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Résumé

Dans ce travail on a réalisé la condensation de la R-(+)-pulégone avec une série d’aryaldéhyde
en présence d’hydrure de sodium. L’activation par micro-ondes dans des conditions sans solvant, a été
applique dans le protocole de synthese. Le processus est trés efficace. Il permet en quelques minutes
de préparer de nouveaux dérivés de la pulégone avec des rendements remarquables. Les analyses
spectroscopiques a savoir RMN H, 13C et IR permet d’envisager les structures des nouveaux produits
synthétisés. Ainsi on a étudié I’'impact de ces nouveaux produits sur la croissance myceélienne des
souches des champignons P. expansum, Alternariat sp et R. stolonifer, isolées des pommes pourries en
post-récolte.
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Abstract

In this work we performed the condensation of the R - (+) - pulegone with a series of
aryaldehyde in the presence of sodium hydride. The activation by microwaves under conditions
without solvent, was applied in the synthesis protocol. The process is very effective. It allows in a few
minutes to prepare new derivatives of pulegone with remarkable returns. Spectroscopic analysis of 1H,
13C NMR, and IR allows to consider the structures of the new synthesized products. So we studied the
impact of these new products on mycelia growth of fungi strains P. expansum, Alternariat sp and R.
stolonifer, isolated from apple in postharvest.
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I. Introduction

La R-(+)-pulégone est une énone naturelle obtenue et identifiée a partir des huiles
essentielles de diverses plantes [1- 4]. Cette énone monoterpénique est largement utilisée en
industrie pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique ainsi qu’en médecine traditionnelle
[5-7]. Plusieurs travaux sont orientés vers [I’étude de I’activité biologique des huiles
essentielles extraites de différentes plantes dont le constituant majoritaire est la
R-(+)-pulégone [8-26], tandis que d’autres ont utilisé la R-(+)-pulégone comme intermédiaire
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dans la synthése d’un bon nombre de produits [27-43].

Dans le cadre des travaux de recherche de notre équipe sur la valorisation des
substances naturelles [44-48], nous nous sommes intéressés a la synthése de nouveaux dérivés
de la R-(+)-pulégone. Ces produits peuvent étre utilisés comme synthons dans la synthese des
composés a valeurs ajoutées, mais I’activation des réactions de synthése organique en général,
demeure une préoccupation fondamentale, puisque I’optimisation des rendements et le respect
de I’environnement par la contribution au fardeau de la pollution chimique, sont liés au mode
d’activation choisi. A cet égard, on a recours a la technique du four & micro-ondes qui est
utilisee d’aprés la littérature dans la synthese d'une grande variéteé de composés
industriellement importants et des produits intermédiaires, a savoir les énones, les
hétérocycles ainsi que dans différentes extractions [49-50].

Cette approche synthétique repose sur la condensation de la R-(+)-pulégone avec les
arylaldéhydes en présence de I’hydrure de sodium sous I’irradiation micro-ondes en milieu
sec. Les nouveaux composés ont été caractérisés par différentes méthodes spectroscopique a

savoir IR, RMN 1H et RMN 13¢.

Afin de valoriser les produits synthétisés, une étude biologique a été réalisée. Elle
consiste a evaluer le pouvoir inhibiteur de chaque produit sur la croissance mycélienne de
trois souches de champignons a savoir Penicillium expansum, Alternaria sp et Résopus
stolonifer responsables de la pourriture de la pomme dans les entrepdts de stockage.

I1. Résultats et discussion

11-1. Synthese des composés 3a-c [2-(1-methyl-3-arylprop-2-énylidéne)-5-
méthylcyclohéxanone] :

La synthése de nouveaux produits a été effectuée par la condensation de la R-(+)-
pulégone avec les arylaldéhydes en présence de I’hydrure de sodium (NaH) sous I’irradiation
micro-onde en milieu sec selon les réactions décrites dans le schéma 1. Les réactions sont
activées par I’exposition a une irradiation aux micro-ondes en milieu sec sous une puissance
de 500 w et dans un temps de 12 mn. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Les rendements et les températures de fusion des produits synthétisés

Produit R 5,2; (Eé)
3a CeHs 90 132
3b CeH.0; 85 140
3c C,H,O 83 120
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Schéma 1 : Condensation des arylaldéhydes avec la R-(+)-pulégone en présence de NaH assisté par
micro-ondes en milieu sec.
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Il apparait clairement que les dérivés de la R-(+)-pulégone synthétisés sont obtenus avec de
bons rendements, dans des conditions propres sans solvant, économiques et trés simples a mettre en
ceuvre, contrairement au chauffage classique. Ainsi, la technique de four & micro-ondes en milieu sec
peut jouer un réle important dans la synthése de nouveaux dérivés de la R-(+)-pulégone.

Aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice, tous les composes

synthétisés 3a-c ont été caractérisés par leurs données spectrales en se basant sur les analyses

spectroscopiques IR, RMN du 'H et RMN du ®c.
Les spectres IR montrent la présence des bandes d’absorptions des groupements carbonyles.

Ces bandes apparaissent respectivement vers 1672, 1640 et 1670 cm'1 pour 3a, 3b et 3c.

1 13

Les spectres RMN “H et RMN ~~C de tous les composés ont présenté des signaux

appropriés avec les structures proposées. En effet, les spectres RMN du 1H des produits 3a-c

montrent seulement la présence des signaux des deux méthyles et la disparition du signal de I’un
des méthyles géminés de la pulégone de départ. Ainsi, la présence des protons aromatiques,
montre que la condensation a eu lieu comme elle confirme la formation d’une double liaison C=C
par la présence d’un systéeme éthylénique avec une constante de couplage de I’ordre de 16,5 Hz, ce
qui prouve qu’il s’agit d’une stéréochimie de type trans. Alors que la conservation du reste du
squelette de la pulégone indiquant ainsi que 1’attaque nucléophile sur le carbone en oo du C=0 n’a
pas eu lieu.

Par ailleurs, les spectres de la RMN du 13C confirment les structures des produits 3a-c
obtenus. En effet, on observe le pic correspondant au groupement carbonyle de I’énone de départ qui

apparait a 201,7; 190,5 et 196,0 ppm respectivement ainsi la conservation des signaux du squelette
carboné de la pulégone avec ses différentes composantes sauf la disparition du signal de I’un des

carbones hybridés sp3 et I’apparition des signaux d’autres carbones hybridés sp2.
Ces réactions induisent I’attaque de I’un des méthyles géminés de la pulégone en formant

une double liaison C=C avec I’arylaldéhyde et en gardant le reste du squelette de la
pulégone. La double liaison C=C formée aura un effet sur la réactivité de la molécule en
accentuant aussi la polarisation au niveau de I’atome d’oxygéne.

Cependant, ces analyses spectroscopiques usuelles, ne peuvent pas mettre en évidence
le méthyle geminé attaqué. Mais, il ressort de la littérature, que le groupe méthyle géminé cis
ce caractérise par une réactivité plus importante par rapport a I’autre groupe méthyle géminé
trans. Cette constatation ce révele a partir de la réaction d’isomérisation de la pulégone en
isopulégone en formant la double liaison avec le méthyle géminé cis du groupement
carbonyle [51-52], ainsi, la transformation enzymatique de la pulégone en menthofurane
passe par I’hydroxylation de méthyle géminé cis suivie d’une cyclisation intramoléculaire
puis déshydratation [53-55]. Quant a la chloration de la pulégone au niveau de méthyle
géminé trans, ce réalise en protégeant le methyle geminé cis [56]. Il résulte de ces études que
les protons du méthyle geminé cis ont un pouvoir acide plus important par rapport aux autres
protons. De ces considérations, les structures les plus probables pour nos produits seront 3a-
c. Ces nouveaux systéemes synthétisés nous servent comme éléments de base pour la
préparation des hétérocycles.

11-2. Activité antifongique des 2-(1-méthyl-3-arylprop-2-énylidene)-5-méthylcyclohéxanone
3a-c vis-a-vis des trois souches de champignons P. expansum. Alternariat sp. et R.
stolonifer :

L’étude de I’activité antifongique des produits synthétisés a été réalisée par la
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méthode de contact direct sur le milieu de culture PDA [57-58]. Cette technique consiste a
placer au centre de la boite de Pétri contenant le milieu gélosé et le produit a étudier un
disque mycélien de 2 mm de diamétre. Les cultures sont incubées a 25 ° C.

La croissance myceélienne est estimée pendant la durée d’incubation par la mesure
chaque jour de la moyenne des deux diameétres perpendiculaires des colonies. Pour chaque
produit & tester on utilise trois concentrations différentes (C1=10", C2= 103 et C3= 10
mol/l), chaque test est répéte trois fois.

La révélation de I’efficacité du produit sur le développement d’une souche fongique
est réalisee par la mesure du diametre de la moisissure de la colonie sur le milieu de
culture avec et sans produit durant sept jours d’incubation. L’évaluation de I’effet
d’inhibition exercé par chaque produit est estimée par le calcul du pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante (%l)= [(D1— D2)/ D1] X
100) avec Di: le diametre de la colonie sur milieu de culture sans produit et D2: le
diameétre de la colonie sur milieu de culture avec produit [59] (tableaux 2 et 3).

Tableau 2 : pourcentage d’inhibition d’Alternaria sp.

Concentration

Produit
107 1079 1074
mol/I mol/I mol/I
3a 67.80 68.87 73.33
3b 71.63 76.10 84.40
3c 71.67 81.10 86.67
Tableau 3 : pourcentage d’inhibition de P. expansum
Concentration
Produit
107 1079 1074
mol/I mol/I mol/I
3a 78.87 80.27 82.23
3b 80.53 82.76 87.23
3c 86.10 87.30 88.80

Ces dérivés terpéniques oxygénés présentent des activités antifongiques contre

P. expansum. Alternariat sp. dont le pourcentage d’inhibition croit en fonction de la

concentration et qui varie d’un produit a un autre. Les données de la littérature indiquent

que I’activité des terpénes oxygénés vis-a-vis des pathogénes fongiques est due a leurs

interfaces avec les réactions enzymatiques lors de la synthése de la paroi cellulaire
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induisant des altérations de la perméabilité cellulaire en perturbant la structure des lipides
et entrainant ainsi des changements de propriétés des fonctions membranaires [60-61]. Il
semble que la présence des groupements donneurs d’électrons favorisant la motivation
électronique au niveau du groupement carbonyle, sont a I’origine de cette variation
d’efficacité. En effet, le remplacement d’un hydrogéne en position para par un groupement
méthoxy (produit 3b) ou la substitution du noyau phényle par un noyau furanique (produit
3c), fait augmenter légérement I’activité inhibitrice.

Cependant la souche de champignon R. stolonifer exprime une résistance aux produits
3a-c. Ce comportement peut étre di au fait que ce champignon neutralise I’effet des
concentrations testées par son métabolisme normal ou la dose appliquée pourrait étre
insuffisante pour permettre au produit de réagir face au pathogéne. Mais, une différence
qualitative est observée entre la souche vierge et la souche traitée. Dans le cas de la premiére,
le tapis mycelien reste noir, alors que le tapis mycélien de la souche traité est blanc. Cela
signifie que la sporulation est altérée ou inhibée par le traitement. Bien que ces produits
soient inefficaces a faible concentration vis-a-vis de la croissance mycélienne de R.
stolonifer, elles présentent un effet sur les sporocystes (figure 1).

I11.Partie expérimentale

I11-1. Généralités
Les points de fusion ont été mesurés sur banc de kofler. Les spectres de RMN *H et
13C ont été enregistrés sur un appareil Bruker (300Mhz pour le RMH *H et 75 Mhz pour

RMN 3C). Les spectres IR ont été réalisés sur un spectromeétre FT/ IR-4100 Type A. Toutes
les réactions ont été controdlées par chromatographie sur couche mince en silice (CCM gel de
silice 60 F2s4)

Figure 1 :

a)  Les trois souches de champignons isolés de la pomme pourrie en conservation

Souche pure de Penicillium Souche pure de Rhizopus Souche pure d’Alternaria
expansum stolonifer sp

b)  Effet inhibiteur du produit [2-(1-méthyl-3-phénylprop-2-énylidene)-5-

2

méthylcyclohexanone] a concentration 10™“ mol/l 3a sur les trois souches de champignons
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c) Effetinhibiteur du produit [2-(1-méthyl-3-p-méthoxyphénylprop-2-énylidéne)-5-

2

méthylcyclohexanone] a concentration 107 mol/l 3b sur les trois souches de champignons

d) Effet inhibiteur du produit [2-(1-méthyl-3-furanylprop-2-énylidéne)-5-

2

méthylcyclohexanone] a concentration 107“ mol/l 3c sur les trois souches de champignons

I11-2. Synthese des composés 3a-c

Dans un erlenmeyer de 250 ml on mélange 3 g (0,02 mol) de la R-(+)-pulégonet 1,
2,1 g (0,02 mol) de I’aryaldéhyde 2, 0,47 g d’hydrure de sodium et 5 g de la silice (SiO>). Le
mélange est activé par I’irradiation micro-ondes sous une puissance de 500 w pendant 12 mn.
Les produits synthétises sont extraits du support minéral avec du dichlorométhane. Apreés
élimination du solvant sous pression réduite, les produits sont purifiés par
chromatographique sur colonne de gel de silice (éluant : hexane / dichlorométhane : 80 / 20).

[11-2-1. Identification du Produit 2-(1-méthyl-3-phénylprop-2-énylidéne)-5-
méthylcyclohéxanone 3a

Rdt = 90%, Pf =132 °C, Couleur : rouge brique.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3), & (en ppm), J(Hz) : 0.9 (m, 1H, >CH); 1.1 (d, 3H, "CHa,
J = 6.2 Hz); 1.35 (m, 2H, “CH,); 1.67 (s, 3H, °CHs); 2.4 (m, 2H, *CHy); 2.5 (dd, 1H, H%,
J (H% - H%) = 16 Hz, J (H% - H°) = 7.5 Hz); 2.8 (dd, 1H, H%, J (H% - H°%) = 16 Hz,
J (H% - H°) = 4.5 Hz); 6.7 (d, 1H, *'CH, J (H** - H'®) = 16.5 Hz); m 7.15 - 7.5 (5H, H
aromatiques); 7.65 (d, 1H, *°CH, J (H*°- H*) = 16.5 Hz).

RMN *¥C (75 MHz, CDCls) & (en ppm) : 14.8 — 21.8 — 30.6 — 31.45 — 31.6 — 51.02
(Csaturés); 127.0 - 127.6 - 128.5 - 128.8 — 129.0 — 130.7 — 131.8 - 135.4 - 137.6 — 138.2
(C aromatiques et vinyliques); 201.7 (C1).

IR (KBr), (v en cm™) : 3059; 3025; 2952; 1672; 1651; 1601; 754; 695.

[11-2-2.  Identification du  Produit  2-(1-méthyl-3-p-méthoxyphénylprop-2-
énylidene)-5- méthylcyclohéxanone 3b :
Rdt = 85%, Pf = 140°C, Couleur : Jaune claire.
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RMN *H (300 MHz, CDCls), § (en ppm), J(Hz) : 0.95 (m, lH,b5CH);a0.9 (d, 3H, 7CH30,
J=6.2Hz); 1.25 (m, 2H, *CH>) ; 1.87 (m, 2H, *CH,); 1.87 (s, 3H, °CHs3); 2.35 (dd, 1H, H®,
J (H%-H%) = 13 Hz, J (H°- H®) = 7.5 Hz) ; 2.55 (dd, 1H, H®, J (H® - H®) = 13 Hz,

J (H®-~H®) = 4.5 Hz) ; 3.65 (s, 3H, OCH?3) ; 6.6 - 6.8 (m, 4H aromatiques); 6.95 (d, 1H, *'CH,
J=16.5Hz) ; 7.55 (d, 1H, °CH, J= 16.5 Hz).

RMN 3C (75 MHz, CDCls3) & (en ppm) : 22.0 — 28.5 —29.6 — 31.4 — 32.7 — 50.7 — 55.1
(Csaturés); 114.1 — 124.9 — 125.15 — 127.0 - 131.7 — 131.8 - 139.4 — 139.6 — 141.8 —

159.5 (Caromatiques et vinyliques); 190.5 (C1).

IR (KBr), (v en cm™) : 3030; 2923; 1640; 730.

I11-2-3. Identification du Produit 2-(1-méthyl-3-furanylprop-2-énylidéne)-5-
méthylcyclohéxanone 3c

Rdt = 83%, Pf = 120°C, Couleur : Jaune claire.

RMN 1H (300 MHz, CDCls), & (en ppm), J(Hz) : 0.8 (m, 1H, >CH); 0.85 (d, 3H, 'CHs, J = 6.2
Hz); 12 (m, 1H, %CHy); 1.9 (s, 3H, 9CH%); 2.1 (m, 2H, “CHy) ; 2.4 (dd, 1H, rtlfa,
J(H% - H®) =13 Hz, J (H° - H®) = 7.5 Hz) ; 2.8 (dd, 1H, H®, J (H® — H®) = 13 Hz,
J (H®- H®) = 4.5 Hz), 6.45 (d, 1H, 'CH, J = 16.3 HZ); 6.65 (d, 1H, °CH, J = 16.3 Hz) ;
6.2 - 7.55 (m, 3H, Haromatiques).

RMN 3C (75 MHz, CDCls3) & (en ppm) : (11.42 — 18.75 — 22.62 — 29.05 — 29.69 — 58.48 (C
saturés) ; 112.47 — 114.84 — 115.82 — 133.07 — 145.32 — 150.65 — 152.0 — 172.43
(Caromatiques et vinyliques); 196.0 (C1). IR (KBr), (v en cm™) : 3030; 2928; 1670.

111-3. Préparation de I’agent pathogéne

Les isolats de P. Expansum, I’Alternariat Sp. et R. Stolonifer dans cette étude ont été
obtenus a partir des plants des pommes présentant des pourritures. Ces derniers sont
prélevés des entrep0ts de stockage. L’identification des espéces fongiques est basée sur
plusieurs clés de détermination [62- 65].

IVV.Conclusion

La méthode d’activation sous irradiation micro-ondes décrit dans ce travail ouvre des
perspectives intéressantes dans la valorisation des substances naturelles. Elle présente une
certaine simplicité au niveau du protocole opeératoire comme elle révele une intéressante
potentialité respectueuse de I’environnement dans la mesure ou elle fait intervenir des
milieux propres sans solvant. En effet, il nous a été possible a I’aide de cette approche
synthétique de préparer de nouveaux dérivés de la R-(+)-pulégone avec des rendements
remarquables et dans un temps trés court. Les produits synthétisés sont susceptibles d’étre
des précurseurs des produits a valeurs ajoutees.

A I’issue de cette étude biologique, ces nouveaux produits synthétisés ont un effet
inhibiteur significatif sur la croissance mycélienne des deux champignons P. expansum.
Alternariat sp. Par contre la souche de champignon R. stolonifer manifeste une résistance
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envers cette serie de produit, mais avec I’absence de la couleur brune donnée par les
sporocystes.
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