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ABREVIATIONS

C4H : cinnamate-4-hydroxylase

4CL :4-coumaroyl CoA ligase

CHS :chalcone synthase

CHI :chalcone isomérase

FSI : Flavone synthase |

FSII : Flavone synthase II

FHT : Flavanone-3-hydroxylase

FLS : Flavonol synthase

2HIS : 2- hydroxyisoflavanone dehydratase

2HIS :2-hydroxyisoflavanone synthase

IFS : Isoflavone synthase

2HID: 2HydroxylsoflavanoneDehydratase

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
ADNec : Acide désoxyribonucléique complémentaire
2HIDM : 2HydroxylsoflavanoneDehydrataseMéthyle
IOMT :Isoflavone O-méthyltransférase

DMA : Diméthylallyle

SAM : S-adenosyl-methionine

UDP-Glu :Uridine diphosphate glucose

BC : Spectre de carbone 13

"H : Spectre du proton

AcOETt : Acétate d'¢thyle

CCM : Chromatographie sur couche mince

CDC; : Chloroforme deutéré

COSY : Correlation Spectroscopy

d : Doublet

dd : Doublet de doublets



DEPT: Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer
DPPH: 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyle

EIMS: Electrospray ionization mass spectrometry
HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation
ESI : Electrospray ionization

APCI : Atmospheric pressure chemicalionization
IE : Ionisation par impact électronique

IC 50: Half maximal inhibitory concentration
IEHR : Ionisation par impact €lectronique a haute résolution
J(Hz) : Constante de couplage exprimée en Hertz
m : Multiplet

MeOD: Méthanol deutéré

NOESY :Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
NOE: Nuclear Overhauser Enhancement

ppm: partie par million

RMN: Résonance Magnétique Nucléaire

ROESY: Rotating Overhauser Effect Spectroscopy
s: Singulet

t: Triplet

UV: Ultraviolet

0 (ppm) : Déplacement chimique exprimé en ppm

A max : Longueur d'onde maximale d'absorbance
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui
encore une grande majorité¢ de la population mondiale et plus particuliecrement dans les
pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a
base de plantes. De 1’aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne s’appuie sur la
diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite
partie des 400.000 especes végétales connues ont €té investiguées sur les plans
phytochimique et pharmacologique, et que chaque espéce peut contenir jusqu’a plusieurs
milliers de constituants différents '),

Dans le cadre de la recherche de molécules nouvelles a activités biologiques d’origine
végétale, il est préférable de baser le choix des plantes a étudier sur leur emploi en
médecine traditionnelle ou populaire. Une autre possibilité est de considérer 1’écosysteme
dans lequel se développent ces espéces végétales. Ainsi, la recherche de molécules aux
propriétés antiradicalaires dans des plantes de montagne obéit a cette logique par exemple.
En effet, celles-ci sont plus exposées aux rayons UV en altitude et ont donc di développer
des mécanismes de protection basés sur des métabolites secondaires spécifiques.

En Algérie il existe plus de 3000 especes appartenant a différentes familles botaniques
dont les fabacées qui constituent 1'une des plus vastes du régne végétale. Ainsi, le genre
Genista appartenant a cette famille fait I’objet d’une étude phytochimique et
pharmacologique qui s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche lancé par notre équipe

2- . .
23] C’est dans ce contexte que s’inscrit notre

de recherche durant plusieurs années

investigation phytochimique des extraits apolaires des espeéces Genista Qauadriflora

Mumby et Genista Aspalathoides Lamk ssp. Erinaceoides (Lois.)

La présentation de nos travaux peut étre répartie comme suit :

v Une premiére partie bibliographique, comportant deux chapitres dont :

-Le premier donne un apercu botanique sur la famille des fabacées et sur les études
phytochimiques antérieures menées sur les especes du genre Genista. On y trouve
également les principaux métabolites secondaires que renferme ce genre suivi de
nombreuses données sur les activités biologiques et toxiques de ces plantes.

-Le deuxiéme est consacré a 1’étude bibliographique des métabolites secondaires

(flavonoides et isoflavonoides), les différents squelettes flavoniques, leur biogenése, leur

diversité¢ structurale et leur intérét thérapeutique, on reporte également toutes les
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démarches et les méthodes nécessaire a la séparation, la purification et I’établissement de
structures de cette famille de substances naturelles.
v' Une deuxiéme partie expérimentale consacrée a la présentation de nos travaux
personnels et qui comporte :

- Un troisiéme chapitre qui étudie le Screening Chimique et les techniques d’isolement et
de purification des flavonoides et isoflavonoides des deux especes étudiées

- Le quatrieme chapitre renferme 1’établissement des structures des composés isolés et la
discussion des résultats obtenus

-Le cinquiéme chapitre est consacré a I’étude des tests biologiques sur les extraits des

especes étudié suivis d’une conclusion générale.
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CHAPITRE I. LA FAMILLE DES FABACEES ET LE GENRE GENISTA

I.1. LES FABACEES

La famille des Fabacées (de famba, la féve) constitue la troisiéme famille ; angiospermes
(de par le nombre de ses représentants). Elle doit son unité a son fruit, appelé gousse ou
légume, d’ou I’autre dénomination sous laquelle elle est plus connue: les 1égumineuses.
Les formes arborescentes de cette famille prédominent dans les pays chauds et les formes
herbacées dans les régions tempérées [ Néanmoins, la prédilection des plantes de cette
famille pour les habitats arides ou semi-arides est reliée a leur métabolisme dépendant de
I’azote, qui est considéré comme une adaptation aux variations climatiques et imprévisibles
de I’habitat. En effet, la fixation de 1’azote via la symbiose 1égumineuses-rhizobium permet
aux plantes de cette famille d’obtenir des taux élevés en azote ammoniacal au niveau de
leurs racines en fonction de la demande de leur métabolisme *.Cette famille est composée
de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées dans un but alimentaire, tant
pour D’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale (trefle, luzerne,
sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres et leurs bois comme combustible,
leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou en chimie ! .

Les Fabacées constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de

730 genres et 19 400 espéces, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical 2.

Tableau I.1 Les différentes tribus qui composent cette famille sont :

Abreae/  Adesmieae/  Acacieae/  Aeschynomeneae/ Amorpheae/  Bossiaceae/
Brongniartieae

Caesalpinieae/ Carmichaelieae/ Cassieae/ Cicereae/ Crotalarieae
Dalbergieae/ Desmodieae/ Detarieae/ Dipterygeae/ Euchresteae

Galegeae/ Genisteae/ Hedysareae/ Ingeae/ Indigofereae/ Liparieae/ Loteae/
Mimoseae /Mirbelieae/Mimozyganthe / Milletticae

Parkieae/Phaseoleae/Podalyrieae/Psoraleeae/Robinieae/Sophoreae/Swartzieae

Thermopsideae /Trifolieae/Vicieae.
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I.1.1. Distribution

La famille est cosmopolite. Elle est particulierement concentrée dans les régions
subtropicales et tempérées chaudes, comme en Afrique du sud ou sur le pourtour
méditerranéen. Les régions tropicales abritent essentiellement des especes ligneuses, tandis

que les régions tempérées regorgent d'especes herbacées.

I.1.2. Caractéres principaux

Les plantes de la famille des Fabacées possédent plusieurs caractéres botaniques en

commun.

I.1.3. Classification systématique et aspects botaniques

Le monophylétisme des Fabacées est attesté par de nombreux caractéres morphologiques
et par les données de la séquence. Trois sous-groupes sont généralement reconnus a
I’intérieur des Fabacées : les Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les Faboideae
(= Papilionoideae). Les Faboideae sont cosmopolites, alors que les Mimosoideae et les
Caesalpinioideae sont plutot tropicales. Dans la plupart des classifications, ces groupes
sont considérés comme des sous familles, mais ils sont parfois traités en familles
indépendantes, comme par exemple dans la classification de Cronquist. Le concept «
Leguminosae » est lui utilisé soit a un niveau familial (chez Engler), soit a un niveau
ordinal (chez Cronquist). Bien que le terme Fabaceae soit actuellement préféré dans la
nouvelle classification systématique de 1’Angiosperm Phylogeny Group (APG), le terme
Leguminosae est encore couramment utilisé par certaines catégories de scientifiques
(spécialistes des Iégumineuses). Ces deux termes sont considérés comme des synonymes

par ’International Code of Botanical Nomenclature (ICBN) 341,

1.1.3.1. Appareil Végétatif

Les Fabacées sont des arbres, des arbustes ou des lianes ligneuses, caduques ou
persistantes, ou encore des herbes annuelles, vivaces ou pluriannuelles. Quelques espéces
tropicales sont épiphytes et d'autres, grimpantes, elles développent des tiges vrillées,
tournant généralement dans le sens des aiguilles d'une montre, plus rarement dans le sens
inverse (Phaseolus, Wisteria), ou des vrilles axillaires, ou encore des crochets.
Quelquefois, les feuilles sont réduites, les fonctions photosynthétiques étant transférées aux

tiges, ou modifiées en phyllodes ™.



Revue bibliographique | 6

***Les feuilles sont généralement bien développées, généralement alternes mais
parfois opposées a verticillées comme chez les Mirbelieae, spiralées ou distiques.
Pulvinées ou non, elles sont trés majoritairement stipulées, les stipules étant
intrapétiolaires, caduques ou persistantes, souvent libres, parfois concrescentes ou

transformées en écailles, en épines ou développant des glandes!®

Robinia

Trifolium
___—h-

o
l Genlsta

Lupinus

Phasaeolus Lathyrus

Figure 1.1: La feuille composée des Fabacées. Evolutions et variations autour de la feuille
imparipennée typique de la famille.

***Les fleurs sont solitaires ou rassemblées en panicules, en fascicules, en racémes, en
épis ou en tétes axillaires et terminales ou opposées aux feuilles comme chez certains

membres des Bossiaecae.

Figure 1.2: La fleur des Fabacées

A - Diagramme floral chez Phaseolus vulgare; B- La corolle chez Erythrina crista-galii :

1 et 2 vues des fleurs, 3 étendards, 4 ailes et 5 carenes; C - Androcée diadelphe 6 et

monadelphe7.
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*** Le fruit est un légume charnu ou non, déhiscent ou plus rarement indéhiscent, parfois
lomentacées. La déhiscence est double : ventrale, le long de la ligne de suture du carpelle,
et dorsale, au niveau de la nervure principale de la feuille carpellaire. La gousse peut, chez

certaines especes, se transformer secondairement.

j —_— R
J

Figure 1.3: Le fruit des Fabacées
A- La gousse typique des Fabaceae chez Phaseolus
B - Gousse spiralée chez Medicago sativa
C - Gousse a intraflexion chez Astragalus
D - Gousse bisperme chez Lens culinaris
E - Gousse pauciséminée devenue indéhiscente chez Arachis hypogea
F - Gousse uniséminée et indé¢hiscente de type akenoide chez Lathyrus
G - Gousse monosperme, indéhiscente et ailée de type samaroide chez Toluifera
H - Gousse lomentacée chez Sophora japonica
I - Gousse articulée chez Coronilla
J - Gousse articulée chez Hippocrepis

I.1.4. Importance économique des fabacées

La vaste famille des fabacées regroupe de nombreuses plantes utiles recevant des
applications industrielles, alimentaires ou encore ornementales ).L’intérét agronomique

des fabacées provient en premier lieu de leur aptitude a s’associer a des bactéries du sol
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(Rhizobiacées), spécialement la bactérie « Rhizobium leguminosafum », pour former des
organes symbiotiques racinaires «nodules » au sein desquels ces bactéries transforment
I’azote atmosphérique en une forme assimilable par la plante, grice & quoi, les fabacées
peuvent produire en abondance des protéines végétales méme en 1’absence de fertilisation
azotée. Pour cela, elles sont le Pois (Pisum), la Féverole (Faba), le Haricot dites plantes

améliorantes ),

L’intérét alimentaire découle du fait que les fabacées constituent une source tres
[10-11]

importante de protéines et lipides et rentrent dans 1’alimentation humaine et animale .
e Protéagineux tels que (Phoscolus), le Pois chiche (Cicer) et les Lentilles (Ervum).
e Oléo protéagineux comme le Soja (Soja) et I’ Arachide (Arachis).
e Fourrages tels que les Luzernes (Medicago), le Sainfoin (Onobrychis) et le Trefle

(Trifolium).

L’intérét industriel résulte du fait que beaucoup d’especes de cette famille fournissent des
produits industriels tels que le Soja qui est utilis¢é a grande échelle dans I’élevage
industriel, les Derris et les Lonchocarpus qui donnent les roténoides insecticides '”. On
peut citer comme exemple les Derris, dont 1’espéce Derris elliptica Benth. est utilisée
contre les parasites des animaux domestiques, des habitations et des végétaux ',

D’autres espéces produisent des substances colorantes, et d’autres sont utilisées en
parfumerie comme Pterocarpus santallinus (131 Certaines especes sont ornementales tels
que le Robinier, faux Acacia, Cytise, Glycine, ... etc. (14,

L’intérét pharmaceutique des fabacées est a son tour trés important vu le nombre élevé
d’especes figurant dans les pharmacopées et donnant de nombreux produits utilisables en

thérapeutique '),

I.1.5. Plantes médicinales et utilisation thérapeutique

Beaucoup d’espeéces de fabacées ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en

médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’espéces de

trés grande importance ayant des propriétés médicinales!' 7 ;
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Alexa wachenheimi Benoist (Fabacée): 1’écorce de cet arbre est utilisée en lavage externe
contre la fievre, elle est également employée par les amérindiens (du Nord-Ouest) contre

le paludisme et les morsures de Bothrops (serpent venimeux) ¥,

Andira coriacea Pulle (Fabacée): plante utilisée en Guyane pour guérir les 1€sions buccales
[19]

Diplotropis purpurea Rich. (Fabacée): cet arbre, est fréquemment utilis¢é dans la

. , \ . . . : 20-21
construction des canoés, et posséde par ailleurs des propriétés anti-fongiques 2°2!.

Eperua sp. (Fabacée): les copeaux de ce genre de bois, utilisés comme litiére, auraient un
effet bénéfique contre le paludisme chez les singes et les écureuils en captivité (Saimiri
sciureus) P21, Lespéce E. falcata Aubl. est utilisée par les Alukus et les Créoles comme
analgésique dentaire (décoction de 1’écorce), tandis que la résine est employée par les

Saramaka pour ses vertus cicatrisantes (1’effet antiseptique a été démontré in vitro) *).

Hymenea courbaril L.(Fabacée): En médecine traditionnelle créole, la décoction de
I’écorce de tronc de cet arbre trés commun posséde une fonction dépurative et
antipyrétique, additionnée de sucre elle peut remplacer le thé. On utilise également la
résine pour traiter les plaies récentes. Chez les Wayapi, les sécrétions résineuses fraiches
ainsi que l’arille des fruits offre un remeéde contre la dysenterie. Les Palikur, quant a eux,
se servent de la résine fraiche délayée dans de 1’eau pour combattre le «vents »
(douleurs abdominales) et les « maux de cceur ». L’écorce est préparée en décoction (avec
du miel) contre les maux d’estomac 8] 1e thé de courbaril est ¢galement utilisé contre la

grippe, les courbatures et le paludisme 224 .

Hymenolobium flavum Kleinh (Fabacée): 1’écorce de ce grand arbre est préparée en
décoction a titre d’antiseptique local, Une diminution de la parasitémie chez les singes

atteints de paludisme est également observée lors d’un usage de ce bois en litiere (20}, (221

Inga alba Willd. (Fabacée): cette espéce, comme de nombreuses autres especes du méme
genre, produit une séve riche en tanin utilisée comme colorant, ainsi que des fruits
comestibles. Les Wayapi utilisent 1’écorce rapée et pressée en usage externe contre les
dermatoses buccales et les piqlres de fourmi chez I’enfant. De maniere générale, on
observe un usage fréquent de 1’écorce contre les infections cutanées et pour ses vertus

. . 18
cicatrisantes [ ].
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Parkia nitida Milk. (Fabacée): Les Tiriyo (de la famille liKarib) du Surinam utilisent le
bois de cet arbre en décoction (une fois rap¢), mais aussi en lavage externe pour soigner les

fievres 12

Pterocarpus rohrii Vahl. (Fabacée): P. rohrii est une espece utilisée en Guyane contre le

paludisme 7 .

Pseudoxandra cuspidata Maas. (Fabaceae): Les indiens Wayapi et Palikur utilisent le

décocté d’écorce contre le paludisme 2.

Peltogyne spp. (Fabaceae) :Ce genre se compose d’espéces employées comme bois de
construction (P. venosa (Vahl.)Benth.). Placés en liti¢re, les copeaux auraient un effet

positif contre le paludisme observé chez des spécimens de singes écureuils en captivité *”!

Wisteria floribunda Willd. (Fabacée): cette plante ornementale d’origine asiatique (la
glycine) n’a pas fait I’objet d’une sélection par enquéte ethno pharmacologique, mais a été
sélectionnée suivant [’hypothése phytochimique de la présence d’isoflavones

antipaludiques *°\.

Zygia racemosa Ducke (Fabacée): les especes appartenant a ce genre sont utilis€ées par un
grand nombre de populations indiennes d’Amérique du Sud (ex. : Z. latifolia Fawc et
Rendle). La décoction de 1’écorce, en lavage externe, permet de lutter contre les douleurs

corporelles et les fievres.

1.1.6. Toxicité de certaines fabacées

Un nombre non négligeable de fabacées est toxique et il est important de noter que son
ordre comporte plus de 16000 espéces dangereuses *’). Aprés avoir cité quelques espéces
d’intérét thérapeutique, il serait utile d’attirer I’attention sur un certain nombre d’espéces
dangereuses. Les parties le plus souvent incriminées dans les empoisonnements sont les

graines ou sont accumulés les principes toxiques.

e Physostigma venenosum : (féve de Calabar), elle pousse spontanément en Afrique

occidentale et elle est utilisée par les habitants locaux comme poison d’épreuve.

Le principal principe actif de cette espece est la physostigmine 1 ou ésérine isolée des

1864. C’est un inhibiteur réversible des cholinestérases. Elle empéche la destruction de
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I’acétylcholine et se comporte comme un parasympathomimétique provoquant
bradycardie, hypotension et autres effets comme vertiges, convulsions, paralysie

respiratoire **.

Cependant la physostigmine reste intéressante dans la myasthénie et dans les soins a
donner aux malades empoisonnés par les organophosphates. Il a été reporté que la prise par
voie orale ou intraveineuse de physostigmine redonnait la mémoire aux patients atteints de

la maladie d’Alzheimer ),

Physostigmine ou ésérine isolée

de Physostigma venenosum

o Tephrosia vogelii : elle est utilisée comme poison de péche (Les feuilles, les
gousses et les graines sont grossicrement pilées et jetées dans les cours d’eau
préalablement barrés, les poissons meurent et remontent a la surface). Et pour la
désinfection des animaux domestiques et les habitations car elle posséde des
propriétés insecticide P%.

e Certaines especes du genre Coronilles, sont toxiques a certains moments de leur
développement. Spontanément, le bétail évite de les consommer a ces périodes ',

e Le mélilot, il est connu, pour ses propriétés thérapeutiques devient toxique a de tres
fortes doses, il provoque divers troubles et se montre émétique. Lorsque le mélilot
moisit, la coumarine se transforme en dicoumarol, substance toxique utilisée pour

tuer les rats et les souris par hémorragie interne ° .

I.1.7. Les Métabolites secondaires les plus courants chez les fabacées

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que la majorité des études
phytochimiques effectuées sur un nombre important d’especes de la famille des fabacées

certifie la richesse ainsi que la diversité structurale de ces dernieres en métabolites
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. . -34 . z 7 .
secondaires tels que : Les alcaloides "% les coumarines ), les composés phénoliques

[36-37] [38]

de type flavonique et isoflavonique, et les

39]

et en petites quantités les stéroides

saponosides [

Pour notre part, nous allons parler des métabolites secondaires les plus distribués dans les
différentes espéces de la famille et qui sont les alcaloides, les coumarines, les flavonoides

et les isoflavonoides, ainsi que de leurs roles pharmacologiques.

1.1.7.1. Les Alcaloides

éme

Le terme alcaloide a été introduit au début du XIX™ ™ siécle par Meisner 401 Ce sont des
substances organiques d’origine naturelle (le plus souvent végétale), renfermant de I’azote,
généralement incorporé dans un systéme hétérocyclique. La plupart ont des propriétés
basiques. Il existe plusieurs types d’alcaloides, certains ont de structures trés simples,

d’autres de structures beaucoup plus complexes.

D’une manicre générale, les alcaloides sont des substances particuliérement intéressantes
e, . N ., .. . e, [41-42
pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que par leur toxicité ' Ils

agissent en tant que :

e Dépresseurs au niveau du systéme nerveux central (morphine, scopolamine)
e Stimulants (caf€ine, strychnine)

e Anesthésiques locaux (cocaine)

e Ganglioplégiques (spartéine, nicotine)

e Parasympathomimétique (physostigmine ou ésérine, pilocarpine).

Concernant la famille des fabacées, la production d’alcaloides est orientée vers trois

types :

- Alcaloides pyrrolizidiniques issus de Crotalaria spp.

- Alcaloides indolizidiniques extraits des genres : Astragalus, Oxytropis, Swainsona.

- Alcaloides quinolozidiniques qui caractérisent un grand nombre de genres de cette
famille tels que : Anagyrus, Cytisus, Genista, Laburnum, Lupinus, Spartium, etc (27,

Ces alcaloides sont responsables, dans un certain nombre de cas de I’activité et / ou de la
toxicité de ces especes. Dans ce qui suit nous allons citer certaines espéces de la famille de

fabacées contenant des alcaloides. Diverses especes de Crotalaria sont toxiques par la
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présence d’alcaloides pyrrolizidiniques comme la pyrrolizidine 2, la supinidine 3 (Fig 1.6),
qui provoquent des intoxications marquées par la toxicité hépatique et pulmonaire 431,
Genét a balais, Cytisus scoparius L. Link., (Fig 1.4), cette espéce est une source de la
(-) spartéine 4, alcaloide quinolizidinique ganglioplégique et analeptique cardiaque. Les
autres alcaloides sont la lupanine 5 et ses dérivés ainsi que I’ammodendrine 6 et ses dérivés
3] (Fig 1.6) .Cytise: (Cytisus laburnum L = Laburnumanagyroides Med) toutes les parties
de la plante renferment des alcaloides quinolizidiniques. Les graines sont caractérisées par
la présence majoritaire de la cytisine 7 a coté de I’anagyrine 8 et 1’ammodendrine 6

(Fig 1.6) qui sont le plus souvent responsables des intoxications 7]

Figure 1.4: Photo de Cytisus scopariu

Lupins, Lupinus spp.( Fig L5): plusieurs especes de ce genre renferment dans leurs
organes, surtout dans les graines, des alcaloides quinolizidiniques tels que : la lupinine 9, la
lupanine 5, I’anagyrine 8 . De nombreuses espéces de Lupins doivent leur toxicité a

I’anagyrine 8, alcaloide responsable d’une activité tératogéne chez les bovins [**),

Figure L1.5: Photo de Lupinus
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Figure 1.6: Structures chimiques de quelques alcaloides isolés de certaines especes de la
famille des fabacées.

1.1.7.2. Les Coumarines

Le nom de coumarine vient de «coumarouy», nom vernaculaire du fruit d’un arbre de la
Guyane (Dipteryx odorata Willd, syn. Coumarouna odorata Aubl., Fabaceae). De ce fruit
fit isolée en 1820 pour la premiére fois une substance cristalline odorante appelée

coumarine™® 10.
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Les coumarines (2H-1-benzopyran-2-ones) sont des molécules largement répandues dans

tout le régne végétal et considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-

40 . . .7 b
49 " Elles existent sous forme libre ou encore liées a des sucres

(hétérosides).La coumarine et ses dérivés ont des actions photo biologiques

, iIs ont aussi un effet anti-cedémateux (491,

7cinnamiques

bactériostatiques et anti fongiques *7**

Toutes les especes de mélilot renferment (surtout dans les jeunes feuilles) du Mélilotoside
11, un acide facilement hydrolysable par des enzymes pour donner la coumarine. En cas de
contamination par des champignons, les mélilots produisent un produit susceptible d’étre
métabolisé en un composé anticoagulant, le dicoumarol 12. C’est d’ailleurs a partir du
modele de ce composé végétal qu’on synthétise actuellement les anticoagulants

. I 4o [40], [50
coumariniques utilisés en médecine 0%,

1.1.7.3. Les Flavonoides et les Isoflavonoides

e Flavones et flavonols ; Flavanones et flavanonols

Dans la famille des fabacées la plupart des flavones, flavonols, flavanonols et flavanones
décrits sont des composés prénylés. Il s’agit de prénylations linéaires de type 3,3-DMA ou

cyclisées de type « furano » ou « pyrano », sur le cycle A ou le cycle B, ils sont répertoriés

comme possédant une activité antioxydante et ils inhibent 1’a-glucosidase ™1, le composé

26 est actif contre le Mycobacterium tuberculosis 3] et le compos¢ 27 est cytotoxique[57],

le composé¢ 28 est anti-inflammatoires>®).
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e Flavones et flavonols

Ry 13 R;=R:=R;=R+—0OMe, BR;=H, Fisetin
U tetramethyl ether
Rs 14 R,=OMe, R=0H, R+=H, R=R~=0-CH.-
0, 3-méthoxy-7-hydroxy-3' 4"~
miéthylénedioxy flavone
Ri 15 R,~Ri~Rs=H, R,~OMe, Ry=OH,
T-C-méthylchrysine
Rs O 16 R,~Rs=H, R=Re~OMe, Rs=H, 7.4'-

diméthoxy-5-hydroxyflavone

17 R,=H, Ry o-L-rha-{ 1-6)-B-D-gle-( 1-3)-B-D-gle, kaempférol-3-0-o-L-
thamnopyranosyl-( 1 —6)-f-D-glucopyranosyl-{ 1 — 3)-B-D-glucopyranoside
18 R ,=0H, Ry=c-L-rha-( 1-6)-p-D-gle-(1-3)-B-D-gle, quercétine-3-0-c-L-
thamnopyranosyl-( 1 —6)-f-D-glucopyranosyl-{ | —3)-f-D-glucopyranoside
19 Ry=0H. Rz=o-L-rha-( 1-6)-f-D-glc-(1-2)-B-D-gle, quercéting-3-0-ce-L-
rhamnopyranosyl-( 1 —6 )-f-D-glucopyranosyl-( 1 —2)-B-D-glucopyranoside

20 R,=R,=H, 3.6-diméthoxy-6",6"-
diméthylchremeéno-(7.8.2".2")-flavone

21 Ry+R~=0-CH;-O,
Méthylénedioxy-(3,4)-3.6-diméthoxy-
6, 6'-diméthylchroméno-(7.8.2'.3")-
flavone

R4

o]

22 R,=H. R=R+=0H, 3" 4'-dihydroxy-
4H-furc[2.3-h]chromén-4-one

23 Ri=R.=R;=0H. 3.3" 4"-trihydroxy-
4H-furo[2,3-h]chromén-4-one

24 R,=0OMe, R=R:=H, Karanjine

25 R1=0M¢, R3=RJ=O—C l'lz—f:l.
Pongapine

26 pongachroméne

Figure 1.7: Flavones et Flavonols répertoriés dans la Famille Fabacée.
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¢ Flavanones et flavanonols

Figure 1.8: Flavanones et Flavanonols répértoriés dans la Famille Fabacée.
e LESISOFLAVONES

L’une des particularités importantes de la famille des fabacées est la production des
métabolites secondaires spécifiques appelés isoflavonoides impliqués dans la signalisation
symbiotique, dans les réactions de défense et présentant un grand intérét pharmaceutique
1521 Ce sont des substances polyphénoliques d’une diversité structurale importante. (Fig 1.9)

De nombreuses activités sont associées a ces composé€s: inhibiteur de 1’a-glucosidase 33
[60] 9 [62]

, anti-mycobactérien 40 ), cytotoxique 41 Y] insecticide 42
[60]

, anti-dermatophyte

[61] [60]

, antioxydante 43 , antibactérienne 43 et anti-inflammatoire  44'°°
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Figure 1.9: Isoflavones répértoriées dans la Famille Fabacée.

Le tableau 1.2 regroupe, les différents composés répertoriés dans la famille des fabacées et
le genre Derris ainsi que leurs activités biologiques associées.
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Tableau I .2 : Composés répertoriés dans la Famille des Fabacées et le genre Derris .

Composés Nom de Activités Références
I’espéce biologiques  Bibliographiques
FLAVONES - FLAVONOLS :

13 éther tétraméthyle de fisétine Indica Antioxydant [S3]

14 3-méthoxy-7 -hydroxy -3°, 4°- Indica Antioxydant [53]
méthylénedioxyflavone

15 7-O méthychrysine Indica Antioxydant [S3]

16 7,4’-diméthoxy-5- Indica Antioxydant [S3]
hydroxyflavone

17 kaempférol-3-O-a-L- Trifoliata [54]

rhamnopyranosyl-(1—6) -  -D-

glucopyranosyl-(1—3) - B-D-

glucopyranoside

18 quercétine-3-O-a -L- Trifoliata [54]
rhamnopyranosyl

-(1—6) - B -D-glucopyranosyl-

(1—3) - B-D-glucopyranoside

19 quercétine-3-O-a -L- Trifoliata [54]
rhamnopyranosyl

(1—6) - B -D-glucopyranosyl-(1—2)

- B-D-glucopyranoside

20 3,6-diméthoxy-6"",6"" — Obtusa [S5]
diméthylchroméno-(7, 8, 2°° ,3°’)-

flavone

21 méthylénedioxy-(3,4)-3,6- Araripensis [56]

diméthoxy-6"",6"" —
diméthylchroméno-(7, 8,2 ,3”" )-

flavone

22 3’ 4’-dihydroxy-4H-furo[2 ,3-h] Indica Antioxydant [53]

chromen-4 —one

23 3,3, 4’- trihydroxy-4H-furo[2 ,3- Indica Antioxydant [53]

h] chromen-4 -one

24 karanjine Indica Antioxydant [S3]

25 pongapine Indica Antioxydant [S3]

26 pongaglabrone Indica Antioxydant [53]
Flavanones - Flavanonols :

27 2°°-3°’-dihydroxylupinifoline Reticulata cytotoxique [57]

28 ovaliflavanone Scandens Anti- [58]

inflammatoire
29 urucuol A Urucu [59]
30 urucuol B Urucu [59]

31 urucuol C Urucu [59]
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Tableau 1.2: Composés répertoriés dans la Famille Fabacées et le genre Derris (suite)

Composés Nom de Activités Références
I’espéce biologiques  Bibliographiques

LES ISOFLAVONES :

Scandens [60]
32 Scandérone
Antioxydant [60]
33 Scandinone Scandens Insecticide [61]
Inhibiteur de [60]
I’a-glucosidase
34 Derrissoflavone A Scandens Antioxydant [62]
Antibactérien
35 Derrissoflavone B Scandens [62]
36 Erysénégalenséine Scandens [62]
37 lupinisol A Scandens [62]
Scandens Anti- [53]
38 Derrissoflavone C dermatophyte
Antioxydant [60]
39 lupalbigénine Scandens Anti- [62]
dermatophyte
40 8,4-diméthoxy-7-O-y,y- Indica Anti-mycobactérien [63]
diméthylallylisoflavone
41 Pomiférine malaccensis Cytotoxique [64]
42 Génistéine Scandens Insecticide [61]
43 Satal Scandens Antioxydant [60]
Antibactérien [60]
44 7-O-a-rhamno-(1-6)-p - Scandens Antiinflammatoire [65]
glucosylgénistéine
45 Isoscandinone Scandens [66]
46 Scandénone Scandens Insecticide [61]
Inhibiteur de [66]

I’a-glucosidase
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I.2. LE GENRE GENISTA :
1.2.1. Généralités :

Le genre Genista a été décrit pour la premicre fois par LINNE en 1753, il appartient a la
famille des 1égumineuses (fabales), sous-famille des papilionacées (fabacées) et a la tribu
des génistées 7] Parmi les 700 genres de la famille des fabacées, on trouve en Algérie
environ 53 genre et 337 especes 68 Le genre Genista comporte 23 especes dont 11 sont
endémiques a I’Algérie!®” . Ce genre constitue un matériel intéressant qui mérite d’étre
exploré afin de mettre en lumiére tous ses avantages et ses potentialités. Il se distingue
¢galement par ses effectifs élevés d’especes, sous especes et des variétés endémiques et
rares. Pour notre part, nous nous sommes intéressés dans ce travail au genre Genista qui
montre une richesse en composés phénoliques, notamment les isoflavonoides connus pour

leurs activités biologiques divers 1707

1.2.2. Distribution et aire géographique :

Le genre Genista est circumméditerranéen, il est constitu¢ d'arbustes épineux et non-
épineux, la plupart de ces espéces forment des maquis sclérophylles ou des matorrals avec
87 espéces ', Le genre Genista est largement distribué dans le bassin méditerranéen, en
Europe et en Afrique du nord (Libye, Tunisie, Algérie et Maroc). En Algérie, il est localisé

dans la région est , sud et au grand Sahara [©*].

I.2.3. Caractére chimique du genre Genista :

La recherche de molécules naturelles aux propriétés antimicrobiennes et antioxydantes est
d’une grande importance aussi bien dans le domaine médicale que dans le domaine de
I’industrie alimentaire. Dans ce contexte, les huiles essentielles constituent des sources
potentielles pour ce type de molécules. Les effets antimicrobiens des différentes espéces de
plantes aromatiques et d'épices sont connus depuis longtemps. Les travaux phytochimiques

[72-75]

effectués sur ce genre ont permis essentiellement I’1solement des alcaloides , et des

flavonoides notamment les isoflavonoides /%71,

La figure 1.10 et le tableau 1.3 rassemblent un nombre d’espéces du genre Genista et leur

contenu flavonique.
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Figure I.10: Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
différentes especes du genre Genista.
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Figure 1.10: Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
différentes especes du genre Genista. (suite).
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Tableau I.3: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de différentes especes du
genre Genista

Composés Nom de I’espéce  Références
Bibliographiques
47 Isoprunétine
48 Wighteone
49 Génistine
50 Génisteone

e [76]
51 8-C-glucoside génistéine

G. ephedroides
52 Alpinumisoflavone

53 Hydroxyalpinumisoflavone
54 Apigénine

55 Ephedroidine

56 Isokaempféride

57 8-C-glucosode génistéine
G. cinerea [77]
58 6-C-glucosode génistéine

59 Daidzéine

60 Génistéine

61 Isoprunétine

62 7-O-B-D-glucopyranoside genistéine 78]
63 7-O-B-D-glucopyranoside isoprunétine
64 Lutéoline

657-0-B-D-glucopyranoside lutéoline

G. morisii

667-0O-B-D-glucopyranoside genistéine

67 7,4’-di-O-B-D-glucopyranoside genistéine
68 7,4°-di-O-B-D-glucopyranoside isoprunétine
69 Orientine

70 Vitexine

71 Eriodictyol

72 Daidzéine

73 Isoprunétine

74 Isoderrone

75 Ficuisoflavone

76 Dihydroisoderrondiol

77 Lutéoline

78 7-O-B- glucoside lutéoline
79 4’-0-B-glucoside luteoline
80 Toxifoline

81 5-methoxytoxifoline

G. corcica [79]
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1.2.4. Intérét biologique du genre Genista :

La recherche bibliographique menée sur 1’intérét biologique des espéces du genre Genista
montre peu d’investigations réalisées dans ce domaine. Par ailleurs, ces travaux ont pu

mettre en évidence quelques intéréts pharmacologiques dont on peut citer :

80]

Une étude faite par Harionov (1988) ! a montré :

que les extraits flavoniques des deux plantes médicinales,G. tinctoria et G. sessilifolia
ne sont pas toxiques a des doses < 2000 mg/Kg.

*Aucune action ostrogénique ni androgénique n’a pu €tre mis en évidence pour une
dose de 100 mg/Kg.

*le mélange flavonique de G. sessilifolia a une forte action anabolique et
antiinflammatoire alors que celui de G. tinctoria ne montre aucune action.

811 sur la fonction de

Une autre étude réalisée par Korpachov et ses collaborateurs (1995) [
la thyroide a pu montrer que ’extrait flavonique de 1’espéce médicinale G. tinctoria
provoque une augmentation de la thyroxine de 19 a 31% chez les rats sains pour une dose

de 20 a 60 mg/Kg et garde un niveau normal chez les rats hypothyroidiens.
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CHAPITRE I1. LES FLAVONOIDES ET LES ISOFLAVONOIDES

I1.1 Généralités sur les flavonoides

Les flavonoides (métabolites secondaires des plantes) sont fréquemment décrits chez les
Fabaceae. Environ 6500 représentants différents identifiés a 1’heure actuelle M Les
flavonoides partagent une origine biosynthétique commune. Ce groupe de composés est en
effet défini par une structure générale en C15, caractérisée par un enchainement Ar-C3-Ar.
(flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones,

aurones) (Fig I1.1) et les isoflavonoides [2] (Fig IL.5).

0 0
DOQENOC

R R

0

R=H, flavane
R=0H, flavan-3-o0l

R=H, flavone
R=0H, flavonol R=H, flavanone

R=0H, dihydroflavonol

0 @l \0
C V— \Ac
N N
0 0

flavylium
chalcone aurone

Figure II.1: Structures de base des flavonoides.

I1.2. Distribution et biosynthese

11.2.1. Les Flavonoides
11.2.1.1. Distribution

Dans la plupart des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosidique dans les
vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ou des racines. Les flavonoides aglycones,
notamment les flavonoides simples et polymethylés, sont plutot présents sous forme de

) . . 3
cires dans les feuilles, les écorces, les bourgeons floraux B3]
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11.2.1.2. Biosynthése

Les flavonoides dérivent d'une structure de type 1,3-diphénylpropane. La premicre étape
intervenant dans la biosynthése des flavonoides est une étape commune a beaucoup
d’autres métabolites, elle est désignée sous le nom générique de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides (Fig II.2). Elle permet la synthése d’acide p-coumarique et d’acide
cinnamique. L’enzyme, permettant la désamination non-oxydative de la phénylalanine et

donc la formation de I’acide cinnamique, est nommée PAL pour phenylalananine ammonia

4
lyase 4
" 0 CO,H
COH \ro\'JJ\
réarrangement de Claisen ( 0
J’L
0 CO,H ;
: a* (OH
OH CO,H
acide chorismique acide préphénique
F
CO,H décarboxylation
aromatisation
0 CO,H /
w‘ NHZ acide cinnamique
désamination CO5H
acide phénylpyruvique
(4-OH: acide 4-hydroxyPP) \ /

L-phénylalanine
(4-OH: L-thyrosine)

OH

acide p-coumarique

Figure I1.2: biosynthése des dérivés cinnamiques.

Le cytochrome cinnamate-4-hydroxylase (C4H), permet d’additionner une fonction
hydroxyle en positon 4 du noyau aromatique et d’obtenir I’acide p-coumarique (Fig IL3).
Le p-coumaroyl CoA est synthétisé via I’action de la 4-coumaroyl CoA ligase (4CL). Le
p-coumaroyl CoA conduit a la synthése de nombreux métabolites secondaires aromatiques.

Une unité p-coumaroyl CoA va former le cycle B et la chaine propanique, alors que le
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cycle A est formé par condensation de 3 unités C2 (sous forme de 3 malonyl-CoA, formés
a partir de I’acétate via une forme cytoplasmique de I’acétyl CoA carboxylase). Ces
condensations sont catalysées par la chalcone synthase (CHS), enzymeclé dans la
formation des flavonoides qui conduit a un précurseur, une chalcone (Fig I1.3). La CHS
appartient a la famille des polyketides synthases des plantes, enzymes intervenant dans la
synthése de nombreux produits naturels ! .La plupart des enzymes impliquées dans la
biosynthése de la voie des phenylpropanoides et des flavonoides sont organisées en

. s 6
complexe enzymatique, associées a la membrane !

COH COLH COSCoA
/ 7 7
C4H 4CL + 3 malonyl-CoA

OH
(o] SEnz
OH OH
Acide cinnamique acide p-coumarique  4-coumaroylCoA o

condensation
CHS

OV

HO OH @

N
(¢
OH o)

chalcone

Figure I1.3: Formation de chalcone a partir des acides cinnamiques.

Les différentes classes de flavonoides sont biosynthétisées a partir d’une chalcone (Fig
I1.4). La chalcone néoformée donne une 2S-flavanone (la naringénine), par une
transformation stéréospécifique catalysée par une chalcone isomérase (CHI) 7] aringénine
est au centre de la synthése de différentes classes de flavonoides par I’action d’enzymes

diverses (Fig I1.3).

Les flavone-synthases (FSI) introduisent une double liaison en 2,3 pour donner une

flavone. La flavanone-3-hydroxylase (FHT) catalyse I’hydroxylation en position 3 d’une
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2S-flavanone pour donner un (2R,3R)-dihydroflavonol. Le dihydroflavonol peut ensuite

étre transformé en flavonol par la flavonol-synthase (FLS) L1,

e -

H o

chalcones

flavanones

anthocyanosides flavones flavonols

Figure I1.4: Schéma récapitulatif de la biosynthese des différentes classes de flavonoides
I1.2.1.3 Les Flavanones

Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2,3 et la présence d’un
centre chiral en position 2. Elles sont synthétisées a partir des chalcones, par une chalcone
isomérase sous forme de 2S-flavanones, cette réaction s’effectue spontanément en milieu
alcalin. Il semblerait que seuls les stéréo-isomeres 2S sont biologiquement actifs 7
Environ 350 flavanones aglycones et une centaine de flavanones glycosylées sont décrites
dans de nombreuses familles, en particulier les Asteraceae, les Leguminoseae et les
Rutaceae. Beaucoup de flavanones aglycones sont retrouvées a 1’état libre dans les écorces,
les racines, les écorces de racine, en particulier chez les Leguminoseae. La majorité des

flavanones glycosylés sont des O-glycosides .
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11.2.2. Les Isoflavonoides

les Isoflavonoides différent des autres flavonoides par la position du cycle B, qui dans le
cas des isoflavonoides est attaché en position 3 (en 2 pour les autres flavonoides), formant
un squelette de base 1,2-diphénylpropane. Il existe de nombreuses sous-classes
d’isoflavonoides (Figll.5), classés notamment en fonction du degré d’oxydation,
I’existence ou non d’hétérocycles supplémentaires, les plus communs étant les isoflavones,
alors que les isoflavanols et les coumaranochromones sont peu rencontrés ! Les dérivés
glycosylés sont trés communs chez les isoflavones, alors qu’ils sont trés rares dans les
autres sous-classes d’isoflavonoides. Les C-glycosides sont essentiellement présents dans

le genre Dalbergia (Leguminoseae) B

0 0 O. _OH
C\ C C
O 0 0

isoflavone isoflavanone isoflavanol

0 0
O 0
C C B B
C
0 0

roténoide ptérocarpane

S %

coumaranochromone 3-arylcoumarine

isoflavane

Figure IL.5: Structures des différentes sous-classes d’isoflavonoides

11.2.2.1. Distribution

Les isoflavonoides, en particulier les aglycones sont présents dans les racines, les

rhizomes, le bois, 1’écorce et les graines, dans les feuilles et les fleurs B3] Contrairement
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aux flavonoides, composés ubiquitaires dans le regne végétal, les isoflavonoides sont
quasi-uniquement présents chez les Légumineuses, puisque 85% d’entre eux ont été isolés

. 3 . , . . . . ST Lz
de cette famille ). 1l apparait néanmoins qu’au moins 225 isoflavonoides décrits ont été

isolés de plantes n’appartenant pas aux Légumineuses, mais 4 59 autres familles .

Comme chez les Légumineuses, la majorit¢ des produits isolés sont des isoflavones.
D’aprés une étude de Reynaud er al ) sur 164 isoflavonoides répértoriés, 124 sont des
isoflavones, 17 des déshydroroténoides et 6 des 12a-hydroxyroténoides. On retrouve
¢galement des isoflavanones (2), des roténoides (3), des ptérocarpanes (4),des coumestanes

(5), des coumarochromones (2) ).

11.2.2.2. Biosynthése

La quasi-exclusivit¢ de la présence d’isoflavonoides chez les Légumineuses peut
s’expliquer. Il semblerait en effet, que 1’on retrouve uniquement dans cette famille
I’isoflavone synthase (IFS), enzyme clé dans la synthése des isoflavonoides. Le terme IFS
est utilisé pour décrire la réaction de migration du groupement aryle (Fig 11.6), couplée a
une 2-hydroxylation catalysée par la 2-hydroxyisoflavanone synthase (2HIS), ainsi que la
réaction de déshydratation qui est soit spontanée, soit catalysée par la 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase (2HID) 511101 N¢anmoins, le gene codant pour IFS a été

également identifié chez la canne & sucre (Beta vulgaris, Chenopodiaceae) ™.

Figure I1.6: Biosynthése des isoflavonoides
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La 2-hydroxyisoflavanone synthase (2HIS) catalyse uniquement les réactions a partir des
2S-flavanones. La migration du groupement aryle commence par [’attraction de
I’hydrogéne en position 3, suivie de la migration du cycle B de C-2 a C-3 et de
I’hydroxylation du radical en 2, qui aboutit a la formation d’une 2-hydroxyflavanone '
"2l Les ADNc codant pour la 2HIS ont été clonés a partir de différentes 1égumineuses. Ces
2HIS appartiennent a la famille des cytochromes, et sont dépendantes de NADPH et d’O2
comme co-facteurs ',

Cette classe d’enzyme comprend aussi la flavone synthase II (FSII) qui catalyse la 2-
hydroxylation sans migration du groupement aryle, pour former aprés déshydratation une

flavone a partir d’une flavanone .

Les précurseurs des isoflavonoides (flavanones) sont de simples flavanones comme la
naringénine (5,7,4’-trihydroxyflavanone) ou la liquiritigénine (7,4’-dihydroxyflavanone). Il
semble que certaines 7-hydroxyflavanones sans groupement hydroxyle en position 4’

. . A . . y 8
puissent aussi étre impliquées 8],

La fonction hydroxyle va ensuite é&tre déshydratée en milieu acide par une
2 -hydroxyisoflavanone dehydratase (2HID), qui est classée dans les carboxyestérases de la
famille des hydrolases !, Les 2HID peuvent étre divisées en: 2HIDH dont le substrat est

une simple 2 -hydroxyisoflavanone et en 2HIDM dont le substrat est un dérivé méthoxylé
(11]

Il semblerait que la réaction de déshydratation puisse également se faire spontanément
c’est-a-dire sans intervention d’enzyme dans le cas de certaines 2-hydroxyflavanones
instables, mais avec des cinétiques trés lentes, ce qui représenterait pour le végétal une
voie de biosynthese alternative, notamment quand une production rapide d’isoflavones
n’est pas nécessaire 5] Comme pour les flavonoides, les enzymes de la voie de biosynthese

: . . . 6
des isoflavonoides sont organisées en complexe enzymatique .

Une modification importante des isoflavonoides concerne la 4’-O-méthylation du cycle B
puisque celle-ci permet notamment 1’¢laboration des ptérocarpanes (phytoalexines). Cette
réaction est catalysée par 1’isoflavone O-méthyltransfeérase (IOMT).Il est intéressant de
noter que la régiospécificité de cette enzyme est différente in vivo et in vitro (méthylation

en position 7, sur le cycle A, in vitro) ).
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Le tableau II.1 rassemble la liste des enzymes impliquées dans les différentes étapes de

biosynthése des flavonoides et isoflavonoides présentées dans la (Fig I1.4) et la (Fig I11.6)

Tableau II.1 : Liste des enzymes

Abreviations L’enzyme

CHS Chalcone synthase

CHI Chalcone isomerase

FNSI Flavone synthase I

FNSII Flavone synthase II

IFS Isoflavone synthase

2HIS 2-HydroxylsoflavanoneSynthase
2HID 2HydroxylsoflavanoneDehydratase
FLS Flavonol synthase

FHT Flavanone-3-hydroxylase

I1.2.3. Les Flavonoides et les isoflavonoides prénylés

Les métabolites prénylés sont présents chez les plantes, les champignons et les bactéries.
Les flavonoides et les isoflavonoides prénylés jouent un rdle important dans les
mécanismes de défense des plantes ). 1Is sont le plus fréquemment rencontrés dans les
racines et les écorces, mais on en retrouve aussi dans les parties aériennes, les bourgeons
floraux et les graines "'*l. Méme s’il existe une grande diversité de flavonoides prénylés,
ces composés ont été isolés d’un nombre limit¢ de familles, essentiellement chez les
Leguminosae, Moraceae, Cannabaceae, Clusiaceae, Umbelliferae, = Rutaceae,

[14-16

Euphorbiaceae et Asteraceae 1. Environ 1 000 composés aromatiques prénylés ont été

décrits 1410

], que ce soient des chalcones, des flavones, des flavanols ou encore des
isoflavonoides ! terme « prenylé » désigne les composés comportant une unité en C5,
soit linéaire : diméthylallyle (DMA, également nommée isopentényle), époxyprényle,
méthylbutyle, méthylbutényle, avec différentes hydroxylations, soit cyclique : de type

furane ou pyrane, plus ou moins hydroxylé (Fig IL.7).



Revue bibliographique | 40

P/

3.3 diméthylallyl
ou (3.3-DMA)

/‘,—-’O T
““*\:/[J;[a
6,7-(2.2-dimethyl-

pyrano)
ou (6,7 DMP)

HO ;
I - l'|I
[a] (___:::‘
104

3-méthylbutyl

v
[

— S - ~ L N on e

. e ] J/ f .,

r r o r ( r “ooH |
3-méthyl- J-hydroxy-  époxyprényl 3 pydroxy- Ihydroxyméthyl.  2-oxy-3-méthyl- |
but-1-éayl 3-méthyl- -méthylbutyl  3.méthyl-but-2-éayl  but-3-ényl géranyl

but-3-ényl ’ ’
/i HO.. EH
e ~OH . _
/‘ l 4/1 + A/ =\
O\E:II.-' O. | \x‘r OH[i__, 31 O\[J:l - 0
Eay L;f" . e W Q-Iﬁ]:\_
7.8-(2.2-dimethyl- 782, 2-diméthyl- 7.8-(2,2-diméthyl- 7,8-(2,2-diméthyl- 7.8-furano 6.7-furano
pyranc) ou 3 4-dihydropyrano) 3.4-dihydroxy-3.4- 3,7-dihydroxy-
(7.8 DMP) ou (7.8 DMDHP) dihydropyrana) 3 4-dihydropyranc)

1956
6.7-(2,2-dimethyl-

3 4-dihydropyrano)
ou (6.7 DMPDHP)

HO :
;a
/ \
-‘:_\ -
\ﬁ .
“v’l

7.8[2"-(2-hydroxy 8.7-[2"(2-hydroxy —0  5,6-[2"-(2-hydroxy 7,8-(2"-acétylfurano) 7.8-[2"(1.2-époxy-2-
-isopropyl- -tsopropyl- -ISDPfUP}’l- méthyl)-furanao]
dihydrofuranc) dihydrofurano] HO ! dibydrofurano]
OH aH
. o “‘x’" |
-~ 1 -~
O'T 2 O“‘*| e ’l"/x:l
L 5 [
R = = i
i s - 7 G £ I D {'\_d
7.8-(2,2-diméthyl- 8.7-(2.2-diméthyl- 7,822 -diméthyl-
S-hydroxy-34- 3-hydroxy-3.4- 3-hydroxy-3.4- 3.6-furanc
dibydropyrane) dihydropyrane) dihydropyrano)

4/ == fj/

1,1 diméthylallyl
ou (1.1-DMA)

OH

HO ﬂ TAHOH HO b
J T TJL

OH

3-hydroxy- 1-hydroxy- 3-hydroxy- 1.3-dibvdroxy-
3-méthyl- 3-méthyl- méthylbutyl 3-méthylbutyl
mrans but-1-ényl but-2-ényl

OH

S iy ‘__L\.
WL eI L
6.7-[2"-(2-hydroxy-

isopropyl-)
dihydrofurane)

a
O

7,8-(2"-isopropényl-
dihydrofurane)
ou (7.8-PDHF)

B
oii/r\,

4,7-(2"-isopropényl-
dihydrofurano)
ou (6.7- PDHE)

AL

Figure I1.7: Quelques types de prénylations rencontrées dans la Famille Fabacées modifié
d’aprés Barron et Ibrahim (1996)
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I1.3. Substitution du squelette flavonique

Les substitutions du squelette flavonique sont tres diversifiées, on y trouve notamment des
hydroxylations, des méthoxylations et des glycosylations. Les composés de chaque sous-
groupe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants sur les deux

cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire (7,

I1.3.1. La O-Substitution
I1.3.1.1. L’hydroxylation

D’une maniére générale pour les flavones et les flavonols, et d’aprés les réactions de
biogenese, les hydroxyles en positions 5 et 7 du noyau A et I’hydroxyle en position 4’ du
noyau B sont considérés comme originaux et existent avant la constitution du noyau
chalcone ¥, L’hydroxylation du noyau B dans la position 3’ se fera apres la fermeture de
I’hétérocycle C, c'est-a-dire apreés la formation du squelette chalcone, tandis que la
polyhydroxylation sur le noyau B (les positions 3°, 4°, 5°) se fera par le biais des enzymes

19, 20

(hydroxylases) % ?°). Les positions 2” et 6° du cycle B sont rarement hydroxylés *'1. Dans

le cas des isoflavones, 1I’hydroxylation de la position 2’ du cycle B conduit le plus souvent

. . \ . . 22
en présence des enzymes spécifiques a la formation du ptérocarpane 2.

o O
Q catalyse O

O enzymatique
O
HO

Isoflavane Pterocarpane

Figure I1.8: Transformation de 1’isoflavane en pterocarpane
11.3.1.2. La Méthoxylation

La fixation du groupement méthyle se fait aprés celle du groupement hydroxyle et
nécessite la présence d’une enzyme (O-methyltransferase) qui joue le role de transporteur a

partir de la S-Adenosyl-Methionine (SAM) qui représente le donneur du radical méthyle.

[19],[23

Cette transformation se fera avant la formation du noyau chalcone I Cette réaction de
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méthylation peut également se faire sur le noyau A (carbones 5, 6, 7, 8), noyau (carbones
2°,3,4°,5) et I’hétérocycle C (carbone 3) apres la formation du noyau chalcone dans le
cas de flavones et flavonols !"”). Cependant, trés peu de rapports parlent de la relation
isoflavone-methyltransferase. Par ailleurs la méthylation de la position 5 du cycle A et la

position 4’ du cycle B dans le cas de 1’isoflavone se fait grace a une enzyme séparée et

) [24]

purifiée par Khouri de D’espéce Lupinus luteus (fabacées , on peut citer a titre

d’exemple les deux isoflvones méthoxylés en positions 4’ et 5 2229,

OCH,

4-O-Méthylderrone isolée des 3-0- Methylderrore 1solee des
racines de Euchresia horsfieldii racines e Lupinus luteus

Figure I1.9 : Exemples d’isoflavones méthoxylées

11.3.1.3. L’O-Glycosylation

Elle s’effectue entre un hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle alcoolique du
sucre (glucose, rhamnose, xylose, galactose et arabinose). La O-glycosylation se fait en
présence de I’enzyme Glucosyltransferase et un donneur de sucre comme UDP-Glu
(Uridine diphosphate glucose). D’une maniere générale, I’hydroxyle de la position 7
constitue le site préférentiel de la glycosylation dans le cas des flavones alors que dans le

cas des flavonols ¢’est I’hydroxyle de la position 3 7).

11.3.2. La C-Substitution
11.3.2.1. La C-Méthylation

Le radical méthyle dans ce type de substitution va se lier directement au cycle benzénique
par une liaison carbone-carbone. Cette liaison est rencontrée en position C-6 ou en position
C-8, ou encore en position C-6 et C-8. L’enzyme catalysant la C-méthylation en position 6

et / ou en position 8 est toujours inconnue (28]
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11.3.2.2. La C-Glycosylation

Les flavonoides C-glycosylés ne sont pas rares, on y trouve plus de 350 hétérosides 29

Dans ce type de composés, le sucre est lié directement au cycle benzénique par une liaison
carbone-carbone. Cette liaison résiste a ’hydrolyse acide P°. D’une maniére générale, la

liaison carbone-carbone est rencontrée souvent en position C-6 et ou en position C-8.

I1.4. Activité biologique des flavonoides

Etant de distribution ubiquitaire au sein des végétaux, les flavonoides pourraient étre a
I’origine des vertus préventives et curatives de plusieurs plantes médicinales. La principale
propriété, initialement attribuée aux flavonoides, est d’étre vasculoprotectrices et
venotoniques, car ils sont capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et

[29]

de renforcer leur résistance . Actuellement, les flavonoides sont connus par de

remarquables activités pharmaco biologiques comme entre autres des effets, antivirales,

antimicrobiens et anticancéreux 31-32]

antiallergiques, anti-inflammatoires,
anti-thrombotiques, antitumoraux et hépato-protecteurs **!. Ces activités sont attribuées en

partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels.

I1.5. Relation structure-activité antioxydante des flavonoides

Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des composés phénoliques
ont montré que [’activité antioxydante était déterminée par la position et le degré

d’hydroxylation *¥. (Fig I1.10).

Figure I1.10 : Eléments essentiels pour I’activité-antioxydante des flavonoides.
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Les ¢éléments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydant optimale ont

[35-37]

¢té établis par plusieurs auteurs Il s’agit de :

» La présence d’une fonction catéchol sur le cycle B :

La configuration des ortho-dihydroxy du noyau B est le paramétre structural le plus
significatif de 1’activité antioxydant. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence
d’un hydroxyle en ortho de celui qui a cédé son atome d’hydrogene. En effet, cette stabilité
résulte de la délocalisation de 1’électron non apparié et de la formation d’une liaison

hydrogene.

quercétine kaempf érol chrysine apigénine

» La présence d’un motif énone dans le cycle C.

La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une délocalisation

¢lectronique stabilisante du radical phénoxy.

it OH

OH ‘ OH OH
5 O 0 HO 0 O
> .

OH O

OH

OH

quercetine taxifoline Catéchine

» La présence de groupement hydroxyle en position 3

La glycosylation ou la méthylation de I’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a

une diminution importante de 1’activité antioxydant. Cet effet est moins marqué lorsque les
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autres groupements phénoliques sont substitués. La présence d’un groupement hydroxyle
en position 3 renforce donc les propriétés anti oxydantes dans le cas ou le cycle C est
insaturé.La présence d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a 1’effet

antioxydant dans le cas des isoflavones %,

I1.6. L’étude chimique des flavonoides
I1.6.1. Extraction

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des composés phénoliques,

(291,

notamment les flavonoides *”" ** L’une de ces méthodes est adoptée par notre laboratoire,

les étapes essentielles sont :

- Macération répétée du matériel végétal dans une solution hydroalcoolique
(méthanol ou éthanol).

- Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité
croissante. Les solvants les plus utilisés sont : le dichlorométhane ou le
chloroforme qui permettent 1’extraction des aglycones méthoxylés et hydroxylés,
I’acétate d’éthyle qui permet D’extraction des aglycones polyhydroxylés et
monoglycosylés, et en dernier le n-butanol qui accéde aux hétérosides
polyglycosylés et aussi les hétérosides de type C-glycosyle.

- Les extraits obtenus sont ensuite évaporés a sec et pesés pour un éventuel

traitement.

I1.6.2. Séparation et purification

La séparation des composés phénoliques est fondée essentiellement sur les différentes

techniques chromatographiques telles que :



Revue bibliographique | 46

1. la chromatographie liquide sur colonne (CC) : elle est basée sur I'utilisation d’une
phase stationnaire comme le silicagel, la cellulose ou le polyamide et une phase mobile
constituée par divers systemes de solvants comme ¢éluant. Elle est la plus utilisée pour
la séparation des quantités de mélanges importantes et complexes **/.

2. la chromatographie préparative sur papier (CP) : basée sur I’utilisation d’une surface
plane de cellulose considérée comme support maintenant par imprégnation une phase
stationnaire liquide, les systémes de solvants les plus utilisés dans cette technique sont :

* L’acide acétique 15 et 30 % constitue le systéme aqueux.
* Le n-butanol / Acide acétique/ Eau (BAW) 4 /1/ 5 constitue le systeéme
Organique *!).

3. la chromatographie préparative sur couche mince (CCM), tres simple et trés rapide, elle
est utilisée aussi bien pour la séparation que pour la purification en utilisant les diverses
phases stationnaires et les systemes de solvants appropriés.

La purification ultime des composés phénoliques isolés se fait généralement sur une

colonne de Sephadex LH20 en utilisant le méthanol comme ¢€luant.

ILI.7. Analyse structurale des flavonoides

L’identification des structures flavoniques est basée essentiellement sur les différentes
techniques spectroscopiques telles que la résonance magnétique nucléaire (R.M.N.) avec
ses différents modes (IH, 13 C, DEPT, COSY, etc....), la spectrométrie de masse (SM) avec
différents types d’ionisation : impact électronique (IE), ionisation chimique (IC) et
bombardement des atomes accélérés (FAB) ainsi que la spectrophotométrie UV-Visible

[41-42] Elle donne des indications

qui reste la méthode de choix pour ce type de composés
importantes sur la nature du flavonoide et son mode de substitution. Toutefois, la
fluorescence sous lumiére UV et les valeurs de leur R dans différents systémes de solvants

donnent des informations utiles.

I1.7.1. Solubilités des flavonoides

En présence d’un solvant, la structure du flavonoide pourrait étre différente suite aux

interactions suivantes **!

- des interactions de type hydrophobe avec les solvants apolaires concernant les

cycles aromatiques (A et B) et les substituants carbonés aliphatiques .
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- des interactions dipolaires entre les solvants polaires et les groupes fonctionnels des
flavonoides (carbonyle, éther, ester, hydroxyle).

- des liaisons hydrogenes entre le solvant (eau, alcool, amine) et les divers groupes
donneurs ou accepteurs de ce type de liaison présent sur le flavonoide.

- des interactions de type ¢électrostatique entre les groupes hydroxyles et
carboxyliques ou pour les anthocyanes & certain pH. Selon Saidman'**, le facteur
principal influencant la solubilité¢ de la flavone est sa capacité a former des liaisons

hydrogenes avec le solvant.
I1.7.2. Facteur de retardement et comportement chromatographique

Ce facteur symbolisé par Rf est défini comme étant le rapport de la distance entre la tache
du produit et I’origine d’une part et la distance entre 1’origine et le front de solvant d’autre
part. La valeur du Rf varie avec la nature du solvant utilis¢ (organique ou aqueux), le type
de support chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose), la forme du produit lui-
méme (aglycone ou glycosyle), ainsi que de la disposition des différents substituants sur le

4041 ot 43 e tableau suivant montre I’influence de la substitution du

squelette flavonique *
squelette flavonique sur la valeur du Rf.

Tableau IL.2 : La relation entre le Ry et la structure flavonique

Structure flavonique R
Augmentation des groupes Ry diminue dans les systémes de solvants organiques
hydroxyles et augmente dans les systémes de solvant aqueux.

Meéthylation des hydroxyles | Re augmente dans les systemes de solvants organiques

et diminue dans les systémes de solvant aqueux.

_ R¢ diminue dans les systémes de solvants organiques
Glycosylation .
et augmente dans les systémes de solvants aqueux.

I1.7.3. La Fluorescence sous lumiére de Wood

L’absorption des substances flavoniques sous lumiére de Wood a la longueur d’onde de

365 nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique. Le tableau

suivant montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique *.
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Tableau I1.3 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structures

flavoniques.
La fluorescence Les structures possibles
Violette noire Flavones avec 5,6,70u 5,7,8 trihydroxy flavone.
Flavones avec 3-OR.
Chalcones .
Bleue Flavone ou flavonol sans OH en 5.

Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.
Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH et avec ou sans 5-OH.
Orange fluorescente Isoflavones

Jaune-verte Aurones

Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

11.7.3.1. Absorption des rayonnements UV

L’action des flavonoides dans les plantes résulte en partie de leur effet filtre et de leur forte

absorption dans le domaine UV du spectre [46-47]

. Les spectres UV des flavonoides
Exhibent deux bandes d’absorption principales dans la région 240-400 nm. La bande I
(300-395nm) est considérée comme étant associée a 1’absorption de la partie cinnamoyle
(noyau B) du flavonoide et la bande II (240-280 nm) a celle de la partie benzoyle comme

I’indique le schéma suivant :

Chro ";Egm

ben

Plusieurs facteurs peuvent affecter le spectre d’absorption et le coefficient d’extinction des
flavonoides. L’augmentation du nombre d’hydroxyles sur la partie aglycone provoque un
déplacement bathochrome des bandes d’absorption vers de plus grandes valeurs

(tableau 11.4).
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Tableau I1.4: Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides.

classe des flavonoides

absorption UV-visible Amax (nin)

Bande II Bande I
flavonol 250-280 330-385
quercétine 255, 269s 301s, 370
quercétine 3-O-glucoside 257, 269s 299s. 362
hespéretine 288 300s
faxifolin 290 327s
flavone 250-280 310-350
chrysine 247s,268 313
apigénine 267, 296s 336
flavanone et dihvdroflavanol 275-295 300-330
flavanol 270-280 -
chalcone 230-270 340-390
4’-hydroxychalcone 328
2’, 4, 4’-trihydroxychalcone 367
aurone 230-270 380-430
4-hydroxyaurone 389
6. 3°. 4’ -trihydroxyaurone-6-glucoside 405
anthocyane 270-280 465-560
cyanidin-3-glucoside 274 523
pelargonidine 3,7-diglucoside 279 498
isoflavone 245-275 310-330
daidzein 238s, 249 260s, 303s
genistein 261 328s

En absence d’hydroxyle en position 3, cas des flavones, la longueur d’onde de la bande I
est plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en particulier sur
les hydroxyles en position 3, 5, 7, 4°, provoquent un déplacement hypsochrome vers les
longueurs d’ondes plus courtes. Toutefois, la nature du sucre n’a généralement pas d’effet
8] Pour I’acylation, peu de données existent sur 1’effet de cette réaction sur les propriétés

spectrales des flavonoides.

I1.7.3.2. Réle et importance des réactifs sur le spectre UV

Chlorure d’aluminium (AICl;) et mélange chlorure d’aluminium/acide chlorhydrique
(AICI/HC); :le chlorure d’aluminium forme un complexe trés stable avec les flavonoides
ayant les systemes (5-OH/4-CO) et (3-OH/4-CO) et un complexe instable en milieu acide
avec les systémes ortho dihydroxylés. Cette réaction de complexation permet la détection
des 5-OH, 3-OH et les systémes ortho hydroxylés dans les flavonoides ou 2’-OH dans les
chalcones et 4-OH dans les aurones. Cette réaction s’observe sur le spectre par un
déplacement bathochromique de la bande II  (présence de 5-OH, systéme ortho
dihydroxylé sur le cycle A) ou de la bande I (3-OH, systéme ortho dihydroxylé sur le
cycle B).
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Méthanoate de sodium (NaOMe) : Base forte, ce réactif ionise tous les hydroxyles
localisés sur le squelette desflavonoides. Il permet de détecter la présence des hydroxyles
en position 5 et 7 par un effet bathochrome de la bande II. Il permet également de mettre
en évidence les hydroxyles libres en position 3 et 4.

Acétate de sodium (NaOAc) :Plus faible que la précédente, cette base n’ionise que des
hydroxyles plus acides,Localisés aux positions 7, 3, 4’ d’une flavone. Compte tenu du fait
que la bande II est liée au cycle A, I’ionisation du 7-OH sera caractérisée par un effet
bathochrome de la bande II alors qu’une ionisation des 3-OH/ 4’-OH se traduira par un

effet bathochrome de la bande I.
I1.7.4. La Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique qui permet la détermination du poids
moléculaire des aglycones ainsi que le nombre et la nature des substituants hydroxyles ou

(49501 Les ruptures de liaisons chimiques au sein de ’ion moléculaire, donnent

méthoxyles
des ions fragments caractéristiques, ces derniers fournissent des renseignements utiles,
notamment sur la substitution des noyaux A et B U Différentes techniques d’ionisation
existent dont les plus récentes sont les techniques d’ionisation douces qui sont

I’¢lectrospray :

(ESI : electrospray ionization), I’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI :
atmospheric pressure chemicalionization), (IE) I’ionisation par impact électronique,
(IEHR) I’ionisation par impact électronique a haute résolution et (FAB) Bombardement
des atomes accélérés. Dans cette dernicre technique 1’ion moléculaire n’est pas toujours
observable. On observe généralement, ’ion correspondant au poids moléculaire plus un
proton [M+H] ™ D’autres ions peuvent se former lorsqu’il existe des impuretés de sel ou
par addition de chlorure de sodium NaCl (on obtient I’ion [M+Na]"), ou de chlorure de
potassium (on obtient I’ion [M+K]"). Ces informations permettent de déduire le poids
moléculaire du composé étudié. Les flavonoides ont été largement étudiés en spectrométrie

[51-52

de masse en particulier les dérivés glycosylés I Ces études ont permis d’établir des

schémas de fragmentation de ces composés dans le but de pouvoir les identifier dans un

. c N - 53-55
extrait brut sans avoir a les isoler 2>

Les différents techniques et mécanismes de fragmentation des Flavonoides sont récapitulés

dans les figures (IL.11 et I1.12) pris comme exemples.
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[M-35]7

Figure II.11: Schéma de fragmentation d’une flavanone prénylée en position 6
(RDA : Rétro Diels-Alder).

Figure I1.12 : Fragmentation par rétro Diels-Alder des flavones
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I1.7.5. La Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire trouve un grand emploi pour la
; o . 56 . L :
détermination des structures flavoniques "% C’est une méthode précise et efficace, mais
nécessite une grande quantité du produit ce qui limite son utilisation par rapport aux autres

méthodes d’analyses.

> Spectre RMN 'H: Elle informe sur I’environnement des différents protons
flavoniques qui résonnent généralement entre 6 et 8 ppm L elle permet de
connaitre :
e La position et le nombre de divers protons porté par le flavonoide
e Le nombre de substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique
e Le nombre et la nature des sucres li¢s a 1’aglycone.
> Spectre RMN "C: 1l permet de déterminer le nombre d’atomes de carbone et de
connaitre leurs déplacements chimiques et leurs natures (C quaternaire, CH, CH2, ou
CH3). 1l donne aussi des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux

identifier la molécule telles que [**- %%

-Le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur

environnement.
-la connaissance de type des liaisons —C et / ou —O sucres.

> Spectre COSY (2D 'H-"H) : 1l permet de déterminer les couplages 'H-'H de protons
géminés ou vicinaux. On observe des taches de corrélation entre deux protons
voisins, distants de 2 liaisons (2J) et 3 liaisons (3.J).

> Spectre HSQC (2D 'H-"C) : 1l permet d’établir les corrélations directes 'H-">C. On
observe sur le spectre des taches de corrélation entre les atomes de carbones et les
protons directement liés.

» Spectre HMBC (2D 'H-"C) : Il permet d’établir les corrélations entre protons
'H-"C (Fig I1.14) a longue distance a travers les liaisons. On observe sur le spectre
des taches de corrélation entre les atomes de carbone et les protons distants de 2 ou 3

liaisons.
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2

Figure II.13: Principes des techniques de RMN a deux dimensions

> Spectre NOESY (2D 'H-"H):11 indique les couplages "H-"H a travers I’espace.
> Spectre ROESY (2D'H-'H):Ce type d’expérience permet de visualiser les
corrélations dipolaires proton-proton entre deux voisins proches. Les corrélations
peuvent étre d’origine intra- ou extra-résidu.
Les spectres NOESY et ROESY sont spécialement intéressants pour la détermination de

distances interatomiques

v L’élucidation structurale nécessite I’analyse conjuguée de ces différents spectres.
Les corrélations COSY permettent dans un premier temps de déterminer
I’enchainement des CH, CH,, et CH; et d’élaborer des motifs de structure. Ceux-ci
seront ensuite connectés grace aux corrélations HMBC mettant en évidence les
carbones quaternaires. Enfin, les corrélations NOESY permettent de déterminer la

disposition spatiale des protons et d’établir la configuration relative de la molécule.
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CHAPITRE II1. ETUDE CHIMIQUE DE DEUX ESPECES DE GENISTA

IIL.1. Etude bibliographique

La recherche bibliographique que nous avons menée sur les deux especes du genre

Genista: G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.) et G. quadriflora Munby, a

montré que ces deux plantes n’ont fait 1’objet d’aucune étude chimique auparavant.

ITL.2. Choix du matériel végétal

Plusieurs critéres ont guidé le choix de cette étude, parmi lesquels on cite:

La rareté de I’espéce G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.) et I’endémisme de

I’espece G. quadrifloura Munby. Ainsi que notre intérét prononcé au genre Genista qui a

la capacit¢ d’accumuler des molécules a activité biologique potentielle, notamment les

isoflavonoides.

ITL.3. Place dans la systématique

La classification botanique synthétisée de ces plantes est représentée dans le tableau I11.1

Tableau II1.1: classification botanique des deux especes €tudiées

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Fabales
Famille Fabacées
Tribu Genisteae
Genre Genista
Espeéce 1 G. aspalathoides Lamk. ssp.
erinaceoides (Lois.)
Espéce 2 G. quadriflora Munby

I11.4. Description botanique

o G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.)
C'est un petit arbrisseau, de 10 a 50 cm. a tiges trés rameuses, tortueuses, et dont les

rameaux portent des renflements sur les cotés, leur ensemble forme un buisson serré et

épineux. On le trouve dans les fentes des rochers et sur les coteaux, les fleurs jaunes
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stigmate unilatéral forment une lame sur la face ). On reconnait cette espéce aux

2 . N NPT O \
. Les feuilles sont entieres, c'est-a-dire réduites a une seule

caractéres suivants
foliole, sans pétiole et sans stipules, relativement petites, étroites et poilues. Les fleurs
sont isolées ou groupées par 2 a 4 ; 1'étendard est a peu pres de la méme longueur que
la caréne, il est couvert de petits poils et la caréne est velue. Le fruit mir, d'environ 10
a 15 millimétres de longueur sur 3 a 4 de largeur, est brun et couvert de petits poils.
(Assez souvent, les fleurs sont trés poilues et a étamines libres, ce qui est di a un
parasite).
¢ Genista quadriflora Munby

Le genét a quatre fleurs est une espéce endémique algéro-marocaine (c’est-a-dire son
aire de répartition est départagée entre le Maroc et 1’Algérie). Pour notre pays cette
espece est rare, (Sensu Quézel et Santa). 1-B1 st une plante annuelle, arbrisseaux a
rameaux dressés, éphédroides. Feuilles trés vite caduques. Inflorescences 3 a 5 flores.
Calice brievement pubescent. Feuilles réduites a de simples écailles. Rameaux courts,

raides et forts. Gousses dispermes de 10 a 12 mm, pubescentes. Fleurs jaunes. !

IIL1.5. Répartition géographique

¢ G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.)
Elle est commune a la région sud est Algérien, les figures I11.1 ; I11.2 et II1.3 représentent

des photos de cette plante.

Figure I11.1 : Photo les tiges de G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois)
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Figure I11.2 : Photo les fleurs de G. aspalathoides Lamk

Figure II1.3 : Photo petit arbrisseau de G. aspalathoides Lamk

e Genista quadriflora Munby
Elle est commune a I’ Algérie et au Maroc, la figure 111.4 montre la photo de cette

espece.

Figure II1.4 : Photo de Genista quadriflora Munby
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II1.6. Screening Chimique des deux plantes

L’étude préliminaire effectuée sur les parties aériennes de ces plantes afin de
déterminer les différentes substances chimiques est basée sur la méthode de
colorimétrie. ! Des alcaloides, des flavonoides, des hétérosides cardiotoniques et
cyanogénétiques, des quinones, des saponines, des stéroides, des tanins et des

terpénoides ont été testé sur ces deux espéces.

IIL.6.1. Recherche des alcaloides '

Mode opératoire

*On dissout 5g de poudre végétal dans 25ml d’acide sulfurique dilué a
10% dans un Erlen Meyer.

*laissé macérer pendant 24 heures ;

* filtré et lavé a I’eau distillée de maniére a obtenir 25ml du filtrat ;
*introduire 1ml du filtrat dans un tube a essai ;

* ajouter 3 gouttes du réactif de Dragen Dorff.

Caractérisation

Réaction de précipitation : I’apparition d’un précipité indique la présence d’alcaloides.

I11-6-2 Recherche des coumarines

Mode opératoire

* Mettre 1g de poudre végétale dans un Erlen Meyer;

*Ajouter 20ml de I’éther di éthylique a la poudre avec agitation ;

* Laissé macérer pendant 24heures ;

*Filtré et complété le filtrat jusqu’a 20ml ;

* Evaporé 1’extrait éthéré a I’air libre jusqu’a 5ml ;

*Reprendre avec 2ml de I’eau chaude;

* Partager la solution entre deux tubes a essai;

*Ajouter au contenu de 'un des tubes de I’ammoniaque a 25% ;
mélanger et observer la fluorescence sous UV a 366nm.

Caractérisation

Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque indique la

présence de coumarines.
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I11.6.3. Recherche des triterpénes, stérols et terpénes

Mode opératoire

*Laiss€ macérer 5g de maticre végétale dans 50ml de Solution de
méthanol/eau (v/v 80:20) pendant 24heures puis filtré ;
*Evapor¢ 1’extrait hydro alcoolique a sec;
*Ajouté¢ 20ml de DI’éther di éthylique apres refroidissement afin de
dissoudre les composés apolaires.

I11.6.3.1. Identification des terpénes et stérols 7]
La phase éthérée obtenue est évaporée a sec, puis reprise par 15 ml de
chloroforme.la solution ainsi obtenue est divisés en 3 parties:
*La premiere partie: laissée comme témoin
*La deuxiéme partie: a cette solution on a rajouté 3ml d’anhydre acétique et
3gouttes d’acide sulfurique concentré.

Caractérisation

Un changement de couleur rapide est en faveur de la présence de composés stéroidiens
saturés, cette couleur devenue verte foncée montre la présence des terpenes
*La troisiéme partie: a cette partie on rajoute quelques gouttes d’acide sulfurique.

Caractérisation

L’apparition d’une couleur rouge cerise montre la présence des stérols insaturés.
I11.6.3.2. Identification des triterpénes (81

Un volume de 10 ml d’extrait hydro alcoolique est évaporé a sec, le résidu obtenu est
dissous dans 0,5ml d’anhydre acétique et 0,5ml de chloroforme. la solution ainsi
obtenue est transférée dans un tube sec avec une pipette pasteur on rajoute (1 a 2 ml)
d’acide sulfurique concentré au fond du tube.

Caractérisation

Au contact des deux phases organiques la formation d’un anneau marron
montre la présence des triterpénes.
I11.6.4. Recherche des substances poly phénoliques (tanins)

Mode opératoire

S5g de maticre végétale sont infusés dans 50ml d’eau distillée bouillante pendant 30

minutes.
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I11.6.4.1. Tanins catéchiques
Nous avons prélevé 2ml de 1’infusé et mis dans un tube a essai dans lequel on ajoute
quelques gouttes de chlorure ferrique a (1%).

Caractérisation

L’apparition d’une coloration ou la formation d’un précipité indique la présence des
tanins catéchiques.

I11.6.4.2. Tanins galliques 18]

Prélever 2ml de I’infusé précédent et les mettre dans un tube a essai, saturé en acétate
de sodium puis rajouter quelques gouttes de chlorure ferrique a (1%).

Caractérisation

La formation d’un précipité indique la présence des tanins galliques.

I11.6.5. Recherche des flavonoides et des leuco anthocyanes L10]

Mode opératoire

*Mettre 5g de matiére végétale a infuser dans 50ml d’eau distillée

pendant quelques minutes;

*Apres filtration on introduit 6ml du filtrat dans 3 tubes, chacun contient

2ml on ajoute dans:

**]er tube: Iml de NaOH;

**2¢eme tube: 1 ml d’eau distillée ;

**3¢me tube: Iml de HCI concentré et des coupeaux de magnésium.
Caractérisation

En présence des flavonoides les colorations suivantes : rouge, jaune-rougeatre,
rouge a rouge violacé, rouge foncé ou violet ou bleu, jaune et rose peuvent étre
observées. La coloration rouge au 3eme tube confirme la présence des leuco
anthocyanes.

I11.6.6. Recherche des saponines ]

Mode opératoire

*mettre dans un Erlen Mayer une quantité de 1’infusé utilisé dans la
recherche des flavonoides;
*agité pendant quelques minutes.

Caractérisation

L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines.

I11.6.7. Recherche des anthocyanes [12]

Mode opératoire
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*laissé macérer 5Sg de matiere végétale dans 5S0ml d’eau distillée
bouillante pendant 15mn;
*filtré et complété avec 1’eau jusqu’a 50ml;
*prendre et y ajouter Sml d’acide sulfurique dilué a 10% et Sml d’ammoniaque a
10%.
Caractérisation

La coloration bleu-violacée indique la présence d’anthocyanes.

I11.6.8. Recherche des quinones (3]

Mode opératoire

*Humecter 5g de matiere végétale par quelques gouttes de HCI ;
*Mettre cette matiére en macération dans un Erlen contenant 10ml
d’éther de pétrole pendant 24 heures ;
*Filtrer et prendre 2ml du filtrat dans un tube a essai ;
*Ajouter 2ml de NaOH 10% au filtrat.
Caractérisation

La coloration rouge —violet indique la présence des quinones.

II1.7. Extraction de deux espéces Genista

II1.7.1. Extraction de Genista aspalathoides Lamk
La quantit¢ de matériel végétal obtenue (2700g) a subit une macération dans un

mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 72 heures. Le premier
extrait récupéré est concentré sous pression réduite et une température modérée
(environ 35 °C). La macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant
et dure dans chaque cas de 24 a 48 heures. Les trois extraits hydroalcooliques
récupérés sont réunis et concentrés. On rajoute a cette solution concentrée et
sous agitation magnétique 800 ml d’eau distillée. Puis on la laisse reposer
pendant une nuit. Aprés filtration la solution aqueuse obtenue subit une
extraction de type liquide-liquide en wutilisant des solvants de polarité
croissante @ commencer par 1’éther de pétrole, le chloroforme, puis 1’acétate
d’¢éthyle et en dernier le n-butanol. Les phases organiques récupérées sont séchées
avec du Na,SO, anhydre puis filtrées, concentrées sous pression réduite a sec et
pesées. On obtient 0,5g d’extrait pour la phase éther de pétrole. 4g d’extrait pour la

phase chloroforme, 14g d’extrait pour la phase acétate d’éthyle. 80 g d’extrait
n-butanol.
La Figure IIL5 représente I’Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction de

I’espece G. aspalathoides Lamk.
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Matiére végétale m = 2700g.

Macération a EtOH/H,O 80 :20 (v/v)
Filtration

Extrait
Ethanolique

|

Concentration (t=35°C)
Dilution avec 800 ml de H,O distillée
Filtration

Filtrat

Extraction par de I’éther de pétrole (x1)
Décantation
Séparation

v

Phase aqueuse

» Extraction par du CHCI; (x3)

e Décantation
» Séparation

v

Phase organique

» Séchage par
Na;SO4 anhydre
* Filtration

v

Phase organique

» Séchage par
Na SO, anhydre

* Filtration

» Concentration

v

Phase aqueuse

e Concentration

Extrait éther de pétrole

= Extraction par m=0,5 g

AcOEt (x3)
e Décantation
» Séparation

l

Extrait chloroforme
Phase aqueuse

m=4g
= Extraction par
n-butanol (x3)
» Décantation
1 s

Phase aqueuse
a jeter

Phase organique

Phase organique

* Séchage par Na,SO4 anhydre
* Filtration
» Concentration (t=35°C)

Extrait AcCOEt m= 14g

» Séchage par Na,SO4 anhydre
« Filtration
* Concentration

Extrait n-butanol m=80g

Figure IIL.5: Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction de
I’espece G. aspalathoides Lamk.
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I11.7.2. Séparation chromatographique

I11.7.2.1. Séparation et purification des composants de I’extrait Acétate d’éthyle

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait, nous
avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice
déposée sur une feuille d’Aluminium, la meilleure séparation a était obtenue avec le

systtme de solvant Ether de pétrole/ Acétate d’éthyle (7:3).

» Séparation sur colonne

Cette étape permet une séparation grossiere des molécules selon leur polarité. Une
masse d’environ 13 g d’extrait acétate d’éthyle est déposée sur une colonne de gel de
silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans de I’éther de pétrole. L’¢élution
est réalisée par un gradient de polarité du systeme Ether de pétrole / Acétate d’éthyle en
commengant par 1’éther de pétrole pur et en terminant par I’acétate d’éthyle pur avec
un fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les
plaques sont visualisées sous lumi¢re UV (254 et 365 nm).

Les résultats de La progression de cette colonne sont rassemblés dans le tableau II1.2.
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Tableau II1.2: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de
I’extrait Acétate d’éthyle de G. aspalathoides Lamk

Lot de N° de la Systéme d’élution
Fraction Fraction % Ether Y% Acétate
de d’éthyle
pétrole

1-34 1 100 0

35-42 2 98 2

43-59 3 96 4

60-66 4 94 6

67-74 5 92 8
75- 79 6 90 10
80- 90 7 90 10
91 -99 8 85 15
100- 106 9 85 15
107- 112 10 80 20
113- 124 11 80 20
125- 139 12 80 20
140- 153 13 80 20
154- 163 14 75 25
164- 172 15 75 25
173- 180 16 70 30
181- 194 17 70 30
195- 202 18 70 30
203-213 19 70 30
214-219 20 60 40
220- 229 21 60 40
230- 242 22 60 40
243- 250 23 55 45
251- 260 24 55 45
261 -273 25 55 45
274- 281 26 50 50
282- 289 27 50 50
290- 300 28 50 50
301- 305 29 50 50
306- 318 30 45 55
319- 331 31 45 55
332 -337 32 45 55
338- 346 33 45 55
347- 351 34 40 60
352- 357 35 40 60
358-366 36 25 75
367-372 37 25 75
373- 378 38 25 75
379- 391 39 25 75
392- 405 40 15 85
406- 411 41 15 85
412- 417 42 15 85
418-422 43 15 85
423- 429 44 5 95
430- 437 45 5 95
438- 445 46 5 95
446- 453 47 5 95
454- 461 48 0 100
462- 470 49 0 100
471- 481 50 0 100
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Apres rassemblement selon les résultats du suivi analytique, les fractions sont
testées dans le systeme chloroforme / MeOH avec différentes proportions. Ces tests
nous ont permis de réaliser un second regroupement qui est présenté dans le tableau
11.3.

Tableau II1.3: Regroupement final des fractions issues de la colonne

chromatographique de I’extrait Acétate d’éthyle de G. aspalathoides Lamk.

N° de la Nom de la Masse Observations
Fraction Fraction
1 AG1 077.9 Graisses et cires
2 AG2 044.5 Graisses et cires
3 AG3 130.3 Meélange complexe
4 AG4 108.3 Me¢lange complexe
5 AG5 112.6 Mélange complexe
6-7 AG6 256.3 Me¢élange complexe
8-9 AG7 1522,2 Me¢élange complexe
10- 13 AGS8 320,0 Meélange séparable
14 -15 AG9 397.7 Me¢élange séparable
16 -19 AGI10 316.1 Me¢élange séparable
20 -22 AGI11 285.4 Me¢élange séparable
23-25 AGI12 587,2 Me¢lange complexe
26- 29 AGI13 922,1 Meélange complexe
30-33 AGl14 254 .1 Mélange séparable
34 -39 AGI5 820,0 Meélange séparable+Produit
majoritaire
40 -43 AG16 205,5 Mélange complexe
44- 47 AG17 731.4 Me¢lange séparable
48 -50 AGI18 5485,6 M¢élange complexe

Parmi les 18 fractions obtenues, on a procédé¢ a la séparation des fractions AGS,
AGY, AG10, AG11, AG14, AGl5et AG17 a cause de leur simplicité et leur poids

relativement important.
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» Séparation et purification sur couche mince

* Fraction AG9

La fraction AG9 de masse 397.7 mg a été séparée sur plaques préparatives de gel de silice
avec le systeme ¢luant Ether de pétrole / Acétate d’éthyle (70:30) pour donner un précipité
de couleur blanche et monotache sous U-V qu’on nomme G 1= 143 mg

* Fraction AG10

Une quantité (316.1 mg) de cette fraction, a été séparée sur plaques préparatives de gel de

2°M¢ élution,

silice, €¢luées par le systéeme d’¢élution chloroforme/méthanol (90:10) apres la
nous avons obtenu deux produits a 1’état pur.

G 2= 76.51 mg précipité de couleur jaune qui s’avere un mélange.

G 3= 71.24 mg produit monotache de couleur jaune.

* Fraction AG11

Apres regroupement, la fraction 285 mg résultante a subi une recristallisation dans un
mélange de chloroforme et un peu de méthanol. Les cristaux Jaune obtenus sont lavés
plusieurs fois avec du méthanol, pour donner un produit G4 de masse 110 mg et le produit
G5= 42 mg produit monotache de couleur jaune a été séparé sur plaques préparatives de
gel de silice avec le systeme ¢éluant Ether de pétrole / Acétate d’éthyle (70:30).

* Fraction AG14

L’étude de la fraction AGI14 de masse (254.1 mg ) sur plaques préparatives de gel de
silice €luées par le systeme Acétate d’éthyle /Ether de pétrole (70:30) a permis d’isoler
un produit pur G 6 = 143 mg produit sous forme de précipité de couleur blanche .

* Fraction AG15

L’ensemble de ces six fractions 820 mg a donné un produit majoritaire par une simple
recristallisation avec méthanol, c’est le produit G 7 = 730 mg sous forme d’un précipité
blanc.

* Fraction AG17 Poids 731.4 mg

La séparation a été faite sur plaques préparatives de gel de silice avec le systeme éluant
chloroforme/méthanol (9:1) pour donner : précipité blanc G8 = 82 mg.

» En conclusion, nous pouvons dire que [’extrait acétate d’éthyle de I’espéce
G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois) est trés riche en métabolites secondaires

ce qui rend la séparation délicate.
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I11.7.2.2. Séparation et purification des composants de I’extrait Chloroforme

>  Séparation sur colonne : Une masse d’environ 3.5 g de I’extrait chloroforme est déposée
sur une colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans de 1’éther de
pétrole. L’¢lution est réalisée par un gradient de polarité du systéme Ether de pétrole / Acétate
d’éthyle avec un fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de ces fractions est effectué¢ par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques
sont visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm). La progression de cette colonne est
rassemblée dans le tableau I11.4

Tableau III.4: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
chloroforme de G. aspalathoides Lamk.

Lot de Ne° de la Systeme d’élution
Fraction Fraction
%Ether de pétrole %Acétate d’éthyle
1-10 1 100 0
11-19 2 100 0
20-29 3 100 0
30-40 4 100 0
41-50 5 98 2
51-56 6 98 2
57- 63 7 98 2
64 -69 8 95 5
70- 77 9 95 5
78- 89 10 95 5
90- 92 11 95 5
93-99 12 95 5
100- 105 13 90 10
106- 111 14 90 10
112- 118 15 90 10
119- 129 16 90 10
130- 137 17 90 10
138- 144 18 85 15
145- 153 19 85 15
154- 163 20 85 15
164-173 21 80 20
174- 182 22 80 20
183- 194 23 80 20
195- 204 24 75 25
205 -211 25 75 25
212-221 26 75 25
222-233 27 70 30
234- 241 28 70 30
242- 247 29 70 30
248- 256 30 60 40
257- 266 31 60 40
267 -289 32 60 40
290- 299 33 50 50
300- 314 34 50 50
315- 327 35 40 60
328- 335 36 40 60
336- 347 37 30 70
348- 356 38 30 70
357- 369 39 20 80
370- 383 40 20 80
384- 394 41 10 90
395- 401 42 10 90
402- 410 43 0 100
411-430 44 0 100
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Les pots de méme composition sont rassemblés, on obtient 15 fractions (voir tableau

11L5).

Tableau IIL5 : Regroupement final des fractions issues de la colonne chromatographique

de I’extrait Chloroforme de G. aspalathoides Lamk.

N° de la Nom de la Masse Observations
Fraction Fraction (mg)
1-4 OKl1 064,7 QGraisses et cires
5-7 OK2 164,4 Me¢élange complexe
8-12 OK3 180,6 M¢élange complexe
13-17 OK4 241,2 M¢élange complexe
18-20 OK35 118,0 Mélange séparable
21-23 OK6 035,0 Mélange séparable
24-26 OK7 070,0 M¢élange séparable
27-29 OK8 120,0 M¢élange séparable
30-32 OK9 304,7 M¢élange complexe
33-34 OK10 238,8 Me¢élange complexe
35-36 OKl11 289.4 M¢élange complexe
37-38 OK12 258,5 Me¢élange complexe
39-40 OK13 110,0 Me¢lange séparable
41-42 OK14 293,1 Trainée
43-44 OK15 747,7 Trainée

» Séparation sur couche mince

Pour des raisons de poids, seules les fractions OKS5, OK6, OK7, OK8 et OK13 ont

¢été traitées.

* Fraction OKS

La fraction OK5 (118mg) a été recristallisée dans le chloroforme additionné progressivement

du méthanol. Apres filtration, séchage lent (a l'air libre), des cristaux sous forme d'aiguilles
de couleur jaune se sont formés. Ils sont purifiés par lavages successifs a 1'aide du méthanol
ensuite séchés puis pesés on obtient le produit K 1 (71 mg). Dissout dans I'acétate d'éthyle ce

produit est déposé sur une plaque analytique de gel de silice, ¢luée par le systéme n-Hexane :
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AcOEt 7:3, on constate une monotache sous lumi¢re UV (254 nm) qui devient violet apres
révélation par I’acide sulfurique.

* Fraction OK6

La fraction OK6 (35 mg) a subi une séparation sur plaques préparatoires de gel de silice
avec le systeme éluant chloroforme/méthanol (90:10) pour donner un produit de couleur
jaune sous lumiére de Wood qu’on nomme K 2 (17 mg).

* Fraction OK7

Nous avons utilisé¢ 10 plaques préparatives de gel de silice HF éluées dans le systeme
chloroforme/méthanol (90:10) afin de purifier cette fraction de 70 mg. Nous avons pu
isoler le produit K 3 ( 48 mg) de couleur jaune sous lumic¢re de Wood.

* Fraction OKS8

Cette fraction de 120 mg a subit une séparation sur plaques préparatives de gel de silice
avec le systéme ¢luant chloroforme/méthanol (9.5:0.5) Pour donner le produit K4 (53mg).

* Fraction OK13
Les 110 mg de cette fraction ont subi une séparation sur plaques préparatives de gel de

silice avec le systeme ¢luant chloroforme/méthanol (90:10). Nous avons procéder a deux
¢lutions successives afin d’obtenir deux produits jaunes a 1’état pur qui sont le K 5

(57 mg) etle K 6 (21 mg).

La purification de I’extrait Chloroforme de G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides

(Lois) a conduit a I’isolement de 06 produits.

» CONCLUSION
L’étude phytochimique de I’espéce G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois) a

permis I’obtention de 14 produits a I’état purs de sa composante apolaire et semi-polaire.
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La figure II1.6 représente les étapes suivies pour la séparation et la purification des
extraits acétate d’éthyle et chloroforme de I’espéce G. aspalathoides Lamk. ssp.

erinaceoides (Lois).

Figure I1L6 : Etapes de la séparation de I’espéce G. aspalathoides Lamk
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I11.7.3. Extraction de Genista quadriflora Munby

Une masse de1130 g de la plante séche est mise a macérer dans un mélange MeOH / H,O
(80/20;v/v) pendant 72 heures. Nous utilisons le méme procéder d’extraction
que pour la premiere plante (G. aspathaloides).

La figure II1.7 représente toutes les étapes suivies pour 1’extraction de cette

espece.
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Matiere végétale m = 1130g.

* Macération a froid pendant 3x48h dans
un mélange MeOH/H,O 80:20 (v/v)
» Filtration

Extrait Méthanolique

* Concentration (t=35°C)
e Dilution avec 400 ml de H,O distillée
e Filtration

Filtrat

= Extraction par de I’éther de pétrole (x1)
* Décantation
l y * Séparation +
Phase aqueuse Phase organique

» Séchage par
Na;SOs4 anhydre

» Filtration

» Concentration

*| Extraction par du CHCIls (x3)
» Décantation
» Séparation

v v

Phase organique Phase aqueuse Extrait éther de pétrole
m=0,25g

* Séchage par * Extraction par

Na;SO; anhydre AC’OEt (X.3)
e Filtration e Décantation

 Concentration * Séparation
v l v

Phase organique

Extrait chloroforme Phase aqueuse
m=3 g » Séchage par Na,SO4 anhydre
* Filtration

l = Extraction par
» Concentration (t=35°C)

n-butanol (x3)

l !

Phase aqueuse Phase organique Extrait ACOEtm=4 g
a jeter
L » Séchage par Na,SO, anhydre
-Filtration
-Concentration
(t=35°C)

Extrait n-butanol m= 50g

Figure II1.7: Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction de 1’espece
G. quadriflora Munby
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I11.7.4. Séparation chromatographique
I11.7.4.1. Séparation et purification des composants de I’extrait Acétate d’éthyle : L’extrait
acétate d’éthyle a été testé avec plusieurs systemes de solvant 1’¢luant choisi est le systéme

chloroforme/méthanol (9:1).

» Séparation sur colonne : Une masse d’environ 4 g d’extrait acétate d’éthyle, dissoute
dans le méthanol, est mélangée a une petite quantité de gel de silice, ’ensemble est séché sous
vide, puis pulvérisé jusqu’a obtention d’une poudre homogene. Cette poudre est déposée sur
une colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le chloroforme
et ¢éluée par un gradient de polarit¢ du systeme chloroforme / méthanol avec un
fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de ces fractions est effectué¢ par chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumiere UV (254 et 365 nm). La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau
I11.6.

Tableau II1.6: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait Acétate
d’¢thyle de G. quadriflora Munby

Systéme d’€lution N° de la Nom dela Masse (mg)

N® de Lot %Chloroforme %Méthanol Fraction Fraction
1-17 100 0 F1 -F4 Al 074,9
18- 60 99,8 0,2 F5 -F9 A2 171,6
61-89 99,6 0,4 F10-F12 A3 198,1
90-106 99,4 0,6 F13 -F17 A4 272,2
107- 123 99,2 0,8 F18- F19 A5 766,0
124 -157 99 1 F20- F24 A6 234,1
158- 184 98,5 1,5 F25-F27 A7 138,2
185 -199 98 2 F28-F29 A8 074,0
200 -245 95 5 F30-F33 A9 083,1
246 -283 90 10 F34-F38 A10 177,2
284 -304 80 20 F39-F40 All 103,6
305 -330 70 30 F41-43 Al2 428,4
331 -353 60 40 F44-F46 Al3 063,4
354 -382 50 50 F47- F52 Al4 100,3
383 -399 30 70 F53 -F55 Al5 237,7

400 0 100 F56- F58 Al6 464,6
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Le regroupement de ces fractions a été fait sur la base des données de la chromatographie sur

couche mince avec des systémes adéquats. Le tableau III.7 résume les résultats de cette

opération.

Tableau IIL.7 : Regroupement final des fractions issues de la colonne chromatographique
de I’extrait Acétate d’éthyle de G. quadriflora Munby

Nom de la Fraction
Al
A2
A3
A4
AS
A6
A7
A8
A9

Al0
All
Al2
Al3
Al4
AlS
Al6

Observations
Graisses et cires
Me¢élange complexe
M¢lange complexe
Me¢élange séparable
M¢lange complexe
M¢élange complexe
M¢lange séparable
Me¢élange complexe
Me¢élange complexe
Me¢élange complexe
Me¢élange séparable
Me¢élange complexe
M¢élange complexe
Trainée

Trainée

Trainée

Parmi les 16 fractions obtenues on a procédé a la séparation des fractions A4, A7, All a

cause, soit de leurs simplicités soit de leurs poids relativement importants.

*Fraction A4 Poids 272.2 mg /10 plaques préparatives / gel HF

La purification des composés de cette fraction a débuté par une chromatographie sur

plaques préparatives de gel silice €luée par le systeme Hexane /Acétate d’éthyle :

3/ 7. Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau I11.8
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Tableau II1.8: Résultats de la Chromatographie sur couche mince de la fraction A4

Bandes Composés Poids Observations
1 A4-1 106mg Précipite Jaune
2eme A4-2 56mg Produit propre de

couleur Marron

* Fraction A7: Poids 138.2mg /10 plaques préparatives / gel HF

Avec le méme systéme d’¢élution : Hexane /Acétate d’éthyle (3:7), nous avons procédé a
une séparation sur plaques préparatives de gel silice. Le tableau II1.9 montre le résultat
de la séparation :

Tableau II1.9 : Résultats de la Chromatographie sur couche mince de la fraction A7

Bandes Composés Poids Observations
1¢ A7-1 87mg Produit sous forme de
précipité de couleur
Marron

* Fraction Al1 : Poids 103.6 mg/15 plaques préparatives / gel HF

Cette fraction a subi une chromatographie sur plaques préparatives de gel de silice ¢luée
par le systeme Hexane / Acétate d’éthyle ; 3/7, les résultats découlant de cette purification
sont regroupés dans le tableau II1.10

Tableau II1.10 : Résultats de la Chromatographie sur couche mince de la fraction All

Bandes composés Poids Observations

1° Al1-1 60 mg Produit majoritaire
Précipite blanc

2°me Al1-2 47.2 mg précipité de couleur
Marron

L’¢étude chromatographique de I’extrait Acétate d’é¢thyle de G. quadriflora Munby a
permis I’isolement de cinq produits a I’état pur. Mais la détermination structurale de ces

composés s’est avérée assez compliqué.
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I11.7.4.2 Séparation et purification des composants de I’extrait Chloroforme

L’extrait chloroforme de G. quadriflora Munby (3g) a été chromatographie sur une

colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le chloroforme.

L’¢lution est réalisée par un gradient de polarité du systeme chloroforme/méthanol avec

un fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de ces 11 fractions est effectué¢ par

chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les

plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm). La progression de cette

colonne est rassemblée dans le tableau I11.11.

Tableau III.11:Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
Chloroforme de G. quadriflora Munby .

Lot de
Fraction
1-22
23- 32
33-42
43-53
54- 63
64 -73
74- 84
85 -93
94 -102
103 -111
112 -119
120 -128
129 -137
138 -145
146 -152
153-163
164-172
173-180
181-186
187-194
195-206
207-215
216-222
223-229
230-238

Systéme d’élution
%Chloroforme
100
98
96
94
92
90
88
86
84
82
80
78
76
74
72
70
65
60
55
50
40
30
20
10
0

%M¢éthanol
0

o O B

12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
35
40
45
50
60
70
80
90
100

N° de la
Fraction
F1
F2
F3
F4
F5
F6
77/
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16
F17
F18
F19
F20
F21
F22
F23
F24
F25
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Le regroupement des fractions a été effectué de la méme fagon que précédemment et a
donné 11 fractions, les résultats sont regroupés dans le tableau I11.12.
Tableau II1.12: Regroupement final des fractions issues de la colonne

chromatographique de I’extrait Chloroforme de G. quadriflora Munby

N° de la Nom de Masse Observations
Fraction 1a
Fraction mg
F1 L1 034,3 Graisses et cires
F2 L2 086,4 Me¢lange complexe +
chlorophylle
F3 L3 109.4 Mé¢élange séparable
F4 L4 245,2 Mélange complexe +
chlorophylle
F5 L5 106,2 Mé¢élange séparable
F6- F7 L6 176,0 Mélange de produits et
de chlorophylle
F8 -F10 L7 167,0 Mé¢élange complexe +
chlorophylle
F11 L8 071,1 Trainée
F12- F15 L9 250,3 Trainée
Fl6- F20 L10 560,6 Mélange complexe
F21- F25 L11 890,4 Me¢lange complexe

> Remarque
Dans la majorit¢ des fractions obtenues, la présence de la chlorophylle était
prédominante par rapport aux produits existants c’est la raison pour laquelle la
séparation était trés délicate et on n’a pas pu aboutir & un nombre important de
produits purs.

Parmi les 11 fractions obtenues on a procéd¢ a la séparation des fractions L3 et LS.

» Séparation et purification sur couche mince

* Fraction L3  Poids 109.4 mg /10 plaques préparatives / gel HF
Cette fraction est chromatographée sur plaques préparatives de gel silice éluées par le

systeme : Acétate d’éthyle /Hexane 7:3 donnant deux produits a 1’état pur les résultats

sont reportés dans le tableau III .13
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Tableau II1.13 : Résultats de la Chromatographie sur couche mince de la fraction L3

Bandes Composés Poids Observations
1°¢ L3-1 53mg précipité de couleur
Marron
20me L3-2 5 mg Produit pur en
trés faible
quantité.

* Fraction LS5 :
La fraction L5 (106,2 mg) soluble dans le chloroforme, cristallise dans méthanol. Nous

avons procédé a une recristallisation dans ce solvant et récupéré des cristaux Jaune
(L5-1) de masse 71mg.

» CONCLUSION
Cette étude portant essentiellement sur la séparation et la purification des extraits
chloroforme et acétate d’éthyle de G. quadriflora Munby, a permis I’isolement de 7
produits a I’état pur.
La figure IIL.8 représente les étapes suivies pour la séparation et la purification des

extraits acétate d’éthyle et chloroforme de ’espece G. quadriflora Munby.

Figure 1118 : Etapes de la séparation de I’espéce G. quadriflora Munby.
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CHAPITRE IV. RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV.1 Résultats et interprétation du screening chimique

Les résultats du screening phytochimique de G. quadriflora Munby et G. aspalathoides
Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.). Sont consignés dans les tableaux IV.1.1 et IV.1.2

respectivement.

» Réaction positive : +
» Réaction négative : -

Tableau I'V.1.1 : Résultats globaux de la recherche de groupe de substances
naturelles identifiées dans la plante Genista quadriflora Munby.

Groupes chimiques Tiges Fleurs
Alcaloides + +
Coumarines + +
Stérols + +
+ +
+ +

Triterpenes
Terpeénes
Flavonoides ++ ++
Leucoanthocyanes - -
Tannins - -
Saponines + +
Quinones - -
Anthocyanes - -

On constate que les métabolites secondaires, tels que les flavonoides, alcaloides,

coumarines, Stérols, triterpénes, terpenes et saponines, sont présents dans cette espece.

Tableau IV.1.2 : Résultats globaux de la recherche de groupe de substances
naturelles identifiées dans la plante Genista aspalathoides Lamk.

Groupes chimiques Tiges
Alcaloides +
Coumarines -
Stérols +
Tritérpenes +
Terpenes +
Flavonoides ++
Leucoanthocyanes -
Tannins -
Saponines +
Quinones -
Anthocyanes -
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Sur I’ensemble de nos réactions en tubes, les alcaloides, stérols, triterpenes, terpenes,
flavonoides et saponines ont donné des résultats positifs.

Conclusions : Nous avons établi un inventaire des substances naturelles et mené une
¢évaluation des métabolites secondaires des deux especes étudiées a partir du screening
chimique. Les résultats obtenus montrent une richesse dans les groupes actifs

tels que les flavonoides et les alcaloides, mais ceci reste travail préliminaire, I important

c’est d’isoler des molécules nouvelles.

IV.2 Identification des produits isolés de G. aspalathoides Lamk ssp.
erinaceoides (Lois.)

IV.2.1 Identification des produits isolés de la phase Acétate d’éthyle

Pour I’identification et I’¢lucidation structurales des différentes molécules isolées on a
eu recours aux différentes méthodes spectrales telles que la spectroscopie d’absorption
UV-Vis, la RMN lH, la RMN "C et leurs séquences bidimensionnelles, ainsi que la
spectrométrie de masse a haute résolution.

IV.2.1.1 Elucidation du Composé G1

L’analyse du spectre de masse réalis¢ en mode ¢électrospray positif de ce composé
(Spectre N°1) montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M+Na] = & m/z
=377.1003 calcule pour C,9 H;sO4 Na, orientant vers la formule brute C,oH;30¢ soit

une molécule comportant 12 insaturations.

Multiple Mass Analysis: 2 mass(es) processed
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -20.0, max = 1000.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 2

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
417 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

El Used:
C 080 H.0-120 O:0-15 Na:0-1 [M+Na]+

H-2173-Francisco L { SBR BA a3) 10 (0.436) 1: TOF MS ES+

‘ 5.756+003
b 377.1003
%
378.1050
| - 413.2691 418.1274
339.0807 SEeais | 379.1085 860066 437.1793 490992 440.3786
o I 1 S SESMES W RS e —— — 8 . e b= mvz
340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
Minimum: 20.00 -20.0
Maximum; 100.00 100.0 5.0 1000.0
Mass RA Calc. Mass mbDa PPM DBE 1-FIT Formula
377.1003 100.00 377.1001 0.2 0.5 115 {» 5% & c20 H18 06 Na

378.1050 23.03 —

Spectre N°1: Masse en mode électrospray du composé G1
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Le Spectre RMN Be (Spectre N°2) et ses séquences DEPT 90 et 135 (Spectre N°3
et 4) indiquent la présence de 20 atomes de carbones dont:

v" 1 groupement CH; a6 = 17,15 ppm.

v' 7 groupements CH

v 2 CH, dont 1 éthylénique a 5= 109,99 ppm.

v" On déduit que les 10 atomes restants sont des carbones quaternaires.

Les données de la série spectrale UV (Spectre N°5) de ce composé enregistrée dans le
MeOH montrent deux bandes d’absorption, la bande I a 333 nm est sous forme
d’épaulement caractéristique d’une isoflavone et la bande II est a 264 nm.

L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AL =+7
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH indiquant ainsi la présence d’un

OH libre en position 7 et I’absence d’une oxygénation en C-6.

+MeOH "
i +MeOH+NaOH o] +MeOH
w ] +MeOH+NaOH+5Min w +MeOH+AICI,
Q 9= +MeOH+AICI +HClI
< ] <
o * i)
¥ )
O O .
@ Q-
g o K o
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
» +MeOH
' +MeOH+NaOAc
9 +MeOH+NaOAc+H,BO,
<,
4
o 10
7]
m 05
<
Longueur d'onde (nm)

Spectre N°5: Série spectrale UV du composé G1

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N°6) et ses spectres étalés (Spectres N°7 et 8)
montrent la présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette flavonique de

type isoflavone reconnaissable par :
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Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a & = 8,29 ppm caractéristique d’un
H-2 d’une isoflavone.

Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets (J = 6,8 Hz) d’intégration 2H chacun a & = 7,40 ppm et & 6 = 6,85 ppm
sont attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5" respectivement.

Un signal sous forme d’un singulet a 6 = 6,45 ppm d’intégration 1H attribuable soit a
H-6 ou H-8 indiquant ainsi que le noyau A est substitué en 8 ou en position 6 et 5.
Concernant la position 5, le signal d’intégration 1H a 6=13,30 ppm attribuable a 1 OH
formant une chélation avec le carbonyle montre que cette position est hydroxylée.

Sur le méme spectre, on remarque la présence de deux signaux d’intégration 1H
chacun a 6 = 4.67 ppm et o = 4.64 ppm qui peuvent correspondre a des protons
¢éthyléniques. Un autre signal a 6 = 4,33 ppm d’intégration 1H est sous forme de triplet
(J = 5,5 Hz), deux signaux d’intégration 1H chacun sous forme de doublet de doublets
(J=10,5 et 5,5 Hz) a 2,85 ppm et 2,77 ppm. Enfin un dernier signal sous forme d’un
singulet d’intégration 3H a 6 = 1,78 ppm indiquant la présence d’un groupement
méthyle dans la structure. Toutes ces données laissent présager la présence d’une

entité de type (2"-hydroxy-3"-methyl-3"-butenyl) dans cette molécule.

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N°9) et ses étalements
spectres (Spectre N°10 et 11) montre :

Des taches de corrélation entre les noyaux des doublets a & = 7.40 ppm et & = 6.85 ppm
confirmant les attributions de H-2’, H-6" et H-3’, H-5" donc une substitution du noyau
B en 4°. Des taches de corrélation entre les protons de I’entité (2"-hydroxy-3"-methyl-
3"-butenyl) qui confirme bien la présence de ce substituant dans la molécule: H-2"" a
0=4.33 ppm, H-1"a/ H-1"’Ba 6 =2.77 ppm et a 6 =2.85 ppmet H-5"" a6 =1.78 ppm.
Le spectre HMBC ¢étalé (Spectre N°12) montre la présence de trois taches de
corrélations entre le proton du OH en position 5 et les atomes de carbone a 6 =104.09,

108.94 et 159.64 ppm correspondant a C-10, C-6 et C-5 respectivement.
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L’¢tude du spectre de corrélation HSQC (Spectre N°14) permet d’effectuer les
attributions suivantes :

Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2 a
0 = 153,64 ppm.

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et les atomes de carbone C-2° et C-6
permettant ainsi leur localisation a 6 = 130,15 ppm.

De méme, une tache de corrélation entre H-3’, H-5 et les atomes de carbone C-3’ et
C-5’ permettant leur localisationa 6= 115,01 ppm.

Une tache de corrélation avec le proton a 6 =6.45 ppm et le carbone a 6 = 92,88 ppm,
qui permet I’attribution de C-8 donc la position 8 est hydrogénée, de 1a on peut
conclure que le substituant (2"-hydroxy-3"-methyl-3"-butenyl) est placé en C-6.

Sur le méme spectre, nous avons une tache de corrélation entre I’hydrogene H-4"’a /H-
4>’b et I’atome de carbone a 6 = 104,09 ppm qui ne peut étre que le C-4”’. Une tache de
corrélation entre H-2° et un atome de carbone a & = 73,27 ppm qui est le C-2°’°. Une
autre tache de corrélation entre H-1""a/ H-1""f et un atome de carbone a 6 = 28,77 ppm
qui est le C-1"".

Enfin, ce méme spectre permet ’attribution au carbone du méthyle, soit le signal a
6= 17,15 ppm.

Les attributions des carbones restants sont complétées par 1’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Spectre N° 13). Sur ce spectre
nous constatons :

Une tache de corrélation entre H-2 et les atomes de carbone résonant a 6 = 180.19,
153.64 et 122.14 ppm attribuables a C-4, C-2 et C-1" respectivement. Ce méme proton
montre également une corrélation avec le carbone oxygéné a 6 = 155,45 ppm qui ne
peut étre que le C-9.

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6’et le carbone oxygéné a & = 157,33 ppm qui
ne peut étre que C-4’.

Le H-8 donne deux taches de corrélation avec deux atomes de carbone oxygénés autres
que le C-5, par conséquent ce sont les carbones en C-9 et C-7, ce proton n’est d’autre
que le H-8 .qui est porté par le C-8 (8 =92,88 ppm).

En effet, les deux protons H-1’a et H-1"" B montrent sur ce spectre une tache de

corrélation avec le carbone a 6 = 159,64 ppm qui ne peut étre que le C-5 vu la valeur de
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son déplacement chimique, Ce méme proton montre également une corrélation avec le
carbone oxygéné

(6 =162,70 ppm) qui ne peut étre que le C-7. Donc le substitué : (2"-hydroxy-3"-
methyl-3"-butenyl) est bien placé dans la position 6.

Les données de la RMN 'H, la COSY, la HSQC et la HMBC rassemblées avec celles
de la série spectrale UV et la S.M. permettent de proposer la structure suivante :
5,7-dihydroxy-6-(2-hydroxy-3-methylbut-3-enyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-

. .
one. Ce composé est connu, sous le nom de Laburnetine .

Figure IV.1: Laburnetine

Les données relatives a I’'UV, la RMN IH, la RMN BC et ses séquences DEPT ainsi
que la RMN 2D : HSQ C, HMBC, COSY sont regroupées dans les tableaux IV.I ;
IV.2 ;IV.3; IV.4 et IV.5 respectivement.

Tableau I'V.1: Données de la série spectrale UV du composé G1

Réactifs Bande I Bande II Autres Commentaire
bandes

MeOH 333 264 Isoflavone

+ NaOH 333 276

+AICl; 333 264

+AICI;/HCI1 333 264

+NaOAc 337 271 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 337 266

Spectre stable avec NaOH apreés S mn
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Tableau IV.2 : Données de la spectroscopie RMN '"H du composé G1

Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
8.29 1H s H-2
7.40 2H d (6.8) H-2’, H-6’
6.85 2H d (6.8) H-3’, H-5’
6.45 1H s H-6
4.67 1H S H-4’a
4.64 1H S H-4"’b
4.33 1H t (5.5) H-2”’
2.85 1H d.d (10.5-5.5) H-1"a
2.77 1H d.d (10.5-5.5) H-1"B
1.78 3H s H-5’
Tableau I'V.3 : Données de la spectroscopie RMN BC du compos¢ Gl
Position de °C | & (ppm) DEPT 135 DEPT 90
2 153.64 CH CH
3 121.36
4 180.19
5 159.64
6 108.94 CH CH
7 162.70
8 92.88
9 155.45
10 104.09
| 122.14
2’ 130.15 CH CH
3 115.01 CH CH
4’ 157.33
5 115.01 CH CH
6’ 130.15 CH CH
1” 28.77 CH, CH,
2” 73.27 CH CH
3” 147.94
4> 109.90 CH, CH,
CH; 17.15 CH; CH;
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Tableau I'V.4 : Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G1

H d (ppm) BC/HSQC HMBC
H-2 8.29 153.64 C-1° (122.14) ; C9 (155.45) ; C-4
(180.19).
H-2’, H-6’ 7.40 130.15 C-27;C-6’ (130.15) ; C-4’ (157.33) ;
C-1° (122.14) C-3’;C-5'(115.01).
H-3’, H-5’ 6.85 115.01 C-3’;C-5'(115.01) ; C-1° (122.14)
C-4’ (157.33).
H-8 6.45 92.88 C-6(108.94) ; C-9 (155.45) ; C-7
(162.70) ; C-10 (104.09) ;
C-4 (180.19) .
H-4’’a, H4”’b 4.64 ; 4.67 109.90 C-5°’ (17.15) ; C-2”’ (73.27) ; C-3”
(147.94).
H-2” 433 73.27 C-5°’ (17.15);C-1"’ (28.77) ; C-3”’
(147.94) ; C-4’’ (109.90).
H-170, H-17 | 2.77;2.85 28.77 C-4’’ (109.90) ; C-2°° (73.27) ; C-7
(162.70).
H-5” 1.78 17.15 C-4’° (109.90) ; C-3°° (147.94);
C-27° (73.27).

Tableau IV.5 : Données de la spectroscopie COSY et NOESY du composé G1

"H & (ppm) COSY 'H-'H NOESY 'H-'H
H-2 8.29 /
H-2’, H-6’ 7.40 H-3’ ; H-5". /
H-3’, H-5’ 6.85 H-2’ ; H-6’. /
H-8 6.45 /
H-1"a,H-17p | 2.77;2.85 | H-4’’a-H-4”’b; H-1"a, H-1’B /
s H-27.
H-2” 433 H-4’’a-H-4"’b; H-1’0, H-1’p | H-2"’; H-4”’; CHs.
sH-2"’;H-5"’(CH3).
H-4”a, H-4’b | 4.64 ;4.67 | H-4"a-H-4’b; H-1”’a, H-1”’p | H-1"’;H-4’’; H-2;
H-6’; H-5”’ (CHa).
H-5°°(CHa) 1.78 / H-1°’;H-2"’ ;H-2’;

H-2; H-3’; H-5”’
(CH3).
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c-2
c-3’
c6 | x c-5
c-9 N « CHs
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c-2 c-3 C-4” ’[
C-5 - c1”
C-4 . l c-10C- N
. \ l c-3 c-1¥ b, C-8 c-2 I
cg ¥\ ¥ 'S

Spectre N°2: RMN “3C (100 MHz, DMSO-d6) du composé G1

c4” C1”  ¢H,
¥

Spectre N°3: DPET 90(100 MHz, DMSO-d6) du composé G1



Partie expérimentale | 93

c-2’ c-3
c-6’ i c-5
c-2 C-8 c-2» CH;3
C-4” Cc-1”

Spectre N°4: DPET 135(100 MHz, DMSO-d6) du composé Gl

Spectre N°6: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé G1
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H-2’;H-6’ H-3’;H-5

Spectre N°7: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6 4 8.5 ppm) du composé G1

CH,

Hj”b
H-4’a H-2” H-1"a  H-1"B

Spectre N°8: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (1 4 5 ppm) du composé G1
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Spectre N°9: COSY (400 MHz, DMSO-d6) du composé G1

Spectre N°10: COSY (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6 a 8.5 ppm) du composé G1
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(H-4"a;H-4"b;H-5")

'4

(H-27";H -17g;H-17)

(H-4a;H-4"b;H-2")
(H -1 1!0;H_1 ”p;H-zH)

O / (H-57;H-4"a;H-4""b)
O‘\ (H-2”; H-4"a;H-4""b) O

Spectre N°11: COSY (400 MHz, DMSO-d6) ¢étalé (1 a 5 ppm) du composé G1

Spectre N°12: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G1
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Spectre N°13: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé Gl

Spectre N°14: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé Gl
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IV.2.1.2 Elucidation du Composé G2

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N°15) et son étalement  (Spectre N°16)
indiquent que ce composé est un mélange de trois produits et que nous pouvons
identifier le produit majoritaire grace a I’ensemble de signaux caractérisant un squelette
flavonique :

Un systeme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets (J=7,5Hz) a 6 = 7,93 ppm et 6 = 6,95 ppm d’intégration 2H chacun sont
attribuables a H-2’, H-6’ et H-3’, H-5’ respectivement.

Deux autres signaux sous forme d’un doublet chacune a 6 =6,15 ppm (J=1,6 Hz) eta
0 =638 ppm (J = 1,6 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-6 et H-8 indiquant ainsi
que le noyau A est substitué en 7et en 5.

Un dernier signal sous forme d’un singulet a 6= 3,78 ppm d’intégration 3H indiquant la
présence d’un groupement méthoxyle dans la molécule.

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N°19) et son étalement
(Spectre N°20) montrent :

Une corrélation entre les noyaux des doublets a 6 = 7,93 et 6,95 ppm confirmant les
attributions de H-2’, H-6" et H-3’, H-5" donc une substitution du noyau B en 4°.

L’étude du spectre de corrélation HSQC (Spectre N°21) permet d’effectuer les
attributions suivantes :

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et les atomes de carbone C-2° et C-6’
permettant ainsi leur localisation a & = 130.09 ppm. De méme, une tache de corrélation
entre H-3’, H-5" et les atomes de carbone C-3° et C-5’ permettant leur localisation a
0 =115.64 ppm.

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a & =98.96 ppm qui est
le C-6.

Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a 6 = 93.88 ppm permettant
de localiser le C-8.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone
a 8 =159.93 ppm qui ne peut étre que le carbone du méthoxyle .

Les attributions des carbones restants ont ét¢ complétées par I’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC sur ce spectre  (spectre N° 22)

nous avons :
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Les protons H-6 et H-8 montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire
oxygéné a 0 = 165.87 ppm, ce qui permet l'attribution de ce dernier au C-7. Par ailleurs
et toujours sur le méme spectre, le proton H-8 montre une autre tache de corrélation
avec le carbone a 6 = 156.47 ppm qui ne peut étre que C-9 et le proton H-6 méne a la
localisation de C-5 a 6 = 161.90 ppm. Les protons H-3’, H-5’, H-2’ et H-6" ménent a la
localisation de C-4’ a 6 = 161.16 ppm.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a
0=137.42 ppm attribuable a C-3.

L’analyse du spectre de masse réalis€ en mode électrospray positif de ce composé
(Spectre N°23) montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M+Na] = a
m/z= 323.0526 calcule pour C;cH;,0¢Na, orientant vers la formule brute C;csH;,04 La
structure du composé G2 est donc établie comme étant le kaempferol 3 méthyle éther.

Ce composé est connu, sous le nom de Isokaempferide /.

OH

OH 0

Figure IV.2 : Isokaempferide

Les données relatives a la RMN 'H, la RMN C et ses séquences DEPT et la RMN
2D, HSQC, HMBC sont regroupées dans les tableaux IV.6, IV.7et IV.8 respectivement.
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Tableau IV.6: Données de la spectroscopie RMN 'H du composé G2

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7.93 2H d (7.5) H-2’ ; H-6’
6.95 2H d (7.5) H-3’ ; H-5’
6.38 1H d (1.6) H-8
6.15 1H d (1.6) H-6
3.78 3H S OCH;

Tableau IV.7: Données de la spectroscopie”C et DEPT 135et DPET 90 du compos¢ G2

Position de °C 3 (ppm) DEPT 135 DEPT 90

2 155.25

137.42
4 179.86
5 161.90
6 98.96 CH CH
7 165.87
8 93.88 CH CH
9 156.47
10 103.53
1 120.49
2’ 130.09 CH CH
3 115.64 CH CH
4 161.16
5’ 115.64 CH CH
6’ 130.09 CH CH

OCH; 59.93 CH,
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Tableau IV. 8: Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G2

H 5 (ppm) BC/HSQC HMBC
H-2’ ; H-6’ 7.93 130.09 C-2°;C-6’ (130.09);C-3°;C-5°
(115.64) ; C-2 (155.25);
C-4’ (161.16).
H-3’ ; H-5 6.95 115.64 C-3’;C-5" (115.64); C-1°
(120.49) ; C-4’ (161.16).
H-8 6.38 93.88 C-6 (98.96); C-10 (103.53) ;
C-9 (156.47); C-7 (165.87);
C-4 (179.86).
H-6 6.15 98.96 C-8 (93.88); C-10 (103.53);
C-5 (161.90); C-7 (165.87).
OCH; 3.78 59.93 C-3 (137.42).
OMe

Spectre N°15: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé G2
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Spectre N°16: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (5 a 8.5 ppm) du composé G2

C-3’°,C-5
Cc-2°,C-6’ ¥
W
OMe
cs o/
, C-6 ¥
C5 Cc-4 ,
l C9c3 C-1
'/ \ \ C-10
c-4 C-7 )
\ D'

Spectre N°17: RMN °C (100 MHz, DMSO-d6) du composé G2
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C-2':C-6° C-3’;C-5°

ce C-8

AN

OMe

Spectre N°18: DPET 135(100 MHz, DMSO-d6) du composé G2

Spectre N°19: COSY (400 MHz, DMSO-d6) du composé G2
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(H-8;H-6b
@)

(H-2’;H-6’-H-3";H-5") (H-6;H-8)

O

(H-3’;H-5°-H-2°;H-6")

O

Spectre N°20:COSY (400 MHz, DMSO-d6) étalé (5 a 8.5 ppm) du composé G2

OMe
c8 (H-8, C-8)
C-6 (H-6,C-6)
C-3’;C-5° (H-3’;H-5’- C-3’;C-5)
C-2;C-6’ (H-2’;H-6°-C-27;C-6")

Spectre N°21: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G2
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Spectre N°22: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G2

Spectre N°23: Masse en mode ¢électrospray du composé G2
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IV.2.1.3 Elucidation du Composé G3

L’analyse du spectre de masse réalis¢ en mode ¢€lectrospray positif de ce composé
(Spectre N°24) montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M+H,O+Na] = a
m/z=397.0899 calcule pour C;9H;30g Na, orientant vers la formule brute C;9H;c07
soit une molécule comportant 12 insaturations.

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N°25) et son étalement (Spectre N°26)
montrent la présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette flavonique de
type isoflavone reconnaissable par :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 8 = 8,49 ppm caractéristique
d’un H-2 d’une isoflavone.

Un systeme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets a 6 = 7,40 ppm et a & = 6,80 ppm (J = 8,5 Hz) d’intégration 2H chacun
sont attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement.

Deux autres signaux sous forme d’un singulet a 6 = 6.78 ppm et a & = 7,38 ppm
d’intégration 1H chacun attribuable a H-6 et H-8 indiquant ainsi que le noyau A est
substitué en 7et en 5.

Un signal sous forme d’un singulet large chacun a 6= 1,54 ppm d’intégration 6H
indiquant la présence de deux groupements méthyles dans la molécule.

Un dernier signal a 6 = 13,72 ppm d’intégration 1H caractéristique d’'un OH en
position 5.

Les données de la RMN 'H prévoient la structure partielle suivante :

H
Rdo 0 H

OH @)

%éH

R
La COSY (Spectre N°29) confirme les attributions de H-2’, H-6" et H-3’, H-5" par une

corrélation entre les noyaux des doublets a 0=7,40 ppm et 6 = 6,80 ppm.
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Le spectre HSQC (Spectre N°30) permet d’effectuer les attributions suivantes :
Une tache de corrélation entre le H-2 et le carbone a ¢ = 155,05 ppm qui permet
’attribution de C-2.
Une tache de corrélation entre H-2’, H-6 et les atomes de carbone a & = 130,21 ppm
permettant ainsi la localisation de C-2’ et C-6’. De méme pour la tache de corrélation
entre H-3’, H-5" et les atomes de carbone a 6 = 115,08 ppm localisant ainsi C-3’et
C-5°.
Une tache de corrélation entre le H-6 et un atome de carbone a o6 = 97.14 ppm qui
permet ’attribution de C-6.
Une tache de corrélation entre le H-8 et un atome de carbone a 6 = 90.67 ppm permet
I’attribution de C-8.
Une tache de corrélation entre les protons des méthyles et un atome de carbone
a & = 28.72 ppm qui ne peut étre que les carbones des deux méthyles .
Les attributions des carbones restants ont été complétées par 1’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC. En effet sur ce spectre (Spectre
N°31) et son étalement (Spectre N°32) nous avons :
Une tache de corrélation entre H-2 et les atomes de carbone a 6 = 121.54 ppm, et
a 0 = 182.10 ppm attribuables a C-1’ et C-4 respectivement. Ce méme proton montre
¢galement une tache de corrélation avec le carbone a & = 153,40 ppm qui ne peut étre
que le C-9.
Les protons H-2’, H-6’et H-3’, le H-5' ménent a la localisation de C-4’ a 6 = 157,72
ppm et a la localisation de C-1" a 6 = 121.54 ppm.
Le proton H-6 montre trois taches de corrélation :
* Une tache de corrélation entre le H-6 et le C a 6 = 114, 0 ppm qu’on attribue a
C-10.
= Une tache de corrélation entre le H-6 et le C a & = 165.08 ppm qu’on attribue a
C-7.
» Une tache de corrélation entre le H-6 et le C a 6 = 158.01 ppm qu’on attribue a
C-5.
Le proton H-8 montre trois taches de corrélation :
= Une tache de corrélation entre le H-8 et le C a & = 90, 97 ppm qu’on attribue a

C-8.
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= Une tache de corrélation entre le H-8 et le C a 6 = 158,01 ppm qu’on attribue a
C-5.
Trois taches de corrélation entre les protons des méthyles et le premier carbone qui a
un déplacement chimique 6 = 67.39 ppm attribuable a C-2”’ le deuxiéme a & = 28.72
ppm qui estle C-3°’ ainsi que le troisieme atome de carbone a 6 = 165.08 ppm qui est
attribuable a C-1"".
Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale de cette

molécule: 7-(2-hydroxyisobutyrate) génistéine.

Figure IV.3: Composé G3

D’apres une recherche bibliographique cette molécule est nouvelle.
Les données relatives a la RMN 'H, la RMN C et ses séquences DEPT et la RMN
2D, HSQC, HMBC sont regroupées dans les tableaux IV.9; IV.10 et IV.11

respectivement.
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Tableau IV.9 : Données de la spectroscopie RMN ' H du composé G3

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)

13.72 1H S OHen S
08.49 1H s H-2
07.40 2H d (8.5 H-2’,H-6’
07.38 1H S H-8
06.80 2H d (8.5 H-3’,H-5’
06.78 1H S H-6
01.54 6H s 2CH;

Tableau IV.10 : Données de la spectroscopie °C et DEPT 135 du composé G3

Position de"” C 0 (ppm) DEPT 135
2 154.16 CH
3 105.88 /
4 182.10 /
5 / /
6 97.14 CH
7 158.01 /
8 90.67 CH
9 153.40 /
10 114,00 /
| 121.54 /
2’ 130.21 CH
3 115.08 CH
4 157.40
5 115.08 CH
6’ 130.21 CH
1” 165.08 /
2” 67.39 CH3;
3 28.72 CH;
3” 28.72
Tableau IV.11 : Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G3
H'  (ppm) | C" /HSQC HMBC
H-2 08.49 155.05 C-1’ (121.54) ; C-9(153.40) ; C-4 (182.10).
H-2’;H-6’ 07.40 130.21 C-1’ (121.54) ; C-27;C-6’ (130.21);C-4°(157.40).
H-8 07.38 90.67 C-10(114) ; C-9(153.40) ; C-7 (158.01).
H-3’;H-5’ 06.80 115.08 C-3’;C-5°(115.08); C-1° (121.54) ; C-4’° (157.40).
H-6 06.78 97.14 C-10 (114) ; C-7 (158.01) ; C-1"’ (165.08).
H-2” 01.54 28.72 C-2”’ (67.39) ; C-3>’ (28.72) ; C-1"’ (165.08).
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Spectre N° 24: Masse en mode électrospray du composé G3

Spectre N°25: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé G3

Spectre N°26: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6.5 4 8.5 ppm) du composé G3
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Spectre N°27: RMN °C (100 MHz, DMSO-d6) du composé G3

Spectre N°28: DPET 135(100 MHz, DMSO-d6) du composé G3
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Spectre N°29: COSY (400 MHz, DMSO-d6) du composé G3

Spectre N°30 : HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G3
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Spectre N°31: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G3

Spectre N°32: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6 a 8.5 ppm) du composé G3
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IV.2.1.4 Elucidation du Composé G4

La fluorescence noire violette de ce composé sous lumiere de Wood laisse supposer la
structure d’une flavonol ou flavone substitu¢ en C-3.

L’examen de la série spectrale UV (Spectre N° 33) donne les indications suivantes :

La longueur d’onde d’absorption maximale dans le méthanol de la bande I a 328 nm
laisse supposer la structure de type flavone.

Un effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu
(AICI;+HCI) (AX = + 20 nm) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH
indique la présence d’un OH libre en C-5.

La comparaison de la bande I aprés 1’ajout de HCI et celle en présence de AICl; ne
montre aucun effet hypsochrome indiquant I’inexistance du systéme ortho di OH sur le
cycle A (pas de ortho di-OH en 6,7 ou 7,8) ni sur le noyau B.

L’ajout de NaOAc, ne provoque aucun déplacement de la bande II révélant la présence
d’un OR sur C-7.

L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AL =+
60 nm) avec augmentation de I’intensité optique indiquant ainsi la présence d’'un OH
en position C-4’. L’ensemble de ces données mene a la structure partielle reportée dans

le schéma suivant :
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Spectre N°33 : Série spectrale UV du composé G4

Les données relatives a la série spectrale UV sont regroupées dans le tableau V.12

Tableau I'V.12 : Données de la série spectrale UV du composé G4

Réactifs Bande I | Bande Il Autres Commentaire
bandes
MeOH 328 258 Flavone
+ NaOH 388 258 OH libre en4’
+AICl; 351 258
+AICIL:/HCl1 348 258 OH libre en5
+NaOAc 328 258
+NaOAC/H;BO; 328 258 390
Spectre stable avec NaOH aprés S mn

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N° 34) ct son étalement (Spectre N° 35) donne
les indications suivantes

Un signal sous forme de doublet (/=7 Hz) a 6 = 8,08 ppm d’intégration 2H attribuable
a H-2’, H-6’.

Un signal a 6 = 6,96 ppm sous forme de doublet (J/ = 7 Hz) d’intégration 2H attribuable
a H-3’, H-5".
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Un singulet d’intégration 1H a 6 = 7,14 ppm attribuable a H-3.

Un singulet d’intégration 1H a 6 = 6,98 ppm attribuable a H-6 ou H-8.

On remarque un singulet a & = 6,98 ppm d’intégration 1H qu’on peut attribuer a un
proton éthylénique.

Un singulet d’intégration 6H a 6 = 1,56 ppm révélant la présence de deux groupements
méthyle dans la molécule.

Un singulet d’intégration 1H confirme la présence d’un groupement OH chélaté en
position 5a 6= 12,97 ppm.

L'examen du spectre RMN 2D, COSY ¢étalé (6.5 a 8.5 ppm) (Spectre N°36) montre :
Une tache de corrélation entre les noyaux des doublets a 6 =8,08 et 6,96 ppm
confirmant les attributions de H-2’, H-6" et H-3’, H-5 donc une substitution du noyau
Ben4’.

L’analyse du spectre de masse réalis¢é en mode électrospray négatif de ce composé
(Spectre N°37), montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M-H] a
m/z=351.0868, calcule pour Cy0H;cO¢Na, orientant vers la formule brute CyoH;604
soit une molécule comportant 13 insaturations. .

Le spectre RMN Bc (Spectre N°38) et ses sequences DEPT (Spectre N°39)
décomptent 20 atomes de carbone :

2 CH; a6 =29,16 ppm et 29,22 ppm.

7 CH dont six caractéristiques d’une flavone.

Il n’ya pas de CH; dans la molécule.

On déduit que les 11 atomes restants sont des carbones quaternaires.

Les données relatives aux spectres RMN 'H et RMN °C avec son DEPT et la S.M.
nous laissent envisager une prénylation cyclique du type furane caractéristique d’un
H-3’ a 0 =6,98 ppm avec deux méthyles qui apparaissent isochrones a 6 =1,56 ppm.
On remarque sur le spectre HMBC (Spectre N°42) que le proton a 6 = 6,98 ppm
H-3’corréle avec le carbone a 6 = 106,85 ppm C-8 et cette corrélation permet de
positionner le cycle furanique sur les carbones C-7 et C-8.

Le proton du groupement OH en 5 donne 3 taches de corrélation :

La premiere avec I’atome de carbone a 6 = 94,99 ppm attribuable a C-6. Ceci prouve
I’hydrogénation de la position 6.

= La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6 =109,46 ppm attribuable a C-10.

= La troisieme tache a & =158,53 ppm attribuable a C-5.
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Toutes ces informations permettent d’écrire la structure suivante :

Ceux-ci est confirmée par les taches de corrélation relatives aux spectres HSQC et
HMBC du composé.

L'examen des spectres HSQC (Spectre N°40) permet l'attribution des carbones
suivants :

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6"et un atome de carbone a & =129,09 ppm
attribuable a C-2', C-6'.

Une tache de corrélation entre H-3', H-5'et un atome de carbone a 6=116,40 ppm
attribuable a C-3'et C-5".

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a &= 94.99 ppm qui est
le C-6.

Une tache de corrélation entre H-3 et un atome de carbone a 6 = 97.63 ppm qui est
le C-3.

Une tache de corrélation entre H-3" et un atome de carbone a 6 = 103.96 ppm qui est
le C-3".

Une tache de corrélation entre les protons du méthyle et un atome de carbone a
0 =29.22 ppm.

Une tache de corrélation entre les protons du méthyle et un atome de carbone a

6 =29.16 ppm.
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Les attributions des carbones restants ont ét¢ complétées par I’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Spectre N°41) qui sont :

Trois taches de corrélation entre le H-2’, H-6" et trois atomes de carbone,
le premier & un déplacement chimique a 6 = 129.09 ppm attribuable a C-2’; C-6’,
le deuxieme a 6 =116.40 ppm qui est le C-3’, C-5' et le troisieme atome a 6 = 164.19
ppm attribuable a C-2.

Deux taches de corrélation entre le H-3, le H-5' et le premier atome de carbone a
0 = 116,40 ppm qui est attribuable a C-3’et le C-5’, le deuxiéme atome de carbone a
0=121,20 ppm qui est le C-1".

Deux taches de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6 = 164.14 ppm qui est
attribuable a C-7 et a & = 183.07 ppm qui est attribuable a C-4.

Deux taches de corrélation entre le H-3 et le carbone du carbonyle a 6 = 109.46 ppm
C-10 et le carbone C-2 a 6 =164.52 ppm.

Une tache de corrélation entre le H-3’et un atome de carbone a 6 = 157,72 ppm qui ne
peut étre que le C-9.

On constate des taches de corrélation entre les atomes de carbone a 6 = 67.75 ppm et
0 =29.16 ppm attribuables a C-4>" et C-5’" respectivement avec les protons de méthyle
H-5".

Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale de cette

molécule : 5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8-isopropyl-4H-furo[2,3-h] chromen-4-one.

Figure IV.4 : Compose G4
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Une recherche bibliographique approfondie a montré qu’il s’agit d’une molécule
nouvelle.

Les données relatives a la RMN 'H, la RMN C et ses séquences DEPT et la RMN
2D COSY, HSQC sont regroupées dans les tableaux IV.13, IV.14 et IV.15

respectivement.

Tableau IV.13 : Données de la spectroscopie RMN 'H du composé G4

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)

12.97 1H s OH-5
10.42 1H s OH-4’
8.08 2H d(?) H-2’, H-6’
7.14 1H s H-3
6.96 2H d(?) H-3’, H-5’
6.98 2H s H-6 , H-3”’
5.47 1H s OH-4”
1.56 6H s 2CH; (H-5”)

Tableau 1V.14: Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G4

"H d (ppm) BC/HSQC HMBC
H-2’ ; H-6’ 8.08 129.09 C-2’ ; C-6’ ;C-3’ ;C-5'(116.40) ;
C-4°(161.80) ;C-2(164.14).
H-3 7.14 97.63 C-10(109.46) ;C-2(164.14)
C-9(157.72).
H-6 6.98 94.99 C-7(164.14).;C-4(183.07).
H-3” 6.98 103.96 C-8(106.85) ;C-9(157.72).
H-3’ ; H-5 6.96 116.40 C-3’ ; C-5°(116.40);C-1° (121.20).
OH-4"’ 5.47 / C-5°" (29.16) ; C-4”’ (67.75)
C-2"’ (164.00).
CH; (H-5") 1.56 29.22 C-4’° (67.75) ; C-5” (29.16) ;
C-2°’ (164.00).
CH; (H-5") 1.56 29.16 C-4’’ (67.75) ; C-5’ (29.16) ;
C-2”’ (164.00).
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Tableau IV.15 : Données de la spectroscopie ° C et DEPT 135 du composé G4

Position de"*C & (ppm) DEPT 135
2 164.52
3 97.63 CH
4 183.07
5 158.53
6 94.99 CH
7 164.14
8 106.85
9 157.72
10 109.46
ik 121.20
2’ 129.09 CH
3’ 116.40 CH
4 161.80
5 116.40 CH
6’ 129.09 CH
37 103.96 CH
27 164.00
47 67.75
5% 29.16 CH;
5% 29.22 CH;

Tableau IV.16 : Données de la spectroscopie COSY et NOESY du composé G4

H & (ppm) COSY 'H-"H NOESY 'H-"H
H-2’ ; H-6 8.08 H-3’ ; H-5 H-3
H-3 7.14 / H-2’; H-6’; H-3’; H-5.
H-6 6.98 /
H-3” 6.98 H-5".
H-3’ ; H-5 6.96 H-2’ ; H-6’ H-3.
CH; (H-5") 1.56 / H-3"’; H-6.
CH; (H-5") 1.56 / H-3’’; H-6.
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Spectre N°34: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé G4

Spectre N°35: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6.5 a 8.5 ppm) du composé G4
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(H-2’;H-6; H-3’;H-5°)

(H-3’;H-5’;H-2’;H-6")

Spectre N°36: COSY (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6.5 a 8.5 ppm) du composé G4
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Spectre N° 37: Masse en mode ¢électrospray du composé G4
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c-2,C-6 /C'5
C-3,C-5’
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c-5 C-10 C-3 C-6 N
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Spectre N°38:RMN °C (100 MHz, DMSO-d6) du composé G4

Cc-2’, C-6’ c-5”
\4 c-3,C-5 4
4
C-3
C-6
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-

Spectre N°39: DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d6) du composé G4
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c-5"
(H-5"%;C-5")
(H-6;C-6)
C-6
c-3 r (H-3;C-3)

-3 | (m3ica)
c-3’,C-5° (H-3’;H-5’-C-3’, C-5)
c-2, C-6’ (H-2’,H-6>-C-2’, C-6°)

Spectre N°40: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G4

Spectre N°41: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G4
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Spectre N°42: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du compos¢ G4

(H-2’,H-6’ ;H-3\z

«H-37H-2, H6)

Spectre N°43: NOESY (400 MHz, DMSO-d6) du composé G4
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IV.2.1.5 Elucidation du Composé G6

L’analyse du spectre de masse réalisé en mode ¢€lectrospray positif de ce composé
(Spectre N°44), montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M+Na] = a
m/z=309.0732 calcule pour C;sH;4OsNa, orientant vers la formule brute C;cH;4O5
soit une molécule comportant 10 insaturations.

Le spectre RMN Bc (Spectre N°49) et ses séquences DEPT 135 (Spectre N°50)
révelent la présence de 16 atomes de carbone :

v' 1 CH; oxygéné a4 = 55,5 ppm.

v" 6 groupements CH aromatiques caractéristiques des cycles A et B des flavonoides.
v’ 1 groupement CH oxygéné a & = 78,01 ppm.

v’ 1 groupement CH, a 6 =44,71 ppm.

v' 1 carbonyle a 6 =187,75 ppm.

v' 6 carbones quaternaires.

L’analyse du spectre RMN 'H (Spectre N° 45) et son étalement (Spectre N° 46 et 47)
réalisé dans le DMSO-d6 indiquent :

Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets a 6 = 7,30 ppm et a 6 = 6,70 ppm (J = 7,0 Hz) d’intégration 2H chacun sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3, H-5 respectivement.

Deux autres signaux sous forme d’un doublet a & = 6,00 ppm (J = 1,7 Hz) et a 6 = 5,96
ppm (J = 1,7 Hz) d’intégration 1H chacun attribuable a H-6 et H-8 indiquant ainsi que
le noyau A est substitué en 7 et en 5.

Sur le méme spectre, on remarque la présence de signaux a 5,34ppm (dd ; J =10,1 et 2,2
Hz) et a 3,00 ppm (dd ; /=13,0 et 10,1 Hz) et a 2,55 ppm un signal sous forme doublet
(d ; J = 2,3 Hz) partiellement recouvert par le signal du solvant correspondant
respectivement aux protons en position 2 et 3 d’une flavanone.

Un dernier signal sous forme d’un singulet a 6= 3,70 ppm d’intégration 3H indiquant la
présence d’un groupement méthoxyle dans la molécule.

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N° 51) montre :

Une corrélation entre les noyaux des doublets a 6 = 7,30 ppm et 6 = 6,70 ppm
confirmant les attributions de H-2’, H-6" et H-3°, H-5" donc une substitution du noyau

B en 4°. Sur le méme spectre COSY on constate une tache de corrélation entre le H-2g
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et le H-3, et une tache de corrélation entre le H-3p et les signaux a 5,34 ppm, 3,00 ppm
et 2,55 ppm respectivement, qui sont attribuables aux protons 2 et 3 de la flavanone.
L'examen des spectres HSQC (Spectre N° 52) permet l'attribution des carbones qui
portent des protons suivants :

Une tache de corrélation entre H-2°, H-6’et un atome de carbone a o6 = 128,09 ppm
attribuable a C-2', C-6'.

Une tache de corrélation entre H-3’, H-5' et un atome de carbone a 6=115,06 ppm
attribuable a C-3’, C-5".

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6 =95.53 ppm qui est
le C-6.

Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a 6 = 93.14 ppm qui est
le C-8.

Une tache de corrélation entre H-2p et un atome de carbone a 6 = 78.01 ppm qui est
le C-2.

Une tache de corrélation entre H-3, et un atome de carbone a & = 44.71 ppm qui est
le C-3.

Une tache de corrélation entre H-3p et un atome de carbone a 6 = 44.71 ppm qui est
le C-3.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone
a 0 = 55.55 ppm qui ne peut étre que le carbone du méthoxyle .

Les attributions des carbones restants ont ét¢ complétés par 1’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Spectre N°58) qui sont :

Quatre taches de corrélation entre le H-2°, H-6 et quatre atomes de carbone,
le premier & un déplacement chimique a 6 = 128.09 ppm attribuable a C-2°,C-6’,
le deuxieéme a 6 = 115.06 ppm qui est le C-3°, C-5', le troisieme atome a 0 = 78.01
ppm attribuable a C-2 et le quatriéme atome a 6 = 157.48 ppm attribuable a C-4’.
Trois taches de corrélation entre le H-3' et le H-5°, le premier atome de carbone a
0 = 115,06 ppm qui est attribuable a C-3’et le C-5’, le deuxieme atome de carbone a
0 = 128,09 ppm qui est le C-2°, C-6’et le troisieme atome a 6 = 157.48 ppm attribuable
a C4.

Une tache de corrélation entre H-8 et les carbones oxygéné a 6 = 162.15 ppm et a

0 = 164.19 ppm attribuables a C-7 et C-5 respectivement. Ce méme proton montre
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¢galement une corrélation avec les carbones a 6 = 95.53 ppm et a 6 = 104.41 ppm
attribuables a C-6 et le C-10 respectivement.

Une tache de corrélation entre H-6 et le carbone oxygéné a 6 = 164.19 ppm attribuables
a C-5. Ce méme proton montre également une corrélation avec les carbones a 6 = 93.14
ppm et a 6 = 104.41 ppm qui ne peuvent étre que le C-8 et C-10 respectivement.

Deux taches de corrélation entre H-2g et un atome de carbone a 6 = 128.09 ppm qui est
attribuable a C-2’, C-6’et a 0 = 187.75 ppm qui est attribuable a C-4.

Trois taches de corrélation entre le H-3, et les carbones a 6 = 78.01 ppm,
0=129.30ppm et a 6 = 187.75 ppm attribuables a C-2, C-1’et C-4 respectivement.
Trois taches de corrélation entre le H-3 et les carbones a 6 = 104.41 ppm, 6 =129.30
ppm et a 6 =187.75 ppm attribuables a C-10, C-1’et C- 4 respectivement.

Deux taches de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a
0= 162.15ppm qui est attribuable a C-7 permettant ainsi 1’attribution du méthoxyle sur
la position 7, et a & = 95.53ppm qui est attribuable a C-6.

L’examen du spectre ROESY (Spectre N° 54) montre une corrélation de type NOE
entre les protons du méthoxyle avec les protons H-6 et H-8 2 6 = 5.96 ppm et 6 = 6.00
ppm respectivement confirmant ainsi la substitution du méthoxyle en position C-7.
Nous pouvons alors identifier le composé comme étant la 5,4’-dihydroxy-7- méthoxy
flavanone ou plus communément appelée sakuranctine déja isolée des Artemisia

campestris, ssp. glutinosa ™.

OH

H3CO

OH O

Figure IV.5 : Sakuranetine

Les données relatives a la RMN 'H, la RMN "°C et ses séquences DEPT et la RMN 2D
COSY’ HSQC sont regroupées dans les tableaux IV.17,1V.18, IV.19 respectivement.
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Tableau IV.17 : Données de la spectroscopie RMN '"H du composé G 6

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

chimique 6 (ppm)
7.30 2H d(@® H-2’, H-6’
6.70 2H d(@®) H-3’ , H-5’
6.00 1H d(1.7) H-8
5.96 1H d(1.7) H-6
5.34 1H dd(10.1; 2.2) H-2g
3.70 3H S OMe
3.00 1H dd(13.0;10.1) H-3,
2.55 1H d(2.2) H-3g

Tableau IV.18 : Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G6

H 3(ppm) B¢ /HSQC HMBC
H-2’ ; H-6’ 7.30 128.09 C-2’ ; C-6’ ; C-2(78.01) ; C-3°;
C-5° (115.06) ; C-4’ (157.48).
H-3’ ; H-5 6.70 115.06 C-2’ ; C-6’ (128.09); C-3’ ;
C-5’; C-4’ (157.48).
H-8 6.00 93.14 C-6 (95.53);C-10(104.41) ;
C-7(162.15) ; C-5(164.19).
H-6 5.96 95.53 C-8(93.14) ; C-10(104.41);
C-5(164.19).
H-2; 5.34 78.01 C-2’ ;C-6°(128.09);C-4
(187.75) .
OMe 3.70 55.55 C-7(162.15) ; C-6(95.53).
H-3, 3.00 44.711 C-2(78.01) ;C-1°(129.30) ;
C-4(187.75).
H-3; 2.55 44.71 C-10(104.41) ; C-1° (129.30) ;
C-4(187.75).
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Tableau IV.19 : Données de la spectroscopie °C, DEPT 135 et DEPT 90 du composé G6

eqe 1
Position de °C 0 (ppm) DEPT 135 DEPT 90
2 78.01 CH CH
3 44.71 CH,
4 187.75
5 164.19
6 95.53 CH CH
7 162.15
8 93.14 CH CH
9 /
10 104.41
1 129.30
2’ 128.09 CH CH
3 115.06 CH CH
4’ 157.48
5 115.06 CH CH
6’ 128.09 CH CH
OCH; 55.55 CH;
Monoisotopic Mass, Even Electron lons
949 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
Elements Used:
C:0-50 H:0-120 0:0-15 Na: 0-1 ’
H-2172-Francisco L ( SBR BA a5) 20 (0.853) [M+Na] 1: TOF MS ES+
A/ 3.56e+003
100 | 309.0732
%
301.1414 310.0781 344.1666
277.0997 350.0987 <80, 1412
11.0845 339.0834 I 362.1768
4 | 289.1560 { 325.9660 | 376.1980 y
Ly T T — T . i { s L T e S miz
280 285 290 2é5 300 305 310 315 320 3256 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380
Minimuom: 20.00 -20.0
B imum 100.00 100.0 5.0 1000.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE i=FIT Formula
301.1414 26.31 301.1416 =0} 2 =0T 5.5 108 €lé6 HZ2 04 N4
309.0732 100.00 309.0739 =0T =23 Snh Biail 16 H14 05 Na
310.0781  20.21 -
344.1666  27.83 -—=
380.1412 21.98 ]

Spectre N°44: Masse en mode électrospray du composé G6
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Spectre N°45: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé G6

H-2’;H-6° H-3’;H-5’
H-8 H-6
H-28

Spectre N°46: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (4.5 a 7.5 ppm) du composé G6
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OMe

H-3a H-3B

Spectre N°47: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (2 4 4.5 ppm) du composé G6

C-2°,C-6°
\ c-3
) c-3’,C-5’
ca C\5 \ c.2 OMe
\ C-7 Cc-1° C-\10C'6C'8 /
C4 N \/

/

Spectre N°48 : RMN °C (100 MHz, DMSO-d6) du composé G6
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C-2’; C-6’
C-3’;-C-5°

C-6 C-8 C-2
Cc-3

Spectre N°49 : RMN "°C (100 MHz, DMSO-d6) étalé (6.5 a 8.5 ppm) du composé G6

H-2’; H-6’ OMe

H-3’;H-5’ C-6c.g C-2

Spectre N°50 : DEPT 135(100 MHz, DMSO-d6) du composé G6
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(H-30, H-3B)
(H-2B,H-3p)

(H-2B,H-30)
(H-3B, H-3a)

(H-3a, H-2B) (H-3B, H-2B)

(H-2’;H-6’; H-3%;H-5’)

~ (H-3’;H-5";H-2’;H-6")

Spectre N°51 : COSY (400 MHz, DMSO-d6) du compos¢ G6

(H-3a;C-3)

OMe
© (H-3B ;C-3)

(H-2p;C-2)

(H-8;C-8)
(H-6;C-6)

(H-3’;H-5’; C-3’;-C-5)

(H-2’;H-6. C-2; C-6")

Spectre N°52: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G6
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—0 (H-8:C-10) /
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(H-3a;C-2)

/.

(H-38.C-10)
»

(H-3a:c-1-fH3P-CT)
N »

Spectre N°53: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G6

OMe

Spectre N°54: ROESY (400 MHz, DMSO-d6) du composé G6
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IV.2.1.6 Elucidation du Composé G7

Le spectre UV (Spectre N°S5) enregistré dans le MeOH donne deux bandes
d’absorption, Une bande I a 315 nm sous forme d’un épaulement et une bande II a 257
nm laissant présager la structure d’une isoflavone.

L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AL = +7 nm)
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH indiquant ainsi la présence d’un OH
libre en position 7.

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N°56) et ses étalements (Spectre N°57)
montrent la présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette flavonique de
type isoflavone reconnaissable par :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a & = 8,06 ppm caractéristique d’un
H-2 d’une isoflavone.

Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets a 6 = 7,30 ppm et a 3 = 6,78 ppm (J = 7,0Hz) d’intégration 2H chacun sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement.

Deux autres signaux sous forme d’un doublet a 6 = 6,39 ppm (J = 1,7 Hz) et a 6 = 6,40
ppm (J = 1,7 Hz) d’intégration 1H chacun attribuables a H-6 et H-8 indiquant ainsi
que le noyau A est substitué en 7et en 5.

Un dernier signal sous forme d’un singulet a 6 = 3,80 ppm d’intégration 3H indiquant la
présence d’un groupement méthoxyle dans la molécule.

L’étude du spectre de corrélation HSQC (Spectre N°59) permet d’effectuer les
attributions suivantes :

Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2 a
0 =150,29 ppm.

Une tache de corrélation entre H-2°, H-6" et les atomes de carbone C-2’et C-6’
permettant ainsi leur localisation a 6 = 130,16 ppm. De méme, une tache de corrélation
entre H-3’, H-5" et les atomes de carbone C-3° et C-5’ permettant leur localisation a
0 =114,76 ppm.

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6 = 96.49 ppm qui est
le C-6.

Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a & = 94.76 ppm qui est

le C-8.
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Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone
a & = 55.86 ppm qui ne peut étre que le carbone du méthoxyle .

Les attributions des carbones restants sont complétées par I’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Spectre N°60) sur ce spectre
nous avons :

Une tache de corrélation entre le H-2 et les atomes de carbone a 6 = 122.79 ppm, et
124 .64 ppm, et a & = 173.71ppm attribuables a C-3, C-1" et C-4 respectivement. Ce
méme proton montre également une corrélation avec le carbone oxygéné a 6 = 159,10
ppm qui ne peut étre que le C-9.

Les protons H-3°, H-5°, H-2" et H-6" m¢enent a la localisation de C-4> a 6 = 156.79
ppm.

Une tache de corrélation entre le H-8 et le carbone oxygéné a & = 159.10 ppm
attribuable a C-9.

Une tache de corrélation entre H-6 et le carbone oxygéné a 6 = 162.33 ppm attribuables
a C-7. Ce méme proton montre également une corrélation avec les carbones a 6 = 94.76
ppm et a d = 107.87 ppm qui ne peuvent étre que le C-8 et C-10 respectivement.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a
0=161.17 ppm qui est attribuable a C-5.

L’examen du spectre ROESY (Spectre N°61) montre une seule corrélation de type
NOE entre les protons du méthoxyle et le proton a 6 = 6.39 ppm qui n’est d’autre que
le H-6 confirmant ainsi la position de OMe en C-5.

L’analyse du spectre de masse réalis¢ en mode €lectrospray positif de ce composé
(SpectreN°62), montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M+Na] © & m /z
=377.1003 calcule pour C;¢H;,0sNa, orientant vers la formule brute C;¢H;,0s,

Toutes ces données sont en accord avec celles indiquées dans la littérature et ménent a
la structure suivante: 5-O-Méthyl génisteine ou Isoprunetine [*!

HO

Figure IV.6 : Isoprunetine
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Les données relatives a la RMN 'H, la RMN °C et ses séquences DEPT et la RMN
2D COSY, HSQC sont regroupées dans les tableaux I1V.21, IV.22 et 1V.23

respectivement.

Tableau I'V.20: Données de la série spectrale UV du composé G7

Réactifs Bande I Bande 11 Autres Commentaire
bandes
MeOH 315 257 Isoflavone
+ NaOH 304 267 306
+AICl; 315 257
+AICl;/HCl1 315 257
+NaOAc 315 262 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 315 257
Spectre stable avec NaOH apreés S mn

Tableau IV.21 : Données de la spectroscopie RMN 'H du composé G7

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

chimique o6 (ppm)
8.06 1H S H-2
7.30 2H d (7.0) H-2’ ; H-6’
6.78 2H d (7.0) H-3’ ; H-5’
6.40 1H d(1.7) H-8
6.39 1H d(1.7) H-6
3.80 3H S OMe

Tableau IV.22: Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G7

H 8 (ppm) Bc/HSQC HMBC
H-2 8.06 150.29 C-3(122.79) ;C-1°(124 .64) ;
C-9(159.10) ; C-4(173.71).
H-2’ ; H-6’ 7.30 130.16 C-3’ ;C-5°(114.76) ;C-3 (122.79) ;
C-2’ ;C-6°(130.16) ; C-4°(156.79).
H-3’ ; H-5 6.78 114.76 C-3’ ;C-5°(114.76) ; C-1°(124.64) ;
C-4°(156.79).
H-8 6.40 94.76 C-9(159.10) .
H-6 6.39 96.49 C-8(94.76) ;C-10 (107.87) ; C-5
(161.17).
OMe 3.80 55.86 C-5(161.17).
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Tableau IV.23 : Données de la spectroscopie RMN " C du composé G7

Position de °C 0 (ppm)
2 150.29
3 122.79
4 173.71
5 161.17
6 96.49
7 162.33
8 94.76
9 159.10
10 107.87
r 124.64
2’ 130.16
3 114.76
4’ 156.97
5 114.76
6’ 130.16
OCH; 55.86
: +MeOH N
W +MeOH+NaOH W o) +MeOH
z’ +MeOH+NaOH+5MIN Z ] +MeOH+AIC,
3, <. +MeOH+AICI+HCI
0 & 1
g 1 8 104
< < 054
Longueur d'onde (nm) L;l}ngueusrugd'ondso(nm) )
+MeOH
W +MeOH+NaOAc
<Zt s +MeOH+NaOAc+H,BO,
2 .
(@)
7]
m 1
<
Longueur d'onde (nm)

Spectre N°55 : Série spectrale UV du composé G7
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Spectre N°56: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé G7

H-2

H-2°;H-6’

H-3";H-5’

Spectre N°57: RMN ' H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (6 4 8.5 ppm) du composé G7
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C-2’:C-6’
C-3’;C-5’
o c-1° OMe
leu c-2 xcs c*-e c8
c4 C- / -
4 c-10
crt VY ¥
'S

Spectre N°58: RMN "°C (100 MHz, DMSO-d6) du composé G7

OMe

(H;8;C-8)

¥

" (H-6;C-6)
(H-3’,H-5";C-3°,C-5)

(H-2’,H-6;C-2’,C-6")

(H-2;C-2)

Spectre N°59: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé¢ G7
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(H-3’,H-5";C-3",C-5")

o (H6:C-8)
(H-2’,H-6%;C-3) l

(H-2;C-1°) x ¥~ (H-6;C-10)

A W (H-3,H-5;C-1°)
(H-2;C-3) X

(H-2’,H-6°;C-2°,C-6") (H 8,C-9)

< \ (OMe;C-5)
(H-2;C-9) W< (H-6;C5)
(H234) (H-2’,H-6;C-4)

(H-3°,H-5%;C-4")

Spectre N°60: HMBC (400 MHz, DMSO-d6) du composé G7

H-8
H-6
A 4

ome -7 |:|

Spectre N°61: ROESY (400 MHz, DMSO-d6) du composé G7
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[M+Na]+
A/

Spectre N°62: Masse en mode électrospray du composé G7

IV.2.1.7 Elucidation du Composé G8

L’examen du spectre RMN '"H (Spectre N°63) et ses ¢talements (Spectre N°64 et 65)
montrent la présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette flavonique de
type isoflavone reconnaissable par :

Un singulet a d = 12.93 ppm, attribuable a un OH en C-5.

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a & = 8,42 ppm caractéristique d’un
H-2 d’une isoflavone.

Un systeme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets a 6 = 7,40 ppm et 2 6 = 6,84 ppm (J = 8,7 Hz) d’intégration 2H chacun
sont attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5" respectivement.

Un autre signal sous forme d’un doublet a 6 = 6,70 ppm (J = 2,2 Hz) d’intégration 1H
attribuable a H-8 et autre signal sous forme d’un doublet a 6 = 6,45 ppm (J = 2,2 Hz)
d’intégration 1H attribuable a H-6.

Sur le méme spectre, on remarque la présence d’un signal sous forme d’un doublet a
6 = 5,06 ppm (J = 7,5 Hz), attribuable au proton anomérique d’un sucre reli¢ a

I’aglycone, d’aprés la valeur de son déplacement chimique, par un pont oxygene.



Partie expérimentale | 144

D’apres la valeur de la constante de couplage de ce proton anomérique avec son voisin
en C-2°, cette entité pourrait dériver soit d’un glucosyle soit d’un galactosyle avec une
configuration 3 du carbone anomérique. L’ensemble de ces données mene a la structure
partielle reportée dans le schéma suivant :

(HO) Sucre-O

OH (O-Sucre)

Ce spectre montre également:

Trois doublets d’intégration 1H chacun a & = 5,36 ppm (J = 4,9 Hz), 6 = 5,07 ppm
(/=4,7Hz) et 6 = 5,03 ppm (J = 5,3 Hz) et un signal d’intégration 1H a 6 = 4,58 ppm
sous forme doublets de doublets (J = 5,4-6.0 Hz) .Les valeurs des constantes de
couplage de ces noyaux sont caractéristiques de couplages vicinaux de protons de
groupements hydroxyles avec des groupements CH. Ces observations orientent vers la
présence de quatre groupements hydroxyles dans 1’entité sucre.

Le spectre du °C (Spectre N° 67) et le spectre DEPT 135 (Spectre N° 68) permettent
notamment 1’observation d’un signal a 6 = 99.84 ppm correspondant au proton
anomérique d’un sucre. La présence de cing carbones en RMN °C a § = 73.07 ppm
(C-2""), 6 = 76.39 ppm(C-3"’), 6 = 69.62 ppm (C-4’’), & = 77.18 ppm (C-57) et
0 = 60.63 ppm (C-6""), permet de confirmer la présence d’un sucre notamment le
glucose [

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N°69) permet la
localisation H-2’’du sucre (ddd) a 6 = 3,27 ppm (J = 8,9; 7,5 ; 4,9 Hz), grace a sa
corrélation avec le proton anomérique H-1"°. Cette attribution de H-2’’ permet la
localisation de OH-2"" (d) a 6 = 5,36 ppm (J = 4,9 Hz) et H-3” (td) a 6 = 3,32 ppm
(/=289 ;4,7 Hz). L attribution de ce dernier noyau permet de localiser celle de OH-3"’
(d)ad=>5,07 ppm (J=4,7 Hz) et celle de H-4"’ (ddd) a 8 = 3,18 ppm (/ =9,0; 8,9 ; 5,3
Hz).Toujours sur le méme spectre, H-4’” permet de localiser OH-4" sous forme de (d)
ad=15,03 ppm (J = 5,3 Hz) et deux doublets de doublets d’intégration 1H chacun a
6 =3,73 ppm (J =10.1; 5.4 Hz) et d = 3,47 ppm (J =12.0 ; 6 Hz) , ils sont attribuables
aux deux protons Ha-6", Hb-6"du sucre. Cette attribution de H-6"a, H-6"b permet la
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localisation de OH-6"’sous forme de (t) a 6 = 4,58 ppm (J = 5,4-6 Hz). Cette
observation oriente vers une entité sucre dérivée du glucose.
Une corrélation entre les noyaux des doublets a 6 = 7,40 ppm et 6 = 6,84 ppm
confirmant les attributions de H-2’, H-6" et H-3’, H-5" donc une substitution du noyau
Ben4’.
Une tache de corrélation entre les noyaux des doublets a 6 = 6,70 ppm et & = 6,45 ppm
confirmant les attributions de H-8 et H-6 donc une substitution du noyau A en 7 et 5.
L’¢étude du spectre de corrélation HSQC (Spectre N° 70) permet d’effectuer les
attributions suivantes :
Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2 a
0 = 154,56 ppm.
Une tache de corrélation entre H-2°, H-6’ et les atomes de carbone C-2° et C-6’
permettant ainsi leur localisation a & = 130,13 ppm. De méme une tache de corrélation
entre H-3’, H-5 et les atomes de carbone C-3’ et C-5’ permettant leur localisation a
0 =115,07 ppm.
Une tache de corrélation avec H-6 et H-8 permet 1’attribution de C-6 et C-8 a & = 99,58
ppm et 0 = 94,51 ppm.
Une tache de corrélation entre 1’hydrogéne anomérique et 1’atome de carbone C-1"’
du sucre, permettant ainsi sa localisation a 6 = 99,84 ppm.
L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre N°71) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance, et permet de tirer les indications
suivantes :

v" Le proton H-2 en C-2 donne trois taches de corrélation :
La premiére avec I’atome de carbone a 6 = 120,97 ppm attribuable a C-1".
La deuxiéme avec 1’atome de carbone a 6 = 122,54 ppm qui ne peut étre que le C-3.
La troisiéme avec I’atome de carbone a 6 = 154,56 ppm qui ne peut étre attribué qu’a
C-2. Sur le méme spectre, d’autres informations peuvent étre tirées comme suit :

v" Les protons H-2’ et H-6’ montrent:
Trois taches de corrélation avec le méme atome de carbone a & = 154,56 ppm qui ne
peut étre attribué qu’au carbone C-2, a 6 = 122,54 ppm qui ne peut étre attribué qu’au
carbone C-3 et 6 = 130,13 ppm qui ne peut &tre attribué qu’aux carbones C-2’ ; C-6’.

v" Le proton H-3’et H-5" montre trois taches de corrélation :

La premiére avec I’atome de carbone a 6 = 120,97 ppm attribuable a C-1".
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La deuxiéme avec I’atome de carbone a & = 115,07 ppm attribuable a C-3’et C-5’.

v Le proton attribué & H-8 montre quatre autres taches de corrélation :
La premiére confirme le C-10 a 6 = 106.06 ppm.
La deuxieme confirme le C-7 a 8 = 162.99 ppm.
La troisiéme confirme le C-6 a & = 99.58 ppm, avec un autre atome de carbone
représenté par le signal a d = 154,56 ppm qui ne peut étre que le C-2.

v Le proton attribué & H-6 montre quatre autres taches de corrélation :
La premiére confirme le C-10 a 6 = 106.06 ppm.
La deuxieme confirme le C-7 a 6 = 162.99 ppm.
La troisieme avec un atome de carbone oxygéné a 6 = 154.56 ppm qui ne peut étre
attribué qu’au C-5.
La quatrieme confirme le C-8 a 3 = 94.51 ppm.
En effet, le proton anomérique H-1"’ montre sur ce spectre une corrélation avec le
carbone a 6 = 76.39 ppm qui ne peut étre que le C-3’°, Ce proton anomérique (H-1"")
montre également une corrélation avec un carbone oxygéné (6 =162.99 ppm) qui ne
peut étre que le C-7.
L’examen du spectre ROESY (Spectre N°72) montre une corrélation de type NOE de
proton anomérique H-1"" avec le proton H-6 et H-8 a 6 = 6.45 ppm et 6 = 6.70 ppm
respectivement confirmant la position de glucose en C-7.
L’analyse du spectre de masse réalis€¢ en mode électrospray négatif du composé¢ G8
(Spectre N°73), montre la présence dun pic pseudomoléculaire [M-H] a
m/z=431.0988, suggérant une masse moléculaire de 430.0988, cette masse est
compatible avec la formule brute C,;H»0019, m/z =269.0510 ,correspondant au fragment
[M-glucose] .Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale de

G8 il s’agit :Génisteine-7-O- B —glucoside ).

Figure IV.7 : Génisteine -7-O- 3 — glucoside
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Les données relatives a la RMN 'H, la RMN "C et ses séquences DEPT et la RMN
2D COSY, HSQC sont regroupées dans les tableaux 1V.24, IV.25 et IV.26

respectivement.

Tableau IV.24: Données de la spectroscopiec RMN 'H du composé G8

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

chimique o6 (ppm)
12.93 1H s OH-5
8.42 1H S H-2
7.40 2H d(8.7) H-2’ ;H-6’
6.84 2H d(8.7) H-3’ ;H-5’
6.70 1H d2.2) H-8
6.45 1H d(2.2) H-6
5.36 1H d 4.9) OH-2"
5.07 1H d 4.7) OH-3"
5.06 1H d (7.5 H-1"°
5.03 1H d(5.3) OH-4"
4.58 1H dd (5.4-6.0) OH-6"’
3.73 1H dd (10.1-5.4) H-6"a
3.47 1H dd (12.0-6.0) H-6"b
3.45 1H ddd (9-8.9-5.3) H-4"
3.32 1H td (8.9-4.7) H3"
3.27 1H ddd (8.9-7.5-4.9) H-2"
3.18 1H m H-5"

Tableau I'V.25 : Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé G8

"H 5 (ppm) BC/HSQC HMBC
H-2 8.42 154.56 C-1’ (120.97);C-3(122.54) ;
C-2 (154.56).
H-2’ ;H-6’ 7.40 130.13 C-2’ ; C-6;C-3(122.54) ;
C-2 (154.56).
H-3’ ;H-5’ 6.84 115.07 C-3’; C-5" ; C-1° (120.97);
C-2 (154.56).
H-8 6.70 94.51 C-6 (99.58) ; C-10 (106.06) ;
C-2 (154.56) ; C-7(162.99).
H-6 6.45 99.58 C-8 (94.51) ; C-10 (106.06) ;
C-5 (161.61) ; C-7(162.99).
H-17 5.06 99.84 C-3” (76.39) ; C-7(162.99).
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Tableau IV.26 : Données de la spectroscopie RMN °C et DEPT 90 du composé G8

Position de °C 0 (ppm) DEPT 90
2 154.56 CH
3 122.54
4 180.54
5 161.61
6 99.56 CH
7 162.99
8 94.56 CH
9 157.58
10 106.06
| 120.97
2 130.14 CH
3 115.06 CH
4 157.19
s 115.06 CH
6’ 130.14 CH

1” 99.84 CH
2” 73.07 CH
3 76.39 CH
4” 69.62 CH
5” 77.18 CH
6> 60.63 CH,
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H-2

OHen5

Spectre N°63: RMN' H (500 MHz, DMSO-d6) du compos¢ G8

H-2":H-6" H-3’;H-5

H-6
H-8

Spectre N°64: RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) étalé (6 8 ppm) du composé G8
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H_1 9

OH-3"
OH-2" OH-4" OH-6"

Spectre N°65: RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) étalé (3 a 6 ppm) du composé G8

. " H-5" " H-2"
H-6"a H-6"b H3 He4"

Spectre N° 66: RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) les protons du sucre étalé (3 & 4 ppm)

du composé G8
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C-3’;C-5
C-2’;C-6’

C-9 c-1”

C-6
c-4 /
C-4 \ l K c-2 C- E/_1, c-1o\ c-8

w

Spectre N° 67 : RMN "*C (125 MHz, DMSO-d6) étalé (90 a 180 ppm) du composé G8

Carbone de sucre

C 39 C 59 ” ‘ C 3” ‘
C-2’;C-6’ C-1

-5’ / 99
- \ /c -8 G4

¥

C_s”

Spectre N°68: DEPT 135(125 MHz, DMSO-d6) du composé G8
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Spectre N°69: COSY (500 MHz,DMSO-d6 )du composé G8

(H-6"b,C-6"")
(H-6"a,C-6")x
< (H47,C-47)
— H-Z”,C-Z”
TSR A N )
(H-8,C-8) (H-3,C-37)
(H-6,c-6) 7 (H-1,C-17)

(H-3’,H-5°;C-3",C-5’)
(H-2,H-6’;C-2°,C-6")

(H-2;C-2)

Spectre N°70: HSQC (500 MHz, DMSO-d6) du composé G8
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X

(H-17;C-3")

(H-8,C-6) &« (H6.C8)

(H-8,C-10)
¥~ (H-6,C-10)

+(H-3"H-5";C-3°,C-5")
(H-2;C-1°)9 (H-2’,H-§;C-3)

(H-2;C-3"
4

(H-2’,H-6;C-2°,C-6")

¥~ (H-3’,H-5’;C-1°)

(H-3 H-5;c2)  (H8.C-2)

o (H-6,C-5)
(H-2;C-27 2
(H-2’,H-6’;C-2) \ \
/ (H-6,C-7) (H-17;C-T)
(H-8,C-7)
(H-2;C-4)

Spectre N°71: HMBC (500 MHz, DMSO-d6) du composé G-8
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Spectre N°72 : ROSEY (500 MHz, DMSO-d6) du composé G8

[M+H]
~

[M-Glu]
v

Spectre N°73: Masse du compos¢ G8
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IV.2.2 Identification des produits isolés de la phase Chloroforme

IV.2.2.1 Elucidation du Composé K1

L’examen du spectre RMN 'H (spectre N°75) montre la présence d’un ensemble de
signaux caractérisant un squelette flavonique de type isoflavone reconnaissable par :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a & = 8,78 ppm caractéristique d’un
H-2 d’une isoflavone.

Un systeme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi
les doublets a & = 8,06 ppm et a 6 = 7,51 ppm (J = 8Hz) d’intégration 2H chacun sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3, H-5’ respectivement.

Un autre signal sous forme d’un singulet a 6 = 6,97 ppm d’intégration 1H attribuable a
H-6 ou H-8.

Deux doublets a 6 = 7,28 et 6,37 ppm (J =10,00 Hz) caractéristique d’un cycle
pyranique di substitué en position 2’’. Ces deux substitutions sont en fait deux
groupements méthyles dont le signal apparait sous forme de singulet d’intégration
6Hao= 2,07 ppm.

On remarque aussi sur le spectre d’étalement (Spectre N° 75) un signal sous forme de
singule a 6 = 3,53 ppm indiquant la présence d’un groupement méthoxyle dans la
molécule.

Enfin un signal a 6 = 14.04 ppm attribuables a 10H en position 5.

Les données relatives a la RMN 'H sont reportées dans le tableau IV.28

Cette structure isoflavonique est confirmée par 1’étude de la série spectrale UV
(Spectre N°74) de laquelle on peut tirer les indications suivantes:

La bande I sous forme d’épaulement a environ 283 nm et la bande I a 261 nm ainsi que
la fluorescence orange sous lumi¢re de Wood de ce produit confirme bien le squelette
isoflavone.

L’addition de AlCl3 ne montre aucun effet sur le spectre d’absorption comparativement

a celui enregistré dans le MeOH ce qui prouve I’absence d’un systéme orthodihydroxyle
dans la structure.

Le spectre RMN'"C J modulé (Spectre N° 78) permet les attributions suivantes :

10 atomes de carbone quaternaire dont :

1 carbonylé a 6 = 181.86 ppm ;

5 carbones oxygénés a 6= 158.17 ; 158.51 ; 157.79 ; 160.29 et 78.86 ppm ;

4 carbones éthyléniques.
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On remarque aussi sur le spectre 2 CHs et 8 atomes de carbone de type CH.

L’¢tude du spectre de corrélation HSQC (Spectre N°79) permet d’effectuer les
attributions suivantes :

Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que
C-22a0=154.67 ppm.

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et les atomes de carbone C-2° et C-6
permettant ainsi leur localisation a 8 = 131.20 ppm. De méme, une tache de corrélation
entre H-3’, H-5" et les atomes de carbone C-3° et C-5’ permettant leur localisation a
6=116.30 ppm.

Une tache de corrélation avec le H-6 permet Iattribution de C-6 a 6 = 95.42 ppm.

Une tache de corrélation entre H-3"’et un atome de carbone a & = 129.42 ppm qui est
le C-3".

Une tache de corrélation entre H-4’’ et un atome de carbone a 6 = 115.10 ppm qui est
le C-4>.

Sur le spectre HMBC (Spectre N°80) on remarque que :

Les protons a 6 = 7,28 et 6,37 ppm corrélent avec le carbone oxygéné a 6 = 158.51 ppm
attribuables a C-7. Ces méme protons montrent également une corrélation avec les
carbones a 0 = 104.00 ppm qui ne peut étre que le C-8 et a 6 = 78.86ppm attribuable a
C-2"’. Ces corrélations permettent de positionner les prénylations en position 7 et 8.
Une tache de corrélation entre H-2 et les atomes de carbone a & = 181.86 ppm, a
0 =154.67 ppm et a 3 = 124.10 ppm attribuables a C-4, C-2 et C-1’respectivement.
Trois taches de corrélation entre le H-2' et le H-6' et le premier atome de carbone a
0 = 131.20 ppm qui est attribuable a C-2’et le C-6’, le deuxieme atome de carbone a
0 = 154.67 ppm qui est le C-2 et le troisiéme atome a & = 124.10 ppm attribuable a
C-1".

Trois taches de corrélation entre le H-3' et le H-5°, le premier atome de carbone a
0 = 116.30 ppm qui est attribuable a C-3’et le C-5’, le deuxieme atome de carbone a
0 = 154.67 ppm qui est le C-2 et le troisieme atome a 6 = 124.10 ppm attribuable a
C-1".

Une tache de corrélation entre H-6 et le carbone oxygéné a 6=158.51 ppm attribuables a
C-7. Ce méme proton montre ¢galement une corrélation avec le carbone a 6 = 104.00

ppm qui ne peut étre que le C-8.
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Les données relatives de spectres RMN'C ; HSQC et HMBC sont toutes regroupées
dans les tableaux IV.29 et [V.30 respectivement.
La combinaison de tous ces résultats permet de localiser le groupement méthoxyle en

position 4°. D’ou la structure suivante : 4’-O-Methylderrone .

Figure IV.8 :4’-O-Methylderrone

Tableau I'V.27 : Données de la série spectrale UV du composé K1

Réactifs Bande I Bande 11 Autres Commentaire
bandes

MeOH 283 261 Isoflavone

+ NaOH 292 261

+AICl; 283 261

+AICl;/HCI 283 261

+NaOAc 283 261

+NaOAc/H;BO; 283 261

Spectre stable avec NaOH apreés S mn
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Tableau I'V.28 : Données de la spectroscopie RMN "H du Composé K1

Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
14.04 1H s OH-5
8.78 1H s H-2
8.06 2H d(8) H-2’ ;H-6’
7.51 2H d(8) H-3’ ;H-5’
7.28 1H d (10.00) H-3”
6.97 1H s H-6
6.37 1H d (10.00) H-4"”
3.53 3H s OCH;
2.07 6H s 2CH;
Tableau V.29 : Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du Composé K1
"H 3 (ppm) BC/HSQC HMBC
H-2 8.78 154.67 C-2(154.67) ;C-1°(124.10) ;
C-4(181.86) .
H-2’ ;H-6’ 8.06 131.20 C-2(154.67) ;C-1°(124.10) ;C-2’;
C-6’(131.20).
H-3’ ;H-5° 7.51 116.30 C-2(154.67) ;C-1°(124.10) ; C-3’ ;
C-5°(116.30) .
H-3” 7.28 129.42 C-2" (78.86) ;C-8 (104.00) ;C-7
(158.51).
H-6 6.97 95.42 C-8 (104.00) ; C-7 (158.51),
C-4(181.86).
H-4"” 6.37 115.10 C-2>’ (78.86) ;C-8 (104.00) ;C-7
(158.51).
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Tableau IV.30 : Données de la spectroscopie *C du Composé K1

Position de °C 0 (ppm)
2 154.67
3 122.90
4 181.86
5 158.17
6 95.42
7 158.51
8 104.00
9 157.79
10 106.76
r 124.10
2’ 131.20
3 116.30
4’ 160.29
5’ 116.30
6’ 131.20
2” 78.86
3” 129.42
4” 115.10
5>’ (CH3, 28.44
2 —— +MeOH
2 +MeOH +MeOH+AICI,
+MeOH+NaOH w — +MeQOH+AICI +HC
u +MeOHNaOH+SMN 9
z q
3 2
& 0
0 )
2 ]
< <
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
+MeOH
2’ +NaOAc
w +NaOAc+H,BO,
3]
4
<
m
7%
o]
[}
o0
<
B Longueur d'az;nde (nm) N

Spectre N°74 : Série spectrale UV du composé K1
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Spectre N°75 : RMN 'H (400 MHz, Acétone-d6) du composé K1

H-2

H-22.H-6"  H.3 H5 e

H-4”
H_3”

Spectre N°76 : RMN 'H (400 MHz, Acétone-d6) étalé (6 4 9 ppm) du composé K1
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OMe 2(CH )

Spectre N°77 : RMN 'H (400 MHz, Acétone-d6) étalé (2 2 4 ppm) du composé K 1

C-2 A9'4

X
C-3” C-6 CHs
¥

C-2):C-6’ « G0
~>

Spectre N°78 : RMN J -Mod (100 MHz, Acétone-d6) du composé K1
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\

(CH3; C-5%)
(H-6;C-6)
(H-3’,H-5%C-3",C-5")  (H-3";C-3")
(H-2’,H-6°;C-2,C-6") (H-4;C-4”)

(H-2;C-2)

Spectre N°79 : HSQC (400 MHz, Acétone-d6) du composé K1

4H-47;C-57)

(H-37;C-27p 4H-47;C-27)

(H-3";C-8)
(H-3’,H-5’;C- 3’,C-5’)K 1H-4”;C-8)

(H-2;C-1°) N (H-6;C-8)
-~ 7H-3’,H-5’;C-1’)

(H-2;C-2) » b JH6CT)
(H-3’,H-5’;c.2f
(H-2;C-4) ¥ «(H-6:C-4)
’ (H-3”;C-7)

Spectre N°80: HMBC (400 MHz, Acétone-d6) du composé K1
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1vV.2.2.2 Elucidation du Composé K6

Le spectre RMN 'H, réalisé dans DMSO-d6 (Spectre N°81) et ses étalements
(Spectres N°82 et 83) indiquent la présence des signaux suivants :

Un signal a 5,32 ppm sous forme de dd (J/ = 10,2 et 2,2 Hz) et a 3,00 ppm un dd
(J = 13,1 et 10,2 Hz) et a 2,50 ppm un signal sous forme doublet d (J = 2,2 Hz)
partiellement recouvert par le signal du solvant correspondant respectivement aux
protons en position 2 et 3 d’une flavanone.

On remarque aussi deux signaux d’intégration 3H chacun a 6 = 3.74 et 3.78 ppm sous
forme de singulet attribuables a deux groupements méthoxyles.

Enfin dans la région des protons aromatiques on a :

Un doublet a 6 = 7.06 ppm (J = 1,5 Hz) d’intégration 1H indiquant un couplage méta.
Un doublet dédoublé a & = 6,88 ppm (J = 6,5 ; 1.5 Hz) d’intégration 1H, indiquant un
couplage ortho et méta.

Un signal sous forme d’un doublet a 6 = 6,77 ppm avec (J = 6,5 Hz) d’intégration 1H
indiquant un couplage ortho. Ces trois signaux orientent vers une di substitution du
noyau B.

Sur le méme spectre on constate aussi :

Deux signaux a 6 = 6.06 et 5.97 ppm sous forme de doublet (J = 1,7 Hz) d’intégration
1H chacun attribuables a H-8 et H-6 respectivement indiquant ainsi que le noyau A est
substitué en 7et en 5.

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N°86) montre :

Une tache de corrélation entre le H-2g et le H-3, et une tache de corrélation entre le
H-3g et les signaux a 5,32 ppm, 3,00 ppm et 2,50 ppm respectivement, qui sont
attribuables aux protons 2 et 3 de la flavanone

L'examen des spectres HSQC (Spectre N°87) permet l'attribution des carbones porteurs
des protons suivants :

Une tache de corrélation entre H-2' et un atome de carbone a & = 111.02 ppm
attribuable a C-2".

Une tache de corrélation entre H-6' et un atome de carbone a & = 119.39 ppm
attribuable a C-6'.

Une tache de corrélation entre H-5'et un atome de carbone a 6 = 115.14 ppm qui

est le C-5".
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Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a & = 93.20 ppm qui est
le C-8.

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a & = 95.58 ppm qui est
le C-6.

Une tache de corrélation entre H-2g et un atome de carbone a & = 78.29 ppm qui est
le C-2.

Une tache de corrélation entre H-3, et un atome de carbone a & = 44.83 ppm qui est
le C-3.

Une tache de corrélation entre H-3p et un atome de carbone a & = 44.83 ppm qui est
le C-3.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone
a 0 =155.66 ppm qui ne peut étre que le carbone du méthoxyle.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone
a 0 =>55.57 ppm qui ne peut étre que le carbone du deuxieme méthoxyle.

Les attributions des carbones restants ont été complétées par 1’étude des spectres de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Spectres N°88 et 89) qui
montre :

Deux taches de corrélation entre le H-2'et le H-6' et un atome de carbone a & = 146.74
ppm, Ce méme atome de carbone corréle avec les protons du méthoxyle a & = 3,78 ppm
(6 =55,66) ce qui impose la substitution de cet atome de carbone par le groupement
méthoxyle d’ou la substitution de la position C-3'.

Sur le méme spectre nous avons :

Deux taches de corrélation entre le H-2' et deux atomes de carbone a 6 = 129.85 ppm le
et 8 =119.39 ppm qui ne peuvent étre que le C-1’ et le C-6’ respectivement.

Deux taches de corrélation entre le H-2' et le H-6' et un atome de carbone oxygéné a
0 =78.29 ppm qui est attribuable a C-2.

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6 = 111.02 ppm qui ne
peut étre que le C-2°.

Une tache de corrélation entre H-5 et un atome de carbone a & = 129.85 ppm qui ne
peut étre que le C-1°.

Une tache de corrélation entre H-5" et le carbone oxygéné a 6 = 147.48 ppm attribuable

aC-4.
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On a aussi quatre taches de corrélation entre le H-8 et quatre atomes de carbone,
le premier a un déplacement chimique 6 = 104,42 ppm attribuable a C-10 ; le deuxiéme
a 0= 9558 ppm qui est le C-6, le troisiecme et le quatriéme sont oxygénés et ont des
déplacements chimiques plus ¢élevé a 6 = 162.16 ppm et & = 164.19 ppm et sont donc
attribuables a C-7 et C-5 respectivement.
Une tache de corrélation entre H-6 et le carbone oxygéné a & = 164.19 ppm attribuable
a C-5. Ce méme proton montre également une corrélation avec le carbone a & = 93.20
ppm et a 8 = 104.42 ppm attribuables a C-8 et C-10 respectivement.

v Nous relevons aussi sur ce spectre :
Quatre taches de corrélation entre H-2a et les atomes de carbone a 6 = 111.02 ppm,
0 =119.39 ppm et 6 =129.85 ppm qui sont attribués a C-2’, C-6’et C-1’
respectivement. La derniére tache a 6 = 187.77 ppm est attribuable a C-4.
Trois taches de corrélation entre le H-3a et les carbones a 6 = 78.29 ppm,
0=129.85 ppm et a 6 = 187.77 ppm attribuables a C-2, C-1’et C-4 respectivement.
Deux taches de corrélation entre le H-3p et les carbones a & = 104.42ppm et a
0 = 187.77 ppm attribuables a C-10 et C-4 respectivement.
Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a
0 =146.74 ppm qui est attribuable a C-3’.
Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a
0 =162.16 ppm qui est attribuable a C-7. D’ou la substitution de la position 7 par un
méthoxyle. Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale de
cette molécule:5,4’-dihydroxy-7,3’-dimethoxyflavanone (Eriodictyol 7,3’-dimethyl
ether) .

OMe

OH

MeO O \\\\\\\

OH O

Figure IV.9: Eriodictyol 7, 3’-dimethyl ether
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Les données relatives de spectres RMN 1H; RMN "C ; HSQC et HMBC sont toutes
regroupées dans les tableaux IV.31, 1V.32, IV.33 et IV.34 respectivement.

Tableau IV.31 : Données de la spectroscopie RMN 'H du composé K6

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7.06 1H d (1.5) H-2’
6.88 1H dd (6.5-1.5) H-6’
6.77 1H d (6.5) H-5¢
6.06 1H d(1.7) H-8
5.97 1H d(1.7) H-6
5.32 1H dd (2.2-10.2) H-2p
3.78 3H s OMe
3.74 3H S OMe
3 1H dd (10.2-13.1) H-3a
2.5 1H d(2.2) H-3p
Tableau V.32 : Données de la spectroscopie HSQC et HMBC du composé K6
"H d (ppm) BC/HSQC HMBC
H-2’ 7.06 111.02 C-2(78.29) ;C-6°(119.39) ;
C-1°(129.85) ;C-3°(146.74).
H-6’ 6.88 119.39 C-2(78.29) ;C-2°(111.02) ;
C-3°(146.74).
H-5° 6.77 115.14 C-1°(129.85) ;C-4°(147.48).
H-8 6.06 93.20 C-6(95.58) ;C-10(104.42) ;
C-5 (164.19) ;C-7(162.16).
H-6 5.97 95.58 C-8(93.20) ;C-10(104.42) ;
C-7(162.16).
H-2p 5.32 78.29 C-2°(111.02);C-6(119.39) ;
C-1°(129.85) ;C-4(187.77) .
OMe 3.78 55.66 C-3°(146.74).
OMe 3.74 55.57 C-7(162.16).
H-3a 3 44.83 C-2(78.29) ;C-1°(129.85) ;
C-4(187.77).
H-3p 2.5 44.83 C-10(104.42) ; C-4(187.77).
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Tableau IV.33 : Données de la spectroscopie “C' DEPT 135et DEPT 90 du composé K6

Position de °C 5 (ppm) DEPT 135 DEPT 90

2 78.29 CH CH
3 44.83 CH,
4 187.77
5 164.19
6 95.58 CH CH
7 162.16
8 93.20 CH CH
9 /
10 104.42
1 129.85
2’ 111.02 CH CH
3 146.74
4 147.48
5’ 115.14 CH CH
6’ 119.39 CH CH

OCH;-3’ 55.66 CH,

OCH;-7 55.57 CH,

Tableau 1V.34: Données de la spectroscopie COSY et NOESY du composé K6

H 5 (ppm) COSY 'H-'H NOESY 'H-'H
H-2’ 7.06 / H-3p,H-3a ,H-2p ,0Me-3".
H-6’ 6.88 / H-3p. H-30. H-2 .
H-5’ 6.77 / /

H-8 6.06 / OMe-7.
H-6 5.97 / /
H-2p 5.32 H-3a H-2’,H-3p,H-30. H-2B ,
OMe-3’.
OMe-3’ 3.78 / H-2’.
OMe-7 3.74 / H-8.
H-3a 3 H-2p; H-3p H-2’, H-6’, H-2§.
H-3p 2.5 H-3a H-2’, H-6’, H-2p.
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Spectre N°81 : RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé K6

H-2’ H-5’ H-8 H-6

H-6’ He2g

Spectre N°82 : RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (54 7.5 ppm) du composé K6
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OCH,-3’
™\ OCHs-7

H-3
H-3a B\

Spectre N°83 : RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (2 4 4 ppm) du composé K6

OCH;-3’
OCH;-7
C-7
l e
i c-2’ C-2
C\i 0t \4 cg ¥ c-3
C4 x/ C-1 ¥

Spectre N°84 : RMN °C (100 MHz, DMSO-d6) du composé K6
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C-6° C-5 .o C-6 C-2
N v \

C-3

Spectre N°85: DEPT 135(100 MHz, DMSO-d6) du composé K6

(H-3a, H-3p)
(H-2B,H-30)

(H-3B, H-3a)

(H-3a, H-2B)

Spectre N°86 : COSY (400 MHz, DMSO-d6) du composé K6



(H-6;C-6")

(H-2’;C-2’)
(H-5°;C-5’)
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(H-3B ;C-3)
(H-3a;C-3)

OCH,-3’

%
OCH;-7

(H-2B;C-2)

(H-6;C-6)

Spectre N°87: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé K6

(H-8.C-10)
“H-6.C110)  (H2p.c-2))
(H-2B.C-6°)
(H-2B.C-1°)
(H-8.C-7)
v
4 (H-6.C-5)
A
(H-8.C-5)
(H-2B.C-4)
R
(H-6.C-4)

(H-3B.C-10)
(H-30.C-1°)
(OMe.C-3’)
(OMe.C-7)
(H-30.C-4)

(H-3B.C-4)

Spectre N°88 : HMBC (400 MHz, DMSO-d6) étalé (2 4 6 ppm) du composé K6
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(H-2’;C-2)
'S
Heic) Y e
¥
(H-6°;C-2’)
s /‘ Y
(H-6;C-10)
(H-2;C-6") (H-8;C-10)
(H-Z’;C-'I’)_> < (H-5’;C-1’)
(H-67;C-3°)
(H-2’;C-3')—

+—— (H-5’;C-4’)

Spectre N°89 : HMBC (400 MHz, DMSO-d6) étalé (5 a 8 ppm) du composé K6

4{P-onH-3R) (H-28, H-3p)
(H-2’,H-3B) O
<(H-6,H-3) O (H-2B, H-3q)
(H-2’,H-3a)
(H-8;0Me-7)
(H-2’;0Me-3’)
(H-2’,H-2p) (H3828)
olo o
(H-6°,H-2p) e HQZB )
(OMe-7;H-8)
(OMe-3’; H-2’) (H-3a,H-6") (H-3B,H-6)
(H-2B,H-6")
(H-2B,H-2’) \A
-~
(H-30,H-2’)
(H-3B,H-2’)

Spectre N°90 : NOESY (400 MHz, DMSO-d6) du composé K6
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IV.3 Identification des produits isolés de Genista quadriflora Munby
IV.3.1 Identification des produits isolés de la phase Acétate d’éthyle
IV.3.1.1 Elucidation du Composé A4-1

Les données de la série spectrale UV (Spectre N°91) montrent les indications
suivantes :

Le spectre enregistré dans le MeOH donne deux bandes d’absorption, Une bande I a
349 nm et une bande II a 266 nm indiquant ainsi la structure d’une flavone ou flavonol
substitué en C-3.

L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I
(AL =+ 58 nm) avec augmentation de I’intensité qui révele la présence d’un OH libre
en position C-4’.La présence d’une nouvelle bande a 310 nm confirme cette
hydroxylation.

Le déplacement bathochrome de la bande II aprés addition de NaOAc (AL = +9 nm)
comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique la présence d’'un OH
libre en position 7.

L’addition de (AICI;+HCI) ne montre aucun effet sur le spectre d’absorption
comparativement a celui enregistré dans le MeOH ce qui prouve I’absence d’'un OH
libre en 5.

Le fait qu’il n’y est pas de changement de la bande I en comparant les spectres
AICL3+HCI et AICl;, laisse prévoir ’absence d’un systéme ortho dihydroxylé sur le
cycle B. Cette hypothese est confirmée par 1’effet bathochrme faible (AL=+ 1 nm) de la
méme bande par rapport au spectre enregistré dans le méthanol.

Le spectre de RMN 'H, et son étalement réalisé dans CD;OD (Spectre N°92) et son
¢talement (Spectre N°93) montrent :

Un singulet présent a 6 = 6,67 ppm intégrant pour 1H est caractéristique du proton en
position 3 des flavones. On remarque aussi deux doublets a 6 = 7,57 et 6,97 ppm,
intégrant pour 2H chacun sont attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement,
ils sont sous forme de doublets avec une constante de couplage J = 8,2 Hz, et qui sont
caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B.

On a deux doublets a 6 = 6,50 et 6,24 ppm (J = 2,1 Hz) d’intégration 1H chacun qui
sont associés a deux protons aromatiques H-8 et H-6 respectivement en méta sur le

cycle A. On note aussi la présence d’un groupement méthoxyle a 6 = 3,90 ppm.
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La combinaison des résultats de la spectroscopie RMN 'H et la série spectrale UV

permet de localiser le groupement méthoxyle en position 5 ce qui mene a la structure

suivante : Apigenine 5-méthyl éther (thevetiaflavone

HO

10
)[ ]‘

Figure IV.10 : Thevetiaflavone

OH

Les données relatives a la série spectrale UV du composé A4-1 ainsi que les données

relatives 4 la RMN 'H sont reportées dans les tableaux IV.35 et [V.36 respectivement.

Tableau IV.35 : Données de la série spectrale UV du composé A4-1

Réactifs Bande I Bande 11 Autres Commentaire
bandes
MeOH 349 266 Flavone
+ NaOH 407 263 310 OH libre en 4°
+AIClL; 350 270
+AICI;/HCl1 350 270 306
+NaOAc 378 275 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 351 269
Spectre stable avec NaOH aprés S mn
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Tableau IV.36 : Données de la spectroscopie RMN 'H (250 MHz, CD30D, 8, ppm,

J/Hz) du composé A4-1

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7.57 2H d(8.2) H-2’, H-6’
6.97 2H d(8.2) H-3’ , H-5’
6.67 1H S H-3
6.50 1H d(2.1) H-8
6.24 1H d2.1) H-6
3.90 3H S OCH;
+MeOH
+MeOH+NaOH . +MeOH

w +MeOH+NaOH+5MIN +MeOH+AICI,

o, i} +MeOH+AICI,+HCI

4 (&)

q =

g 3

o 4

2 o

0 n

< 2 V\’\/\

Lo;ﬂiqueur d'on‘:;e (nm) ) Lora:iqueur d'ont;e (nm)

+MeOH
+MeOH+NaOAc
+MeOH+NaOAc+H,BO,

A

Longueur d'onde (nm)

ABSORBANCE

Spectre N°91 : Série spectrale UV du composé A4-1
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OMe

Spectre N°92 : RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) du composé A4-1

H-2’,H-6° (13 Ho5") H-6

Spectre N°93 : RMN "H (250 MHz, DMSO-d6) étalé a (6 4 8 ppm) du composé A4-1
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IV.3.1.2 Elucidation du Composé A4-2
L’analyse du spectre de masse réalis¢ en mode électrospray positif de ce composé

(Spectre N°94), montre la présence d’un pic pseudomoléculaire [M+Na+2H]" a
m/z=219.0644 calcule pour C;oH;pO4Na, orientant vers la formule brute C;oH;¢O4

soit une molécule comportant 6 insaturations.

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
2425 formula(e) evaluated with 10 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used:
C:0-60 H:0-100 0:0-20 Na:0-1
H-2397- Inaki (SWBRB-F-112)) 11 (0.470) 1: TOF MS ES+
7.916+003
100.219084 o [M+Na+2H]+
% 236.0725 301.1425
] 413.2686
302.1482 497.3144 609.3444

”’ Rl / 383'f135 433374 5313881 5754175 6914265

o0 S N Y S S A S I [

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 650 675 600 625 650 675

Minimum: 10.00 -20.0
Maximum: 100.00 100.0 By 0 1000.0
Mass RA Calc. Mass mDa PEM DBE i-FIT Formula

203.1019 11.09 S
218.1510  12.46 2=
219.0644  100.00 219.0633 1a 1 5.0 4.5 0.9 Cl0 H12 04 Na
220.0673 11.78 S
222.0825  24.50 B
227.0294  17.99 e
236.0725  44.39 =
273.1686  11.37 273.1678
301.1425  45.24 301.1416

9 =08 n/a Cl2 H2e 05 Na
0 5ib 0.3 Cl6 H22 04 Na

o o
o oo
w oo

Spectre N°94: Masse en mode €lectrospray du composé A4-2

Le spectre RMN "°C (Spectre N°95) et le spectre relatif aux conséquences DEPT
(Spectre N°96) confirment la présence de 10 atomes de carbone parmi lesquels on a :
Un groupement CH; oxygéné a & = 51,25 ppm. Un groupement CH, oxygéné a
8 =39,77 ppm. Cinq types de groupements CH dont 4 aromatiques et un hybridé sp’
oxygeéné a & =71,55 ppm. Deux groupements quaternaires aromatiques dont un oxygéné
a 0=155,83 ppm. Enfin un groupement carbonyle a 6 =174,00 ppm.

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N°97) et son étalement (Spectre N°98),

montrent qu’il s’agit d’'un composé aromatique para substitué, ainsi les deux signaux



Partie expérimentale | 178

sous forme de doublets (J = 7,5 Hz) d’intégration 2H a 6 = 6,97 et 6,65 ppm
respectivement indiquent la para substitution des noyaux aromatiques.

Sur les mémes spectres on constate aussi :

Un signal sous forme de doublet de doublet (J = 6,2 ; 4,2 Hz) qu’on peut attribuer
a 1 Hoxygéné a 6 =4,15 ppm couplé avec 1H en a et un autre en f.

Un autre signal sous forme de doublet de doublet d'intégration 1H a 6 = 2,80 ppm
(/=11 ;4,2 Hz) attribuable a H-1a.

Un signal a & = 2,70 ppm sous forme de doublet de doublet (J =11 ; 6,2 Hz) qu’on
attribue a H-1B. Ce qui confirme la présence du systéme oxiran dans la structure.

Enfin un singulet d'intégration 3 H a & = 3,44 ppm, indiquant la présence d’un
groupement méthoxyle (OCH3) dans la molécule.

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N° 99) montre :

Une tache corrélation entre les noyaux des doublets a 6 = 6,97 ppm et d = 6,65 ppm
confirmant ainsi les attributions de protons aromatiques.

Une tache de corrélation entre le Ha 6 = 4,15 ppmetles 2 H a 6 = 2,80 ppm et 2,70
ppm indiquant Pattribution de H-la; H-1B d’un CH, respectivement et confirmant
ainsi la substitution dans la molécule.

Une tache de corrélation entre le H-1a a 6 = 2.80 ppm et les signaux a 6 = 2,70 ppm
eta 0=4.15 ppm confirmant les attributions de H-1, H-2.

Une tache de corrélation entre le H-18 a 8 = 2,70 ppm et les signaux a é = 2,80 ppm
eta 0=4,15 ppm confirmant les attributions de H-1a ; H-2.

La combinaison des données relatives aux spectres RMN 1H, S.M, COSY et RMN e

laissent suggérer la structure suivante :

10

Figure IV.11 : Méthyl 4-(oxiran-2-yl) phenyl carbonate
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L’¢tude du spectre de corrélation HSQC (Spectre N°100) permet d’effectuer les
attributions suivantes :

Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone a 8 = 71.55 ppm qui ne peut
étre que C-2.

Une tache de corrélation entre H-4, H-8 et les atomes de carbone C-4 et C-8 permettant
ainsi leur localisation a 6 = 130.15 ppm. De méme, une tache de corrélation entre H-5,
H-7 et les atomes de carbone C-5 et C-7 permettant leur localisation a 6 = 114.84 ppm.
Une tache de corrélation entre H-1a ; H-1B et un atome de carbone & 6 = 39.77 ppm qui
est le C-1.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone
a 0 =>51.25 ppm qui ne peut étre que le carbone du méthoxyle .

Les données relatives a la RMN 'H, la RMN C et ses séquences DEPT et la RMN
2D COSY, HSQC sont regroupées dans les tableaux IV.37, IV.38 et IV.39

respectivement.
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Tableau I'V.37 : Données de la spectroscopie RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6, 8, ppm,
J/Hz) du composé A4-2

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

chimique 6 (ppm)
6.97 2H d (7.5) H-4;H-8
6.65 2H d (7.5) H-5;H-7
4.15 1H dd (6.2 -4.2) H-2
3.44 3H s H-10
2.80 1H dd (11-4.2) H-1a
2.70 1H dd (11 -6.2) H-1p

Tableau IV.38 : Données de la spectroscopie HSQC et COSY (400 MHz, DMSO-d6,
0, ppm, J/Hz) du composé A4-2

H 3(ppm) BC/HSQC COSY 'H-'H
H-4;H-8 6.97 130.15 H-5;H-7
H-5;H-7 6.65 114.84 H-4;H-8

H-2 4.15 71.55 H-10 ; H-1p
H-10 3.44 51.25 /
H-1a 2.80 39.77 H-1pB; H-2
H-1p 2.70 39.77 H-1a; H-2

Tableau I'V.39 : Données de la spectroscopie DEPT135 et DEPT 90 (100 MHz,

DMSO-d6, 6, ppm, J/Hz) du composé A4-2

Position de °C 3 (ppm) DEPT 135 DEPT 90

1 39.77 CH,

2 71.55 CH CH
3 127.47 CH
4 130.15 CH CH
5 114.84 CH

6 155.83 CH
7 114.84 CH CH
8 130.15 CH

9 174.00

10 51.25 CH, CH;
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Spectre N°95 : RMN 'H (400 MHz, DMS0-d6) du composé A4-2

H-10

H-4; H-8 H-5; H-7

\ Vg

H-2 H-1q 1B
N K

Spectre N°96 : RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) étalé (2 & 7 ppm) du composé A4-2



Partie expérimentale | 182

C-4;C-8C-5;C-7

C-9 c-10

Spectre N°97 : RMN "°C (100 MHz, DMSO-d6) du composé A4-2

C-4.C-8 C-5.C-7

C-2 Cc-10

Cc-1

Spectre N°98 : DEPT 135(100 MHz, DMSO-d6) du composé A4-2
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(H2HIBL (o H-18)4

(H-2; H-1a)! al
(H-18;H-1a)

b

(H-1a,H-2) (4.18 ;H-2)

(H-5;H-7,H-4;H-8)
b}

<« (H-4;H-8.H-5;H-7)

Spectre N°99: COSY (400 MHz, DMSO-d6) du composé A4-2

X
(H-10:C-10)™>  (H1a;C1)  (H-1p;C1)

(H-2;C-2)

(H-5;H-7;C-5;C-7)

(H-4;H-8;C-4;C-8)

Spectre N°100: HSQC (400 MHz, DMSO-d6) du composé A4-2
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IV.3.1.3 Elucidation du Composé A7-1

La fluorescence orange de ce composé sous lumiére de Wood laisse supposer un
squelette isoflavonidique.

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre N° 102) et son étalement (Spectre N°103)
montrent :

Un singulet 2 6 = 7,90 ppm intégrant pour 1H, caractérise le proton en position 2 d’un
isoflavonoide.

Deux doublets (J = 8,7 Hz) d’intégration 2H chacun a 6 = 6,85 et 7,35 ppm
attribuables a H-3’, H-5" et H-2’, H-6" respectivement indiquant ainsi une oxygénation
du cycle B en position 4°.

Deux doublets a & = 6,10 et 6,06 ppm, intégrant chacun pour 1H et liés par une
constante de couplage (J = 2,1 Hz) caractérisant les protons H-8 et H-6 respectivement
et montrent ainsi la substitution des positions 5 et 7.

L’absence d’autres signaux sur le spectre RMN 'H laisse supposer la présence des OH
libre en position 4°, 5,7.

Les données spectrales du spectre U-V visible (Spectre N°101) qui montrent :

Une bande I sous forme d’un épaulement a environ 323 nm confirme le squelette de
type isoflavone.

Le déplacement bathochrome de la bande II apres 1’ajout de NaOAc (AA = +8 nm)
comparativement a celui qui est enregistré dans le MeOH indique la présence d’un OH
libre en position 7.

Le déplacement bathochrome de la bande II enregistré apres addition de AlCl;+ HCI
(AL = +9 nm) comparativement a celui enregistré dans le MeOH confirme la présence
d’un OH libre en 5.

Les données du spectre UV et RMN 'H sont reportés dans les tableaux V.40 et IV.41
respectivement et ménent 4 la structure de la Génisteine .

Cette molécule a été isolée pour la premicre fois de Genista tinctoria en 1899 par

Perkin et Newbury %,
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Figure IV.12 : Génisteine

Tableau IV.40 : Données de la série spectrale UV du composé A7-1

Réactifs Bande 1 Bande II Autres Commentaire
bandes

MeOH 323(sh) 261 Isoflavone

+ NaOH 321(sh) 278

+AICl; 306(sh) 270

+AICI;/HCl1 306(sh) 270

+NaOAc 328(sh) 269 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 323(sh) 266

Spectre stable avec NaOH aprés S mn

Tableau IV.41 : Données de la spectroscopie RMN 'H (250 MHz, CD;OD, §,ppm,

J/Hz)du composé A7-1

Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7.90 1H s H-2
7.35 2H d (8.7) H-2’, H-6
6.85 2H d (8.7) H-3’, H-5
6.10 1H d2.1 H-8
6.07 1H d2.1 H-6
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+MeOH +MeOH

w +MeOH+NaOH 8 +MeOH+AICI,
e. +MeOH+NaOH+5MIN z +*MeOH-+AICI +HCI
< o
Q o
x 0
] @
] o
m
< <

Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

+MeOH

' +MeOH+NaOAc
+MeOH+NaOAc+H,BO,

ABSORBANCE

Longueur d'onde (nm)

Spectre N°101 : Série spectrale UV du composé A7-1

Spectre N°102 : Spectre RMN 'H (250 MHz, CDz:0OD) du composé A7-1

H-2 H2He  HS

Spectre N°103 : Spectre RMN 'H (250 MHz, CD;0D) étalé (6 4 9 ppm) du composé
A7-1
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IV.3.1.4 Elucidation du Composé A11-1

Les données de la série spectrales UV (Spectre N°104) de ce composé montrent :

Un épaulement de la bande I a 318 nm qui nous oriente vers un squelette isoflavone et
qui est caractérisé d’une couleur orange sous lumiere de Wood.

Le déplacement bathochrome de la bande II apres 1’addition de NaOAc (AL = +6 nm)
comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique la présence d’'un OH
libre en position 7.

Le spectre enregistré en présence d’ AICI3/HCI ne montre aucun changement significatif
comparativement a celui enregistré dans le MeOH révélant ainsi la présence d’'un O-R
en position 5.

Les données relatives de la série spectrale UV de ce composé sont regroupées dans le
tableau [V.42.

Le spectre RMN 'H (Spectre N° 105) et son étalement (Spectre N° 106) montrent :
Un singulet d’intégration 1H a 6 = 7,95 ppm caractéristique du H-2 d’un squelette de
type isoflavonoides.

Deux doublets d’intégration 2 H chacun a = 6.85 et 7.34 ppm (J = 8,7 Hz)
attribuables a H-2’, H-6" et H-3°, H-5 respectivement.

Un singulet a & = 6,40 ppm d’intégration 2H et montrant un couplage méta
(J = 2.2 Hz) attribuable a H-6 et H-8.

Un singulet d’intégration 3 H a 6 = 3,90 ppm indiquant la présence d’un groupement
méthoxyle sur la molécule.

Les données relatives au spectre RMN 'H sont regroupées dans le tableau IV.43.

La combinaison des résultats de la spectroscopic RMN 'H et la série spectrale UV
permet de localiser le groupement méthoxyle en position 5. Ce que méne a la structure

suivante :
HO

OH
Figure IV.13 : Génisteine 5- méthyl éther (Isoprunetine) [,
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Tableau 1V.42 : Données de la série spectrale UV du composé All-1

Réactifs Bande I Bande 11 Autres Commentaire
bandes

MeOH 318(sh) 257 Isoflavone

+ NaOH 318(sh) 266

+AICl; 318(sh) 254

+AIlCl;/HCI 318(sh) 260

+NaOAc 318(sh) 263 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO; 318(sh) 257

Spectre stable avec NaOH aprés S mn

Tableau IV.43 : Données de la spectroscopic RMN 'H (250 MHz, CD;OD, & ppm,
J/Hz) du composé Al1-1 :

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7.95 1H s H-2
7.34 2H d(8.7) H-2’, H-6’
6.85 2H d(8.7) H-3’, H-S’
6.40 2H d(2.2) H-6, H-8
3.90 3H s OCH;

Absorbance

300
Longueur d'onde (nm)

Absorbance

Absorbance

360
Longueur d'onde(nm)

300
Longueur d'onde(nm)

Spectre N°104

: Série spectrale UV du composé Al1-1



Partie expérimentale | 189

OMe

Spectre N°105: RMN 'H (250 MHz, CD;0D) du compos¢ All-1

H-6;H-8
H-2

H-27;H-6 H-3;H-5°

Spectre N°106 : RMN 'H (250 MHz, CD;0D) étalé (6 4 9 ppm) du composé All-1
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IV.3.1.5 Elucidation du Composé A11-2

Les données de la série spectrale UV (Spectre N° 107) montrent :
Le spectre enregistré dans le MeOH donne deux bandes d’absorption, Une bande I a
318 sous forme d’un épaulement et une bande II a 256 nm laissant présager la structure
d’une isoflavone. Ce squelette est confirmé par la couleur orange de ce produit sous
lumicre de Wood.
Le déplacement bathochrome de la bande II apres 1’addition de NaOAc (AL =+ 5 nm)
comparativement au spectre enregistré dans le MeOH nous oriente vers la présence d’un
OH libre en position 7. Les données de la série spectrale UV sont représentées dans le
tableau 1V.44

Tableau V.44 : Données de la série spectrale UV du composé Al1-2

Réactifs Bande I Bande 11 Autres bandes | Commentaire
MeOH 318(sh) 256 Isoflavone

+ NaO 318(sh) 258

+AICI 318(sh) 253

+AICI;/HCI 318(sh) 253

+NaOAc 318(sh) 261

+NaOAc/H;BO; 318(sh) 257

Spectre stable avec NaOH aprés S mn

Le spectre RMN 'H (Spectre N°108) et son étalement (Spectre N°109) montrent :

Un singulet présent a 6 = 7,98 ppm intégrant pour 1H est caractéristique du proton en
position 2 des isoflavonoides. On remarque deux doublets a 6 = 6,85 et 7,36 ppm,
chacun intégrant pour 2 H, avec une constante de couplage J = 8,7 Hz chacun sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5" respectivement.

Un singulet a o = 6,45 ppm intégrant pour 2 H et montrant un couplage méta
(J = 2.2 Hz) attribuable a H-6 et H-8.

Caractérise le proton en position 6 et 8 sur le cycle A. On note la présence d’un
groupement méthoxyle a 6 = 3,90 ppm.

Les données relatives a la RMN 'H représentées dans le tableau 1V.45.
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Tableau IV.45 : Données de la spectroscopie RMN 'H (250 MHz, CD;0D, 8,
ppm, J/Hz) du composé Al1-2

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7.98 1H s H-2
7.36 2H d(8.7) H-2’, H-6’
6.85 2H d(8.7) H-3’, H-5’
6.45 2H d(2.2) H-6, H-8
3.90 3H s OCH;

La combinaison des résultats de la RMN 'H ainsi que ceux du spectre UV permet de
localiser le groupement méthoxyle en position 4’. Ce qui mene a la structure suivante :

Génisteine 4’-méthyl éther, biochanine A "',

HO

Figure IV.14 : Biochanine A.

Cette structure est confirmée par la comparaison du spectre RMN C (Spectre N°116)

de ce produit avec celui de la littérature ',

Les données de la spectroscopie RMN °C sont regroupées dans le tableau IV.46.



Tableau IV.46 : Données de la spectroscopie RMN °C (63, MHz, CD30D,

Partie expérimentale | 192

o,ppm, J/Hz) du composé Al11-2

Position de C" Composé A11-2 6 (ppm) Biochanine A

2 150.95 154.50
3 123.20 124.10
4 176.35 181.60
5 160.20 163.90
6 96.77 99.90
7 165.00 165.00
8 95.15 94.50
9 157.02 159.00
10 / 106.20
1° 125.33 123.80
2’ 130.16 131.10
3 114.58 114.50
4 161.47 161.70
5° 114.58 114.50
6’ 130.16 131.10

OMe 54.92 55.60

+MeOH +MeOH

w +MeOH+NaOH , +MeOH+AICI

9 —— +MeOH+NaOH+5MIN W +MeOH+AICI+HCI

5 3

8 3

o 2

<

Longueur d'onde (nm)

ABSORBANCE

300
Longueur d'onde (nm)

+MeOH
+MeOH+NaOAc
+MeOH+NaOAc+H,BO,

300
Longueur d'onde (nm)

Spectre N°107 :

Série spectrale UV du composé Al1-2
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OMe

Spectre N°108: RMN 'H (250 MHz, CD;0D) du composé A11-2

H-2
H-3%;H-5° H-6;H-8
H-2";H-6"

Spectre N°109: RMN 'H (250 MHz, CD;0D) étalé (6 4 9 ppm) du composé Al1-2

C-25C-6’c.3;c-5°

c4: &

9
, OMe
C-4 Yi/ co ¢ c.6
C-7 C- C-8
N | ' 3./3 bl

Spectre N°110 : RMN "°C (63. MHz, CD;0D) du composé A11-2
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IV.3.2 Identification des produits isolés de la phase Chloroforme
IV.3 .2.1 Elucidation du Composé L5-1

Les données de la série spectrale UV (Spectre N°111) montrent : La longueur d’onde
d’absorption maximale dans le méthanol de la bande I & 343 nm laisse supposer la
structure de type flavone ou flavonol substitue en C-3.

Un effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu
(AICI;+HCI) (AX = + 53 nm) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH
indiquant la présence d’un OH libre en C-5.

L’ajout de NaOAc, ne provoque aucun déplacement de la bande Il révélant la présence
d’un OR sur C-7.

L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I
(AL =+ 48 nm) avec augmentation de I’intensité révele la présence d’un OH en position
C-4’. Les données relatives au spectre UV sont regroupées dans le tableau IV.47.

Tableau IV.47: Données de la série spectrale UV du composé L5-1

Réactifs Bande I Bande I1 Autres Commentaire
bandes
MeOH 343 276 Flavone
+ NaOH 405 324 OH libre en 4°
+AICl; 396 2717
+AICIl;/HCI 396 276 OH libre en 5
+NaOAc 319 276
+NaOAc/H;BO; 345 276
Spectre stable avec NaOH aprés 5 mn

Le spectre de RMN 'H (Spectre N°112) et son étalement (Spectre N°113) montrent

La présence d’un groupement OH chélaté en position 5 (singulet a 6 = 13,03 ppm) ainsi
que cinqg signaux dans la région propre aux protons aromatiques. Le singulet présent a
0 = 6,72 ppm intégrant pour 1H et caractéristique du proton en position 3 des flavones.
On remarque deux doublets a 6 = 7,03 et 7,63 ppm, chacun intégrant pour 2 H, avec une
constante de couplage J = 8,1 Hz, qui ne peut étre positionné que sur le cycle B. Deux
doublets a 6 = 6,56 et 6,27 ppm (J = 2,1 Hz) sont associés a deux protons aromatiques
en méta sur le cycle A. On note la présence d’un groupement méthoxyle a & = 4,01 ppm.

Les données de la spectroscopie RMN 'H sont regroupées dans le tableau IV.48.
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Tableau IV.48 : Données de la spectroscopie RMN 'H (250 MHz, CD;0D) du
compos¢ L5-1

Déplacement Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

chimique 6 (ppm)
13.03 1H s OH-5
7.63 2H d8.1) H-2’, H-6’
7.03 2H d(8.1) H-5°, H-3
6.72 1H s H-3
6.56 1H d2.1) H-8
6.27 1H d(2.1) H-6
4.01 3H s OCH;

La combinaison des résultats de la RMN 'H ainsi que ceux du spectre UV permettent

de position groupement méthoxyle en 7. Ainsi on aura la structure suivante :

Apigenine 7-méthyl éther (Genkwanine) 3]
OH
MeO @)
9 2
10
4
OH @)
Figure IV.15 :Genkwanine
+MeOH +MeOH
+MeOH+NaOH +MeOH+AICI,
+MeOH+NaOH+5MIN +|\/|eOH+A|C|3+HCI

ABSORBANCE

AN

Longueur d'onde (nm)

5
S

ABSORBANCE
4

ABSORBANCE

Longueur d'onde (nm)

+MeOH
+MeOH+NaOAc
+MeOH+NaOAc+H,BO,

Longueur d'onde (nm)

—

Spectre N°111 : Série spectrale UV du composé L5-1
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OMe
OH-5

Spectre N°112 : RMN'H (250 MHz, CD;0D) du compos¢ L5-1

H-2" ;H-6’ - -
3 5 H-8 H-6

Spectre N°113 : RMN 'H (250 MHz, CD;OD) étalé (6 4 8 ppm) du composé L5-1
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CHAPITRE V. L’ACTIVITE BIOLOGIQUE

V.1. ACTIVITE ANTIOXYDANTE

V.1.1. INTRODUCTION

L’oxygene (O,) est le premier élément essentiel pour la vie, responsable du fonctionnement
normal de tout le systéme aérobie !'!. Par contre I’ O," est responsable d’un nombre de
processus d’oxydation suivi de mauvaises conséquences comme le stress oxydatif (oxydant)
(23] Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et 1’élimination des métabolites réactifs de 1’oxygene et du
nitrogéne en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels ¥ et a des
dégats cellulaires irréversibles 5]'),.Ces derniéres années, Iintérét porté aux antioxydants
naturels, en relation avec leurs propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des
recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été¢ développées pour I’extraction,
I’identification et la quantification de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles

1681 'Un antioxydant est une

a savoir, les plantes médicinales et les produits agroalimentaires
molécule qui posséde une capacité a capter ou a piéger les radicaux libres produits
spontanément et d’une fagon continue dans I’organisme vivant .

V.1.2. Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette
propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron a se rapatrier,
déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour
d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. Ils sont produits dans notre
organisme sous ’action de radiations ionisantes, de rayons UV, ou au cours des réactions
enzymatiques. Ce mécanisme peut mener a un désordre dans les structures moléculaires, en
oxydant les lipides membranaires, les protéines cellulaires, les acides nucléiques, provoquant

19 L activité antioxydante d’un composé

ainsi la mort cellulaire avant d’étre neutralisés
correspond a sa capacité a résister a ’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le
B-caroténe (provitamine A), ’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi
que les composés phénoliques. En effet, la plupart des antioxydants de synthese ou d’origine
naturelle possédent des groupes hydroxy phénoliques dans leurs structures et les Propriétés
antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les

radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH") et superoxydes (0,") !4,
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V.1.3. Les polyphénols antioxydants
Les phénols simples, acides phénoliques et les flavonoides jouent un rdle capital dans
I’¢limination et la détoxification des radicaux libres, et permettent d’augmenter la résistance
des LDL a I’oxydation et d’inhiber la peroxydation des lipides. Par ailleurs, ils possédent des
propriétés anti-inflammatoires et antihémorragiques, des propriétés antibactériennes et
antifongiques, en particulier a I’égard des organismes phytopathogénes. Les flavonoides tend
a ce que des polyphénols présentent de nombreuses activités : anti oxydantes, anti-
inflammatoires, inhibitrices d’enzymes, et préventives des maladies cardiovasculaires.
Pharmacologiquement, les aglycones sont particulierement efficaces. Certains ont des
activités hépatoprotectrices, diurétiques, vasodilatatrices, antibactériennes, inhibitrices de
I’aldolase réductase et antiallergiques [1>-171,
V.1.4. Principe du test au radical libre DPPHe
e Réaction entre le radical libre DPPHe et I’antioxydant
Le composé chimique 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux libres
utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques !'*'),
Il possede un ¢€lectron non apparié€ sur un atome du pont d’azote du fait de cette délocalisation,
les molécules du radical ne forment pas des diméres, DPPHe reste dans sa forme monomere
relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur
violette bien caractéristique de la solution de DPPHe.
La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration
violette, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a
515-518 nm. Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action
est de piéger des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPHe pour les
transformer en une molécule stable DPPHH ! :

DPPHe+ ®-OH — DPPHH + ®-O-
V.1.5. Matériels et méthodes
L’activité¢ antiradicalaire a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette méthode
spectrophotométrique utilise le radical DPPHe (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyle) de couleur
violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres, et se
réduit en 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration
a 517 nm. Pour cela, 3ml d’extrait méthanolique a été incubé avec 0.004% d’une solution
méthanolique de DPPH. Aprés une période d’incubation de 30 min, les absorbances a 517 nm

ryx . 7 21
ont été enregistrées 2!/,
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Les résultats obtenus pour 1’extrait testé ont été¢ exprimés par rapport a ceux obtenus avec
l'acide ascorbique pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition (I%) du
radical DPPHe par l'extrait de G. quadriflora Munby et G. aspalathoides Lamk ssp.
erinaceoides (Lois). a été calculé comme suit :

1%=[(AC-AE)/AC] x 100

AC : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

AE : absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon-1’extrait)

V.1.6. Résultats et discussions

Dans la présente étude, la capacité de piéger des radicaux DPPHe de différents extraits de
G. quadriflora Munby et G. aspalathoides Lamk ssp. erinaceoides (Lois.) ont été évalué de
maniere de dose-dépendante. Différents extraits des deux espéces se sont avérés étre un
capteur efficace des radicaux DPPHe par rapport a l'acide ascorbique utilis¢é comme
référence. L'effet de balayage des échantillons sur le radical DPPH diminué dans l'ordre de
l'acide ascorbique> extrait chloroforme > extrait d'acétate d'é¢thyle pour G. quadriflora
Munby (Tableau V.1 et Figure V.1) donc il est dépendant de la concentration, les valeurs de
CI50 des extraits de chloroforme et d'acétate d'éthyle de cette plante ont montré une activité

antioxydante modérée a la comparaison avec 1'acide ascorbique utilisé comme standard.

Tableau V.1. L'activité antioxydante des extraits G. quadriflora Munby
DPPH CI50 (pg/ml)

Extrait chloroforme 58,97
Extrait acétate d'éthyle 61,64
L'acide ascorbique 05,18

Extrait Chloroforme

Extrait Acétate Ethyle

Figure V.1: % DPPH effet de balayage des échantillons testés.
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Et a propos de G. aspalathoides Lamk ssp. erinaceoides (Lois.) l'effet de balayage des
¢chantillons sur le radical DPPH a diminu¢ de 'ordre de I'acide ascorbique> extrait d'acétate
d'éthyle> extrait de chloroforme, il est aussi dépendant de la concentration. La valeur CI50 de
l'acide ascorbique et de plusieurs constituants sont les suivants: 5,18 pg / ml, 79,53 pg / ml et

121,49 ng / ml, respectivement (Tableau V.2 et Figure V.2).

Tableau V.2. L'activité antioxydante des extraits G. aspalathoides Lamk ssp. erinaceoides

(Lois.)
DPPH CI50 (png/ml)
Extrait chloroforme 121.49
Extrait acétate d'éthyle 79.53
L'acide ascorbique 05,18

Figure V.2:% DPPH effet de balayage des échantillons testés.

CONCLUSION :

Les résultats des différents extraits (chloroforme et acétate d'éthyle) des deux espéces Genista
confirment que la meilleure activité est celle de la phase acétate d'¢thyle de G. aspalathoides
Lamk ssp. erinaceoides (Lois.) avec une IC50=79.53 pg/ml .Et pour G. quadriflora Munby
meilleure activité est celle de la phase chloroforme avec une 1C50=58,97pug/ml.

Donc L’importance de 1’activité antioxydante de ces extraits se concentre sur la richesse en
molécules a haut potentiel antioxydant tel que les acides phénoliques et les flavonoides. Tous
ces résultats ont été signalés pour la premiere fois de G. quadriflora Munby et

G. aspalathoides Lamk ssp. erinaceoides (Lois.).
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CONCLUSION GENERALE

Dans ce mémoire, nous nous sommes intéressés a l'isolement et 1'identification des
métabolites secondaires de type flavonoides issus de deux plantes appartenant a la flore
algérienne. L'attention que nous avons donnée a ces plantes est justifiée par le fait
qu'elles appartiennent au genre Genista, genre connu par sa richesse en composés
phénoliques notamment les isoflavonoides qui sont doués de plusieurs activités
biologiques.
*Le screening chimique de deux espéces étudiées G. aspalathoides Lamk. ssp.
erinaceoides (Lois.) et G. quadriflora Munby a relevé la présence des flavonoides,
tanins, stérols, alcaloides, triterpénes , saponines, et des leucoanthocyanes.
*L'extraction hydro alcoolique des parties aériennes de ces deux especes suivies par les
affrontements successifs au CHCl; | AcOEt et n-butanol, ont permis l'obtention de
différents extraits qui ont été traités par les différentes méthodes de séparation et de
purification telles que la chromatographie sur colonne et couche mince de gel de silice.
* Les structures des produits isolés ont été déterminées par la combinaison des
différentes méthodes spectrales a savoir la spectrophotométrie UV-Visible, la RMN
et ses séquences, bidimensionnelle COSY 'H-'H, HSQC, HMBC ainsi que la
spectrométrie de masse a haute résolution.
* Les fractions chloroformiques et Acétate d'éthyle de l'espéce G. aspalathoides
Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.) ont permis l'obtention de 14 composés, parmi
lesquelles, nous avons établi la structure de 9 d’entre eux il s'agit de :

G1=5,7-dihydroxy-6-(2-hydroxy-3-methylbut-3-enyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-

chromen-4-one. Laburnetine

G2= 3-Methoxyapigenin (Isokaempferide)

G3=7-(2-hydroxyisobutyrate) génistéine. Molécule nouvelle.

G4=5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8-isopropyl-4H-furo[2,3-h]chromen-4-one.

Molécule nouvelle.

G6=5,4’-dihydroxy-7- méthoxyflavanone (Sakuranetine)

G7= 5-O-Methylgenistein (Isoprunetin)

G8= Genistein-7-O- f —glucoside

K1= 4’-O-Methylderrone

K6= 5,4’-dihydroxy-7,3’-dimethoxyflavanone (Eriodictyol 7, 3’-dimethyl ether)
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Ces deux molécules (K1 et K6) sont obtenues pour la premiére fois dons le genre Genista.

De méme I'¢tude phytochimique de la composante apolaire et semi-polaire menée sur

G. quadriflora Munby a permis l'isolement de 7 produits et la détermination de 6 d'entre

Cux :

A4-1 = Apigenine 5-méthyl éther (Thevetiaflavone)

A4-2 = Méthyl 4-(oxiran-2-yl) phenyl carbonate . Molécule nouvelle.
A7-1= Génistéine

A11-1= Génisteine 5- méthyl éther (Isoprunetine)

A11-2= Biochanine A

L5-1 = Apigenine7-méthyl ether (Genkwanine)

L'ensemble de ces résultats indique que les composés phénoliques notamment les

isoflavones sont une classe trés répandue dans le genre Genista appartenant a la famille

des fabacées et constituent donc de bons marqueurs chimiotaxonomique.

En ce qui concerne la partie biologique de cette étude, le test de I'activité¢ antioxydant

(test au DPPH) sur les deux espéces s'est trés moyenne.

Cependant, il faut signaler que plusieurs tests et en particulier 1'é¢tude de l'activité anti

inflammatoire et antidiabétique sont en cours de réalisation.

L'ensemble de ces résultats montrent que les produits d'origine naturele sont en liaison

étroite avec la pharmacologie et la médecine, ce qui permet de développer l'industrie

phytothérapeutique. Enfin les résultats obtenus de cette étude ont fait 1'objet de

plusieurs publications et communication internationales.



Reésume

Ce travail fait partie de notre programme de recherche sur les plantes algériennes de la
famille des Fabacées. Les flavonoides sont des substances naturelles qui jouent un role
protecteur, vu leurs activités biologiques. De ce fait, nos travaux sont orientés vers
I’extraction, la séparation, la purification et la détermination de structure des composés
flavonoidiques de deux especes du genre Genista: G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides
(Lois.) et G. quadriflora Munby. Le screening phytochimique effectué sur ces deux especes a
permis la mise en évidence de plusieurs groupes chimiques notamment les flavonoides et les
isoflavonoides. L’accomplissement de ce travail a nécessité 1’utilisation de toute la batterie
chromatographique en phase liquide ainsi que le recours aux méthodes modernes d’analyses
physico chimique les plus performante notamment, la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire mono et bidimensionnelle (RMN lH, RMN 13C, COSY, HSQC, HMBC), la
spectroscopie d’absorption ultraviolette et la spectroscopie de masse a haute résolution.
Toutes ces méthodes nous ont permis d’établir les structures isolées de la phase acétate
d’éthyle et la phase chloroforme de I’extrait hydro alcoolique des deux especes étudiées.
Enfin, les résultats des tests biologiques effectués sur les deux espéces G. quadriflora Munby
et G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides, notamment le test sur 1’activité antioxydante
(test au DPPH) ont été satisfaisants. L’originalité de ce travail est couronnée par plusieurs

publications dans des revues internationales.

Mots-clés : Fabaceae, G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois), G. quadriflora

Munby, Screening, Flavonoides.



Abstract

This work is a part of our research program on the Algerian plants of the family Fabaceae.
Flavonoids are natural substances that play a protective role, due to their biological activities.
Therefore, our work is oriented to the extraction, the separation, the purification and the
structure determination of the flavonoid compounds of two species of the kind Genista :
G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois) And G. quadriflora Munby. The
phytochemical screening performed on these two species allowed to the identification of
several chemical groups in particular flavonoids and isoflavonoids. The fulfillment of this
work required the use all liquid-phase chromatography battery and the use of the most
successful modern methods of phsiycal and chemical analysis, in particular, the mono and
bidimensional spectroscopy of nuclear magnetic resonance (RMN 'H, RMN “C, COSY,
HSQC, HMBC), the spectroscopy of ultraviolet absorption and the high resolution mass
spectroscopy. All these methods allowed us to establish the isolated structures of the ethyl
acetate phase and the chloroform phase of the hydro alcoholic extract of the two studied
species. Finally, the results of biological tests performed on both species G. quadriflora
Munby and G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides, in particular the test on the antioxidant
activity (DPPH test) were satisfactory. The originality of this work is crowned by several

publications in international reviews.

Keywords :Fabaceae,G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois), G. quadriflora

Munby, Screening, Flavonoids.
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ABSTRACT

This study concerned a chemical screening of the aerial parts of Genista quadriflora Munby (endemic spees in
Algeria and Morocco), in which the presence of several chemical groups was revealed (flavonoids, isoflavonoids,
triterpens and others). The chromatographic study on silica gel of the ethyl acetate soluble part of the aqueous-
MeOH extract of the aerial partsof this plant, allowed the isolation and the structural elucidation offive known
compounds: thevetiaflavone (1), genkwanin (2), genistein (3),biochanin A (4) andisoprunetin (5). The structures
were established on the basis of physical and spectroscopic analysis, and by comparison with the literature data.
Antioxidant properties were assayed in terms of antioxidant activity of chloroform and ethyl acetate soluble parts.
The scavenging ability on 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), is determined with spectrophotometric method.

Keywords: Isoflavonoid; Flavonoid; Antioxidant activity; Genista quadriflora

INTRODUCTION

Genista species contain a variety of secondary metabolites of various types, especially isoflavonoids, which have
been shown to be biologically active [1-2]. The genus Genista (Fabaceae) is represented by 25 species and sub-
species in Algeria from which 11 are endemic. These species are distributed in particular, in the eastern and
southeastern parts of the country [3]. In continuation of our phytochemical and biological works on Algerian
Genista [4-8], we report here the chemical screening of Genista quadrifloraMunbywhich has not been previously
investigated, the structures of isolated flavonoids and isoflavonoids from the ethyl acetate extract and the evaluation
of antioxidant activity of the chloroform and the ethyl acetate extracts.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material
Aerial parts of Genista quadriflora Munby (Fabaceae) were collected during the flowering phase in May 2009 in

eastern Algeria and authenticated by Dr. D. Sarri on the basis of Quezel and Santa [3].

A voucher specimen has been deposited in the Herbarium of the VARENBIOMOL research unit, University of
Constantinel under N° 05/2009/GQ.
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Phytochemical analysis

The phytochemical screening of both flowers and stems of G. Quadriflorawas performed using standard procedures
based on the colorimetric method [9]. This study showed the presence of several chemical groups. The symbols like
++, + and — denote present, moderately present and not present respectively.

Extraction and isolation

Dried aerial parts of Genista quadriflora(1130 g) were macerated withMeOH-HO (80:20, v/v) for 24 hours three
times.The crude extract was concentrated at room temp. and diluted with 500 ml H,O. The remaining aqueous
solution was successively extracted with petroleum ether, CHCl;, EtOAc andn-BuOH. The ethyl acetate extract
(3.5g) was chromatographed on silica gel column using CHCl;-MeOH with increasing polarities, as eluent, to
givel6 fractions (F,-Fs). Compounds 1(thevetiaflavone)(106 mg) and 2(genkwanin) (56mg) were obtained from
fraction F; (272.2 mg) (CHCL;-MeOH, 99.4:0.6), which was chromatographed on preparative silica gel 60
GF,s4plates(n-hexane/EtOAc, 30:70). Compound 3 (genistein)(87 mg) was obtained from fraction F; (138.2mg)
(CHCl3-MeOH, 98.5:1.5), after purification on preparative silica gel 60 GFpsyplates (n-hexane/EtOAc, 30:70).
Compound 4 (biochanin A)(60mg) was obtained as white powder from fraction F;;(CHCI;/MeOH, 80:20)after
filtration. The mother liquor of this fraction was chromatographed on preparative silica gel 60 GF,ssplates (n-
hexane/EtOAc, 30:70), to give compound S (isoprunetin) (18 mg).

Antioxydant activity

Radical scavenging activity using DPPH method

The model of scavenging DPPH radical is a widely used method to evaluate the free radical scavenging activities of
antioxidants. This assay uses stable 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical as a reagent.Various
concentrations of the samples in methanol were added to 3ml of a 0.004% methanol solution of DPPH. After a 30
mn incubation period at room temperature the absorbance was read against a blank at 517 nm using
spectrophotometer.

Inhibition of DPPH free radical in percent (I %) was calculated in following way:
1% = (Ablank'A:ample/Ablank) x100

Where Ay, the absorbance of the control reaction (containing all reagents except the test compound), and A qpieis
the absorbance of the test compound.

Extract concentration providing 50% inhibition (ICsy) was calculated from the graph plotting inhibition percentage
against extract concentration. Tests were carried out in triplicate [10].

RESULTS AND DISCUSSION
The steams and flowers were screened for the presence or absence of different phytochemical groups (Table 1).

Table 1:Phytochemical screening of G. Quadriflora

Chemical Groups | Flowers | stems
Leucoanthocyanins - -
Saponins + +
Quinones - -
Anthocyanins - -
Alkaloids + +
Coumarins + +
Sterols + +
Triterpenes ++ ++
Terpenes + +
Flavonoids ++ ++
Tannins - -

Isolated and identified compounds

Compound 1.C;4H;05, UV (MeOH, A, nm): 266, 345; +NaOH: 263, 407; +AICl;: 270, 350; + AICIl;/HCL:
270,306, 350; +NaOAc: 275, 378; + NaOAc/H;BO;: 269, 351; 'THNMR (250 MHz, CD;OD, §, ppm, J/Hz):
7.57(2H, d, J=8.2, H-2’&H®6’), 6.97 (2H, d, J=8.2, H-3’&H-5’), 6.67 (1H, s,H-3), 6.50 (1H, d, J=2.1, H-8), 6.24
(1H, d, J=2.1, H-6), 3.90 (3H, s, OCH};). Characterized as apigenin5-methyl ether (thevetiaflavone)[11].
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Compound 2.C;¢H,0s, UV (MeOH, Ay, nm): 276, 343; +NaOH: 324, 405; +AICl;: 277,396; + AICL/HCL:
279,396; +NaOAc: 276, 319; + NaOAc/H;BOs: 276, 345; 'THNMR (250 MHz, CD;0D, 8, ppm, J/Hz): 7.63(2H, d,
J=8.1, H-2’&H6’), 7.03 (2H, d, /=8.1, H-3’& H-5"), 6.72 (1H, s,H-3), 6.56 (1H, d, /=2.1, H-8), 6.27 (1H, d, J=2.1,
H-6), 4.01 (3H, s, OCH3;). Characterized as apigenin7-methyl ether (genkwanin)[12].

Compound 3.C;5sH,(0s, UV (MeOH, A, nm):261, 323(sh); +NaOH: 278, 321 (sh); +AICl;: 270, 306(sh); +
AICIy/HCI: 270,306(sh); +NaOAc: 269, 328 (sh); + NaOAc/H;BO;: 266, 323 (sh); 'HNMR (250 MHz, CD;0D, 3,
ppm, J/Hz): 7.90 (1H, s, H-2), 7.35 (2H, d, J=8.7, H-2’& H-6’), 6.85 (2H, d, J=8.7, H-3’& H-5’), 6.10 (1H, d,
J=2.1,H-8), 6.07 (1H, d, J=2.1, H-6).1dentified as 4°, 5, 7-trihydroxyisoflavone (genistein)[13].

Compound 4.C;sH,,05, UV (MeOH, A, nm): 257, 318(sh); +NaOH: 258, 318 (sh); +AICl;: 255, 318(sh); +
AICIy/HCI: 255,319(sh); +NaOAc: 258, 318 (sh); + NaOAc/H;BO;: 257, 318 (sh); '"HNMR (250 MHz, CD;0D, 3,
ppm, J/Hz): 7.95 (1H, s, H-2), 7.34 (2H, d, J=8.7, H-2’&H-6), 6.85 (2H, d, J=8.7, H-3’& H-5"), 6.40 (2H, brs, H-8,
H-6), 3.90 (3H, s, OCH3; ). Identified as genistein 4’-methyl ether (biochanin A)[14].

Compound 5.C;H,05, UV (MeOH, A, nm): 257, 318(sh); +NaOH: 266, 318 (sh); +AICl;: 254, 318(sh); +
AICIy/HCI: 263,319(sh); +NaOAc: 263, 318 (sh); + NaOAc/H;BOs: 257, 318 (sh); 'HNMR (250 MHz, CD;0D, §,
ppm, J/Hz): 7.95 (1H, s, H-2), 7.34 (2H, d, J=8.7, H-2’& H-6"), 6.85 (2H, d, J=8.7, H-3’& H-5"), 6.40 (2H, brs, H-
8, H-6), 3.90 (3H, s, OCHj3 ). Identified asgenisteinS5- methyl ether (isoprunetin)[15].

The structures of these compounds were elucidated by the use of combined spectral methods (UV-Vis, 'H NMR) as
well as by comparing their spectroscopic data with those reported in the literature[16, 17].

Antioxydant activity

The DPPH radical accepts an electron or hydrogen radical to become a stable diamagnetic molecule with a different
color. Thus, the degree of its discoloration from purple to yellow is attributed to the hydrogen donating ability of the
added compound.The DPPH scavenging activities of antioxidants are attributed to their hydrogen donating abilities
which is indicative of its radical scavenging potential [18].

In the present study, the DPPH radical scavenging ability of different extracts of G. quadriflora was evaluated in a
dose-dependent manner. Different extracts of G. quadrifloraproved to be an effective scavenger of DPPH radicals
compared to ascorbic acid used as reference. The scavenging effect of the samples on the DPPH radical decreased in
the order of ascorbic acid >chloroformextract> ethyl acetate extract, and was concentration-dependent. From table 2,
the ICsy values of chloroform and ethyl acetate extracts of this plant showed moderate antioxidant activity in
comparison with ascorbic acid used as standard.

Table 2. Antioxidant activity of chloroform and ethyl acetate extracts

ICso DPPH (ng/ml)
Chloroformextract 58.97
Ethylacetateextract 61.64
Ascorbic acid 5.18
CONCLUSION

The present study depicts the presence of different phytoconstituents such as alkaloids, flavonoids, saponins,
coumarins, sterols and terpenoids in both the flowers and steams of G. quadriflora. Five flavonoids namely,
thevetiaflavone (1); genkwanin (2); genistein (3); biochanin A (4); isoprunetin (5)have been isolated from the ethyl
acetate extract. The Chloroform and ethyl acetate extracts of this plant were examined for their in vitro antioxidant
properties using DPPH test. The results showed that both extracts had moderate antioxidant activity in vitro. All
These results were reported for the first time from GenistaQuadrifloraMunby.
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ABSTRACT

The preliminary phytochemical screening of the aerial parts of Genista aspalathoides (Lamk) ssp.
erinaceoides (Lois.) M. showed the presence of alkaloids, sterols, triterpenoids, terpenoids, saponins and
flavonoids. The presence of these secondary metabolites signified the potential of this plant as a source of
therapeutic agent. Therefore, it was of interest to investigate the chemical constituents of this species. The
chromatographic study on silica gel of chloroform extract allowed us to isolate and identify 2 secondary
metabolites: derrone 4’-methyl ether 1 and 5, 4’-dihydroxy-7, 3’-dimethoxyflavanone (eriodictyol 7, 3'-
dimethyl ether) 2. The structures were established by the combination of their spectroscopic data, notably the
analysis of UV, 'H, C and 2D-NMR. All these results were described for the first time from this species.
Compounds 1 and 2 are new for the genus Genista.

Keywords: Phytochemical screening; Isoflavonoid; Flavanone; Genista aspalathoides.
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INTRODUCTION

The genus Genista (Fabaceae) consisting in about 100 species predominately distributed in the
Mediterranean area [1], this genus is present in Algeria with 25 species and sub-species [2]. Many species of
this genus showed important biological activities [3] and a remarkable wealth of bioactive secondary
metabolites in particular isoflavonoids and flavonoids [4-6]. In continuation of our phytochemical study on
Algerian genus Genista [7-11], we report here the chemical screening of the aerial parts of G. aspalathoides
(Lamk) ssp. erinaceoides (Lois.) M. and the structures of isolated compounds from the chloroform extract.
Knowing that this subspecies has not been previously investigated.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Aerial parts of G. aspalathoides (Lamk) ssp. erinaceoides (Lois.) M. were collected during the flowering
phase in May 2009 near M’Sila in the eastern Algeria and authenticated by Dr. D. Sarri on the basis of Quezel
and Santa [2]. A voucher specimen has been deposited in the Herbarium of the VARENBIOMOL unit research,
University of Constantinel under n° 05/2009/GA.

Phytochemical analysis

The phytochemical screening of aerial parts of G. aspalathoides (Lamk) ssp. erinaceoides (Lois.) M.
was performed using standard procedures based on the colorimetric method [12]. This study showed the
presence of several chemical groups. The symbols like + and — denote present, and not present respectively in
Table 1.

Extraction and isolation

Air-dried aerial parts 2700 g of G. aspalathoides (Lamk) ssp. erinaceoides (Lois.) M. were macerated at
room temperature with (EtOH/H,O; 80:20; v/v) for 72 h, three times. After filtration, the filtrate was
concentrated and dissolved in H,O (800 ml) under magnetic stirring. The resulting solution was filtered and

successively extracted with CHCI,, EtOAc and n-butanol. The organic layers were dried with Na,SO,, giving after

removal of solvents under reduced pressure the following extracts: chloroform (4.0 g), EtOAc (14.0 g) and n-
butanol (80.0 g). The chloroform extract was fractionated by column chromatography (silica gel; Petroleum
ether/ethyl acetate step gradients) to yield 6 fractions (K1-K6) obtained by combining the eluates on the basis
of TLC analysis. Compound 1 (71 mg) was obtained from fraction K1 (118 mg) and purified by crystallization in
chloroform and a little amount of MeOH. Compound 2 (21 mg) was obtained from fraction K6 (120 mg) after
purification on preparative plates of silica gel 60 GF,s, eluted with CHCl;/MeOH (90:10).

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1: Phytochemical screening of G. aspalathoides (Lamk) ssp. erinaceoides (Lois.) M.

Chemical Groups Aerial parts
Alkaloids +
Coumarins

Sterols

Triterpenes

Terpenes

+ |+ |+ |+

Flavonoids

Leucoanthancyanins
Tannins

Saponins +

Quinones

Anthocyanins
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The results of the screened aerial parts from G. aspalathoides (Lamk) ssp. erinaceoides (Lois.) M. are
shown in the Table 1.

Isolated and identified compounds

Compound 1. C,,H,0,, UV (MeOH, Amax, nm): 283; +NaOH: 292; +AICl5: 283; + AICI3/HCI: 283; +NaOAc: 283;
+NaOAc/H,BO,: 283; 1H-NMR (400 MHz, acetone-d, 6 (ppm), J (Hz): 8.78 (1H, s, H-2), 8.06 (2H, d, J= 8.0, H-2'&
H-6’), 7.51 (2H, d, J= 8.0, H-3’& H-5’), 7.28 (1H, d, J= 10.0, H-3"), 6.97 (1H, s, H-6), 6.37 (1H, d, J= 10.0, H-4"),
3.53 (3H, s, OCH,), 1.48 (6H, s, 2CH,). 13C-NMR (100 MHz, acetone-d,): 6(ppm) = 181.86 (C-4), 158.51 (C-7),
158.17 (C-5), 160.29 (C-4’), 157.79 (C-9), 154.67 (C-2), 131.20 (C-2’ & C-6’), 122.90 (C-3), 124.10 (C-1’), 115.03
(C-3" & C-5'), 106.76 (C-10), 104.00 (C-8), 95.42 (C-6), 27.49 (C-5""), 129.42 (C-3"’), 78.86 (C-2"’"), 115.10 (C-4").
This compound was identified as derrone 4’-O-methyl ether [13].

Compound 2. C_H, O, 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d,, 8, (ppm), J (Hz): 7.06 (1H, d, J=1.5, H-2’), 6.88 (1H, dd,
J=6.5; 1.5, H-6"), 6.77 (1H, d, J= 6.5, H-5"), 6.06 (1H, d, J= 1.7, H-8), 5.97 (1H, d, J= 1.7, H-6), 5.32 (1H, dd, J=
10.2; 2.2, H-2p), 3.3 (1H, dd, J=13.1; 10.2, H-3B), 3.0 (1H, dd, J=13.1; 2.2, H-3f3 partialy obscured by the signal
of the water of the solvent, deduced from COSY spectrum), 3.78 (3H, s, OCH3), 3.74 (3H, s, OCH,). 13'C—NMR
(100 MHz, DMSO -d.): 6 (ppm)=78.29 (C-2), 44.83 (C-3), 93.20 (C-8), 119.39 (C-6"), 129.85 (C-1'), 146.74 (C-3’),
111.02 (C-2’), 115.14 (C-5’), 147.48 (C-4’), 95.58 (C-6), 104.42 (C-10), 162.16 ( C-5), 164.19 ( C-7), 187.77 (C-4),
55.66 (OCH,-3’), 55.57 ( OCH,-7).

This compound was identified as 5, 4’-dihydroxy-7, 3’-dimethoxyflavanone (eriodictyol 7, 3’-dimethyl ether)
[14].

The structures of the compounds were established by chemical and spectral analysis, mainly UV, lH,
B¢ and 2D-NMR as well as by comparing their spectroscopic data with those reported in the literature (Figure

1).

OMe

OH
o @

Figurel: Structures of compounds 1 and 2

CONCLUSION

The present study depicts the presence of different phytoconstituents such as alkaloids, sterols,
triterpenoids, terpenoids, saponins and flavonoids in the aerial parts of G. aspalathoides (Lamk) ssp.
erinaceoides (Lois.) M. Two flavonoids namely derrone 4’-O-methyl ether 1 and 5,4’-dihydroxy-7,3’-
dimethoxyflavanone (eriodictyol 7,3’-dimethyl ether) 2, have been isolated from the chloroform extract of this
species for the first time and to the best of our knowledge, they are also described for the first time from the
genus Genista.
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ABSTRACT

Objective: Excessive ethanol intake induces severe tissue damage particularly in the liver through the generation of reactive oxygen species. This
study was designed to examine the effect of n-butanol extract of Genista quadriflora for its protective potentials against ethanol induced toxicity.
Methods: The effect of n-butanol extract of Genista quadriflora at a dose of 200 mg/kg was studied on ethanol induced hepatic damage (40% v/v, 3
g/kg per oral every 12 hours for 3 doses) in Wistar Albino rats. Serum transaminases, cholestero], triglycerides, lipid peroxidation (MDA), reduced
glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPx) and catalase were estimated to access liver damage. A histological study was determined.

Results: It was found that combined Genista quadriflora (200mg/kg) extract and ethanol treatment decreased significantly TBARS level and
increased reduced glutathione, glutathione peroxidase, and catalase activities compared to the ethanol group (p<0.01). Treatment with ethanol
altered liver architecture, whereas the extract pretreatment could be a protective factor for this organ.

Conclusions: Results of in vivo experiments showed that the n-butanol extract of Genista quadriflora inhibited lipid peroxidation, protected the

experimental animals from hepatic toxicity and maintained the levels of antioxidants enzymes.

Keywords: Genista quadriflora, ethanol, Antioxidant activities, lipid peroxidation, hepatoprotective effect.

INTRODUCTION

The liver as a vital organ in the body is primarily responsible for
the metabolism of endogenous and exogenous agents. It plays an
important role in drug elimination and detoxification [1,2].
Alcoholic liver disease is one of the major causes of morbidity and
mortality among alcoholics in the world [3]. Excessive
consumption of ethanol is shown to lead to serious health
problems. Ethanol molecule is small and soluble in both water
and lipids; it permeates all tissues of the body and affects most
vital functions of virtually all organs including liver, kidney, brain,
heart and pancreas [4]. Several studies have shown that free
radical mediated mechanisms are involved in ethanol-induced
liver damage. Excessive reactive oxygen species ROS generation
has been shown to induce lipid peroxidation, protein oxidation
and fault elements of the antioxidant system leading to the
eventual loss of the structure and function of cells [5]. Therefore
inhibition of free radicals generation is important in providing
protection against hepatic damage [4].

Scientific research in herbal medicine with hepatoprotective
activity may be a great benefit as an alternative therapy in alcohol
induced liver disease [6]. For a long period of time, plants have
been a valuable source of natural product for maintaining human
health and nowadays, many therapeutic studies are devoted to
plants since plants are a natural source of antioxidants and hence
reduce oxidative stress [4,7]. Therefore, the present study aims to
investigate the hepatoprotective potentials of n-butanol extract of
Genista quadriflora against alcohol induced toxicity.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Genista quadriflora Munby (Fabaceae), an endemic species of
North Africa (Algeria and Morocco) [8] was collected during the
flowering phase in May 2008 from the area of El Kala, in the East
of Algeria and authenticated by Dr. D. Sarri (Biology department,
University of M’Sila - Algeria). A voucher specimen has been

deposited in the Herbarium of the Department of Nature and Life
Science, Constantine 1 University.

Extraction

Air-dried aerial parts (1130 g) of Genista quadriflora were
macerated at room temperature with MeOH-H0 (80:20, v/v) for
24h, three times. After filtration, the filtrate was concentrated and
dissolved in H20 (500 ml) under magnetic agitation. The resulting
solution was filtered and successively extracted with petroleum
ether, CHCI3, EtOAc and n-butanol. The organic phases were dried
with NazSOs4 filtered and concentrated in vacuo at room
temperature to obtain the following extracts: petroleum ether
(0.25g), chloroform (3g), EtOAc (4g) and n-butanol (50g).

Experimental animals

Female Wistar Albino rats weighing (200-250g) were used in the
present study. The animals were kept in 12h light/dark cycles and
maintained in an air-conditioned room at 22 to 25 °C, with free
access to food and water ad libitum for two weeks. The general
guidelines for the use and care of living animals in scientific
investigations were designed according to the ethical standards
for animals use and approved by the local ethical committee of
animal use and followed [9]. The animals were divided into 4
groups, consisting of 6 animals each. All treatments were
administered orally to rats (by gavages).

Group T: Control group (the untreated rats).

Group EtOH: Received 3 g/kg ethanol every 12 hours for 3 doses
(ethanol diluted with normal saline 40% v/v) [4].

Group Ext.200: Received extract at the dose 200mg/kg.

Group ETOH-Ext.200: Received 200mg/kg extract and ethanol at
the same dose mentioned earlier (the extract was administered
half an hour before ethanol treatment).
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After treatment, the rats were sacrificed by cervical dislocation
and livers were isolated to measure the levels of antioxidant
enzymes, MDA and for histopathological studies. The blood is
collected through the retro-orbital sinus at the eye of rats for
analysis of biochemical parameters. Levels of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total
cholestrol and triglycerides were estimated using commercial kits
(Spinreact, SPAIN).

Estimation of lipid peroxidation

Lipid peroxidation in the liver is evaluated by measuring
malondialdehyde (MDA) according to the method of Uchiyama
and Mihara, 1978 [10]. MDA is one of the end products of the
decomposition of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) as a result
of lipid peroxidation and reacts with thiobarbituric acid (TBA) at
100°C temperature and in acidic environment (pH 2-3). A
molecule of MDA is condensed with two molecules of
thiobarbituric (TBA) to form a colored complex in pink (reading
at 532 nm).

Estimation of glutathione (GSH) level

The determination of GSH is based on the colorimetric method of
Ellman, 1959 [11]. The glutathione assay is based on the oxidation
reaction of GSH with acid 5,5-dithiobis-2 nitro benzoic acid
(DTNB) freeing the thionitrobenzoic acid (TNB) which absorbs at
412 nm.

Evaluation of Glutathione peroxidase (GPx) activity

GPx activity was measured by the method described by Flohe and
Gunzler, 1984 [12]. Briefly, reaction mixture containing 0.4ml
GSH (0.1 mM), 0.2ml TBS solution (Tris 50mM, NaCl 150mM PH
7.4) and 0.2 ml of tissue homogenate. After 5 min incubation at 25
°C, 0.2 ml of H202 (1.3mM) was added in the mixture. The content
was incubated at 37°C for 10 min. the reaction was stopped by 1
ml of 1% trichloroacetic acid (TCA) and centrifuged. Absorbance
was recorded at 412 nm, and GPx activity was expressed as
units/mg protein.

Measurement of catalase activity

Liver catalase activity was determined by the method of
Claiborne, 1985 [13]. The homogenate was centrifuged at 2000
rpm for 15 min at 4° C. The supernatant was centrifuged at 9600
rpm for 30 min at 4° C (centrifuge SIGMA) and the final
supernatant is the source used for the evaluation of the enzyme
activity (catalase).

Histological studies

Immediately after sacrifice of rats, liver samples were removed
and fixed in 10% formalin. The tissues were kept in the fixative
for 12 h, dehydrated with serial ethanol cycles (70% to absolute),
and then embedded in paraffin. The paraffin-embedded tissue
was cut into 5 pm sections.

Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin and
observed under light microscopy [14].

Statistical analysis

Data are expressed as the mean * SD. Differences between means
were evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA).
Statistical interferences were based on student’s test for mean
values comparing control and treated animals. Differences were
considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Effect of Genista quadriflora on serum biochemical
parameters

Ethanol caused significant increases in serum AST, ALT, total
cholesterol and triglycerides levels (p<0.01; p<0.05) Compared to
the control group indicated cell liver damage. While 200mg/kg of
n-butanol extract administration caused a significant reductions
(P< 0.05) in these parameters compared to EtOH group (Fig.1 and
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2). So, the n-butanol extract of Genista quadriflora (200mg/kg)
protects the liver against toxicity caused by ethanol.

Fig.1: Effects of n-butanol extract of Genista quadriflora and
ethanol in serum AST and ALT.

*P<0.05; **P<0.01, compared to control group. a: compared to
EtOH group; T: the untreated rats; EtOH: ethanol group; Ext.200:
extract at the dose 200mg/kg;ETOH-Ext.200:ethanol+extract
(200mg/kg)

arT
16 1 . B Ext.200
1,4 - EETOH
12 1 e 2*  OETOH-Ext.200
] -
0,8 -
<)
) 0,6 a*
0,4 -
0,2 -
0 T —
cholesterole triglyceride

Fig.2: Effects of n-butanol extract of Genista quadriflora and
ethanol in serum cholesterol and triglyceride.

*P<0.05; **P<0.01, compared to control group. a: compared to
EtOH ethanol group; Ext.200: extract at the dose 200mg/kg;
ETOH-Ext.200: ethanol+ extract (200mg/kg).
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Fig.3: Effects of n-butanol extract of Genista quadriflora and
ethanol in MDA level.

**P<0.01; ***P<0.001, compared to control group. a: compared to
EtOH ethanol group; Ext.200: extract at the dose 200mg/kg;
ETOH-Ext.200: ethanol+ extract (200mg/kg).
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In vivo antioxidant effect and MDA level of Genista
quadriflora

Oxidative stress induced by ethanol caused significant (P<
0.001) alterations in hepatic antioxidant defense system as GSH,
GPx, CAT, and LPO levels compared to controls (Fig. 3,4,5,6). A
significant change was observed in MDA level in rats treated with
EtOH+extract (200mg/kg) (p<0.01). Extract treatment increased
the level of reduced glutathione (GSH) and normalized the value
of MDA compared to the EtOH group. The activity of the
antioxidant system is maintained at normal levels in rats
pretreated with the extract.

0,3 4
03 1 a**
0,2 4
0,2 4

0,1 -

GSH (nmol/g tissue)

0,1 -

0,0 <
T Ext.200 EtOH  EtOH-Ext.200

Fig.4: Effects of n-butanol extract of Genista quadriflora and
ethanol in GSH level.

**¥P<0.01; ***P<0.001, compared to control group. a: compared to
EtOH group; T: the untreated rats; EtOH: ethanol group; Ext.200:
extract at the dose 200mg/kg;ETOH- Ext.200: ethanol+ extract
(200mg/kg)

Fig.5: Effects of n-butanol extract of Genista quadriflora and
ethanol in GPXlevel.

**P<0.01; ***P<0.001, compared to control group. a: compared to
EtOH group; T: the untreated rats; EtOH: ethanol group; Ext.200:
extract at the dose 200mg/kg;ETOH-Ext.200:ethanol+extract
(200mg/kg)

Fig.6: Effects of n-butanol extract of Genista quadriflora and
ethanol in Catalase level.

**¥P<0.01; ***P<0.001, compared to control group. a: compared to
EtOH group; T: the untreated rats; EtOH: ethanol group; Ext.200:
extract at the dose 200mg/kg;ETOH-
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Fig. 7: Histological sections of livers from untreated and
treated groups. (a): histology of normal control rat liver; (b1
and b2): histopathological seen in rats treated with ethanol;
(c): liver of rats pretreated with n-butanol extract of Genista
quadriflora (200mg/kg).

Histology study

As shown in Figure 7 (a) the histological, features of the normal
liver indicated a normal liver lobular architecture and cell
structure. In liver sections of ethanol-treated group; showed
dilatation and vascular congestion and microvesicular steatosis
(Figure 7 bl and b2). n-butanol extract of Genista quadrifiora,
showed protective effect on the hepatocellular steatosis, just
occurrence of congestion of some vascular. (Figure 7 c)

DISCUSSION

In the liver, the ethanol is oxidized to cytotoxic acetaldehyde by
alcohol dehydrogenase and then to acetate by aldehyde
dehydrogenase or xanthine oxidase [15]. This metabolism is
accompanied by generation of free radical like ethyl and hydroxyl
ethyl radicals. Ethanol inducible cytochrome CYP2E1 has high
rate of NADPH oxidase activity that leads to the production of
both superoxide anion and hydrogen peroxide at very high rate
[16,17].

In the present study the results were shown that the
administration of ethanol caused severe acute liver damage in
rats, as evidenced by the significant increase (p<0.001) in the
MDA levels compared to the control group [18]. These results are
in agreement with [4, 19]. Inhibition of LPO has been observed in
Genista quadriflora extract treated groups due to their antioxidant
and free radical scavenging activities through re-establishment of
bio-membranes of hepatic parenchyma cells. The depletion of
GSH induced generation of reactive oxygen species and oxidative
stress with cascade of effects thereby affecting functional as well
as structural integrity of cell and organelle membranes [20]. The
elevated level of GSH with Genista quadriflora extract protected
cellular proteins against oxidation through glutathione redox
cycle and also directly detoxified reactive oxygen species and/or
neutralized reactive intermediate species generated from
exposure to ethanol.

Reactive oxygen species and free radicals are involved in
oxidative stress-induced liver injury by ethanol. The restoration
of the levels of decreased antioxidant profiles GPx and CAT by
Genista quadriflora extract may be attributed to the biological
significance in eliminating reactive free radicals that may affect
the normal function of cells [21]. Genista quadriflora extract
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significantly decreased (P<0.05) the activities of serum ALT and
AST, which are biochemical markers of liver damage. This
suggested a hepatoprotective activity of the extract against the
acute toxicity of ethanol, these results concord with the results of
Chaturvedi et al,, 2011[3]. ALT enzymes (alanine transaminase) are
abundant in cytosol of hepatic parenchymal cells, while, aspartate
transaminase (AST) is found in cytosol and mitochondria of
hepatocytes [22]. It is also distributed in cardiac muscle, skeletal
muscle, pancreas and kidney. Hence, ALT measurement liver is
more specific to determine liver damage [23]. Increased ALT
enzymes in ethanol-induced liver toxicity were due to the loss of
structural integrity of liver. Since this enzyme is localized in the
cytoplasm, it will be released into the blood circulation after
cellular damage resulting in the elevation [24]. Increase of AST
enzymes indicated that alcohol ingestion to rats causes both plasma
membrane and organelle membrane (mitochondria) damage [6].
The benefits of n-butanol extract of Genista quadriflora has been
further confirmed by histopathological observations. It was well-
established that overdoses of ethanol lead to microvesicular
steatosis with ballooning of hepatic cells (fatty liver). The three
main mechanisms which may play a role in the development of
alcoholic fatty liver which increased substrate supply for fatty acid
esterification, direct stimulation of the esterification pathway and
decreased export from the liver of triglyceride as Very-Low-Density
Lipoproteins (VLDL) [25]. These effects have been significantly
reduced with the pretreatment of n-butanol extract of Genista
quardiflora.

CONCLUSION

In the present study, hepatoprotective effect of Genista quadriflora
Munby extract against ethanol induced toxicity has been
investigated. The protective effect of Genista quadriflora could be
attributed to antioxidant, particularly phenols. n-butanol extract of
Genista quadriflora scavenged free radicals and thus boosts the
antioxidant capacity of organism.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to ATRSS and MESRS (DGRSDT) for financial
support.

REFERENCES

1. Mroueh M, Saab Y, Rizkallah R. Hepatoprotective activity of
Centaurium erythraea on acetaminophen-induced hepatotoxicity in
rats. Phytother. Res. 2004; 18: 431-433.

2.Yesmin F., Rahman Z., Dewan J. F., Mazid Helali A.,, A Rahman N. I,,
Ahmed G. Alattraqchi, Ahmed A, Yousuf R,, Salam A., Haque M.
Hepato-protective role of the aqueous and n-hexane extracts of
Nigella sativa linn. in experimental liver damage in rats. Asian ]
Pharm Clin Res. 2013; 6, Suppl 3: 205-209.

3. Chaturvedi P, Pipedi-Tshekiso M, Moseki B and Kwape T E.
Hepatoprotective potentials of water extract of Bauhinia purpurea
bark against alcohol induced toxicity. Sci Res Essays. 2011; 6: 4347-
4353.

4. Esra Betiil K, Betiil E, Seval D, Giil Ozdemirler E, Miijdat U, Necla
k,Ak-toker. Effect of binge ethanol treatment on prooxidant-
antioxidant balance in rat heart tissue. Pathophysiology. 2012; 19:
49-53.

5. Tirapelli LF, Batalhdo ME, Jacob-Ferreira AL, Tirapelli DP, Carnio
EC, Tanus-Santosa JE, Queiroz RH, Uyemura SA, Padovan CM,
Tirapelli CR. Chronic ethanol consumption induces
histopathological changes and increases nitric oxide generation in
the rat liver. Tissue and Cell. 2011; 43: 384~ 391.

6. Sutha D, Sabariah I, Surash R, Santhini M and Yam Mun F.
Evaluation of the hepatoprotective activity of standardized
ethanolic extract of Curcuma xanthorrhiza Roxb. ]. Med. Plant. Res.
2010; 4: 2512-2517.

7. Thenmozhi M., Dhanalakshmi M., Manjula Devi K., Sushila K,,
Thenmozhi S. Evaluation of hepatoprotective activity of leucas
aspera hydroalcoholic leaf extract during exposure to lead acetate
in male albino wistar rats. Asian ] Pharm Clin Res. 2013; 6, Suppl 1:
78-81.

Asian ] Pharm Clin Res, Vol 7, Suppl 1, 2014, 226-229

8. Quezel P, Santa S. Nouvelle Flore de I'Algérie et des Régions
Désertiques Méridionales, Tome I, ed. CNRS, Paris, 1962 p. 470.

9. Concil of European Communities. Offic. ]. Eur. Communities, 1986,
(JO 86/609/CEE), L356:1-18.

10. Uchiyama M, Mihara M. Determination of malonaldehyde
precurssor in tissues by thribarbituric acid test. Anal. Biochem.
1978; 86: 271-278.

11. Ellman G. L. Plasma antioxidants. Arch. Biochem. Biophy. 1959;
82:70- 77.

12. Flohe L, Gunzler W.A. Assays of glutathione peroxidase. Methods
Enzymol. 1984; 105:114-121.

13. Clairborne A. Catalase activity, In: Greenwald R.A. (Ed), CRC
handbook of methods for oxygen radical research. CRC Press, Boca
Raton, FL, 1985; 283-284.

14. Habbu PV, Shastry, RA, Mahadevan KM, Joshi H, Das SK.
Hepatoprotective and antioxidant effects of Argyreia speciosa in
rats. Afr ] Tradit Complement Altern Med. 2008; 5, 158-164.

15. Lieber CS. Role of oxidative stress and antioxidant therapy in
alcoholic and non-alcoholic liver diseases. Pharmacol. 1997; 38:
601-628.

16. Leiber CS. Metabolic consequences of ethanol. Endocrinologist.
1994; 4: 127-139.

17.Zima T, Fialova L, Mestek O, Janebova M, Crkovska J, Malbohan I,
Stipek S, Mikulikova L, Popov P. Oxidative stress, metabolism of
ethanol and alcohol related disease. ]. Bilomed. Sci. 2001; 8: 59-70.

18. Shokunbi OS, Odetola AA. Gastroprotective and antioxidant
activities of Phyllanthus amarus extracts on absolute ethanol
induced ulcer in albino rats. ]. Med. Plant. Res. 2008; 2: 261-267.

19. Wilson ]I, Emonido OF, Akpulu SP, Igbigbi PS. Effect of ethanol
and sialidase activities on the developing kidney of Wistar rats.
JCAB. 2011; 5: 200-205.

20. De Leve LD, Wang X, Kuhlenkamp JF, Kaplowitz N. Toxicity of
azathioprine and monocrotaline in murine sinusoidal endothelial
cells and hepatocytes: the role of glutathione and relevance to
hepatic venoocclusive disease. Hepatology. 1996; 23: 589-599.

21. Singh RP, Padmanathi B, Rao AR. Modulatory influence of
Adhatoda vesica leaf extract on the enzymes of xenobiotic
metabolism, antioxidant status and lipid peroxidation in Mice. Mol
Cell Biochem. 2000; 213: 99-109

22.James LP, Mayeux PR, Hinson JA. Acetaminophen-induced
hepatotoxicity. Drug Metab. Dispos. 2003; 31: 1499-1506.

23. Shyamal S, Latha PG, Shine V], Suja SR, Rajasekharan S, Devi TG.
Hepatoprotective effects of Pittosporum neelgherrense Wight &
Arn, a popular Indian ethnomedicine. ]. Ethnopharmacol. 2006;
107:151-155.

24. Sallie R, Tredger JM, William R. Drugs and the liver. Biopharm
Drug Dispos. 1991; 12: 251-259.

25. Salaspuro MP, Shaw S, Jayatilleke E, Ross, WA, Lieber CS.
Attenuation of the ethanol-induced hepatic redox change after
chronic alcohol consumption in baboons: Metabolic consequences
in vivo and in vitro. Hepatology. 1981; 1: 33-38.

229



Reésume

Ce travail fait partie de notre programme de recherche sur les plantes
algériennes de la famille des Fabacées. Les flavonoides sont des substances
naturelles qui jouent un role protecteur, vu leurs activités biologiques. De ce
fait, nos travaux sont orientés vers 1’extraction, la séparation, la purification et la
détermination de structure des composés flavonoidiques de deux espéces du
genre Genista: G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois.) et
G. quadriflora Munby. Le screening phytochimique effectu€¢ sur ces deux
espéces a permis la mise en évidence de plusieurs groupes chimiques
notamment les flavonoides et les isoflavonoides. L’accomplissement de ce
travail a nécessité 1’utilisation de toute la batterie chromatographique en phase
liquide ainsi que le recours aux méthodes modernes d’analyses physico
chimique les plus performante notamment, la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire mono et bidimensionnelle (RMN IH, RMN 13C, COSY,
HSQC, HMBC), la spectroscopie d’absorption ultraviolette et la spectroscopie
de masse a haute résolution. Toutes ces méthodes nous ont permis d’établir les
structures isolées de la phase acétate d’éthyle et la phase chloroforme de 1’extrait
hydro alcoolique des deux especes étudiées. Enfin, les résultats des tests
biologiques effectués sur les deux especes G. quadriflora Munby et G.
aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides, notamment le test sur [’activité
antioxydante (test au DPPH) ont été satisfaisants. L’ originalité de ce travail est

couronnée par plusieurs publications dans des revues internationales.

Mots-clés : Fabaceae, G. aspalathoides Lamk. ssp. erinaceoides (Lois),

G. quadriflora Munby, Screening, Flavonoides.



