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1
Introduction générale

Les plantes ont toujours fait partie de I'environnement de 'homme. Les fruits, les
racines, les plantes et les autres substances naturelles ont d’abord été connus pour leurs
propriétés nutritives puis ensuite pour leurs vertus curatives.

A travers les siecles, la connaissance, la compréhension et la maitrise des
extraordinaires vertus que recélent les plantes et leurs utilisations thérapeutiques s’'appelle la
phytothérapie. Aujourd’hui, son efficacité prouvée et ses bienfaits incontestables pour notre
santé ont permis a la phytothérapie d’entrer dans notre vie de tous les jours.

Certes, pendant une grande partie du XXe siecle, les médicaments chimiques ont
occupé le devant de la scene, donnant d’excellents résultats. Cependant, bien qu’efficaces, ils
ne sont pas totalement dépourvus d’effets secondaires, d'ou la reconnaissance des plantes
médicinales [1].

Ainsi, personne ne peut nier 'importance des plantes médicinales et la découverte des
produits naturels, en fait la plupart de nouvelles applications cliniques de métabolites
secondaires isolés des plantes et de leurs dérivés ont été engagés dans la lutte contre le cancer
au cours du dernier demi-siécle [2-4]. En effet, 40% des médicaments anticancéreux étaient
des produits naturels et leurs dérivés. Paradoxalement, seulement 8% ont été synthétiques et
méme imités de ces produits dans la période allant de 1940 jusqu’a 2002 [4].

En Algérie il en existe 3000 especes appartenant a différentes familles botaniques dont
la famille des astéracées (composées) constitue l'une des plus grandes familles les plus
étudiées. Ainsi, le gent€entaurea a fait I'objet de nombreuses recherches phytochimique et
pharmacologique durant plusieurs années [5-12]. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre
étude ayant comme objectif l'investigation phytochimique et biologique de ['extrait
méthanolique de I'espéce Centaurea melitebsis

Ce travail est axé sur cing chapitres essentiels :

Le premier chapitre, consacré a I'étude bibliographique des principaux métabolites
secondaires des astéracees, renferme une bréve présentation de la famille des astéracées, leurs
métabolites secondaires les plus courants, ainsi que quelques intéréts thérapeutiques de ces
métabolites.

Dans le deuxieme chapitre, nous aborderons les principaux meétabolites du genre
Centaurea, Cette étude inclus une bibliographie approfondie sur les lactones sesquiterpeniques et
les flavonoides issues de ce genre pendant la période allant de 2005 jusqu'a 2012, permettant
ainsi leurs définitions, leurs classifications et éventuellement l'illustration de quelques molécules

bioactives isolées trés récemment.



Introduction générale

Le troisieme chapitre concerne la partie expérimentale relative a nos travaux, dans
cette partieous nous intéresserons a I'étude chimique de I'espéce Centaurea mdliteunses
plante algérienne annuelle. Ainsi qu’une présentation des techniques d’isolement et d’analyse
utilisées.

Le quatrieme chapitre reporte les résultats obtenus suivis de discussions concernant la
détermination structurale des produits isolés de I'espéce Centaurea melitensis

Enfin, le dernier chapitre, sera réservé a des tests biologiques sur I'extrait méthanolique de

notre plante, suivis par une conclusion générale.
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Chapitre 1. Principaux métabolites secondaires de la famille des Astéracées

I.1. Famille des Astéracées : morphologie, date d’introduction et distribution

La famille des Astéracées (Composées) est la plus vaste famille de la division
des spermatophytes, avec plus de 900 genres et au moins 12 000 espéces répandues
sur toute la planéete [1]. Les composées sont relativement moins abondantes dans
I'ancien monde que dans I'Amérique du Nord ou elles forment environ un huitieme de
la flore vasculaire [1].

Elles sont probablement apparues a la fin du Cétacé ou au début de I'Eocene,
et le point d'origine parait étre la région andine de I'Amérique du Sud ou elles
constituent aujourd'hui un quart de la flore vasculaire [1].

Les traits saillants de la distribution géographique de cette immense famille
ont une grande portée biologique. Les tribus des Astérées et des sénecionées sont
toutes cosmopolites ou a peu prées. Les Cichoriées, les Cynarées et les Anthémidées
appartiennent surtout a I'hémisphére nord. Les Calendulées et les Arctotidées sont
africaines. Les Vernoniées, les Eupatoriées, les Hélianthées, les Héléniées et les
Mutisiées sont essentiellement américaines. La grande tribu des Inulées appartient
surtout a l'ancien monde. Les especes extra-tropicales communes aux deux
hémispheres ne sont guére plus d'une quarantaine [1].

L'Afriqgue, I'Australie et I'Amérique occidentale paraissent posséder les
représentants les plus anciens du groupe. L'Afrique offre la plus grande variété de
témoins isolés des types éteints. L'Amérique andine possede quelques espéeces qui se
rapprochent du type que I'on peut considérer comme le type primitif de la famille
entiere. Une distribution géographique sauvage importante de cette famille existe

aussi en Turquie, Canada, Inde, Iran et les pays Baltes [2].

l.2. Les métabolites secondaires
Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre définis
comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition
aux meétabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme central.
Ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur I'adaptation

des plantes a leur environnement. lls participent ainsi, de maniére trés efficace, a la
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toléerance des végétaux a des stress variés (attaque de pathogénes d

sécheresse, lumiere UY43].

w

o m
S5

10%

1: composeés aliphatiques simy ; 2 :acides gras et polyacétyle
3: acides benzoiques et cinnamic ; 4 : quinines ; 5 coumarine
6 : flavonoides ; 7monoterpene ; 8 : sesquiterpenes ; Qutres terpenoid
10: composés azot ; 11 : composés sulfurés.
Figure 1: Classification des métabolites secondairedeleurs abondances relati

(En tenant compte des résul publiés jusqu’a I'année 20([4])

D’un point de vue applicatif, ces molécules constituent souvent la ba:
principes actifs des plantes médicinales. L’évaluation de la valeur thérapeuti
ces meétabolites (taxanes de ['if, alcaloides de la pervenche de Madagasca
I'objet de nombreuses recherches et améne a l'identification des principaux €l
actifs dela plante. De l'aspirine au taxol, l'industrie pharmaceutique s’af
largement sur la diversité et les propriétés biologiques des métabolites second:

végetaux pour le développement de nouveaux médicamer

g

O

Figure 2 : Structure de I'aspirine
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OAc
Figure 3 : Structure de taxol

1.3. Principaux métabolites secondaires des Astérace

Dernierement, un grand intérét était orienté vers les études ¢
systématiques et chimio taxonomiques basées sur les métabolites secondaires
dans lesplantes supérieures -8] ; parmi cesétudes on compte plusieurs-14]
renfermant la familleles Astéracée

En se basant sur les investigations phytochim ; différentes espect
appartenant a cette famille, biosynthétisent une variété de substaturelles ; tel
gue les triterpenedes stéroides, les anthocyanes, les lignanes, les des, les
polyacétylenes, les flavonoides les sesquiterpénes [19)lais les sesquiterpén
lactones (STLs), occupent la classe la plus étudiée parmi ces métabolites,
considérées comme des marqueurs chimio taxonomigans a famille des

composees [16, 17].

1.3.1. Les lactones sesquiterpéniqus
[.3.1.1. Structure

Les lactonessesquiterpéniqu sont des métabolites secondaires des pl:
partageant tous une mé origine, ellessont issues de la cyclisation d’'un précurs
terpéne, le farnésyyrophosphate2E, E-FPP qui donne le germacradié(Figure 4)
[18]. En s’appuyant sur la structure carbonée de base, on peut dégager les pri
classes de lactones sesquiterpéni: les germacranolides, les élémanolides,
eudesmanolides|es guaianolides et les pseudoguolides [19] cependant |
structure de esquiterpéne¢ lactones peut supporter plusieurs angements

(Shizukanolidesérémophilanolides .. [20].
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Elles sont caractérisées, comme l'indique le nom, par la présence y-
lactone qui peut étr€is-12,€ ; Cis-12,8 ;Trans12,6 et, c’est le cas fréqu: ; Trans

12,8. En regle générale elle est du tya-méthyléney-lactone [19,21]

H

shizukanolide

0 15
germacranolide

o éémanolide O

sudesmanolide érémophilanolide

guaianolide

Figure 4 : Lesdifférents squelettes des lactones sesquiterpén
Parmi les autres modifications structurales, on peu::

* L’incorporation des groupes hydroxyles que se soit libreestérifiés, ainsi
gue desépoxyde est communément fréquent [22-24] s’ajoute a ce
variations structurales la détection atomes d’halogénext des sulftes dans
guelques structur [21,25-26].

» L’abondancenaturelle rare de lactones sesquiterpéniques aussi bien ¢

forme glycosidajue sous la forme de diméres [22-24,27].
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1.3.1.2. Intérét thérapeutique des lactones sesquiterpeniques

De nombreuses recherches ont été prouvées que la diversité large des activités
biologiques est liée directement a la grande variété de structures chimiques [28].

Durant la recherche consacrée aux composés anti-tumoraux isolés des plantes,
les lactones sesquiterpénigues prennent une importance croissante notamment grace a
leurs activités sur différents types d’organismes et systémes. En effet, elles forment un
des plus large groupes des composés cytotoxiques et anti-tumoraux d’origine
végeétale, dont la majorité a été isolé de la famille des « Astéracées ».

Elles sont également présentes dans les familles « Magnoliacée », « Apiacée »
et quelques moisissures [28]. La plupart de ces lactones déja connues, possedent des
activités cytotoxiques in vitro contre les cellules cancéreuses KB et celles de
leucémie P388, cette derniéere activité qui a été évalué in vivo [29-32].

De nombreuses publications ont mis en évidence I'existence de relations :
Structure- Activité cytotoxique dans le cas des lactones sesquiterpeniques [33-45].
Ainsi, les études chimiques ont montrés que tous les sesquiterpénes lactones agissent
avec les thiols, a titre d’exemple : la cystéine, selon une addition rapide de type
Michael [35,36,42], ces réactions sont chimiquement liées aux structures des
carbonyles insaturés tel que le groupeméthyléney-lactone, le groupe
cyclopentanone of-insaturé, ou I'ester conjugué [35,43].

Ces résultats proviennent d’études expérimentales ont montrés encore que les
lactones sesquiterpéniques, inhibent la croissante des tumeurs par [lalkylation
sélective des macromolécules biologiques régulatrices de croissante, comme les
enzymes clés qui contrélent la division cellulaire, ce qui permet aux cellules de subir
le phénoméne d’apoptose naturelle [44,45].

La différence d’activité entre les lactones sesquiterpeniques individuelles peut
étre expliquée par le nombre différent des groupes structuraux alkylants [36,46-48],
mais d'autres facteurs, comme la lipophilie, la géométrie moléculaire et
'environnement chimique ou le groupe sulfudryle ciblé peuvent encore influencer
I'activité de lactones sesquiterpeniques [34,46,48].

Diverses drogues renfermant ce type de composés existent, a titre d’exemple :
le parthénolide (Structure 1), une molécule antileishmanienne ; isol€andeetum
parthenium (L) Schultz-Bip, (ou grande camomille) appartenant a la famille des

astéracées, ce principe actif a été décrit comme un inhibiteur de la transcription du
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facteur NFKb (facteur impliqué dans l'activation du processus inflammatoire
inactive I'oxyde nitrique synthéta(iNOS).
Il peut aussi inhiber la formation d'cedeme sur cats et des souris ¢

inhibant la réponsmflammatoir¢ et montre une propriété ttouleurs [49,5].

Structure 1
Dans l'autre oté, on trouve l'artémisinine tructure 2), un excellent ar
malarique, le principe actif a été isoléArtemisia annua(Armoise annuelle
appartenaina la méme famille (Astéracé par les scientifiques chinois en 19
lartémisinine une sesquiterpéne lactone renfermant un motif d’unxyde endo

dans leur structure [51].

Structure 2
Le costunolide (Structure 3), cemment isolé duCentaurea acaul [52],
toujours de la mémdamille des astéracées, exerce des effets inhibiteurs ¢

fonction tueuse ddgmphocytes T cytotoxiques [].
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Structure 3

D’autres étudesnt également montré que le cmolide inhibe la synthése
'oxyde nitrique (NO),déclenchet chimique de linflammation [G4et déprime la

croissance destiules canceéreuses |].

1.3.2. Les flavonoides
[.3.2.1. Structure

Le termeflavonoid¢ regroupe une trés large gamme de composés ne
polyphénoliques. lls sont largement distribués dans le regne végétal e
couramment consommés quotidiennement dans I'alimentation. Ils sont ret
egalement dans les planmédicinales [56].

Les flavonoidesont tous une origine biosynthétiqueommune et pe
conséquent, possedent tousmémesquelette de base de quinze atomes de carl
constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (Aeliés par ue chaine
en C3 [56,57].

Figure 5 : Squelette de base des flavonoides
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lIs sont divisés en plusieurs classes qui incluent les flavones, flavonols,

flavanones, flavanols, anthocyanidines et isoflavones [58,59].

1.3.2.2. Intérét thérapeutique des flavonoides

Les flavonoides possedent de nombreuses activités présentant un intérét en
thérapeutique telles que : antioxydante, hépatoprotectrice, diurétique, antibactérienne,
chimioprotectrice, antidiabétique, antiallergique [60-62] et certains ont démontrées
des effets cardioprotecteurs importants [63,64].

lIs sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogénes : on peut citer par exemple la quercétine (Structure 4), flavonoide isolé de
plusieurs especes appartenant a la famille des astéracées, ce composé exerce une
activité anti-ulcérogene mise en évidence chez le rat dont l'ulcére gastrique a été

induit par I'éthanol [65].

Structure 4

L’apigénine (Structure 5) une flavone trouvée dans de nombreuses plantes
appartiennent a la famille des astéracées, posseéde encore des propriétés antioxydantes,

anti-inflammatoires et anticancéreuses [66].

OH

OH O

Structure 5
Hirano et al. 2001 ont évalué I'activité inhibitrice de la quercétine, I'apigénine,

le kaempférol (Structure 6) et la lutéoline (Structure 7) vis-a-vis le radical DPPH [67].
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OH

HO o}

OH

OH 0

Structure 6

Structure 7
La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir
antioxydant et chélateur, en effet, ils peuvent agir de différents fagcons dans les
processus de régulation du stress oxydant [68-70] : par capture directe des radicaux,
par chélation des métaux de transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction de
fenton) et par inhibition de [l'activit¢ de certains enzymes responsables de la

production des especes réactives de 'oxygene (ERO).
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Chapitre 1l. Principaux métabolites secondaires du genre Centaurea

Il. Principaux métabolites secondaires du genre Centaurea

Le genreCentaurea, tribu Cynareae, famille Asteraceae, compte environ 700
especes de cette famille, ce dernier est trés répandu aussi bien sur le territoire
Algérien qu’en Europe méridionale, le bassin méditerranéen, 'ouest de I'Asie et le
continent Américain [1].

Ce genre, a fait 'objet de nombreuses études phytochimiques, ces travaux ont
conduit a I'isolement de produits acétyléniques [2], des alcaloides [3], de composé
phénoliqgues [4-7], et de lactones sesquiterpéniques, qui sont les principaux
métabolites secondaires de ces especes a coté des flavonoides [7-12].

II.1. Les lactones sesquiterpeniques du genre Centaurea

Les lactones sesquiterpeniques du gé&eataurea sont dans la majorité du
type guaiane et germacrane [11,12-14] cependant des élémanolides et eudesmanolides
[15,16] ainsi que des héliangolides y ont été isolés [17], on note également la
séparation des sesquiterpenes de squelette élémane [12].

Dans la nouvelle flore d’Algérie, Quezel et Santa ont reporté et deécrit 45
espéeces du genre Centaurea sur le sol Algérien [18]. Les études bibliographiques sur
le genreCentaureadu point de vu composition en lactones sesquiterpeniques ont
montrés la prédominance du squelette des guaianolides en premier lieu, les
germacranolides en deuxieme lieu, puis les élémanolides et derniéerement les
héliangolides et les élémanes.

Les études précédentes [8-10], ont montrées par ailleurs que les lactones du
type germacranolide les plus rencontrées sont: le saloniterilidecnicine? et
I'acétoxycnicine 9

Dans I'ensemble des mémes études, les sesquiterpénes du type guaianolides
les plus prédominantes sont: la déacylcynaropicdie I'aguérine B 47, la
cynaropicrine 49, la répine 64, la janérine 65, la chlorojanérine74, Ila
centaurépensine 80, la linichlorine B, le 15-déoxyrépicrine, I'acroptiline, et la
cébelline D. Avec une prédominance remarquée de la cynaropicrine dans le genre

Centaurea.
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R,O SllOR,

o)
» Linichlorine B, R= (2°0OH-4-Cl) iBut, R, = H.
» 15-déoxyrépicrine, R E-Mac, R = H.

R,O lORy

il H

o}
» Acroptiline, R= (2'-OH-4’-Cl) iBut, R,= OH.

HO nlORy

Lol H
RoH,C

o}
» Cébelline D, R=4'0OH Tig, R=CI.

Pour les lactones du type élémanolide les plus fréquemment trouvées sont : la
11,13-dehydromélitensine22, la mélitensine 23, et le 15-hydroxy-&(1’,2’-
dihydroxy-ethyl)-acryloxy-elema-1, 3,11(13)-trien-6,12-olide. 25

Dans ce cadre, Notre étude bibliographique sur les investigations chimiques de
ce genre est complémentaire aux études précédentes, En prenant en considération les

recherches réalisées durant la période allant de 2005 a 2012.



21
Revue biinographiun

[1.1.1 Les germacranolides du genre Centaurea
Les lactones sesquiterpéniques du type germacranolide renferme dans leur
squelette de base un cycle a dix atomes de carbones (Figure 1).

Figure 1

D’aprés notre étude concernant ce type de structures issues du genre
Centaurea, la lactonisation se fait toujours ep), Qe carbone g est souvent
substitué par des groupes esters ou hydroxyles de stéréoahiai@xception de la
structure_17ou elle substituée par une fonction cétone.

La majorité de ces structures, renferme deux doubles liaisons de
configurations E, E, une entrezCet Gqo) et I'autre entre ) et Gs), la premiere
double liaison peut étre remplacée par une autre exocyclique emnjet Gia), et par
conséquent le carbongiporte un groupe hydroxyle de stéréochimieu p, ces cas
sont rencontrés dans les structures2D

La double liaison exocyclique en:G peut étre réduite en 14d, 135-Me 16
ou 11BH, 13cMe 15.

Le carbone @), est souvent porte le groupement OH, on peut cependant
citer le cas de produitdu le carbone @ porte un méthyle.

A I'exception des composés inventoriés dans notre recherche bibliographique,
le carbone ¢g) des deux germacranolidg8, 19 ; porte un hydroxyle de stéréochimie
B. Les hydrogenes H-6 et H-7 ont toujours une stéiéue f et arespectivement.

Le composé4, un dimére (Onopordopicrine-Valine) est signalé pour la

premiere fois comme produit naturel isolé du genre Centaurea.

11.1.2. Les élémanolides du genre Centaurea
Les lactones sesquiterpéniques du type élémanolide ont comme squelette de

base un monocycle a six atomes de carbones (Figure 2).
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Figure 2

Les caractéristiques principales de ce squelette sont manifestées par la
stéreochimie de la double liaison G-C0), B de la liaison @)-Cs), o de I'hydrogene
porté par le carbone (.

Tous les élémanolides du gen@entaurea contiennent une double liaison
entre G et Gy et une autre entre & et Ga) et en général une double liaison
exocyclique en 1) qui peut étre réduite en i-H, 13Me dans les composes,

24.

Le carbone @) porte le groupement GBH excepté dans les compoggs29
ou il porte le groupement fonctionnel CHO, ou le groupe acétate respectivement, la
lactonisation se fait en(;, et le carbone @ porte des groupes d’esters ou hydroxyles
avec une stéréochimie dans tous les cas rencontrés dans notre recherche
bibliographique.

Dans le cas de compog8, le p-Méthyle en Gy, est remplacé par le

groupement CHOH, en conservant la méme stéréochimie.

[1.1.3. Les eudesmanolides du genre Centaurea

Les eudesmanolides sont communément dérivées d’'un squelette de base de
deux cycles hexagonaux (Figure 3), ils se distinguent par la stéréoalimhée
I’hydrogene H-5 et par la stéréochinfiedu méthyle porté par le carbongds Ce
méthyle est caractérisé dans la RMH-par un déplacement chimique inférieur &

1lppm [8].
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Figure 3

La majorité des eudesmanolides du gebemtaureadécrits dans le cadre de
ce travail, ont leur groupe lactonique fermé gg. @ I'exception des trois composés
(43— 45 ou I'absence de ce dernier est remarquée.

Comme dans les structures précedentes le carbgneeS eudesmanolides
porte des groupes esters ou hydroxyles de stéréochiriiecepté dans les composés
(41- 49).

En se basant sur les structures d’eudesmanolideseded’apres cette étude,
dix groupements en positiongont été mis en évidence, il s'agit d'un hydrox{gg,

37, 39 et de cinq esters de structures différentes{(38 34— 36 39— 40.

La double liaison exocyclique em§ peut étre réduite en 14, 130-Me (37
— 40, le carbone @) peut porter différents groupements fonctionnels(QH),
a(CHO), B(CHO)...) comme dans la majorité des composés étudiésine double
liaison (A% “ou A* 19 cas illustré dans les structures (443.

La substitution par uf§ hydroxyle en @), est presque signalée dans tout les
eudesmanolides. Concernant la stéréochimie des hydrogenes H-6 et H-7, elle est
toujours Pet arespectivement.

En RMN'-H I'hydrogéne H-6 donne un signal souvent sous forme d’un triplet
[19]. Cela est considéré comme une particularité des eudesmanolides.

On note qu’en 2007, deux eudesmanes glucosylés$r{43, 44) ont été

isolés de Centaurea hierapolitana pour la premiéere fois [15].

[1.1.4. Les guaianolides du genre Centaurea
Les lactones du type guaianolide ont comme squelette de base un cycle
pentagonal et un autre heptagonal (Figure 4), celles isolées duGQmneairea, sont

caractérisées par la stéréochimiees protons H-1, H-5 et H-7 et la stéréochifhie
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des protons H-6 et H-8 dans le cas d’une substitutionggpt@ine fermeture du cycle

lactonique en ().

Figure 4

En se basant sur I'analyse structurale déja formulé des guaianolides du genre
Centaurea [8], on peut conserver la méme répartition en cing catégories :

Dansla catégorie | Nous sommes intéressé aux guaianolides qui ont dans
leurs structures ; deux doubles liaisons exocycliqugsas) et GiorCpa) (Figure 5)
a I'exception du compog#4 , ou la double liaison en4sCis) porte des groupements
4-OH et 15-OAc, et du compo$2 ou le carbone &) porte un 1080H et un 10e
CH.CI.

Figure 5
Notre étude donne dix sept molécules ou la différence se repose sur :
La substitution sur g qui peut étrg3-OH ouB-OAc, cas des structuré46 —
52, 54— 62.
La substitution en & qui peut étre, um ou B- méthyle58, 59; 11-OH,
13p-CH,OH, 11¢:0OH, 13pCH,OAc, ces deux dernieres substitutions sont présentes

dans les lactones 661



25
Revue biinographiun

La substitution en g est la plus rencontrée soit des hydroxys 48 53
55), soit des groupements esters diversifiég 49 — 52 54), a I'exception des
composées (56 62.

La catégorie Il rassemble huit lactone®3 — 70, dont la particularité
rencontrée dans leurs structures est la présence d'une fonction epoxygg = C
stéreochimiel-C1s), en plus de la double liaison exocyclique gn)Cet lep-OH en
C) (Figure 6).

Figure 6
La difference structurale de ces composés réside dans les substitutiqps en C
par des esters diversifiés , et g Gui peut étre porté un groupement acétate 68
La catégorie 1l : les treize lactones inclues dans cette catégorie ont toute une
substitutiona-OH, B-CH:R en G4 ou R varie d’'une structure a l'autre (R= CI, OH,
OAc, OOH) cas des structuré® — 83 excepté du composél. Ces guaianolides ont
comme squelette de base celui sur la figure 7 :

Figure 7
Les molécules relatives a ce groupe se distinguent par la présenge@Hin
en position @), a I'exception du produB2, une double liaison exocyclique el £

un Gg) diversement substitué.
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la caractéristique principale des quatre lactones de ce

La catégorie 1V,

groupe ; est la présence d'une fonction oxo ¢f € a-Me en Gy excepté de
composé 87Le squelette de base de ces composés est donné dans la figure 8 :

14

T,

GHIIIH::.

Figure 8
Ces structures se distinguent par la substitutiongndii peut étre 13p/e,

11lo-H 87, 133-CH,OH, 110:OH 84, 11 0-OH et 13B-CH,OAc 85. Le carbone (g),
peut étre substitué par uA@H comme dans la lactoné.8
La catégorie V, est représentée par la structure du cynara@plelle se

distingue par la présence d’'urMe en G4 et d’'unp-OH en Gg). Le squelette de base

de cette derniére est donné dans la figure 9 :
14

i,

EHIIIH::.

Figure 9
Le carbone @iy du cynaratriol porte a la place de la double liaison

exocyclique uru-OH et un BCH,OH.

11.1.5. Les héliangolides du genre Centaurea
Les héliangolides montrent une grande similarité structurale avec celle des

germacranolides ; avec une double liaison de configuration (E) enjret ©o) et

l'autre (Z) entre @) et Gs) (Figure 10).
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Figure 10
Les deux structures reportées dans notre recherche sont fermégs, en C
présentent une stéréochinflieH-6 , a H-7,p H-8, une double liaison exocyclique en
Cu1), deux double liaisons, une entr@{Cs), et l'autre entre () et Gag), le carbone
Cs) peut porter le groupement fonctionnel CHO, cas du composéu88 substituant
CH,OAc comme dans le compos@0. Ces deux héliangolides sont substituées en

Cs), par la méme chaine latérale.

II.1.6. Les élémanes du genr€entaurea
Les élémanes comme l'indique le nom, ont le méme squelette de base des

élémanolides cependant I'absence du caractere lactonique est signalée (Figure 11).

Figure 11
L’ossature principale est caractérisée par la stéréoclfinde la chaine de
I’ester méthylique en &, a de I'hydroxyle porté par le carbongsC
L’elemarcarmanine9l, est la structure la plus fréquente dans le genre

Centaurea.
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Tableau 1 : Groupes d’esters existant eg@ans les lactones sesquiterpéniques du

genre Centaurea

Structure de la chaine Nomenclature

Méthacrylate = (Mac)

4’-hydroxyméthacrylate= (4’-OH Mac)

OH

ou 3’-hydroxy-2-methylene-propanoate

Epoxyméthacrylate= (E-Mac)

Angelate= (Ang) ou Tiglate

5’-hydroxyangelate= (5-OH Ang)
ou 5’-hydroxytiglate

o 1’-hydroxyethylacrylate= (1'-OH-Et ) Acr

ou 4’-hydroxy-2’ methylenebutanoate

on 1’,2’-dihydroxyethylacrylate= (1',2’-OH-Et) Acf
ou 3',4’-dihydroxy-2’ methylenebutanoate

T X L
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Tableau 1 (Suite)

Structure de la chaine Nomenclature

(0] OAc

2’-acetoxy-1" hydroxyethylacrylate =
(2’-OAc-1'-OH-Et) Acr

ou 3’-acetoxy-4’-hydroxy-2’ methylenebutanoate

OH

%

One 1’-acetoxy-2'-hydroxyethylacrylate = (1’-OAc-2’-OH)Ac¢

=

t

ou 4’-acetoxy-3-hydroxy-2’-methylenebutanoate

o
>
o

4’-acetoxytiglate= (4’-OAc) Tig

X

o
>
o

4’-acetoxy-5’-hydroxytiglate= (4’-OAc-5-OH)Tig
ou 4’-acétyl-2-hydroxymethylbuten-2-oate

X

o
I

2’-hydroxy-4’-chloroisobutyrate= (2’-OH-4'-Cl)iBut

I
Q

%O

?O

Ao “ 2’-acetoxy-4’chloroisobutyrate= (2’OAc-4’-Cl)iBut
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Tableau 2 : les lactones sesquiterpéniques isolées du genre Centaurea
(2005-2012)

Espéeces Origines Structures Références
1. Centaurea acaulik. Mila 1, 41, 42, 48, 57, [11]
(Algérie) 62
2. Centaurea affinis (Serbie) 7 [20]
Friv.
3. Centaurea ainetensis (Liban) 55 [21]
4. Centaurea arenaria
Bieb.ex Willd (Serbie) 7 [20]
5. Centaurea aspera L.| Bunol-Valence |3,4,11,12,17,18 [12]
sub sp.aspera (Espagne) 19,91, 92
6. Centaurea aspera L.| El Saler-valence | 2, 3,5, 6, 7, 9, 10, [12]
subsp.stenophylla (Espagne) 11, 18, 19
7. Centaurea aspera L.| Sollana-Valence | 2,7, 9, 10, 11 [12]
subsp.stenophylla (Espagne)
8. Centaurea babylonica Vallée de Nahr-el-| 64, 65, 66, 69, 75, [22]
L. kelb 77
(Liban)
9. Centaurea bella (Pologne) 16, 64 [23]
Trauv.
10. Centaurea (Algérie) 7 [24]
calcitrapal.
11. Centaurea (Pologne) 2,7 [23]
crocodyliumL.
12. Centaurea cuneifolia (Serbie) 7 [20]
Sm.
13. Centaurea deflexa Konya-Taskent | 47, 49, 87 [25]

Wagenitz

(Turquie)
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Tableau 2 (Suite)

Especes Origines Structures Références

14. Centaurea depressa Ankara 60, 61 [26]

M. Bieb. (Turquie)

15. Centaurea (Montenegro) |7 [21]

glaberima Tausch.

16. Centaurea Macedonia 2,7,11, 22, 25, 30 [27]

grisebachiissp. (Gréce) 31, 33, 34, 36

Grisebachii(Nyman)

Heldr.

17. Centaurea (Italie) 49, 64, 65, 69, 75, [28,29]

haloleuca Boiss. 78,79, 82

18. Centaurea Macka-Trabzon | 49,86 [30]

helenioideBoiss. (Turquie)

19. Centaurea Sarakoy-Bababag 28, 29, 43, 44 [15]

hierapolitana Boiss. (Turquie)

20. Centaurea jacea L Budors 7,9 [31]
(Hongrie)

21. Centaurea lippiL. (Algérie) 7 [32]

22. Centaurea (Pologne) 18 [23]

lusitanica Boiss. Et

Reuter

23. Centaurea Albany 7 [33]

maculosa L. (USA)

24, Centaurea Sahara 7,22, 25, 26, 35 [6,10]

marocanna Ball. (Algérie)

25. Centaurea Razdol 3,6,7,8,9, 11, 20 [34]

moesiaca Urum.& J. (Bulgarie) 21, 25, 30, 31

Wagner
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Tableau 2 (Suite)

Especes Origines Structures Références
26. Centaurea musimomum Souk-Ahras | 47, 49, 50, 63, 65, [8, 13,35]
Maire, Bull. (Algerie) | 68, 73, 74, 80, 81,
84, 85, 88
27. Centaurea napifolia L. 3,7 [36]
28. Centaurea nicaeensis (Algérie) | 23 [37]
All.var walliana Maire
29. Centaurea pamphylica| Anatolia
Boiss.& Heldr. (Turquie) | 45 [38]
30. Centaurea pannonica Sumadija |51, 52, 53, 54, 65, [39-41]
(Heuffel) Simonkai (Sérbie) | 67,69, 71,72,76,8
31. Centaurea parviflora (Algérie) |7 [42]
Dest.
32. Centaurea Anatolia | 46, 49, 56, 57, 58, [14]
ptosimopappa L. (Turquie) |59, 65, 74, 84
33. Centaurea pullata. Blida 12, 13, 14, 15, 23, [16,43]
(Algerie) | 24, 37, 38, 39, 40
34. Centaurea salonitana (Serbie) |7 [21]
Vis.
35. Centaurea soltitialis Ankara 60, 61 [26]
L.subsp. soltitialigCSS) (Turquie)
36. Centaurea stoele (Serbie) |7 [21]
37. Centaurea splendehs (Serbie) |7 [21]
38. Centaurea spinosa L. (Grece) | 7,9, 11, 25, 27, 30, [44]
31, 32, 36, 93
39. Centaurea tougourensi Batna
Boiss ;& Reut (Algérie) | 7,25, 89, 90 [17]




Structures des lactones sesquiterpeniques (1) a (93)

1 Costunolide

\\\\\\o R

2 Salonitenolide ; R=H, X=CH
3 Onopordopicrine ; R=4’-OH Mac, X=GH

\\\\\\\O R

(o]
\\‘\\\\\ \\\\\\\\\ o
g r N R
z OH
N
OH W\\\\\ \---uuu B
(e}

o}

Ol

ro™"
4 Onopordopicrine-Valine ; R= 4-OH Mac

\\\\\\o R
K

Je

8a-O-(angeloyl)-salonitenolide ; R= Ang, X= GH

Cnicine ; R=(1',2’-OH-Et) Acr, X= CH

|||:\ |H I© 10 IN 1o 1o

R= (4’-OAc-5'-OH) Tig, X= CH

3’-acetylcnicine ; R= (2’-OAc-1'-OH-Et) Acr, X= CH
4’-acetylcnicine ; R= (1'-OAc-2’-OH-Et) Acr, X= CH
8a-0O-(4'-acetoxyangeloyl)-salonitenolide ; R= (4’-OAc) Tig, X=&H

8a-0O-(4’-acetoxy-5’-hydroxyangeloyl)-salonitenolide ;
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8a-O-(5’-hydroxyangeloyl)-salonitenolide ; R=5-OH Ang, X= GH
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12 118 13-dihydrosalonitenolide ; R=H, X=H, a-Me
13 11f 13-dihydro-19-desoxycnicine ; R= (1’-OH-Et) Acr=X$-H, o-Me
14 11f 13-dihydrocnicine ; R= (1’,2’-OH-Et) Acr, X=-Bl, a-Me
15 80-0-(4’-acetoxy-5’-hydroxyangeloyl)- 11 AL3-dihydrocnicine,
R= (4’-OAc-5-OH) Tig, X= BH, a-Me

\\\\\\O H

AcO \<

16 Cébélline M

17 8-Oxo0-15-hydroxygermacra-1(10), E, 4Z-dien-#1p2,6colide

Sténophylloide ; X= CH
Dihydrosténophylloide ; X=-B, a-Me

s 16
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20 1pB,15-Dihydroxy-&:-(3,4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-4E, 10(1#)(13)
germacratrien-12, 6alide ; R= (1’,2’-OH-Et) Acr, BOH

21 10,15-Dihydroxy-8-(3,4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-4E,10(14),(113)-
germacratrien-12, 6alide ; R= (1’,2’-OH-Et) Acr, ¢OH

118 13-dehydromélitensine ; R=H, X= GH

Mélitensine ; R=H, X={H, o-Me
8a-0O-(4-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy) mélitensine ;

R= (1’-OH-Et) Acr, X= BH, o-Me
8a-0O-(3,4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-dehydromelitensine ;
R= (1',2’-OH-Et) Acr, X=CH

26 8a-0O-(2'-hydroxymethyl-2’-butenoyloxy) dehydromélitensine ;
R=5-OH Ang, X= CH

NN
& lw I

I3

OH

OH

27 80-0-(3, 4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-15-o0x0-5,Ho6pH-eleman-1,
3, 11(13)-trien-6, 12-olide

28 Hierapolitanine A; = OH, R= Mac
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29 Hierapolitanine B; = OCOCH;, R,= 4-OH Mac

CHO

3

30 Malacitanolide ; R= (1',2’-OH-Et) Acr, X= CH -CHO
31 8a— O - (3-hydroxy-4-acetoxy-2-methylenebutanoyloxy)-4-epi-sonchucarpolide ;
R= (1’-OAc-2'-OH-Et) Acr, X= CH, B-CHO
8O- (4-acetoxy-2-hydroxymethylbuten-2-oyloxy)episonchucarpolide;
R= (4’-OAc-5'-OH) Tig , X= CH, pB-CHO
8a-hydroxy-4-epi-sonchucarpolide; R= H, X= gH-CHO
8a-O-(3-hydroxy-4-acetoxy-2-methylenebutanoyloxy)-sonchucarpolide;
R= (1’-OAc-2'-OH-Et) Acr, X= CH, a-CHO
8a-0O-(2’-hydroxymethyl-2’-butenoyloxy) sonchucarpolide ;
R=5"-OH Ang, X=CH

4-epi-malacitanolide ; R= (1',2’-OH-Et) Acr, X= GH-CHO
8a-hydroxy-11f 13-dihydro-4-epi-sonchucarpolide ;

R=H, X=BH, a-Me, p-CHO

38 8a-hydroxy-11f 13-dihydro-onopordaldehyde ; R= H, X=H} a-Me, o-=CHO
39 8a0-(4-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-1183-dihydro-4

episonchucarpolide ; R= (1'-OH-Et) Acr, X=H, a-Me, p-CHO

|00
N

[

IS
~N o

40  80-O-(4-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-11p13-dihydrosonchucarpolide ;
R= (1'-OH-Et) Acr, X=B-H, o-Me, a-CHO
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41 B-cyclocostunolide

42 Santamarine

43 Hierapolitanine C; X= CH
44 Hierapolitanine D; X=fOH, o-Me
OH

HO OH

45 Pterodontriol

R,O ORy

o

46 Deacylcyanaropicrine ;1R R,= H
47 Aguérine B ; R= Mac, R=H
48 Kandavanolide ; B H, R= COCH;
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49 Cynaropicrine; = 4’-OH Mac, R=H
50 Linichlorine B diacétate; & (2'OAc-4’-Cl) iBut, R, =COCH;

R,0 loRy

0
51 Répdiolide ; R= Mac, R=H, Rs= OH
52 Chlororépdiolide ; R= Mac, R=H, Rs=Cl

o)
53 (3aR, 6aR, 9aR, 9bR)-decahydro-4, 7-dihydroxy-3, 6, 9-trimethyleneazuleno-[4,
5-b] furan-2(2bH)-one

AcO il OH

il H

o

55 Salograviolide A
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o
Zaluzaline C; R=H, X=CH

Zaluzaline D; R= COC¥ X= CH,

110, 13-dihydro-deacylcynaropicrine; R= H, X=H, p-Me
118 13-dihydro-deacylcynaropicrine; R= H, X=H§ o-Me
Solstitialine A; R= H, X= ¢OH, -CH,OH
13-Acetylsolstitialine; R= H, X=-OH, p-CH,OCOCH;

21818 I8 19 18
R 1O 10 loo N o

JCHoCl

ATTIT | mpu

o
62 14-chloro-10phydroxy-10(14)-dihydrozaluzanine D

R,O lORy

il H

o)
17, 18-désoxyrépine;;R Mac, R =H

Répine; R= E-Mac, R=H

Janérine ; R 4’-OH Mac, R =H

Chlorohyssopifoline ; g S-(2’-OH-4'-Cl) iBut, R= OH

S & IR I
o 1o I 1w
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67 Chlorohyssopifoline C ; & (2'-OH-4-Cl) iBut, R;= OH
68 Répine monoacétate ;:RE-Mac, R= COCH;

OH

"™

\\\\

OH

HO Q.

il H

Oﬁ\

69 Babyline A

RO lORy

ol H

o)
70 Epoxyreépiolide ; R= Mac, R =H

HO

O
71 (3aR, 4S, 6aR, 7R, 8R, 9aR, 9bR)- dodecahydro-7, 8-dihydroxy-3, 6-dimethylene-

2-0x0-9-(propan-2-ylidene) azuleno [4,5-b] furan-4-ylmethacrylate

HO nlORy

Lol H
RoH,C

o)
72 19-désoxyjanérine ;R Mac, R= OH
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73 19-désoxy-15-Chlorojanérine ;RMac, R= ClI

74 Chlorojanérine ; R 4'-OH Mac, R= ClI

75 Cebélline J ; & (2'-B-OH-4'-Cl) iBut, R,= OH

76 Rhaposerpine ;R (2'-B-OH-4'-Cl) iBut, R.= OCOCH

HO e}

HO il H

e

77 Babyline B

HO lORy

ol H
RoH,C

(0]
Cébéline G; = 4'0OH Mac, R= OCOCH;
15-déschloro-15-hydroperoxychlorojanéring=R’-OH Mac, R= OOH
Centaurepensine 3RS-(2'-OH-4’-Cl) iBut, R= Cl
Epicentaurepensine;RR-(2’-OH-4’-Cl) iBut, R= ClI

R 18I I8
= IO 1o 1o

O>_<OH
«lQ

il H

82 Haloleucine



""””ORl

il H

(0]
83 Cébélline E ; = Mac, R=ClI

il H

Hin,
Tinn,,

Ol

42
Revue biinographiun

84 4B, 15-dihydro-3-dehydrosolstitialine A; Xe&=OH, -CH,OH
85 4p, 15-dihydro-3-dehydrosolstitialine A monoacétate; OH, -CH,OCOCH;

AmiQH

86 Grosheimine, X= CH
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sllllQH

L)

87 (3S, 3aR, 4S, 6aR, 6aS, 9bR)-4-hydroxy-3-methyl-6-methyleneoctahydroazulen
[4, 5-b] furan-2, 8(3H, 9bH)-dione

88 Cynaratriol; X= eOH, p-CH,OH

89 (6R, 7R, 8S, 3'R) 843, 4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-15-oxo+ihaba
1(10), 4(5), 11(13) trien-6-olide;;RCHO, R= (1', 2’-OH-Et) Acr

90 (bR, 7R, 8S, 3'RBa-(3, 4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-15-acetoxy
helianga 1(10), 4(5), 11(13) trien-6-olide;
Ri1= CH,OCOCH;, R= (1’, 2’-OH-Et) Acr
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Elemarcarmanine; R= 4-OH Mac
Methyl 8 (Z-2-hydroxymethyl-4-acetoxybut-2-enoyloxy}8 5dihydroxyelema-
1, 3, 11(13)-trien-12-oate; R= (4’-OAc-5’-OH) Tig

IS 18
N e

93 Methyl 8a-O-(3, 4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-6&5-dihydroxyelema-1,
3, 11(13)-trien-12-oate; R= (1’, 2’-OH-Et) Acr
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II.2. Les flavonoidesdu genreCentaurea

Avec plus de 8000 structurphénoliques connues, Ipslyphenol constituent
'une des plus granddamilles des métabolites secondaires largement répandue
la nature [45,46].

Durant ces derniéres annéespolyphenoldonctionnels attirent I'attention ¢
beaucoup de chercheurs (biologistes, chimistes, pharmaciens...), notamme
leurs potentialités thérapeutiques, l'importance croissante de ces compo
mentionnée dans la figule [47] :

A0

g
1000 738 _"

2000 T e—T

1 000

2002 2003 2004 2005 2008 2007 2008

Figure 12: Evolution du nombre des publications citant le mot polyphenol »
(Scopus, Juin 2009)

Les flavonoidesfont partie de la classe dpolyphenolsces derniel occupent
un role central dans la recher chimique et pharmaceutique, durant des anné
jusqua présent, en effet, plus de 2 publications annuelli contenant
« flavonoides xcomme mot cl [48,49].

Les especes dgenre Centaurea ont fait I'objet d’études phytochimiqu
diverses qui ontmontré leur riches: en flavonoides [4-7,10, 42¢8lont la majorité e
de type flavone. &s recherches bibgraphiques précédentes [1(,56ont en faveur
d’'une prédominance remarquée de l'apige 94, I'hispiduline 123 et la jaceosidir
136comme flavones dans ce gel

Concernant les flavonc; les plus accumulés sont la querce 156, suivie

par le kaempféroll39 et la centaureidir 105 Ces études ont montrées que
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flavonoideso-glycosylés sont les plus abondants par rapportGgkycosylés qui
sont rares dans les espéces de genre Centaurea
Notons gqu’un apport élevé en flavonoides glucosylés est signalé dans ce genre.
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Tableau 3 : Les flavonoides isolés du genre Centaurea (2005-2012)

Especes Origines Structures Références
1. Centaurea acaulis Mila 119, 123, 167 [6]
L. (Algérie)
2. Centaurea El-Kala 98, 99, 105, 106, 107 [7,50-52]
africanaLamk (Algérie) 110, 116, 123, 135,
var.africana 147,164, 165, 172
3. Centaurea (Algérie) 94, 113, 120, 121, [24]
calcitrapa L. 123, 135
4. Centaurea deflexa Konya-Taskent | 96, 111, 132, 133, [25]
Wagenitz (Turquie) 138, 144, 159, 166,

170

5. Centaurea (Algérie) 94, 123 [53]
dimorpha Viv.
6. Centaurea Montagne de | 101, 112, 159 [54]
ensiformisP.H. Sandras-Anatolia
Davis (Turquie)

7. Centaurea

furfuracea Coss. Et (Algérie) 128, 130 [4]
Kral

8. Centaurea 113, 129, 131, 149 [55]
gigantea Boiss.

9. Centaurea Macedonia 114,121, 136, 158, [27]
grisebachii ssp. (Grece) 163

Grisebachii

(Nyman) Heldr.

10. Centaurea Sarakoy-Bababag,123, 136, 141, 159 [15]
hierapolitana Boiss. Denizli

(Turquie)
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Tableau 3 (Suite)

Especes Origines Structures Références
11. Centaurea jacea Budors 94, 102, 105, 113, [31]
L. (Hongrie) 121,123, 127, 140
12. Centaurea lippii (Algérie) 134, 140 [32]
L.
13. Centaurea Nord du Sahara | 94, 97, 115, 123, 127 [6,56]
marocanna Ball. (Algérie) 171
14. Centaurea Razdol 94, 102, 105, 117, [34]
moesiaca Urum.& J (Bulgarie) 123, 127, 135, 140,
Wagner 153
15. Centaurea Paguignan, 34210 145
montanal. Olonzac [3]

(France)

16. Centaurea (Algérie) 123, 142, 147, 150, [57]
microcarpa Coss. et 168, 169.
Durieu
17. Centaurea (Algérie) 94, 97, 100, 136, 173 [35,50]
nicaeensiAll.var
walliana Maire
18. Centaurea Oued Biskra 109, 148, 156, 160, [58]
omphalotricha Coss, (Algérie) 162
& Durieu ex Batt. &
Trab
19. Centaurea (Algérie) 122, 140, 163, 174 [42,59]
parviflora Desf.
20. Centaurea (Algérie) 114, 136 [60]

pullata L.
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Tableau 3 (Suite)

Espéeces Origines Structures Références
21. Centaurea Sary-Tash 102, 103, 104, 136, [61]
ruthenica Lam. (Kirghistan) 137, 150, 151, 152,

154, 155, 157, 168, 169

22. Centaurea (Algérie) 94, 95, 110, 111, 143, [62-64]
sphaerocephala. 147
23. Centaurea (Algérie) 114, 120, 136, 147, [65]
sulphurea Willd. 161
24. Centaurea Batna 94, 120, 136, 139, 147
tougourensis (Algérie) 161 [66]
Boiss. & Reut
25. Centaurea Bornova-IZMIR | 94, 97, 98, 118, 124,
urvillei DC. (Turquie) 125, 126, 139, 143, 146 [67]

Subsp.urvillei
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Structures des flavonoides (94) a (174)

94 Apigénine ; = Ri=Rs=Rs=Rg= H, R= Ry= R;= OH.
95 3’-méthoxyapigénine ; R Rs=Rs= Rg= H, R= Ry= R;= OH, R= OMe.
96 Apigénine-6€-B-glucopyranosyl-8=-p-apiofuranoside ;
R= C-Glu, Rs= C-Apiofuranoside, R=Rs=Rs= H, R.= Rs= R;= OH.
97 Apigénine-70-p-D-methylglucuropyranoside ;
R= Rs=Rs=Rs=Rg= H, R:= R;= OH, Ri= O-Methyl-Glu.
98 Apigénine-70-p-D-glucopyranoside ;
R= Rs=Rs=Rs=Rs= H, R-= R/= OH, Ri= O-Glu.
99 5-méthoxyapigénine-0-p-D-glucopyranoside ;
R:1= Rs=Rs=R¢=Rg= H, R.= OMe, R= OH, R;= O-Glu.
100 Apigénine-4’-(6”-methylglucopyranoside) ;
R= Rs=Rs=Rs=Re= H, R:= Ry= OH, R= O-Methyl-Glu.
101 Apigénine-6, 8-dic-glucoside (Vicenine 2) ;
R= C- Glu, R= C- Glu, Ri=Rs=Rg= H, R:= Ry= R;= OH.

102 Axillarine; R= Rz = OMe, R= Re= H, R=R;= R;= Rg= OH.
103 Axillarine-7-O-glucoside;
R=Rs = OMe, R= Rs= H, R= R/= Rg= OH, R= O-Glu.
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104 Axillarine-7-O-galactoside;
R=Rs = OMe, R= Rs= H, R= R/= Rg= OH, Ri= O-Gal.

Centaureidine; B R; = R;= OMe, R= Rs= H, R=Rs= Rg= OH.

Centaureidine-D-B-D-glucopyranoside;

R= Rs; = R= OMe, R= Rs= H, R= Rg= OH, R= O-Glu.

107 Centaureidine-7-(6"-sinapyl-@-D-glucopyranoside) (Algérianine) ;
R= Rs = Ri= OMe, R= R¢= H, R= Rg= OH, R= O-Sinapyl-Glu.

108 Centaureine ; R Rz = R;= OMe, R= Rg= H, R= Rg= OH, R= O-Glu.

109 Chrysine; = Rs= Rs= Rs= R;= Rg= H, R.= R4= OH
110 Chrysoeriol; R= Rs= Rs= Rg= H, R= Ry= R;= OH, R:= OMe.
11 Chrysoeriol-79-p-glucoside;
R= Rs= Rs= Rg= H, R= R/= OH, R= OMe, R= O-Glu
12 Chrysoeriol-79-rutinoside;
R= Rs= Rs= Rg= H, R= R/= OH, R= OMe, R= O-Rut.
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=
=
w

Cirsiliol; Ri= Rs= Rg= H, R:= Rs= R;= OH, Re= R,= OMe.

Cirsilineol; R= Rs= Rg= H, R:= R;= OH, Rs= Ry= Rg= OMe.

Cirsimaritine; R= Rs= Rs= Rg= H, R= R;= OH, Rs= R;= OMe.
Corniculatusine; B Ry= Ry= Rs= R/= OH, R= Rg= H, Rs= OMe.
Desmethoxycentaureidinej®RRs= Rg= H, R:= Ry= Rg= OH, Rs= R;= OMe.

Re
H Ry
Rg
Ry o o
o RB
H
R3
R, o)

118 Eriodictyol-7O-B-D-gluconopyranoside;
R= R/= Re= OH, R= Rs= Re= H, Ry= O- Gluc.

'_\
H
o

=
=
a1

=
=
(o]

=
-
\l

19 Ermarine; R= R;= OMe, R= Rs= Rs= Rg= H, R:= Ry= OH.
120 Eupatorine; R Rs= Rs= H, R= Rg= OH, R= R;= R;= OMe.
121 Eupatiline; R= Rs= Rg= H, R= Ry= OH, R= Rs= R,= OMe.
122 Genkwanine; = Rs= Rs= Rg= H, R.= R;= OH, R= OMe.
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123 Hispiduline; R= Rs= Rs= Rg= H, R= Ry= R;= OH, Rs= OMe.
124 Hispiduline-70©-B-D-glucuronopyranoside;

R= Rs= Rs= Rs= H, R= R/= OH, R= OMe, R= O-Gluc.
Hispiduline-70-B-D-methylglucuronopyranoside;

R= Rs= Rs= Rs= H, R:= R;= OH, R= OMe, R= O-Methyl-Gluc
Hispiduline-7©-B-D-glucopyranoside;

R= Rs= Rs= Rg= H, R= R;= OH, Re= OMe, R= O-Glu.

=
a1l

=
(o]

127 Isokaemferide; B OMe, R= Rs= Rs= Rs= H, R= Ry= R;= OH.
128 Isokaemferide-1-methylglucuronide;

R= OMe, R= Rs= Rs= Rs= H, R= R;= OH, Ri= O-Methyl-Gluc.
129 Isoorientine-2”-(4’"-hydroxybenzoate);

R1= Rs= Rg= H, R=Rs= Rg= R;= OH, R= C-2"-(4""-hydroxybenzoate)-Glu
130 Isokaemferide-7-O-glucuronide;
Ri;= OMe, R= Rs= Rg= Rg= H, R= R;= OH, R;= O-Gluc.
Isoorientine; = Rs= Rg= H, R=R4s= Re= R;= OH, Re= C-Glu
Isorhamnetine; B R,= Ry= R/= OH, R= Rs=Rg= H, Re= OMe.
Isoshaftoside; B Rs=Rs= H, R= Ry= R;= OH, R= C-Arab, R= C-Glu.
Isovitéxine; R= Rs= Rs= Rg= H, R= Ry= R/= OH, Ry= C-Glu.

e [ [ [
w
Al Id L
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135 Jaceidine; R Rs= Re= OMe, R= Ry= R;= OH, R= Rg= H.
136 Jaceosidine; R Rs= Rs= H, Rs= Re= OMe, R= Rs= R;= OH.
137 Jaceosidine-D-glucoside;

R= Rs= Rg= H, Rs= Re= OMe, R= R/= OH, R= Glu.
138 Kaempferide; R R,= Ry= OH, Rs= Rs=Rs= Rg= H, R.= OMe.

139 Kaempférol; R= R= Ry= R;= OH, R= Rs=Rs= Rg= H.
140 Kaempférol-3O-rutinoside;
R= O-Rut, R= Ry= Ry= OH, R= Rs=R¢= Rg= H.
141 Kaempferol-3, 6-dimethylether;
R= Rs= OMe, R= Rs= R;= OH, R=Rs= Rg= H.
142 Kaempferol-70-glucoside;
R= R,= R;= OH, R= Rs=Rs= Rg= H, Ry= O-Glu.
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143 Lutéoline; R= Rs= Rs= Rg= H, R= Ry= Rs= R;= OH.
144 Luteoline-4'O-B-glucopyranoside;
R= Rs= Rs= Rg= H, R= R4= Rg= OH, R= O-Glu.

Re
H R,
Rg
R4 (@) \\\\\\
WY RS
H
R3

145 Montanoside; R R;= OH, Ri= Rs= Rs= Rg= H, Ri= O-Apiose- Gluc.
146 Naringenine-10-B-D-glucuronopyranoside;
R= R;= OH, R= Rs= Rs= Rg= H, Ry= O-Gluc.

147 Nepetine; = Rs= Re= H, R= OMe, R= R= Rs= R;= OH.
148 Oroxyline A; R= Rs= Re= R;= Rg= H, R= OMe, R= R,= OH.
149 Orientine; R= Rs= Rg= H, R= Ry= Rs= R= OH, R= C-Glu.
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150 Patuletine; R R= Ry= Rs= R;= OH, Re= OMe, R= Rg= H.
151 Patuletine-©@-glucoside;

R= R,= Rs= R;= OH, R= OMe, R= Rg= H, Ry= O-Glu.
152 Patuletine -3, 7-dd-glucoside;

R= Rs= O-Glu, R= Re= R/= OH, Re= OMe, R= Rg= H.

153 Pectolinarigenine ; R Rs= Re= Rg= H, Rs= R,;= OMe, R= R4;= OH.
154 Quercetagetine ;1R R:= R; = Ri= Rse= R;= OH, R= Rg= H.
155 Quercetagetine-@-glucoside ;

R= R,= R3 = Re= R/= OH, R= O-Glu, R== Rg= H.
Quercétine ; R R= Ri= Re= R7= OH, R = R== Rg= H.
Quercétine-B-glucoside ;

R= O-Glu, R=R4= R¢= R= OH, R, = R== Rg= H.

158 Salvigenine; R Rs= Rs= Rg= H, Rs= Ry= R;= OMe, R= OH.
159 Shaftoside; R Rs= Rs= H, R= R;= R/= OH, R, = Rs= C-Glu.
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R, o)

OH O

163 5-hydroxy-6, 7, 3’, 4'-tetramethoxy flavone;

R= Rs= Re= H, R= OH, R= Rs= Rs= R;= OMe.
164 5, 7, 8-trihydroxy-3’-rhamnosylflavone;

R= Rs= R/= Rg&= H, R= Ry= Rs= OH, R= O-Rha.
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=
a1

4’-methylgossypetine; R R,= Ry= Rs= Rg= OH, Rs= Rg= H, R= OMe.
6 7,3, 4-trimethoxyquercetine;
R=R= OH, R = R== Re= H, Ry= Re= R;= OMe.

[ —

167 6-méthoxyisoprotal ; R Ry= Rs= Rs= Rs= H, Ry= R;= OMe, R= OH.
168 6-méthoxykaempferol ;IR R,= Ry= R;= OH, Re= OMe, R=Rs= Rg= H.
169 6-méthoxykaempferol-O-glucoside ;

R= R,= R;= OH, Re= OMe, R= O-Glu, R=Rs= Rg= H.
170 3, 7, 4-trimethoxykaempferol;

R= Rs= R;= OMe, R= OH, R3= R=Rs= Rg= H.

171 6-méthoxyisokaempferide;RRs= OMe, R= Rs= Rg= H, R= Ry= R;= OH.
172 3,7, 8, 4-tetraméthylgossypetine;
R= R/= Rs= R7= OMe, R= Rs= OH, Re= Rg=H
173 5, 4'-dihydroxy-6, 7, 3'-triméthoxyflavone;
R= Rs= Rg= H, R= R= OH, R= Rs= Rs= OMe.
174 7, 4-dihydroxy-5-méthoxyflavone;
R= Rs= Rs= Rg= Rg= H, R.= OMe, R= R;= OH.
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I1.3. Intérét thérapeutiques du genreCentaurea et de ses principaux métabolites
secondaires

Dans la littérature, plusieurs espéces du gé&wntaurea sont référenciées
pour large utilisation en médecine traditionnelle [68-69], Notons par exemple :

» Centaurea ibericalrev.ex Sprengel utilisée pour les traitements des abces, et

'asthme [68].

» Centaurea calcitrapa L.,Centaurea jacea L. eCentaurea sinaica sont

utilisées dans le traitement de la fievre [68].

» Centaurea melitensist Centaurea pallascenglles sont trés connues pour ses

activités diurétiques, digestives et antidiabétiques [69].

De plus, plusieurs études récentes ont montrées I'activité anti inflammatoire
des centauréesCéntaurea ainetensientaurea tchihatcheffiFischer...) [70,71],
antibacterienne de I'extrait méthanolique @eantaurea diffusa [72] et antipyretique
du Centaurea calcitrapa et Centaurea jacea [73].

Dans le cadre de I'étude de la biodiversité de la flore algérienne, le genre
Centaurea présente un grand intérét, notamment comme source de sesquiterpénes
lactones et flavonoides, en effet, les études précédentes ont montrés que les extraits
chloroformes de deux centaurées algérien@sntaurea furfuraceaCentaurea
musimumonont des activités anti-plasmodiale et cytotoxique importantes [4, 13].

Aux cours de ces derniéres décennies, 'investigation biologique des extraits et
des constituants chimiques du ge@entaurea, a montrée qu'’ils possédent diverses
activités biologiques, notamment I'activité anti oxydante : a titre d’exemple :

En Turquie, des études réalisées sur les extraits de cing centaurées concernant
I'activité antioxydante (voir Tableau-ci-dessous), ont permet de dégager que les
composés phénoliques et flavoniques sont responsables de la capacité antiradicalaire

totale des plantes [74].
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Tableau 4 : Activité antioxydante, contenance en composés polyphénoliques et

flavoniques des centaurées étudiées

Espéeces Composés Flavonoides IC50 g/ml)

polyphénoliques

C. amanicola 104,596+7,674 134, 252+0,615 581,358+3,033
C.cheirolopha 175,404+3,908 245,035+5,042 227,448+2,136
C. kurdica 135,707+0,463 165,209+2,214 367,711+2,652
C. rigida 113,586+2,018 76,252+2,214 475,056+0,345
C. ptosimopappoide 82,273+4,762 156,165+0,738 745,133+20,904

Une synthése de quelques études concernant les molécules bioactives isolées

du genre Centaurea est présentée dans le tableau suivant :
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Tableau 5 : Quelques molécules bioactives isolés des centaurées

Structures Nom de la molécule Origines Tests et activités
& Références développés

47) (Aguérine B) C. deflexa [25] Antiproliférative

(207) (Algérianine) C. Africana [51] Cytotoxique

(105) (Centaureidine) C.jacea L. [31] Antiproliférative
et cytotoxique

(139) (Kaempférol) C. urvillei [67] Antiprotesomale

(145) (Montanoside) C. montana [3]  Antioxydante et
cytotoxique

(60) (Solstitialine A) C.depressa Antinociceptive

C. solstitialis[26] et antipyrétique

(61) (Acetylsolstitialine) C.depressa Antinociceptive

C. solstitialis[26] et antipyrétique

(87) (15-nor-guaianolide)  C.deflexa [25] Antiproliférative

(24) (80-O-(4-hydroxy-2-  C. pullata [16] Antimicrobienne
méthylenebutanoyloxy) et antifongique
mélitensine

(60) (Solstitialine A) C. solstitialis[75] Antiulcérogéne

(61) (Acetylsolstitialine)

(74) (Chlorojanérine)
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Chapitre Ill. Etude chimique de I'espec : Centaurea melitensis L.

[1l.1. Place dans la systématiqt
EmbranchementAngiospermee
Classe Dicotyledonea
Ordre: Asterale
Famille: Astéraceae
Sou-Famille : Cynareae
Genre : Centaurea

Espéce : melitensis

[11.2. Description botanique de I'espécCentaurea melitensis.

C’est une plante annuelle, a tiges dressées, raides et parcourues par des aile
les feuilles inferieuredisposée en rosette, vert-foncées, dentéésoupées a mucrons no
les fleurs jaunes glanduleuses en cays solitaires ou agréges [1].

A : Photo d'un champ dCentaurea melitensis.
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B : Photo de la fleur __CPhoto de la tic

Figure 1 : Présentation du Centaurea melitensis

[11.3. Etudes phytochimiques antérieures sur I'espécCentaurea melitens L.

Les travaux effectuésur I'espéceCentaurea melitensik. ont permis de mettre ¢
évidence la présence de sesquiterpénes lac[2,3] et des flavonoidd4,5].
Le squelette des germanocranolides est représenté par I'onopord: 3 comme constituant
principal de I'extrait diéthyléder avec 38%, suivi pararctiopicrine8% puis le salonitenolide
2 3% [2].
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OH

* Arctiopicrine.

Les élémanolides isolés dientaurea melitensik. sont la 11,13-dehydromélitensine

22, la mélitensine_ 28t son dérivé : Le-pydroxyisobuturatemélitensine [3].

OH

» B-hydroxyisobuturatemélitensine

Concernant les flavonoides, les études phytochimiques sur la méme espéce, ont décrit
la richesse et la diversité par ces métabolites secondaires notamment les glycos@llés soit
glycosylés (Hispiduline-B-rutinoside 175 Lutéoline-4"O-arabinosel76, Lutéoline-70-
glucoside 177, Myrécétine-3, 5’-dimethylether-@-glucoside 178) ou C-glycosylés
(Apigénine-6,8-di€-glucoside (Vicenine-2-)101, Lutéoline-6€-glucoside (Isoorientine)

131, Schaftoside 15Neépétrine_17P[4,5].
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Structures R R> Rs R4 Rs Rs R7 Rs
175 H OH OMe O-Rut H H OH H
176 H OH H OH H OH O-Ara H
177 H OH H O-Glu H OH OH H
178 OMe OH H O-Glu H OH OH OMe
179 H OH OMe | O-Glu H OH OH H

[11.4. Matériels et méthodes
Les parties aériennes dientaurea melitensis. ont été récoltées au mois de Juin

2008 dans la région de Boussaada, la plante a été identifié par le botaniste Dr Gérard De

Belair (Département de biologie, Université d’Annaba).

[11.5. Analyse chimique
[11.5.1. Extraction de Centaurea melitensis..
Apres la cueillette en période de floraison, les différents organes des parties

aériennes du matériel végétal (fleurs, feuilles, tiges) sont séparés et séchés dans un endroit
frais et aéré a I'abri des rayons solaires et de I'humidité. 1070 g de la matiere végétale sont
mises a macérer a température ambiante 3x24 h Apres concentration a une température
n‘'excédant pas 45°C, la solution alcoolique réduite a environ 150 ml est diluée avec de
'eau distillée a raison de 400 ml par kg de matiere séche puis additionnée d’acétate de
plomb [(CHCOOXPb] pour éliminer la chlorophylle par précipitation [6].

Apres filtration, la solution devenue brune a subi des extractions successives de type
liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par le
dichlorométhane, puis l'acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les trois phases

organiques ainsi obtenues (dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol) sont séchées par
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du sulfate de sodium anhydre, puis filtrées, concentrées a sec sous pression réduite
donnant les extraits correspondants.

La figure suivanteésume les différentes étapes de cette extraction :
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Matiére végétale
(10709)

Macération (MeOH)

Filtration

Evaporation (T= 45C°)

Extrait MeOH

H,0 distillée
(CH5COO0),Pb

Filtration

CH.CI,

Extrait CH .Cl, Na,SO,
C (11g) C<::| il

Filtration

v Evaporation

Extrait AcCOEt |:||] AcOEt
(139) Evaporation
< Phase aaueus D)
Extrait n-butanol 0l n-Butanol
(109) <In:|

Evaporation

CPhase aqueuse)

Figure 2 : Organigramme d’extraction du Centaurea melltensis
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I11.5.2. Séparation et purification des composés de I'extrait dichlorométhane :

Le premier fractionnement de I'extrait @El; (9g) est réalisé sur une colonne de gel
de silice (Powder 4-6%, 0,04-0,063mm) préparée dans le dichlorométhane, I'élution a été
faite a l'aide d'un mélange (CBIl,-Acétone) avec des polarités croissantes et un
fractionnement tous les 150 ml. Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude
de leur profil chromatographique sur couche mince, les plaques sont visualisées sous lampe
UV (254 et 365 nm) puis révélées avec un révélateur a base d’acide sulfurique et chauffées a
100 °C pendant 3 min.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Fractionnement de I'extrait dichlorométhane

Systeme d’élution
Lot de fractions N° de la fraction
%CH,Cl, | %Acétone
1-27 F1 100 0
28-30 F2 95 5
31-48 F3 90 10
49-59 F4 85 15
60-77 F5 80 20
78-90 F6 75 25
91-96 F7 70 30
97-120 F8 65 35
121-135 F9 60 40
136-143 F10 55 45
144-157 F11 50 50

* Etude des fractions : b, F3, F4, Fs, F7

» La fraction K (400mg) a subit une séparation chromatographique sur colonne en
utilisant le gel de silice (Powder 4-6%, 0,04-0,063mm) comme phase stationnaire,
I'élution a été réalisé par I'hexane-acétate d’éthyle avec des polarités croissantes, la
purification des fractions intermédiaires sur plaques préparatives de gel de silice
(Silica gel GF, 1500Microns) en utilisant le systeme {ClktAcétone ; 90 :10) a
donné les deux produits SL-1 et SL-2.

» La fraction k3 a été rechromatographiée sur colonne de Séphadex LH-20 en utilisant le

méthanol comme éluant a donné le pro&uH3 et FL-4.
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» La fraction | a subit une séparation chromatographique sur plaques préparatives de
gel de silice (Silica gel GF, 1500Microns) en utilisant le systeme (n-hexane-Acétate
d’éthyle ; 50 : 50) qui a mené au produit SL-4.

» La fraction k ; renferme un produit majoritai®L-6 qui a été précipité sous la forme
cristalline.

» La fraction F a subit une séparation sur plaques préparatives de gel de silice (Silica
gel GF, 1500Microns) éluées par le systéeme (hexane-AcOEt ; 50 :50), qui a menée au
produit SL-7.

I11.5.3. Séparation et purification des composés de I'extrait acétate d’éthyle

Environ 8g de I'extrait acétate d’éthyle sont déposés sur colonne de gel de silice (type
60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans I'’hexane, I'élution a été faite a I'aide d’'un mélange
(n-hexane-acétate d’éthyle-MeOH) avec des polarités croissantes, les fractions recueillies
(150ml) ont été rassemblées sur la base d’analyse par CCM analytiques a l'aide d'une lampe
UV (254 et 365 nm) et la révélation par un révélateur a base d’acide sulfurique et chauffage a
100°C pendant 3 min.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Fractionnement de I'extrait acétate d’éthyle

Systeme d’élution
Lot de fractions | N° de la fraction . . .
% Hexane | % acétate d’éthyle| % Méthanol
1-10 F1 100 0 0
11-22 F2 100 0 0
24-31 F3 100 0 0
32-43 F4 100 0 0
44-51 F5 90 10 0
52-55 F6 80 20 0
56-60 F7 70 30 0
61-73 F8 60 40 0
74-79 F9 50 50 0
80-90 F10 40 60 0
91-96 F11 30 70 0
97-106 F12 20 80 0
107-118 F13 10 90 0
119-122 F14 0 100 0
122-126 F15 0 80 20
127-137 F16 0 70 30
138-141 F17 0 60 40
142-148 F18 0 50 50
149-161 F19 0 0 100
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Seules les fractionsg Bt F 2, ont été étudiees.

» La fraction (k, 44 mg) a été rechromatographiée sur plaques préparatives de gel de
silice (Silica gel GF, 1500Microns) en utilisant le systéme (hexane : acétate d’éthyle ;
50 :50) et a donné le produit FL-2.

> La fraction k; a été rechromatographiée sur plaques préparatives de gel de silice
(Silica gel GF, 1500Microns) en utilisant le systéeme {Cltl: MeOH ; 80 :20) et a
donné le produiEL-2’.

[11.5.4. Séparation et purification des composés de I'extrait n-butanolique

L’extrait n-butanolique (8g) a été chromatographié sur colonne de poly&80ide
montée dans le toluéne, I'élution a été faite par le toluéne enrichi progressivement en
meéthanol, et terminée par le méthanol pur. Les fractions sont réunies suivant leur
chromatogramme sur couche mince.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Fractionnement de I'extrait n-butanolique

Systeme d’élution
Lot de fractions N° de la fraction
% Toluéne % Méthanol

1-3 F1 100 0
4-11 F2 98 2
12-16 F3 95 5
17-21 F4 93 7
22-27 F5 90 10
28-31 F6 85 15
32-35 F7 80 20
36-41 F8 75 25
42-49 F9 70 30
50-54 F10 65 35
55-59 F11 60 40
60-63 F12 55 45
64-69 F13 50 50
70-78 F14 40 60
79-84 F15 30 70
85-87 F16 20 80
88-90 F17 0 100

» La fraction k3 a été rechromatographiée sur plaques préparatives de polyamide (DC6)

avec le systeme @@-MeOH-Mec-Acétylcétone: 13.3.3.1) et donnée

flavonoides a I'état pur (en cours de l'identification).

trois
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Chapitre 1V. Identification structurales des produits isolés

IV.1. Identification structurale des produits isolés de la phase dichlorométha :
IV.1.1. Identification structurale du produit SL-1 :

Le spectre RMN=C (Spectre n°1), montre la présencedaeix carboyles : I'un a8
175, 94 (ester) et 'autredal69, 7¢ ppm (esten, p insature).

Dec17-2010-jfleon mga-u
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radia-11 e
C13CPDNP CDCI3 C:\\ijleor\ 25
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—143.889
72238
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~-18.504

T T T T ™ M T — T T T T
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120

110

Spectre n°1 : RMN-*C (100 MHz, CDCl) du produit SL-1

Le spectre relatif a la séquence DEPT (Spectre n°2)montre la présence : trois
méthyles,cing méthylenes dont un éthylénique (double liaiexocyclique et un oxygéne,
six méthnes dont deux éthyléniques et deux oxygénés, et confirme la présence
carbones quaternaires dont trois éthylénic
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Spectre n°2 : DEPT 135 (100 MHz, CDG) du produit SL-1

En tenant compte de la présence des oxygénes dans la molécule, on a la formule brute
C1oH260s,

L’examen des déplacements chimiques sur le spectre BEINnontre que parmi les
sept insaturations indiquées par cette formule brute, cing ont été présentes comme des liaisons
multiples (trois doubles liaisons dont une exocyclique et deux fonctions carbonyles) indiquant

la nature bicyclique de la molécule.
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IPNA (CSIC)
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Spectre n°3 : RMN“H (400 MHz, CDCl;) du produit SL-1

L'inspection des données de la RMN-(spectre n°3) et’C de SL-1, montre les
signaux caractéristiques de I'lsobutyratéH (5 1,11 d §= 7,0 Hz), H-4", 3H ; 1,14 dJE 7,0
Hz), H-3', 3H et 2,52 m, H-2’, 1H;°C : 18, 50, C-4’; 19, 22, C-3'; 34, 07, C-2’ et 175, 94,
C-1’) ppm [1-4], dont la confirmation est aisée grace a la corrélation observée entre le proton
H-2’ et les deux méthyles dans le spectre COSYH (spectre n° 5) (L'étalement de la zone
0,00-5,20 ppm).

Figure 1 : Structure de I'unité de l'isobutyrate
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L'étalement du spectre COSY'H-'H dans la zone (0,00 - 5,20 ppm)

D'apreés les données de la RMRG et de la séquence DEPT 135 montrant la présence

de 19 signaux et apres la soustraction des quatre résonnances caractéristiques de l'unité de

isobutyrate, les 15 signaux restant ne peuvent étre engagés que dans un squelette

sesquiterpenique a deux cycles comme signalé précédemment.
En se basant sur 'examen détaillé des spectres BMNC et par analogie a la

bibliographie cette molécule ne peut étre qu'un germacranolide renfermant deux doubles
liaisons en A™%et A* [1-8].

Figure 2 : Squelette de base des germacranolides
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On peut en trouver la confirmation en regardant aux quatre signaux résoniants a
143,88, C-4 ; 132,50, C-10 ; 129,47, C-1 ; 128,68, C-5 dans le sp&tet en observant les

corrélations directes des deux derniers (C-1, C-5) dans le spectre HSQC (spectre n°4).

k,,ﬂﬁ I N SN Y H_‘_M,Ah_ R " _Jj{“.mﬁ..v’k,J
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Spectre n°4 : HSQC (400 MHz, CDG) du produit SL-1

Ainsi I'enregistrement du spectre RMiK a donné les signaux caractéristiques des
protons éthyléniques H-1 et H-5 dans la zone (4,60 a 5,80 ppm), notamment le doublet
typique attendu pour H-3€ 9,8 Hz) a 4,75 ppm [1-8].

D'un autre coté, les résultats obtenus & partir des expériences de'tRMG et
DEPT 135, ont montrés la présence d'une lactonp insaturé fermée en C-6 ; Ceci est
confirmé par le triplet apparait@&5,02 ppm attribué au proton H-6 porté par le casboe
fermeture couplé qu’a deux noyaux en position axiale par rapport a lui.

En se basant sur la supposition que H-7 admet une stéréocehirhi€ doit étre

orienté B, en effet la valeur large de la constante de coepld — Js = 8,8 Hz) suggere
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'orientation anti-periplanaire de ces deux protons (H-6,H-7), d'une part, et indique
I'orientation transeliaxiale des protons (H-5, H-6) d’autre part [1-8].

L’orientation de ces trois noyaux (H-5, H-6 et H-7) est en accord avec les arguments
biogénétiques observés pour les germacranolides du genre Centaurea [7-12].

Apres l'attribution de H-5 (dJ= 9,8 Hz,5 4,75 ppm), H-6 (t)= 8,8 Hz,56 5,02 ppm)
et H-7 (6 2,96 ppm) il devient aisé d’attribuer les signaexH+8, H-% et H-9 grace au
spectre COSYH-'H (Spectre n°5).

,J.A.»\,, ,JL, P ,,fm"kﬁ,, __‘___,____u, __M R S . T _}Ju'\./‘”\«__ﬂ\ .J"Lﬁ___. - lx_..,—J L
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Spectre n° 5: COSY*H-'H (400 MHz, CDCls) du produit SL-1

Un examen approfondi de ce spectre montre une corrélation entredt2,B&ppm et
un signal masqué &4,98 ppm qui doit étre H-8 qui est corrélé avecddone résonnantsa
72,22 ppm dans le spectre HSQC, I'attribution de H-8 dans le spectre 80%¥permet de
localiser H-9pa 62,34 ppm, lequel mene a H-8w 2,44 ppm sur le méme spectre.

Le signal & 4,91 ppm est attribuable au proton H-1 grace aosetlation avec le
carbone placé & 129,47ppm dans le spectre HSQC, ce dernier pratangd d’identifier H-
20, et H-2p situés dans lintervalle 2,10-2,17 ppm, cette ssfijum est confirmé par les
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corrélations de ces noyaux avec le méme carbone résonia2®,a5 ppm dans le spectre
HSQC.

Suite a la corrélation observée entre H-1 et le méthyle situd, 43 ppm dans le
spectre COSY'H-'H, il apparait que ce dernier ne peut étre que le méthyle-14 d'un

germacranolide que I'on placerait en C-10.
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L'étalement du spectre n°5 dans la zone'tfl : 0,00-3,05 ppm ;*°C : 0,00-70 ppm) du
produit SL-1

Le spectre RMNH montre encore un systéme AB&4(25 d,J= 12,6 Hz eb 4,02 d,
J= 13,8 Hz) attribuable aux protons H-18t:H-15f3 vu la corrélation de ces derniers avec le
carbone oxygéne & 61,39 ppm dans le spectre HSQC, il en découle gglaupement
hydroxyle OH serait porté par le méme carbone, que I'on placerait en C-4.

Par ailleurs la valeur du déplacement chimique de §498 ppm) est en accord avec
la localisation du groupement isobutyrate en G-8%,22 ppm) [1-8].

Ces informations additionnées a celles obtenues par des arguments biogénétiques,
exigent que le proton H-8 doive étre orientd fi.2].

Cette analyse spectroscopique comparée avec celk lderature [1-4] mene a la
structure de & O-isobutyrate salitenolide.
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Figure 3 : Structure ded®0O-Isobutyroylsalonitenolide
Ce produit isolé du gen@nopordon,Cheirolophuset Brachylaeng1-4], n’a jamais

éte isolé du genre Centaurea.
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Les données spectroscopiques de RMINCOSY *H-'H et RMN-*C, DEPT, HSQC
sont résumeées dans les tableaux suivants :
Tableau 1 : RMN*H, COSYH-'H (400 MHz, CDC}) de produit SL-1

H & ppm J (Hz) COSY H-H

1 4.91m H-20, H-2B, H-14

2a 2.1-2.17m H-1, H- 3p

2B

3a 2.50 m H-2, H- 3B

3B 1.90 m H-2, H- 3a
4.75 d 9.8 H-6
5.02 t 8.8 H-5, H-7
2.96 m H-6, H-130

8 4.98 m H-9B

9a 2.44m H-9p

9B 2.34t 10.5 H-8

130, 6.28d 3.4 H-7, H-13B

134 5.78 d 2.4 H-7

14 1.43s H-1

150 4.25d 12.6 H-15p, H- 5

158 4.02 d 13.8 H-15a, H-5

2 2.52m H-3', H-4'

4 1.11d 7.0 H-2’

3 1.14 d 7.0 H-2’




88
Partie expérimental

Tableau 2 : RMN¥C, DEPT 135 (100 MHz, CDG) et HSQC (400 MHz, CDG) de

produit SL-1
C 3 ppm DEPT HSQC
1 129.47 CH 1
2 26.25 CH2 20, 2B
3 34.66 CH2 3a, 3B
4 143.88 C
5 128.68 CH 5
6 76.76 CH 6
7 52.81 CH 7
8 712.22 CH 8
9 48.94 CH2 90, 9B
10 132.50 C
11 135.37 C
12 169.78 C
13 125.36 CH2 130, 13
14 16.74 CH3 14
15 61.39 CH2 15a, 158
T 175.94 C
2’ 34.07 CH 2
4 19.22 CH3 4
3’ 18.50 CH3 3
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IV.1.2. Identification structurale du produit SL-2
Les spectres RMNH (spectre n® 9)°C (spectre n°6) et DEPT 135 (spectre n°7)
relatifs au produit SL-2 montrent une grande similitude comparativement a ceux de SL-1.
Ainsi 'examen simultané de ces expériences, additionné au spectre HSQC montre la

présence de :

Radia4
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Spectre n°6 : RMN**C (100 MHz, MeOD)du produit SL-2

* Deux méthyles.

» Six méthylénes dont un oléfinique, deux oxygénés et trois aliphatiques.

» Six méthines dont deux oléfiniques, deux oxygénés et deux aliphatiques.

» Cing carbones quaternaires sp2 dont deux carbonyles Bubh7&,56 ppm (ester) et
I'autre a 6170,88 ppm (lactone, @ insature).
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Toutes ces informations ménent a la formule moléculaige s, soit une molécule
comporte sept insaturations dont cing engagées dans les groupements cités précédemment
(trois doubles liaisons et deux fonctions carbonyles), les deux restantes ne peuvent étre
épuisées que dans les deux cycles du squelette sesquitepenique d’'un germacranolide, dont les
caractéristiques spectroscopiques sont clairs sur le spectre’RMdpectre n°9), avec le
doublet attribuable au proton H-5 @ 11,4 Hz) & 4,83 ppm d’une part, et I'apparition du
proton H-1 dans la zone (4,65-5,49 ppm) d’autre part [1-8].

Le triplet aé 5,02 ppm J= 11,4 Hz) sur le méme spectre caractéristique du proton
porté par le carbone de lactonisation78,59 ppm) ne peut étre attribué qu’'a H-6, qui doit
étre orienté p

La présence d'une lactofieans6, 12 est confirmée par la valeur large de la constante
de couplagds &= Js7= 11,4 Hz et la multiplicité de H-6 (tzJ11,4 Hz) [1-8].
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Spectre n°9 : RMNH du produit (400 MHz, MeOD) SL-2

La seule différence consiste aux signaux relatifs de la chaine latérale qui est attachée
au carbone C-8 du squelette sesquiterpenique. En effet, on remarque la disparition du doublet

d'un des deux méthyles de l'isobutyrate $le-1, et I'apparition de deux systemes ABX, le
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premier & 3,48 ppm (ddJ= 5,7 ; 11,4 Hz) et le deuxiémeda3,61 ppm (dd,)=8,2; 11,4
Hz) dans le spectre RMMH de SL-2, le déplacement chimique de ces signaux sont en faveur
d’'un méthyléne oxygéné.

D'autre part, les données du spectre RM®8-(spectre n° 6) et de la séquence DEPT
135 (spectre n° 7) montrent, en effet, 'apparition d'unp, @d64,81 ppm qui correle avec ces
deux systemes ABX dans le spectre HSQC (spectre n° 10), dont Le déplacement chimique
confirme I'hydroxylation discuté plus haut. De plus la disparition d'un signal relatif d’un

méthyle est remarquée sur ces spectres (n° 6 et 7).

|
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Spectre n°10 : HSQC (400 MHz, MeODlu produit SL-2

Les signaux de cette chaine latérale ne peuvent étre présentes que dans l'unité de 4'-
hydroxybutyrate [1,13], dont I'identification est aisée dans le spectre CASM (spectre n°
11) grace a la corrélation nette entre les protons (H-4") des deux systéemes ABX et le proton
H-2" aé 2,52 ppm, lequel méne au signal intégrant les prsons (H-3') du méthyle-3’ qui
appariaient sous la forme d’un doubl&t 7,1 Hz) & 51,08 ppm dans le spectre RMN-



93
Partie expérimental

| S—Y A'MLLU_W_JLMALLL-

Fadia 4 _
g::;:‘j"jlﬁljjfmr- B . (H-Z’, H_3,) o s
ben_cosy MeOD {0:\data\fleon} mis 4 (H-30, H-3) / 5
(H—l,/H—2a) s ZB)\ | . (43 12)
(H-8, H-9) (H-4'B, H-2) -3a, H- o 20
™~ (H-4'o, H2) > \ \ 3
(H-6, H-7) J '
[ (H-4'a, H-4'B) p (H-2a, H-30) (H-3B, H-28, H 2a) ~
\(H-lsﬁ, H-7) o ~_ (H-33, H-30) |, %
(H-13a, H-7) (H-150, H-153) 4 4 (H-4'B, H-4') \H_z” H-4'p) .
W L s ,
. (H-2', H-4'q)
(H-6, H-5) + (H-15'B, H-15'a) k4.5
? ”~r "\ (H-20, H-1) s
H-5, H-6 (H-7, H-8) :
( ) (H-9, H-8) Fss
' 5.0
¥

&0 EE 50 4.5 40 30 5 20 LS 10

EX
2 (ppm)

Spectre n°11 : COSY‘H-'H (400 MHz, MeOD) du produit SL-2

Figure 4 : Structure de 4’-hydroxybutyrate

L’attribution des autres différents signaux repose sur la comparaison avec celle du
produit SL-1, en étudiant approfondiment les spectres RMN 1-D et 2-D (COSH,
HSQC) de SL-2.
Afin de confirmer les résultats obtenus et de lever les ambiguités des signaux masqués,
nous avons procédé a une expérience HMBC (spectre n° 12), qui montre clairement :
» Une corrélation entre les protons ded{&$ 1,41 ppm et les trois carbones C-10, C-1
et C-9, cette corrélation confirme la position de ce méthyle en C-10 qui doit étre le

méthyle 14 d’'un germacranolide.
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» Une corrélation entre les protons £8- et les carbones C-4, C-5 et C-3, ces protons
ne peuvent étre que les protons H-1Hel5p qu’on les placerait en C-4 de la méme
molécule.

* Une corrélation entre le proton H-18t.le carbonyle lactonique C-12.

* Une corrélation entre le proton H-2" et le carbonyle C-41@4,56 ppm d’'une part, et
le carbone C-3’ d’autre part.

* Une corrélation entre les deux protons H-4' et les carbones C-3' (méthyle), et le
carbonyle C-1'.

* Une corrélation entre les protons du méthyle (H-3’) et les carbones C-2’, C-4’ et C-1".
Toutes ces constatations confirment @lel etSL-2 ont le méme squelette de base

des germacranolides a I'exception des signaux de la chaine latérale.

-
e 1 9
.\\“\\\OﬁHZ\/OH
.
3 7 5
Y ——13
H 11
12
Ho \< (H-2, C-3) l
o
= b ...__M.J k-'m_...JLJI_u.(Y\_ Il\_-‘-"L_ﬁ e i -
Dec23-2010-jfleon radia-4
FBROUARD fkon (H-4'g, C-3) (H-4,C-3) \  (H-9, C-14 E
radia=4 ’ J
—F HMBCGPND_NP MeDD T:\) flean 60 \- il "| o ' i "
—‘.l 20
= o i i (H-3, C-2)
] e e (H-9, C-7) (H'Q;g) - ke
_— : (H-15¢, C-3) (H-15B, C-3) " 'y -
— (H-130, C-7) : e \ L '
—= ]
7 (H-4'0, C-2) ~ (H-3', C-4)
. (H-9, C-8) =
- J'T E
=
(H-150, H-158 ; C-5) (H-14, C-1) Lo
= A ey (H-9, C-1)—, "
= ' (H-9,Cc-10).~" -
~ ) H-14, C-10)
(H-13q, C-11) — = (
(H-150, H-158 ; C-4) - F160
== - " - . @ L
(H-13q, C-12) N\ N (H-3', C-1)
(H-4'a, C1) (H-4p,c1) (H2,C1) ' =
5!5 51.'." E.IE 5.'-:] 4!5 -'efi' 3‘.5 3.’3 2!5 Z:{] 1!5 '-_‘.5 :I.’E
2 {ppm)

Spectre n°12 : HMBC (400 MHz, MeOD) du produit SL-2

La localisation de cette chaine latérale en carbone C-8, est un choix raisonnable, que

I'on justifié par la valeur du déplacement chimique de sa résonnant€, 825ppm [1-8].
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L’ensemble de ces informations comparées avec celles de la littératureedt, 3]

complet accord avec la structure de l'arctiopicrine.

Ol

HO

Figure 5 : Structure de l'arctiopicrine

Ce dernier a été isolé précédemment de cette espece [13].
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Tableau 3 : RMN*H, COSYH-'H et HMBC (400 MHz, MeOD) de SL-2

H & ppm J (Hz) COSY 'H-H HMBC
1 4.95 m H-2a, H- 2B
20 2.20 dt 5.0 ; 10.7 H-1, H-3p C-3,C-10
2B 2.10m H-3p
3a 2.50 m H-3p
3B 1.90 brdt | 5.7;12.7 H-2a, H-3a
4.83d 11.4 H-6 C-15
5.02 t 11.4 H-5, H-7
3.12m H-6, H-8
8 4.96 m H-9p
9a 2.40 m 8.5 H-8 C-7, C- 8, C-10, C-14
9B 2.40m 8.5 H-8
130, 6.15d 35 H-7 C-7, C-11, C-12
13 5.88d 1.4 H-7
14 1.41s H-1 C-9, C-10
15a 4.15d 12.8 H-15p C-3,C-4,C-5
158 3.91d 12.8 H-15a C-4,C-5
2 2.52m H-4'a, H-4'B, H-4' c-1,C-3
4'q 3.61dd 8.2:11.4 H-2’ c-1
4B 3.48 dd 5.7;11.4 H-2’ c-1,C-3
3 1.08d 7.1 H-2’ C-1', C-2', C-4’
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Tableau 4 : RMNY¥C, DEPT 135, 90 (100 MHz, MeOD) et HSQC (400 MHz, MeOD) de

SL-2
C & ppm DEPT HSQC
1 130.79 CH 1
2 26.97 CH, 20, 2
3 35.27 CH, 30, 3B
4 144.05 C
5 129.71 CH 5
6 78.59 CH 6
7 53.69 CH 7
8 74.12 CH 8
9 49.47 CH; 9a, 9B
10 132.14 C
11 135.76 C
12 170.88 C
13 126.05 CH, 130, 13p
14 15.56 CHs 14
15 60.86 CH; 15q, 15p
1 174.56 C
2’ 43.98 CH 2
4 64.81 CH, 4'0,4'B
3 12.64 CHs 3
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IV.1.3. Identification structurale du produit SL-4.
Tout indigue un mélange de deux produits. Notre agp sera donc de relever
certaines informations que nous identifions effectivement et d’attendre jusqu’a ce que nous

ayons d’autres confirmations.

IPNA-CSIC IBROUARD jfleon IB
o scron C-13 csic
3MN400MHZ | , C13CPDNP MeOD C:\\ jfleon 30 .%R

Carbones aliphatiques oxygénés

A
o r
Carbones oléfiniques H
Carbones méthyles i~
N ~ aliphatique

s

Groupements | | j
carbonyles

-

Spectre n° 13 : RMN#*C (100 MHz, MeOD) du mélange SL-4

En partant de I'extrémité haute fréquence du spéifréspectre n° 13), on compte 36
atomes de carbones que nous pouvons répartir comme suit :

* Quatre résonnances situées dans lintervalle &ddel66,49 a 176,11 ppm,
correspondantes aux groupements carbonyles dont deux caractéristiquésctiasep
sesquiterpeniques.

e Six résonnances relatives aux carbones oléfiniques présentes dans l'intenille de
138,77 a 147,89 ppm, dont quatre attribuables aux carbones quaternaires et deux
laissent penser aux méthines caractéristiques des carbones libelles1@7180 et

147,84 ppm) des lactones sesquiterpéniques de type élémanolide.
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Sept autres situés dans le domaine oléfinique entt&é2,91 et 125,97 ppm, dont
quatre § 112,95; 112,91 ; 113,38 ; 113, 34 ppm) concordeat les résonnances des
méthylenes terminaux que nous pourrions attribuer aux carbones C-2, C-3

respectivement de deux élémanolides, ce qui confirment notre hypothése précédente.

Figure 6 : Structure de base des élémanolides

Ce-1

IPNA-CSIC IBROUARD jfleon IB
RMN-400MHz radiaczl

C13CPDNP MeOD C:\\ jfleon 30

Co-tdh
Cact
Ca-2'
- Cell Co-
Col Co-11

>

Co-12 ! J
Ca-12
“A A_la | [
i|.

e S SR SR ——————e

Etalement du spectre n°13 dans la zone 110,00 - 176,50 ppm

Ca : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4A

Cs : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4P

Une région aliphatique allant de42,95 jusqu’a 80,12 ppm, comporte 16 atomes de
carbones, dont sept sont oxygénes.
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Ca-15
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| | Cotr &7 C ,
[ - | \ | \ l Cs-10
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| | | |
| | ||:I l’m |
M By MJWH%MM ﬂmlmn\anme' LV Y I

Etalement de spectre n°13 dans la zone 40,00 — 80,20 ppm
» Trois groupements meéthyles entré3,74 et 19,12 ppm.

IPNA-CSIC
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IBROUARD jfleon IB
radia-1
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Etalement de spectre n°13 dans la zone 13,00 — 39,00 ppm
Ca : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4A

Cs : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4P
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Un regard sur le spectre RMKt (spectre n° 14) de ce mélange, révéle une interaction

inattendue. Il semble que les signaux relatifs aux deux chaines latérales: 4'-
hydroxymeéthacrylate [7] et 4’-hydroxybutyrate [1,13] (Figure 4) sont présents :
Structure de 4’-hydroxybutyrate
IPNA (CSIC) IBROUARD jfleon IB 0y
RMN-400MHz radia-1 . o
Proton.csic MeOD C:\\ jfleon 2 SL4A: R= NZ on
Q H
wH
”
SL-4P: R= 1 4 o
5
He-6 S Hg-14 %
B~ | B~
H \ .

Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4A
Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4P
Spectre n°14 : RMN*H (400 MHz, MeOD) du mélange SL-4
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Nous commencons avec le singulet largé 8,30 ppm, ce signal intégrant deux
protons, qui ne peuvent étre que les protops4Hde la chaine : 4’-hydroxyméthacrylate,
dont la valeur de déplacement chimique confirme I' hydroxylation.

Nous nous attendons donc les deux singulets correspondants aux protons libellés
Ha-3' & I'extrémité gauche du spectre RMN; entred 5,90 et 6,30 ppm. Toutefois, de
nombreux protons sont intriqués dans cette portion du spectre.

Comme signalé plus haut, ce spectre montre également les fragments structuraux de la
chaine : 4’-hydroxybutyrate, avec deux paires de protons détectés sous la forme de
multiplets ; I'un a5 3,30 ppm et l'autre & 3,70 ppm que nous les libellong-HA'p et Hs-4'a
respectivement. De plus ce spectre, porte a I'extrémité droite un dalsb&B8(Hz) apparent
ao 1,16 ppm, intégrant trois protons qui doivent é&® protons g3’ du méthyle de la
chaine supposée. Comme nous nous Yy attendions, I'absorption complx&gpm devrait

étre confronté au proton libellég2’.

IPNA (CSIC) IBROUARD jfleon IB
-adia-1
A IPTm‘:m.csic MeOD C:\\ jfleon 24 -?@u
I | e | ot i
!
Ha-3'B
i
HA-3 o I
| Ha-4 H-15ﬂ

' H 11"
" l y/ A l o
H l | l a9 / Hop
I Jx ) MJ 0 ;!L Ili
ﬂi ___jf-'h'l a ,‘%\' et | _,-:-'*'}i.__J'l'I“llLﬁ__ I

2.0 1.5 ppm

ﬂ 'FI'J ___.!,H_.__

Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4A
Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4P
H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits $it-8A-4P

Agrandissement du spectre n°® 14 du mélange SL-4.
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Considérons ensuite les deux singuleéslal9 et 1,21 ppm. Nous avons déja supposé
gu’il s'agit de deux élémanolides, ces données ajoutées a la présence de deux carbones
guaternaires & 42,95 et 43,00 ppm orientent vers des structuretams des méthyles
angulaires, ces deux méthyles représentent les méthyles 14 de ces squelettes.

Par ailleurs, ce spectre montre un systeme AB4207 et 3,97 ppmJE 14,9 Hz),
attribuable, vu la multiplicité, &-15« et H-15p8 respectivement, la valeur des déplacements
chimiques de ces noyaux confirme bien la présence d’'un groupement hydroxiAgSen e
fait que ce mélange soit deux produits de type élémanolide permet lattribution de deux
doublets, I'un & 2,54 ppm J= 11,8 Hz) a H-5 du premier élémanolide, et l'autreéd&,51
ppm @= 11,7 Hz) au méme proton ¢F) du deuxieme élémanolide.

Un point important au sujet des lactones sesquiterpeniques est le probleme de
fermeture. Un examen minutieux de la zone [4,25 - 4,75] ppm, nous a permis de voir un
doublet de doublets & 4,50 ppm J= 11,1 ; 9,8 Hz), signal attendu podr6, que nous
avions dans un premier temps survolé. Ce signal enregistré signifiant que le proton porté par
le carbone de la fermeture n’est couplé qu’a deux noyaux en position axiale par rapport a lui.
Ceci en faveur d'une fermeture €n6, de plus et sachant gbe6 admet une stéréochimfe
donc H-7et H-5 doivent étre.a

Avec ces attributions en main, nous n’avions aucune confirmation qui nous permet de
connecter ces segments de ces squelettes.

Jusqu’a maintenant, en se basant sur les informations extraites des deux spectres
RMN-'H et **C (voir les tableaux ci-dessous) et par analogie & la bibliographie [1-2, 6, 14]

Nnous proposons ces deux structures :

Figure 8 : Structure de SL-4A80- (4’-hydroxyméthacrylate) dehydromelitensine
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Tableau 5 : RMNH (400 MHz, MeOD), RMNYC, (100 MHz, MeOD) du produit SL-4A

J 104

Position oy (J en Hz) oc
1 5,85 m 147,89
2o et P 5,05m 112,95
3a 543 brs 113,38
3p 5,06 m
4 - 145,60
5 2,54 d (= 11,8) 51,89
6 4,5dd ¢=11,1;9,8) 80,12
7 3,11m 53,16
8 533 m 70,93
9a 2,00dd §=4,1; 12,8) 46,06
9B 1,77 m
10 - 43,00
11 - 138,95
12 - 171,64
13a 6,07 d 0= 3,1) 120,28
13B 5,62 d (=2,9)
14 121s 19,12
150 4,07 d (= 14,8) 66,71
158 3,97 d (= 14,9)
1 - 166,49
2’ - 141,66
3'a 6,30d (=1,2) 125,97
3B 5,96 d(=1,4)
4 4,30 s 65,20
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Figure 9 : Structure deSL-4P; 8c- (4'-hydroxybutyrate) dehydromelitensine
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Tableau 6 : RMNH (400 MHz, MeOD), RMNC, (100 MHz, MeOD) du produit

SL-4P
Position oy (J en Hz) oc
1 583 m 147,84
20 et B 5,05 m 112,91
3a 543brs 113,34
3B 5,06 m
4 - 145,60
5 2,51d (=11,7) 51,84
6 45dd ¢=11,1;9,8) 80,04
7 3,09 m 53,10
8 5,27 m 70,41
9a 1,95dd §=4,1; 12,8) 45,97
9B 1,77 m
10 - 42,95
11 - 138,77
12 - 171,46
13a 6,07 d (= 3,0) 119,79
13B 5,62 d (=2,9)
14 1,19 s 19,06
150 4,07 d (= 14,8) 66,71
158 3,97 d (=14,9)
1 - 176,11
2’ 2,70d 43,78
3 1,16 d (= 7,0) 13,74
4'q 3,70 m 61,60
4B 3,30 m
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Notre conclusion est incertaine. En effet plusieurs questions restent en suspend, les
preuves de cette approche d’élucidation ne reposent que sur les déplacements chimiques et les
motifs de couplage issus de I'étude des spectres 1-D, ce qui nécessite des analyses détaillées
univoques avec des expériences 2-D.

Compte tenu de la complexité des deux structures nous aurons besoin ici d’'une autre
séparation et purification, et plus loin de I'enregistrement des autres spectres RMN mono et
bidimensionnelles.

Le mélange a subit alors une autre séparation chromatographique sur deux plagues
analytiques de gel de silice (Silica gel 6@4-éluées par le systeme (&, : Acétone) dans
les proportions respectives (8 : 2) pour donner deux produits. Ces résultats laissent attendre
deux spectres RMNH différents.

IPNA (CSIC) IBROUARD jfleon IB
RMN-200MHz radia-1a . ) s
Proton.csic MeOD C:\\ jfleon 48 -}@n

—— —— 1 T T

T = T T T v
10.90 9.5 9.0 B.5 8.0 1.5 7.0 5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3:5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 PEm

Lo A L L ‘1 ,]JI:II.I[ L J L
Spectre n° 15 : RMN2H (400 MHz, MeOD) du produit SL-4A
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IPNA (CSIC)

RMN-400MHz

IBROUARD jfleon IB
radia-1p
Proton.csic MeOD C:\\ jfleon 37

Spectre n° 16 : RMN2H (400 MHz, MeOD) du produit SL-4P

D'aprés les données de spectres Ri#tN\des deux produits, il apparait clairement que

leur séparation n’est pas parfaite. En effet, on retrouve tous les signaux relatifs au mélange

initial (Spectre n° 14). De méme, les deux spectres (Spectres n° 15 et 16) montrent une

grande similitude dans la distribution des protons. La différence réside dans le fait qu’'un

nouveau signal situé&3,78 ppm est apparu sous la forme d’'un singuleéteaent dit nous

avons un groupement méthoxyle, cela suppose I'ouverture de I'un des deux cycles lactoniques

pendant 'opération de la séparation.
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Vu I'importance de ces résultats, et la mise en évidence de probléme des quantités et
des artefacts issus de la séparation, nous n’avons aucun choix : le seul moyen de suivre cette
étude est de compléter les autres analyses spectrales (DEPT 135, 90 ; COSY ; HSQC;
HMBC ; ROESY) de ce mélange.

Nous somme maintenant préts a retourner a l'analyse des spectres mono et

bidimensionnelles enregistrés :

&‘@%m 3 ?Q@ o 1700
Tﬂ@%ﬂhﬁtﬂﬂ. &
m-:;i ; ;‘;‘l; 1600
1500
SL-4P oo
._
1300
' 1200
[‘1100
1000
Fa00
| Hg-14 o
| SL-4A':

T T T T T i L T T T T T T T T T T T T B T
35 3.4 33 3.2 31 3.0 29 28 2.7 26 25 24 23 2.2 241 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 13 1.2 1.1 1.0
1 {ppm}

Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4A’
Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4P

Etalement du spectre n° 15 dans la zone 1,00 — 3,50 ppm
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Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4A’

Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4P

H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits Set&\’-4P
Etalement du spectre n® 15 dans la zone 3,60 — 6,60 ppm

D'aprés les données du spectf€ (spectre n° 17) et les séquences DEPT 135 et 90
(spectres n° 18 et 19 respectivement), nous savons déja que ce mélange présente :
» Deux résonnances de carbones methyld8(85 et 19,13 ppm).
* Onze résonnances de carbones méthylenebl,65 ; 44,69 ; 61,49 ; 64,98 ; 67,64 ;
111,86 ; 111,91 ; 112,02 ; 124,89 ; 129,60 et 129,74 ppm).
e Huit résonnances de carbones méthinest4,08 ; 56,47 ; 57,38 ; 71,48 ; 71,59 ;
72,25 ; 148,42 et 148,48 ppm).

e Sept résonnances de carbones quaternaire4326 ; 138,24 ; 140,52 ; 147,03;
165,27 ; 167,00 et 174,90 ppm).
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Ca : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4A’

Cs : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4P

C (gras en italique)Signaux superposés des carbones des deux produits Sit-8A-4P
Spectre n° 17 : RMN#*C (100 MHz, MeOD)du mélange SL-4

Plus intéressant et plus utile, comparons les deux sous spectres DEPT 135 et 90:
(spectres n° 18 et 19) la résonnanae 52,47 ppm dans le spectre DEPT 135 ne peut étre
attribué qu’a un groupement méthoxyle, d'ou se pose le probleme de I'ouverture d’'un cycle

lactonique des deux élémanolides.
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Spectre n°® 18 : DEPT 135 (100 MHz, MeOD) du mélange SL-4
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Spectre n® 19 : DEPT 90 (100 MHz, MeODJlu mélange SL-4
Ca : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4A’
Cs : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-4P

C (gras en italique)Signaux superposés des carbones des deux produits Sit-8A-4P
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Bien que nous connaissions les structures des deux produits de ce mélange, il sera
logique d'obtenir trente huit (38) atomes de carbones. Dans notre cas le nombre de carbones
reste incomplet dans tous les enregistrements des spEtireSette incohérence apparente
peut s’expliquer par la superposition des pics en raison de la polarité similaire des deux
sesquiterpenes lactones. Ainsi que le manque de résolution que nous attribuons a I'effet du

solvant.

I |
| | l
JJ._JJ\_ Jm . _M\ﬁ.tiuij_,.J_L,L.. T e |

Radia 1A -
‘ gﬁﬁzmmm (Hg-2’, Hg-3) _—u.s
teg_cosy MeOD {C:\datalifleon} mis 5 " | i
— | L1.0
— (H-8, H -98) ?‘. I
J H (H-6, H-5) ;: #' HLS
— . ] [ I
| (H-8, H-9a) (He-4'0, B, He-2) 20
i - ! " ' ~2.5
(H-8,H7)  (H-6 H-7) He-3\ He2)
_-T\ " ’ I E
. \ (H‘3, H‘15) .’ +' ¥ | (H'?, H'6) -'35 "'_I‘
e A" ¢ (H-5 H-6) e
H-1, H-2 ' ' ' 1 3
LD |
| | L (H-7, H-8) H5.0
3* : i W
. | | | | H5.5
| - “H-
. ” | (Had' Hy3a,p)  (H9%B:HE) .
i I
(H-2, H-1) | | | 6.5

Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4A’

Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-4P

H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits Set&\’-4P
Spectre n° 20 : COSY'H-'H (400 MHz, MeOD) du mélange SL-4
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Les données de connectivité issues du spectre GO&Y (spectre n° 20) sont des
plus rassurantes et nous allons utiliser le préteh comme point de départ. Ce proton
apparent vers 1,90 ppm, permet de confirmer I'attribution du sibad 4,28 ppm, au proton
H-6, lequel méne au protad-7, situé versds 2,65 ppm, qui est a son retour montre une
corrélation nette avec le protord&,47 ppm qui ne peut étre que le prokbi8 sur ce méme
spectre. En outre, ce dernier proton nous aide a localiser les deux ptearet H-9f vers
6 1,65 et 1,82 ppm respectivement, dont la corréladicecte a la résonnance du carb@n@

a 644,69 ppm est appariée dans le spectre HSQC (sp€c2l).

D’autre part, nous notons une évidente corrélation entre le proton situé dans la région
allant ded 5,79 a 5,83 ppm que nous attribuorts-a, avec les deux résonnances des protons
libellés H-2a et H-2f qui sont intriqués ver8 4,94 & 4,98 ppm, dans le spectre RIHN-
(spectre n° 15).
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cg : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Spectre n® 21: HSQC (400 MHz, MeODylu mélange SL-4
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Ces attributions sont également appuyées par l'intermédiaire du spectre HSQC, qui
présente deux corrélations directes, dont la premiere entre La résonnance du@éthers
0 148 ppm et son protdd-1, et la deuxiéme entre celle du méthyl€n2 versé 111 ppm et
ses protons H-2&t H-2p.

L'étude du spectre COSM-'H (spectre n® 20), montre en plus d’autres corrélations
allyliques a longue distance entre les protbr3a et H-3f8 résonnants & 5,38 et 4,98 ppm
respectivement, et les deux protdrsl5a et H-158 localisés & 4,02 et 3,92 ppm. Cette
constatation placerait alors ce groupement hydroxyléCeh ce qui concorde avec notre
élucidation précédente.

Concernant les deux chaines latérales, les connectivités COSY nous permettent de
construire les segments de chaque structure, pour plus de clarté : la structure de 4’-hydroxy
meéthacrylate est facilement assurée grace aux corrélations allyliques observées entre les deux
protons H-3'a et Ha-3'f situés a &,17 et 5,84 ppm, portés par le carbope3Capparent a 6
124,89 ppm dans le spectre HSQC, et le singulet large attribué aux protehsitiés ad
4,20 ppm dans le spectre RMN-

De méme, la structure de 4’-hydroxybutyrate est confirmée par les deux taches de
corrélations entre les deux protong-#Ha et Hs-4'f signalés as 3,66 et 3,48 ppm
respectivement, et le proton libellé42' lié au carbone g2’ résonnant & 44,08 ppm,
d’'aprés le spectre HSQC. Ce dernier protog-PH nous aide a placer le doublet=(6,8)
intégrant les protonsd43’du méthyle de cette chaine 4 ®8 ppm.

Le retour au spectre HSQC (spectre n°® 21), nous a été d’'une aide précieuse lors de
transférer toutes les attributiorisl, aux celles des signauXC, dans lequel nous avons
découvert une tache de corrélation directe entre le singulet intégrant trois protonsésitué a
3,76 ppm dans le spectre RMM; et le carbone résonnant&2,28 ppm dans la séquence
DEPT 135, rappelant ainsi la présence d'un groupement méthoxyle. Ce qui confirme d’une
maniére définitive 'ouverture de I'un des deux cycles lactoniques.

De ce fait, 'analyse spectroscopique de ce mélange, nécessite une expérience HMBC

(spectre n° 22) pour Vvérifier et confirmer nos résultats :
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’
Hg ; Cg : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P
H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P
Spectre n® 22: HMBC (400 MHz, MeOD)u mélange SL-4
L’examen approfondi des données du spectre HMBC (spectre n® 22) montre :

* Trois corrélations entre les protonss-Bifdu méthyle situé & 1,08 ppm, et les
carbones g-2’, Cg-4’, Cg-1’ (groupement carbonyle) résonnani® 44,08 ; 61,49 ; et
174,90 ppm respectivement.

* Deux faibles corrélations entre le protog-21 apparent @& 2,52 ppm, et les carbones
libellé Gs-3’ (6 13,85 ppm) et g54'.
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cs : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposeés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Etalement du spectre n® 22 dans la zonéH{ : 0,00 — 2,70 »*C : 0,00 - 95,00 ppm)

» Des corrélations entre les protong-#a et Hs-4'f localisés & 3,66 et 3,50 ppm
respectivement, et les carboneg-I (6 13,85 ppm), @2’ et le groupement
carbonyle G-1'. Ces constatations confirment alors la structure de la chaine : 4'-
hydroxybutyrate, qui doit étre porté par le carboge8@ 71,48 ppm) de ce squelette.
Cette hypothese est justifiée par une faible corrélation entre le pret@ (#H5,44
ppm) et le groupement carbonyle-T'.
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cg : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Etalement du spectre n® 22 dans la zonéH : & 3,20 — 6,50 »*C : 0,00 - 85,00 ppm)

De méme, cette expérience assure le séquencage des carbones de la chaine 4'-

hydroxyméthacrylate, et montre :

» Deux taches de corrélations nettes, la premiere entre la résonnance du préten H

d 4,20 ppm et celle du carbong-@ a6 124,89 ppm, et la deuxieme entre le méme
proton et le carbone A2’ dont le déplacement chimique apparait 240,52 ppm. En
plus de ces observations, on note également une faible corrélation entre le proton H
4’ et le groupement carbonylea@’ situé aé 165,27 ppm. Comme nous avons été
attendus, une faible corrélation a été observée entre le prat@n(d5,48 ppm) et le
groupement carbonyle AG1', suggérant la localisation du groupement 4'-
hydroxymeéthacrylate enA8 (6 71,59 ppm).
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cg : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Etalement du spectre n° 22 dans la zonéH : & 1,00 — 6,50 *C : § 95,00 - 190,00 ppm)

* La localisation du groupement méthyle €Al0 est consolidée par la corrélation
observée entre les protons du méthiyé4 verss 1,22 ppm et le carbon€-10 as
39,83 ppm.
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cg : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Etalement du spectre n° 22 dans la zonéH : & 1,00 — 6,50 **C : 10,00 - 85,00 ppm)

» Etant donné que les protohis15« etH-158 du systeme AB montrent des corrélations
avec la résonnance du carbo@e4 aé 146,70 ppm dans le spectre HMBC, cela

confirmera que ce groupement hydroxylé soit porté par ce dernier carbone.
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cs : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Etalement du spectre n° 22 dans la zonéH : & 3,20 — 6,50 *C : § 100,00 - 195,00 ppm)

Ce méme spectre présente également : une évidente corrélation entre le groupement
meéthoxyle § 3,76 ppm) et le carbonylea€l2 ad 167,00 ppm, indiquant ainsi la structure
d’'un ester méthylique que I'on placerait ep-C (6 56,47 ppm) grace a la faible corrélation

notée entre son proton gH a 62,65 ppm) et le méme carbonyle.
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Ha ; Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4A’

Hg ; Cs : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-4P

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-4A’ et SL-4P

Etalement du spectre n° 22 dans la zon&H{ : & 0,70 — 3,00 **C : 6 100,00 - 190,00 ppm)

Dans l'intégralité du spectre ROESY (spectre n® 23), les corrélations présentes,
montrent a la fois celles du spectre COSY et du spectre NOE. Concernant notre étude, nous

nous sommes intéressés aux corrélations entre les protons a travers I'espace, ainsi I'examen
des données de ce spectre montre :



124
Partie expérimental

| Redia 14 i i
___.é iﬁ:imujwnlli : : Aw, H 14ﬂ) ?é:' i~
_3: TR (H-7a, H-5a) ’ ” 15
4 (H-88, H-14p) (H-28, H-145) | | c
— j (H-5a, H-7a) el
—:5. ] '* ' ' ' R ?1
e i ot | (H-14p, H-68) .
By i# ra Je
———_—':,;J/ i (H-68, H-2p) ! - - 45
] " § ﬁ :AI/ . | : | i
—1: | ’ ¥ 1] .
=y R (H-14p H-89)
eIl k. (H-68, H-8)
s

|I“\- «JAJ“!J_L W TR 'Y WY

RV

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
B.5 &0 55 50 15 4.0 1.5 '
2 (pam)

H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits Set&\’-4P
Spectre n°® 23 : ROESY (400 MHz, MeOD)du mélange SL-4

Une corrélation entre les deux protons (H-bBe7a).

Des corrélations entre les deux protghis6f, H-14p) ; (H-68, H-2p) et (H-68 H-
8p).

D’autres corrélations entre les deux protons (KH#2/4p) et (H-84 H-14p).

Donc et comme c’était prévu, ces résultats réunis donnent des preuves qui confortent

notre interprétation.

Avant de terminer notre discussion, il nous reste le probléme de I'ouverture ; en

admettant par exemple, I'ouverture du cycle lactonique d’éléman8liddP, l'intégral

attendu pour le groupement méthoxyle dans le spectre BM&érait alors proportionnel &

celui du groupement méthylegk8’. Dans notre cas, I'intégral enregistré (1,97 pour les trois
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protons du groupe méthoxyle) est proportionnel a celui du méthyléne hydroxedle(H38

pour les deux protons de ce dernier) signifiant ainsi que la lactone ouverte soit SL-4A

v ;1500
i 1400
. - - fod 11300
g S I/ e
;1100
;1000
;900
;800
;700
H,ed He3™ 0
| 500
‘ ;400

300

Etalement du spectre n°15 dans la zone (0,50-4,50 ppm).

L’ensemble des résultats de cette analyse structurale comparé avec la littérature et
résumeé dans les tableaux 7, 8, 9 et 10 a permis de mettre en évidence les deux structures des
produits SL-4F[1,13]etSL-4A’ [2,8] :
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SL-4P: 8- (4’-hydroxybutyrate) dehydromelitensine
Tableau 7: RMNH, COSYH-'H et HMBC (400 MHz, MeOD) du produit SL-4P

H & ppm J (Hz) COSY 'H-H HMBC
1 5.81m H-20, H-2p C-1, C-5,C-9, C-10
20 4.98 d 10,0 H-1 C-1, C-10
2B 4.95d 18,0 H-1 C-1, C-10
30 5,38 brs H-15 C-4, C-5, C-15
3B 4,98 brs H-15 C-4, C-5, C-15
1,90d 10,8 H-6 C-3, C-4, C-6, C-10, C-14, C-1
426dd | 10,0;10,4 H-5, H-7 C-4, C-5, C-11
2,581 10,8 H-6, H-8 C-8, C-11, C-13
8 5.48 m H-7, H-9¢, H-9pB C-1', C-7,C-11
9a 1,64 m H-8, H-9p C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
9B 1,83 m H-8, H-9a C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
130, 6.30 H-13p C-7, C-11, C-12
134 5.76 H-130 C-7, C-11, C-12
14 1.21s C-1, C-5,C-9, C-10
150 4.04d 14,8 H-30, H-3p C-3,C-4,C-5
156 3,92d 14,8 H-30, H-3p C-3,C-4,C-5
2 2,52m H-3', H4'a, H-4'B
3 1,08 d 6,8 H-2’ C-1', C-2', C-4’
4'q 3,66 dd 6,8; 10,4 H-2' C-1', C-2, C-3’
4P 3,50 dd 4,4;10,8 H-2’ C-1', C-2, C-3’
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Tableau 8 : RMN¥C, DEPT 135, 90 (100 MHz, MeOD) et HSQC (400 MHz, MeOD) du

produit SL-4P

C & ppm DEPT HSQC
1 148,42 CH 1

2 111,86 CH, 20, 2
3 112,02 CH; 30, 3p
4 146,70 C

5 57,37 CH 5

6 72,25 CH 6

7 56,47 CH 7

8 71,48 CH 8

9 44,65 CH; 9a, 9B
10 39,83 C

11 138,24 C

12 167,00 C

13 129,60 CH, 130, 13p
14 19,13 CHs 14

15 67,64 CH, 150, 158
1 174,90 C

2’ 44,08 CH 2

3 13,85 CHs 3

4 61,49 CH, 4o, 4B
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Figure 10 : Structure dSL-A’ ; 'elemarcarmanine

Tableau 9 :RMN-'H, COSYH-'H et HMBC (400 MHz, MeOD) du produit SL-4A'’

H & ppm J (Hz) COSY 'H-H HMBC
1 5.81m H-20, H-2p C-1, C-5, C-9, C-10
2a 4.98d 10,0 H-1 C-1, C-10
2B 4.95d 18,0 H-1 C-1, C-10
3a 5,38 br s H-15 C-4, C-5, C-15
3B 4,98 br s H-15 C-4, C-5, C-15
1,92d 11,2 H-6 C-3, C-4, C-6, C-10, C-14, C-1
426dd | 10,0;10,4 H-5, H-7 C-4,C-5, C-11
2,65t 10,4 H-6, H-8 C-8, C-11, C-13
8 5.48 td 4,4:11,2 | H-7, H-90, H-9B c-1', C-7,C-11
9a 1,64 m H-8, H-9B C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
9B 1,83 dd 4,4; 12,4 H-8, H-9a C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
130, 6.30 H-13p C-7,C-11, C-12
134 5.76 H-130 C-7, C-11, C-12
14 1.22's C-1, C-5, C-9, C-10
150 4.04d 14,8 H-3a, H-3B C-3,C-4,C-5
158 3,92d 14,8 H-3a, H-3B C-3,C-4,C-5
& 420 s H-3'a, H-3' C-1, C-2", C-3
3a 6,17 brs H-4', H-3'B C-1', C-2', C-4’
3B 5,83 brs H-4', H-3'a C-1, C-2', C-4’
OMe 3,77 s C-12
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Tableau 10 : RMN*3C, DEPT 135, 90 (100 MHz, MeOD) et COSM-1°C (400 MHz,
MeOD) du produit SL-4A’

C 3 ppm DEPT cosy H-¥c

1 148,48 CH 1

2 111,91 CH, 20, 2B

3 112,02 CH;, 30, 3B

4 146,70 C

5 57,37 CH 5

6 72,25 CH 6

7 56,47 CH 7

8 71,59 CH 8

9 44,69 CH; 9a, 9B

10 39,83 C

11 138,24 C

12 167,00 C

13 129,74 CH; 130, 134

14 19,13 CHs 14

15 67,64 CH, 15a, 158

1’ 165,27 C

2’ 140.52 C

3 124,89 CH; 3a, 3P

4 64,98 CH; &
OMe 52,27 CHs OMe

Grace a cette analyse on déduit que le méleBigel a été composé de deux
elémanolides, dont les caractéristiques spectroscopiques sont en complet accord avec les
structures de: & (4’-hydroxyméthacrylate) dehydromelitensin&L-4A) et &- (4-
hydroxybutyrate) dehydromelitensin&L-4P). Ce qui confirme d'une maniére définitive

notre élucidation structurale.
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mu 1D

Ol

15
HO
o]
SL-4A : 8o (4’-hydroxyméthacrylate) dehydromelitensine
Cette molécule est décrite pour la deuxieme fois dans le genre Centaurea, elle a été

isolée seulement de I'espece Centaurea tanganafidsgis

Tl
Ol

15
HO

SL-4P: 8a- (4’-hydroxybutyrate) dehydromelitensine

Ce composé a été déja isolé de cette espéce [14].
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IV.1.4. Identification structurale du produit SL-6
Le spectre EIMS (spectre n® 24) de ce pro@lit6 donne une masse d’'un pic a
371,471[M+Na], correspondante a la formule moléculairgHz40e, avec une déficience

en hydrogene de huit.

Elemental Composition Report

Multiple Mass Analysis: 7 mass(es) processed

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = 0.0, max = 50.0

Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 2

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

938 formula(e) evaluated with 5 results within limits (all results (up to 1C

Elements Used:

C:0-60 H:0-80 0:0-20 Na:0-1

Francisco (radia -2) 7 (0.244) Cm (7:18)

+
o0 3?1.14‘::1/[M+Na]
% {
[100.0746 5721513
. 719.2972 B —
122.0565  365.1080| 393 1304 e ey 720.3019 AT
. A ] . j i laies 12559329 1416.6707
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Minimum: 10.00 0.0

Maximums: 100.00 100.0 5.8 50.0

Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT Formula

100.0746 19.37 ——

122.0565 10.17 - —

371.1471 100.00 371.1471 0.0 0.0 7.5 0.1 lr.:“_.s H24 06 \Jl

372.1513 21.95 ——

719.2972 22.81 719.2974 -0.2 -0.3 4.5 11.0 €29 H51 020
719.2985 -1.3 -1.8 23.5 17.2 C45 H44 07 Na
719.2950 2.2 | 1.5 19.5 €27 H52 020 HNa
719.2950 il 3.1 35.5 57.3 C54 H39 02

907.7728 17.27 -

908.7702 10.38 ——-

Spectre n°24 : EIMS du produit SL-6

En examinant la synergie entre les spectres RMNspectre n° 27), RMNC
(spectre n° 25) et les expériences DEPT 135 (spectres n° 26) on peut d’'ores et déja présumer
la structure d'un germacranolide renfermant une chaine latérale dont les signaux

spectroscopiques sont en complet accord avec le 4’-hydroxyméthacrylate [1-12].

Figure 7 : Structure de 4’-hydroxyméthacrylate
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Spectre n°25 : RMN-"C (100 MHz, MeOD) du produit SL-6
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Spectre n°26 : DEPT 135 (100 MHz, MeODJlu produit SL-6
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Le spectre RMNH indique immédiatement I'apparition de deux singulets I'un & &
6,31 et l'autre a &,00 ppm, comparativement aux spectres précédetdasifé aux SL-1 et
SL-2) qui doivent étre les protons He3ét H-3B. Ces derniers correlent directement a la

résonnance du méthylene a4, 51 ppm, dans le spectre HSQC (spectre n° 29).

Nov38-20102iflegrnragia:2 To239RgRITa me8 1S
IBROBARD Bledh IB & & PR e e ek g s L 600
Protonmp.dsic Me@b C\{ jfleon 56 5\ h= = S N
f 550
)
/ +500
/
[ s
[T ‘f f [ [
“ / / i j r H450
) J S J /
H-4’ 400
k350
H-130 300
H-3'a 250
H-3'p H-1, H-8
200
| H-150 H-158
H-13p / . / H-20
l F150
H-5 " i H-9 H-2B r
v\ H7 H3a
I AR | | H-3p
| \ b I JJ | \W ki
‘ / | L L
~~~~~ ‘ WL f\—zﬂy} LAMJU PSR PN \_ . J - /\\ ‘l b JILJU-'I'; i o
anets s s bt s A N i e e e — r
g & 8 8 88 8 & 8 =] ~ R 8 8 & &
=g P he ~ 3 = e R b= R ~ F-50
T T T T T T T T T T ¥ T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 25 2.0 1.5
f1 (ppm)

Spectre n°27 : R.M.N*H (400 MHz, MeOD) du produit SL-6

Remarquons encore que ces deux protons ¢-8H-3B), permettent de distinguer le
singulet large intégrant les deux protons (H-4") situés apparemment superposés sur le doublet
a5 4,28 ppm qui doit étre le proton libellé HelB)= 11,7 Hz), dans le spectre COSM-'H
(spectre n° 28).
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Etalement du spectre n® 28 du produit SL-6 dans l'intervalle (0,00-4,80 ppm)
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Le spectre HSQC est sans équivoque, il indique deux corrélations directes entre deux
sighaux localisés & 4,03 et 4,28 ppm dans le spectre RMNet deux résonnances des deux
méthylénes oxygénés &59,46 et 60,21 ppm dans le spectre DEPT 135. Cenépessite

alors une expérience HMBC (spectre n°30) pour attribuer et clarifier les signaux masques.

|
|

ey J\‘UMJ

A
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4.0 36
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Spectre n°29 : HSQC (400 MHz, MeODyu produit SL-6

Ce spectre établi rapidement la preuve de la présence d'un systeme AB relatif aux
protons H-15a(d, J= 11,7 Hz) et H-153(d, J= 13,5 Hz) et d'un singulet large correlent
differemment aux carbones. Et nous a permis d’attribuer ce singulet aux protons H-4’ de la
chaine 4’-hydroxyméthacrylate. Ainsi, les trois corrélations nettes entre ces protons et le
carbonyle C-1', le carbone C-2' et le carbone C-3'sur ce méme spectre, assurent notre

élucidation.
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Spectre n°30: HMBC (400 MHz, MeOD) du produit SL-6; (*H: & 1,00 — 6,60 °C:
8 110,00 - 180,00 ppm)

A ce point, nous pouvons maintenant attribuer la nouvelle insaturation a cette double
liaison (C=CH2) de la chaine latérale, qui doit étre localisée en C-8 du squelette d'un
germacranolide, en raison de son déplacement chimigi& 48 ppm).

L’inventaire des piéces restantes d'aprés les speEé<DEPT (un carbonyle &
170,64 ppm ; trois carbones quaternaires type sp21é4,14, 136,05 et 131,85 ppm ; cing
méthylenes dont un oxygén& &9,46 ppm ; trois aliphatiquessat8,03, 33,79 et 25,53 ppm;
un seul méthyle @ 15,71 ppm), et le fait qu’'ils restent deux insaiiores non employees,
pour les deux cycles du squelette sesquiterpenique, nous confirment notre hypothése.

D’autre preuves nous permettent d’agencer ces pieces, tout d’abords, le spectre COSY
'H-'H (spectre n°28), nous dit que les deux doublets typiques relatifs aux protons ét-13a
H-13p) sont couplés de maniéere allylique avec I'absorptomplexe CH @& 3,32 ppm qui
doit étre le proton libellé H-7. Ensuite I'étalement du spectre HSQC dans la zone (4,70-6,50
ppm) révele la corrélation directe de ces doublets (H-dt3&l-13f) a la résonnance du
carbone situé & 123,95 ppm et permet de différencier les deux niétieg proches.
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Etalement du spectre n° 28 dans la zone (4,70-6,50 ppm)

Une fois encore, le spectre HMBC (spectre n° 30) résout la question, et montre des
corrélations entre les protons H-18uH-13pBet le carbonyle & 170,64 ppm qui ne peut étre
que le carbone C-12 lactonique, et le carbone C-11 situk3&,65 ppm dans le spectfe.

Les informations combinées des spectres RMNY*C / DEPT, COSY‘H-'H, HSQC
et HMBC comparativement a celles de la littérature [8,13], sont suffisamment convaincantes

pour établir la structure de 'Onopordopicrine.

Figure 11 : Structure de 'Onopordopicrine
Ce composeé a été déja isolé précédemment de cette espéce [13].

Ces résultats sont résumés dans les tableaux 11 et 12 ci-dessous.
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Tableau 11 : RMN*H, COSYH-'H et HMBC (400 MHz, MeOD) du produit SL-6

J 138

H & ppm J (Hz) COSY 'H-H HMBC

1 5.08 m H-2a, H-2B

20 2.30m H-3p C-1, C-10
2B 2.28m H-3p

3a 2.63m H-2a, H-3B C-1, C-4
3B 2.06 m H-2a, H-3a

5 4.95 d 9.8 H-6

6 5.21t 8.4 H-5, H-7

7 3.32m H-6, H-130

8 5.08 m H-7, H-9B

9a 3.36 H-8 C-10

9B 2.63m H-8 C-10
130, 6.20d 3.4 H-7 C-11, C-12
134 5.82d 2.8 H-7 C-11, C-12
14 1.55 H-1 C-1, C-10
15a 4.28 d 11.7 H-5, H-15p C-4,C-5
156 4.03d 13.5 H-5, H-150 C-4,C-5
& 4.29 s H-3'q, H-3p | C-1’, C-2', C-3'
3a 6.31s H-4', H-3'B c-1,C-2
3B 6.00 s H-4', H-3'a C-1', C-2’
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Tableau 12 : RMNYC, DEPT 135, 90 (100 MHz, MeOD) et HSQC (400 MHz, MeOD) du

produit SL-6
C 5 ppm DEPT HSQC
1 128.31 CH 1
2 25.53 CH, 20, 2B
3 33.79 CH, 3a, 3B
4 144.14 C
5 129.47 CH 5
6 77.20 CH 6
7 52.53 CH 7
8 72.98 CH 8
9 48.03 CH, 90, 9B
10 131.85 C
11 136.05 C
12 165.05 C
13 123.95 CH, 130, 13
14 15.71 CHs 14
15 59.46 CH, 150, 158
T 170.64 C
2’ 140.50 C
3 124,51 CH, 3a, 3B
4 60.21 CH; &




J 140
Partie expérimental
IV.1.5. Identification structurale du produit SL-7
Le spectre RMN*H (Spectre n°31), du produtL-7 présente une allure semblable &
celle des spectres RMNH de mélangéSL-4 (spectre n°14, 15, 16), signifiant que ce produit
est un meélange, exception faite de la présence de deux groupements méthoxyles, dont
I'identification est aisée grace aux deux singulets apparen& 78 et 3,79 ppm sur ce méme
spectre, ce qui laisse penser a I'ouverture des deux cycles lactoniques des deux élémanolides
SL-4A et SL-4R, autrement dit le mélange SL-7 est probablement le méme mélange SL-4.
D’autre part, d’aprés ce qui précede, la résolution de ces spectres enregistrés dans le

CDCls, paraisse meilleure que celle des spectres enregistrés dans le MeOD.

A R R R S B BN R A PRSI PP RS pRP e
o b A R R R e EEEE R F LR EEEEEEEREEEE R EEEEEE I
ragdia= T I —— sl
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Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7A’

Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7P’

H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits SetB’-7P’
Spectre n°31 : RMN*H (400 MHz, CDCl;) du mélange SL-7.
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Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7A’
Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7P’
H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits SetBA’-7P’

Etalement du spectre n® 31 dans la zone (0,80 — 4,60 ppm)
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Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7A’

Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7P’

H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits SetBA’-7P’

Etalement du spectre n° 31 dans la zone (4,50 — 6,40 ppm)
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L’examen simultané des spectres RNig-et des séquences DEPT 135 permet en
effet de retrouver les résonnances du carbone relatives aux deux groupements méshoxyles (
52,02 et 52,05 ppm), en plus des autres signaux relatifs aux deux squelettes sesquiterpeniques.
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Ca : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-7A’

Cs : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-7P’

C (gras en italique):Signaux superposés des carbones des deux produits Stt-BA7P’
Spectre n°32 : RMN#3C (100 MHz, CDCk) du mélange SL-7.
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Ca : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-7A’

Cs : Signaux relatifs aux carbones du produit SL-7P’

C (gras en italique):Signaux superposés des carbones des deux produits Sit-BA7P’
Spectre n°33 : DEPT 135 (100 MHz, CDG) du mélange SL- 7.

L’étude du spectre HSQC, donne des corrélations directes entre les résonnances des
protons et celles des carbones correspondantes, ces attributions sont conformes avec celles
attendus pour les deux structures décrites. De plus, les attributions des protons sont
consolidées par le spectre CO&Y-'H (spectre n° 35) qui est en tout point identique & celui

de mélange SL-4.
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Ha, Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-7A’

Hg, Cg : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-7P’

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-7A’ et SL-7P’

Spectre n°34 : HSQC (400 MHz, CDG) du mélange SL- 7.
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Ha : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7A’

Hg : Signaux relatifs aux protons du produit SL-7P’

H (gras en italique):Signaux superposés des protons des deux produits SetBA’-7P’
Spectre n°35: COSY'H-'H (400 MHz, CDCl;) du mélange SL-7.

Comme c’était prévu, I'évaluation du spectre HMBC de ce mél&igé a donnée
des confirmations en accord avec celles issues des autres spectres RMN-2D. Notamment
I'évidente corrélation entre les deux groupements méthoxyles appai@Big@et 3,79 ppm
dans le spectre RMNH, et les deux carbonyles résonnanés1%7,23 et 167,15 ppm dans le

spectre RMN**C respectivement.
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Ha, Ca : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-7A’

Hg, Cs : Signaux relatifs aux protons et carbones du produit SL-7P’

H, C (gras en italique):Signaux superposés des protons et des carbones des deux produits
SL-7A’ et SL-7P’

Spectre n°36: HMBC (400 MHz, CDC}) du mélange SL-7.

En s’appuyant sur ces données réunies dans les tableaux 13, 14, 15 et 16, on peut
attribuer la structure de I'élémarcarmanine a SL-7A’(SL-4ét')e méthyl-8e(3’-
hydroxybutyrate) -6p15-dihydroxyelema-1, 3,11(13)-trien-12-oatela7®’(SL-4P’).
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SL-7A’(SL-4A’) ; I'élémarcarmanine
Tableau 13 : RMN*H, COSYH-'H et HMBC (400 MHz, CDGJ) du produit SL-7A’

H & ppm J (Hz) COSY H-H HMBC
1 5.70dd | 10,8;17,2 H-2a, H-2 C-1, C-5, C-9, C-10
2a 4.98d 10,8 H-1 C-1, C-10
2B 4.42d 17,6 H-1 C-1, C-10
3a 5,40 br s H-15 C-4, C-5, C-15
3B 4,04 brs H-15 C-4, C-5, C-15
2,14 d 10,4 H-6 C-3, C-4, C-6, C-10, C-14, C-1
4,24 t 10,4 H-5, H-7 C-4, C-5, C-11
2,73t 10,8 H-6, H-8 C-8, C-11, C-13
8 5.45m H-7, H-9q, H-9pB c-1', C-7,C-11
9a 1,93dd | 4,4;12,8 H-8, H-9p C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
9B 1,60 m H-8, H-9a C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
130, 6.32s H-13p C-7, C-11, C-12
134 5.74 s H-130 C-7, C-11, C-12
14 1.21s C-1, C-5, C-9, C-10
150 4.07 d 13,2 | H-3a, H-3p, H-158 C-3,C-4,C-5
158 3,94d 13,2 | H-3a, H-3p, H-15a C-3,C-4,C-5
3a 6,18 s H-4', H-3'B C-1', C-2', C-4’
3B 5,80 s H-4', H-3a C-1', C-2', C-4’
& 4,25 s H-3'a, H-3'B C-1, C-2', C-3
OMe 3,79 s C-11, C-12

J 148




Tableau 14 : RMNY*C, DEPT 135 (100 MHz, CDG) et COSY'H-*C (400 MHz, CDGJ)

du produit SL-7A’

Partie expérimental

J 149

C 8 ppm DEPT cosy H-¥c

1 146,40 CH 1

2 112,01 CH, 20, 2B

3 115,00 CH;, 30, 3B

4 146,30 C

5 55,36 CH 5

6 70,80 CH 6

7 55,39 CH 7

8 70,95 CH 8

9 43,57 CH; 9a, 9B

10 40,24 C

11 138,00 C

12 167,23 C

13 128,56 CH; 130, 134

14 18,36 CHs 14

15 67,79 CH; 150, 154

1’ 165,42 C

2’ 139,39 C

3 125,93 CH; 3a, 3P

4 64,50 CH; &
OMe 52,05 CHs OMe
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Figure 12 : Structure dSL-7P’(SL-4P’) ; Methyl-8a(3’-hydroxybutyrate) -6¢.15-
dihydroxyelema-1, 3,11(13)-trien-12-oate
Tableau 15 : RMN*H, COSYH-'H et HMBC (400 MHz, CDGJ) du produit SL-7P’

H & ppm J (Hz) COSY 'H-H HMBC
1 5.70dd | 10,8; 17,2 H-2a, H-2B C-1, C-5,C-9, C-10
2a 4.98d 10,8 H-1 C-1, C-10
2B 4.42 d 17,6 H-1 C-1, C-10
3a 5,40 br s H-15 C-4, C-5, C-15
3B 4,04 br s H-15 C-4, C-5, C-15
2,11 d 10,4 H-6 C-3, C-4, C-6, C-10, C-14, C-1
4,24 t 10,4 H-5, H-7 C-4,C-5,C-11
2,64 t 10,8 H-6, H-8 C-8, C-11, C-13
8 5.45m H-7, H-9¢, H-9B C-1, C-7,C-11
9a 1,83dd | 4,4;12,8 H-8, H-9B C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
9B 1,60 m H-8, H-9a C-1, C-5, C-8, C-10, C-14
130, 6.31s H-13p C-7, C-11, C-12
134 5.80 s H-13a C-7, C-11, C-12
14 1.19s C-1, C-5,C-9, C-10
15a 4.07 d 13,2 | H-3q, H-3p, H-15p C-3,C-4,C-5
158 3,94d 13,2 | H-3q, H-3p, H-15a C-3,C-4,C-5
2 2,52'm H-3', H4'a, H-4'B C-1, C-2', C-4’
3 1,12d 7,2 H-2’ Cc-1, C-2", C-3
4 3,64m H-2’ Cc-1, C-2", C-3
OMe 3,78s C-11, C-12

J 150
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Tableau 16 : RMN¥C, DEPT 135 (100 MHz, CDG) et HSQC (400 MHz, CDG) du

produit SL-7P’

J 151

C 3 ppm DEPT HSQC

1 146,34 CH 1

2 112,01 CH, 20, 2B

3 115,00 CH; 30, 3B

4 146,30 C

5 54,67 CH 5

6 70,03 CH 6

7 55,39 CH 7

8 70,88 CH 8

9 43,53 CH, 90, 9B

10 40,22 C

11 137,96 C

12 167,15 C

13 128,35 CH, 130, 13p

14 18,32 CHs 14

15 67,79 CH; 150, 15B

1 174,71 C

2’ 41,89 CH 2

3 13,24 CHs 3

& 62,41 CH; 4
OMe 52,02 CHs OMe
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IV.1.6. Etude quantitative et comparative des deux mélange SL-4 et SL-7 par RM

Bien que la RMN soit une méthode réservée au domaine de 'analyse structurale, par
la qualité des renseignements qu’elle apporte, elle sert accessoirement a étudier la
composition de mélanges. Cette application est possible si les signaux choisis pour repérer

chaque constituant ont des aires qui peuvent étre mesurées séparément [16].

» Dans le cas de mélange SL-4 :

Dans notre cas, les signaux sélectionnés pour chaque composé de mélange SL-4 ne
correspond pas globalement au méme nombre de protons, parce que la partie étudiée du
spectre de chaque composé a été choisie en raison de la simplicité et 'absence des signaux
superposées, le rapport des aires des deux signaux est représentatif dungagpagtdes

nombres respectifs de molécules de SL-éAde SL-4P

Structure de SL-4P Structure de SL-4A’

En désignant par exemple p&ia I'aire du signal (intégrant les deux protons H-4")
du produit SL-4A’et parSyp celle (intégrant les trois protons H-3') du produit SL-4P
Supposons, que le signal sélectionné pour le compBhséA’ corresponde @&’

protons et le signal choisi pour le comp&e4P’, ap protons. On divisera donc chaque aire
sélectionnée par le nombre de protons qui est a l'origine, afin de normaliser les aires a celles

d’'un seul proton, pouBL-4A’ ou pourSL-4P. En remplacan®sa et Syp par les aires ainsi

corrigées Sy /a’ etSyp/p, on aura donc :

Nap [ Nap = (Sa 18°) 1 (Ssp/pP)
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Etalement du spectre n® 15 dans la zone (0,50- 4,75 ppm)

En appelanC,4a et C4p les concentrations exprimées en pourcentages massiques de

SL-4A’ etSL-4P, dont les masses molaires sivhja et My4p, et sachant que ce mélartgie-

4 ne contient que ces deux constituants, on écrira :

C4A' + C4p =100

Can 1 Cap = Ngpr X Myp [/ Ngp X Myp

Ou, en faisant intervenir la relation suivant®a / Ngp = (Siar/@°) 1 (Ssp/p)

C4Ar (S4A'/a’) XM4A'
C4P ~ (S4P/p)x M4P
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Soit aprés calculs,

S4P

SaA ()X M4P

(T) xM4A'

Csa=100x (s4A, (**)

a'

et C,p=100X% (S4A’

)XM4A’+(S4TP)>< M4P T)><M4A'+(S"TP)>< M4P

D’aprés ce qui précéde, nous savons déja que :
SL-4A" = CogH2807, Maar = 380 g/mole; SL-4B= CigH»606, My4p = 350 g/mole.
S4A' = 1,38,31 =2 ;S4p = 1,48,p =3.

En exploitant alors les relationg*), on peut déduire que :

[ Can = 60,29% et Cap = 39,71% en mass }
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» Dans le cas de mélange SL-7, un autre enregistrement du spectre ‘RMNété

étudié, afin de préciser et séparer I'intégral pour les signaux choisis :

radiat?

Decip-2010-jfleon radia-7
IBRGUARD ifleon IB

A_préton1Sppm CDC3 C:\\ jfleon

A58
SwE
W/
39
1
1
1
1
N
i
_|l.____|b'.__ _.1.__||J L 2 _| L L/
l (] T
£ & =
— L ' —
6.0 5.5 5.0 4.5 3.0

=100
=200

Spectre n° 31’ : RMN*H de mélange SL-7 aprés la précision de I'intégral de quelques

signaux

HO

Olltine

Structure de SL-7P’

Structure de SL-7A’
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Dans ce cas ou les signaux choisis des deux comphsés’ et SL-7P’ ont le méme
nombre de protons, le rapport des aires des deux signaux reste représentatif du rapport
N,a/N7p desnombres respectifs de molécules3ie7A’ et de SL-7P!

En désignant parS;,: I'aire du signal (intégrant les deux protons H-4") du produit
SL-7A'’ et parS;p: celle du produit SL-7P’on aura :

Noa [ N7p = Sal Spr
En appelanC;a et C7p les concentrations exprimées en pourcentages massiques de

SL-7A’ et SL-7P’, dont les masses molaires sbft, et M;p, et sachant que ce mélange

SL-7 ne contient que ces deux constituants, on écrira :

Ca + Gp =100
Et
Cin I Gp = ga X M7a [ Mgpr X Myp:
Ou, en faisant intervenir la relation suivantea / Nzp = Sa/ Sipr

C7Ar S7A’' XM7A’
C7P1 ~S7P'X M7P’

Soit apres calculs, on obtient les deux relat{d)s:

S7A'xM7A’ S7P'x M7P’
’ ' ’ ’ et C?P’ =1OO>< ’ ' ’ ’
S7A'XM7A'+S7P'x M7P S7A'XM7A'+S7P'x M7P

C7A'=1OOX
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Etalement du spectre n°® 31’ dans la zone (0,50-4,75 ppm)

D’aprés ce qui précede, nous savons déja que :
SL-7A" = CooH2507, M7 = 380 g/mole; SL-7P= CyoH3007, M7p = 382 g/mole.
SﬁA': 1,44{Shp’: 0,77.

D’aprés les relation€f[), on trouvera :

[ C,a =65,04% et C;p = 34,96% en mass }

On satisfait & cette analyse quantitative en comparant la composition chimique en
masse de ces deux mélanges SL-4 et SL-7. Or la différence des conditions de I'enregistrement

(concentration initiale, température, solvant...) justifie celle des pourcentages massiques de la
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composition chimique de ces derniers [17], et conduit a confirmer I'ouverture des deux cycles

lactoniques des deux élémanolides de SLe4SL-4Pdans le mélange SL-7.



J 159
Partie expérimental
IV.1.7. ldentification structurale du produit FL- 3 :

La fluorescence violette du compoBE-3 et la longueur d’onde des bandes | et Il
dans le méthanol & 275 nm et 338 nm respectivement, indiquent qu’il s’agit bien d’un
flavonoide substitué en 3 ou de type flavone.

En exploitant les constatations ci-dessous ; la série spectrale UV, avec addition de
réactifs montre une flavone portant un OH libre en position 5, 7 et 4’, ainsi :

L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochromique de la bande | de +62 nm
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, ce qui indique un OH libre en position 4’. La

stabilité du spectre enregistré apres 5 minutes prévoit 'absence d’'un systeme ortho di-OH sur

le cycle B.
CM3+MeOH
0.8~ CM3+NaOH
0,7
0,6 N\
0,5
0
s}
<
0.0 T T T T T T T T T T —
250 300 350 400 450 500
Long d'onde (nm)

Figure 13 : Spectre UV du produit FL-3 dans le MeOH ; MeOH+NaOH (Stable aprés 5 mn)

D’'un autre coté, l'apparition d’'une nouvelle bande a 327 nm dans les mémes

conditions, met en évidence la présence d’'un OH libre en position 7.
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0.8- CM3+MeOH
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Figure 14 : Spectre UV du produit FL-3 dans le MeOH ; MeOH+AIMMeOH+AICL+HCI

Les données du spectre UV enregistré dans le réactif; Ahparativement avec
celles du spectre enregistré dans le MeOH excluent la présence d'un ortho di-OH, alors que
I'addition de HCI provoque un déplacement bathochromique de la bande | de + 19 nm, par
rapport au spectre méthanolique et indique la présence d’'un 5-OH avec une oxygénation en
position 6.

0,84

E cm3+MeOH
0,71 cm3+MeOH+NaOAc

0,6 4

ABS

0,0

T T T T T T T T I N 1
250 300 350 400 450 500
Long d'onde (nm)

Figure 15 : Spectre UV du produit FL-3 dans le MeOH ; MeOH+NaOAc ;
MeOH+NaOAc+HBO3
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L'allure de spectre RMNH (Spectre n°37), confirme ces hypothéses avec la
présence d’'un groupe méthoxyle a 3.89 ppm et des signaux aux protons : 3326 ppm ;
H-6’, H-2', & 7.96 ppm (d,J=8.8 Hz); H-5', H-3"; & 7.04 ppm (d,J=8.8 Hz) ; H-8,6 6.65
ppm (s), H-3, 86.64 ppm (s).
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Spectre n°37 : RMN-'H (400 MHz, Acétone) du produit FL- 3.
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L’ensemble de ces données résumeées dans les tableaux 17 et 18, ainsi que la co-
chromatographie avec des échantillons authentiques nous a conduits a la structure de : 5, 7,4'-
hydroxy-6-méthoxyflavone (Hispiduline) [18].

Figure 16: Structure du 5, 7,4’-trihydroxy-6-méthoxyflavone (Hispiduline)

Ce compose est isolé pour la premiére fois de I'espeotaurea melitensis.

Tableau 17 : UV fmax, nm) du produit FL-3

Réactifs Bande II Autres bandes Bande |
MeOH 275 338
+NaOH 275 327 400
+AICl3 284 368
+AICI3+HCI 284 357
+NaOAc 277 380
+NaOAc+HBO; 275 350
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Tableau 18 : RMNH (400 MHz, Acétone) du produit FL-3

H 6 ppm J (Hz2) ROESY
OH 13.26
2'.6' 7.97d 8,8 H-3’, H-5’, H-3
3.5’ 7.05d 8,8 H-2’, H-6’, H-3
3 6.65 s H-2’, H-3’, H-5’, H-6
8 6.64 s OMe-6
OMe-6 3.89s H-8
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IV.1.8. Identification structurale du produit FL-4

La fluorescence violette du compdsé-4 et la longueur d’'onde de la bande | dans le
méthanol a 348 nm, sur le spectre UV, sont caractéristiques d’un flavonoide substitué en 3 ou
d’une flavone.

Comme une structure de type flavone est suggérée, une série spectrale UV, avec
addition de réactifs a été faite dont les résultats ont montrés une flavone portant un OH libre

en position 5 et substituée en position 6, 7, 3’ et 4’ que I'on a assuré par :

CM4+MeOH
CM4+MeOH+NaOH

4]
o
c
]

el
=
]
0

e}
<

T T
350 400

Longueur D'ande

Figure 17 : Spectre UV du produit FL-4 dans le MeOH ; MeOH+NaOH (Stable aprés 5 mn)

L'effet bathochrome de la bande | (+51 nm) apres addition de NaOH par
rapport au spectre méthanolique avec une augmentation de l'intensité d’absorbtion, oriente
vers la présence d'un OH libre en position 4'. L'apparition d’une nouvelle bahdeé =

328 nm indique la présence d’'un OH libre en position 7.
D’autre part, La stabilité du spectre enregistré apres 5 minutes prévoit 'absence d’un

systeme ortho di-OH sur le cycle B.
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CM4+MeOH
CM4+MeOH+AICkL
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T T T T T
300 350 400
Longueur D'ande

Figure 18 : Spectre UV du produit FL-4 dans le MeOH ; MeOH+AIMMeOH+AICL+HCI

Le spectre UV enregistré dans AYEICI ne montre pas de déplacement significatif
des maxima de la bande | par rapport au spectre enregistré dagnetAl€ffet bathochrome
faible de la bande | sur le spectre enregistré dans Na@B©4Hpar rapport au spectre

meéthanolique sont témoins de I'absence du systeme ortho di-OH sur le cycle B.

CM4+MeOH

@
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250 300 350 400 450 500 550 600 650
Longueur D'ande

Figure 19 : Spectre UV du produit FL-4 dans le MeOH ; MeOH+NaOAc ;
MeOH+NaOAc+HBO3
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Le déplacement bathochromique de +20 nm de la bande Il apres I'addition de NaOAc
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH confirme la présence d’'un OH libre en

position 7.

L’étude des spectres RMNH (Spectre n°39)et ROESY (Spectre n°40), confirme ces
informations et montre, en effet :
» Deux groupements méthoxyles I'un 8,8 et I'autre a 8,85 ppm.
* Des signaux relatifs aux protons : H-2'7&3 ppm (d, 3 2,0 Hz) ; H-6",6 7,40 ppm
(dd, ¥ 6,8; 1,6 Hz) ; H-5", ,84 ppm (d,3 6,4 Hz) ; H-3, 36,53 ppm (s) ; H-8, §

6,48 ppm (S).
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Spectre n° 39 : RMNIH (400 MHz, MeOD) du produit FL-4
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L’ensemble de ces données résumé dans les tableaux 19 et 20, nous a conduit a la
structure de la structure de la 4’, 5, 7-trihydroxy-3’, 6-diméthoxyflavone (Jacéosidine). Cette
identification est confirmée par comparaison des données spectrales avec celles publiées dans
la littérature [19], et la co-chromatographie avec des échantillons authentiques.
OCH;

OH 0]

Figure 20: Structure de la 4', 5, 7-trihydroxy-3’, 6-diméthoxyflavone (Jacéosidine)

Cette molécule est répertoriée pour la premiére fois dans notre espece.

Tableau 19 : UV fmax, nm) du produit FL-4

Réactifs Bande Il Autres bandes Bande |
MeOH 290 348
+NaOH 275 328 399
+AICl3 290 360
+AICI3+HCI 290 355
+NaOAc 310 401
+NaOAc+HBO; 302 359
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Tableau 20 : RMN*H, ROESY (400 MHz, MeOD) du produit FL-4

H 6 ppm J (Hz) ROESY

2’ 7.43d 2.0 H-3, H-5', OMe-3’

6’ 7.40 dd 6,8;1,6 H-3, H-5', OMe-3’

5’ 6.84 d 6,4 H-2', H-6’

3 6.53 s H-2’, H-6’

8 6.48 s
OMe-3’ 3.78 s H-2’, H-6’
OMe-6 3,85s
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IV.2. Identification structurale des produits isolés de la phase acétate d’éthyle

IV.2.1. Identification structurale du produit FL-2 :

La fluorescence violette du compoBE-2 et la longueur d’'onde des bandes | et Il
dans le méthanol a 274 nm et 346 nm respectivement, indiquent qu’il s’agit bien d’'un
flavonoide substitué en 3 ou de type flavone.

De plus, la série spectrale UV, avec addition de réactifs montre une flavone portant un

OH libre en position 5, 7, 3’ et 4, en effet :

CM2+MeOH
CM2+MeOH+NaOH
0,07 H
0,06
0,05
0,04 H
" .
0 0,03
Q -‘\.N_\_/\
0,02 H
0,01 H
0,00
T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Long d'onde (nm)

Figure 21 : Spectre UV du produit FL-2 dans le MeOH ; MeOH+NaOH (Stable aprés 5 mn)

L’ajout de NaOH induit un déplacement bathochromique de la bande | de +62 nm
avec augmentation de l'intensité d’absorption par rapport au spectre enregistré dans le MeOH,
suggéere un OH libre en position 4'.

L’apparition d’une nouvelle bande a 333 nm sur le méme spectre, oriente vers un OH

libre en position 7.



172
Partie expérimental

CM2+MeOH
0112_' CM2+MeOH+AICI3
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Figure 22 : Spectre UV du produit FL-2 dans le MeOH ; MeOH+AIMMeOH+AICIl;+HCI

L’apparition d’'une seule bande dans lintervalle [420-430] aprés I'ajout du réactif
AlCl3indique un ortho di-OH (3, 4°) sur le cycle B avec 5-OH et confirme la structure d’'une
flavone [20].

L’allure de spectre RMNH (Spectre n°41) et les données de spectre ROESY (Spectre
n°42) ; confirment ces hypothéses avec la présence d’'un groupe méthoxyle a 3.90 ppm et des
signaux aux protons :

H-2’, 6 7.40 ppm (dJ= 2.2 Hz), H-6',6 7.38 (ddJ= 8.9 et 2.3 Hz), H-5'¢ 6.91 (d,J= 8.9),
H-8, 6 6.55 ppm (s), H-3, 6.55 ppm (s).

La mesure des spectres RMIG (Spectre n°43), DEPT 135 (Spectre n°44) consolide

ces propositions. En particulier, la résonnancé @0,94 ppm assignable au groupement

méthoxyle, et la présence de cing groupements méthines.
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L’ensemble de ces données résumeées dans les tableaux 21, 22 et 23, ainsi que la co-

chromatographie avec des échantillons authentiques nous a conduit a la structure de: 5,

7,3",4’-tetrahydroxy-6-méthoxyflavone (Népétine) [21].

Figure 23 : Structure de la 5, 7,3',4’-tetrahydroxy-6-méthoxyflavone (Népétine)

Cette molécule est signalée pour la premiére fois dans cette espéce.

Tableau 21 : UV fmax, nm) du produit FL-2

Réactifs Bande Il Autres bandes Bande |
MeOH 274 346
+NaOH 272 333 408
+AICl3 275 428
+AICI3+HCI 286 369

Tableau 22 : RMN*H, ROESY (500 MHz, MeOD) du produit FL-2

H 6 ppm J (Hz) ROESY

2’ 7.40d 2.2 H-3, H-5

6’ 7.38 dd 8.6;23 H-3, H-5'

5’ 6.91d 8.9 H-2’, H-6’

3 6.55s

8 6.55s OMe-6
OMe-6 3.90s H-8
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J 177

Tableau 23 : Données de la RMN-13C et DEPT 135(125 MHz, MeOD) du produit FL-2

Déplacements chimiques DEPT Attributions
166,87 C C-2
103,45 CH C-3
184,20 C C-4
153,90 C C-5
134,10 C C-6
159,27 C C-7
95,25 CH C-8
155,06 C C-9
110,00 C C-10
124,15 C C-r
114,16 CH Cc-2
147,45 C C-3
151,41 C c-4
116,78 CH C-5
120,31 CH C-6’
60,94 OMe OMe-6
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IV.2.2. Identification structurale du produit FL-2’

Il est assez probable que le compFL-2’, bien qu’est une petite molécule, soit
composé aromatique.

Le spectre RMNH (Spectre n°4t indique trois types de protodifférents dans des
rapports de gauche a droité : 1 : 1 dans l'intervalle [6,50- 7,50] ppr8oit un total de troi
protons.

Il peut étrgudicieux, arrivé la, diconsidérer la possibilité de pmésenc d’'un noyau
aromadique trisubstitué en positi 1, 3 et 4. En effet, les trois protoaomatiques présente
. un doublet & 7,33 ppm corespondant a un couplage eeta § = 2,0 Hz), il s’agit du
proton H-2,un deuxiéme doublet de doubleto 7,31 ppm coarespondant a un douk
couplage erortho 0 = 8,2Hz) et enméta ( = 2,0 Hz),relatif au proton I-6, ainsi qu’'un
troisieme doublet résonnand 6,69ppm et correspondant a un couplagemeéta ( = 8,2 Hz)

qui doit étrele proton libellé I-5.
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Spectre n°45 : RMN*H (400 MHz, MeOL) du produit FL-2’
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Etalement du Spectre n°45lans la zone 6.0- 7.65 ppm.

Le spectre RMN=C (Spectre n°46)ndique la présence d’un carbonyles 175,53
ppm, trois carbones quaternaires aromatiques dont deux ox' 'un a s 145,32 et l'autreéa
o 130,46 ppm, et confirme la présence de tro méthinesaromatique, auxquels nous
ajoutons trois groupements OH. Il est alors possible de proposemule bruteC;HsO, dont
I'indice de déficience en hydrogéne est cing. Ce degré d’'insaturation rend compte a lu

présence d’'un cycle aromatique, et une fonction carbonyle, ce qui confirme notre hy
précédente.
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Spectre n°46 : RMN*3C (100 MHz, MeOD) du produit FL-2'.

Le spectre HMBC (Spectre n°47) corrobore tres bien ces prévisions et nous donne une
preuve directe de chaque position dans la molécule, en effet cette expérience a montré une
corrélation nette entre le proton H-2 résonant7a33 ppm et les carbones C-1', C-1 et C-6
situés a d.75,53 ppm, 148,97 ppm et 123,05 ppm respectivement.

De la méme maniére dans le méme spectre nous trouvons des crétes des corrélations
entre le proton H-6 résonnaht7,30 ppm et les carbones C-1’, C-1 et C-2 qui apparn
148, 97 ppm d’un coté, et des autres corrélations entre le proton H-5 8i&j6%ppm et les
carbones C-1, C-3 a 145,32 ppm et C-4 a 130, 46 ppm d’un autre coté.
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Sur la base de ces données le compts2’ est identifié comme étant : L'acide-3, 4

dihydroxybenzoique ou I'acide protocathéchique [22].

Figure 24 : Structure de I'acide-3, 4 dihydroxy benzoique.

Ce dernier n’a jamais reporté dans I'espece Centaurea melitensis

L’ensemble de ces données spectrales est résumé dans les tableaux suivants :
Tableau 24 : RMN*H, HMBC (400 MHz, MeOD) du produit FL-2’

H o ppm J (Hz) HMBC
2 7.33d 2 1,1,6
6 7.26 dd 8.2;2 1',1,2
5 6.63 d 8.2 1,3,4

Tableau 25 : RMN*3C (100 MHz, MeOD) du produit FL-2’

o ppm

o 01~ W DN PP

175.53
148.97
117,86
145,32
130.46
115,26
123,05
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Chapitre V. Tests biologiques de I'extrait méthanolique

V.1. Activité antioxydante
V.1.1. Introduction

L'oxygene (Q) est le premier élément essentiel pour la vie, responsable du
fonctionnement normal de tout le systéme aérobie [1]. Par contree$iOresponsable d’un
nombre de processus d’oxydation suivi de mauvaises conséquences comme le stress oxydatif
(oxydant) [2,3].

Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et I'élimination des métabolites réactifs de I'oxygéene et du
nitrogene en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels [4] et a des
dégats cellulaires irréversibles [5] ».

Ces dernieres années, lintérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec
leurs propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques
dans diverses spécialités ont été développées pour l'extraction, lidentification et la
guantification de ces composeés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes
médicinales et les produits agroalimentaires [6-8].

Un antioxydant est une molécule qui possede une capacité a capter ou a piéger les

radicaux libres produits spontanément et d’'une facon continue dans I'organisme vivant [9].

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 tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine.

lIs sont produits dans notre organisme sous I'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 ainsi la mort cellulaire avant d’étre neutralisés [10].

L’activité antioxydante d'un composé correspond a sa capacité a résister a
'oxydation. Les antioxydants les plus connus song-tarotene (provitamine A), l'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 possedent des
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groupes hydroxyphénoliqgues 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 (OHet superoxydes (Q [11-14].

V.1.3. Les polyphenols antioxydants

Les phénols simples, acides phénoliques et les flavonoides jouent un réle capital dans
I'élimination 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
phytopathogenes. Les flavonoides tend que des polyphenols présentent de nombreuses
activités : anti oxydantes, anti-inflammatoires, inhibitrices d’enzymes, et prévention des
maladies cardiovasculaires. Pharmacologiquement, les aglycones sont particulierement
efficaces. Certains ont des activités hépatoprotectrices, diurétiques, vasodilatatrices,

antibactériennes, inhibitrices de 'aldolase réductase et antiallergiques [15-17].

V.1.4. Activité des flavonoides vis-a-vis des espéces radicalaires

Les flavonoides possédent une structure aromatique permettant une stabilisation
électronique importante et donc une bonne stabilisation de leurs formes radicalaires ainsi les
résultats obtenus in vitro pour I'étude de I'activité antioxydante des flavonoides ont montré
gue cette activité est essentiellement liée a leur capacité a piéger les espéces réactives de
I'oxygéne comme les radicaux superoxydes, hydroxyles, et alkoxyles [18-21].

V.1.5. Relation structure-activité

De nombreuses études ont mis en évidence I'existence de relations structure-activités
(RSA) dans le cas des flavonoides, ces relations dépendent essentiellement du nombre et de
la position de leurs groupements fonctionnels.

Les éléments structuraux nécessaires a l'obtention d'une activité antioxydante

optimale ont pu étre établis par plusieurs chercheurs et sont présentés dans la figure 1 :
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Basic structural features of flavonoids with high nmltifunctional activities,
i.e. free radical scavenging, metal ion chelating and enzyme inhibiting

hydrogen-bond stabilized
flavonoid phenoxyl radical

Mechanism of antioxidant action of 3' 4'-di0H polyphenols (flavonoids)

Figure 1: Les éléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavol

Les résultats obtenysour I'étude de I'activité aroxydante des flavonoides in vi
ont montré que cette activité est liée essentiellement a l'arrangement des grc
fonctionnels attachés a la structure de b22] :

* Les groupes hydroxyle

La capacité de piégeage des radicaux libres est fortement attritx substituants
hydroxyles les plus réactidans la mlécule, en participant a la réaction suivar

FlavonoideOH + R’ > Flavide-O + RF

Plusieurs études ont montrées que les hydroxyles attachés au cycle B des fla

sont les plus détermants de ce piégeage, ces groupes peuvent donner un hydroger
électron aux radicaux hydroxyles, peroxydes, et peroxynitriles, menant a leur stab
d’'une part, et engendrant des radicaux des flavonoides plus stable, d’au23-25].

En dfet, la présence de la structure 3-catéchol dans les flavonoides (cycle

augmente leur activité antixydante, d’'une maniere remarquat25-27.
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Par exemple la capacité de piégeage des radicaux peroxydes attribuée au luté
plus forte quecelle attribuée akaempféral tout les deux renferment des groupes hydrox
identiques dans leurs structures, maikaempférolest manqué de la structure catéchol
le cycle B) [28,2% Cette caractéristique a été expliquée par les rasuivantes

L’oxydation des flavonoides, a lieu dans le cycle B, quand le catéchol est p28],
ce qui donne un radical ort-semi quinone trés stable par la délocalisi faciles des
électrons [25,30].

Figure 2 : Délocalisation des électrons (s le radical flavonoxle.

L’hydroxyle en position 5 dans le cycle A,ut participer a I'activité aroxydante,
tandis que les autres hydroxyles de ce cycle sont corrélés faiblement a cette 31].

La présence de @H libre en cycle C augmente le piégeage des radicaux libres |
flavonoides, en raison que ce groupe permet la conjugaison entre les cycles aromatiq
et B. L’activité antbxydante, ne dépend pas de la fermeture du cycle effet, les chalcones
sont des antioxydanteseilleures 32].

* La-O-méthylation

Desétudes Concernant la-O-méthylation ont montrés que la@-méthylation de la
quercetine en tamarixetine réc considérablemertinhibition de la peroxydation lipidiqu
[27]. D’autres études ont reportés que la capacité de-diméthoxykaempférol de piéger |
peroxydes est la moitié de celle de kaempfé24].

* Ladouble liaison 3, et la fonction -oxo

Parmi les caractétiques des flavonoides est la présence ou I'absence de la
liaison entre les deux carbones 2 et 3, en conjugaison avec la fonction carbony33].

Une étude cmparative entre l'activité aloxydante de laquercetine et celle  la
taxifoline a montré que la premiere est plus foi26]. L'analyse structura de ces composés
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montre que tout les deux renferment un groupe carbonyle en 4 mais la taxifoline n’a pas une
double liaison 2-3 ; en effet, la majorité des recherches sont en faveur de la présence d’'une
double liaison 2-3 en conjugaison avec le groupe 4-oxo [31].

» La O-glycosylation

Les aglycones sont plus réactifs que leurs glycosides correspondants [26,34]. Ainsi, les
propriétés antioxydantes des flavonols glycosides isolés a partir de thé sont réduites en
fonction du nombre des glycosides [35].

* Le degré de polymérisation

Les proanthocyanidines dimeéres et triméres sont plus effectives par rapport aux
flavonoides monomeres contre les anions superoxydes [36], les tétrameres sont plus fort [37].

Donc, il est apparait que les effets antioxydants sont fortement corrélés avec
'augmentation de degré de polymérisation [38-39].

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évalumr,vitro et in vivo, l'activité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, Compte tenu de la complexité des
processus d’oxydation et la nature diversifieée des antioxydants, avec des composants a la
fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I'activité
antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’'une fagon bien précise.

Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et complémentaires
pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de I'’échantillon a tester [40-42].

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DBHrecommandé

pour des composés contenant des groupes SH, NH et OH [43].

V.1.6. Principe du test au radical libre DPPH

« Réaction entre le radical libre DPPH et I'antioxydant

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyle fut l'un des premiers

radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques [44,45]. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont
d'azote du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des
diméres, i.e. DPPHreste dans sa forme monomére relativement stable a température
ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur violette bien caractéristique de la
solution de DPPH
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La mesure de l'efficacité d'un antioxydant se fait en mesurant la diminution de
la coloration violette, due a une recombinaison des radicaux DRkdurable par
spectrophotométrie a 515-518 nm.

Dans le cas des composés phénoliqde©H), le mécanisme principal d’action
est le piégeage des radicaux libres par le transfert de I'atome H sur |€ BIBRHransformé
en une molécule stable DPPHH [46] :

DPPH+ ®-OH — DPPHH + ®O’

V.1.7. Matériels et méthodes

L’activité antiradicalaire a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette méthode
spectrophotométrique utilise le radical DPRB,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, 148 d’extrait méthanoliqgue a été incubé avec 1.5 noind’ solution
méthanolique de DPPH a 100M Aprés une période d’'incubation de 15 min, leodimnces
a 517 nm ont été enregistrées [47].

Les résultats obtenus pour I'extrait testé ont été exprimés par rapport a ceux obtenus
pour le quercetine pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition (1%) du
radical DPPHpar I'extrait de Centaurea melitensisa été calculé comme suit :

1%= [(AC-AE)/AC] x 100
AC : absorbance en absence de l'inhibiteur (contréle négatif)
AE : absorbance en présence de I'inhibiteur (échantillon-I'extrait)

V.1.8. Résultats et discussions

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Résultats de I'activité antioxydante de I'extrait méthanolique de Centaurea

melitensisL.

Concentrations de I'extrait | 1% du radical DPPH" par | 1% du radical DPPH*
(C.melitensisL. / Quercetine) | L'extrait ( C.melitensis L.) par la Quercetine

(mg/ml)

0.0012 01.95% 46.45+1.78%
0.0025 05.32% 94.72+0.30%
0.0050 11.41% 95.81+0.13%
0.0100 13.04% 95.91+0.00%
0.0200 17.71% 96.06+0.04%
0.0300 22.82% -

0.0500 34.13% -

0.1000 55.10% -

0.2000 87.71% -

0.4000 88.80% -

0.5000 88.91% -

0.7000 89.02% -

Les résultats figurant dans le tableau ci-dessus, illustrent les pourcentages de I'activité

antiradicalaire de I'extrait de Centaurea melitersisis-a-vis du radical libre DPPH

On constate que l'extrait MeOH de.melitensisL. présente une activité antiradicalaire

significative vis-a-vis du radical DPPvec un pourcentage d’inhibition variant de 1,95%

jusqu'a 89,02% a différentes concentrations.

On peut conclure que l'augmentation de cette activité est liée a celle de différentes

concentrations de I'extrait, ce qui prouve une forte corrélation linéaire entre les deux facteurs

(concentrations et pieégeage des radicaux libres par I'extrait- Figure 3).
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y =132,6x + 20,67
R*=0,740

Inhibition% °°

40
20

0
0,2 0,4 0,6

Concentrations mg/ml

Figure 3 : Corrélation entre les concentrations et I'activité antioxyd
Des études réalisées sur les extraits de trois centaurées concernant la mém
(voir Tableau-ci-dessouspnt montrées une avité inhibitrice considérable  radical

DPPH, cette activité est trés proche de cellCentaurea melitensiéCs= 228x10°mg/ml).

Tableau 2: Activité antioxydane (Inhibition de DPPH) des quatr centaurées

Extraits Espéce IC 50 (Mg/ml) Référence
n-Hexane C. americani Nutt.  6,9x10" [48]

DCM 2,8x10*

MeOH 5,2x10°

MeOH C. montan: L. 32,7x10° [49]
n-Hexane C. pamphylici Boiss. - [50]

DCM & Heldr. 72,6x10°

MeOH 47,3x10°

MeOH C.melitensi: L. 22,8x10°

DCM : dichlorométhane.

MeOH : méthanolique.
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En se basant sur les résultats des extraits MeOH, la comparaison des activités
respectives de ces quatre centaurées suggere que la meilleure activité estGefimgiea
americana Nutt. avec une 46 5,2x10° mg/ml suivie par celle d€entaurea melitensis.
avec une IG= 22,8x10* mg/ml qui est statistiquement supérieure & celleCentaurea
montana L. avec une g 32,7x10° mg/ml et celle duCentaurea pamphylic8oiss. &

Heldr., Ce dernier extrait est le moins actif avec ung=@7,3x10° mg/ml.

Alors que les résultats des différents extraits du méme pl@ntaniericana et C.
pamphylica) montrent que les extraits MeOH (polaires) présentent une activité antiradicalaire
plus intéressante que celle des extraits n-hexane et DCM (apolaires). Il existe probablement
des différences qualitatives dans la nature des composés phénoliques (qui entrent dans la
composition des extraits) influencant le pouvoir antioxydant des extraits [51].

L'importance de l'activité antioxydante de ces extraits pourrait étre attribuée a la
richesse en molécules a haut potentiel antioxydant telles que les acides phénoliques, les
lignanes et les flavonoides. Ainsi une étude comparative a permis la mise au point de relation
« especeé&entaurea richesse en polyphenols ». Cette étude montreCquenericana soit la
plus riche en polyphenols suivie p@r. melitensispuis C. montanaet dernierement.
pamphylica, d’autre part la majeure partie de ces molécules est rencontrée dans les extraits
polaires de la plante.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques. Des études
ont montré que les facteurs extrinseques (tels que les facteurs géographiques et climatiques),
les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de
stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphenols [52, 53].

V.2. Activité antibactérienne
V.2.1. Introduction

Ces derniéres décennies, l'usage des plantes médicinales connait un regain d'intérét.
Selon les estimations de 'OMS (2002), plus de 80 % de la population en Afrique utilisent
encore la médecine traditionnelle pour répondre a leurs besoins de soins de santé. Ceci est lié
a la toxicité des produits chimiques, au codt élevé des médicaments chimiques, a
I'éloignement et/ou l'insuffisance des centres de santé surtout en milieu rural, qui limitent une
prise en charge véritable des problemes de santé publique [54].

Par ailleurs, la maitrise des infections bactériennes et fongiques devient complexe du

fait de I'émergence de bactéries et de champignons résistants a de nombreux antibiotiques
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conventionnels [55]. Ainsi Le traitement des infections bactériennes est en général basé sur
l'utilisation des antibiotiques. La trés grande utilisation souvent inadaptée de ces molécules
antibactériennes a entrainé la sélection de souches bactériennes multirésistantes. C’est le cas
par exemple des bactéries productriceg-tlctamase a spectre élargie (BLSE), résistantes a
toutes lesp-lactamines et des bactéries qui présentent unstadse aux fluoroquinolones
telles que lacide nalidixique et la ciprofloxacine. En effet [e¢actamines et les
fluoroquinolones constituent deux familles d’antibiotiques les plus utilisées en thérapeutique
humaine [56].

La résistance des bactéries a ces antibiotigues désarme souvent les médecins face a
certaines infections d’origine bactérienne [57]. Il est donc important d’orienter les recherches
vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours servi de base a de

nouveaux medicaments [58].

V.2.2. Quelles sont les bactéries ?

Les bactéries sont des étres vivants appartenant a un groupe caractérisé par une
structure unicellulaire tres simple, a noyau diffus et se reproduisant par scissiparité (division
en deux). Certaines bactéries ont un effet bénéfique sur I'organisme, comme celles qui vivent
dans l'intestin et contribuent a la digestion, et celles qui, présentes en permanence sur la peau,
empéchent les bactéries pathogenes de la coloniser (flore saprophyte). D’autres sont
pathogenes, a I'origine de nombreuses affections [59].

A I'heure actuelle, I'activité antimicrobienna vitro d’'une substance ou d’'un extrait
peut étre mise en évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu

solide qu’en milieu liquide.

V.2.3. Matériels et méthodes
V.2.3.1. Procédure microbiologique

L’évaluation in vitro de l'activité antimicrobienne deentaurea melitensiq été
réalisée par la technique de diffusion en milieu solide [60]. Les souches microbiennes
utilisées sont : trois souches bactériennes de référémumeefobacter (sp)Staphylococcus
aureuset Proteus mirabili$ et deux isolats fongique3richophyton rubrun eTrichophyton
mentagraphytgsssues a partir des prélevements de malades (selles).

Ces bactéries sont pathogenes et sont connues pour leur forte antibiorésistance et leur

pouvoir invasif et toxique chez 'homme. Elles sont fréquemment rencontrées dans de
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nombreuses infections et posent un probleme clinique et thérapeutique. Les espéces fongiques
choisies sont toxiques et pathogenes.

Les souches bactériennes sont des lots de «American Type Culture Collection »
(ATCC), elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance
MHA (Muller Hinton Mediump pendant 24 h a l'obscurité a 37 °C a Il'exception
d’Acinetobacter (spa 30 °C. Elles sont cultivées par repiquage sur le méme milieu précédent
pendant 48 h a I'obscurité a 25 °C. L’activité antimicrobienne est déterminée en terme de
diamétre de la zone d’inhibition de croissance microbienne produite autour des disques apres

incubation.

V.2.4. Résultats et discussions
Les résultats de I'activité antimicrobienne de I'extrait méthanoliqu€.dunelitensis
L. sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Résultats de I'activité antimicrobienne de I'extrait méthanolique du C.

melitensisL.
Nom C. melitensid.. (EM : 5mg/ml)
Bactéries Diamétre de la zone d’inhibitiorf (mm)
Gram positive
Staphylococcus AureusATCC 4776 NA
Gram negative
Acinetobacter (sp) ATCC 4758 16
Proteus mirabilis ATCC 4738 NA
Isolats fongiques
Trichophyton rubrun NA
Trichophyton dermaphytes NA

EM : extrait méthanolique
*: diameétre de la zone d’inhibition produite autdas disques par I'ajout de 40pul de 'EM.

NA : non active ; les valeurs sont la moyenne de deux répétitions.

D’apres le tableau 3 I'extrait méthanolique du C. melitelnségsun effet plus prononcé
seulement contrécinetobacter (spavec un diametre de zone d’inhibition de croissance de

16 mm (a concentration 5mg/ml). En contre partie, la résistance des ba&tapdsg/lococcus
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Aureus Proteus mirabiliy et les isolats fongiquesTiichophyton rubrun,Trichophyton
dermaphytes a été remarquée.

En généralla résistance des Gram négative est attribuée ameunbrane externe
hydrophile qui peut bloquer la pénétration de composés hydrophobes dans la membrane
cellulaire cible [61]. Du moment que la différence d’action de I'extrait méthanoliqu& du
melitensisL. contre les bactéries a gram négative, elle lui confére une activité sélective.

Il est frappant de noter que des études antécédentes ont démontré que le composé
onopordopicrine isolé dC. sonchifolia L. n’est pas significatif contles microorganismes
suivants :Candida albicans(souche A-26),Trichophyton dermaphyteouche A-23) et
Saccharomyces cerevisi@@uche M-25) [62]Comme ce composé est un produit majoritaire
dans I'espec€. melitensisil se peut que l'activité de son extrait méthanolique soit masquée
par leur prédominance.

Certes I'extrait méthanolique d& melitensid.. renferme une quantité appréciable de
polyphenols qui sont connus par leur activité antimicrobienne mais il n’a montré qu’une seule
activité inhibitrice sur la souch&cinetobacter (sp)ces résultats peuvent étre expliqué par la
présence des sucres et des flavonoides glycosides qui sont des agents capables de déprimer
I'activité antimicrobienne des extraits [63-68].

En conclusion, ces résultats préliminairesvitro, sont satisfaisantes et nécessaires
pour le potentieln vivo de I'extrait méthanolique deentaurea melitensik. et les produits

isolés.
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Conclusion générale

La richesse et la diversité structurales des métabolites secondaires isolés de la famille
Asteraceae, nous a contraint a limiter nos investigations au Gemtaurea. Ce genre est
connu depuis longtemps comme source de sesquiterpenes lactones et de flavonoides.

Une recherche phytochimique sur I'esp&sntaurea melitensik., nous a permis de
mettre en évidence, la présence de :

+ Trois germacranolides

e SL-1= &-O-Isobutyroylsalonitenolide (Nouveau dans le genre et I'espéce)

e SL-2= L’arctiopicrine
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+ Deux élémanolides
e SL-4A= 8 (4’-hydroxymeéthacrylate) dehydromelitensine

(Nouveau dans I'espéce et rare dans le genre Centaurea)

+ Trois flavonoides aglycones et un acide phénolique.

 FL-2=5, 7,3",4-hydroxy-6-méthoxyflavone (Népétindouveau dans I'espéce)
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* FL-3=5, 7,4’-hydroxy-6-méthoxyflavone (Hispiduline) (Nouveau dans I'espéce)

 FL-4=4', 5, 7-trihydroxy-3’, 6-diméthoxyflavone (Jacéosidine)

(Nouveau dans 'espece)

Il nous a paru nécessaire, dans la partie d’identification structurale des produits isolés
de mettre en relief le pourcentage en masse de la composition chimique de meélanges
identiques étudiés, en l'occurren&&-4 et SL-7, et, a ce propos, d'introduire I'approche
quantitative de la RMNH, qui permet de confirmer et enrichir nos informations.
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Nous vivons une époque marquée par la recherche d’une vie plus saine et par une certaine
gquéte de valeurs essentielles.
» Le mélange SL-4 39,71% de SL-4P et 60,2986 SL-4A’ en masse

Structure de SL-4P Structure de SL-4A’

» Le mélange SL-7 34,96% de SL-7P’ et 65,04% de SL-7A’ en masse

Structure de SL-7P’ Structure de SL-7A’(SL-4A’)

Parallelement, a I'étude spectroscopique détaillée des composés cités plus haut,
I'extrait méthanolique de I'espéce Algérien@entaurea melitensik. a montré une activité
antioxydante considérable avec unetC22,8x10’mg/ml et une activité antibactérienne

significative contre la bactérigcinetobacter (sp).



Résumé

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés aux principaux métabolites
secondaires de la famille des astéracées (composées). Notre intérét a porté sur les lactones
sesquiterpeniques et les flavonoides issus du gesmtaurea. Ainsi une étude approfondie a
permis d’établir un recueil de structures connues et nouvelles de ces molécules.

Cette étude allant de 2005 jusqu’a fin 2012 a montré que 51 especes ont été
investiguées. Ces travaux mentionnent 174 structures diversement variées, pour les deux types
de ces métabolites avec une prédominance remarquée pour le squelette sesquiterpénique dont
la majeure partie est de type guaiane.

Notre expérimentation phytochimique et biologique sur la plante algér@amaurea
melitensisL., a permis d’une part l'isolement de quatorze (14) molécules (seulement onze
(11) ont été identifiées): Trois germacranolides a I'état pur, un mélange de deux
élémanolides, un autre mélange de deux élémanes, trois flavonoides aglycones et un acide
phénolique.

D’autre part de I'activité antioxydante de I'extrait méthanolique de cette espéece.

La détermination de structures a été réalisée par la combinaison des données des

méthodes spectrométriques et spectroscopiques modernes (EIMS, UV, RMN-1D, 2-D).

Mots clés: Astéracées Centaurea melitensid. ; flavonoides ; sesquiterpénes lactones ;

activité antioxydante.



Abstract

In this work we have been interested by secondary metabolites of the Asteraceae
family. Our interest has been on the sesquiterpene lactones and flavonoids descended from the
genusCentaurea. Thus a deep biographic study has established a collection of familiar and
new structures of these molecules.

This study from 2005 until the end of 2012 showed that 51 species have been
investigated. These works mention 174 structures variously varied for both of these
metabolites, with a predominance noticed for the sesquiterpene skeleton which the majorities
are guainolides.

Our phytochemical and biological experimentation on the Algerian spEemsurea
melitensisL. has on one hand highlight the isolation of fourteen (14) molecules (only eleven
(11) have been identified): Three germacranolides in the pure state, a mixture of two
elemanolides, another mixture of two elemanes, three flavonoid aglycones and a phenolic
acid.

On the other hand the working up of the antioxidant of the methanolic extract of our
plant.

The determination of structures has been realised by combining the results of
spectrometric and spectroscopic meth@&ds, UV, NMR-1D, 2-D.

Key words: Asteraceae;Centaurea melitensid..; flavonoids; sesquiterpene lactones;

antioxidant activity.
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