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Summary : Sterols fraction of sencgalese Tagetes erecta was separated and repre-
sente 2,4% of crude extract of steam barks. Identification of stero! composition was
doae by CPG apalyse and comparaison with authentic samples; campesterol, stigsnas-
terel and f-sitosterol were present with respectively 9; 74 and 17 % . These results were
confirmed by masse and NMR Spectroscopy. T
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I- INTRODUCTION

Le genre Tagefes appartient 3 la famille des Composées de la tribu
des Héléniées. Elles sont essentiellement connues et cliltivées comme
plantes omementales. Il existe au moins une douzaine d’espéces de
Tagetes.

Au Sénégal deux espeéces sont connues : Tagetes erecta et Tagetes
patula ou pumila.

Depuis longtemps de nombreuses recherches ont é1é réalisées sur les
espéces de Tagetes connues et 1’on peut répartir fes produits identifiés
en deux grandes catégories dont des cétones monoterpéniques 4
enchainement normal avec cjuelques composés apparentés et des dérivés
soufrés, en particulier le bi et le terthiényle,’ dm<;1 que des composés
apparentés.
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A notre connaissance, aucune autre catégone de constituants, originale
de par sa nature ou sa composition, n'a €€ signalée dans les Tagetes.

Nous avons choist de porter notre contribution sur la recherche et
I’étude des constituants de 'espéce sénégalaise Tugetes erecta. Nous
avons réalisé un screening chimique a I'issue duquel nous avons opté
pour extraire, purifier et identifier les stérols de la plante.

Ce mélange de stérols est constitué de campestérol, de béta-sitostérol
et de stigmastérol avec des pourcentages en masse respectifs de 9, 17
et 74%.

Il - MATERIEL ET METHODE

Une masse de | Kg de racines de Tagetes erecta séchées et broyédes
est macérée pendant 48 heures dans deux titres d'éther éthyligue.
Apres évaporation lente du solvant, le tésidu est partitionné dans 'eau
et 'hexane. La phase organique évaporée donne 9,40 g de produit
piteux. Ce produit est dissout au maximum par 5 x 20mL de méthanol.
Le résidu insoluble dissout dans du chloroforme puis concentré, est
chromatographié sur colonne de silice montée a I'éther éthylique. A
I’issue de cetie séparation un seul produit a pu €tre isolé.

Ce produit recristallisé dans du méthanol donne 1,52 g de cristaux
blancs (Point de fusion mesuré F = 153°C).Soit 2,4% par rapport 3
I’extrait brut.

La chromatographie sur couche mince de ce produit a été faite sur
plagues de silice avec successivement trois éluants (benzéne—éthanol,
19 : 0.4, v/v ; chloroforme : chloroforme/hexane, 1 : 1,5, v/v Y et un
méme témoin, le cholestérol,

L'analyse par CPG a €€ réalisée a 'Université de Perpignan avec un
appareil VARIAN séde 3700 équipé d'un intégrateur numérique HEW-
LETT-PACKARD 3380 A et d’une colonne OV-17 de I m. Les pics
principaux ont €i¢ identifiés par cornparaison avec des échantillons
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authentiques de stérols en isotherme & 260 °C, le bloc injecteur-détec-
teur &ant 4 310°C . Pris en solution dans le téirachlorure de carbone sur
un appareil VARIAN-EM-390 & 90MHZ puis sur un VARIAN HA-100,
a 100 MHZ, le mélange brut de stérols conduit & des spectres dont
I’inerprétation a permis de confirmer l'identification des différents
constituants.

Il - RESULTATS ET DISCUSSION

L’analyse du produit par chromatographie sur couche mince a per-
mis de I'identifier & un mélange de stérols (Rf = 0,35 avec silicagel/
benzéne—éthanol, 19 : 0.4, v/v ; Rf = 0,29 avec silicagel/chloroforme ;
Rf = 0,11 avec chloroforme/exane, 1 : 1,5, v/v).

‘En CPG e chromatogramme obtenu présentail deux pics importants
correspondant & des temps de rétention relatif par rapport au cholestérol
de 1,40 et 1,60 ; le premier possédant un épaulement correspondant au
temps de rétention relatif de 1,31. Par rajout de stérols de référence on
a pu identifier ces pics principaux a ceux des stérols classiques, &
savoir: ie campestérol, le stigmastérol et le sitostérol. L'attribution des
pics a été faite par comparaison avec des échantillons authentiques.
Elle est par ailleurs conrforme aux données de la littératore (- 41,

Les pourcentages ont €t€ évalués par triangulation : soit 9, 17 et 74%
respectivement pour le campestérol, le B-sitostérol et le stigmastérol.

Les résultats obtenus sont consignés dans te Tableau 1. Les for-
mules des chaines latérales des stérols identifiés par CPV sont indi-
quées en annexe (Figure 1).

En spectroscopie de masse les résultats obtenus sont tout A fait
conformes aux données de la littérature 31, Pour chacun des trois stérols
classtques le campestérol, le sitostérol et le stigmastérol on retrouve les
pics des fragmentations caractéristiques (tableau 2).
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QOutre les fragments normalement attendus, e specire de masse fait
apparaitre d'autres fragments :

- fragment m/e = 314. D'aprés BERGMAN 6] ce fragment est caracté-
ristique des stérols insaturés en 24-28.

- fragment m/e = 299. Ce fragment correspond 2 la perte d'un méthyte
sur le fragment précédent .

Ces deux fragments ne peuvent malheureusement pas encore &tre
attribués avec certitude.

Le spectre RMN du C du mélange de stérols se confond pratique-
ment avec celui du stigmastérol publié par ARTAUD (3] comme le
montre le Tableau (3). Nous avons analysé le spectre de résonance
magnétique du carbone i3 de la fraction stérolique par comparaison
avec ceux du stigmastérol et du sitostérol.

La concordance est excellente & deux exceptions prés. Le spectre nc
fait pas apparaitre l¢ signal 4 43,1 ppm caractéristique du carbone en
24 aussi bien pour le sitostérol que pour le stigmastérot mais révele un
signal & 51,3 ppm qui n' apparait pas dans les spectres publiés par
ARTAUD Bl D'apees les indications de la linérature ce signal est attri-
buable 4 un carbone tertiaire qui ne peut Eire ni le carbone 20, ni le carbone
25 dont les signaux ont éré identifiés sans ambiguité en comparaison
avec les spectres publiés. Ce signal correspond done au carbone 24.

Les données ainsi obtenues confirment ¥’ existence des trois stérols
majoritaires des végétaux supérieurs : ke Campestérol, le Stigmastérol
et e Sitostérol.

De irés nombreuses études ont €€ consacrées a la nature et A la
distribution des stérols dans les végétaux, nous n'en rappellerons que
I'essendel. -

Les phytostérols sont des stérois ayant eo général 27, 28 ou 29
atomes de carbone avec le systéme tétracyclique du cholestérol. Les
substitutions se trouvent en 24 sur la chaine latérale et la configuration
absolue de ce carbone est le plus souvent S pour les végétaux inférieurs
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(chlorophycées et chrysophycées en patticulier) et R pour les végétaux
supérieurs.

Si l'on observe souvent une grande variété de stérols chez les végé-
taux inférieurs, on en rencontre essentiellement trois dans les végétaux
supérieurs : le sitostérol, le campestérol et le stigmastérol.

La narure des phytostérols est schématiquement résumée dans le
Tableau (4).

Il apparait ainsi que te stigmastérol est un stérol relativement rare
dans le monde végétal, Parmi les plantes inférieures on ne le rencontre
guére que chez les Bryophytes en quantité équivalente dans les diffé-
rentes espéces mais généralement inféricure A celle du sitostérol. Ce
n'est que pour les ordres des Surgermanniales (lichens) et des
Grimmiales (mousses) que le stigmastérol est majoritaire [7).

Pour les végétaux supérieurs, le B-sitostérof est en général toujours
majoritaire mais accompagné du campestérol et du stigmastérol.
Seules quelques familles font exception : les Verbénacées et les
Cucurbitacées ont des stérols en C-29 avec un méthyléne en 25 8] ; les
Sapotacées et les Théacées ont surtout des delta-7 stérols, 1'c-Spinostérol
(Chondrillastérol), 10, étant prépondérant!®10. 111 La seule exception
notable est celle du genre Pinus dans lequel le stigmastérol n'a pas été
mis en évidencel12),

[ ressort des données de la littératuze que le $3-sitostérot est, en géné-
ral, le stérol majoritaire [13-18}. Sa teneur peut avoisiner 100% dans cer-
tains cas 97% du mélange de stérols de l'huile d'olive, 94 % pour
Thuile de noisette, 91 % pour J'huile de coton. Le pourcentage du -
sitostérol est normalement compris entre 50 et 70 %, quelle que soit ia
famille botanique considérée. Quant an campestérol et au stigmastérol,
leurs pourcentages atteignent rarement 20%.

Le tableau 5 résume quelques distributions de phytostérols dans les
plantes supérieures.
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IF ressort de ce tableau que la composition en stérols de Tagete erecra
apparait comme exceptionnelle par sa teneur en stigmastérol ; seule Ja
papilionacée Erythrina suberosa en posséde une quantité équivalente (191,
Par ailleurs, I'examen de la composition en stérols des huiles extraites
de plusieurs oléagineux montre également un pourcentage en stigmas-
térol nul (huiles de noisette, d’olive, de colza, de coton) ou faible
(6% dans huile de lin) ; les valeurs les plus élevées ont €€ obtenues
avec I'huile de pépin de raison (17%) et 'huile de soja (24%) U7,
Enfin, les données de la littérature concernant la composition en sté-
rols d'un grand nombre de graines montre également un pourcentage
en stigmastérol faible, toujours inférieur & 20% 071,

En résumé, sur une cinguantaine d'exemples deux espéces seulement
ont une teneur en stigmastérol supérieure & 50 % : Erythrina suberosa
(63 %) et Tagetes erecta (14 %).

IV - CONCLUSION

Dans les racines de la Composée Tagetes erecta, la fraction stérolique
qui a été isolée représente 2,4 % de l'extrait brut. Ce pourcentage est
considérable quand on sait que, quantitativement, toute la partie insa-
ponifiable d'une huile végétale (hydrocarbures, alcools triterpéniques,
méthylsiérols, stérols) ne représente en général qu'une faible partie de
celle-ci, tout au plus 299 201,

Par ailleurs ce mélange de stérols contient un pourcentage tout  fait
inhabituel de stigmastérol, 74 %, c'est-2-dire 3 a 5 fois {a quantité que
I'on rencontre généralement dans les plantes supérieures. Ce résultat
est important, au moins A deux points de vue :

- la composition particuli¢re de ce mélange stérolique et surtout sa
localisation dans les racines en méme temps que les dérivés soufrés du
thiophéne méritent une attention parficuiidre. ROWE justific 1'absence
de stigmastérol dans le genre Pinus par le manque de Ja déshydrogé-
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nase qui transforme le (-sitostérol en stigmastérol [12), Ainsi, ta présence,
dans les racines de Tagetes erecta. d'un pourcentage €levé en stigmastérol
associé 4 une faible teneur en B-sitostérol laisse supposer une activité
déshydrogénante qui transforme le 3-sitostérol en stigmastérol.

Selon SOERENSEN la biosynthése des dérivés soufrés du thiophéne
fait intervenir des composés polyacétyléniques et met en jeu des
déshydrogénases 121, .

- Cette partie de la plante, les racines, serait donc particuliérement
riche en déshydrogénases intervenant a la fois dans la biosynthése des
deux catégories de constituadts chimiques.

. - le taux €levé de stigmastéro] souléve un probléme de taxonomie.
En effet de nombreux travaux ont signalé 1'existence de phytostérols dans
les extraits des végétaux supérieurs. Barbier et al 1227 ayant analysé les
stérols de plusienrs plantes ont montré la présence de substances en
Cyy. Cqp &t Cyo, le méthyléne-24 cholestérol étant souvent un des
principaux constituants. Les stérols identifiés différent entre eux par
les substitutions de leur chafne latérale. Bien des hypothéses ont éé
formulées sur la biosynthésc de la chaine latérale des phytostérols. Selon
Schreiber ei al 1231 le cycloarténot pourrait 8ure le précurseur des
phytostérels, sur lequel s’effectueraient les méthylations par la
S-adénosylméthionine. La présence du cycloarténo] et I’absence du
lanostérol dans des cultures de tabac in vitro ont ¢ prouvées ; par
contre chez Jes levures et les champignons pour lesquels Je stérol principal
est 'ergostérol et chez lesquels on n’a jamais 4 noire conpaissance
trouvé de stérol en Cyg. le cyclarténo! est absent et le précurseur de
Pergostérol est le lanostérol. En fin si le cholestérol est particutiéement
abondant dans Hypochoeris radicara, 90% de I'insaponifiable des
pollens de cette plante de la famille des Composées (22], I’analyse des
stérols d’autres plantes de cette méme famjtle montre que le sitostérol
est de loin le stérol te plus abondant, le cholestérol étant un constituant
MINGUL.
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Les résultats de notre €tude montrent piutdt la prépondérance du
stigmastérol. :

Ces données permettent de constater |'absence de relation taxono-
mique entre la compesition des stérols et la famille botanique.

TapLeay 1 : Analyse par CPV de la fracfion stérolique extraite des racines Tagetes.

TRR HNTAGE

Pic (CHOLESTEROL) RELATIF Attribution {40)
131 BE]

i Carppe siro)
|42 s kL]

2 ! : Sugmastirol
1,63 17

3 B-suostérot

TARLEAU 2 : Atfribution des pics du spectre de masse de la fraction stéroligue

Campestérol :
m/e = 400 (M"), 385 (M -CH3) 382 (M* -H,0), 273(M*-chaine laérale),
271 (M*- chaine latérale + 2H"), 255 (M*-H,0 -chaine latérale)

tigmastéral :
mfe = 412(M "), 397 (M*- CHy), 394 (M*-H,0), 379 (M*-CH;-H,0), 351
(M*-C3H5-H,0), 273 (M -chaine laiérale), 27} (M'-chaine Jatérale + 250)

Sitostérol :

mfe = 414 (M*), 399 (M"-CHy), 396 (M*-H,0), 381 (M- HZO -CHy), -
273 (M" - chaine latérale), 271 (MY - chaine latérale + 2H") .
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FiGURE | : Formule de base et formules développées des stérols extraits
de la Composée Tagetes erecta.

Novau de base

f\\-
Ho -7

Stérols Chaine latérale

Campestérol

),ZW
Stigmastérol \(\/(K
—A
B-sitostérol M
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Tapteayu 3 : Déplacements chimigues en RMN du Carbone 13.

Carbore | SITOSTEROL | STIGMASTEROL | Siérols bruls de
‘Tageles erecta
1 174 174 173
2 31,7 320 e
3 7.8 718 9
4 T4l 424 424
3 14038 140,8 1409
6 12,7 1217 1218
7 k1R 51 320
9 502 503 50.3
10 16,5 36,6 365
1 2.1 212 21,1
12 398 399 398
13 424 . 424 424
14 569 510 569
£5 244 244 244
16 283 284 289
17 56,1 56.1 56,0
18 119 120 12,0
19 194 19,4 194
20 360 40,5 40,5
21 183 .oons 2,1
22 40 1383 1384
23 26.1 1294 1205
24 459 451 ?
25 292 320 320
26 199 209 21,1
27 19,1 20,9 21,1
28 02 par) 754
20 123 121 122
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Viégétaux Classe Stérols majoritaires | Références
Rhodophycées Cholestérol, 34 3
Végétaur inférieurs
Phaeophycées Fucostéral, 38 Je1d
Chlorophycées Isofucosiérol, 39 Jctd
Champignons Brgostériol, 40 Jer2l
B-silostérot, 37 3
Bryophytes Capestértol, 35
Stigmastérol, 36
Végéaun supériewrs  { Gymnospermes B-sitosiérol, 37 3
Angiospermes B-sitostérol, 37 3
Capestértol 35
Stigmastérol, 36

TanLgal 4 : Comparaison de la distribution des stérols entre les végétaux
supérieurs et végétaux inférienrs
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LE TABLEAY 5: Distribution de phytostéroly dans les plantes supérieures

%Espéce Famille Pourcentages Référence
B-SITOSTEROL | Campestdeai | Sligmasiérol
Pinus contorta Abietinde 73 5 0 16
Heli annus Composée 2 8.5 L5 16
Erythrina subergsa | Papilbomacée 31 5 63 ¥
Posidonia austraslis | Potomogeionacée £3.7 54 9.6 14 i
Avincennia marina Verbénacde 02 0.7 27 20
Alhizzalebbek Mirnosacée 78 2 10 13
Thevenanenlolia Apocynacée 50 29 10 12
Qoeoba spinosy Flacoutiacde 87 2 1 13 :
Callophylum Guttiferacée 26 20 50 o
Hyptis suaveolens Labiée 61 15 13 13
Hannoa undulata Simaroubacée 62 9.2 14 18
Tagetes erecid Composte 17 9 74 PR{SENT
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