acide (HCI 2N, 95°c, 15 mn) qui libére
I’ion sulfate.

L’apparition d’un précipité blanc formé apres ajout de chlorure de baryum témoigne de la
présence d’ion sulfate.

La recherche de flavonoides sulfatés & proprement parler peut se faire en utilisant soit une
technique chromatographique (CLHP ou CCM) soit une technique d’électrophorése.

2.1.2 CCM

Le systeme le plus souvent rencontré utilise la silice greffée en C-18 avec comme phase
mobile un mélange butanol-acide acétique-eau (8 : 1: 1) pour les flavonoides sulfatés les
moins polaires, (3 : 1: 1) ou (4 : 1: 5) pour les plus polaires.

Dans ce cas, leur mobilité est inversement proportionnelle au nombre de groupements
sulfates.

Les plaques sont ensuite révélées soit par exposition a des vapeurs de NH,OH soit par
pulvérisation de diphényl-borinate puis observées sous lumiere UV.

Ainsi, aprés révélation aux vapeurs de NH,OH, la plupart des flavonotides sulfatés ont une
absorption violette sous UV, mais quelques fois, ils peuvent développer une fluorescence
jaune, orange, bleue ou verte.

Par contre, en utilisant le diphényl borinate, les flavonoides sulfatés développent soit une
fluorescence verte, jaune ou bleue, soit une absorbance marron ou violette.

2.1.3 CLHP

La CLHP sur colonne de silice greffée en C-18 permet de séparer les flavonoides sulfatés des
flavonoides glycosylés de polarit€ tres voisine.

La séparation est facilitée en créant une paire d’ions avec le tétrabutylammonium phosphate
qui modifie la polarité des flavonoides sulfates : du fait de I’affinité de la paire d’ions pour la
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phase inverse, la polarité des flavonoides sulfatés décroit avec le nombre croissant de
groupements sulfates alors que celle des flavonoides glycosylés n’est pas modifiée.

Le mélange MeOH-AcOH-H,O utilisé comme phase mobile élue les flavonoides sulfatés
selon leur nombre croissant de groupements sulfates.

2.1.4 Electrophorese

Cette technique se fait sur du papier Whatman N° 3 en utilisant un tampon AcOH-HCOOH
pH 2,2. Les flavonoides sulfatés migrent alors vers I’anode avec une mobilité proportionnelle
au nombre de groupements sulfates.

La vitesse de migration varie aussi en fonction de la classe de flavonoides et de la position des
groupements sulfates : les dérivés sulfatés des flavonols migrent plus rapidement que les
dérivés de flavones ; I’augmentation de la mobilité due a une substitution sur la position 3 est
supérieure a celle provoquée si la substitution a lieu sur la position 7 ou 3.

2.2 ISOLEMENT

La purification des flavonoides sulfatés se heurte a un certain nombre de contraintes car la
liaison sulfate-ester est trés instable et s’hydrolyse facilement libérant ainsi la génine. L’autre
probléme que 1’on rencontre est la difficulté qu’il y a a séparer les flavonoides sulfatés des
flavonoides glycosylés car ils ont des polarités trés proches.

Il faut donc prendre garde a ne pas travailler dans des milieux trop acides, et éviter la chaleur.

De plus, on peut étre amener a modifier leur polarité afin de les séparer des dérivés
glycosylés.

2.2.1 Extraction

L’extraction des flavonoides sulfatés se fait en deux étapes : extraction solide-liquide suivie
d’une séparation liquide-liquide utilisant un gradient de polarité croissante.

L’extraction solide-liquide a lieu sur la plante séche par un mélange hydroalcoolique de type
MeOH-H,O0 (5:5a8:2).

La deuxicme étape est réalisée sur I’extrait hydroalcoolique obtenu précédemment apres
concentration a sec et dissolution dans H,O.

Elle utilise des solvants de polarité croissante (hexane, dichlorométhane, acétate d'éthyle et
butanol). Ainsi il ne reste dans la phase aqueuse que les flavonoides glycosylés et sulfatés les
plus polaires.

2.2.2 Purification

Les flavonoides sulfatés présents dans la phase aqueuse sont purifiés par précipitation en
utilisant de I’éthanol : les substances tres polaires comme les flavonoides sulfatés précipitent
avec d’autres composés polaires.

Cette étape est généralement suivie de chromatographies sur colonne. Plusieurs types de
colonnes peuvent €tre utilisés :
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La chromatographie sur gel Polyclar est une chromatographie d’adsorption qui permet
d’éliminer les sucres, certains acides aminés ou sels minéraux par lavage & I'eau et une élution
par un gradient croissant de MeOH dans H,O permet de décrocher les flavonoides sulfatés.

La chromatographie de partage sur cellulose en éluant avec gradient croissant de MeOH dans
H,O sépare les composants en fonction de leur polarité.

On utilise aussi la chromatographie d’exclusion-diffusion qui sépare les composés en fonction
de leur taille. Pour cette technique, on a le choix entre deux types de gel (tableau 3)

Gel Solvant d’élution

Sephadex LH-20 méthanol-eau (80 : 20)
Sephadex G-10 gradient eau méthanol
Tableau 3 : Conditions d'élution pour
chromatographie sur Sephadex

Lorsque le concentré aqueux est riche en flavonoides glycosylés, il est difficile de les séparer
des flavonoides sulfatés.

Dans ce cas, la séparation sélective des dérivés sulfatés est possible en créant une paire d’ions
avec du tétrabutylammonium. Les paires d’ions ainsi créées sont apolaires faciles a séparer
des dérivés glycosylés au cours d’une séparation liquide-liquide : les flavonoides glycosylés
restent dans la phase aqueuse tandis que les dérivés sulfatés migrent dans la phase organique.

I1 faut ensuite régénérer les flavonoides sulfatés en utilisant 1’acétate de potassium (KOAc)
dans le méthanol qui permet d’obtenir les flavonoides sulfatés sous forme de sel de potassium
qui passent dans la phase aqueuse.

2.3 CONCLUSION

Aussi, le caractére labile des groupements sulfates et I'hydrophilie des flavonoides sulfatés
sont deux facteurs limitant pour leur isolement et leur purification.
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3 DETERMINATION DE STRUCTURE.

L'analyse structurale de ces composés fait intervenir deux grands types de techniques : les
techniques dites destructrices et les techniques spectroscopiques.

3.1 TECHNIQUES DESTRUCTRICES.

Ces techniques présentent l'incovénient majeur d'utiliser une quantité relativement importante
de produit. Elles sont basées sur I’hydrolyse partielle ou totale qui va permettre de détecter la
présence de groupements sulfates ou de donner une indication quant a leur position.

La figure 1 illustre sur une molécule fictive (37) les liaisons hydrolysées par les différentes
techniques.

H
H
gal
HO350-
| HT
gl OH
i HO 0
g OH ™.
HT .
HO HE gal
37

Figure 1 : Exemple de flavonoide sulfaté avec cible des différentes
techniques d'hydrolyse réalisé sur le composé 37.

(gal : galactose ; glc : glucose ; HT : hydrolyse totale ; HP : hydrolyse
partielle ; HE glc : hydrolyse enzymatique par la B-Glucosidase ; HE gal :
hydrolyse enzymatique par la B-Galactosidase ; HE as : hydrolyse
enzymatique par l'aryl sulfatase)

3.1.1 L’hydrolyse acide

3.1.1.1 L’hydrolyse acide totale

L’hydrolyse acide totale par I’acide chlorhydrique 2N a 95°c pendant 15 mn aboutit comme
son nom l'indique a la rupture des liaisons ether et ester telles que les liaisons, sucre-génine,
sucre-sucre, génine-sulfate et sucre-sulfate. Cette étape permet apres extraction de la génine
par un solvant organique de ’identifier par les différentes techniques spectrales (UV, RMN
'H, RMN "C, SM) [Barron,1988].

Le résultat de I'hydrolyse totale du flavonoide 37 est décrit dans la figure 2.
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Figure 2 : Fragments obtenus aprés hydrolyse totale de 37 : La génine, 2 H,SO,, 2 galactoses, 1 glucose.

La présence de sulfate est mise en évidence en procédant a une précipitation par du chlorure
de baryum. Une CCM sur cellulose dans EtOH-HCI 0,1N (80 : 20) révele apres pulvérisation
d’hexanitrite de cobalt I’ion sulfate grice a une tache blanche sur fond violet.

Le cation associé peut étre déterminé par absorption atomique.

Les éléments de la partie osidique sont identifiés quant & eux en les comparant par une
technique chromatographique (CCM ou HPLC) a des composés de références [Barron,1988]
ou par peracéthylation puis CPG.

3.1.1.2 I’hydrolyse acide partielle

L’hydrolyse acide partielle par de I’acide acétique a 10% permet I’identification de produits
intermédiaires de la molécule de départ. Cependant, la liaison sulfate ester est plus fragile que
la liaison glycosidique, et I’hydrolyse partielle ne permet pas de déterminer (quand c'est le
cas) le sucre sur lequel I’ion sulfate est fixé. On utilise alors 1’hydrolyse enzymatique
[Barron,1988].

La figure 3 montre les fragments obtenus apres hydrolyse partielle de 37.
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Figure 3 : Fragments obtenus apréshydrolyse partielle 37 : La génine, 2 H,SO,, 1 galactose, 1 dioside Gal-Gic.

3.1.2 L’hydrolyse enzymatique |

L’hydrolyse enzymatique est plus spécifique que I’hydrolyse acide, ce qui permet un meilleur
contrdle et un plus grand nombre d’intermédiaires de la molécule étudiée.

L’utilisation de la B-Glucosidase et de la 8-Galactosidase permet de couper sélectivement la
liaison glucosidique ou galactosidique (figure 4a et 4 b) [Barron,1988].

B OH
H
o OH
HO
H
H
H o OH
gal
aic /" —OH HO,50 OH

HOyqo

Figure 4a : Fragments obtenus apres action de la B-Galactosidase sur le produit 37.
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gal
HO3S OH

Figure 4b : Fragments obtenus aprés action de la B-Glucosidase du produit 37.

Le groupe sulfate peut &tre hydrolysé par des sulfatases qui ont une certaine sélectivité. Par
exemple, I’aryl sulfatase agit sélectivement sur les liaisons sulfates-phénols : elle coupe en
effet les groupements sulfates fixés sur la génine sans toucher ceux fixés sur les sucres
[Barron,1988].

La figure 5 montre le résultat obtenu sur la molécule 37.

H

OH

Hi HO
H
OH
H

Figure 5 : Perte du groupement sulfate en 4' aprés action de I'aryl-sulfatase.

H
HO,S

OH

Enfin, en comparant les spectres d’absorption UV de la molécule intacte & ceux des différents
produits hydrolysés, ces expériences permettent de positionner les parties glycosidiques et les
fonctions sulfates sur la génine.
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3.2 METHODES SPECTRALES

Parallélement aux techniques dégradatives, il existe un certains nombre de méthodes
spectrales. Ces techniques sont plus volontiées utilisées car elles ne modifient pas la structure
du composé (RMN) ou ne nécessite que trés peu de produit (UV,SM) [Barron,1988].

Ainsi, nous avons vérifié s'il existe une corrélation entre les données spectrales et la présence
des groups sulfates grice aux valeurs trouvées dans la bibliographie. Ceci dans le but d'établir
des régles qui serviraient lors de la détermination de la position de ou des groupements
sulfates.

Flavone Flavonol

Rappel de la numérotation chez les flavones et les flavonols

3.2.1 RMN 'H.

Nous allons voir les modifications des déplacements chimiques qu'apporte l'introduction d'un
ou plusieurs groupements sulfates.

Pour cela, nous avons calculé la différence des déplacements chimiques entre les flavonoides
mono, di et trisulfatés par rapport a leur génine ( les valeurs sont présentées en Annexe 4).

Dérivés monosulfatés

Les résultats obtenus (tableau 4) montrent qu'une sulfatation en position 3 ne provoque qu'un
tres faible blindage (de —0,13 4 O ppm) des protons des noyaux A et B.

Dans la série des flavonols, lorsque la sulfatation est en position 7, le déblindage observé pour
H-6 se situe aux alentours de +0,34 ppm et il est d'environ +0,54 ppm pour H-8.

Chez les flavones, le déblindage observé par l'introduction d'un groupement sulfate en 7 est
moins important pour les protons 6 et 8 : la moyenne pour H-6 est de +0,28 ppm et elle est de
+0,40 ppm pour H-8. Par contre, les déplacements chimiques du proton 3 de ces flavones
varient de +0,46 a —0,27 ppm. Elles ne sont donc pas suffisamment homogeénes pour &étres
généralisées.

Protons 3 6 8 2 3 5 6’
Kaempférol-3-sulfate - -0,10 -0,13 0 -0,11 -0,11 0
Quercétine-7-sulfate - +0,33 +0,55 +0,01 - -0,03 +0,08
Kaemptérol-7-sulfate - +0,35 +0,53 +0,02 -0,01 -0,01 +0,02
Hispiduline-7-sulfate +0,46 - +0,34 +0,24 +0,11 +0,11 +0,24
Apigénine7-sulfate +0,06 +0,30 +0,44 -0,10 -0,11 -0,11 -0,10
Lutéoline-7-sulfate -0,27 +0,26 +0,40 -0,29 - -0,57 -0,10
Quercétine-3’-sulfate - -0,03 -0,01 +0,33 - +0,06 +0,27
Tableau 4 : différence de déplacements chimiques en RMN 'H entre les dérivés monosulfatés et leur
génine. (DMSO-dy)
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La sulfatation de la position 3' provoque un déblindage de +0,33 ppm du proton 2' et de +0,27
ppm du proton 6'. Le déplacement chimique de H-5" quant a lui n'est quasiment pas perturbé
par cette sulfatation.

Dérivés disulfatés

En comparant les résultats de la quercétine-3'-sulfate (tableau 4) a ceux de la quercétine-3,3'-
disulfate (tableau 5), on remarque que l'introduction d'un groupement sulfate en position 3
perturbe l'influence du groupement sulfate en 3' : le déblindage de H-2' n'est plus que de
+0,21 ppm tandis que celui de H-6' a presque doublé.

Les résultats des dérivés disulfatés en 7 et 4' (tableau 5) sont assez homogenes. On remarque
que la sulfatation en 4' ne modifie pas le déblindage des H-6 et 8 causé par la sulfatationen 7 :
par rapport aux flavonoides sulfatés en 7 (tableau 4), les déblindages observés pour les dérivés
7.4'-disulfatés restent les mémes.

Protons 3 6 8 2 3 5 6
Quercétine-3,3’-disulfate - -0,01 -0,02 +0,21 - 0 +0,50
Quercétine-3,4’ -disulfate - +0,03 +0,03 - - +0,44 -
Kaempférol-7,4’-disulfate - +0,30 +0,50 +0,14 +0,36 +0,36 +0,14
Quercétine-7,4’ -disulfate = +0,37 +0,54 -0,02 - +0,46 +0,16
Apigénine-7,4’-disulfate +0,14 +0,35 +0,50 +0,08 +0,37 +0,37 +0,08
Lutéoline-7,4’-disulfate +0,11 +0,34 +0,53 +0,16 - - -
Tableau 5 : Différence de déplacements chimiques en RMN 'H entre les dérivés disulfatés et leur génine
DMSO-dy)

Au niveau du cycle B, les différences de déplacements chimiques des H-2' et 6' sont trés
variables en fonction des composés. Lorsqu'il n'y a pas d'hydroxyle en 3', les protons situés en

ortho du groupement sulfate subissent un déblindage d'environ +0,36 ppm

hydroxylation en 3' amene la valeur du déblindage de H-5'a 40,46 ppm.

Dérivés trisulfatés

;une

Les valeurs rapportées dans le tableau 3 montrent que l'introduction d'un groupement sulfate
en 3' sur les dérivés 7,4'-disulfate de la quercétine et du kaempférol ne modifie pas les valeurs
du déblindage des différents protons du cycle B des dérivés disulfatés (tableau 6) .

Protons 6 &'
Quercétine-3,7,3’-trisulfate +0,41 +0,50 +0,30 +0,03 +0,50
Quercétine-3,7,4 -trisulfate +0,30 +0,53 +0,24 +0,44 +0,17
Kaempférol-3,7,4’-trisulfate +0,32 +0,43 +0,10 +0,33 +0,33 +0,10
Tableau 6 : Différence de déplacements chimiques en RMN 'H entre les dérivés trisulfatés et leur
génine (DMSO-d;)
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3.2.2 RMN C

Le squelette des flavones et des flavonols est constitué de trois types de carbones : le carbone
4 portant la fonction carbonyl qui est le plus déblindé (180 ppm), des carbones sp2 qui
résonnent de 90 & 130 ppm et des carbones sp2 portant un OH qui résonnent entre 130 et 150
ppm. (tableau des valeurs en Annexe 5).

L’introduction d’un groupement sulfate déblinde le carbone qui porte cette fonction et blinde
les carbones en ortho et para. Les variations de déplacements chimiques induit par la
sulfatation pour chaque position du squelette flavonoidique est résumé dans le tableau 7
[Barron,1988].

Position du groupement sulfate (carbone conserné)

Carbone 3 7 3 4’ 3'+4’ calc 3°+4’ obs
Ipso +3,3 (C-3) +5,0 (C-7) +4,2 (C-3) +4,3 (C-4") +1,0 (C-3%) +2,1 (C-3%)
+0,7 (C-4") +0,7 (C-4%)
Ortho -9,7 (C-2) -2,7 (C-6) -6,9 (C-2") 3,2 (C-3") -8,9 -5,4
-2,0 (C-4) -4,0 (C-8) -3,6 (C-4") -6,0 (C-5%) -1,6 -3,5
Méta -1,1 (C-10) +0,8 (C-5) -0,6 (C-1%) -2,0 (C-2%) - -
- +1,2 (C-9) -1,6 (C-57) -1,6 (C-6") - -
Para - -2,4 (C-10) -4,9 (C-6) -4,5 (C-1") -5,1 (C-17) -3,0(C-17)
-6,5 (C-6") -4,0 (C-6")

Tableau 7 : Déplacements chimiques du *C induits par le groupement sulfate (DMSO-d,)

3.2.3 Spectroscopie UV

D’une maniére générale, les flavonoides sulfatés montrent les mémes caractéristiques UV
(Annexe 6) que les composés méthylés ou glycosylés. Cependant, la sulfatation en position 3
ou 4’ induit un effet hypsochrome de la bande I plus important que celui induit par la
méthylation ou la glycosylation sur les mémes positions. Ainsi I’effet hypsochrome de la
bande I provoqué par une sulfatation en 3 est de 20 a 30 nm et de 8 2 14 nm pour une
sulfatation en 4’ [Barron,1988 ; 1988b]. '

Le clivage de la liaison sulfate par HCI provoque un effet bathochrome de la bande I
indiquant la présence de groupements sulfatés en position 3, 3’ et/ou 4’ mais n’indique rien en
ce qui concerne la présence ou non de groupement sulfate en position 7. La lecture des
spectres UV se fait 30 mn aprés ajout de 3 gouttes d’HCl 25% dans du méthanol.

Toutes les flavones sulfatées en 4’ montrent un effet bathochrome de la bande I de 15 4 25 nm
apres addition d’HCI (tableau 8). Dans le cas de la lutéoline, la sulfatation en 3’ induit un effet
bathochrome de 8 nm.

On peut aussi ajouter que les effets bathochromes de la sulfatation en 3’ et de celle en 4’ sont
additifs puisque I’effet bathochrome observé sur la lutéoline 7,3°,4’-trisulfate est de 35 nm.

Chez les flavonols, I’effet bathochrome observé apreés addition d’HCI n’est significatif que si
il y a sulfatation en position 3. Ainsi lorsque I’hydroxyle en 3 est sulfaté, I’effet bathochrome
observé dans le cas de flavonols 3-sulfate et 3,7-disulfate est de 15 a 20 nm, de 25 a 30 nm
pour les dérivés 3,3’-disulfate et 3,7,3’-trisulfate et de 30 a 40 nm pour les dérivés 3,4’-
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disulfate et 3,7,4’-trisulfate. Ces effets sont cumulatifs puisque les dérivés 3,3°,4’-trisulfate
ont un effet bathochrome de la bande I de 48 4 43 nm.

Cependant, la quercétine-3,7,3’-trisulfate et son isomere 3,7,4’-trisulfate montrent les mémes
effets bathochromes apres ajout d’HCI. Ainsi pour déterminer avec certitude la position des
groupements sulfate, il a fallut utiliser le clivage enzymatique utilisant 1’aryl-sulfatase qui est
capable d’hydrolyser spécifiquement la liaison 3’-sulfate ou 4’-sulfate laissant la liaison 3-
sulfate intacte ce qui est impossible avec HCl .

Ainsi il y a possibilité de distinguer la postion 3’ ou 4’ de la liaison sulfate car le cleavage du
sulfate en 4’ induit un effet bathochrome de la bande I de 17 a 22 nm comparé a celui induit
par le cleavage en 3’ qui estde 7 a 10 nm.

Réactif Effet bathochrome de la bande I en nm Interprétation
Flavones Flavanols

HCl1 + 8 3’-sulfate

HCl1 + 15425 4’-sulfate

HCI +35 3’ 4’-disulfate

HCl +152a20 3-sulfate

HCl +25 3,3’-disulfate

HCI +30a40 3,4’-disulfate

HCI +48 443 3,3’ 4’ -trisulfate
Aryl-sulfatase 0 15220 avec HCI 3-sulfate
Aryl-sulfatase 0> 25 avec HCl 4’-Ome-3,3’-disulfate
Aryl-sulfatase +72a10 4'-QH-3,3’-disulfate
Aryl-sulfatase +174a22 3,4’-disulfate

(avec ou sans OH libre en 3")

Aryl-sulfatase +30435 3,3’ 4’ -trisulfate

Tableau 8 : Interprétation des spectres UV des flavones et flavonols sulfatés

3.2.4 Spectrométrie Infra-Rouge

Les spectres IR des flavonoides sulfatés présentent deux bandes larges vers 1200 cm™ (S=0)
et 1040 cm™ (C-S-0) [Barron,1988].

3.2.5 Spectrométrie de masse

Parmis toutes les techniques d'ionisation possible, la technique d’Impact Electronique (E.I)
n’est pas utilisée car les fragments significatifs ne sont pas observés. On préfére par contre
utiliser la technique FAB (Fast Atom Bombardment) en mode positif ou négatif. Les matrices
utilisées pour des flavones ou flavonols monosulfatés sont en général le glycérol ou le
thioglycérol et le glycérol-H,O dans le cas de composés polysulfatés [Barron,1988].

Le mode d'ionisation le plus utilisé est le FAB en mode négatif. Avec cette technique, les
dérivés monosulfatés présentent deux pics majeurs [M-H] et [M-SO,] ; lorsqu’il y a des
contres ions (ci) comme le Na* ou le K*, les pics [M+Na-H] et [M+K-H] sont aussi observés.
Les pics observés pour les dérivés disulfatés sont : [M-SO,+H] et [M-2 SO,+H]. De méme
les dérivés trisulfatés donnent les pics : [M+2ci], [M-SO;+2ci] et [M-SO,+H+ci].

Les différentes fragmentations obtenues par cette technique sont résumées dans le tableau 9
[Barron,1988].
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Sulfatation des dérivés flavonoides
Fragments (chargé -) Mono- Di- Tri-
M+2ci +
M+ci-H +
M+ci +
M +
M-SO3+2ci +
M-SO3+H+ci +
M-SO3+H +
M-SO3 +
M-2SO3+H +

Tableau 9 : Fragments observés dans les spectres FAB mode négatifs des flavonoides mono-, di- ou trisulfatés

3.3 CONCLUSION

Apres l'analyse des caractéristiques des spectres RMN 'H, nous constatons qu'il est difficile
d'établir une correlation entre la position des groupements sulfates et les déplacements
chimiques.

Par contre la RMN "*C reste la méthode de choix pour positionner les groupements sulfates :

Les spectres RMN '*C permettent grice aux déplacements chimiques de déterminer avec
certitude la position des groupements sulfates. Le probléme de cette expérience est la quantité
de produit nécessaire relativement importante qui peut étre difficile a obtenir lors de I’étude
phytochimique de plantes.

Il existe deux techniques qui nécessitent de plus faibles quantités de produits: la
spectroscopie UV et la spectrométrie de masse. Mais ces techniques ne donnent pas ou peu
d’informations sur la position des groupements sulfates : la présence d’un groupement sulfate
en position 7 n’est pas détectée par la spectrométrie UV, et la spectrométrie de masse ne
donne des informations que sur le nombre de groupements sulfates.
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4 BIOGENESE

Dans le monde vivant, la plus grande partie des flavonoides sulfatés proviennent des
végétaux, et I’étude du genre Flaveria montre que la biogénése de ces composés résulte de
I’action de quatre sulfotransférases.

Une premiére partie de ce chapitre traite donc de la biogénese des flavonoides sulfatés chez
les plantes : on verra les organes ol a lieu leur synthése puis le fonctionnement des
sulfotransférases.

La deuxiéme partie traite de la biosynthése des flavonoides sulfatés chez d’autres organismes
car on a relevé deux cas ol les flavonoides sont sulfatés par des micro-organismes : les
bactéries de la flore intestinale et Streptomyces fulvissimus.

4.1 SULFATATION DES FLAVONOIDES CHEZ LES PLANTES.

La quantité de flavonoides sulfatés n’est pas la méme selon 1’organe de la plante : on les
trouve en quantité importante dans les bourgeons terminaux ainsi que dans la premiére paire
de feuilles.

Leur concentration diminue dans les feuilles matures et ils sont quasiment absents dans les
racines.

Les études sur la biosynthése utilisant du [*H] cinnamate et du [**S] sulfate ont montré que
I’incorporation du groupement sulfate est la derniere étape de leur biosynthése [Barron,1988].

Cette réaction est possible grice aux flavonols sulfotransférases dont la mise en évidence a été
faite en utilisant, comme donneur de sulfate le 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate
(PAPS).

Le substrat utilisé est la quercétine et un extrait de cellules de Flaveria bidentis a servi de
source d’enzymes.

Cette expérience a abouti a la formation de dérivés mono- a tétrasulfatés de la quercétine par
la réaction suivante :

Sulfotransférase
Flavonol / \"" Flavonol-sulfate
PAPS PAP

4.1.1 Les flavonols sulfotransférases

Trois sulfotransférases ont été isolées de Flaveria chloraefolia : les flavonol 3, 3’ et 4’-
sulfotransférases, et une quatrieme de Flaveria bidentis : la flavonol 7- sulfotransférase
[Varin,1992].

La flavonol 3-sulfotransférase (F 3-ST) posséde un site accepteur spécifique pour la position 3
de nombreux flavonols. Cette enzyme catalyse la premiére €étape de la sulfatation des
flavonoides polysulfatés.
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Les flavonols 3-sulfate peuvent étre le substrat de la flavonol 3’-sulfotransférase (F 3’-ST) ou
flavonol 4’-sulfotransférase (F 4’-ST). On obtient alors des dérivés disulfatés en position 3 et
3’ouen3etd’.

La quatriéme est la flavonol 7-sulfotransférase (F 7-ST) qui a une affinité pour la position 7
des flavonols 3,3’ et 3,4’-disulfate. Elle catalyse la synthése des dérivés 3,7,3* ou 3,7,4’-
trisulfate.

Ces enzymes présentent un méme poids moléculaire. Elles ne montrent aucune exigence pour
des cations divalents et ne sont pas inhibées par des réactifs qui possédent des groupements
SH.

Leurs pl et leurs différents Km sont représentés dans le tableau 10 [Varin,1992].

Propriétés F3-ST F3'-ST F4’-ST F7-ST
Km Flavonoides (UM) 0.2 0.29 0.36 0.24
Km PAPS (M) 0.2 0.35 0.38 0.33
pH optimum 6.0:8.5 7.5 7.5 7.5
pl apparent 54 6.0 5.1 6.5
Poids moléculaire (D) 35000 35000 35000 35000

Tableau 10 : Caractéristiques des flavonols sulfotrasférases.

4.1.2 Etude de la Flavonol 3-sulfotransférase

L’étude de la Flavonol 3-sulfotransférase montre que son activité dépend fortement du
substrat.

Elle possede un site spécifique pour la position 3 de plusieurs flavonoides. Son affinité est
importante pour la rhamnétine puis elle diminue avec 1’isorhamnétine, la quercétine, la
patulétine et le kaempférol.

La présence d’un hydroxyle en position 6, 8 ou 5’, de méme que 1’abscence d’hydroxyle sur
le cycle A ou B empéche toute réaction de sulfatation par cette enzyme.

Sa tres grande affinité pour le sulfate et les flavonols indique que les substrats sont présents a
de trés faibles concentrations au niveau du site de synthese. Lorsqu’elle dépasse 2 pM la
réaction est fortement inhibée.

L’analyse cinétique montre qu’il s’agit d’une réaction d’ordre Bi Bi ol le PAPS et le substrat
sont tous les deux li€s a ’enzyme.

Le donneur de sulfate est fixé en premier sur ’enzyme, et a la fin de la réaction, le PAP est
libéré. '

Les flavonols 3-sulfates ainsi formés exercent un rétrocontrdle important I’enzyme (figure 6).
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SULFATASE

1K/PAPS
PAPS
SULFATASE

«__~Flavonol
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négatif SULFATASE,

Flavonol

PAP
SULFATASE
Flavonol! 3-sulfate

Flavonol 3-sulfate __/ AP
SULFATASE’

PAP

SULFATASE

Figure 6 : Etapes de la sulfatation par la F 3-ST

Suite a un clivage de cette enzyme par la trypsine, deux peptides ont été étudiés et leur
séquencage a montré qu’aucune similitude n'existait entre leur séquence et celle obtenue a
partir de sulfotransférases de mammifeéres.

Aussi, les anticorps anti phénol-sulfotransférases de foie humain ne reconnaissent pas la F 3-
ST. Par contre, on a trouvé des réactions croisé€es d’anticorps anti F 3-ST avec la F 3°-ST et F
4’-ST de la méme plante, ce qui évoque des similitudes entre ces trois enzymes.

4.1.3 Biosynthése des flavonoides sulfatés chez le genre Flaveria.

Les deux premicres étapes de la sulfatation des flavonols sont identiques dans les deux
especes (figure 7) puis la sulfatation se poursuit chez F. bidentis grice a la Flavonol 7-
sulfotransférase pour donner les dérivés 3,7,3" et 3,74’ trisulfatés [Varin,1992].
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Figure 7 : Biosynthese des flavonoides sulfatés chez Flaveria

La présence du dérivé 3,7,3’,4’-tétrasulfaté chez Flaveria bidentis implique la présence d’une
ou de deux sulfotransférases présentant un site de reconnaissance du cycle B sulfaté en 3 ou
4’ (* dans la figure 7).

De la méme maniére, la présence de la quercétine 3,7-disulfate présente a raison de 70% alors
que la F 7-ST n’agit que sur les dérivés 3,3’ et 3,4’-disulfate mais pas directement sur les 3-
sulfatés, laisse penser qu’il existe des flavonoides arylsulfatases spécifiques chez Flaveria
bidentis (* dans la figure 7).

4.2 SULFATATION PAR LES MICRO-ORGANISMES

On a relevé deux cas ou les flavonoides sont sulfatés par des micro-organismes : les
arylsulfotransférases de la flore intestinale et Streptomyces fulvissimus .

4.2.1 Flore intestinale

L’enzyme responsable de la sulfatation des flavonoides par la flore intestinale catalyse le
transfére d’un groupement sulfate a partir d’un phénol sulfaté (et non a partir du PAPS) & un
autre phénol qui posséde des spécificités strictes. Cette enzyme bactérienne est plusieurs
milliers de fois plus active que les enzymes d’origine animale ou végétale [Koizumi, 1990].




31-

Cette enzyme est capable de sulfater des polyphénols comme les chalcones, les xanthones et
les flavones, mais cette activité varie en fonction de la position des groupements hydroxyles.
La sulfatation de la quercétine en utilisant comme donneur de sulfate du PNS en exces,
aboutit a la formation des dérivés 3,3’-disulfate et 3,7,3-trisulfate. Lorsque le PNS est en
concentration équimolaire ou en faible excés (le double), on obtient que le dérivé 3,3’-
disulfate.

Au niveau du tractus digestif, cette sulfatation des flavonoides les rend hydrosolubles, et sont
donc moins absorbés par I’organisme.

On peut a ce sujet s'interoger sur l'origine de l'activité de certains flavonoides : doivent-ils ou
non leur activité a la sulfatation ?

4.2.2 Streptomyces fulvissimus

Lorsqu’on a mis en culture ce micro-organisme en présence de 5-hydroxyflavone, aprés 48
heures, on retrouve deux métabolites: le 5,4’-dihydroxyflavone et le 5,3’,4°-
trihydroxyflavone. Lorsqu’on prolonge 1’incubation, on observe une diminution du taux du
5,4’-dihydroxyflavone et la formation du 5-hydroxyflavone 4’-sulfate [Ibrahim,1989].
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5 SYNTHESE

5.1 ACIDE SULFAMIQUE

Cette méthode permet de sulfater les hydroxyles du cycle B des flavonoides. Lorsque les
hydroxyles 3’ et 4’ sont libres, la sulfatation se fait préférenticllement en 3’ et si cette position
est méthylée, la réaction a lieu sur les hydroxyles libres selon I’ordre suivant : 4’>7>3 ou 5
[Barron, 1987b, 1988¢,1988d].

Cette technique utilise I’acide sulfamique a chaud dans la pyridine (figure 8). On pensait au
départ que cette réaction passait par I’intermédiaire pyridinium sulfamate et que 1’introduction
du groupement sulfate ne se faisait que sur une seule position. Mais il s’est avéré que I'on
obtenait un mélange complexe de dérivés mono- et disulfatés difficiles a séparer.

HN-SOH
Py, ébulition

Figure 8 : Sulfatation par l'acide sulfamique

Cette méthode a tout de méme €té largement utilisée et a permis la synthése de nombreux
flavonols (tableau 12).

5.2 CONDENSATION ALDOLIQUE

Cette méthode suit le schéma classique de la syntheése des flavonoides qui consiste en une
condensation aldolique entre une acétophénone et un aldéhyde, suivie d’une oxydation.

La condensation aldolique a lieu en milieu basique & 60°C pendant 10 heures. Puisque la
liaison sulfate ester résiste a I’hydrolyse alcaline il est possible d’utiliser comme substrat une

acétophénone préalablement sulfatée par la technique de 1’acide sulfamique pour obtenir un

flavonoide sulfaté en position 7 (figure 9) [Barron, 1987b, 1988¢,1988d].

058 OH Me OH ;60°c 0480
H3 OMe Condentation Aldolique

1) OH ; H,O, 15%
2) Acidification

Figure 9 : Obtention de flavonoides sulfatés en 7
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De méme il est possible d’obtenir un dérivé sulfaté en position 4’ et 7 en utilisant I'aldéhyde
sulfaté en 4 comme substrat (figure 10).

Me
055 OH 0S03

CH3 ————

OHC

Figure 10: Obtention d’un dérivé sulfaté en position 4’

5.3 POLYSULFATATION.

La polysulfatation des flavonoides permet d’introduire un groupement sulfate sur tous les
hydroxyles libres des flavonoides.

Les flavonoides polysulfatés sont en général le substrat d’une réaction de désulfatation
enzymatique qui permet d’obtenir des dérivés de flavonoides sulfatés en position 3 [Barron,
1987b, 1988¢,1988d].

5.3.1 Premiere étape

Cette étape utilise le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) qui réagit avec du
tétrabutylammonium hydrogénesulfate (TBAHS) pour donner le complexe o-sulfonylisourée
(figure 11). Ce complexe réagit ensuite avec les hydroxyles du squelette flavonoide pour
donner le complexe sulfate ester dicyclourée. Enfin, I’utilisation d’acétate de potassium dans
du méthanol permet d’obtenir le flavonoide polysulfaté sous forme de sel de potassium (figure
12).

L’utilisation de TBAHS plutdt que I’acide sulfurique s’explique par le fait que I’acide
sulfurique réagit plus vite que le flavonoide avec le complexe o-sulfonylisourée empéchant
donc Desterification de la génine.

La sulfatation se produit sur les hydroxyles phénoliques les plus acides, et I’ordre de réactivité
est donc 7>4’>3.

Les produits obtenus sont les dérivés 7-mono, 7,4°-di et 7,4’,3-trisulfate en fonction du
nombre d’équivalents de DCC et TBAHS utilisés. Ils sont facilement séparés des impuretés
par simple chromatographie sur colonne sephadex.

On remarque cependand que la sulfatation peut se faire sur la position 3’ lorsqu’il y a une
fonction méthoxylée en 4’, ce qui est impossible si I’hydroxyle en 4’ est sulfaté.

O
/
%S/ + C6H| ,——N:C———N——CGHI 1 C6Hl I—I\I: _—N—CGHI [
.O/ \OH
/
-O—

Figure 11 : Obtention du complexe O-sulfonylisourée
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Figure 12 : Obtention de Flavonols polysulfatés par la méthode DCC + TBAHS

5.3.2 Deuxiéme étape

Cette méthode est utilisée lorsque I’on veut obtenir un dérivé o-disulfaté en position 3’ et 4°.
Elle utilise le complexe trioxyde sulfure de triméthylamine qui libére in situ le sulfure
trioxyde en présence de carbonate de calcium et réagit avec I'hydroxyle 3' (figure 13) [Barron,
1987b, 19838¢,1988d].

N(H3C)a—
0

{CH3)sN+S03

P K,COs
?_

O
H,O

Figure 13: Sulfatation de la position 3°.

5.3.3 Obtention de dérivés sulfatés en 3.

La sulfatation de 1I’hydroxyle en position 3 résulte de trois techniques et se fait en trois
étapes : les deux premiéres étapes permettent d’obtenir des dérivés polysulfatés par les
méthodes de synthéses chimiques vues précédemment et la troisiéme étape est une réaction
enzymatique utilisant une aryl-sulfatase qui réalise une désulfatation contrélée des composés
polysulfatés [Barron, 1987b, 1988c,1988d].

La liaison sulfate ester en position 3 résiste a I’hydrolyse catalysée par I’aryl-sulfatase. Les
liaisons sulfate ester les plus sensibles a cette enzyme sont 7/4’>>>3’. Ainsi, en utilisant les
flavonols polysulfatés obtenus par les méthodes chimiques, et en partant du principe que le
nombre de groupements sulfates hydrolysés est proportionnel & la quantité d’enzyme utilisée,
on peut obtenir différents flavonols sulfatés en position 3.
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La listes des flavonoides sulfatés synthétisés par ces différentes méthodes est résumée dans le
tableau 12

5.4 SYNTHESE ENZYMATIQUE

Comme on I’a vu dans le chapitre précédent, la possibilité d’obtenir I’aryl sulfatase hautement
purifiée permet 1’hydrolyse controlée des liaisons sulfates esters des flavonoides permettant
entre autre de synthétiser des flavonols sulfatés en position 3. Cette méthode permet la
désulfatation des flavonoides polysulfatés qui se fait en fonction de la sensibilité de la liaison
a D’aryl sulfatase (7/4’>3°>>3) et de la quantité d’enzyme utilisée [Barron, 1987b,
1988c¢,1988d].

De la méme maniére, I’utilisation des trois sulfotransférases isolées de Flaveria bidentis
(3,37 ,4’sulfotransférase) et de la 7 sulfotranstérase isolée de F. chloraefolia a permis d’obtenir
in vitro les dérivés sulfatés présents dans ces deux plantes. (Cf chapitre biogénése).(A)

Sulfotransférase
Flavonol / \r Flavonol-sulfate
PAPS PAP

Outre la quercétine, les 3, 3°, 4’ sulfotransférases acceptent d’autres flavonols comme substrat
(tableau 11). Cela qui permet de synthétiser de nombreux dérivés sulfatés de flavonols.

Activité relative (%)

Substrat 3-Sulfotransférase 3’-sulfotransférase 4’ -sulfotransférase
Rhamnétine 100

Isorhamnétine 94

Quercétine 58

Patulétine 52

Kaempférol 48

Ombuine 37

Tamarixétine 31

Quercétine-3-sulfate 100 100
Patulétine-3-sulfate 58 Toki, 1994
Tamarixétine-3-sulfate 33 0
Kaempférol-3-sulfate 0 Harborne,1976¢
Isorhamnétine-3-sulfate 0 38

Tableau 11 : Activité relative des sulfotransférases en fonction du substrat.
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Composés Méthode
Apigénine

7-sulfate DCC; SA
Lutéoline

7-sulfate DCC; SA
3'-sulfate DCC + ST + AS; SA
4'-sulfate DCC + AS ; SA
7,3'-disulfate SA

Diosmétine

7-sulfate SA
7,3'-disulfate SA

Kaempférol

3-sulfate DCC+AS; SA
7-sulfate DCC
3,7,4'-trisulfate DCC
Quercétine

3-sulfate DCC + AS ; SA
7-sulfate DCC
3,7-disulfate DCC + AS
3,4'disulfate DCC + AS
3,3'-disulfate DCC + ST + AS
3,7,4'-trisulfate DCC

3,7,3' 4'-tetrasulfate DCC + ST
Rhamnétine

3-sulfate DCC + AS
Isorhamnétine

3-sulfate DCC + AS
Tamarixétine

3-sulfate DCC + AS
Eupalitine

3-sulfate DCC + AS
Veronicafoline

3-sulfate DCC + AS

Tableau 12 : Liste des flavonoides sulfatés synthétisés avec les techniques utilisées. (AS :
aryl sulfatase ; DCC : dicyclohexylcarbodiimide et tetrabutylammonium hydrogéne sulfate ;
SA acide sulfamique ; ST : complexe sulfure trioxide-triméthylamine).
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6 PROPRIETES BIOLOGIQUES.

Outre leurs propriétés antioxydantes, les flavonoides sulfatés ont une activité inhibitrice de
certaines enzymes qui leur donne un rdle dans la prévention des complications du diabéte ou
dans la prévention du cancer du sein. On leur prete aussi une activité inhibitrice des réactions
d'hypersensibilités.

Ce chapitre montre 1'intérét de la sulfatation dans toutes ces propri€tés.
6.1 COMPLICATION DU DIABETE.

Clest grice a leur propriété inhibitrice de 1'aldose réductase que les flavonoides sulfatés jouent
un rdle dans la prévention de la cataracte, une des complication du diabéte[Haraguchi,1996].

6.1.1 L’aldose réductase.

Cette enzyme catalyse la réaction de réduction de nombreux aldoses en alcool correspondant
(figure 15).

Aldose reductase

Glucose m Sorbitol

NADPH NADP

Aldose reductase

Galactose m = Dulcicol

NADPH NADP

Figure 15 : Réactions catalysées par I'aldose réductase

Les alcools ainsi obtenus sont ensuite oxydés en cétones par les polyols déshydrogénases
(figure 16).

Polyol déhydrogénase
Sorbitol » Fructose

77N

NAD NADH

Figure 16 : Oxydation du sorbitol par la polyol deshydrogénase.

Ces deux réactions entrent dans des voies métaboliques normales des sucres.
L’aldose réductase est présente dans de nombreux tissus comme le cristalin, la rétine, le foie,
les reins, les nerfs, les globules rouges efc...

6.1.2 Le cristallin du diabétique.

L’opacification du cristallin (la cataracte) est I’'une des complications majeures provoquées
par le diabéte et le role de 1’aldose réductase semble étre important. En effet, chez le rat rendu
diabétique, la concentration en sorbitol dans le cristallin est élevée (50 umol/g de tissu frais).
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Par ailleurs, un régime riche en galactose provoque une élévation de la concentration de
dulcicol au niveau du cristallin (80 pimol/g de tissu frais).

Or ces sucres diffusent mal a travers la membrane cellulaire ce qui provoque une importante
entrée d’eau par le phénomene d’osmose, responsable de la cataracte.

C’est ce méme phénomeéne qui est responsable de certaines rétinopathies et neuropathies
périphériques associées au diabéte humain.

L’ aldose réductase est donc une cible thérapeutique dans la lutte contre les complications du
diabéte car son inhibition diminuerait la concentration des sucres responsables de 1’entrée
d’eau dans la cellule.

6.1.3 Inhibition de I’aldose réductase par les flavonoides sulfatés.

Dans la recherche des molécules inhibant 1’aldose réductase, il s’est avéré que, parmi les
flavonoides testés, les plus actifs soient les dérivés sulfatés.

Ainsi des flavonoides obtenus par synthése (quercétine-3-acétyl-7,3’ .4’ -trisulfate ; quercétine-
3,5-diacétyl-7,3’,4’ -trisulfate ; 5,7,3’-triacétyl-3,4’-disulfate et la quercétine-3,7,3’,4’-
tétrasulfate) montrent une activité inhibitrice importante & une concentration 10® M alors que
la quercitrine (quercétine glycosylée) non sulfatée n’a pas d’activité(66).

A la concentration 10° M les dérivés les plus actifs sont les plus acylés, et la sulfatation
semble n’étre nécessaire que pour solubiliser ces produits.

D’ autres flavonoides isolés de Polygonum hydropiper ont fait I’objet d’une étude d’inhibition
de I’aldose réductase. Les résultats sont résumés dans le tableau 13.

Composés ) IC,, (UM)
Quercétine 50,1
Quercétine-3-sulfate 50,9
Isorhamnétine >95,0
Isorhamnétine-3-sulfate 69,0
Isorhamnétine-3,7-disulfate 1,8
Rhamnazine >91,0
Rhamnazine-3-sulfate 30,1
Isoquercitrine 16,0
Tamarixétine-3-glucoside-7-sulfate 5,0
Tableau 13 : Inhibition de l'aldose réductase par les flavonoides

Ce tableau montre que I’introduction d’un groupement sulfate sur une génine augmente son
activité de fagcon non négligeable. Ainsi I’activité de la rhamnazine-3-sulfate (IC,, =30,1 uM)
est trois fois plus importante que celle de la génine correspondante (IC,; >91,0 uM).

On remarque aussi que les composés les plus actifs sont I’isorhamnétine-3,7-disulfate (ICs,
=1,8 wM) et la tamarixétine-3-glucoside-7-sulfate (IC;, =5,0 uM). La sulfatation de
I’hydroxyle en 7 semble donc €tre un facteur important dans 1’inhibition de 1’aldose réductase.

6.2 INHIBITION DES REACTIONS D’HYPERSENSIBILITE.

La baicaline est un dérivé glycosylé de la baicaleine isolée de la racine de Scutellaria
baicalensis utilisée dans la médecine traditionnelle chinoise lors des crises d’asthme ou
allergiques. Il semble que c’est cette flavone qui soit responsable de ces activités.
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Des chercheurs ont étudié 1’activité sur 1’hypersensibilité de deux dérivés solubles de la
baicaléine : les sels de sodium de la baicaléine-6-sulfate (BSS) et la baicaléine-6-phoshate
(BPS) [Nagai, 1975].

6.2.1 Activité sur ’hypersensibilité de type 1. (13)

L’hypersensibilité de type I ou hypersensibilité immédiate se produit lorsqu’un allergene est
reconnu par une IgE et active un mastocyte qui provoque la crise allergique en se dégranulant
et libérant ainsi de I’histamine.

Lorsque 1’allergéne pénétre dans les bronches, I’hypersensiblilité peut se manifester par une
crise d’asthme avec diminution du volume d’air inhalé. Au niveau cutané la mise en évidence
de I’hypersensibilité immédiate se fait par la technique PCA (Passive cutaneous anaphylaxis).

L’étude a montré que BPS et BSS inhibent I’anaphylaxie cutanée passive hétérologue avec un
pourcentage d’inhibition pour ces deux substances qui est de 69,0 et 27,4% respectivement.

Au niveau respiratoire, le test de Schultz-Dale montre que la contraction de la musculature de
la trachée est inhibée de 75,6% par BPS et de 51,89% par BSS. Leur effet sur 1’asthme
s’effectue en diminuant la chute de la fréquence et de l'amplitude de la respiration et la chute
de la pression sanguine est elle aussi inhibée par ces deux dérivés. ‘

6.2.2 Activité sur I’hypersensibilité de type II.

L’hypersensibilité de type II est liée a la présence d’anticorps dirigés contre des antigénes de
membranes cellulaires avec activation du complément.

Il existe deux tests qui permettent de déterminer I’activité inhibitrice de 1’hypersensibilité de
type II: L’étude de 'inhibition de I’anaphylaxie cutanée inversée (RCA) pour laquelle
I’inhibition due & BPS est de 29,3% et de 22,2% pour BSS. L’étude de I’inhibition de la
réaction de « FORSSMAN CUTANEOUS VASCULITIS » ol la diminution de I’hématome
est de 25 a2 30%.

Pour le test de RCA, lorsque les dérivés sulfatés sont administrés per os, I’inhibition
maximale est atteinte au bout de 6 heures puis elle diminue pour devenir inférieure a celle de
la génine. Une administration intra-péritonéale est, par contre, suivie d’une activité immédiate
qui diminue trés rapidement.

6.2.3 Activité sur ’hypersensibilité de type III.

L’hypersensibilité de type III est le résultat du dépot du complexe immun (Ac-Ag) sur les
parois des vaisseaux et dans les tissus provoquant la destruction de ceux-ci par la libération
par les phagocytes de dérivés actifs de I’oxygene.

Cette hypersensibilité est mise en évidence par la réaction d’Arthus qui est une réaction
cutanée qui se présente sous forme d’une zone rouge et gonflée apres injection intradermique
de I’antigéne. Or BPS et BSS ne diminuent pas la taille de cette zone montrant ainsi leur
inactivité sur ce type d'hypersensibilité.

6.2.4 Conclusion.

Les résultats de cette étude ont montré que BPS et BSS inhibent I’hypersensibilité de type I et
II, mais qu’il n'on aucun effet sur I’hypersensibilité de type III responsable de la polyarthrite
rhumatoide, du lupus érythémateux disséminé, etc...
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Selon les auteurs, 1’activité inhibitrice plus importante de BPS par rapport a2 BSS s’explique
par le fait que BPS libére plus vite la génine au niveau des tissus. Ceci montre que le rdle de
la sulfatation est d’augmenter la solubilité de la baicaléine mais n’a pas de rdle dans I’activité
inhibitrice. Cependant, ces dérivés sulfatés présentent le désavantage d'€tre plus rapidement
éliminés ce qui diminue leur durée d'action.

6.3 PREVENTION DU CANCER DU SEIN.

Dans ce chapitre, les flavonoides sulfatés cités n'ont pas été isolés du régne végétal. Ce sont
les génines qui sont absorbées puis sulfatées lors de leur métabolisation pour devenir actives.

Dans le cancer du sein, ’inhibition de la stérol sulfatase qui active la DHEA
(deshydroépiandrostérone) en la désulfatant semble &tre une voie dans la prévention du cancer
du sein [Wong, 1997].

Des chercheurs ont ainsi étudié I’action de deux dérivés sulfatés de la daidz€ine (la daidzéine-
4’-sulfate et la daidzéine7,4’ -disulfate) sur la stérol sulfatase.

Les résultats de cette étude montrent que la daidzéine n’inhibe pas la stérol sulfatase alors que
ses dérivés sulfatés ont une activité inhibitrice importante, avec une ICy, qui est pour le dérivé
monosulfaté de 6 UM et de 1,5 uM pour le dérivé disulfaté. L’étude cinétique de cette
inhibition montre qu’il s’agit d’une inhibition par compétition avec le substrat (DHEA-
sulfate).

Les dérivés sulfoconjugués de la daidzéine inhibent aussi I’hydroxystéroide sulfotransférase
et la phénol sulfotransférase.

6.4 ACTIVITE ANTIOXYDATIVE

Deux méthodes mesurant l'activité antioxydative et piégeur de radicaux libres ont été utilisées
pour tester trois flavonoides sulfatés présent dans les feuilles de Polygunum hydropiper (la
quercétine 3-sulfate, l'isorhamnétine 3, 7-disulfate et la taurixétine 3-glucoside 7-sulfate)
[Yagi, 1994].

Dans ces deux expériences, les flavonoides sulfatés ont une activité plus importante que la
Quercétine et c'est I'isorhamnétine 3,7-disulfate qui montre la plus grande activité.

Cette propriété montre que les flavonoides sulfatés peuvent égalemeﬁt jouer un role dans la
prévention des maladies cardiovasculaires.

6.5 CONCLUSION

La sulfatation semble aussi potentialiser 1'activité des flavonoides dans leur role préventif des
complications du diabéte, du cancer du sein. Il en est de méme pour leur activité antioxydante
et antiradicalaire.

Ces résultats montrent le double avantage de cette dérivation des flavonoides car elle
augmente leur activité et la solubilité des flavonoides.

Par contre, les dérivés sulfatés sont éliminés plus rapidement et leur activité est donc plus
bréve que celle des génines correspondantes.
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THESE SOUTENUE PAR : PHILIPPE BAL

TITRE : Etude bibliographique des flavonoides sulfatés : répartition, structure et
propriétés biologiques

CONCLUSION

Les flavonoides constituent une classe importante de métabolites secondaires dans le regne
végétal, mais leurs dérivés sulfatés sont encore peu connus.

Le but de cette recherche bibliographique a été d'établir une mise a jour des travaux réalisés
jusqu’ici sur les flavonoides sulfatés, tant sur le plan de leur répartition dans le régne végétal,
de leur extraction, de la détermination de leur structure, de leur synthése que de leurs

propriétés biologiques.

Ainsi nous avons constaté leur large distribution au sein du régne végétal. Cela indique que
leur présence ne peut pas étre considérée comme un critére chimiotaxonomique. Il semble, en
effet, que leur présence soit plutdt le résultat d’une adaptation du végétal a son environnement

(aquatique, salin ...). ’

Aux 101 flavonoides sulfatés isolés avant 1988, date de la derniére revue sur ce domaine,
viennent s'ajouter 18 nouveaux dérivés, et un certain nombre de composés connus mais isolés
dans d'autres especes végétales. Parallélement & ces composés naturels, les techniques de
synthése enzymatique couplées aux méthodes chimiques ont aussi largement contribué a
augmenter le nombre des flavonoides sulfatés.

L’extraction, la purification et 1'identification de ces composés font™appel a des techniques
relativement classiques. Cependant, dans le cadre de I’analyse structurale, et aprés une
synthése et une analyse de toutes les données bibliographiques, nous avons tenté d’établir une
corrélation entre I’introduction du groupement sulfate et la modification des caractéristiques
spectroscopiques de la molécule. Les tableaux regroupant ces informations en annexes
pourront étre utiles car trés faciles d'acces lors de l'analyse structurale de composés

"nouveaux”.

Ce travail a également montré que les plantes ne sont pas les seuls organismes i synthétiser
des flavonoides sulfatés : des microorganismes ont aussi cette faculté,
Chez les plantes, leur biosynthése fait intervenir plusieurs enzymes comme les flavonol

sulfotransférases et les aryl sulfatases.

La sulfatation des flavonoides, qui leur confére une certaine hydrophilie est souvent liée a une

intensification de leurs activités biologiques.
Ainsi il semble que ces composés jouent un rdle dans la prévention de certaines maladies

comme les maladies cardiovasculaires grice a leur activité antioxydante, le cancer du sein ou
la catarate chez les sujets diabétiques.
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Toutefois, ces composés étant plus solubles, ils sont plus rapidement éliminés, et leur activité
est donc plus breve.

La recherche de ce type de composés dans d'autres plantes et la mise en place de techniques
de purification plus rapides permettraient d'exploiter les flavonoides sulfatés 2 des fins
médicales dans la prévention de ces maladies. T serait aussi intéressant de rechercher d'autres
propriétés biologiques afin d'étendre les applications potentielles de ces composés.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER

Grenoble,le A .o . X000

LE DOYEN LE PRESIDENT DE THESE

H

Dr. M-G. DIJOUX-FRANCA
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ANNEXE 1

Liste des flavones sulfatées et leur source.




Composé

Apigenine
5,7,4’-trihydroxyflavone
7-Sulfate

7-Sulfatoglucosyl
7-Sulfatogalactosyl
7-Sulfatoglucuronyl

4’-Sulfate
7.4’ -Disulfate

Hispiduline
Scutellareine 6-Méthoxy
7-Sulfate

4’-Sulfate

7,4’ -Disulfate

Luteoline

5,7,3 4" -tetrahydroxyflavone

7-Sulfate

3’-Sulfate

4’-Sulfate
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Flavone

Source

Bixa orellana

Daucus carota

Maranta bicolor
Maranta leuconeura var
kerchoveana

Phoenix canariensis
Tetracera stuhlmanniana
Fuchsia procumbens
Fuchsia colensoi
Fuchsia perscedens
Zostera marina

Bixa orellana

Bixa orellana

Iphoria scabra
Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens

Bixa orellana
Zostera marina
Zostera nana
Fuchsia colensoi
Fuchsia excorticata
Fuchsia perscandens
Fuchsia procumbens
Datvicus carota
Oenanthe fistulosa
Lachenalia unifolia
Maranta bicolor
Maranta leuconeura var
kerchoveana
Lachenalia unifolia
Bixa orellana
Daucus carota

Bixa orellana

Références

Barron,1988
Harborne,1976b
Williams, 1977
Williams, 1977

Barron,1988
Barron,1988
Barron,1988
Williams, 1986
Williams, 1986
Harborne, 1976a
Harborne, 1975
Harborne, 1975

Barron,1988
Harborne, 1994
Harborne, 1994
Barron,1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Harborne, 1994

Barron, 1988
Harborne,1976a
Harborne, 1976a
Averett, 1986
Averett,1986
Averett, 1986
Averett,1986
Harborne, 1976b
Harborne, 1976b
Harborne,1976¢
Williams, 1977
Williams, 1977

Barron, 1988
Harborne, 1975
Barron, 988
Harborne, 1975




7,3’-Disulfate

7,4’-Disulfate
7-Sulfatoglucosyl

7-Sulfatoglucuronyl
7-Sulfate-3’-Glucosyl
7-Sulfatorutinosyl
7-Sulfate-3’-rutinosyl
7-Disulfatoglucosyl
Chrysoeriol
Luteolin-3"-méthoxy
7-Sulfate
7-Sulfatoglucosyl

7-Disulfatoglucosyl
Sulfatogalactosyl

Diosmetine
Luteoline-4’-méthoxy
7-Sulfate

3'-Sulfate
7,3"-Disulfate

6-Hydroxyluteoline
6-Sulfate

7-Sulfate

6,7-Disulfate

6-Sulfoglycosyl

Nepetine

6-Méthoxyluteoline

7-Sulfate

3',4’-Disulfate

Nodifloretin
6-Hydroxyluteolin-3’-Méthoxy
7-Sulfate

6,7-Disulfate

Jacoeosidin
6-Hydroxyluteolin-6,3-DiMéthoxy
7-Sulfate

7.4’ -Disulfate
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Zostera marina

Bixa orellana
Lachenalia unifolia
Maranta bicolor
Maranta leuconeura var
kerchoveana
Zanichellia palustris
Bixa orellana

Phoenix roebelenii
Phoenix dactylifera
Fuchsia excorticata
Fuchsia colensoi
Fuchsia procumbenss
Mascarena verschafeltii
Phoenix roebelenii
Mascarena verschafeltii
Phoenix dactylifera

Zostera marina
Zanichellia palustris
Thalassia tertudinum
Juncus effusus
Phoenix dactylifera
Phoenix dactylifera
Scindapsus pictus

Zostera marina

Lachenalia unifolia
Lachenalia unifolia
Lachenalia unifolia

Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens

Tradescantia buckleyi

Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens

Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens

Lippia nodiflora
Lippia canescens
Lippia nodiflora
Lippia canescens

Barron,1988

Harborne, 1975
Williams, 1976
Williams, 1977
Williams, 1977

Harborne, 1976a
Harborne, 1975
Barron, 1988
Tomas, 1988
Barron,1988
Williams, 1986
Williams, 1986
Barron, 1988
Barron, 1988
Barron, 1988
Harborne, 1994

Barron,1988
Harborne,1976a

Barron,1988
Tomas, 1988
Harborne, 1994
Williams, 1981

Barron, 1988
Williams, 1976
Barron, 1988
Barron, 1988

Barron, 1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Harborne, 1994

Del pero,1993

Barron, 1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Harborne, 1994

Barron, 1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Harborne, 1994

Barron, 1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Harborne, 1994




Isoscutellarétine
8-Hydroxyapigenine
4’ -Méthoxy 8-(2”-Sulfatoglucosyl)

Hypolaetine
8-Hydroxyluteoline
7-Sulfate
7-Sulfate-8-glucosyl
7-Glucuronyl sulfate
7-Glucosyl sulfate
7-Galactosyl sulfate
8-Sulfate
8-Glucosyl-3'-Sulfate

Hypolaetine-7-Méthoxy
3’-Glucuronyl sulfate
3’-Galactosyl sulfate

Hypolaetine-4’-Méthoxy
8-Glucosyl-3’-Sulfate
Tricetine

7-Sulfate

3’-Sulfate

7,3’ -Disulfate

Tricine
Tricetine-3",5"-DiMéthoxy
7-Sulfatogalactosyl
7-Sulfatoglucurony!

Vitexine
Sulfate

7-Sulfate

7-Sulfatoglucosyl

7-Sulfatorutinosyl

Isovitexine
Sulfate
7-Sulfate

Sulfatoglucosyl
Orientine

7-Sulfate
7-Sulfatoglucosyl

Iso-orientine
7-Sulfate

Mangiferine
Sulfate
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Altheaea officinalis

Bixa orellana
Hypoalaena fastigiata
Meeboldina thysanantha
Leptocarpus elegans
Leptocarpus elegans
Bixa orellana

Malva sylvestris

Leptocarpus elegans
Leptocarpus elegans

Althea officinalis

Lachenalia unifolia
Lachenalia unifolia
Lachenalia unifolia

Cyperus polystachyos
Cyperus polystachyos
Fuchsia colensoi
Fuchsia excorticata
Fuchsia perscandens
Fuchsia procumbens

Stromanthe sanguinaea
Culcasia saxatilis
Washingtonia robusta
Philodendron ornatum
Washingtonia robusta
Stromanthe sanguinaea
Culcasia species
Washingtonia robusta

Stromanthe sanguinaea
Phoenix roebelenii
Philodendron ornatum
Stromanthe sanguinaea

Phoenix roebelenii

Arecastrum romanzoffianum

Stromanthe sanguinaea

Phoenix roebelenii

Polystchya nyanzansis
Polystchya pachychila

Harborne, 1994

Harborne, 1975
Williams, 1998
Williams, 1998
Williams, 1998
Williams, 1998
Barron,1988

Barron, 1988

Williams, 1998
Williams, 1998

Barron,1988

Williams, 1976
Barron, 1988
Barron, 1988

Barron,1988
Barron, 1988
Williams, 1986
Williams, 1986
Williams, 1986
Williams, 1986

Williams, 1977
Williams, 1981
Barron, 1988
Williams, 1981
Barron, 1988
Williams, 1977
Williams, 1981
Barron,1988

Williams, 1977
Barron,1988

Williams, 1981
Williams, 1977

Barron, 1988
Barron, 1988
Williams, 1977

Barron, 1988

Williams, 1979
Williams, 1979
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ANNEXE 2

Liste des Flavonols sulfatés et leur source.




Composé
Kaempferol

5,7,4° trihydroxyflavonol
3-Sulfate

7-Sulfate
3,7-Disulfate

3,7,4’-Trisulfate
3-B-(3"-Sulfatoglucosyl)
3-B-(6"-Sulfatoglucosyl
3-a-(6"-Sulfatoglucosyl)
3-Sulfatorhamnosyl
3-Glucuronyl-7-Sulfate
3-Suifatorutinosyl
3-(67-Sulfatogentiobiosyl)

Rhamnocitrine
Kaempferol 7-Méthoxy
3-Sulfate

Kaempferide
Kaempferol 4'-Méthoxy
3-Sulfate

Kaempferol 7,4’-Diméthyl ether
3-Sulfate

6-Hydroxykaempferol
3-Sulfate

6-Hydroxykaempferol 3-Méthoxy
7-Sulfate
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3'
2

O

3

OH

O

Flavonol
Plante

Acrotema uniflorum
Ipomoea reticulata
Andiatum capillus-veneris
Silybum marianum subsp. anatolicum
Frankenia pulverulenta
Reaumuria uniflorum
Pluchea dioscoridis
Acrotema uniflorum
Cystopteris fragilis
Cystopteris fragilis
Asplenium filix-foemina
Davidsonia pruriens
Frankenia pulverulenta
Adiantum capillus-veneris
Asplenium fontanum

Ammi visnaga
Argyreia mollis
Argyreia nervosa
Ipomoea reticulata

Tamarix spp.

Tamarix aphylla
Tamarix nilotica
Argyreia capitata
Ipomoea regnellii

Inula britannica

Neurolaena lobata

Réf

Barron,1988
Mann, 1999
Imperato, 1982
Mergil, 1988
Barron,1988
Barron,1988
Ahmed,1987a
Barron,1988
Barron, 1988
Barron,1988
Barron,1988
Barron,1988
Barron, 1988
Barron, 1988
Barron,1988

Barron, 1988
Mann,1999
Mann, 1999
Mann,1999

Harborne, 1994

Barron, 1988
Nawwar,1984
Mann,1999
Mann,1999

Oskuz, 1987

Barron,1988




Eupafoline
6-Hydroxykaempferol 6-Méthoxy
3-Sulfate

Eupalitine
6-Hydroxykaempferol 6,7-DiMéthoxy
3-Sulfate

6-Hydroxykaempferol 7,4’-DiMéthoxy

3-Sulfate

6-Methoxykaempferol
3-Sulfate

6-Methoxykaempferol 7-Méthoxy
3-Sulfate

Quercetine
57,3’ 4 trihydroxyflavonol
3-Sulfate

7-Sulfate
3’-Sulfate

3,7-Disulfate

3,3’-Disulfate
3,4’ -Disulfate

3,7,3’-Trisulfate
3,74 -Trisulfate

3,7,3° 4’ -Tetrasulfate
3-Sulfatoglucosyl

3-Sulfatorhamnosyl
3-(37-Sulfatoglucosyl)
3-Glucuronyl-7-Sulfate
3-Glucurony!-3’-Sulfate
3-Sulfatorutinosyl
3-Acetyl-7,3’,4’-Trisulfate

Quercitrine
3-0-o-L-Rhamnopyranosyl-3’-Sulfate

Quercetine-3-Méthoxy
5-Glucosyl-3’-Sulfate
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Flaveria chloraefolia

Flaveria chloraefolia

Brickellia longifolia

Flaveria chloraefolia

Brickellia longifolia

Oenanthe crocata
Iphonia scabra
Flaveria bibendis
Flaveria chloraefolia
Frankenia pulverulenta
Ammi visnaga
Paspalum convexum
Scindapsus pictus
Inula Britannica
Frankenia pulverulenta
Hypericum eleodes
Frankenia pulverulenta
Flaveria bidentis
Iphonia scabra
Pluchea dioscoridis
Flaveria chloraefolia
Flaveria bidentis
Iphonia scabra
Flaveria bidentis
Flaveria bidentis
Iphonia scabra
Flaveria bidentis
Iphonia scabra
Phoenix dactylifera
Paspalum convexum
Davidsonia pruriens
Asplenium septentrionale
Frankenia pulverulenta
Hypericum eleodes

Arescastrum romanzzoffianum

Flaveria bidentis

Leea guinensis

Calorophus elongatus

Barron,1988

Barron, 1988

Harborne, 1994

Barron,1987a

El-Sayed, 1990

Barron,1988
Ahmed, 1988
Barron,1988
Barron, 1986
Harborne, 1975
Harborne, 1976b
Harborne, 1976¢
Williams, 1981
Barron, 1987a
Harborne, 1975
Harborne, 1994
Harborne, 1975
Barron, 1988
Ahmed, 1988
Ahmed,1987a
Barron, 1988
Barron,1988
Harborne, 1994
Barron,1988
Barron,1988
Ahmed, 1988
Barron,1988
Ahmed, 1988
Harborne, 1994
Harborne, 1976¢
Barron, 1988
Barron,1988
Barron, 1988
Harborne, 1994
Barron, 1988
Barron, 1988

Op de beck, 1998

Williams, 1998




Rhamnetine
Quercetine-7-Méthoxy
3-Sulfate

3,3’-Disulfate
3,5,4"-Trisulfate-3’-Glucuronyl

Isorhamnetin
Quercetin-3’-Méthoxy
3-Sulfate (Persicarin)

7-Sulfate
3,7-Disulfate

3,4’-Disulfate
3,7,4’-Trisulfate

3-Glucuronyl-7-Sulfate
3-Sulfatorutinosyl

Tamarixetin
Quercetin 4’-Méthoxy
3-Sulfate

Quercetin 3,7-DiMéthoxy
4’-Sulfate

Rhamnazin
Quercetin 7,3’ -DiMéthoxy
3- Sulfate

OmBuin

Quercetin 7,4’-DiMéthoxy
3-Sulfate

3,3’-Disulfate

Quercetin 7,3’,4’-TriMéthoxy
3-Sulfate

Quercetagenin 3-Méthoxy
6-Hydroxyquercetin 3-Méthoxy
7-Sulfate

Patuletin

Quercetagenin 6-Méthoxy
3-Sulfate

7-Sulfate

3,3"-Disulfate

Eupatolitin
Quercetagenin 6,7-DiMéthoxy
3-Sulfate
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Ammi visnaga
Tamarix aphylla
Argyreia mollis
Argyreia mollis

Tamarix aphylla

Polygonum hydropiper
Iphonia scabra
Flaveria bibendis
Qenanthe stolonifera
Lasthenia sp

Ammi visnaga
Oenanthe crocata
QOenanth pimpinelloides
Pluchea dioscoridis
Frankenia pulverulenta
Flaveria bidentis
Pluchea dioscoridis
Iphonia scabra
Acroterma uniflorum
Iphonia scabra
Frankenia pulverulenta
Arescastrum romanzzoffianum
Zygophyllum dumosum

Tamarix laxa

Ipomoea regnellii

Polygonum hydropiper
Argyreia nervosa

Flaveria chloraefolia
Acrotema uniflorum

Ipomoea regnellii

Neurolaena oaxacana

Brickellia chloraefolia
Lasthenia sp
Brickellia californica
Flaveria chloraefolia

Brickellia veronicafolia
Flaveria chloraefolia

Barron, 1988
Mann,1999
Harborne, 1976b

Barron,1988

Barron,1988
Ahmed, 1988
Barron,1988
Harborne, 1971
Harborne, 1971
Harborne, 1976b
Harborne, 1976b
Harborne, 1976b
Ahmed,1987a
Barron,1988
Barron, 1988
Ahmed,1987a
Barron,1988
Barron,1988
Ahmed, 1988
Barron,1988
Barron,1988

Li, 1996

Barron, 1988

Mann, 1999

Barron, 1988
Mann,1999

Barron, 1988
Barron, 1988

Mann, 1999

Barron, 1988

Barron,1986
Barron,1988
Barron,1988
Harborne, 1994

Barron, 1988
Barron,1987a
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Spinacetin

Quercetagenin 6,3’ -DiMéthoxy

3-Sulfate Flaveria chloraefolia Barron, 1988

Jaceidin

Quercetagenin 3,6,3’-TriMéthoxy

4’-Sulfate Brickellia glutinosa Barron,1988

Veronicafolin

Quercetagenin 3,7,3’-TriMéthoxy

3-Sulfate Brickellia veronicafolia Barron,1988

Eupatin

Quercetagenine 6,7,4’-TriMéthoxy

3-Sulfate Brickellia californica Barron, 1988
Brickellia longifolia El-Sayed, 1990
Flaveria chloraefolia Barron,1987a

Quercetagenin 6,3’,4’-TriMéthoxy

3-Sulfate Decachaeta haenkeana Barron, 1988

Gossypetin

8-Hydroxyquercitin

3-Sulfate Malva sylvestris Barron, 1988

8-Glucuronyl-3-Sulfate Malva sylvestris Barron,1988

8-Glucosyl-3-Sulfate Malva sylvestris Barron,1988

Myricetin

3-Sulfatorhamnosyl Davidsonia pruriens Barron,1988

Dihydromyrcetin

3-Gallate-3’-Sulfate Myrica rubra Barron,1988
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ANNEXE 3

Liste des monocotylédones présentant des flavonoides sulfatés.
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familles Genres el espéces Références
Araceae Anthurium hookeri, Gonatropus boivinii, Scindapsus sp., Anchomanes Barron,1988
difformis, Philodendron ornatum,
Culcasia saxitilis Williams, 1981
Commelinaceae Tradescantia hirta Barron, 1988
T. buckleyi Del pero,1993
Cyperaceae Cyperus polystachyos, C. bulbosus, C. enervis \C. laevigatus, C. Barron,1988
sanguinolentus, C. flavescens, C. subulatus, C. flavus, C. brevifolius,
Schenus ericetorum, S. fluitans, S. pleiostemoneus, S. scabripes,
Isolepis habra, 1. hookeriana, 1. inundata, 1. prolifera,
Eleocharis equisetina, E. pusilla, Fimbristylis ferruginea, Scleria
mackaviensis, Carex longebrachiata
Alismataceae Damasonium stellatum, Sagitaria falcata Barron, 1988
Hydrocharitaceae Halophila engelmanii, Thalassia tertdinum, Halophila baillonis, H. Barron,1988
ovalis, H. stipulacea, Thalassia hemprichii, Enhalus acoroides
Zannichelliaceae Zannichellia palustris Barron, 1988
Zosteraceae Zostera angustifolia, 7. marina, Z. nana, Z. americana, Z. asiatica, Z. Barron, 1988
capensis, Z. capricorni, Z. canlescens, Z.japonica, Z. muellerii, Z. noltii,
Z. novazelandica
Phyllospadix iwatensis, P. japonicus, P. scouleri, P. serrulatus, P.
torreyi
Graminaceae Ichnanthus pallens, Panicum maximum, P. convexum, P. Barron,1988
humboldtianum, Bothriochloa bladhii, B. caucasica, B. edwardsiana, B.
insculpta, B. ischaemum, B. radicans,
Cymbopogon procerus, Dimeria ballardii, Erianthus maximus,
Saccharum barberi, S. eduli, S. officinarum, S. robustum, §. sinense, S.
spontaneum, Tripsacum dactyloides, Zea mays, Chloris roxburghiana,
Cynodon dactylon, C. lemfuensis, Spartina townsendii, Eragrostis
horizontalis, Cortaderia bifida, C. pilosa, C. richardii, C. selloana,
Gynerium sagittatum, Chionochloa conspicua, C. rigida, Notodanthonia
racemosa, Stipagrostis garubensis, Microlaena stipoides
Paspalum convexum
Iridaceae Iris sanguinea, Calydorea speciosa, Cipura paludosa, Cypella lauthalii, Barron,1988
Eleutherine bulbosa, Gelasine azurea, Tigridia pavonia, Trimenzia
steyermarkii, Pillansia temlemannii, Crocus tommasinianus,
Melasphaerula graminea, Synnotia villosa
Juncaceae Juncus maritimus, J. acutus, Jjacquini, J. balticus, J. inflexus, J. Barron,1988
effusus, J. conglomeratus, J. squarrosus, J. gerardi, J. acutiflorus, J.
articulatus, Marrsippospermum grandiflora, Rostkovia magellanica,
Prionium serratum
Liliaceae Bellevalia flexuosa, Lachenalia uniflora, L. aloides, Ipheion uniflorum Barron, 1988
Marantaceae Maranta bicolor, M. leuconeura var. kerchoviana, Stromanthe Barron,]1988
sanguinea
Orchidaceae Gymnadenia campsea, Restrepia elegans, Barron, 1988
Polystachya nyanzansis P. pachychila Williams, 1979
Restionaceae Hypolaena fastigata, Elegia parviflora Barron, 1988
Leptocarpus elegans, Calorophus elongatus Williams, 1998
Palmae Areca alicae, Aracastrum romanzoflorum, A.romanzoflorum var. Barron,1988

australe, Bactris guinansis, Butia bonnetii, B. capitata, B. capitata var.
pulposa, B. eriospatha, B. yustay, Calamus polystachys, Clinostigma
samiense, Cocothrinax rhussiana, Copernica maconglosa, Cyrtostachys
sp.. Daemonorops jenkinsiana, Gaussia attennata, Giglonia insignis,
Iguanura geononaeformis, Jubaea chilensis, Kothalsia echinanetra,
Licuala muelleri, Linospadix monostachya, Livistona altissima, L.
chinensis, L. marinae, Mascarena lagenicaulis, M. revaughanii, M.
verschaffeltit, Mauritia flexuosa, Microcoelum weddelianum, Nanorhops
ritchiana, Neodypsis decryi, Nypa fruticans, Opsiandra maya, Phoenix
cananiensis, P. dactylifera, P. fannifera, P. loureiri, P. pusilla, P.
reclinata, P. roebelinii, P. sylvestris, P. tonentosa, Pritchardia affinis, P.
martii, Ptychosperma macarthurii, P. propinquum, Rhapis excelsa, R.

flabelliformis, Rhopalostylis baueri, Sabal beccariana, S. causirum,

Thrinax parviflora, Trithrinax acanthocoma, Veitchia mervillii,
Washingtonia filifera, W.robusta
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ANNEXE 4

Liste des dicotylédones présentant des flavonoides sulfatés.
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Famille Genre et espece Référence
Bixaceae Bixa orellana Barron, 1988
Chenopodiaceae Atriplex (3), chenopodium (2), Halochemum Barron,1988
strobilaceum, Petrosimonia oppostifolia, Suaeda
Cistaceae Helianthemum squamatum Barron,1988
Compositae Brickelia glutinosa, B. california, B. veronicaefolia, Barron,1988
B. lacinata, B. baccharidea, B. chlorolepis,
B. longifolia ;
Callilepis laureola, Epaltis gariepina,
Decachaeta haenkeana, Flaveria chloraefolia, F.
bidentis
Helichrysum angustifolium, Inula erithmoides,
Inula britanica,
Lastenia (2), Sphaeranthus incisus, Iphonia
scabra, Neurolaena (3), Senecio (5)
Convulvolaceae Ipomoeac reticulata, I. regnellii, Argyreia mollis, Mann,1999
A. nervosa , Ipomoeae reticulata, I. regnellii,
Argyreia mollis, A, nervosa et A. capitata A.
capitata
Davidsoniaceae Davidsonia pruriens Barron, 1988
Dilleniaceae Acrotema (1), Davilla (2), dillenia (3), Barron, 1988
Schumacheri, Tetracera (14)
Frankeniaceae Frankenia corymbosa, F. ericifolia, F. laevis, Barron,1988
F.pulverulenta, F. thymifolia
Guttiferae Hypericum eradnatum, H eleodes, H. grandiflorum  Barron,1988
Leeaceae Leea guinensis Op de beck,1998
Malvaceae Althea officinalis, Malva sylvestris Barron,1988
Myricaceae Myrica rubra Barron, 1988
Onagraceae Fuchsia excorticata, F. procumbens, F. Barron,1988
perscandens, Averett, 1986
F. colensoi
Polygonaceae Poluygonum hydropiper var. vulgare, P, Barron,1988
perfoliatum, P.thunbergii
Rosaceae Acaena (5), , Dendriopterium menendezii, Barron, 1988
Potentilla (3), Sanguisorba minor, S. officinalis
Tamaricaceae Tamarix africana, T. aphylla, T. cananensis, T. Barron,1988
pentandra, T. laxa, T. smyrnensis, Myricaria
germanica, Reaumuria mucronata
UmBelliferae Ammi visnaga, Daucus carota, Oneanthe (6) Barron,1988
VerBenaceae Lppia nodiflora, L. canescens Barron,1988
Zygophyllaceae Zygophyllum domusum Li,1996
PlumBaginaceae Armeria maritima, Limonium (10), Plumbago Barron, 1988

europaeae

Entre parenth&se : nombre d'espéces présentant des
flavonoides sulfatés dans le genre.
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ANNEXE 5
Spectre RMN 'H de flavonoides sulfatés
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Apigénine

L. T-sulfate

2 7.4'-disulfate
Lutéoline

3. 7-sulfate

4. 7.4 -disulfate

1 2 ’ 3 4
tef. Barron,1987b Barron,1987b Barron, |987b Barron,1987b
N® 400 MHz; DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d,
3 6,70, s 9,90, s 6,42, s 6,80, 8
6 6,55, d(2,0) 6,60, d(2,1) 6,48, d(2,1) 6,56, d(2,0)
8 6,96, d(2,0) 7,02, d(2,1) 6,87, d(2,1) 7,00, d(2,0)
2 7,84, d(8,8) 8,02, d(8,9) 7,14, d(2,5) 7,59, d(1,8)
6,87 7.35,
, d(8,9) 56,87,
d(8, d(8,8) 7,35,
8) d(8,9) 6,35, d(8,5)ca
7.44-7 .48,
m 6' 7,84,
d(8,8) 8,02,
d(8,9) 7,34,
dd(2,5/8,5) ca 7.44-
7,48, m
HO. Q.
OH @]
Apigénine Lutéoline
I. Hispiduline 3. Iso
scutellarétined’-
méthylether8-O-p-
glucosyl-2""-
sulfate 2. Hispiduli
ne-7-sulfate
| 2 3
ref, 200 Ahmed, 1987b Gudej, 1991
N® 90 MHz CCl, CD,0D
K} 6,04 6.5, 5
6
8 6,26 6,6, s 6,72, s
2 7,46, d(9,0) 7.7, d(9,0) 6,32, 5
3 6,38, d(9,0) 6,69, d(9,0) 8,24, dd(9,0/2,1)
§' 6,58, d(9,0) 6,69, d(9,0) 8,24, dd(9,0/2,1)
6 746, d(9,0) 7.7, d(9,0)
4-OMe 393, s
6-OMe 37,8
" 5,07, d(7,7)
2" 4,55, dd(8,7/1,7)
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3, 4% 5" 6" | 3,79-3,62, m |

CH3

Hispiduline Isoscutellarétine




LN
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Kaemphérol 5. 7-méthylether-3-sulfate
3-Sulfate 6. 7,4 -diméthylether
7-sulfate 7. 7.4’ -diméthylether-3-sulfate
7,4'-disulfate 8. 6-hydroxykaempférol-3-suifate
3,7,4'-trisulfate
1 2 3 4
ref Barron, 1988¢ Barron,1987b Barron,1987b Barron, 1987b
Ne 299,9 MHz; DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d,
6 6,1 6,55, d(2,0) 6,50, d(2,0) 6,52, d(2,0)
8 6,32 6,98, d(2,0) 6,95, d(2,0) 6,88, d(2,0)
2';6' 8,06, d(8,7) 8,08, d(8,9) 8,20, d(8.9) 8,16, d(8,9)
355 6,83, d(8,7) 6,93, d(8.,9) 7,30, d(8,9) 7,27, d(8,9)
5 6 7 8
ref Mann,1999 Nawwar, 1984 Nawwar, 1984 Oskuz, 1987
Ne° 400 MHz DMSO-d, DMSO-d, DMSO-d, 400 MHz; DMSO-d, :
6 6,36, d(2,1) 6,34, d(1,5) 6,34, d(1,5)
8 6,72, d(2,1) 6,74, d(1,5) 6,72, d(1,5) 6,55, s
2,6 8,14, d(8,8) 8,16, d(3,0) 8,20, d(7,0) 7,65, d(8,0)
355 6,87, d(8,8) 7,10, d(8,0) 7,04, d(7,0) 7,15, d(8,0)
OMe 3,86 3,84,s,3,85 3,84, Barron,1988r s
OH
HO 0
OH 5
OH O E

Kaempférol
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1 Quercétine 7. 3,7, 4'-trisulfate 13. 7,3 4'-triméthylether-3-sulfate
2 3'-sulfate 8. 3,7,3' 4'-tetrasulfate 14, 3-acétyl-7,3" 4 -trisulfate
3. 3,3"-disulfate 9. 7,4'-disulfatye 15. 3-méthylether-5-glc-3'-sulfate
4, 3,4'-disulfate 10. 7-méthylether-3-sulfate [6. Quercitrine (Q-3-rhamnosyl
5 7-sulfate 11. 7-méthylether-3,3'-disulfate 17. Quercitrine 3’-sulfate
6 3,7,3"-trisulfate 12. 3,7-diméthylether-4'-suifate
i 2 3 4 5 6 7
ref. Op de beck,1998 Seabra,1991 Barron,1987¢ Barron,1987¢ Barron,1987b Cabrera, 1976 Barron,1987b
N° * * EES sk Hkk Fokokok sokok
6 6,17, d(1,6) 6,14, d(1,8) 6,16, d(2,0) 6,20, d(1,9) 6,5, d(1,9) 6,58, d(2,0) 6,47, d(2,0)
8 6,40, d(1,7) 6,39, d(1,5) 6,38, d(2,0) 6,43, d(1,9) 6,95, d(1,9) 6,92, d(2,0) 6,93, d(2,0)
2 7,66, d(1,8) 7,99, d(2,4) 7,87,d(2,2) ca7,6-7,8,m 7,67, d(1,9) 7,96, d(2,5) 7,90, d(2,0)
5 6,87,d(8,5) 6,93, d(7,5) 6,87, d(8,6) 7,31, d(9,2) 6,84,d(8,5) 6,90, d(8,5) 7,31, d(8,6)
6' 7,53,dd(8,4) 7,80, dd(2,4/7,6) 8,03,dd(2,2/8,6) ca7,6-7.8.m  7,61,dd(8,9/1,9) 8,03,dd(2,0/8,5) 7,70, dd(8,6/2,0)
8 9 10 11 12 13 14
ref. Kuntze, 1972 Barron,1987b Mann, 1999 Mann, 1999 Mann, 1999 Mann, 1999 Mann, 1999
N° ekt sk ok Kokk Aok ok sesk ok
6 6,78, d(2,5) 6,54, d(1,9) 6,35, d(2,1) 6,36, d(2,1) 6,36, d(2,1) 6,36, d(2,1) 6,37, d(1,9)
8 7,13,d(2,5) 6,94, d(1,9) 6,67, d(2,1) 6,73, d(2,0) 6,69, d(2,1) 6,76, d(2,0) 6,77, d(1,9)
2 7,95, d(2,0) 7,64, d(2,2) 7,67, d(2,0) 7,91, d(1,8) 7,62, d(2,0) 8,09, d(2,0) 8,05, d(2,0)
5! 7,66, d(8,5) 7,33, d(8,4) 6,81, d(8,5) 6,92, d(8,7) 7,02, d(9,0) 6,89, d(8,5) 7,09, d(8,8)
6' 8,16, dd(2,0/8,5) 7,69, dd(8,4/2,2) 7,62, dd(8,5/2,0) 8,12, dd(8,7/1,8) 7,78,dd(9,0/2,0) 7,69, dd(8,5/2,0) 7,80, dd(8,8/2,0)
OMe 3,86, s 3,88,s 3,85, s/387,s 3,85s/3,87,s 3,85, /3,85,5/3,87,s
15 16 17
ref. Cabrera,1976  Op de beck,1998  Op de beck, 1998
N° sk ok ok ok e * *
6 6,58, d(2,0) 6,20, d(2,0) 6,20, d(2,1) Conditions :  * 200 MHz; DMSO-d,
6,80, m 6,38, d(2,0) 6,39, d(2,0) ** 80 MHz; DMSO-d,
2' 7,90, m(2,0) 7,29, d(1,9) 7,76, d(2,0) *#% 400 MHz; DMSO-dg
5 6,80, m 6,86, d(8,3) 6,96, d(8,1) #rkx 100 MHz; DMSO-d,
6 8,05,q(2,0)  7,52,dd(8,4/2,2)  17,52,dd(8,5/2,3) wxakk60 MHz; D,O
OMe 2,50, s ikl 60) MHz; DMSO-d,
1" 5,24, d(1,1) 5,2, Barron,19838r,
s
2" 3,96, 3,98,
Barron,1988r, s Barron, 1988r, s
3" 3,50, dd(8,6/3,1) 3,55, m
4" 3,21-3,29 nd 3,1 nd
5" 3,08-3,21 nd 3,0-3,3 nd
6" 0,81, d(5,5) 0,8, d(5,7)
OH
OH
HO. O
OH
OH O

Quercétine
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Rhamnétine Isorhamnétine 4, 3,7,4 -trisulfate
l. 3,4’ -disulfate 2. 3,7-disulfate 5. 3-0-(4"’-sulfatylrutinosyl)
3. 3.4’ -disuifate
1 2 3 4 5
ref. Barron,|1988¢ Cabrera, 1977 Ahmed, 1987b Ahmed, 1987b 11,1996
Ne 299,9 MHz DMSO-d; 60 MHzD,0  90MHzCCL, 90MHzCCL, 500 MHz DMSO-d,
6 6,25 6,5, d(2,5) 6,2, d(2,5) 6,2, d(2,5) 6,18, d(8,0)
8 6,56 6,5, d(2,5) 6,5, d(2,5) 6,5, d(2,5) 6,41, d(2,0)
2 ca7,64-7,69 7,30, d(2,0) 7,4, d(2,5) 7.4, d(2,5) 7,81, d(2,0)
5' 7,30, d(9,1) 6,7, d(10,0) 6,9, d(9,0) 6,9, d(9,0) 6.90, d(8.5)
6 ca7,64-7,69 7,20, d(2,0) 7,20, d(2,0) 7,52, dd(8,5/2,0)
OMe 3,83,s
3-OMe 3,6,s 36,8 3,6,s 3,84, s |
1" 5,40, d(8,0) |
2" 3,28, dd(8,5/8,0)
3" 3,53, t(8,5)
4" 3,73,1(9.5)
5" 343, m
6" 3,76, dd(13,0/3,0)
" 4,36, d(1,5)
2" 3,35, m
3" 3,23-3,17, m
4" 3,03, t(8,5)
5" 3,23-3,17,m
6" 0,97, d(6,0)

OMe

OH O OH O

Rhamnétine Isorhamnétine
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Tamarixétine
1. 3-sulfate
2. #-sulfate
3. 3,3’-disulfate
4. 7,1,3 -trisulfate
1 2 3 4
ref, Barron, 1988¢ Barron,1987b Barron,1988d Barron, [987b
N° 299,9 MHz DMSO-d, 400 MHz DMSO-d,  100,IMHz DMSO-d, 400 MHz DMSO-d,
6 534, d(1,9) 6,50, d(2,0) 5,5 6,48, d(1,9)
8 5,45, d(1,9) 6,94, d(2,0) 5,59 6,82, d(1,9)
2! ca 6,95-6,98, m 7,60, d(2,2) 7,93, d(2,3) 8,06, d(2,3)
5 6,56, d(8,2) 7,01, d(8,9) 6,99, d(8,8) 7,07, 4(8,9)
6 ca 6,95-6,98, m 7,84, dd(8,9/2,2) 8,02, dd(8,8/2,3) 8,12, dd(8,9/2,3)
OMe 3,78,s 3,85 3,80, s 3,33
OH
OMe
HO. O
OH
CH O

Tamarixétine
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ANNEXE 6

Données RMN *C de flavonoides sulfatés
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1.  54'-Dihydroxyflavone
2. 5.4'-Dihydroxyflavone-4'-sulfate
3. Baicaléine6-O-B-glucosyl-7-sulfate

I 2 3
ref. Ibrahim, 1989 Ibrahim, 1989 Abe, 1990
N° DMSO-d, DMSO-d, DMSO-d,
2 164,7 164,2 163,8
3 103,3 104,6 104,8
4 182.9 183,1 1824
5 159,8 1572 1523 0u 151,70u 151,8
6 110,8 110,9 1297
7 1357 135,8 1523 0u 151,7 0u 151,8
8 1074 107,5 98,9
9 155.8 155,9 152,3 0u 151, 7 ou 151,8
10 109,9 110,0 106,4
I' 1209 124,5 130.5
2 128,8 127.9 126,5
3 116,0 120,0 129,1
4 161,5 159.8 132,1
5 116,0 120,0 129,1
6 128,8 127.9 126,5
1" 103,5
2" 13,6
3" 76,0
4" 71,5
5" 76,0
6" 171,1
o HO 0
HO
OH O OH O
5,4" dihydroxyflavone Baicaléine
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1. Apigénine-7-sulfate 4, Lutéoline-7-sulfate 7. Isoscutellarétine 4'-méthylether-8-O-B-D-glucosyl-2"'-sulfate
2. 4'-sulfate 5. 74" -disulfate
3, 7.4'-disulfate 6. 7,3" 4’ trisulfate
1 2 3 4 5 6 7
ref. Agrawal,  Barron,1988c Agrawal, 1989 Agrawal, 1989 Agrawal, 1989 Barron, 1988d Gudej, 1991
Ne o 75,43 MHz 100,1 MHz Ch,0D
DMSO-d, DMSO-d,
2 165,7 162,8 164,6 165.8 64,0 163,7 165,1
3 103,5 102,8 103,2 101,2 1023 102,7 104,5
4 182,9 181,3 182,8 181,7 181,9 181,8 183,5
5 161,1 161,5 1613 160,8 160,9 162,5 1584
6 103.6 99,7 105,1 102,6 1043 1044 100,6
7 1594 167,3 160,0 159,2 159,6 1596 158,7
8 99,3 94,5 99,0 98,2 97.6 974 125,6
9 157,1 157,7 160,0 156,5 1564 156,6 151,1
10 106,9 104,0 106,8 106,0 1059 106,2 1052
I 121,1 125,1 125,3 120,6 1258 124,2 1244
2 1294 127,5 129,5 110,9 14,6 118,3 130,6
3 117,2 102,2 121,1 1475 149,9 143,8 116,1
4' 162,9 156,8 157,0 151,8 145,0 147,7 163,9
5' 117,2 120,2 121,1 116,1 121,7 120,1 116,1
6 1294 127,5 129,5 120,6 117,0 121,5 130,6
4' OMe 57.0
" 103.6
2" 80,9
3" 77,1
4" 71,3
5 78,2
& 62,3
OH
HO O
OH O OH O
Apigénine Lutéoline
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L. Kaempférol 4. 7.4 -disulfate 7.4’ -diméthylether

2. 3-sulfate 5. 3,74’ -trisulfate 7,4’ -diméthylether-3-sulfate

3. 7-sulfate

1 2 3 4 5 6 7
ref. Agrawal,1989 Barron, 1988c¢ Barron,1987b Barron,1987b Barron, 1987b Nawwar,1984 Nawwar, 1984
Ne° DMSO-dg 75,43 MHz 100 MHz 100 MHz 100 MHz DMSO-dg DMSO-dg
DMSO-d, DMSO-d¢ DMSO-d DMSO-d,
2 146,8 156,4 147,6 146,3 155,6 146,7 156,0
3 135,6 132,2 136,2 - 133,3 136,3 132,8
4 175,9 177,5 176,3 178,2 171, 176,1 177,9
5 160,7 161,3 159,7 159,9 161,4 160,7 161,2
6 98,2 99,2 101,3 100,9 102,3 97,6 97,6
7 163,9 166,6 159,2 158,7 159,3 165,0 165,0
8 93,5 93,9 97,5 97,5 96,6 92,2 92,2
9 156,2 156,0 1552 154,2 ou 155,0 1559 ou 155.6 156,3 156,3
10 103,1 103,3 105,0 105,4 106,7 104,1 105,2
I’ 121,7 121,2 121,6 126,6 1247 1232 122,7
2 129,5 130,7 129,6 127,8 129,8 129,5 131,0
3 115,4 1152 1155 119,8 119,2 114,2 113,6
4 159,2 160,1 1594 154,2 ou 155,0 1559 ou 155.6 160,2 161,0
s 1154 1152 115,5 119,8 119,2 114,2 113,6
6' 129,5 130,7 129,6 127,8 129,8 129,5 131,0
OMe 55,9 et553 56,0 et 55,3
OH
HO. O
OH
OH O

Kaempférol
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I. Quercétine . 3’-sulfate 7. 7,4’ -disulfate
2. 3-sulfate 5. 3,3’-disulfate 8. 3’ 4’-disulfate
3. 7-sulfate 3,4’ -disulfate
1 2 3 4 5 6 7 8
ref. Op de beck,1998  Agrawal, Agrawal, Barron, 1987¢ Barron, 1987¢ Barron,1987¢ Agrawal, Agrawal,
1989 1989 1989 1989
N° | 50 MHz DMSO-d, 100 MHz DMSO-d, 100 MHz DMSO-d, 100 MHz DMSO-d,
2 146,7 156,6 148,2 146,1 155,7 155,8 146,2 155,8
3 138,6 132,2 136,9 1359 132,6 133,1 - 1331
4 175,8 177,7 176,5 1759 177,6 177,8 177,8 177.8
5 160,7 161,3 160,0 160,7 161,2 161,2 159.8 161,2
6 98,1 98,4 1014 98,2 98,6 98,6 100,9 98,6
7 163,6 163,9 159,0 163,9 164,3 164,1 158,9 164,1
8 93,3 93,3 91,7 93,4 935 93,5 974 93,5
9 156,1 156,1 155,2 156,1 156,1 156,2 155,0 156,2
10 102,9 104,1 105.4 103,1 104,0 104,2 1054 104,2
' 1219 121,6 121,3 122,6 123,1 126,5 1278 126,5
2' 1149 115,1 114,9 22,2 121,6 117.3 1559 117,7
3 145,0 1447 145,8 140,8 140,5 148,1 1487 148,1
4 1478 148,3 149,5 1512 152,0 143,3 142,1 1433
5' 1155 115,9 116,1 117,2 116,8 121,6 121,8 121,6
6' 119.9 121,6 120,5 1249 126,9 120,6 118,2 120,6
OH
OH
HO O
OH
OH O

Quercétine
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1. 3,7,3-trisulfate 4, -6-méthylether-3-sulfate 7. -4’-méthylether-3,7,3’-trisulfate
2. 3,74 -trisulfate S. -6-méthylether-3,3’- 8. Quercitrine
disulfate
3. 3,734 6. -4’ -méthylether-3,7- 9. Quercitrine 3'-sulfate
tétrasulfate disulfate
1 2 3 4 5 6 7 9 10
ref. Cabrera, 1976 Agrawal, Barron,1988d  Agrawal, Agrawal, Agrawal, Agrawal, Op de beck,1998 Op de beck,1998
1989 1989 1989 1989 1989
N° 25,2 MHz 100,1 MHz 50 MHz DMSO-d, 50 MHz DMSO-
DMSO-d, DMSO-d, de
2 1549 155,6 155,3 156,6 155,7 155,4 155,6 156,4 156,4
3 132,35 133,5 1333 132,0 132,2 133,1 133,1 134,2 1345
4 177,6 178,2 178,1 178,0 177,8 178,0 177,7 177,7 177,6
5 159,0 ou 159,9 160,7 160,4 152,5 152,3 160,9 161,5 161,2 161,2
6 102,2 102,3 101,9 131,1 131,4 101,9 102,4 98,6 98,7
7 159,0 ou 159,9 159,6 159,5 157,0 156,2 159,5 1594 T I64,1 1642
8 97,5 97,6 97.4 93,6 93,8 96,9 96,4 93,6 93,6
9 156,6 156,7 156,7 151,3 1574 156,6 156,2 157,2 156,7
10 106,0 106,7 106,3 104,5 104,1 106,4 106,9 104,0 104,1
I 123,0 126,3 125,0 121,6 123,1 122,9 122,2 120,7 123,0
2 120,8 117,3 120,7 115,1 121,6 1153 21,3 1154 120,8
3 140,1 1484 142,9 1447 140,5 146,1 141,9 145,1 140,7
4 152,2 143,6 146,9 148,3 152,0 150,2 1532 148,4 151,7
5' 116,6 1216 119,1 115,9 116,8 11,5 112,0 115,8 117,0
6' 126,8 120,9 124,0 121,6 126,9 121,7 126,3 121,0 125,6
6-OMe 60,0 59,8
4’ 55,6 55,8
OMe
1" 101,8 102,0
2" 70,3 70,1
3" 70,5 70,6
4" 71,1 714
5" 70,0 70,1
6" 17,4 17,4

OH

O

Quercétine
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1. Rhamnétine-3,4’-disulfate
2. Isorhamnétine-30-rutinosyl
3. Isorhamnétine-30-rutinosyl -4’ -sulfate

1 2 3
ref, Barron,1988¢ Li,1996 Li, 1996
Ne 75,43 MHz DMSO-d, 500 MHz DMSO-dq 500 MHz DMSO-d,
2 155.,5 156,4 156,7
3 133,5 133,0 133,1
4 177,6 177,2 1713
5 163,2 161,3 161,3
6 98,2 99,0 98,8
7 165,0 165,0 164,3
8 90,8 94,0 96,9
9 156,7 165.5 156,6
10 106,1 1038 104,0
I 126,6 121,0 121,9
2 17,5 113,2 [13,3
3 148,6 149,5 149,5
4 1433 147,0 146,9
5 121,5 115,0 1153
6 1204 1225 1224
OMe 559 56,4 56,1
" 101,0 100,9
2" 74,4 74,2
3" 76,3 75,4
4" 70,4 75,6
5" 76,1 74,0
[ 67,0 66,9
" 1015 101,0
2™ 70,6 70,3
3 70,4 70,6
4m 71,9 71.8
5 68,2 68,4
6 18,5 18,5
OMe
HO O
OH
OH O OH O

Rhamnétine [sorhamnétine
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1. Tamarixétine-3-sulfate 4. 37,3 -trisulfate
2. 3,7-disulfate 5. Patulétine
3. 3,3-disulfate 6. 3,3-disulfate
i 2 3 4 S 6
ref, Barron,1988¢ Barron,1987b Barron, 1988d Barron,1987b Agrawal, 1989 Barron,1987¢
N° 75,43 MHz 100 MHz 100,1 100 MHz 20 MHz 100 MHz
DMSO-d, DMSO-d, MHz DMSO-d¢ DMSO-dg DMSO-d, DMSO-dq
2 154,7 155,4 154,2 155,6 115,70u 1152 155,7
3 131,1 133,1 133,1 133,1 135,5 132,2
4 178,6 178,0 177,6 177,7 176,1 177,8
5 160,7 160,9 160,9 161,5 151,8 ou 151,4 152,3
6 97,8 101,9 99,1 102,4 130,9 1314
7 164,7 159,5 164,6 1594 157,2 156,2
8 95,6 96,9 95,9 96,4 93,7 93,8
9 157,7 156,6 157,6 156,2 151,8 ou 151,4 1514
10 102,6 106,4 102,6 106,9 103,5 104,1
I 124,8 122,9 123,3 122,2 122,1 123,1
2 116,8 115,3 121,1 121,3 147,8 ou 147,1 121,6
3 146,0 146,1 41,6 141,9 145,1 140,5
4 152,0 150,2 1524 153,2 147,8 ou 147,1 152,0
5 1104 11,5 11,8 112,0 115,77 ou 115,2 116,8
6' 1235 121,7 125,7 126,3 120,1 126,9
OMe 55,0 55,6 55,7 55,8 60,3 59,8
OH
OMe
HO. O
OH
OH O OH O
Tamarixétine Patulétine
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ANNEXE 7
Spectres UV de flavonoides sulfatés




ref. MeOH +NaOAc +NaOAc+ H,BO, + AlICl, + AICL+HCI +NaOMe +HCl1
Baicaléine-6-0-p-glucosyl-7-sulfate Abe, 1990 275, 306 sh 275, 306 sh 247 sh, 287, 329
Apigénine
4'-sulfate Barron,1988¢c 265,315 274, 355 267, 320 280, 327, 375 280, 327, 375 275, 360
T-sulfate Barron,1987b 265, 330 265, 340, 350 sh 265, 330 273, 290 sh, 340, 380 273, 290 sh, 340, 380 263, 385
7.4'-disulfate Barron,1987b 265, 330 265, 330 265, 300 275, 290 sh, 320, 375 273, 290 sh, 320, 375 265, 300 sh
Hispiduline-7-sulfate Ahmed,1987b 280, 330 255 sh, 275, 390 270,335 280 sh, 300, 355 285 sh, 300, 350 270,315,360sh 280,330
Isoscutellarétine
4'-méthylether-8-O-b-D-glucoside-2"-sulfate | Gudej,1991 273, 300, 327 282, 303, 360 273,305, 330 280, 308, 347, 394 281, 308, 343, 393 282, 303, 360
Lutéoline
3'sulfate Barron,1988d 267,330 273,385 267, 340 272,300 sh, 337,375sh 270, 300 sh, 340, 375 sh
4'-sulfate Barron,1988c 267,325 272, 360 265,355 sh 272,343, 380 sh 272,343,380 sh 272, 380
7-sulfate Barron, 1987b 250,262 sh, 340 250, 262 sh, 343 252,362 265, 290 sh, 320, 375 265, 290 sh, 337, 375 sh 260, 382
7.4'-disulfate Barron,1987b 265, 320 265,310 265,320 273, 287 sh, 325, 380 275, 287 sh, 325, 375 265, 315
7,3 4'-trisulfate Barron, 1988d 265, 305 267, 305 sh 265, 305 280, 320, 375 sh 275,320, 375 sh 267, 305 sh
Hypoalétine
7-sulfate-8-glucoside Williams, 1998 276, 255, 346 274, 255, 351 264, 378 276, 356, 415 277,355,415
7-glucuronide sulfate Williams, 1998 233, 276, 343 265, 376 266, 277 274,315,434 243,274, 354
T-glucoside sulfate Williams, 1998 272,340 272,342 271, 349
7-galactoside sulfate Williams, 1998 272, 340 272,342 271,349
7-méthyl-3"-glucuronide sulfate Williams, 1998 274,339 274,340 274,341
7-méthyl-3'-galactoside sulfate Williams, 1998 252,271,301 252,271 346
Tricétine-7,3'-disulfate Williams, 1976 255, 267, 348 255, 267,350 252, 369
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ref. MeOH +NaOAc +NaOAc+ H;BO; + AICl; + AICL+HCl MeOH+NaOMe +HCl
Kaempférol
3-sulfate Barron,1988¢c 265, 337 272,370 265, 345 275,300 sh, 343, 385 274, 300 sh, 343, 386 272, 385
7-sulfate Barron,1987b 240, 262, 320 sh, 225,350, 430 262 sh, 360 255,275 sh, 300 sh, 345,415 255, 275 sh, 300 sh, 345, 416 250, 400

360
7,4'-disulfate Barron,1987b 245,265,310, 358 245, 260, 307, 360, 262, 310, 358 250, 275 sh, 300 sh, 335, 415 265, 300 sh, 335, 415 250, 265 sh, 350 sh, 410
415 sh

3,7,4'-trisulfate Barron,1987b 265,335 265, 337 265, 335 275, 330, 390 275, 330, 391 265, 315,410sh
3-O-gentiobioside-6-sulfate Imporato, 1980 267,298, 345 275, 309, 390 267, 347 276, 305, 350, 400 277, 303, 348, 398 276, 327, 400
3-0-a-D-(6"sulfatoglucoside) Imperato,1979 265, 296 sh, 346 273,302, 375 265,347, 274,302, 348, 399 274, 303, 348, 400 276, 324, 401
4-méthylether Tomas- 251sh, 266, 290 275, 300 sh, 385 268, 300 sh, 367 230, 239, 268, 306, 355,420 230 sh, 239 sh, 267, 305,345, 277,287 sh, 320 sh, 413

barberan, 1990 sh, 320, 363 417
4-méthylether-3-sulfate Tomas- 267,292 sh, 338 275,297, 365 267,290sh, 345 275, 304, 349, 385 sh 275, 304, 348, 385 sh 276,295 sh, 336

barberan,1990
6-hydroxykaempférol-3-sulfate  |Oksuz,1987 268, 295, 345 273, 300, 355 266, 300, 350 278, 303, 350, 392 269, 290, 335, 376 273, 315, 400
6-méthoxykaempférol Barron,1987a 253,295sh,360 268,295 sh, 370 263, 395 sh, 360 270, 305 sh, 365 sh, 425 270, 305 sh, 360 sh, 420 273, 320,410
6-méthoxykaempférol-3-sulfate  |Barron,1987a 262, 360 265, 300 sh, 355 262,335 275,300 sh, 355 275, 300 sh, 347 270, 325, 390 340

LL




ref. MeOH +NaOAc +NaOAc+ H;BO; + AlCl, + AICL+HCI +NaOMe +HCI
Quercétine
3-sulfate Varin, 1986 350, 257 407, 267 388, 267 395,275 365, 268 367, 257
7-sulfate Barron,[987b 365,250 375,250 380, 255 425, 355 sh, 262 415, 350, 260 415, 357
3'.sulfate Seabra, 1991 260,325 sh, 365 275,315, 395 267,325 sh, 364 267, 350, 432 270, 310 sh, 350, 432 280, 323, 425
4'-sulfate Barron, 1988d 252,295 sh, 365 270, 315, 383 255, 375 265, 300 sh, 350 sh, 427 262, 300 sh, 345, 420 270, 320, 402
3,7-disulfate Ahmed,1987a 250, 270 sh 252, 370, 420 sh 259, 380 275,330 sh, 430 270, 415 280, 365 sh, 390
3,3"-disulfate Barron,1988d 265, 340 270, 385 265, 345 272,300 sh, 345,395sh 270, 300 sh, 350, 395 sh 270,390
3,4"-disulfate Barron,1987¢ 268, 335 278, 320 sh, 360 268,335 278,415 278, 358 sh, 407 278, 380 255, 260, 365
7.4'-disulfate Barron,1987b 250,265 sh, 300 250, 265 sh, 365,420 250, 265 sh, 305 sh, 262, 300 sh, 345, 422 260, 300 sh, 345, 420 250, 350 sh, 415
sh, 360 sh 360
3,7.3"-trisulfate Cabrera, 1985 230 sh, 243 sh, 266, 397 234 sh, 256 sh, 276,300  234sh, 256 sh, 270, 300 sh, 243, 267 sh, 272, 300
268, 322 sh, 342 sh, 340, 387 340, 385 sh, 391
3,7 4-trisulfate Barron,1987b 265,335 265,337 265, 335 275, 330, 390 275, 330, 390 265,315,410 sh
3,7.3 4'-tétrasulfate Ahmed, 1988 283, 320 sh, 337 272,335 271,310 sh, 340 280, 300 sh, 405 275, 300 sh, 350, 405 259, 275, 305
sh, 363
3-0-a-L-Rhamn-3-sulfate Op de beck,1998 265,342 268, 344, 269, 342 273, 306, 357, 395 274, 341, 389 372,324,392 256, 355
7-méthylether-3,3"-disulfate Mann, 999 268, 344 268, 358, 399 sh 268, 348 v 277, 308 sh, 363, 400 277, 302 sh, 353, 396 267,396 256, 369
3,7-diméthylether-4"-sulfate Mann,1999 255, 270 sh, 349 256, 348 270,296 sh, 367 sh, 395 270, 296 sh, 367 sh, 395 270,377 256,270 sh
7.3" 4'-triméthylether-3-sulfate  [Mann,1999 254,268 sh, 346 254,349 277, 300 sh, 361sh, 394 2717, 300 sh, 361sh, 395 283, 368 255,269, 368
3-acétyl-7,3".4'-trisulfate Cabra, 1976 241, 266, 344 265, 400 254 sh, 275, 296 sh, 340, 254, 296 sh, 340, 389

389

237,272, 300 sh, 383
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ref. MeOH +NaOAc +NaOAc+H;BO; + AlCL; + AlCL+HCI +NaOMe +HCl
Eupalitine Barron,1987a | 250, 265 sh, 365 250, 265 sh, 365 250, 265 sh, 355 263, 300 sh, 360 sh, 415 263, 300 sh, 360 sh, 413 264, 405
3-sulfate Barron,1987a 270, 335 270, 345, 405 sh 270, 340 280, 300 sh, 362 280, 300 sh, 355 275,390 355
3.4'-disulfate Barron, 1988¢c 270, 320 270, 320 270, 320 2717, 345 275, 348 270, 320 sh
Rhamnétine
3,3'-disulfate Barron, 1988d 265, 340 265,355,397 sh 265, 340 272, 300 sh, 345, 390 sh 275, 300 sh, 345, 387 sh 263, 395
3,4'-disulfate Barron,1988¢ 265, 330 265,330 263, 330 275, 335,390 sh 275, 335, 390 sh 265,335 sh
3,3 4"-uisulfate Barron,1988d 265, 315 265, 345 sh 265, 320 275,325,390 sh 275, 330, 390 sh 268, 280 sh, 345

sh

Isorhamnétine
3-sulfate Varin, 1986 252,347 267, 357 265 sh, 350 272 sh, 365 sh, 395 272 sh, 390 sh, 360 252,365
3,7-disulfate Varin, 1986 253,350 253,355 253,353 267, 365 sh, 397 265, 355 sh, 392 253, 365
3,4'-disulfate Ahmed,[987b| 250, 270, 333 272, 360 250, 270, 335 260 sh, 280, 345, 395 261 sh, 280, 345,395  270sh, 280,360 255, 270 sh, 380
3,7.4"-trisulfate Ahmed,1987b | 282,320 sh, 337 275,337 270, 312 sh, 342 282, 302 sh, 345, 400 2717, 300 sh, 345, 400

3-0O-(4"sulfatylrutinoside)

Li, 1996

215, 253, 268 sh,
355

229, 275, 322,402

229,253,268 sh

213, 269, 303, 362 sh, 405

215,269, 274 sh, 303 sh,

362, 405

282,320 sh, 385 257,270, 310 sh, 360

225,271, 331,
410
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ref. MeOH +NaOAc +NaOAc+ H,BO; + AlCl, + AICL+HCl +NaOMe +HCl
Tamarixétine Tomas- 254, 267 sh, 300 sh, 273, 320 sh, 407

barberan, 1990 368
3-sulfate Tomas- 254,265 sh, 293 sh, 275, 315, 371 255, 268,290 sh, 353 267, 275 sh, 295 sh, 362,390 sh 265, 275 sh, 295 sh, 359, 272, 307 sh, 381

barberan, 1990 348 390 sh

3,7-disulfate

3.3'-disulfate

3,7,3'-trisulfate

Ombuine

3-sulfate

Eupatolitine

3-sulfate

3,4-disulfate

Spinacétine

3-sulfate

Barron, 1987b

Barron,1988d

Barron, 1987b

Barron, 1988¢

Barron, 1988¢

Barron,1987a

Barron, 1987a

Barron, 1988c

Barron,1987a

Barron,1987a

250, 265 sh, 345

265, 340

265, 340

252,360

255,338

255,363

255,270 sh, 345

268, 320

252,365

253,270, 345

250, 265 sh, 350

273,300 sh, 360

340, 265

252,290 sh, 360, 420 sh

255,345

255,370

255,270 sh, 352,425 sh

269,320 sh

255, 380

274, 320 sh, 367

250, 265 sh, 350

265, 340

265, 338

252, 360

255, 340

260, 380

262,370

267, 320

252,365

270, 350

265, 297 sh, 355 sh, 395

275, 300 sh, 340, 385 sh

275, 295 sh, 342, 390

257, 300 sh, 420

260, 300 sh, 362, 390 sh

270, 300 sh, 330 sh, 440

275, 300 sh, 415

280, 350

262, 305 sh, 422

275,300 sh, 372

265, 297 sh, 350 sh, 390

272, 300 sh, 340, 385 sh

270, 295 sh, 345, 390

257,300 sh, 415

257, 300 sh, 360, 390 sh

265, 300 sh, 370 sh, 420

265, 280 sh, 300 sh, 365

280, 350

260, 300 sh, 365 sh, 422

267, 275 sh, 300 sh, 366

250, 265 sh, 342

273, 300 sh, 360

265, 335

270, 425

260, 360 360

275,435

272, 405 362

268, 320 sh

275,395

272,330, 410 365
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ref. MeOH +NaOAc +NaOAc+ H;BO; + AlICl; + AICL+HCI +NaOMe +HCl
Véronicafoline
3,4'-disuifate Barron,1988¢c 270, 325 270, 325 265,325 255,282, 350 253, 280, 352 273,325
Eupatine Barron,1987a 253, 360 253, 365, 420 sh 253, 360 263, 300 sh, 365 sh, 418 260, 300 sh, 365 sh, 416 267,412
3-sulfate Barron,1987a 253, 270 sh, 340 253,270 sh, 340 253,270 sh, 341 265, 280 sh, 300 sh, 370 260, 280 sh, 300 sh, 360 265, 375 355

7-glucuronide sulfate

7-glucoside sulfate

7-galactoside sulfate

7-méthyl-3'-glucuronide sulfate

7-méthyl-3'-galactoside sulfate

Williams, 1998

Williams, 1998

Williams, 1998

Williams, 1998

Williams, 1998

233,» 276, 343
272, 340
272, 340
274,339

252,271, 301

265, 376

272,342

272,342

274,340

252,271

266, 277

271, 349

271, 349

274,341

346

274,315, 434

243,274, 354
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THESE SOUTENUE PAR : PHILIPPE BAL

TITRE : Etude bibliographique des flavonoides sulfatés : répartition, structure et
propriétés biologiques .
:
1]

CONCLUSION

.Les flavonoides constituent une classe importante de métabolites secondaires dans le régne
végétal, mais leurs dérivés sulfatés sont encore peu connus.

Le but de cette recherche bibliographique a été d'établir une mise & jour des travaux réalisés
jusqu’ici sur les flavonoides sulfatés, tant sur le plan de leur répartition dans le régne végétal,
de leur extraction, de la détermination de leur structure, de leur synthése que de leurs
propriétés biologiques.

Ainsi nous avons constaté leur large distribution au sein du régne végétal. Cela indique que
leur présence ne peut pas étre considérée comme un critére chimiotaxonomique. Il semble, en
effet, que leur présence soit plut6t le résultat d’une adaptation du végétal & son environnement
(aquatique, salin ...).

Aux 101 flavonoides sulfatés isolés avant 1988, date de la derniére revue sur ce domaine,
viennent s'ajouter 18 nouveaux dérivés, et un certain nombre de composés connus mais isolés
dans d'autres especes végétales. Parallelement a ces composés naturels, les techniques de
synthése enzymatique couplées aux méthodes chimiques ont aussi largement contribué a
augmenter le nombre des flavonoides sulfatés.

L’extraction, la purification et 1’identification de ces composés font appel a des techniques
relativement classiques. Cependant, dans le cadre de I’analyse structurale, et aprés une
synthése et une analyse de toutes les données bibliographiques, nous avons tenté d’établir une
corrélation entre I’introduction du groupement sulfate et la modification des caractéristiques
spectroscopiques de la molécule. Les tableaux regroupant ces informations en annexes
pourront étre utiles car trés faciles d'acces lors de l'analyse structurale de composés
"nouveaux".

Ce travail a également montré que les plantes ne sont pas les seuls organismes & synthétiser
des flavonoides sulfatés : des microorganismes ont aussi cette faculté.

Chez les plantes, leur biosynthése fait intervenir plusieurs enzymes comme les flavonol
sulfotransférases et les aryl sulfatases.

La sulfatation des flavonoides, qui leur confére une certaine hydrophilie est souvent liée a une
intensification de leurs activités biologiques.

Ainsi il semble que ces composés jouent un role dans la prévention de certaines maladies
comme les maladies cardiovasculaires grice a leur activité antioxydante, le cancer du sein ou
la catarate chez les sujets diabétiques.




Toutefois, ces composés étant plus solubles, ils sont plus rapidement éliminés, et leur activité
est donc plus bréve.

La recherche de ce type de composés dans d'autres plantes et la mise en place de techniques
de purification plus rapides permettraient d'exploiter les flavonoides sulfatés & des fins
médicales dans la prévention de ces maladies. Il serait aussi intéressant de rechercher d'autres
propriétés biologiques afin d'étendre les applications potentielles de ces composés.

VU ET PERMIS DIMPRIMER

Grenoble, le A \9/0 oo
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TITRE DE LA THESE :

Etude bibliographique des flavonoides sulfatés : répartition, structure et propriétés
biologiques.

RESUME :

Ce travail constitue une mise a jour des travaux réalisés sur les flavonoides sulfatés, tant sur le
plan de leur extraction, de la détermination de leur structure, de leur synthése que de leurs
propriétés biologiques.

Aux 101 flavonoides sulfatés isolés avant 1988, date de la derniere revue sur ce domaine,
viennent s'ajouter 18 nouveaux dérivés.

L’extraction, la purification et I’identification de ces composés font appel a des techniques
relativement classiques dans chacun de ces domaines.

Dans le cadre de I’analyse structurale, nous avons cependant tenté d’établir une corrélation
entre I’introduction du groupement sulfate et la modification des caractéristiques spectrales.

Les plantes ne sont pas les seuls organismes a synthétiser des flavonoides sulfatés : des
microorganismes ont aussi cette faculté.

Chez les plantes, leur biosynthese se fait grace a plusieurs enzymes comme les flavonol
sulfotransférases et les aryl sulfatases.

Les techniques de syntheéses enzymatiques, s'ajoutant aux méthodes chimiques, ont contribué
a augmenter le nombre de flavonoides sulfatés obtenus par synthese.

La sulfatation des flavonoides augmente leur solubilité, et exception faite de l'inhibition des
réactions d'hypersensibilité, I'insertion d'un groupement sulfate augmente également leur
activité biologique. Ces composés semblent jouer un role dans la prévention de certaines
maladies cardiovasculaires, grace a leur activité antioxydante, du cancer du sein ou de la
cataracte chez les sujets diabétiques.
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Flavonoides sulfatés, Structure, Activités biologiques, Flavonoides, Sulfates.
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